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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar o desempenho da lipase de Burkholderia cepacia
LTBEI11 na resolugdo cinética de alcoois alilicos secundarios por reagdes de transesterificagao
com acetato de vinila, em termos de enantiosseletividade, expressa como razio enantiomérica
(E), e a velocidade de conversdo. Inicialmente, foi realizada uma triagem de alcoois alilicos
para avaliar a influéncia do grupo substituinte (R) do substrato. A lipase mostrou melhor
enantiosseletividade para os alcoois aromaticos do que para os alifaticos. Neste estudo,
quando a equacdo proposta por Chen et al. foi utilizada para calcular E de amostras coletadas
em um Unico tempo, o valor obtido dependeu do tempo de reacdo. O valor de E foi, a partir
disso, determinado utilizando um modelo matematico que foi ajustado simultaneamente para
varias amostras coletadas ao longo da reagdo. Com relagdo aos resultados obtidos para a
adi¢io direta de enzima, a enzima imobilizada em Accurel MP1000® apresentou um valor de
E 2 a 3,5 vezes maior do que a preparacao livre, dependendo do substrato utilizado enquanto a
velocidade de conversdo foi menor. No estudo da influéncia da temperatura de reacdo, que foi
realizado com a preparacdo imobilizada, um aumento de 29 para 45°C causou uma diminuigdo
de 55% em E para os substratos p-clorofenilprop-2-en-1-ol e (m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol e
um aumento de aproximadamente 3 vezes em E para 5-metilhex-1-en-3-ol. Para o substrato 1-
fenilprop-2-en-1-ol, houve uma temperatura de inversao a 37°C, com aumento de E de 29 a
37°C e, depois, diminui¢do de 37 a 45°C. O aumento da quantidade de preparacdo enzimatica
imobilizada adicionada de 225 para 675 U aumentou a velocidade de reagdo de 0,3 para 0,75
%/h para a resolugdo de p-clorofenilprop-2-en-1-ol a 29°C, sem afetar E. Na comparagao de
solventes, as reacdes em heptano, hexano e tolueno apresentaram os maiores valores de E
para a resolugdo de p-clorofenilprop-2-en-1-ol. Os valores de E obtidos foram correlacionados
com as propriedades fisico-quimicas dos solventes de valor de log P, constante dielétrica e
volume molecular. O alto valor de razdo enantiomérica obtido (E igual a 75) sugere que a
lipase de B. cepacia LTBEI11 imobilizada em Accurel tem potencial para aplicagdo em
resolugdo cinética de alcoois secundarios.

Palavras-chave: Resolu¢dao cinética. Lipase. Enantiosseletividade. Alcoois alilicos
secundarios.



ABSTRACT

The aim of this work was to study the performance of the lipase from Burkholderia cepacia
LTBE11 in the kinetic resolution of secondary allylic alcohols by transesterification reactions
with vinyl acetate, in terms of the enantioselectivity, expressed as enantiomeric ratio (E), and
the conversion rate. Initially, several allylic alcohols were screened, in order to evaluate the
influence of the substituent group (R) of the substrate. The lipase showed a greater
enantiosseletividade with aromatic alcohols than it did with aliphatic alcohols. In this study,
when the equation proposed by Chen et al. was used to calculate E from samples collected at
a single time, the value obtained depended on the reaction time. The value of E was therefore
determined using a mathematical model that was fitted simultaneously to several samples
collected during the reaction. In relation to the results obtained for the direct addition of
enzyme powder, the enzyme immobilized on Accurel MP1000® presented a value of E that
was 2 to 3.5 times higher than the free preparation, but the conversion rate was lower. In the
study of the influence of reaction temperature, which was carried out with the immobilized
preparation, an increase from 29 to 45°C caused a decrease of 55% in E for the substrates p-
clorophenylprop-en-2-1-ol and (m-methoxyphenyl)prop-2-en-1-ol and an approximately 3-
fold increase in E for 5-methylhex-1-en-3-ol. For the substrate 1-phenylprop-2-en-1-ol, there
was a temperature inversion at 37°C, with an increase in E from 29 to 37°C and then a
decrease from 37 to 45°C. Increasing the amount of immobilized enzyme preparation added
from 22 to 675 U increased the conversion rate from 0.3 to 0.75 %/h for the resolution of p-
clorophenylprop-en-2-1-ol in 29°C, without affecting E. In a comparison of solvents, the
reactions in heptane, hexane and toluene showed the highest values of E for the resolution of
p-clorophenylprop-en-2-1-ol. The values of E obtained were correlated with the
physicochemical properties of the solvents, namely the value of log P, the dielectric constant
and the molecular volume. The high value obtained for the enantiomeric ratio (E equal to 75)
suggests that the lipase of B. cepacia LTBE11 immobilized on Accurel has potential for
application in the kinetic resolution of secondary alcohols.

