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RESUMO

As técnicas convencionais de obtencdo de enzimas baseiam-se no
isolamento e cultivo de microrganismos. No entanto, estima-se que somente 1% deles
sejam cultivaveis em laboratoério, o que limita o espectro de enzimas potencialmente
acessiveis. Um método alternativo e eficiente para obter catalisadores de interesse
biotecnol6gico é a prospecgdo metagendmica, que consiste na extracdo de material
genético de uma amostra do meio ambiente, com posterior clonagem em um
microrganismo cultivavel em laboratério, resultando em uma colecdo de clones
denominada biblioteca metagenémica, a qual é sequenciada e analisada por técnicas
especificas. Embora varias enzimas ja tenham sido isoladas de bibliotecas
metagendmicas construidas a partir de diferentes ambientes, pouco é descrito a
respeito da aplicabilidade delas em sintese organica. Neste contexto, este trabalho
teve como objetivo a avaliagdo do desempenho de uma lipase obtida a partir de uma
biblioteca metagendmica, a LipG9, em reacbes de resolucdo cinética enzimatica
(RCE) de uma série de alcoois alifaticos quirais. A série de alcoois sintetizada foi
planejada de forma que o desempenho desta lipase inédita fosse investigado frente a
reacoes de transesterificac@o de &lcoois alifaticos com diferentes tamanhos de cadeias
carbbnicas ligadas ao centro estereogénico. Também avaliou-se a influéncia de
parametros reacionais, tais como temperatura e solvente organico e a tentativa de
RCE via reacao de hidrélise dos ésteres correspondentes. Os alcoois de configuracao
absoluta S foram obtidos com excessos enantioméricos de 26% a 81% e, apos
otimizacdo das condicdes reacionais, foi possivel obter o &lcool (S)-pentan-2-ol com
elevada pureza éptica (ee = 96%) e taxa de conversdo de 58%, apesar de ainda ser
necessaria a otimizacdo do tempo de reacdo para obtencdo deste composto com
rendimento elevado. Este foi o primeiro estudo descrevendo a RCE de alcoois
alifaticos mediada pela enzima LipG9, sendo que esta lipase se mostrou promissora,
uma vez que apresentou, para o tipo de reacdo explorada, atividade e seletividade
comparaveis a enzimas disponiveis comercialmente. Também é importante ressaltar
gue a lipase LipG9 nado possui qualquer modificacdo genética dirigida e ainda precisa
passar por estudos adicionais de imobilizacdo, com objetivo de aumentar a
estabilidade e atividade enzimética e alcangar reprodutibilidade para este processo.

Palavras-chave: lipase, metagen6mica, alcoois alifaticos, resolugéo cinética.
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ABSTRACT

Conventional techniques for obtaining microbial enzymes are based on the
isolation and cultivation of microorganisms. However, it is estimated that only 1% of
them can be cultivated in the laboratory, which limits the range of potentially available
enzymes. An alternative and efficient method to obtaining new catalysts of
biotechnological interest is the metagenomic prospection, which consists in extracting
genetic material from environmental sample, with subsequent cloning into a host,
resulting in a collection of clones called metagenomic library, which is sequenced and
analyzed by specific techniques. Several enzymes have been isolated from
metagenomic libraries constructed from different environments, however few reports
are described about their applicability in organic synthesis. In this context, this work
presents an evaluation of a lipase obtained from a metagenomic library, LipG9, in
enzymatic kinetic resolution (EKR) of chiral aliphatic sec-alcohols. The series of
synthesized alcohols was designed so that the performance of LipG9 was investigated
in transesterification reactions of alcohols with different sizes of carbon chain bonded to
the stereogenic center. It was evaluated the influence of reaction parameters, such as
temperature and organic solvent, and hydrolysis reactions of the corresponding esters.
The S alcohols were obtained with 26% and 81% of enantiomeric excesses and, after
the optimization of reaction conditions, the (S)-pentan-2-ol was obtained in high optical
purity (ee = 96%) and conversion rate of 58%, although it is necessary the optimization
of reaction time to obtain this compound with higher yield. This research was the first
study describing the EKR of aliphatic alcohols mediated by LipG9, and this lipase has
shown promising biocatalyst since it showed activity and selectivity comparable to
commercially available enzymes for the explored reactions. It is worth mentioning that
LipG9 lipase has no direct genetic modification and additional studies of immobilization
are needed, in order to increase the enzyme stability and activity and achieve
reproducibility for this process.

Key-words: lipase, metagenomics, aliphatic alcohols, kinetic resolution.
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1 INTRODUCAO

1.1 A IMPORTANCIA BIOLOGICA DA QUIRALIDADE

A area da ciéncia que estuda o arranjo tridimensional das moléculas é
chamada estereoquimica. Esse ramo da quimica abrange o estudo de moléculas que
sao caracterizadas pela auséncia de elementos de simetria e séo ditas quirais. Essas
moléculas podem existir de duas maneiras: enantibmeros e diastereoisémeros.
Diastereoisdbmeros sdo moléculas que nao sdo imagens especulares umas das outras
e possuem propriedades fisicas diferentes. Ja os enantibmeros sao imagens
especulares um do outro, mas n&o s&o superponiveis.*

A maioria dos enantibmeros apresenta propriedades fisicas e quimicas
idénticas em ambientes aquirais, como, por exemplo, solubilidade e propriedades
espectroscopicas, exceto uma propriedade especifica: o desvio do plano da luz
polarizada. Os enantidmeros desviam o plano da luz polarizada na mesma magnitude,
mas em dire¢cdes opostas. No entanto, quando estdo em um ambiente quiral, os
enantibmeros apresentam propriedades fisicas diferentes. Isso ocorre devido a
formacédo de complexos diastereoisoméricos entre o enantibmero e o ambiente quiral,
e diasteroisbmeros, como dito, apresentam propriedades distintas.>® Como resultado,
as propriedades fisico-quimicas de um composto podem depender da configuragédo
absoluta do enantibmero e da sua interagdo com um ambiente quiral externo.

Exemplos de ambientes quirais sdo as macromoléculas, como, por exemplo,
0s receptores biolégicos e as enzimas presentes nos organismos vivos. Dessa forma,
os enantibmeros podem ser discriminados (absorvidos, ativados ou degradados) de
maneiras diferentes no organismo.

A acdo diferenciada de enantidmeros no organismo pdde ser evidenciada
com o exemplo classico do farmaco talidomida (Figura 1). Este farmaco foi
administrado, na forma de racemato, a mulheres gravidas com intuito de prevenir
enjoos, no entanto, somente 0 enantibmero R apresenta as propriedades sedativas
desejadas, enquanto o S apresenta propriedades teratogénicas, resultando na méa-

formac&o ou auséncia de membros no feto.*
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H P HN "7
HN N N
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o 5 o
(R)-Talidomida (S)-Talidomida
Sedativo Teratogénico

Figura 1. Enantidbmeros do farmaco talidomida

Outro problema associado ao uso da talidomida € que mesmo administrado
em sua forma enantiopura, o enantibmero R é racemizado in vivo via remogédo do
hidrogénio o a carbonila (Esquema 1). ApoOs este tragico episddio, evidenciou-se a

importancia do estudo das propriedades de cada enantidbmero isoladamente.
o
[ e

(@) 'e) 0)
H 0 0] H O 8

HN N HN. _~ ~——~ HN B
D - \ \
0 o)
o5 o
(0] o (0]

(R)-talidomida Composto (R,S)-talidomida
aquiral

Esguema 1. Racemizacao do farmaco talidomida

Outro exemplo curioso é o composto (S)-3,4-dihidroxifenilalanina, o (S)-DOPA
ou L-DOPA, precursor da dopamina utilizada no tratamento da doenca de Parkinson.
O (S)-DOPA é inativo, e s6 é ativado apés uma reacdo de descarboxilacdo in vivo
levando a um composto aquiral, a dopamina, que apresenta as propriedades
desejadas (Figura 2). No entanto, apesar de inativo, o (S)-DOPA necessita ser
administrado, pois a dopamina ndo consegue romper a barreira do sangue até o seu
sitio de acdo (o cérebro), sendo necessario o uso deste “pro-farmaco”. Vale ressaltar
que a dopamina, que € a forma ativa do farmaco, € um composto aquiral e poderia ser
obtida a partir de qualquer um dos enantidmeros do DOPA, no entanto, a etapa de
descarboxilagdo €é mediada por uma enzima, chamada dopa-descarboxilase,
altamente enantiosseletiva frente ao enantibmero S. Dessa forma, se o DOPA for

administrado como racemato, apenas o enantibmero S sera transformado em
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dopamina levando a um acumulo do enantibmero R, que ndo é metabolizado pela

enzima, o que pode ser prejudicial ao organismo.®

0]

HO

~"“oH Dopa-descarboxilase HO NH,
H,N “H =
HO

(S)-DOPA Dopamina

HO

Figura 2. Descarboxilacéo do (S)-DOPA

A acdo diferenciada dos enantidmeros ndo se aplica somente a classe dos
farmacos. Moléculas quirais de substancias empregadas como agroquimicos, aditivos
alimentares e feroménios também podem apresentar propriedades distintas entre seus
enantibmeros (Figura 3). Como exemplo pode-se citar o enantibmero R do diclorprope
que é empregado como herbicida, enquanto que o enantibmero S é inativo.® Outro
exemplo é o limoneno, cujo enantibmero R possui sabor de laranja enquanto 0 S
possui sabor de limdo. Um exemplo curioso é o composto (R)-japonilura, empregado
como feroménio de atracdo sexual do besouro do género Popillia japonica, conhecido
popularmente como besouro-japonés. Se o enantibmero R do japonilura estiver
contaminado com apenas 2% do enantibmero S, a mistura é trés vezes menos ativa

quando comparado ao feroménio R enantiomericamente puro.®

Cl

_ cl
~-OH OH :
oY ?\ojﬁ( ;
Cl ol >

Cl O
(R)-Diclorprope (S)-Diclorprope (R)-Limoneno (S)-Limoneno
Herbicida Inativo Sabor de laranja Sabor de limao

O
/'"d

(R)-Japonilura (S)-Japonilura

Feromdnio de atracao Inativo

Figura 3. Exemplos de substancias que apresentam acao diferenciada devido a sua

configuracdo absoluta
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A importancia da quiralidade e sua forte associagdo com as propriedades
farmacocinéticas de um composto, além da ampla utilidade sintética de moléculas
enantiopuras como, por exemplo, na preparacdo de novos farmacos, produtos
agroquimicos, dispositivos eletrdnicos e épticos’ e polimeros com novas propriedades,
faz da preparacdo desta classe de compostos uma area proeminente de investigacéo
na quimica organica,® destacando-se a importancia de descobrir novas metodologias

de obteng&o de compostos em sua forma enantiomericamente pura ou enriquecida.

1.2 ALCOOIS SECUNDARIOS ENANTIOPUROS

Dentre as classes de compostos enantiomericamente puros de interesse,
destaca-se a dos &lcoois secundarios e seus derivados, 0s quais s&o importantes
blocos de constru¢do quirais devido a grande versatilidade sintética desta classe de
compostos organicos, que podem sofrer diversas transformacdes quimicas levando,
por exemplo, epéxidos, éteres e aminas.’

Além da grande versatilidade sintética desta classe de compostos organicos
como intermediarios sintéticos, muitas vezes ela esta presente no produto final. Alguns
exemplos de Aalcoois alifaticos utilizados em suas formas enantiopuras estao
apresentados na Figura 4. O (S)-pentan-2-ol € um importante intermediario sintético
empregado na producdo de farmacos utlizados no tratamento da doenca de
Alzheimer, os quais inibem a liberagcdo e/ou a sintese dos peptideos B-amildides
associados a doenca.'® Os éalcoois (R)-oct-1-en-3-ol e o (R)-2-metil-heptan-4-ol s&o
utilizados juntamente com feromonios para atracdo de mosquitos do género
Metamasius hemipterus, uma praga em plantacdes de cana-de-acucar.**? Outro
exemplo notavel sdo ambos os enantibmeros do octan-2-ol que sdo importantes
precursores sintéticos empregados na producdo de agroquimicos e cristais

liquidos.™***
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OH OH OH

(S)-pentan-2-ol (R)-1-octen-3-ol (R)-2-metil-heptan-4-ol
OH OH
)\/\/\/ NN
(R)-octan-2-ol (S)-octan-2-ol

Figura 4. Alcoois enantiomericamente puros utilizados como precursores sintéticos

1.2.1 Obtencéo de alcoois secundarios enantiopuros
Dentre os métodos de obtencdo de &lcoois enantiomericamente puros'>*
encontra-se a catalise assimétrica, a partir da reducédo enantiosseletiva de cetonas

pré-quirais levando a obtencdo de um Unico alcool enantiopuro (Esquema 2).*’

H', O <1 [H1, Cat. quiral

1. [H], Cat. quiral HO}<H
R/ R, 2. H,0*

2. H;0* R R,

Esquema 2. Reducéo de cetonas pré-quirais levando a um anico alcool enantiopuro

Alcoois enantiopuros foram obtidos a partir da hidrogenacdo assimétrica das
cetonas aromaticas pro-quirais catalisada por complexos de ruténio. Neste caso, o
catalisador metalico foi gerado in situ a partir da reagdo do N-(p-toluenossulfonil)-1,2-
difeniletilenodiamina (TsDPEN) com RuCl,(p-cimeno), em solucdo aquosa de formiato
de sb6dio a 40°C, levando aos alcoois 1-4 correspondentes com excessos

enantioméricos de até 94% e com altas taxas de conversdo.*®
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A
TsDPEN =
e} [RuCl,(p-cimeno)], OH ° | =
TsDPEN : s
| XN - | A N-RU-CI
HCOONa-H,0 P ANH
R 40°C, 18 R PR™ %
Ph
1 R=p-Me, c¢=98%, ee=89%
2 R=p-OMe, ¢c=93%, ee =94%
3 R=m-OMe, c = 97%, ee =93%
4 R=p-Br, ¢=98%, ee=93%

Esquema 3. Hidrogenacédo de cetonas aromaticas pré-quirais catalisada pelo complexo Ru-
TsDPEN

Em 2002, Matsuda e colaboradores™ relataram a biorreducéo
enantiosseletiva das cetonas alifaticas 5-10 mediada por células de Geotrichum
candidum, levando a obtencdo dos correspondentes (S)-alcoois com bons
rendimentos e excessos enantioméricos. Neste processo a cetona é reduzida ao
alcool correspondente com concomitante oxidacdo do cofator NADH a NAD". A adic&o
de propano-2-ol regenera o NADH a partir de uma reagdo acoplada, como

apresentado no Esquema 4.

)CJ)\ Geotrichum candidum )O\H
R "R, / \ } R "R,
NADH NAD*
R =Me, Ry = n-Pr A\ / Rendimento: 34 - 97%
Ry =Me, R, = Et o _ OH 94 - >99% ee
R, =Et, Ry, =n-Pr )J\ )\
R1 = Me, R2 = n-But
R4 = Me, R, = n-Pent
0 R1 = Me, R2 =j-Pr

= © 0 ~NO W;

Esquema 4. Reduc¢éo enantiosseletiva de cetonas alifaticas mediada por células de

Geotrichum candidum

Outro método de obtencdo de alcoois enantiopuros € a partir resolucdo de
racematos, processo onde, na presenca de um agente quiral, somente um dos
enantibmeros do alcool racémico é transformado no produto, restando o outro
enantibmero puro, com rendimento teérico de 50% para cada um. A resolucdo de

20,21

alcoois secundarios racémicos é bem descrita na literatura, mas a maioria dos

artigos relata a resolucdo de alcoois que possuem grupos volumosos, como, por
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exemplo, fenila e derivados substituidos, ligados ao centro de quiralidade. Ja sobre a
resolucao de alcoois secundarios alifaticos pouco é encontrado na literatura.

Apesar do avanco significativo dos métodos baseados em catalise
assimétrica, a resolucdo de racematos ainda é o método mais utilizado para obtencao
de &lcoois enantiomericamente puros,’>***% destacando-se a resolucdo cinética

empregando enzimas como catalisadores quirais.

1.3 RESOLUGAO CINETICA ENZIMATICA

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC),
resolucao cinética refere-se a separagao parcial ou completa dos enantibmeros de um
racemato, em virtude de taxas desiguais de reagcdo dos enantibmeros com um agente
quiral.®® Se o agente quiral empregado for uma enzima, o processo é entdo
denominado resolugéo cinética enzimatica ou resolucdo biocatalitica.