Key words: Kinetic resolution. Lipase. Enantioselectivity. Secondary allylic alcohols.
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1 INTRODUCAO

Este trabalho trata da aplicacdo da lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11 na
resolugdo cinética de racematos de alcoois alilicos secundérios produzidos por sintese
quimica.

De acordo com a recomendacdo IUPAC, resolugdo cinética ¢ definida como a
realizacdo de resolucdo completa ou parcial de um racemato em virtude da diferenca nas
velocidades de reacdo dos enantiomeros (R e S) proporcionadas por agente quiral (reagente,
catalisador quimico ou enzimatico, solvente). Os enantidmeros interagem com o agente quiral
para gerar dois estados de transi¢ao diasteroisoméricos. A variagdo da energia livre de Gibbs
(AG) em cada estado de transi¢ao define a velocidade de conversao dos enantidmeros: um que
reage rapido e o outro que reage lentamente (GHANEM, 2007).

O interesse pela producdo de um unico enantidmero a partir de intermediarios quirais
tem aumentado significativamente, impulsionado pela importancia da quiralidade na eficacia
de inimeros produtos agroquimicos e farmacéuticos (SKORIDOU et al., 2004). A estimativa
para o crescimento anual do mercado mundial para produtos quimicos opticamente puros
comercializados era de 13,2 % em 2001, com gastos de 16 bilhdes de dolares até 2007
(STINSON, 2001). A industria farmacéutica ¢ a maior responsavel por este crescimento, na
qual as drogas quirais enantiopuras, ou seja, quando existe a presenga de apenas um dos
enantiomeros (R) ou (S), representando 36% do mercado global (ABATE et al., 2004).

O interesse na obtengdo de alcoois alilicos secundérios enantiomericamente puros
justifica-se pela sua grande versatilidade em sintese quimica, especialmente na sintese de
drogas, fragrancias e feromodnios quirais (SINGH; BANERJEE, 2007; PATEL, 2002;
FUKUSAKI; SATODA, 1997). Os alcoois, na sua forma enantiopura, sao usualmente obtidos
por epoxida¢do de Sharpless (epoxidacdo assimétrica com titdnio) ou via transformagoes
mediadas por enzimas (GHANEM; SCHURIG, 2003). Entre os catalisadores enzimaticos
empregados na resolugdo cinética de racematos, as lipases (triacilglicerol éster hidrolases,
E.C. 3.1.1.3) sao as mais utilizadas (GHANEM, 2007), principalmente devido a sua
seletividade, estabilidade, possibilidade de reutilizacdo e alta produgcdo por varios
microrganismos, como fungos e bactérias. Elas apresentam especificidade a diferentes
substratos e catalisam vdrias reagcdes em meios aquosos € aquo-restritos, tais como hidrélise e
transesterificacdo, respectivamente (WANG et al., 2007; CHOJNACKA; OBARA;
WAWRZENCZY, 2007; GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2004; JAEGER; EGGERT, 2002;
LIEBETON et al., 2000).
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Estudos preliminares com a lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em
Accurel EP100®, um suporte hidrofoébico, motivaram este trabalho, pois mostraram um alto
excesso enantiomérico (€e) na resolucao de alguns alcoois alilicos secundarios (BARON et
al., 2007). Entretanto, as condi¢des de reacdo ndo foram otimizadas, e tampouco estudou-se o
comportamento da lipase frente a diferentes alcoois e em diferentes condigdes.

Dentro deste contexto, este trabalho pretendeu contribuir para o conhecimento da
resolucao cinética de racematos de diferentes alcoois alilicos secundarios alifaticos e
aromaticos catalisada pela lipase de B. cepacia LTEBI1, estudando-se aspectos que
influenciam sua enantiosseletividade, como os relacionados com o substrato (tipo de grupo
substituinte, o tipo de cadeia), com a enzima (imobilizagdo) ¢ com o meio e condigdes

reacionais (tipo de solvente e temperatura).
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 APLICACAO DE ENZIMAS EM PROCESSOS INDUSTRIAIS DE
BIOTRANSFORMACAO

Enzimas s3o capazes de aceitar inimeras moléculas como substrato e, sobretudo,
podem ser seletivas, catalisando reacdes com altas seletividades quiral (enantio) e posicional
(regio). Como resultado, elas podem ser utilizadas tanto em transformacdes simples quanto
em complexas, sem a necessidade de etapas de bloqueio e desbloqueio de grupos
substituintes, que sdo comuns em reagdes enantio e regiosseletivas em sintese organica. Esta
elevada seletividade também proporciona reagdes eficientes com baixa formagdo de sub-
produtos, tornando as enzimas uma alternativa econdmica e ambientalmente viavel aos
catalisadores quimicos convencionais (SCHMID et al., 2001).

Os processos industriais de biotransformagao tiveram inicio no final da década de 50 e
tém crescido rapidamente desde a ultima década (STRAATHOF et al., 2002) (FIGURA 2.1).
O termo biotransformacao pode ser aplicado para modificagdes especificas ou interconversoes
na estrutura quimica, realizadas por enzimas presentes nas células ou na forma isolada (para a
utilizagdo de enzimas isoladas o processo também pode ser chamado de biocatalise). Em
biotransformacao, um catalisador biologico ¢ utilizado para converter um substrato em um
nimero limitado de etapas enzimaticas, diferentemente do que ocorre em processos de
fermentagdo, onde o substrato ¢ convertido em produtos através de um caminho metabdlico

bastante complexo na célula (DALLA-VECHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).
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FIGURA 2.1 - Numero de processos de biotransformacdo iniciados em escala industrial

(STRAATHOF et al., 2002).
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Este crescimento vem sendo impulsionado pelo aumento da exigéncia a
comercializacdo de compostos cujas estruturas apresentem quiralidade, especialmente nos
setores farmacéutico e agroquimico, estabelecida pelas legislacdes brasileira e de outros
paises. As exigéncias sdo em relacdo a separagdo dos enantidmeros em um racemato, ao
estudo dos efeitos bioldgicos dos enantiomeros e a comprovagdo dos efeitos toxicos e
adversos dos enatiomeros e do racemato, dependendo do composto quiral. A FDA (U.S. Food
and Drug Administration, RockVille, EUA) determina para um dado produto se ele pode ser
comercializado como racemato ou como enantiopuro, baseado em protocolos estabelecidos
para a classe ou utilizagdo deste composto quiral (FDA, 2009). No Brasil, a comercializagdo
de medicamentos quirais ¢ regulamentada pela ANVISA através das RDC (Resolugao da
Diretoria Colegiada) que dispdem sobre medicamentos (ANVISA, 2009).

A industria quimica representa um dos maiores setores mundiais e nela as companhias
européias possuem um papel dominante. Industrias como BASF, DSM e Lonza realizam
iniimeros bioprocessos que produzem centenas ou milhares de toneladas por ano, o que
demonstra a viabilidade econdmica destes processos biocataliticos € 0 aumento na aceitagao
de biocatalisadores no setor industrial de sintese organica. Em 2002, o uso de bioprocessos
para a obtengdo de produtos quimicos (basicos, intermediarios e de quimica fina) e polimeros
representou apenas 2% do mercado de produtos quimicos, o que corresponde a uma
movimentagdo de 25 bilhdes de dolares (SCHMID et al., 2002), com uma estimativa de
13,2% de crescimento anual na sua comercializacdo (STINSON, 2001). Dentro deste
segmento, a maior contribuicdo é dos produtos de quimica fina, definidos como os que sao
produzidos em, no maximo, 20.000 toneladas por ano e que possuem alto valor agregado
(SCHMID et al., 2002).