Em uma resolucdo cinética enzimatica, os enantiomeros A e B de um
racemato interagem de maneira distinta com a estrutura quiral da enzima (Enz). Dessa
forma, os complexos diastereisoméricos enzima-substrato, formados a partir da
interagdo de cada enantibmero com a enzima, possuem diferentes valores de energia
livie de Gibbs (AG) para seus respectivos estados de transicdo [EnzA]* e [EnzB]*
(Figura 5). Como resultado observa-se uma diferenga na energia de ativagado (AAG™)
entre as reacfes de A e B com a enzima e assim, se, por exemplo, o enantibmero B
for melhor reconhecido pela enzima, o complexo diasterecisomérico EnzB levard ao
estado de transicdo com menor energia, e B sera transformado em Q mais
rapidamente que o enantibmero A, que levaria ao produto P.?’ Se o processo
biocatalitico for eficiente, espera-se que o valor de AAG* seja suficientemente grande
(AAG*® = 18,83 kJ/mol) para que somente um enantidbmero seja transformado no
produto desejado, e assim, a conversdo serd de 50% e os compostos envolvidos

ser&o obtidos com elevada pureza 6ptica (ee > 99%).
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AG

[EnzA]*

\

A
\j

Coordenada de Reacao

Figura 5. Diagrama da variacdo de energia de uma reac¢éo biocatalisada

Enz representa a enzima, A e B os enantibmeros de um racemato a ser resolvido, P e Q os dois possiveis
produtos e AAG*é a diferenca de energia de ativacdo entre os complexos diastereocisoméricos [EnzA]* e
[EnzB]*.

A capacidade da enzima distinguir um enantidmero do outro € mensurada
pelo valor de E, conhecido como coeficiente enantiomérico. Uma reagédo nao-seletiva
apresenta um E igual a 1, enquanto que reacfes com E acima de 20 séo consideradas

Uteis em sintese organica.*

1.3.1 Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas organicas constituidas normalmente por
unidades proteicas, com atividades intra ou extracelular. As enzimas tém a fungéo de
catalisar reagdes quimicas, através da diminuigdo da energia de ativagdo, assim como
qualquer outro catalisador.

De acordo com a Unido Internacional de Bioguimica e Biologia Molecular
(lUBMB) as enzimas sdo classificadas em seis grandes classes de acordo com a
reacdo que catalisam (Tabela 1). A codificacdo das enzimas é composta pela
abreviacdo E.C. (Enzyme Comission) e pode ser seguida de até quatro numeros
referentes as subclasses que a enzima pertence.”

A grande variedade de reacdes que podem ser biocatalisadas faz com que
enzimas sejam intensivamente exploradas em sintese organica.*® Dentre as diversas

reacbes, destacam-se a sintese e hidrolise de ésteres®, alcoois,* lactonas®,



21

35,36

lactamas,** epoxidos, oxi-reducdo de alquenos,® oxidacdo de sulfetos a

sulféxidos,® reacdes aldélicas® e de Diels-Alder.*

Tabela 1. Classificacado das enzimas de acordo com o tipo de reacao catalisada

Aplicach
Classes de Algumas N . plicagao
. Reagdes catalisadas em
enzimas Subclasses .
Sintese
. Hidrogenases, Oxidacao e reducao:
Oxidorredutases .g . ¢ ~ . ¢ ~
(EC 1) oxidases, oxigenacéo de ligacbes 25%
peroxidases C-H, C-C, C=C, C=0
Transferéncia de
Transferases Transaldolases grupos: aldeidico,
. . , 5%
(EC 2) Transcetolase cetbnico, acila, acucar,
fosforila ou metila
Hidrolise e sintese de
. Esterases, ésteres, amidas,
Hidrolases . : .. "
lipases, peptidases epoxidos, nitrilas e 60%
(EC 3) : o .
celulases, amilases anidridos, hidrolise de
carboidratos
Adicao e eliminacdo de
Liases Descarboxilases pequenas moléculas a 704
(EC 4) Cetoacidoliases ligagbes C=C, C=N, °
Cc=0
Racemases Isomerizagdes tais
Isomerases . L 0
(EC 5) epimerases, como racemizacao, 2%
mutases epimerizacéo
Ligases DNA-ligases Sintese e clivagem de
g ! ligagdes C-O, C-S, C-N, 1%

EC6 "si
(EC6) NAD sintetases c-C

DNA: Acido desoxirribonucleico, NAD™: Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina.

Além da gama de reacdes orgéanicas catalisadas por enzimas, 0 uso destes
biocatalisadores visando a obtengdo de compostos enantiomericamente puros pode
oferecer vantagens tais como alta eficiéncia catalitica e especificidade, além de
atuarem em condi¢cdes brandas de temperatura e pH, ou ainda em meios reacionais
diversos incluindo solventes organicos, solventes em estado supercritico®* e liquidos
idnicos*?, tornando-se uma alternativa econémica e ambientalmente viavel quando

comparadas a catalisadores quimicos convencionais.?’
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1.3.1.1 Lipases

A &rea da ciéncia que emprega enzimas isoladas visando a biotransformacéao
de compostos organicos € chamada biocatélise. Dentre as enzimas mais aplicadas
para este fim, tanto na inddstria quanto no meio académico, destaca-se a grande
classe das hidrolases (EC 3), sendo a classe de enzimas responsavel por cerca de
60% das aplicacdes em sintese orgéanica (Tabela 1). As lipases, uma das sub-classes
das hidrolases, séo as enzimas hidroliticas mais explorada na obteng&o de compostos
enantiomericamente puros. Estima-se que 40% de todas as biotransformacdes
industriais relevantes tém sido realizadas com lipases.?’

Tamanha aplicagédo das lipases em biocatalise esta intimamente ligada ao fato
de que estas enzimas nao requerem cofatores. Além do mais, o uso destes
biocatalisadores pode oferecer vantagens tais como: alto grau de seletividade (quimio,
régio- e enantiosseletividade) frente aos substratos, estabilidade em solvente
organico*®, podem ser obtidas dos mais diversos organismos (bactérias, fungos,
leveduras, plantas, animais), muitas estdo disponiveis comercialmente (Tabela 2),
além de aceitarem uma gama de substratos nao-naturais sendo extremamente

verséateis em sintese organica.**

Tabela 2. Exemplos de lipases disponiveis comercialmente®

Origem Fonte de lipases Aplicagdes

Candida rugosa Sintese orgéanica
Fungo Candida antarctica Sintese orgéanica

Thermomyces lanuginosus Aditivo de detergentes

Rhizomucor miehei Processamento de alimentos

"""""""""" Burkholderia cepacia  Sintese organica

Bactéria Pseudomonas alcaligenes Aditivo de detergentes

Pseudomonas mendocina Aditivo de detergentes

Chromobacterium viscosum Sintese organica

As lipases sdo hidrolases de ésteres de triacilglicerol (E.C. 3.1.1.3), ou seja,
em seu ambiente natural, catalisam reacdes de hidrélise de triacilgliceréis de cadeia
longa liberando os &cidos graxos correspondentes, glicerol e/ou mono- ou diacilglicerol
ou, no caso de meios aquo-restritos, catalisam a reacdo inversa, promovendo a

sintese de triacilglicerdis (Figura 6).2"*
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3 Lipase
OYO + 3H,0 Ss———————r HO/\(\OH + i
Ro OH Rs OH
Triacilglicerol Glicerol o

R3)J\OH

Acidos graxos

Figura 6. Reagdo de hidrélise de triacilgliceréis mediada por lipase

Diversas enzimas ja possuem sua estrutura tridimensional elucidada,*’ o que
gera informagdes importantes e permite que, através de técnicas de engenharia de
proteinas e de biologia molecular moderna, as propriedades cataliticas possam ser
controladas e modificadas, o que pode resultar em novos biocatalisadores com
caracteristicas melhoradas, como, por exemplo, mais seletivos e/ou mais
termoestaveis. Estudos de raios X mostraram que as lipases de Candida antarctica
apresentam em suas estruturas um padréo conformacional comum, denominado de
conformagédo a/f hidrolase, composto de uma sequéncia de a-hélices e folhas B-

pregueadas alternadas (Figura 7).*

Figura 7. Estrutura cristalografica da lipase de Candida antartica fragdo B, a CAL-B**°

A catalise enzimatica propriamente dita ocorre em uma regido da enzima onde
encontra-se o sitio catalitico, geralmente uma cavidade, onde ocorre interacdes com

substratos especificos, catalisando a transformacéo quimica (Figura 8).>*
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Figura 8. Representacgédo do sitio catalitico da lipase de Candida antarctica fracdo A, a CAL-A,
composto por residuos de aminoacidos, com destaque para a triade: serina, histidina e

aspartato®

No caso das lipases, o sitio catalitico € composto por uma triade de residuos
de aminoé&cidos: um de serina (nucledfilo), um imidazélico de histidina e um carboxilico
de 4cido aspartico ou glutmico.”® Esses residuos de aminoécidos est&o
tridimensionalmente dispostos proximos uns dos outros, e dessa forma, interacdes
acido-base provocam uma diminuicdo do pKa da hidroxila da serina tornando-a mais
nucleofilica, o que possibilita 0 ataque ao carbono carbonilico do substrato, de acordo

com o mecanismo exemplificado na Figura 9.27°*%

R2
105 Ser\../\‘>:o

T T /=N \ —
Ie) H/N/\N Substrato ““H-N _ R' | Intermediario
\) tetraédrico |
His 2
Triade catalitica His 22

jiull

el e e el e

S

_ 1% ger__ (|

15 Ser, . R?
o: g M o Ol
187 Asp Oe /H R 187 Asp.__O ®_H--02 o5

.0 O R
105 Ser. 4) R2 87 Asp ” o) *%p%‘ P%l
O e} NN,
187 “H
Asps O /\(3 H--—Nu OO — \) Intermediario
O' H/N\) His 2 acil-enzima
His 224 [ Nu-H = nucledfilo ’

Intermediario
tetraédrico Il

Figura 9. Representacdo do mecanismo da agédo catalitica de uma lipase
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Assim que o ataque ao carbono carbonilico do substrato ocorre, o
intermediario tetraédrico | é formado, seguido da liberacdo do grupo R;OH e formacao
do intermediario acil-enzima. Apds a formacéo deste intermediario ele pode sofrer um
ataque de diferentes espécies nucleofilicas presentes no meio reacional, o0 que
demonstra a grande versatilidade das reacdes catalisadas por lipases, como reacdes
de hidrolise/alcodlise, amondlise, amindlise, hidrazinélise, de formacgéo de peracidos e
reacdes de transesterificacdo (Figura 10).” O ataque do nucledfilo (Nu-H) ao
intermediario acil-enzima, leva a formagdo de um segundo intermediario tetraédrico
(intermediario tetraédrico Il) e, em seguida, ocorre a liberagcdo do produto acilado e a

regeneragao da enzima.

o

RgOH -=-=-==m=-mn- . HO
\ E o : /
' R{” "OEnz E
0 & ! Intermedidrio i NH; o
)k ' Acil-enzima | \ )j\
Ry~ ~O-O-H e ' Ri™ "NH;

o

Ri” “NHNHR, R1)LNHR3

Figura 10. Diferentes nucledfilos aplicaveis as reac6es mediadas por lipases

Apesar da vasta aplicacdo de lipases, tanto na industria quanto no meio
académico, muitos dos biocatalisadores disponiveis comercialmente ndo apresentam
atividade e estabilidade satisfatérias em processos biocataliticos mais elaborados,
além de que muitas enzimas apresentam custo elevado por serem modificadas
geneticamente, fazendo-se necessario a identificacdo de novas lipases que
apresentem caracteristicas melhoradas visando a aplicagdo destes biocatalisadores

em sintese organica.
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1.3.1.2 Lipases obtidas por prospeccdo metagenémica

Lipases podem ser isoladas dos mais diversos meios, tais como plantas,
animais e microrganismos, sendo as de origem microbiana as mais exploradas em
sintese organica.”® A obtencéo de lipases foi, durante muito tempo, dependente de
técnicas de cultivo. No entanto, essa técnica apresenta limitagdes, pois estima-se que
somente cerca de 1% dos microrganismos sejam cultivaveis em laboratério,* dessa
forma, os 99% restantes néo teriam seu potencial explorado. Isto se deve ao fato de
gue meios de cultura, na maioria das vezes, sdo incapazes de reproduzir as condicbes
encontradas no ambiente. Outra limitacdo associada ao cultivo de microrganismos é
que muitos deles podem ser nocivos a saude humana, como, por exemplo, fungos e
bactérias patogénicos.

Nos Ultimos anos, técnicas de biologia molecular modernas tém sido
empregadas para identificar ou desenvolver biocatalisadores de interesse.*®*°° Dentre
essas abordagens, a triagem em bibliotecas metagenémicas € uma alternativa
eficiente para compreender a diversidade microbiana e encontrar novos
biocatalisadores, independentemente de técnicas tradicionais cultivo.

O termo metagendmica ou gendmica ambiental & definido como a “aplicagédo
de técnicas de gendmica moderna para o estudo de comunidades de microrganismos
diretamente em seus ambientes naturais, sem a necessidade de isolamento e cultivo
em laboratério das espécies individuais”.®* Dessa forma, a técnica de metagendmica
supera a limitacdo imposta pelo cultivo in vitro de microrganismos, baseando-se na
construgdo de uma biblioteca de material genético obtido diretamente de fontes
ambientais (solo, ar, ambientes aquaticos, plantas, animais). Para isso, fragmentos de
DNA sdo extraidos de uma amostra ambiental, sequenciados, analisados e clonados
em uma bactéria hospedeira cultivavel em laboratério, geralmente Escherichia coli, e,
apos a expressao, os clones sdo submetidos a triagem para a propriedade desejada,

neste caso, a producéo de lipases (Figura 11).%?
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AUV

———
Isolamento de DNA
de uma amostra
ambiental
Manipulagao
do DNA

Expressao em
um hospedeiro

—_—

Triagem

Figura 11. Obtencao de lipases por prospeccao metagendmica

Fonte. Adaptado da referéncia 62

Além de superar a limitagdo imposta pelo cultivo in vitro de microrganismos, a
técnica de metagenbmica oferece a vantagem de realizar andlises de forma
relativamente imparcial, uma vez que ndo é necessario 0 conhecimento prévio dos
microrganismos presentes na amostra investigada.®

Em 2012, duas novas lipases foram obtidas de uma biblioteca metagenomica
construida a partir de amostras de solo e agua da cidade de Hamburgo, na Alemanha,
e identificadas como LipS e LipT. Estas lipases apresentaram termoestabilidade em
até 75°C e a LipS apresentou alta seletividade em reac6es de hidrélise dos ésteres 11
e 12 levando a obtencdo dos (R)-alcoois correspondentes com excessos

enantioméricos maiores que 96% (Esquema 5).%

©/\(O\[{ LipS, Tampé&o (pH = 7) @\\\OH
~ R
R. O 13.000 rpm, 70°C 2
11 R, = Et ¢ = 50%
12 R, = n-Prop ee > 96%

Esquema 5. Reacdes de hidrélise dos ésteres 11 e 12 mediada pela enzima de metagenémica
LipS

Outra lipase inédita foi isolada de uma biblioteca metagendmica construida a
partir de sedimentos de maré na Coréia do Sul e identificada como EstEH112. Esta

lipase foi avaliada em reacfes de resolucdo cinética visando a obtencdo de alcoois
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terciarios enantiomericamente enriquecidos, no entanto, baixos coeficientes
enantioméricos foram observados para estas reagdes (E < 5).*

Recentemente, Costa®® avaliou duas lipases obtidas de uma biblioteca
metagendmica construida a partir de uma amostra de solo contaminado com gordura
animal (LipC12 e LipG9)°®®" na resolucéo cinética de alcoois benzilicos p-substituidos
e ésteres carboxilicos. As reacdes de transesterificacdo dos alcoois 13-17 levaram aos
respectivos produtos com excessos enantioméricos de 95% a maiores que 99%
(Esquema 6). A reacdo de transesterificacdo do alcool 13 apresentou taxa de
conversao de 49% em 30 horas, levando a obtencéo do &lcool (S) remanescente com

excesso enantiomérico de 95%.

OH o
)Lo/\ , lipase OH

o
R, SR
hexano, 35°C Re Q/\ 2
Ri R

R4
(R.S) (S) (R)
13Ry=H,Ry=Me
14R1 =H,R2=Et
15 R4 =H, R, = n-But
16 R4 = OCH3' R, = Me
17 R4 =NOy, Ry = Me

ee 95 - >99%

Esquema 6. Reacgdo de transesterificacdo dos &lcoois 13-17 mediada por enzimas LipC12 e
LipG9, oriundas de metagendémica

As reacdes de hidrolise dos ésteres 18-20 apresentaram menores taxas de
conversao quando comparadas as reacbes de transesterificacdo, no entanto, altos

coeficientes enantioméricos (E>200) foram observados (Esquema 7).