Dentre os biocatalisadores, hidrolases sdo as mais empregadas nos processos de
biotransformag¢do industrial, com 80% de todas as enzimas utilizadas (KRISHNA, 2002).
Dentre estas, as lipases sdo as mais utilizadas, o que pode ser devido a: (1) serem estaveis em
solventes organicos, (2) ndo requererem cofatores, (3) possuirem especificidade a diferentes
substratos e (4) apresentarem alta enantiosseletividade (CHOJNACKA; OBARA;
WAWRZENCZY, 2007; JAEGER; REETZ, 1998).
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2.2 LIPASES

2.2.1 Defini¢ao e caracteristicas de lipases

Lipases (triacilglicerol hidrolases, E.C. 3.1.1.3) sdo carboxilesterases definidas
classicamente como enzimas que catalisam a hidrdlise de triacilglicerdis, cujos acidos graxos
sejam de cadeia longa, liberando acidos graxos e glicerol (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ,
1999; JAEGER et al., 1994), (FIGURA 2.2).

O

0 0
D)J\/\/\ + 3H0 = OH + 3 /M OH

0

Triacilglicerol Gliceral Acidos Graxos

FIGURA 2.2 — Reagdo de hidrolise catalisada por lipases. Um triacilglicerol pode ser hidrolisado para
formar glicerol e acidos graxos ou, na dire¢do reversa, em ambientes com baixo teor de agua, pode ser
formado o éster (reacdo de sintese).

Nao ha uma classificagdo exata que defina o nimero de carbonos de uma cadeia longa;
no entanto, alguns autores costumam definir como triacilglicer6is cujos acidos graxos sejam
de cadeia longa aqueles constituidos por acidos graxos com mais de 10 carbonos, dentre os
quais, a trioleina (trioleilglicerol, TC18) ¢ o substrato considerado padrdo para lipases ditas
verdadeiras. A hidrolise ou sintese de triacilglicerois, constituidos por acidos graxos com
menos do que 10 carbonos ¢ catalisada tanto por lipases quanto por esterases. Desta forma,
para esterases, o substrato considerado padrdo ¢ a tributirina (tributirilglicerol, TC4), que, por
sua vez, também pode ser hidrolisada por lipases (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

As lipases catalisam uma série de diferentes reacdes. Os processos basicos que
fundamentam o mecanismo catalitico (hidrolise e sintese de ésteres) podem ser associados

pela enzima para resultar em reacdes de interesterificacdo (aciddlise, alcodlise e
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transesterificacao), dependendo dos reagentes de partida empregados e do solvente utilizado
(FIGURA 2.3). Além de agua e alcool, outros compostos podem ser utilizados como
nucledfilos em reagdes catalisadas por estas enzimas. Desta forma, as lipases podem catalisar
reacdes como aminolise, tiotransesterificacdo, lactonizagdo e peroxidagdo, em solventes

organicos, com elevada seletividade (KRIEGER et al., 2004, CASTRO et al., 2004).
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FIGURA 2.3 - Reagdes catalisadas por lipases (Fonte: GHANEM, 2007).
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A diversidade de propriedades cataliticas das lipases, principalmente de enantio e
regiosseletividade, e a possibilidade de atuar em varios substratos com alta especificidade, em
meios aquosos ou aquo-restritos, catalisando diferentes reagdes enzimadticas, propiciam a
utilizagcdo destas enzimas em diferentes campos de aplicacdo: na producdo de farmacos,
cosméticos, couro, detergentes, alimentos, fragrancias e outros materiais organicos sintéticos

(VILLENEUVE, 2007; KRIEGER et al., 2004; GANDHI, 1997).

2.2.2 Estrutura de lipases e o fendmeno da ativacao interfacial

2.2.2.1 Estrutura de lipases e presenca da tampa hidrofobica

As lipases caracterizadas até o momento apresentam massa molar entre 19 e 60 kDa,
com uma estrutura tercidria comum, o dobramento de o/f hidrolase (FIGURA 2.4). Este tipo
de estrutura apresenta um nucleo central formado por uma folha 3 central, consistindo de oito
diferentes fitas B (B1-B8), conectadas com seis a hélices (A-F) (POUDEROYEN et al., 2001).
As fitas B tém orientagdo para a esquerda, € a primeira e a ultima fita possuem um angulo de

aproximadamente 90° entre si.

nucleofilo acido  histidina

] .'.I *
1" | !
:

Bl B2 P4 oA B3 oB PS5 ac PO ap BT E P8 ap

FIGURA 2.4 - Modelo estrutural de o/p hidrolases (POUDEROYEN et al., 2001).

O sitio ativo de lipase ¢ formado por uma triade catalitica constituida pelos residuos de
aminoacido serina, acido aspartico (ou glutdmico) e histidina. A serina catalitica, localizada

no C-terminal da fita B5, faz parte de um pentapeptideo altamente conservado GXSXG, onde
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G= glicina; S= serina; X;= histidina e X,= acido glutamico ou aspartico (JAEGER; REETZ,
1998).

Do ponto de vista estrutural, para a ligagdo com o substrato, além da regido que
compde o sitio ativo, existe uma estrutura anfipatica mével que cobre o sitio ativo catalitico
da maioria das lipases, chamada regido de tampa hidrofobica ou lid, que esta envolvida na
seletividade de lipases (SECUNDO et al., 2006). Em lipases, esta estrutura esta presente na
posi¢ao B8, prolongando-se sobre o conjunto central de fitas 3 e sobre o sitio catalitico e, por
isso ¢ chamada de tampa hidrofébica. Sua provavel fungdo ¢ na interagdo com a interface
lipideo/agua, no fenomeno de ativacgao interfacial (item 2.2.2.2), onde esta estrutura sofre uma
mudanga conformacional, expondo o sitio ativo e favorecendo a ligacdo com o substrato

(GHANEM, 2007).

2.2.2.1.1 Estrutura da lipase de Burkholderia cepacia

A cadeia polipeptidica da lipase de Pseudomonas (hoje Burkholderia) cepacia
apresenta uma massa molar de aproximadamente 33 kDa e consiste de 320 residuos de
aminoacidos; sua seqiliéncia ¢ similar a da lipase de B. (Pseudomonas) glumae (NOBLE et al.,
1993). Ambas as estruturas possuem trés dominios, que podem ser divididos em um dominio
maior ¢ dois menores (FIGURA 2.5).

A topologia da lipase de B. cepacia (FIGURA 2.5) é muito similar ao prototipo o/
hidrolase (FIGURA 2.4). Entretanto, as duas primeiras fitas § no modelo o/ hidrolase nao
estdo presentes na lipase de B. cepacia. Assim, a primeira fita § ¢ equivalente a 3 no modelo.
O residuo Ser87 catalitico situa-se no final da regido C-terminal da fita B5 na fita-volta-hélice.
O residuo 4cido, também catalitico, Asp264, faz parte de uma volta que segue a fita f7 e o
residuo His286 estd localizado na alga que segue a fita 8. Existem onze o-hélices,
correspondentes as hélices A-F das o/f hidrolases (al=A, a2=B, a3=C, a7=D, a10=E e
al1=F), das quais quatro envolvem a folha 3 central. Além dos residuos do sitio ativo, outra
regido importante ¢ o sitio de ligagio de Ca®™, que estd coordenado por seis atomos de
oxigénio, sendo quatro dtomos da proteina e dois de moléculas de dgua. Acredita-se que este
seja um importante sitio para forcar a permanéncia de algumas ligagdes peptidicas na
conformagdo Cis, o que beneficiaria a proteina na manuten¢do de algumas ligagdes de

hidrogénio intramoleculares (SCHRAG et al., 1997).
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FIGURA 2.5 - Representacdo da estrutura tridimensional da conformagdo aberta da lipase de
Burkholderia cepacia. As fitas B estdo representadas como setas (verde) e as hélices em azul. A

posi¢do do fon Ca®" estd indicada em amarelo e os residuos da triade catalitica estdo mostrados em
vermelho (SCHRAG et al., 1997).