O

§ i
H,0, lipase X
Rz o - R R2
. hexano, 35°C 2+
1 R; Ri
(R,S) (S) (R)
18 Ry = H, R, =Me ee 85 - >99%

19 Ry = H, R, = Et
20 Rq = NOZY R, = Me

Esquema 7. Reacdo de hidrolise dos ésteres 18-20 mediada por enzimas LipC12 e LipG9
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Embora varias lipases ja tenham sido isoladas de bibliotecas metagendmicas

construidas a partir de diferentes ambientes, %7072

pouco é descrito a respeito da
aplicabilidade destas lipases em sintese organica, mais especificamente na resolucéo
de racematos, destacando-se a oportunidade de avaliagdo da enantiosseletividade de
uma lipase oriunda de metagendmica frente a reagdes de transesterificagdo de alcoois
secundarios alifaticos com diferentes tamanhos de cadeias carbénicas ligadas ao
centro estereogénico e reacdes de hidrélise dos respectivos ésteres, caracterizando

assim o objetivo deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho da lipase LipG9, obtida de uma biblioteca
metagendmica, na resolugdo cinética enzimatica de alcoois secundérios alifaticos e

seus respectivos ésteres.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos definidos foram:

v' Sintese e caracterizacdo dos alcoois alifaticos e ésteres carboxilicos

correspondentes;

v Resolugdo cromatogréfica dos compostos sintetizados para posterior
determinacdo dos pardmetros de estereosseletividade das reacgles

enzimaticas;

v' Sintese e caracterizacdo dos propionatos correspondentes para aplicacdo

como padrdes cromatograficos;

v" Avaliacao do desempenho da enzima LipG9 em reacdes de resolugao cinética

enzimatica;

v' Investigacdo dos parametros reacionais em reacdes de resolucdo cinética

enzimatica mediadas pela enzima LipG?9;
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE QUIMICA E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS DE
INTERESSE

A primeira etapa do trabalho consistiu na sintese e caracterizagdo dos alcoois
secundarios alifaticos (R,S)-21-26 de interesse e dos ésteres (R,S)-21la-26a
correspondentes mostrados na Figura 12. Esta série de compostos foi planejada de
forma que fosse investigado o desempenho da enzima LipG9 frente a compostos com
diferentes tamanhos de cadeias carbonicas (21 — 24 e 21a - 24a), com uma cadeia
ramificada (25 e 25a) e, também, com o grupo hidroxila na posicao -3 (26 e 26a).

21 22 23 24 25 26

DS G X oA
PN M A

21a 22a 23a 24a 26a

Figura 12. Alcoois e ésteres sintetizados.

Os élcoois alifaticos (R,S)-21-26 foram sintetizados via reducéo quimica das
cetonas comerciais correspondentes com borohidreto de sédio em metanol, de acordo
com metodologia bem estabelecida na literatura™ (Esquema 8). Todos os &lcoois
obtidos sdo Oleos translucidos e foram purificados por destilagdo fracionada. Os

produtos foram obtidos com rendimentos entre 85-95%.

R1 = Me, Ry = n-Pr (21), 85%

O NaBH,, MeOH OH R1 = Me, R, = n-Bu (22), 95%
P — R1 = Me, R, = n-Pent (23), 91%
Ri™ Ry 25°C. 2.6h R{” R Ry =Me, Ry =n-Hex (24), 89%

R1 = Me, R, =i-Bu(25), 94%

(R,S)-21-26 Ry = Et, Ry = n-Pr (26), 92%

Esquema 8. Reduc¢éo quimica das cetonas para obtencao dos alcoois de interesse.

Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por RMN de 'H, de

3C e IV e os dados espectroscopicos obtidos estéo de acordo com a literatura.” ">
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Devido a similaridade dos &lcoois (R,S)-21-26 sintetizados, sera discutida
somente a caracterizacéo do octan-2-ol (24). No espectro de RMN de *H do composto
24 (Figura 13) observou-se um tripleto (t) na regido de 0,89 ppm com constante de
acoplamento (J) de 6,8 Hz, com integral para trés hidrogénios, atribuido aos
hidrogénios da metila terminal (8). Na regido de 1,20 ppm observou-se um dupleto (d),
com J = 6,2 Hz, com integral para trés hidrogénios, atribuido aos hidrogénios da metila
(1) vizinha ao carbono carbindlico. Em 1,81 ppm observou-se um simpleto largo (sl),
com integral para um hidrogénio, referente ao hidrogénio labil da hidroxila da fungéo
alcool. Na regido de 3,75 a 3,87 ppm observou-se um sexteto (sext), com J = 6,2 Hz,
referente a um hidrogénio ligado ao carbono carbindlico (2). Na regido 1,23 a 1,49
ppm observou-se um multipleto (m), com integral para dez hidrogénios, atribuido aos

hidrogénios ligados aos carbonos metilénicos (3, 4, 5, 6, 7) da molécula.
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Figura 13. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl,;, TMS) do octan-2-ol (24).

No espectro de RMN de **C do octan-2-ol (24) (Figura 14) observou-se um
sinal com deslocamento quimico de 14,0 ppm atribuido ao carbono da metila (8),
devido a maior distancia do carbono carbindlico, consequentemente esta metila esta
mais protegida (blindada) e menos susceptivel ao campo magnético aplicado.

Observou-se sinais em 22,6, 23,4, 25,7 e 29,3 ppm atribuidos aos carbonos
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metilénicos (7), (6), (4) e (5), respectivamente. Observou-se um sinal em 31,8 ppm
atribuido ao carbono metilénico (1) e em 39,3 ppm atribuido ao carbono metilénico (3),
estes mais desprotegidos (desblindados) devido a proximidade do carbono carbindlico,
deixando-0s mais susceptiveis ao campo magnético aplicado. Em 68,0 ppm observou-

se um sinal com maior deslocamento quimico atribuido ao carbono carbinélico (2).

g FHHRHEE
) BrANEA
o | ANSVEN
)\/4\/\/8
123 564
CgHys0

-Mmmw.wwwwht/w MW

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9O 80 70 60 50 40 30 20 10 o}

Figura 14. Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCls) do octan-2-ol (24).

Na andlise de espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier
em pastilha de KBr do composto 24 (Figura 15) observou-se uma banda de absorgéo
em 3355 cm™, com forma larga e intensa, descrita na literatura como correspondente a
deformacgéo axial da ligacdo de hidrogénio intramolecular caracteristica da funcéo
alcool. Observou-se bandas intensas em 2973 cm™, 2929 cm™ e 2863 cm™ atribuidas
aos estiramentos axiais das ligacdes entre carbono e hidrogénio e trés bandas em
1467 cm™, 1378 cm™ e 1327 cm™ atribuidas aos estiramentos angulares das ligacdes
entre carbono e hidrogénio.
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Figura 15. Espectro no IV do octan-2-ol (24).

Os ésteres correspondentes (R,S)-21a-26a foram obtidos a partir da
acetilacdo quimica dos alcoois (R,S)-21-26 empregando anidrido acético e piridina
como solvente e catalisador (Esquema 9). Os residuos brutos obtidos das reacdes
foram 6leos amarelo escuro e apo6s purificacdo por cromatografia flash utilizando como
fase movel hexano: acetato de etila na propor¢éo 8:2 (v/v), os produtos foram obtidos
como 6leos levemente amarelados, com rendimentos entre 58 e 81%. Os ésteres
sintetizados foram empregados como padrdes cromatograficos e como substratos
frente a reacdes de hidrolise enzimatica.

0]
o )]\ R1 = Me, Ry = n-Pr (21a), 58%
OH Ac,0, piridina o R1 = Me, R, = n-Bu (22a), 84%

)\ > )\ R1 = Me, Ry = n-Pent (23a), 78%

R R, 35°C, overnight

R R R1 = Me, R, = n-Hex (24a), 83%
1 2 R, =Me, R, = i-Bu (25a), 81%
(R,S)-21-26 (R,S)-21a-26a R, = Et, R, = n-Pr (26a), 64%

Esquema 9. Acetilagao quimica dos alcoois para obtencao dos ésteres correspondentes

Todos os ésteres (R,S)-21a-26a foram caracterizados com base na andlise
dos dados de RMN de 'H, de **C e IV e os dados espectroscopicos estdo de acordo
com a literatura.””"® Devido a similaridade dos compostos sintetizados, seréa discutida a
caracterizacdo do acetato de 2-octila (24a). No espectro de RMN de *H do composto

24a (Figura 16), observou-se um tripleto em 0,88 ppm, com J = 6,7 Hz, com integral
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para trés hidrogénios, atribuidos aos hidrogénios da metila terminal (8). Na regido de
1,20 ppm observou-se um dupleto, com J = 6,2 Hz, com integral para trés hidrogénios,
atribuido aos hidrogénios da metila (1). Observou-se um simpleto em 2,04 ppm, com
integral para trés hidrogénios, atribuidos aos hidrogénio da metila do grupo acetila
(10). Na regido de 4,90 ppm observou-se um sexteto, com J = 6,2 Hz, com integral
para um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono (2). Na regido de 1,23 a
1,29 ppm observou-se um multipleto, com integral para dez hidrogénios, atribuido aos
hidrogénios ligados aos carbonos metilénicos (3, 4, 5, 6 e 7) da molécula.
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H (CDCl3 200 MHz, TMS) do acetato de 2-octila (24a)

No espectro de RMN de *C do composto 24a (Figura 17) observou-se um
sinal em 13,9 ppm atribuido ao carbono da metila (8), devido a maior distancia do
carbono carbonilico, deixando esta metila menos susceptivel ao campo magnético
aplicado resultando em menor deslocamento quimico. Em 19,9, 21,3, 22,3, 25,3 e 29,3
ppm observou-se sinais atribuidos aos carbonos metilénicos (7), (6), (5), (4) e (10),
respectivamente. Observou-se um sinal em 31,7 ppm atribuido ao carbono metilénico
(1) e em 35,9 ppm atribuido ao carbono metilénico (3). Em 71,0 ppm observou-se um
sinal atribuido ao carbono (2) e em 170,7 ppm um sinal atribuido ao carbono da

carbonila da funcao éster (9).
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Figura 17. Espectro de RMN de **C (CDCl;, 50 MHz) do acetato de 2-octila (24a)

Na andlise de espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier
em pastilha de KBr do composto 24a (Figura 18) observou-se uma banda de absorgéo
fina e intensa em 1738 cm™, descrita na literatura como caracteristica da funcéo éster.
Observou-se bandas intensas em 2929 cm™ e 2863 cm™ atribuidas aos estiramentos
das deformacdes axiais das ligacdes entre carbono e hidrogénio, e em 1371 cm™ e
1238 cm™ atribuidas aos estiramentos das deformagées angulares das ligagdes entre
carbono e hidrogénio.
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Figura 18. Espectro no IV do acetato de 2-octila (24a)
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3.2 RESOLUCAO CROMATOGRAFICA DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

A segunda etapa do trabalho consistiu na resolu¢cdo cromatogréfica dos
compostos de interesse, a fim de determinar as condi¢gdes de andlises dos alcoois e
ésteres envolvidos nas reacBes para posterior determinagcdo dos parametros de
estereosseletividade das reacfes de resolugdo cinética enzimatica. Todos os alcoois
((R,S)-21-26) e ésteres ((R,S)-21a-26a) sintetizados foram submetidos a resolucao
cromatogréfica utilizando cromatografia gasosa em coluna com fase estacionaria
quiral.

Quando os ésteres (R,S)-21a-26a foram submetidos a resolucéo
cromatogréfica, a programagdo com temperatura inicial de 40°C por 1 minuto com taxa
de aquecimento de 2°C por minuto até 120°C resultou na resolucdo desejada para
todos os ésteres. A resolugdo cromatografica de um éster, o (R,S)-acetato de 2-pentila
(21a), esté ilustrada na Figura 19.

uV(x100,000)

8. Chromatogram

7.0
6.0
5.0

4.0

O)OJ\
)\/\

390 (R)-21a
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00—

0.0 25 5.0 75 10.0 12,5 min

Figura 19. Cromatograma da resolucéo enantiomérica do (R,S)-acetato de 2-pentila (21a)

tr = 8,0 min e 9,9 min [CG-quiral: coluna capilar Chirasil — Dex CB (25 m x 0,25 mm); Programagéo: 40°C
(2 min), agquecimento (2°C/min) até 120°C]

Quando os alcoois alifaticos (R,S)-21-26 foram submetidos a resolucéo
cromatogréfica, diferentes isotermas e rampas de aquecimento foram testadas, no
entanto, nenhuma das condi¢des testadas resultou na resolucdo destes compostos e
ja existe relato na literatura a respeito da dificuldade da resolugcdo cromatogréfica de

alcoois alifaticos.” A tentativa de resolucdo cromatogréafica de um alcool, o (R,S)-
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pentan-2-ol (21), esta ilustrada na Figura 20 e o cromatograma da mistura (R,S)-

pentan-2-ol (21) e (R,S)-acetato de 2-pentila (21a) estd ilustrado na Figura 21.

uV(x100,000)
4.0’ Chromiatogrdm
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25 5.0 7.5 10.0 125 min

Figura 20. Cromatograma do (R,S)-pentan-2-ol (21)
tr = 6,4 min [CG-quiral: coluna capilar Chirasil — Dex CB (25 m x 0,25 mm); Programagé&o: 40°C (1 min),
aquecimento (2°C/min) até 120°C ]
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Figura 21. Cromatograma da mistura (R,S)-pentan-2-ol (21) e (R,S)-acetato de 2-pentila (21a)

tr = 6,4 min, 8,0 min e 10,0 min [CG-quiral: coluna capilar Chirasil — Dex CB (25 m x 0,25 mm);
Programacao: 40°C (1 min), aquecimento (2°C/min) até 120°C ]
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Nestes casos, a determinacdo dos excessos enantioméricos dos alcoois
(R,S)-21-26 foi realizada indiretamente via derivatizacdo aos ésteres propidnicos.
Para isso, apos a retirada de aliquotas das reacbes de RCE, adicionou-se anidrido
propidnico e 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (Esquema 10). A reagéo foi mantida sob
agitacdo magnética durante 15 minutos, e, em seguida, neutralizada com solucéo
aquosa de NaHCOj; Ap6s a derivatizacdo, as aliquotas foram analisadas por
cromatografia gasosa em coluna com fase estacionaria quiral e os parametros de
estereosseletividade determinados. O cromatograma do acetato de 2-pentila (21a) e
do propionato de 2-pentila (21b) obtido via derivatizacdo do pentan-2-ol (21) esta

ilustrado na Figura 22.

0
)J\ O O )
}O\H /(g)\ \)J\OJ\/ N O)J\ O)K/
+ DMAP, hexano +
Ri™ R Ri™ R 35°C, 15 min R1/§\R2 R1/§\R2
21-26 21a-26a 21a-26a 21b-26b

Esquema 10: Derivatizagdo do alcoois alifaticos (21-26) para obtencédo dos propionatos

correspondentes (21b-26b)
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Figura 22. Cromatograma do acetato de 2-pentila (21a) e do propionato de 2-pentila (21b)
obtido via derivatizac&do do pentan-2-ol (21) com anidrido propidnico
Tr = 8,0 min, 9,9 min, 11,8 min, 12,7 min. [CG-quiral: coluna capilar Chirasil — Dex CB (25 m x 0,25 mm);
Programacéo: 40°C (1 min), aquecimento (2°C/min) até 120°C ]
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3.3 RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA (RCE)
3.3.1 Biocatalisador

A enzima LipG9 avaliada neste trabalho foi obtida de uma biblioteca
metagendmica construida por Glogauer,® a partir de uma amostra de solo
contaminado com alto teor de gordura animal. A biblioteca possui cerca de 500.000
clones, os quais foram submetidos a uma selecdo de atividade contra diferentes
substratos (Figura 23). A partir dessa triagem, 2661 clones apresentaram atividade
contra a tributirina (27) e 127 apresentaram atividade contra a tricaprilina (28). Na
segunda triagem, do total de 127 clones, apenas 32 apresentaram atividade contra a
trioleina (29), que é considerado um substrato padrdo para lipases ditas verdadeiras.
Por fim, os trés clones que apresentaram maior atividade contra a trioleina foram
selecionados para 0 sequenciamento, identificacdo e analise. Como resultado, uma

nova lipase, a LipG9, foi identificada e caracterizada por Martini ¥ e por Alnoch.?#2

\/73(0 Ojoﬁ\)s\

29

Figura 23. Triacilgliceréis (27-29) utilizados como substratos para determinacao da atividade
lipolitica dos clones da biblioteca metagendmica

A LipG9, com massa aproximada de 55 kDa, foi imobilizada em resina
hidrofébica de polipropileno (Accurel MP-1000%) via adsor¢éo fisica e apresentou
atividade especifica de hidrélise de 16 U contra a trioleina (29) em heptano, sendo U
definido como a quantidade de enzima capaz de gerar 1 ymol de acidos graxos por
minuto nas condi¢cfes do ensaio. A LipG9 imobilizada apresentou termoestabilidade
até 50 °C quando incubada durante 8 horas e também mostrou-se estavel em varios

solventes orgéanicos, tais como heptano (log P = 4), hexano (log P = 3,5), tolueno (log
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P = 2,5), tetrahidrofurano (log P = 0,46), acetona (log P = -0,31) e etanol (log P = -
0,23), mantendo mais de 80% de sua atividade residual apos 8 horas de incubagdo.®
Neste trabalho a enzima LipG9 foi selecionada para avaliacdo da
enantiosseletividade frente a seis alcoois alifaticos com diferentes cadeias carbdnicas
((R,S)-21-26) e seus ésteres correspondentes ((R,S)-21a-26a), sendo empregada

pela primeira vez na RCE destes compostos.