As estruturas tridimensionais determinadas por Schrag et al. (1997) da conformagdo
aberta da lipase de B. cepacia sao favorecidas pela presenca de solventes ou de interface 6leo-
agua. Ao contrario, em condi¢des aquosas a estrutura fechada ¢ preferida. Estas estruturas
indicam que a ativagdo interfacial resulta de uma mudanga conformacional na enzima, pela
reorganizagdo da estrutura tercidria ¢ de um amplo movimento da tampa hidrofobica para
expor o sitio ativo. A tampa hidrofébica, por sua vez, tem seu maior contato com o resto da
proteina na conformacdo fechada por interagdes, quase sempre van der Waals, da hélice o4
com a hélice a9 e as duas fitas B antiparalelas (FIGURA 2.5), englobando os residuos 214-
228 da molécula (SCHRAG et al., 1997; KIM et al., 1997).
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2.2.2.2 Fenomeno de ativacao interfacial

Como anteriormente explicado, lipases hidrolisam a ligacdo entre as cadeias longas de
acidos graxos e o glicerol dos triacilglicerdis, que sdo insoliveis em meio aquoso. Sua
atividade ¢ fortemente aumentada na presenca desta interface lipideo/agua, um fendmeno
conhecido como ativacao interfacial (REETZ, 2002; OVERBEEKE et al., 2000). Apesar da
presenca da tampa hidrofébica ser comumente relatada neste fendmeno, mais recentemente,
descobriu-se que a presenca desta estrutura ndo esta necessariamente correlacionada com o
fenomeno de ativagdo interfacial. Assim, todas as lipases que apresentam o fenomeno de
ativacdo interfacial também possuem a tampa hidrofobica, mas o contrario ndo ¢ sempre
verdadeiro. Por exemplo, as lipases de Pseudomonas aeruginosa, B. glumae ¢ Candida
antartica B possuem uma tampa hidrofobica cobrindo seus sitios ativos, mas ndo apresentam
a ativagdo interfacial. Portanto, pode-se concluir que a presenca da tampa hidrofobica e o
fendmeno de ativagdo interfacial sdo critérios inadequados e inespecificos para classificar
uma enzima como lipase e diferenciad-la das esterases (JAEGER; REETZ, 1998), o que
justifica a defini¢do cladssica para lipases verdadeiras (item 2.2.1), ou seja, enzimas que

hidrolisam triacilglicerois de cadeia longa.

2.2.3 Mecanismo de catalise

As lipases seguem um ciclo catalitico hidrolitico semelhante aquele ja estabelecido
para a quimiotripsina (FIGURA 2.6). A hidrolise do substrato ocorre em duas etapas:
inicialmente, o residuo de histidina da tampa hidrofoébica aumenta a nucleofilicidade do grupo
hidroxila do residuo de serina do sitio catalitico. Ocorre, entdo, um ataque nucleofilico do
oxigénio da hidroxila serinica ao carbono carbonilico da ligagdo éster da cadeia do substrato,
formando um intermediario tetraédrico. O anel imidazodlico do residuo de histidina fica
protonado e carregado positivamente, sendo estabilizado pela carga negativa do residuo 4cido.
O intermediario tetraédrico ¢ estabilizado por duas pontes de hidrogénio formadas com as
ligacdes amida entre os residuos de aminoacidos especificos. Um alcool ¢ liberado, deixando
um complexo acil-enzima. Em um segundo ataque nucleofilico por um ion hidroxila, o acido
graxo ¢ liberado e a enzima ¢ regenerada (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999; JAEGER et
al., 1994).
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FIGURA 2.6 - Mecanismo catalitico proposto para lipases (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

A cinética da reagdo depende fortemente do modo de organizagdo dos substratos
lipidicos, que, dependendo das condi¢des, podem estar presentes em estruturas interfaciais
como bicamadas, monocamadas, micelas, vesiculas ou emulsdes 6leo-agua (ALOULOU et
al., 2006). Lipases mostram um aumento na atividade enzimdtica quando o limite de
solubilidade do substrato ¢ ultrapassado (substrato emulsificado), o que explica a relagcdo da

interface para a atividade da enzima (JAEGER et al., 1994).