3.3.2 Resolucao via reacao de transesterificacdo enzimatica mediada por LipG9

Para todas as reacfes de resolugdo cinética enzimatica dois parametros
foram assumidos: o primeiro foi que para a enzima ser considerada ativa a conversao
minima deveria ser maior que 5% e o segundo foi que o tempo maximo de reacao
seria de 24 horas. Os parametros conversdo e pureza enantiomérica foram
determinados a partir das areas observadas para cada composto nos cromatogramas
e aplicacdo das equagdes apropriadas.' As configuracdes absolutas dos &lcoois e
ésteres foram atribuidas por comparagdo com os dados obtidos em uma reacao
realizada em paralelo empregando a enzima CAL-B cuja enantiopreferéncia em
reacoes de resolucéo cinética enzimatica esta bem descrita na literatura. '#8384

Em um primeiro momento, os seis alcoois alifaticos (R,S)-21-26 com
diferentes cadeias carbbnicas foram submetidos a reagfes de transesterificacdo
mediada pela enzima LipG9 empregando acetato de vinila como doador de acila,
hexano como solvente e 35°C.

Os dados das reacdes de transesterificagdo dos alcoois alifaticos (R,S)-21-26
mediadas pela enzima LipG9 estdo apresentados na Tabela 3.

A reacao de transesterificacdo do (R,S)-pentan-2-ol (21) mediada pela enzima
LipG9 apresentou taxa de conversdo de 49% em 24 horas, levando a obteng&o do
éster (R)-21a com 88% de excesso enantiomérico (ee) e do alcool remanescente (S)-
21 com 81% de ee, resultando em um coeficiente de enantiosseletividade (E) igual a
39 (Tabela 2- entrada 5). Da série de alcoois avaliada, o pentan-2-ol (21) é o que
possui 0 menor grupo (R, = n-propila) ligado ao centro estereogénico. Quando o alcool
avaliado foi o (R,S)-hexan-2-ol (22), que possui um grupo n-butila ligado ao
estereocentro, a taxa de converséo foi de 54% em 24 horas, fornecendo o produto (R)-
22a com 74% de excesso enantiomérico e o alcool (S)-22 com 88% (Tabela 2 —
entrada 10).

! Equacbes 1 e 2 descritas na Parte Experimental deste documento.
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Tabela 3. Resolucéo cinética enzimatica dos alcoois (R,S)-21-26 mediada por LipG9

o}
OH 0 _ OH Ok
R1)\R2 . )J\o/\ LipG9 R1/-\R2 R1)\R2
Hexano, 35°C
(R,S)-21-26 (S)-21-26 (R)-21a-26a
Entrada Alcool Tempo c (%)® _ e? (%)b, =
(h) alcool ester
1 3 16 19 89 21
2 OH 6 26 33 89 23
3 )\/\ 9 34 41 86 20
4 21 12 38 53 85 21
5 24 49 81 88 39
6 3 14 17 84 14
7 OH 6 23 27 85 16
8 )W 9 29 42 80 13
9 22 12 35 48 81 15
10 24 54 88 74 19
11 3 9 7 53 3
12 OH 6 16 6 51 3
13 )\/\/\ 9 21 20 39 3
14 23 12 30 25 51 4
15 24 52 47 46 4
16 3 12 6 40 2
17 OH 6 20 12 39 2
18 M 9 30 15 36 2
19 24 12 32 20 34 2
20 24 53 36 30 3
21 3 <5 - - -
22 OH 6 7 7 73 7
23 /K)\ 9 9 11 71 7
24 25 12 10 13 96 56
25 24 19 26 96 63
26 3 6 5 49 3
27 OH 6 7 11 89 19
28 \/K/\ 9 15 11 88 17
29 26 12 17 16 81 11
30 24 59 32 52 4

Condicdes reacionais: Alcool (R,S)-21-26 (0,1 mmol), enzima imobilizada (50 mg), acetato de vinila (0,4
mmol), hexano (2 mL), 35°C; 2Conversdo: determinada por comparacdo das areas do cromatograma;
PExcesso enantiomérico: (R)-(S)/(R)+(S)x100 [CG-quiral: coluna capilar Chirasil — Dex CB (25 m x 0,25
mm); Programacéo de temperatura: 40°C até 120°C com taxa de aquecimento de 2°C/min; fluxo 20
mL/min]; “Excesso enantiomérico do alcool: determinado indiretamente via derivatizagdo do alcool ao
propionato correspondente; YRazfo enantiomérica: E = In {[e.e.¢ster (1 - €.€.41c001)] / (€.€.¢str + €.€.51c001)} /
In {[e.e.ester (1 + €.€.41c001)] / (€.€.65ter + €.€.41c001)};
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Para as reacdes de transesterificacdo enzimatica dos alcoois (R,S)-heptan-2-
ol (23), que possui o grupo R, = n-pentila ligado ao estereocentro, e (R,S)-octan-2-ol
(24), que possui 0 grupo R, = n-hexila, as taxas de conversao foram préximas a ideal
(52% e 53%, respectivamente), no entanto, os produtos (R)-23a e (R)-24a, bem como
os alcoois remanescentes (S)-23 e (S)-24, foram obtidos com baixos excessos
enantioméricos (Tabela 2- entradas 15 e 20). Estes resultados indicam que 0s grupos
n-pentila e n-hexila, dos alcoois 23 e 24, respectivamente, podem ser grupos
considerados grandes para um encaixe mais favorecido no sitio catalitico da enzima
LipG9, uma vez que para a resolucdo dos alcoois 21 e 22, que possuem grupos
menores ligados ao estereocentro (n-propila e n-butila), a enzima LipG9 apresentou
maior enantiosseletividade.

E importante notar que, para a série dos alcoois (R,S)-21-24 avaliada, o
aumento do comprimento da cadeia carbbnica nao influenciou significativamente as
taxas de conversdo, mas resultou na diminuicdo dos valores de excessos
enantioméricos dos produtos, ou seja, a enantiosseletividade das reac¢des diminuiu.

Para o (R,S)-4-metil-pentan-2-ol (25), que possui como grupo R, = i-butila, a
reacdo ocorreu mais lentamente quando comparado aos alcoois de mesma massa
molecular 22 e 26. A estrutura do alcool 25, que possui o grupo R, ramificado, pode ter
apresentado um encaixe menos favorecido na cavidade catalitica da LipG9, o que
implicou em menor taxa de conversao.

A reacdo de transesterificacdo do éalcool (R,S)-hexan-3-ol (26), que possui 0
grupo R; diferenciado da série avaliada (R; = etila), foi a que apresentou maior taxa de
conversdo em 24 horas (59%), mostrando que o grupo etila pode ser um grupo mais
ajustavel na cavidade catalitica quando comparado ao grupo metila, presente nos
demais alcoois da série avaliada. No entanto, apesar da alta taxa de converséo, o
produto (R)-26a foi obtido com apenas 52% de ee (Tabela 2- entrada 30).

Os resultados obtidos para as reacdes de transesterificacdo dos alcoois
alifaticos 21-26 mediadas pela enzima de metagenbmica LipG9 mostraram-se
promissores, uma vez que, quando comparado a resultados descritos na literatura,®
as reac0Oes de resolugdo cinética dos alcoois alifaticos (R,S)-butan-2-ol, (R,S)-pentan-
2-ol, (R,S)-heptan-2-ol e (R,S)-octan-2-ol mediadas pela lipase comercial de
Pseudomonas fluorescens (Amano AK) imobilizada em sol-gel, empregando acetato
de vinila como doador acila, apresentaram taxas de conversdo entre 8% e 19% em 24
horas e coeficientes de enantiosseletividade (E) entre 1 e 11.

Patel e colaboradores® relataram a resolucéo cinética enzimética do alcool
alifatico (R,S)-pentan-2-ol empregando diferentes lipases comerciais. Quando o (R,S)-

pentan-2-ol foi submetido a resolu¢cdo mediada pelas lipases comerciais de pancreas
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de porco (PPL), de Mucor sp. (MAP-10) e de Pseudomonas sp. (lipase AK),
empregando acetato de vinila como agente acilante, ambos os enantidmeros do alcool
foram acetilados levando a obtenc&o do produto racémico. Para a resolucdo mediada
pela lipase de Pseudomonas cepacia (lipase PS-30) o (S)-pentan-2-ol foi obtido com
apenas 20% de excesso enantiomérico.

Quando o (R,S)-pentan-2-ol foi submetido a resolucéo catalisada por CAL-B®®
0 alcool S foi obtido com excesso enantiomérico de 99%, no entanto, vale ressaltar
que a enzima comercial CAL-B é modificada geneticamente, além de possuir um
processo de imobilizacdo ja bastante otimizado, j& a enzima LipG9 ndo possui
qualquer modificacdo genética e levou a obtencéo do (S)-pentan-2-ol com 81% de
excesso enantiomérico. Também é importante destacar que, até este momento, as
condi¢gbes reacionais de transesterificacdo catalisadas pela LipG9 n&o haviam sido

otimizadas, caracterizando assim a etapa seguinte deste trabalho.
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3.3.3 Investigacdo dos pardmetros reacionais da resolucdo cinética mediada por
LipG9

Ja4 é conhecido que as condi¢cdes reacionais (por exemplo, solvente,
temperatura, pH, agente acilante) podem apresentar um efeito significativo na
seletividade de reacdes catalisadas por enzimas.®” Além do mais, a enzima LipG9
avaliada neste trabalho é uma lipase que, até 0 momento, nunca havia sido explorada
em reacgdes de resolucdo cinética de &lcoois alifaticos. A fim de avaliar o desempenho
desta lipase inédita neste tipo de reacdo, trés parametros reacionais foram
investigados, sendo, primeiramente, o agente acilante empregado, seguido da
temperatura e, finalmente, o solvente organico. Para tanto, um &lcool da série foi
selecionado e submetido a resolugéo cinética enzimatica. Aliquotas foram retiradas em
intervalos apropriados, submetidas a reacdo de derivatizacdo e os parametros de
estereosseletividade determinados através de analises em cromatografia gasosa com

coluna de fase estacionaria quiral.

3.3.3.1 Avaliacdo da influéncia do reagente doador de acila na resolugdo cinética

enzimatica

Primeiramente, investigou-se o0 papel do agente acilante empregado nas
reacOes de transesterificagdo do alcool (21) selecionado. Para isso, trés compostos
doadores de acila, faciimente disponiveis e que ndo reagem espontaneamente com o
alcool foram testados, sendo eles: acetato de vinila (a), acetato de isopropenila (c) e
acetato de etila (d).

Os dados das reacdes de transesterificacdo do (R,S)-pentan-2-ol (21) na
presenca dos doadores de acila a, ¢ e d, empregando hexano como solvente e
temperatura de 35°C estdo apresentados ha Tabela 4.

Inicialmente, o acetato de vinila foi empregando como doador de acila, levando
a obtencao do éster (R)-21a e do alcool (S)-21 com excessos enantioméricos de 88%
e 81%, respectivamente, e taxa de conversdo de 49% em 24 horas, resultando em
razdo enantiomérica (E) igual a 39 (Tabela 4 - entrada 5), conforme descrito
anteriormente.

Quando o acetato de isopropenila foi empregando como doador de acila, a
reacdo de transesterificacdo apresentou menor taxa de conversdo em 24 horas (c =
36%) quando comparada a reacdo empregando acetato de vinila (c = 49%). O produto

(R)-21a foi obtido com pureza enantiomérica similar (ee = 87%), no entanto, o alcool
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(S)-21 remanescente foi obtido com menor excesso enantiomérico (ee = 43%) (Tabela
4 — entrada 10).

Tabela 4. RCE do (R,S)-pentan-2-ol (21) mediada por LipG9 na presenca de
diferentes reagentes doadores de acila

o}
OH o LipG9 OH o’
A~ 4 )J\O/R1 ————— A+ A~
Hexano, 35 °C
(R,S)-21 (S)-21  (R)-21a,21ce 21d
b
Entrada Agente acilante t (h) c (%)? - ece %0 ~ E¢
alcool éster
1 3 16 19 89 21
2 o 6 26 33 89 23
3 )ko A~ 9 34 41 86 20
4 . 12 38 53 85 21
5 24 49 81 88 39
6 3 <5 - - -
7 o 6 7 7 87 15
8 )J\OJ\ 9 13 11 85 15
9 c 12 16 15 87 17
10 24 36 43 87 22
11 3 - - - -
12 o 6 <5 - - -
13 )ko/\ 9 <5 - - -
14 d 12 <5 - - -
15 24 8 5 44 3

Condigbes reacionais: Alcool (R,S)-21 (0,1 mmol), enzima imobilizada (50 mg), agente acilante (0,4 mmoal),
hexano (2 mL), 35°C; 2Conversao: determinada por comparacdo das areas do cromatograma; PExcesso
enantiomérico: (R)-(S)/(R)+(S)x100 [CG-quiral: coluna capilar Chirasil — Dex CB (25 m x 0,25 mm);
Programacdo de temperatura: 40°C até 120°C com taxa de aquecimento de 2°C/min; fluxo 20 mL/min];
Cexcesso enantiomérico do alcool: determinado indiretamente via derivatizacdo do alcool ao propionato
correspondente; YRazso enantiomérica: E = In {[e.€.¢ster (1 - €.€.41c001)] / (€.€.¢ster + €.€.51c001)} / IN {[€.€.¢51er (1 +
€.€.4lcool)] / (€.€.6ster + €.€.41c00)};

As taxas de conversdo das reacOes de transesterificacdo empregando os
ésteres a e ¢ como doadores de acila podem estar relacionadas com a formacgao do
intermediario acil-enzima e a liberacdo do subproduto na primeira etapa do ciclo
catalitico, de acordo com o mecanismo da catélise enzimética (Figura 9, na
introducé@o). Quando o acetato de vinila é utilizado como doador acila, o subproduto
resultante da primeira etapa do ciclo catalitico € um &lcool vinilico (enol), o qual
tautomeriza ao composto carbonilado correspondente, o acetaldeido (PE = 20°C).

Quando o acetato de isopropenila é utilizado, a tautomerizacdo do subproduto (enol)
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resulta na formacao da propanona (PE = 56°C) (Esquema 11). Dessa forma, a maior
taxa de converséo observada para a reacdo empregando acetato de vinila do que para
a reacdo empregando acetato de isopropenila, pode ser justificada pela liberagdo do
acetaldeido, um subproduto mais volatil do que a propanona, deslocando o equilibrio

para a formacao do intermediario acil-enzima.

105 @) 0] 0
Ser_-- H 105ger
9 + )J\O/\ —_ > \O)J\ + /\OH —-— )L H

a Intermediario acil-enzima
@] O
05ger .. H Q 105g
ot o+ )]\ —_— er_ + —— )K
- (0] @) OH
c Intermediario acil-enzima

Esquema 11. Reagentes empregados como doadores de acila em RCE e o enol produzido

como subproduto

Quando o acetato de etila foi utilizado como agente acilante, o subproduto
resultante da primeira etapa do ciclo catalitico € o alcool etanol, como exemplificado
no Esquema 12. Dessa forma, as menores taxas de conversdo observadas para a
reacdo de transesterificacdo do &lcool (R,S)-21 podem estar relacionadas com a
liberacdo deste alcool, um subproduto com maior ponto de ebulicdo (PE = 78°C)
guando comparado ao acetaldeido e a propanona, e, como consequéncia, mais
dificilmente retirado do meio reacional. Outro fato a ser considerado, € a capacidade
de alcoois com menor carater hidrofébico (mais polares) desnaturarem a enzima, o
que pode ocasionar menores taxas de conversdo.®® Além do mais, o etanol liberado
como subproduto também pode atuar como um nucleéfilo atacando o intermediario
acil-enzima e competindo com o alcool (R,S)-21, resultando em taxas de conversao

menores para o produto esperado.

105Ser .. 1 O
\O/ + )J\O/\

d

(0]
105ger
\Ok + /\OH

Intermediario acil-enzima

Esquema 12: Acetato de etila empregado como doador de acila na RCE e alcool produzido

como subproduto
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Uma vez que o éster (R)-21la e o alcool (S)-21 foram obtidos com maior
pureza enantiomérica empregando acetato de vinila como reagente doador acila,

optou-se por utilizar este agente acilante nas etapas seguintes do trabalho.

3.3.3.2 Avaliacao da influéncia da temperatura na resolugéo cinética enzimatica

A fim de investigar a influéncia da temperatura nas reacdes de resolucéo
cinética enzimética e na estabilidade da enzima LipG9, e, também, uma vez que é
conhecido que o aumento da temperatura em 10°C pode duplicar a velocidade de uma
reacéo,®® optou-se por testar mais duas temperaturas com o decréscimo e 0 aumento
de 10°C nas reacdes de RCE.

Os dados das reagbes de transesterificacdo do (R,S)-pentan-2-ol (21) em
25°C, 35°C e 45°C, empregando hexano como solvente e acetato de vinila como
agente acilante estdo apresentados na Tabela 5.

A taxa de conversdo da reacdo de transesterificagdo do (R,S)-pentan-2-ol
mediada pela LipG9 néo foi afetada pela mudanca da temperatura de 35°C para 25°C
— Entradas 5 e 10). A reacdo enziméatica a 25°C levou a obtencéo do éster (R)-21a
com 74% de excesso enantiomérico e do alcool (S)-21 com 90% de ee. Apesar do
alcool (S)-21 ter sido obtido com maior pureza enantiomérica a 25°C do que a 35°C, o
coeficiente de enantiosseletividade do processo foi menor quando comparado a
reacao a 35°C.

Para a reacdo de transesterificagdo do (R,S)-pentan-2-ol (21) a 45°C a taxa
de conversdo em 24 horas foi maior quando comparado as reacdes a 25°C e 35°C. O
alcool (S)-21 foi obtido com maior pureza enantiomérica (ee = 96%), no entanto, a
reagcdo a 45°C apresentou menor coeficiente de enantiosseletividade, uma vez que o
éster (R)-21a foi obtido com 64% de excesso (entrada 15). No entanto, este menor
valor de E pode ser justificado pela taxa de conversdo maior que a ideal (50 %) em 24
horas. Dessa forma, o tempo ideal de reacéo esta entre 12 e 24 horas.

Uma vez que alcool (S)-21 foi obtido com maior pureza enantiomérica a 45°C,
optou-se por realizar as reacdes enzimaticas nesta temperatura nas etapas

subsequentes do trabalho.
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Tabela 5. RCE do (R,S)-pentan-2-ol (21) mediada por LipG9 em diferentes

temperaturas

0
o Q LipG9 (?H O)]\
PN o —— = A~ T A~

Hexano, T (°C)

(R,S)-21 (s)-21 (R)-21a
Tempo a ee (%)° d

Entrada Temperatura (h) c (%) Zlcool  Esier
1 3 16 16 90 22
2 6 19 36 89 24
3 25°C 9 24 39 89 25
4 12 35 51 86 22
5 24 47 90 74 20
6 3 16 19 89 21
7 6 26 33 89 23
8 35°C 9 34 41 86 20
9 12 38 53 85 21
10 24 49 81 88 39
11 3 17 12 86 15
12 6 30 34 86 18
13 45°C 9 36 26 82 13
14 12 38 39 80 13
15 24 58 96 64 17

Condigdes reacionais: Alcool (R,S)-21 (0,1 mmol), enzima imobilizada (50 mg), acetato de vinila (0,4 mmol),
hexano (2 mL), Temperatura (°C); ?Converséo: determinada por comparacéo das areas do cromatograma;
PExcesso enantiomérico: (R)-(S)/(R)+(S)x100 [CG-quiral: coluna capilar Chirasil — Dex CB (25 m x 0,25
mm); Programacdo de temperatura: 40°C até 120°C com taxa de aquecimento de 2°C/min; fluxo 20
mL/min]; “Excesso enantiomérico do alcool: determinado indiretamente via derivatizagdo do alcool ao
propionato correspondente; YRazdo enantiomérica: E = In {[e.e.ester (1 - €.€.41c001)] / (E.€.65ter + €.€.41c001)} / IN
{[e.€.ester (1 + €.€.a1c001)] / (€.€.65ter + €.€.41c001) };

3.3.3.3 Avaliacao da influéncia do solvente organico na resolucao cinética enzimatica

Em vista que a estabilidade de lipases em solventes organicos é um
parametro importante para possiveis aplicagfes industriais, também investigou-se o
efeito do solvente orgénico na atividade enzimatica. Para isso, cinco solventes,
acetonitrila (log P = - 0,3), éter terc-butil metilico (MTBE) (log P = 0,9), tolueno (log P =
2,7), hexano (log P = 3,6) e heptano (log P = 4,0), foram avaliados em reacdes de
resolucdo cinética enzimatica do (R,S)-pentan-2-ol (21) mediada pela enzima LipG9,

empregando acetato de vinila como agente acilante e temperatura de 45°C.
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Os dados da RCE do (R,S)-pentan-2-ol (21) em diferentes solventes estédo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. RCE do (R,S)-pentan-2-ol (21) mediada por LipG9 em diferentes solventes

organicos

O
OH o ' H O)K
A Ao~ T T N

Solvente, 45 °C

|||O

(R,S)-21 (S)-21 (R)-21a
b
Entrada  Solvente t (h) c (%)® - Se (%) - =
alcool Ester
1 3 17 12 86 15
2 6 30 34 86 18
3 Hexano 9 36 26 82 13
4 12 38 39 80 13
5 24 58 96 64 17
6 3 17 20 84 14
7 6 26 33 82 14
8 Heptano 9 37 54 77 13
9 12 44 65 75 13
10 24 60 89 64 13
11 3 <5 - -
12 6 15 19 70 7
13 Tolueno 9 26 30 76 10
14 12 35 52 71 10
15 24 50 63 62 8
16 3 9 11 70 6
17 6 20 18 81 11
18 MTBE 9 25 31 76 10
19 12 28 30 75 9
20 24 35 50 65 8
21 3 <5 - - -
22 6 <5 - - -
23 ACN 9 <5 - - -
24 12 <5 - - -
25 24 6 9 84 12

Condigdes reacionais: Alcool (R,S)-21 (0,1 mmol), enzima imobilizada (50 mg), acetato de vinila (0,4 mmol),
solvente (2 mL), 35°C; 2Conversdo: determinada por comparacdo das areas do cromatograma; PExcesso
enantiomérico: (R)-(S)/(R)+(S)x100 [CG-quiral: coluna capilar Chirasil — Dex CB (25 m x 0,25 mm);
Programacédo de temperatura: 40°C até 120°C com taxa de aquecimento de 2°C/min; fluxo 20 mL/min];
Cexcesso enantiomérico do &lcool: determinado indiretamente via derivatizagdo do é&lcool ao propionato
correspondente; YRaz&o enantiomérica: E = In {[e.€.ester (1 - €.€.41c001)] / (€.€.¢ster + €.€.41c001)} / IN {[€.€.65ter (1 +
€.€.41c00l)] / (€.€.6ster + €.€.41c001)}; MTBE = éter terc-butil metilico; ACN = acetonitrila.
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A reacao de transesterificacdo do (R,S)-pentan-2-ol (21) a 45°C mediada pela
enzima LipG9 empregando hexano como solvente apresentou taxa de converséo de
58% em 24 horas, levando a obtencdo do éster (R)-21la com 64% de excesso
enantiomérico (ee) e do alcool (S)-21 com 96%. Quando heptano foi empregado como
solvente da reac@o enzimética, ndo foram observadas mudancas significativas nas
taxas de conversédo (¢ = 60%) quando comparado a rea¢cdo em hexano, no entanto, o
alcool (S)-21 foi obtido com menor excesso enantiomérico (ee = 89% -Tabela 6 —
Entrada 10).

A reacdo em tolueno levou a conversao ideal (c = 50%) em 24 horas, no
entanto, os compostos (R)-21a e (S)-21 foram obtidos com baixa pureza
enantiomérica (Tabela 6 - Entrada 15). A reacdo em éter terc-butil-metilico (MTBE)
ocorreu mais lentamente levando a 35% de conversdo em 24 horas. Quando
acetonitrila foi empregado como solvente, as taxas de conversdo foram menores que
10% mesmo apos 24 horas de reacao.

O valor de log P €, geralmente, utilizado para correlacionar a polaridade do
solvente com a atividade e estabilidade enzimatica em meios ndo aquosos.®® E
possivel fazer uma correlacdo entre a atividade da enzima LipG9 e o aumento dos
valores de log P do solvente. A explicacdo deste efeito é baseada na incapacidade de
solventes hidrofébicos retirarem a agua associada a estrutura da enzima. Dessa
forma, quando solventes com maiores valores de log P sdo utilizados, ou seja, mais
hidrofébicos, a enzima retém a hidratagdo necessaria para permanecer cataliticamente
ativa.”® No entanto, em solventes hidrofilicos ocorre perda de agua resultando na
diminuicdo da atividade catalitica. Portanto, a maior atividade observada para a
reacdo empregando heptano (log P = 4,0), hexano (log P = 3,5) e tolueno ((log P =
2,7) pode ser justificada pelos seus maiores valores de log P, ou seja, baixa polaridade
desses solventes, 0 que leva a maior estabilidade enzimatica quando comparada a
solventes mais polares, como o éter terc-butil-metilico (MTBE, log P = 0,9) e
acetonitrila (ACN, log P = -0,3), os quais tendem a retirar gua necessaria para a
fungdo enzimatica, diminuindo assim a atividade catalitica.”® Além do mais, é
conhecido que solventes mais hidrofilicos podem apresentar maiores interacdes com
os residuos de aminoacidos da enzima, o que pode resultar na alteracdo do arranjo
estrutural da proteina levando a perda ou diminuicéo da atividade catalitica.*®

Apés a investigacao da influéncia do solvente organico na resolucdo cinética
enzimatica, concluiu-se que o melhor solvente para esta reagdo foi o hexano, pois
levou a obtencdo do alcool (S)-21 com elevada pureza enantiomérica (ee = 96%).
Portanto, as condi¢des reacionais definidas como ideais para a acetilagdo enzimatica

mediada por LipG9 consistem no emprego de acetato de vinila como reagente doador
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acila, temperatura de 45°C e hexano como solvente. No entanto, ainda faz-se
necessario a otimizacdo do tempo reacional para a obtencdo do composto (S)-21

enantiomericamente enriquecido com elevado rendimento.

3.3.4 Tentativa de resolucdo cinética enzimatica via reacao de hidrolise dos ésteres
(R,S)-21a-26a

Considerando a variedade de reacdes que podem ser catalisadas por lipases
(Figura 9 e Figura 10, na Introducdo) neste trabalho os ésteres (R,S)-2l1a-26a
sintetizados foram submetidos a resolugédo via reacdo de hidrélise mediada pela
enzima LipG9, empregando, primeiramente, agua como nucledfilo, hexano como

solvente e temperatura de 35°C (Esquema 13).

Q 0
)kO )ko OH
A H,0, LipG9 : )\
R{™ R - X R/ R, * R R
(R,S)-21a-26a Hexano, 35°C (S)-21a-26a (R)-21-26

Esquema 13. Tentativa de resolucao dos ésteres via hidrélise mediada por LipG9 empregando

agua como nucledfilo

Aliguotas foram retiradas em intervalos apropriados e analisadas por
cromatografia gasosa em coluna com fase estacionaria quiral. No entanto, para as
estas reacdes de hidrolise as conversdes observadas foram menores do que 5% em
24 horas e por isso 0s parametros de estereosseletividade ndo foram calculados.

Diante do fracasso na primeira tentativa de hidrélise enzimética dos ésteres
(R,S)-21a-26a outras condi¢Bes reacionais foram avaliadas. Primeiro, empregou-se
solucdo tampéao de fosfato (pH = 7) como solvente a 35°C (Esquema 14). Aliquotas
foram retiradas em intervalos apropriados, extraidas com diclorometano e analisadas.

No entanto, nenhum produto da reagéo de hidrélise foi detectado.

Q o)
)J\ O . )J\O OH
R Ry — X R 1/\ R, + R R
(R,S)-21a-26a Tamp&o g%s;fgto (PH7) (S)-21a-26a (R)-21-26

Esquema 14: Tentativa de resolugcdo dos ésteres via hidrélise mediada por LipG9 empregando
tampéo fosfato como solvente e nucledfilo
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Devido a baixa solubilidade dos ésteres em agua optou-se por empregar
tolueno como solvente, &gua como nucledfilo e temperatura de 70°C.%® (Esquema 15).
No entanto, a reacdo de hidrdlise dos ésteres (R,S)-21a-26a nestas condicbes

também nao ocorreu.

(@] (0]
)J\O , Q)J\ OH
/L H,0, LipG9 z
R R, — X% R R, * g )\R
Tolueno, 70°C 1 2
(R,S) 21a-26a (S)-21a-26a (R)-21-26

Esquema 15. Tentativa de resolucdo dos ésteres via hidrolise mediada por LipG9 empregando

tolueno como solvente a 70°C

Apesar das reacdes de hidrolise ndo terem ocorrido € importante destacar
que a enzima LipG9 apresentou quimiosseletividade frente a substratos alifaticos, uma
vez que, nas condi¢cdes reacionais empregadas, as reagfes de transesterificacdo
ocorreram enquanto que as reagdes de hidrolise ndo. Também vale ressaltar que os
parametros reacionais tais como razao molar éster/agua, quantidade de enzima e

tempo de reacdo nédo foram otimizados para as reagdes de hidrolise.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a enzima LipG9 avaliada neste trabalho se mostrou promissora
para possiveis aplicacbes biotecnoldgicas, pois, mesmo ndo possuindo qualquer
modificagdo genética direta, quando aplicada em reac¢des de resolucdo cinética altos
valores de conversao e seletividade foram observados, alguns melhores do que os
descritos na literatura para enzimas comerciais, com excecdo a CAL-B, valendo a
ressalva que esta enzima € modificada geneticamente, além de possuir um processo
de imobilizacao ja bastante otimizado.

A hidrdlise dos ésteres alifaticos (R,S)-21a-26a nao ocorreu, evidenciando que
esses compostos ndo sdo bons substratos para estas reagfes. No entanto, diante dos
resultados obtidos, a enzima LipG9 avaliada neste trabalho apresentou
guimiosseletividade frente a compostos alifaticos, pois, nas condigbes experimentais
testadas, as reacdes de transesterificacdo ocorreram enquanto que as de hidrolise
nao.

Com a investigacdo dos parametros reacionais, foi possivel obter o alcool (S)-
21 com excesso enantiomérico de 96%, apesar de ainda ser necesséria a otimizacao
do tempo de reacdo, uma vez que a conversao para a reacdo de transesterificacdo do
alcool (R,S)-21 em 24 horas a 45°C foi acima da ideal, visando a obtencdo deste
composto com elevado rendimento.

Recentemente a enzima LipG9 foi avaliada em reagcfes de resolucdo cinética
de &lcoois benzilicos por Costa® levando a obtencdo dos &lcoois e ésteres de
interesse com elevada pureza oOptica (ee > 99%) e alta enantiosseletividade (E > 200),
ficando evidente que esta lipase é mais eficiente para a resolucdo desta classe de

compostos do que para os alcoois alifaticos testados neste trabalho.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 SINTESE QUIMICA E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS DE
INTERESSE

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em um
espectrometro Bruker DPX200 operando em 200 MHz para o ndcleo de hidrogénio e
50 MHz para o nucleo de carbono. Os deslocamentos quimicos dos sinais de RMN de
'H foram expressos em relagdo ao tetrametilsilano (dtus = 0,00 ppm) e de RMN de **C
foram expressos em relagdo ao solvente (dcpcis = 77,0 ppm). As multiplicidades dos
sinais de RMN de 'H foram relatadas como se segue: deslocamento quimico em ppm
(8), multiplicidade (s = singleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto, sext = sexteto, m
= multipleto, sl = singleto largo), constante de acoplamento em hertz (Hz) e
intensidade relativa (integral). Os dados de RMN de *3C foram relatados como se
segue: deslocamento quimico em ppm (0).

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrébmetro BOMEM
modelo MB-100, em pastilha de KBr, na regido de 400 a 4000 cm™.

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de
vidro, utilizando-se silica gel 60G (F 254) da Vetec®. As elui¢cbes foram feitas em
solventes orgéanicos puros ou combinados. As revelacdes das placas foram feitas por
irradiacdo com lampada ultravioleta em 254/366nm e revelador de vanilina sulfarica
seguido de aguecimento lento.

As cromatografias em coluna foram realizadas em coluna de vidro, utilizando
silica flash 60* (220-440 mesh) da Sigma-Aldrich®. O diametro interno e a altura das
colunas variaram de acordo com a quantidade de material a ser purificado. As elui¢cbes
foram feitas em solventes organicos combinados.

Para o acompanhamento das reac¢des via cromatografia gasosa foi utilizado um
cromatografo a gas Shimadzu GC-17A com coluna capilar quiral Chirasil-Dex CB, com
dimensdes 25 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro, e programacdo de
temperatura de 40°C inicial por 1 minuto, rampa de aquecimento de 2°C/minuto até
120 °C e fluxo de nitrogénio de 1 mL/min.

Na sintese dos compostos foram utilizados os seguintes reagentes: pentan-2-
ona (Merck®), 4-metil-pentan-2-ona (Synth®), hexan-2-ona (Aldrich®), hexan-3-ona
(Merck®), heptan-2-ona (Aldrich®), octan-2-ona (Merck®), borohidreto de sédio (Acros
Organic®), anidrido acético (Dinamica®), piridina (Sigma-Aldrich®), anidrido propiénico

(Sigma-Aldrich®), 4-dimetilaminopiridina (Sigma-Aldrich®), acetato de vinila (Sigma-
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Aldrich®), acetato de isopropenila (Sigma-Aldrich®) e acetato de etila (J.T. Baker®). Os
solventes utilizados nas sinteses dos compostos foram: diclorometano, hexano,
heptano, éter terc-butil metilico, acetonitrila e tolueno. A purificagdo dos reagentes foi
realizada de acordo com metodologias descritas na literatura.®

5.1.1 Sintese e caracterizacao dos alcoois alifaticos (R,S)-21-26

Em um baldo de 50 mL adicionou-se a cetona de interesse (50 mmol) e
metanol (50 mL). O baldo foi colocado em banho de gelo, seguido da adicdo de
borohidreto de sddio (51 mmol, 1,93 g) em porg¢des. Entao, o banho de gelo foi retirado
e a reacdo mantida sob agitagdo magnética entre 2 e 6 horas. Ap6s confirmar
consumo total do material de partida por andlise em cromatografia em camada
delgada, o metanol foi removido, o residuo restante diluido em &gua destilada (20 mL)
e 0 pH do meio ajustado para 6 com solugdo de HCI. A fase aquosa foi extraida com
diclorometano (3 x 20 mL), as fases organicas foram combinadas, lavadas com
solucdo saturada de NacCl, secas com MgSO, anidro e filtradas. A purificacdo e a
remogdo do solvente ocorreram por destilacdo simples e o produto obtido
caracterizado por RMN de 'H e de *C e IV (Anexos 1-6). Os produtos foram obtidos
com rendimentos na faixa de 85-94%. Os dados espectroscopicos para os alcoois 21-

26 sintetizados seguem abaixo:

Pentan-2-ol ((R,S)-21), 6leo translicido, rendimento: 85%, PE:

119 °C.
OH RMN e 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,91 - 1,11 (m, 3H),
PN 1,28 (d, 6,2, 3H), 1,39 - 1,53 (m, 4H), 1,80 (s, 1H), 3,73 - 3,80
01 (m, 1H).
CeHiy0 RMN de *C (50 MHz, CDCl;), & (ppm): 13,9; 18,8; 23,4; 41,5;
MM: 88,15 g/mol 67,7,
IV (cm™): 3341, 2959, 2922, 1467, 1363.
Hexan-2-ol ((R,S)-22), 6leo translicido, rendimento: 95%, PE:
138 °C.
OH RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,84-0,99 (m, 3H),
P 1,18 (d, 6,2, 3H), 1,24 - 1,52 (m, 5H), 1,89 (sl, 1H), 3,79 (sext,
22 6,2, 1H).
CeH140 RMN de **C (50 MHz, CDCl;), & (ppm): 13,9, 22,6, 23,3, 27,9,

MM: 102,17 g/mol 38,9, 68,0.
v (cm'l): 3348, 2966, 2922, 2856, 1467, 1371, 1113.
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Heptan-2-ol ((R,S)-23), 6leo transltcido, rendimento: 91%, PE:
159 °C.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,89 - 1,39 (m,
14H), 1,73 (sl, 1H), 3,78 (sext, 6,2, 1H).

RMN de **C (50 MHz, CDCl;), & (ppm): 13,9; 22,6; 23,4; 25,4;
31,8, 39,3; 68,1.

IV (cm™): 3328, 2966, 2922, 2856, 1467, 1371.

Octan-2-ol ((R,S)-24), 6leo translicido, rendimento: 89%, PE:
174 °C.

RMN de *H (200 MHz, CDCl,;, TMS), & (ppm): 0,89 (s, 3H), 1,20
(d, 6,2, 3H), 1,22 (sl, 1H), 1,23 — 1,49 (m, 10H), 3,78 (sext, 6,2,
1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;), 5 (ppm): 14,0; 22,6; 23,4; 25,7;
29,3; 31,8; 39,3; 68,1.

IV (cm™): 3355, 2973, 2929, 2863, 1467, 1378, 1327.

4-Metil-pentan-2-ol ((R,S)-25), 6leo transllcido, rendimento:
94%, PE: 132 °C.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,92 (d, 6,6, 6H),
1,20 (d, 3,2, 3H), 1,33 — 1,51 (m, 1H), 1,57 (sl, 1H), 1,63 — 1,86
(m, 1H), 3,79 — 3,98 (m, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;), & (ppm): 22,3; 23,1; 23,9; 24.8;
48,6; 66,1.

IV (cm™): 3319, 2959, 2871, 1467, 1392, 1327.

Hexan-3-ol ((R,S)-26), 6leo translicido, rendimento: 92%, PE:
135 °C.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,92 (t, 7,2, 3H),
0,93 (t, 6,9, 3H), 1,31 — 1,56 (m, 6H), 1,74 (sl, 1H), 3,44 — 3,61
(m, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl), & (ppm): 9,8; 14,1; 18,8; 30,1;
39,1; 73,0.

IV (cm™): 3348, 2966, 2944, 2871, 1459, 1319.
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5.1.2 Sintese e caracterizagdo dos ésteres (R,S)-21a-26a

Em um baldo de 50 mL adicionou-se o &lcool de interesse (25 mmol), anidrido
acético (4,73 mL, 50 mmol) e piridina (5 mL). A reacdo foi mantida sob agitagédo
magneética a 35 °C durante 24 horas. Apés confirmar o consumo do material de partida
por cromatografia em camada delgada, adicionou-se acetato de etila (25 mL) e lavou-
se a fase orgénica com solucéo saturada de CuSO4 (4 x 25 mL). Em seguida, a fase
organica foi lavada com solucdo saturada de NaHCO3; (20 mL), solugéo saturada de
NaCl (20 mL), seca com MgSQO, anidro, filtrada e o solvente removido sob pressao
reduzida. Os produtos obtidos foram purificados por cromatografia flash utilizando
como fase movel hexano/acetato de etila em proporcdo adequada e caracterizados
por RMN de 'H e de *C e IV (Anexos 7-12). Os dados espectroscopicos para 0s

ésteres (R,S)-21a-26a sintetizados seguem abaixo:

o Acetato de 2-pentila ((R,S)-21a), 6leo amarelo claro, rendimento:
J 58%, PE: 134 °C.
o RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,92 (t, 7,1, 3H),
1,21 (d, 6,2, 3H), 1,25 - 1,68 (m, 10H), 2,04 (s, 3H), 4,83 — 4,99
21a (m, 1H).
C7H140; RMN de *C (50 MHz, CDCl;), & (ppm): 13,8; 18,5; 19,8; 21,2;
MM: 130,18 g/mol 30,0: 70,7: 170,7.
IV (cm™): 2959, 1738, 1467, 1378, 1238.

0 Acetato de 2-hexila ((R,S)-22a), 6leo amarelo claro, rendimento:
o 64%, PE: 154 °C.
M/ RMN de *H (200 MHz, CDCls, TMS), & (ppm): 0,86 - 0,93 (m,
3H), 1,20 (d, 6,2, 3H), 1,25 - 1,33 (m, 4H), 1,42 - 1,63 (m, 2H),
C82H21:OZ 2,03 (s, 3H), 4,89 (sext, 6,2, 1H).
MM: 144,21 gmol  RMN de **C (50 MHz, CDCl3), & (ppm): 13,9, 19,8, 21,2, 224,
27,5, 35,6, 71,0, 170,7.
IV (cm™): 2956, 1738, 1378, 1245, 1018.

0 Acetato de 2-heptila ((R,S)-23a), Oleo amarelo escuro,
o rendimento: 78%, PE: 172 °C.
)\/\/\ RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, TMS), & (ppm): 0,88 (t, 6,2, 3H),
1,20 (d, 6,2, 3H), 1,20 — 1,60 (m, 8H), 2,02 (s, 3H), 4,81 — 4,97
c 2H3ao (m, 1H).
MM: 158.24 gimol  RMN de **C (50 MHz, CDCly), 3 (ppm): 13,9; 19,8; 21,3; 22,5;
25,0; 31,6; 35,8; 70,9; 170,6.
IV (cm™): 2930, 1738, 1459, 1378, 1246, 1121.
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Acetato de 2-octila ((R,S)-24a), Oleo amarelo

rendimento: 83%, PE: 195 °C.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,89 (t, 6,4, 3H),
1,21 (d, 6,2, 3H), 1,25 — 1,68 (m, 10H), 2,04 (s, 3H), 4,82 — 4,98
(m, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;), & (ppm): 13,9; 19,8; 21,2; 22,5;
25,3;29,0; 31,6; 71,0; 170,6.

IV (cm™): 2929, 1738, 1467, 1371, 1238.

escuro,

Acetato de 4-metil-2-pentila ((R,S)-25a), 6leo amarelo claro,
rendimento: 81%, PE: 147 °C.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,88 - 0,91 (m,
6H), 1,19 (d, 6,2, 3H), 1,46 - 1,72 (m, 3H), 2,01 (s, 3H), 4,88 -
5,10 (m, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;), & (ppm): 20,3; 21,2; 22,2; 22,7;
24,6; 45,0; 69,3; 170,6.

IV (cm™): 2958, 1739, 1454, 1370, 1232.

Acetato de 3-hexila ((R,S)-26a), 6leo amarelo claro, rendimento:
64%, PE: 150 °C.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,85 — 0,97 (m,
7H), 1,26 — 1,64 (m, 5H), 2,06 (s, 3H), 4,78 — 4,90 (m, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCls), & (ppm): 9,5; 13,9; 18,5; 21,1;
26,9; 35,7; 75,2; 170,9.

IV (cm™): 2966, 1738, 1238, 907, 738.
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5.1.3 Sintese e caracterizagdo dos propionatos (R,S)-21b-26b

Em um baldo de 5 mL adicionou-se o alcool de interesse (1 mmol), anidrido
propidnico (0,25 mL, 2 mmol), DMAP (um cristal) e diclorometano (2 mL). A reagéo foi
mantida sob agitagdo magnética a temperatura ambiente durante 1 hora. Em seguida,
ajustou-se o pH do meio para 9 com solucdo aquosa de NaHCO3 a fase organica foi
separada e o residuo bruto purificado por filtracdo em silica flash utilizando
diclorometano como eluente. O solvente foi removido sob fluxo de nitrogénio e os
produtos obtidos caracterizados por RMN de 'H e de °C e IV (Anexos 13-18). Os

dados espectroscopicos para os ésteres 21b-26b sintetizados seguem abaixo:

Propionato de 2-pentila ((R,S)-21b), 6leo incolor, rendimento:

jL/ 76%.
o RMN de *H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,91 (t, 6,6, 3H)
PN 1,13 (t, 7,5, 3H), 1,20 (d, 6,2, 3H), 1,25 - 1,68 (m, 4H), 2,29 (q,
21b 7,5, 2H), 4,92 (sext, 6,2, 1H).
CgH160- RMN de **cC (50 MHz, CDCls), & (ppm): 9,2; 13,8; 18,6; 19,9;
144,21 g/mol 27,9;38,1; 70,5, 174,1.
IV (cm™): 1194, 1459, 1731, 2871, 2966.
0 Propionato de 2-hexila ((R,S)-22b), 6leo incolor, rendimento:
OJK/ 81%.
A~ RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,89 (t, 6,6, 3H),
- 1,13 (t, 7,5, 3H), 1,19 (d, 6,2, 3H), 1,23 — 1,66 (m, 7H), 2,29 (q,
CoHisOs 7,5, 2H), 4,90 (sext, 6,2, 1H).

MM: 158,13 g/mol

RMN de *C (50 MHz, CDCls), & (ppm): 9,2; 13,9; 19,9; 22,5;
27,5; 27,9; 35,6; 70,7; 174,1.
IV (cm™): 1194, 1467, 1731, 2856, 2929, 2966.

0 Propionato de 2-heptila ((R,S)-23b), 6leo amarelado, rendimento:
oA 78%.
)\/\/\ RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,89 (t, 6,3, 3H),
1,14 (t, 7,5, 3H), 1,21 (d, 6,2, 3H), 1,24 — 1,73 (m, 8H), 2,30 (q,
23b 7,5, 2H), 4,91 (sext, 6,2, 1H).
C1oH200,

MM: 172,14 g/mol

RMN de *C (50 MHz, CDCl3), & (ppm): 9,1; 13,9; 19,9; 22,5;
24,9; 27,9; 31,6; 35,8; 70,8; 174,1.
IV (cm™): 1121, 1194, 1459, 1731, 2853, 2930.
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Propionato de 2-octila ((R,S)-24b), 6leo incolor, rendimento:
87%.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,89 (t, 6,3, 3H),
1,14 (t, 7,5, 2H), 1,21 (d, 6,2, 3H), 1,24 — 1,70 (m, 10H), 2,30 (q,
7,5, 2H) 4,91 (sext, 6,2, 1H).

RMN de **C (50 MHz, CDCl3), & (ppm): 9,1; 13,9; 19,9; 22,5;
25,3; 27,9; 29,0; 31,7; 35,9; 70,7, 174,1.

IV (cm™): 1187, 1459, 1731, 2856, 2936.

Propionato de 4-metil-2-pentila ((R,S)-25b), 6leo incolor,
rendimento: 82%.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,89 (d, 4,5, 6H),
1,13 (t, 7,5, 3H), 1,19 (d, 6,2, 3H), 1,25-1,57 (m, 3H), 2,29 (q,
7,5, 2H), 5,00 (sext, 6,2, 1H).

RMN de **C (50 MHz, CDCl3), & (ppm): 9,1; 20,4; 22,3; 22,8;
24,7, 45,1; 69,1; 174,0.

IV (cm™): 1194, 1467, 1731, 2863, 2951.

Propionato de 3-hexila ((R,S)-26b), 6leo incolor, rendimento:
73%.

RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS), & (ppm): 0,87 (t, 7,6, 3H),
0,90 (t, 7,3, 3H), 1,14 (t, 7,6, 3H), 1,32 — 1,67 (m, 6H), 2,31 (q,
7,6, 2H), 4,83 (quint, 6,2, 1H).

RMN de *C (50 MHz, CDCl;), & (ppm): 9,2; 9,4; 13,8; 18,5; 26,
9; 27,8; 35,7; 74,9; 174,2.

IV (cm™): 1194, 1459, 1731, 2871, 2966.
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5.2 REACOES DE RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA

5.2.1 Enzimas avaliadas como biocatalisadores

A lipase ndo comercial avaliada neste trabalho, a LipG9, foi isolada e
identificada no Laboratério de Tecnologia Enzimatica e Biocatdlise da Universidade
Federal do Parana (LTEB-UFPR) e cedida gentiimente pela professora Nadia Krieger.
A lipase LipG9 foi obtida de uma biblioteca metagendmica construida a partir de uma
amostra de solo contaminado com gordura animal e imobilizada em suporte
hidrofébico Acurrel-MP1000°.%°

A lipase comercial utilizada neste trabalho foi a Novozyme 435%, que é a
lipase de Candida antarctica fragdo B (CAL-B) produzida por fermentacdo submersa
de um microrganismo geneticamente modificado de Aspergillus e adsorvida sobre

resina macroporosa.

5.2.2 Reacbes de transesterificacao dos alcoois (R,S)-21-26 mediada por lipases

Em um vial de 4 mL adicionou-se o alcool de interesse (0,1 mmol), doador
acila (0,4 mmol), enzima imobilizada (50 mg) e solvente (2 mL). A reacado foi mantida
sob agitacdo magnética e temperatura controlada (25°C, 35°C e 45°C). Aliguotas
foram retiradas em intervalos apropriados, submetidas a reacdo de derivatizacédo e
analisadas em cromatégrafo em fase gasosa com coluna de fase estacionaria quiral. A
programacdo de temperatura utilizada para todas as reacgfes foi 40°C inicial por 1
minuto até 120°C com taxa de aquecimento de 2°C/min.

5.2.3 Reacgdes de hidrélise dos ésteres (R,S)-21a-26a mediada por lipase

Em um vial de 4 mL adicionou-se o acetato de interesse (0,1 mmol), agua
destilada (7 mg, 0,4 mmol), enzima imobilizada (50 mg) e solvente (2 mL). A reacgéo foi
mantida sob agitacdo magnética a temperatura controlada (35°C e 70°C). Aliquotas
foram retiradas em intervalos apropriados, submetidas a reacdo de derivatizagédo e
analisadas em cromatografo em fase gasosa com coluna de fase estacionaria quiral. A
programacdo de temperatura utilizada para todas as reagdes foi 40°C inicial por 1

minuto até 120°C com taxa de aquecimento de 2°C/min.



63

5.2.4 Determinacdo das taxas de conversdo e da pureza enantiomérica

As taxas de conversao das reagfes de resolucao cinética enzimética foram
determinadas pela diferenga das areas dos picos observados nos cromatogramas para
substrato e produto.

A pureza enantiomérica dos compostos envolvidos e resultantes das reacfes
de resolucdo cinética foi expressa em valores de excesso enantiomérico (ee) e
determinada pela diferenca das &reas dos picos referentes a cada enantibmero
observados nos cromatogramas, onde R corresponde a area relativa ao enantibmero
(R) e S ao enantibmero (S), para R>S (Equacgédo 1). Os valores de razdo enantiomérica

(E) foram determinados a partir da Equacéo 2.%°

_(R-95) % 100 In{[eep (1 — ees)] + (eep + ees)}
— E —
(R+S5) In[eep (1 + ees) =+ (eep + ees)]
Equacdo 1 Equacéo 2

5.2.5 Determinagéo da configuracdo absoluta

As configuragdes absolutas dos compostos envolvidos e resultantes das
reacOes de resolugéo cinética enzimatica foram determinadas por comparagdo com as
configuragdes absolutas encontradas na literatura para a CAL-B, uma vez que a
enantiosseletividade destas lipases sdo bem descritas na literatura.®®°"%991% pgarg
isso, um alcool da série foi selecionado e submetido a RCE mediada por CAL-B, uma
aliquota retirada, submetida a reacao de derivatizacdo e analisada em cromatografo a
gas. Com o cromatograma da RCE do (R,S)-pentan-2-ol (1) mediada por CAL-B em
maos (B), comparou-se os tempos de retencdo obtidos para esta reagcdo com 0s
tempos de retencdo do cromatograma padréo (A) (Figura 24) e, dessa forma, as

configuracdes absolutas dos enantibmeros determinadas.
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Figura 24: Comparacao dos cromatogramas do acetato de 2-pentila (R,S)-21a e do propionato
de 2-pentila (R,S)-21b (A) e da RCE mediada por CAL-B (B) para determinacédo da
configuracdo absoluta dos enantibmeros



65

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

! Clayden, J.; Geeves, N.; Warren, S.; Organic Chemistry, 1 ed., Oxford University
Press: New York, 2000.
2 Carey, F.; Sundberg, R. Advanced Organic Chemistry: Structure and

Mechanisms, 2 ed., Plenum Press: New York, 1984.

% March, J.; Smith, M. B.; Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms

and Structure, 6 ed., John Wiley & Sons: New Jersey, 2007.

* Sheldon, R. A.; Chirotechnology: Industrial Synthesis of Optically Active
Compounds, 1 ed., Marcel Dekker: New York, 1993.

® Lin, G-Q.; Li, Y-M;, Chan, A. S.C.; Principles and Applications of Asymmetric
Synthesis, John Wiley & Sons: New Jersey, 2001.

® Schore, N. E.; Vollhardt, K. P.; Organic Chemistry: Structure and Function, 4 ed.,
W. H. Freeman and Company: New York, 2003.

" Mine, T.; Mineta, H.; Yui, T.; Johno, M.; Process for the production of a optically
active alcohol and a novel optically active alcohol. United States Patent, 103,517,
2000.

8 Noyori, R. Asymmetric Catalysis: Science and Opportunities. Advanced Synthesis
and Catalysis, 345, 15-32, 2003.

® Solomons, T. W. G.; Fryhle, C. B.; Organic Chemistry, 10 ed., John Wiley & Sons:
New Jersey, 2011.

19 Sontakke, J. B.; Yadav, G. D.; Optimization and kinetic modeling of lipase mediated
enantioselective kinetic resolution of (+)-2-octanol. Natural Science, 5, 1025-1033,
2013.

1 Takken, W.; Chemical signals affecting mosquito behaviour. Invertebrate

Reproduction and Development, 36, 67, 1999.



66

2 |chikawa, A.; Ono, H.: Preparation of single-enantiomer 2-methyl-4-heptanol, a
pheromone of Metamasius hemipterus, using (S)-2-methoxy-2-(1-naphthyl)propionic
acid. Journal of Chromatography A, 1117, 38-46, 2006.

3 Liese, A.; Zelinski, T.; Kula, M. R.; Kierkels, H.; Karutz, M.; Kragl, U.; Wandrey, C.; A
novel reactor concept for the enzymatic reduction of poorly soluble ketones. Journal of
Molecular Catalysis: B Enzymatic, 4, 91-99, 1998.

1 Parra, M.; Vergara, J.; Hidalgo, P.; Barbera, J.; Sierra, T.; (S)-Isoleucine and (R)-2-
octanol as chiral precursors of new chiral liquid crystalline thiadiazoles: synthesis,
mesomorphic and ferroelectric properties. Liquid Crystals, 33, 739-745, 2006.

> Temba, E. S. C.; de Oliveira, I. M. F.; Donnici, C. L.; Alcoois quirais: métodos
quimicos e cataliticos de obtencao por reducdo assimétrica. Quimica Nova, 26, 112-
122, 2003.

® Ghanem, A.; Enantiomer Separation: Fundamentals and Practical Methods.
Kluwer Academic: 2005.

" Ghanem, A.; Ahmed, M.; Kelly, T.; Applications of enzymatic and non-enzymatic
methods to access enantiomerically pure compounds using kinetic resolution and
racemisation. Tetrahedron, 68, 6781-6802, 2012.

8 Wu, X.; Li, X.; Hems, W.; King, F.; Xiao, J.; Accelerated asymmetric transfer
hydrogenation of aromatic ketones in water. Organic & Biomolecular Chemistry, 2,
1818 - 1821, 2004.

19 Matsuda, T.; Nakajima, Y.; Harada, T.; Nakamura, K.; Asymmetric reduction of
simple aliphatic ketones with dried cells of Geotrichum candidum. Tetrahedron:
Asymmetry, 13, 971-974, 2002.

% Kita, Y.; Takebe, Y.; Murata, K.; Naka, T.; Akai, S.; Convenient Enzymatic Resolution
of Alcohols Using Highly Reactive, Nonharmful Acyl Donors, 1-Ethoxyvinyl Esters,
Journal of Organic Chemistry, 65, 83—88, 2000.



67

2L Ema, T.; Jittani, M.; Sakai, T.; Utaka, M.; Lipase-Catalyzed Kinetic Resolution of
Large Secondary Alcohols Having Tetraphenylporphyrin. Tetrahedron Letters, 39,
6311-6314, 1998.

2 Huerta, F. F.; Minidis, A. B. E.; Béackvall, J. E.; Racemization in asymmetric
synthesis. Dynamic kinetic resolution and related processes in enzyme and metal
catalysis. Chemical Society Reviews, 30, 321-331, 2001.

2 Breuer, M.; Ditrich, K.; Habicher. T.; Hauer, B.; Kebeler, M.; Sturmer, R.; Zelinski, T.;
Industrial methods for the production of optically active intermediates. Angewandte
Chemie International Edition, 43, 788-824, 2004.

24 a) Pellissier, H.; Organocatalyzed Dynamic Kinetic Resolution. Advanced Synthesis
& Catalysis, 353, 659-676, 2011. b) Pellissier, H.; Recent developments in dynamic
kinetic resolution, Tetrahedron, 67, 3769-3802, 2011.

% Im, J-S.; Ahn, S-H.: Park, Y-H.; Reaction characteristics of the dynamic Kinetic
resolution of 1l-phenylethanol over Ru complexes immobilized on PTA-modified y-
alumina and Novozym 435°. Chemical Engineering Journal, 234, 49-56, 2013.

% |UPAC, Compendium of Chemical Terminology. Goldbook. Disponivel em:
<http://goldbook.iupac.org/D01679.html.> Acesso em: 30/06/2014

" Faber, K. Biotransformations in organic chemistry, 6. ed, Springer: Berlin, 2011.

8 pellissier, H. Recent developments in dynamic kinetic resolution. Tetrahedron, 67,
3769-3802, 2011.

#  Biochemical Nomenclature Committees. Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB).
Disponivel em: <http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/nomenclature/> Acesso em:
13/12/2014

% |oughlin, W. A.; Biotransformations in organic synthesis. Bioresource Technology,
74, 49-62, 2000.



68

%1 Boland, W.: Frobl, C.; Lorenz, M. Esterolytic and lipolytic enzymes in organic
synthesis. Synthesis, 12, 1049-1072, 1991.

% Csajagi, C.; Szatzker, G.; Rita Toke, E.; Uerge, L.; Darvas, F.; Poppe, L.; Enantiomer
selective acylation of racemic alcohols by lipases in continuous-flow bioreactors.
Tetrahedron: Asymmetry 19, 237-246, 2008.

¥ Zheng, J-Y.; Wang, S-F.; Zhang, Y-J.; Ying, X-X.; Wang, Y-G.; Wang, Z.;
Chemoenzymatic synthesis of D-biotin intermediate lactone via lipase-catalyzed
desymmetrization of meso diols. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 98,
37-41, 2013.

% Aurell, C-J.; Karlsson, S.: Ponten, F.. Andersen, S. M. Lipase catalyzed
regioselective lactamization as a key step in the synthesis of N-boc (2R)-1,4-
oxazepane-2-carboxylic acid. Organic Process Research & Development, 18, 1116-
1119, 2014.

= Spelberg, J. H. L.; Van Hylckama Vlieg, J. E. T.; Bosma, T.; Kellogg, R. M.; Janssen,
D. B.; A tandem enzyme reaction to produce optically active halohydrins, epoxides and
diols. Tetrahedron: Asymmetry, 10, 2863-2870, 1999.

% Kotika, M.; Vaclav, S.; Grulicha, M.; Kyslika, P.; Archelasc, A.; Access to enantiopure
aromatic epoxides and diols using epoxide hydrolases derived from total biofilter DNA.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 65, 41-48, 2010.

%" Brenna, E.; Gatti, F. G.; Manfredi, A.; Monti, D.; Parmeggiani, F.; Enoate reductase-
mediated preparation of methyl (S)-2- bromobutanoate, a useful key intermediate for
the synthesis of chiral active pharmaceutical ingredientes. Organic Process Research
& Development, 16, 262-268, 2012.

% Phillips, R.S.; May, S.W.; Enzymic sulfur oxidation reactions. Enzyme and Microbial
Technology, 3, 9-18, 1981.

¥ Wang, H.; Zhi, W.; Hong, Z.; Ge, C.; Hong, Y.; Lei, W.; Enzyme catalytic promiscuity:
asymmetric aldol addition reaction catalyzed by a novel thermophilic esterase in

organic solvente. Green Chemistry Letters and Reviews, 7, 145-149, 2014.



69

40 Oikawa, H.: Kobayashi, T.; Katayama, K.; Suzuki, Y.; Ichihara, A.; Total synthesis of
(-)-solanapyrone A via enzymatic Diels-Alder reaction of prosolanapyrone. Journal of
the Chemical Society, 63, 8748-8756, 1998.

“L Wimmer, Z.; Zarevicka, M.; A Review on the Effects of Supercritical Carbon Dioxide

on Enzyme Activity. Internacional Journal of Molecular Science, 11, 233-253, 2010.

42 Kim, K. -W.; Song, B.; Choi, M. =Y; Kim, M. -J.; Biocatalysis in ionic liquids:
markedly enhanced enantioselectivity of lipase. Organic Letters, 3, 1507-1509, 2001.

43 Doukyu, N.; Ogino, H.; Organic solvent-tolerant enzymes. Biochemical

Engineering Journal, 48, 270-282, 2010.

“ Kamal, A.; Azhar, A. M; Krishnaji, T.; Malik, M. S.; Azeeza, S.; Approaches based on
enzyme mediated kinetic to dynamic kinetic resolutions: A versatile route for chiral
intermediates. Coordination Chemistry Reviews, 252, 569-592, 2008.

4 Jaeger, K. E.; Reetz, M. T.; Microbial lipases form versatile tools for biotechnology.
Tibtech, 16, 396-403, 1998.

4 Jaeger, K.E.; Dijkstra, B.W.; Reetz, M.T.; Bacterial Biocatalysts: Molecular biology,
three-dimensional structures and biotechnological applications of lipases. Annual
Review of Microbiology, 53, 315-351, 1999.

4" Uppenberg, J.; Ohrner, N.; Norin, M.; Hult, K.; Kleywegt, G. J.; Patkar, S.;
Waagen, V.; Anthonsen, T.; Jones, T.A.; Crystallographic and molecular-modeling
studies of lipase B from Candida antarctica reveal a stereospecificity pocket for
secondary alcohols. Biochemistry, 34, 16838-16851, 1995.

48 Jaeger, K. E., Ransac, S., Dijkstra, B.W.; Bacterial lipases. FEMS Microbiology
Reviews, 15, 29-63, 1994.

49 Protein Data Bank. http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1LBS
<Acesso em: 28/11/14>



70

%0 Sikora, A.; Siédmiak, T.; Marszall, M. P.; Kinetic resolution of profens by
enantioselective esterification catalyzed by Candida antarctica and Candida rugosa
lipases. Chirality, 26, 663-669, 2014.

°L Gilbert, H.; Basic Concepts in Biochemistry: A Student's Survival Guide, 2 ed.,
McGraw-Hill Medical: Texas, 1999.

°2 Sandstrém, A. G.; Directed evolution of Candida Antarctica lipase A using an
episomaly replicating yeast plasmid. Protein Engineering, Design & Selection, 22,
413-420, 2009.

53 Schrag, J. D.; Li. Y.; Wu, S.; Cygler, M.; Ser-His-Glu triad forms the catalytic site of
the lipase from Geotrichum candidum. Nature, 351, 761-764, 1991.

* Jaeger, K. E.; Dijkstra, B. W.; Reetz, M. T.; Bacterial Biocatalysts: Molecular Biology,
Three-dimensional structures and biotechnological applications of lipases. Annual
Reviews Microbiology, 53, 315-351, 1999.

* Silva, T. B.; Resolucdo cinética enzimatica de alcoois e aminas quirais contendo
boro e biorreducdo de cetonas contendo boro. Tese de Doutorado em Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2011.

°% Béttcher, D.; Bornscheuer, U.T.; Protein engineering of microbial enzymes. Current
Opinion in Microbiology, 13, 274-282, 2010.

" Handelsman, J.; Rondon, M. R.; Brady, S. F.; Clardy, J.; Goodman, R. M.; Molecular
biological access to the chemistry of unknown soil microbes: a new frontier for natural
products. Chemistry & Biology, 5, 245-249, 1998.

8 \WWahab, R. A.; Basrl, M.; Rahman, M. B. A; Salleh, A.; Leow, T. C.; Combination of
Oxyanion GIn114 Mutation and Medium Engineering to Influence the Enantioselectivity
of Thermophilic Lipase from Geobacillus zalihae. International Journal of Molecular
Sciences, 13, 11666-11680, 2012.



71

% Coelho, P.S.; Wang, Z. J.; Ener, M. E.; Baril, S. A.; Kannan, A.; Arnold, F. H.;
Brustad, E. M.; A Serine-Substituted P450 Catalyzes Highly Efficient Carbene Transfer
to Olefins in vivo. Nature Chemical Biology, 9, 485-487, 2013.

® Bastian, S.; Li, X.; Meyerowitz, J. T.; Snow, C. D.; Chen, M. M. Y.; Arnold., F. H.;
Engineered ketol-acid reductoisomerase and alcohol dehydrogenase enable anaerobic
2-methylpropan-1-ol production at theoretical yield in Escherichia coli. Metabolic
Engineering, 13, 345-352, 2011.

®. Handelsman, J.; Rondon, M.R.; Brady, S.F.; Clardy, J.; Goodman, R.M. Molecular
biological access to the chemistry of unknown soil microbes: A new frontier for natural
products. Chemistry & Biology, 5, 245-249, 1998.

%2 pjel, J.; Approaches to capturing and designing biologically active small molecules
produced by uncultured microbes. Annual Review of Microbiology, 65, 431-53,
2011.

& Chow, J.: Kovacic, F.; Antonia, Y. D.; Krauss, U.: Fersini, F.; Schmeisser, C.:
Lauinger, B.; Bongen, P.; Pietruszka, J.; Schmidt, M.; Menyes, |.; Bornscheuer, U. T.;
Eckstein, M.; Thum, O.; Liese, A.; Mueller-Dieckmann, J.; Jaeger, K-E.; Streit, W. R.;
The Metagenome-Derived Enzymes LipS and LipT Increase the Diversity of Known
Lipases. PLoS ONE, 7, 47665, 2012. <doi:10.1371/journal.pone.0047665>

® Oh, K-H.; Nguyen, G-S.; Kim, E-Y.; Kourist, R.; Bornscheuer, U.; Oh, T-K.; Yoon, J-
W.; Characterization of a novel esterase isolated from intertidal flat metagenome and
its tertiary alcohols synthesis. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 80, 67—
73, 2012.

% Costa, A. C. S.; Aplicacdo de lipases de metagenémica em reacdes de resolucéo
cinética de élcoois secundarios quirais. Dissertacdo de Mestrado em Quimica,

Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2014.

% Glogauer, A.; Isolamento de clones com atividade lipolitica do metagenoma de solo
contaminado com gordura animal e caracterizacdo de uma nova e eficiente

lipase.Tese de doutorado em Bioquimica, Universidade Federal do Parana, 2011.



72

67 Glogauer, A.; Martini, V. P.; Faoro, H.; Couto, G. H.; Miller-santos, M.; Monteiro, R.
A.; Mitchell, D. A.; Souza, E. M.; Pedrosa, F. O.; Krieger, N.; ldentification and
characterization of a new true lipase isolated through metagenomic approach.
Microbial Cell Factories, 10, 54, 2011.

® Couto, G. H.; Glogauer, A.; Faoro, H.; Chubatsu, L. S.; Souza, E. M.; Pedrosa, F. O.;
Isolation of a novel lipase from a metagenomic library derived from mangrove sediment

from the south Brazilian coast. Genetics and Molecular Research, 9, 514-523, 2010.

% Faoro, H.; Glogauer, A.; Souza, E. M.; Rigo, L. U.; Cruz, L. M.; Monteiro, R. A;
Pedrosa, F. O.; Identification of a new lipase family in the Brazilian Atlantic Forest soil
metagenome. Environmental Microbiology Reports, 3, 750-755, 2011.

® Kim, H. Y.;: Kwon, E. J.; Kim, S. K.; Jeong, Y. S.; Kim, J.; Yun, H. D.; Kim, H.;
Molecular cloning and characterization of a novel family VIl alkaline esterase from a
compost metagenomic library. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 393, 45-49, 2010.

M Roh, C.; Villatte, F.; Isolation of a low-temperature adapted lipolytic enzyme from
uncultivated micro-organism. Journal of Applied Microbiology, 105, 116-123, 2008.

2 Hu, Y. F.; Fu, C. Z.; Huang, Y. P.; Yin, Y. S.; Cheng, G.; Lei, F.; Lu, N.; Li, J.;
Ashforth, E. J.; Zhang, L. X.; Zhu, B. L.; Novel lipolytic genes from the microbial
metagenomic library of the South China Sea marine sediment. Fems Microbiology
Ecology, 72, 228-237, 2010.

3 Vogel, A. I. Practical organic chemistry, 5 ed., Longman Scientific and Technical:
New York, 1989.

™ Botana, A.; Aguilar, J.; A.; Nilsson, M.; Morris, G. A.; J-modulation effects in DOSY
experiments and their suppression: The Oneshot45 experiment. Journal of Magnetic
Resonance, 208, 270-278, 2011.

> Ruddy A. J.; Kelly, C. M.; Crawford, S. M.; Wheaton, C. A.; Sydora O. L.;. Small B.

L.; Stradiotto, M.; Turculet, L.; (N-Phosphinoamidinate) iron pre-catalysts for the room



73

temperature hydrosilylation of carbonyl compounds with broad substrate scope at low
loadings. Organometallics, 32, 5581-5588, 2013.

® Yang, Y.; Formal hydration of non-activated terminal olefins using tandem catalysts.
Chemical Communications, 50, 2608-2611, 2014.

" Khusnutdinov, R. I.; Shchadneva, N. A.; Khisamova, L. F.; Dzhemilev, U. M.;
Hydroacetoxylation of olefins with acetic acid genetated in situ from vinyl acetate in the
presence of ruthenium complexes. Russian Journal of Organic Chemistry, 47, 155-
160, 2011.

8 Cygler, M.; Grochulski, P.; Kazlauskas, R. J.; Schrag, J. D.; Bouthillier, F.; Rubin, B.;
Serreqi, A. N.; Gupta, A. K.; Molecular Basis for the Enantiopreference of Lipases
toward Secondary Alcohols. Journal of American Chemical Society 116, 3180-3186,
1994.

® Ferreira, H. V.;: Rocha, L. C.; Severino, R. P.: Porto, A. L. M.. Syntheses of
Enantiopure Aliphatic Secondary Alcohols and Acetates by Bioresolution with Lipase B
from Candida antarctica. Molecules, 17, 8955-8967, 2012.

8 Martini, V. P.; Caracterizacdo molecular e bioquimica de novas lipases obtidas por
prospeccdo metagendmica com aplicagdo em biocatélise. Tese de Doutorado em

Quimica, Universidade Federal do Parand, Curitiba, 2012.

8 Alnoch, R. C.; Imobilizacdo e caracterizacdo de uma nova lipase obtida por
prospecc¢do metagenémica. Dissertacdo de Mestrado em Bioquimica, Universidade
Federal do Parand, Curitiba, 2013.

8 Alnoch, R. C.; Martini, V. P.; Glogauer, A.; Costa, A. C. S.; Piovan, L.; Muller-Santos,
M.; de Souza, E. M.; Pedrosa, F. O.; Mitchell, D. A.; Krieger, N.; Immobilization and
characterization of a new regioselective and enantioselective lipase obtained from a
metagenomic library. PLoS ONE, 10, 2, 2015.

8 Frykman, H.; Ohrner, N.; Norin, T.; Hult, K.; S-ethyl thiooctanoate as acyl donor in
lipase catalysed resolution of secondary alcohols. Tetrahedron letters, 34, 1367-1370,
1993.


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AYongsheng%20Yang

74

8 Coérdova, A.; Tremblay, M. R.; Clapham, B.; JAnda, K. D. A Sequential application of
kinetic resolution and Polymer-Supported scavenging for the isolation of Chiral
Secondary Alcohols. Journal of Organic Chemistry, 66, 5645-5648, 2001.

8 zarcula, C.; Corici, L.; Croitoru, R.; Péter, F.; Kinetic Resolution of Secondary
Alcohols in Lipase-Catalyzed Transesterification Reactions. In: Annals of West
University of Timisoara Series of Chemistry IX, 16, 107-112, 2007.

% patel, R. N.; Banerjee, A.; Nanduri, V.; Goswami, A.; Comezoglu, F.T.; Enzymatic
Resolution of Racemic Secondary Alcohols by Lipase B from Candida antarctic.
Journal of the American Oil Chemists' Society, 77, 1015-1019, 2000.

8 Turner, N. J.; Controlling chirality. Current Opinion in Biotechnology, 14, 401 —
406, 2003.

8 Ghanem, A.; El-Behairy, M. F.; Al-Ahdal, M. N.; Direct enantioslective HPLC
monitoring of lipase-catalyzed kinetic resolution of racemates in non-standard organic
solvents. Chromatoghraphia, 65, 681-686, 2007.

8 Atkins, P. W.; Paula, J.; Fisico-quimica, 9 ed, LTC, 2012.

% Bornscheuer, U.; Kazlauskas, R.; Hydrolases in Organic Synthesis. Regio- and

Stereoselective Biotransformations, Wiley-VCH: Germany, 1999.

! Laane, C.; Boeren, S.; Vos, K.; Veeger, C.; Rules for optimization of biocatalysis in

organic solvents. Biotechnology and Bioengineering, 30, 81-87, 1987.

%2 Hernandez-Rodriguez, B.; Cérdova, J.; Barzana, E.; Favela-Torres, E.; Effects of
organic solvents on activity and stability of lipases produced by thermotolerant fungi in
solid-state fermentation. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 61, 136-142,
20009.

% Sharma, S.; Kanwar, S. S.; Organic Solvent Tolerant Lipases and Applications. The
Scientific World Journal, 1-15, 2014.



75

% Amarego, W. L. F.; Chai, C. L. L.; Purification of Laboratory Chemicals, 5 ed.;
Elsevier Science: USA, 2006.

% Chen, C.; Fujimoto, Y.; Girdaukas, G.; Sih, J. Quantitative Analyses of Biochemical
Kinetic Resolution of Enantiomers. Journal of the American Chemical Society, 104,
7294-7299, 1982.

% Kazlauskas, R. J.; Weissfloch, A. N. E.; Rappaport, A. T.; Cuccia, L. A.; A rule to
predict wich enantiomer of a secondary alcohol reacts faster in reactions catalyzed by
cholesterol esterease, lipase from Pseudomonas cepacia, and lipase from Candida
rugosa. Journal of Organic Chemistry, 56, 2656-2665, 1991.

% Frykman, H.; Ohrner, N.; Norin, T.; Hult, K.; S-ethyl thiooctanoate as acyl donor in
lipase catalysed resolution of secondary alcohols. Tetrahedron letters, 34, 1367-1370,
1993.

%8 Wang, B.; Jiang, L.; Wang, J.; Ma, J.; Liu, M.; Yu, H.; A tandem and fully enzymatic
procedure for the green resolution of chiral alcohols: acylation and deacylation in non-
agueous media. Tetrahedron: Asymmetry, 22, 980-985, 2011.

% Merabet-Khelassi, M.; Houiene, Z.; Aribi-Zouioueche, L.; Riant, O.: Green
methodology for enzymatic hydrolysis of acetates in non-agueous media via carbonate
salts. Tetrahedron: Asymmetry, 23, 828—-833, 2012.

1% Ema,T.; Ura, N.; Yoshii, M.; Korenaga, T.; Sakai, T.; Empirical method for predicting
enantioselectivity in catalytic reactions: demonstration with lipase and oxazaborolidine.
Tetrahedron, 65, 9583-9591, 2009.



APENDICES

76



77

SUMARIO
Figura 1: Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCl; TMS) do pentan-2-ol (21). ......... 79
Figura 2: Espectro de RMN de *3C (50 MHz, CDCl;) do 2-pentanol (21)..................... 80
Figura 3: Espectro no IV de pentan-2-0l (21). ........oeoiiiieiiiiieiies e e e e 81
Figura 4: Espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCl; TMS) do hexan-2-ol (22). .......... 82
Figura 5: Espectro de RMN de *3C (50 MHz, CDCl;) do hexan-2-ol (22)..................... 83
Figura 6: Espectro no IV do hexan-2-0l (22). ... 84
Figura 7: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) do heptan-2-ol (23)................... 85
Figura 8: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCls) do heptan-2-ol (23).................... 86
Figura 9: Espectro no IV do heptan-2-0l (23). ..o 87
Figura 10: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do octan-2-ol (24). .................. 88
Figura 11: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl;) do octan-2-ol (24).................... 89
Figura 12: Espectro no IV do octan-2-0l (24). .....coooeeeeeeeeeeeeee e 90
Figura 13: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS) do 4-metil-pentan-2-ol
225 TSSO PPPPPPRPPRR 91
Figura 14: Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do 4-metil-pentan-2-ol (25). ....92
Figura 15: Espectro no IV do 4-metil-pentan-2-0l (25)..........cccceeeeiieiiiiiiiiiiiiin e, 93
Figura 16: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;, TMS) do hexan-3-ol (26) ........ 94
Figura 17: Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do hexan-3-ol (26). ................. 95
Figura 18: Espectro de IV do hexan-3-0l (26)..........cccoeviieiiiiiiiiiiiii e, 96
Figura 19: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do acetato de 2-pentila (21a)..97
Figura 20: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCls) do acetato de 2-pentila (21a). .98
Figura 21: Espectro no IV do acetato de 2-pentila (218). ........ceeeeieeeiiiiiiiiiiieie e, 99
Figura 22: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do acetato de 2-hexila (22a). 100
Figura 23: Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do acetato de 2-hexila (22a).. 101
Figura 24: Espectro no IV do acetato de 2-hexila (22a). ........ccooeeeeeieiiiiieeeeeeeeeeeee, 102
Figura 25: Espectro de RMN de 'H (CDCl; 200 MHz, TMS) do acetato de 2-heptila
(22T ) TR PRSP S PP 103
Figura 26: Espectro de RMN de *C (CDCl;, 50 MHz) do acetato de 2-heptila (23a). 104
Figura 27: Espectro no IV do acetato de 2-heptila (23@). ........cooovveeeieiiieeeeee, 105
Figura 28: Espectro de RMN de 'H (CDCl; 200 MHz, TMS) do acetato de 2-octila
(24Q). .o e e e et e e e e e e —aaaaaas 106
Figura 29: Espectro de RMN de *C (CDCl;, 50 MHz) do acetato de 2-octila (24a)... 107
Figura 30: Espectro no IV do acetato de 2-octila (24a). ........ouueiiiieiiiiiiiiiiiiiieeeees 108
Figura 31: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do acetato de 4-metil-2-pentila

(250). . veeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e ettt e ettt ettt ettt ettt e ettt et e en et eeeeeed 109



78

Figura 32: Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do acetato de 4-metil-2-pentila
245 | TP EPO TR 110
Figura 33: Espectro no IV do acetato de 4-metil-2-pentila (252). .........ccccoeeeviieeeiiinnns 111
Figura 34: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do acetato de 3-hexila (26a). 112
Figura 35: Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) do acetato de 3-hexila (26a)..113

Figura 36: Espectro no 1V do acetato de 3-hexila (26a). ........cccoeeeeeviviiiiiiiiiiieeeeciiinns 114
Figura 37: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl5) do propionato de 2-pentila (21b).
................................................................................................................................. 115
Figura 38: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCI;) do propionato de 2-pentila (21b).
................................................................................................................................. 116
Figura 39: Espectro no IV do propionato de 2-pentila (21D). ..., 117
Figura 40: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do propionato de 2-hexila (22b).
................................................................................................................................. 118
Figura 41: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl;) do propionato de 2-hexila (22b).
................................................................................................................................. 119
Figura 42: Espectro no IV do propionato de 2-hexila (22b). ........ccooveeeeeieiiieie, 120
Figura 43: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) do propionato de 2-heptila (23b).
................................................................................................................................. 121
Figura 44: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCI;) do propionato de 2-heptila (23b).
................................................................................................................................. 122
Figura 45: Espectro no IV do propionato de 2-heptila (23b). ....ccccoooviiiiiiiiiiiiiiennniinn, 123
Figura 46: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCI,) do propionato de 2-octila (24b).
................................................................................................................................. 124
Figura 47: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl;) do propionato de 2-octila (24b).
................................................................................................................................. 125
Figura 48: Espectro no IV do propionato de 2-octila (24b). .....ccceeveeeiiiiiiiiiiiiieeeecinns 126
Figura 49: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) do propionato de 4-metil-2-
L] 111 = W 0245 o ) IR USPPPPPRPRIN 127
Figura 50: Espectro de RMN de '*C (50 MHz, CDCl;) do propionato de 4-metil-2-
PENTIHA (25D). e 128
Figura 51: Espectro no IV do propionato de 4-metil-2-pentila (25b). ... 129
Figura 52: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do propionato de 3-hexila (26b).
................................................................................................................................. 130
Figura 53: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCI;) do propionato de 3-hexila (26b).
................................................................................................................................. 131

Figura 54: Espectro no IV do propionato de 3-hexila (26D). .........coooeeeiiiiiieeiiieee. 132



Apéndice 1
[celsoNoNoNo o] O O 0N~ NWN
NS ANO OMm O N0 O©OND
© Q@ N NN VINNAR 0@
MmMMmOMmMMmoMmm - o oo

BN

21
CsH420
MM: 88,15 g/mol

J

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

ke

Figura 1: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl; TMS) do pentan-2-ol (21).
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Figura 2: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl;) do 2-pentanol (21).
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Figura 10: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) do octan-2-ol (24).
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Figura 11: Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCI;) do octan-2-ol (24).
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Figura 20: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl;) do acetato de 2-pentila (21a).
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Figura 24: Espectro no IV do acetato de 2-hexila (22a).
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Figura 25: Espectro de RMN de *H (CDCl; 200 MHz, TMS) do acetato de 2-heptila (23a).
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Figura 29: Espectro de RMN de **C (CDCls, 50 MHz) do acetato de 2-octila (24a).



Transmitancia (%)

N~
(o]
q
A v
C1oH2002
MM: 172,26 g/mol
60 ™M
S -
NG
N %)
-
50 - o
AN
Q
o0
40 - 5 Q
N AN
-~ D vl

' I ' I ' I ' I ' I I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 30: Espectro no IV do acetato de 2-octila (24a).
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Figura 31: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl,) do acetato de 4-metil-2-pentila (25a).
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Figura 32: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCls) do acetato de 4-metil-2-pentila (25a).
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Figura 33: Espectro no IV do acetato de 4-metil-2-pentila (25a).
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Figura 34: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do acetato de 3-hexila (26a).
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Figura 35: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl;) do acetato de 3-hexila (26a).
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Figura 36: Espectro no IV do acetato de 3-hexila (26a).
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Figura 38: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCI;) do propionato de 2-pentila (21b).
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Figura 39: Espectro no IV do propionato de 2-pentila (21b).
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Figura 41: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl5) do propionato de 2-hexila (22b).
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Figura 42: Espectro no IV do propionato de 2-hexila (22b).
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Figura 43: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do propionato de 2-heptila (23b).
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Figura 44: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl;) do propionato de 2-heptila (23b).
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Figura 45: Espectro no IV do propionato de 2-heptila (23b).
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Figura 47: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCI;) do propionato de 2-octila (24b).
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Figura 48: Espectro no IV do propionato de 2-octila (24b).
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Figura 49: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do propionato de 4-metil-2-pentila (25b).
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Figura 50: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl;) do propionato de 4-metil-2-pentila (25b).
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Figura 51: Espectro no IV do propionato de 4-metil-2-pentila (25b).
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Figura 52: Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do propionato de 3-hexila (26b).
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Figura 53: Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCl5) do propionato de 3-hexila (26b).
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Figura 54: Espectro no IV do propionato de 3-hexila (26b).