2.2.4 Quiralidade e Reconhecimento quiral

2.2.4.1 Quiralidade e enantidmeros

A quiralidade ¢ uma propriedade geométrica e diz-se que uma molécula que ndo pode
ser sobreposta a sua imagem especular ¢ quiral, enquanto que uma molécula aquiral ¢ aquela

em que sua imagem especular pode ser sobreposta a original sem a quebra e formagao de



26

ligagdes. Assim, compostos que ndao possuem elemento de simetria no arranjo espacial de seus
grupos ligantes, ou seja, que apresentam centro assimétrico, irdo apresentar-se na forma de
estereoisomeros. Este elemento de simetria frequentemente € o carbono tetraédrico no qual
estdo ligados quatro diferentes grupamentos, ou seja, carbono assimétrico. Os estereoisomeros
sdo divididos em diastereoisomeros, cujas moléculas possuem diferentes arranjos espaciais de
seus ligantes, porém nao sdo imagens especulares sobreponiveis umas das outras, €
enantiomeros, nos quais a molécula apresenta a geometria e a disposi¢do espacial de seus
atomos igual a imagem especular do seu par complementar, sendo que somente compostos
quirais apresentam esta caracteristica (FIGURA 2.7) (CAREY; SUNDBERG, 2007;
MARCH, 1992).

enantiomeros
OH OH
S
/L_”, CO,H N CU_,H
i H
& NH., NH,,
,J;\]/(E_:Op” ] : B ~—diastereoisomeros
/ N\
{ NH, )
' o OH i}H
centros =
> : i f < -
assimétricos A, CO,H AN CO,H
C D
enantiomeros

FIGURA 2.7 - Representagdo esquematica de estereoisdmeros: diastereoisdmeros e enantidmeros.
Onde: A e B, C e D sdo enantiomeros; A e C; B e D, A e D; C e B sdo diastereoisomeros.

De acordo como o arranjo espacial, os enantidmeros recebem os prefixos R ou S
seguindo o sistema de nomenclatura desenvolvido pelos quimicos Cahn, Ingold e Prelog
(1966), baseado nas prioridades dos grupos substituintes ligados ao centro assimétrico, e
adotado pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). Por esta regra, os
grupos substituintes no estereocentro sao assinalados pela diminuicao da prioridade, de forma

que: 1 >2>3>4 (FIGURA 2.8).
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A
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FIGURA 2.8 - Aplicagdo da regra de Cahn, Ingold e Prelog (1966) para a nomenclatura de
enantidmeros, baseado nas prioridades dos grupos substituintes ligados ao centro assimétrico. Onde 1,

2 e 3 representam os grupos substituintes e R e S sdo as configuragdes dos enantidmeros (Fonte:
CAREY e SUNDBERG, 2007).

Por serem moléculas quirais, enantiomeros possuem propriedades quimicas
semelhantes em ambiente aquiral, o que dificulta sua separacdo quimica por métodos
convencionais. Em contrapartida, suas propriedades bioldgicas podem ser diferentes, ja que
eles reagem com diferentes velocidades com outras moléculas quirais, como enzimas
(FABER, 2000; MARCH, 1992), o que justifica a importancia de compostos

enantiomericamente puros na producdo de farmacos e na agroindustria.

2.2.4.2 Reconhecimento quiral por lipases

Para entender o reconhecimento quiral por enzimas, existem modelos que descrevem o
mecanismo de enantiosseletividade da reagdo enzimatica, capacidade da enzima de reagir com
diferentes velocidades com os dois enantidmeros, com formacdo preferencial de um
enantidmero do produto em relagao ao outro (FABER, 2000).

Os enantiomeros exibem o mesmo comportamento em ambientes aquirais, mas
comportamentos diferentes em ambientes quirais. Para explicar o reconhecimento quiral por
enzimas, Ongston (citado por FABER, 2000) desenvolveu um modelo de ataque de trés
pontos do substrato ao sitio ativo da enzima para alta enantiosseletividade. A FIGURA 2.9
apresenta o enantiomero que permite a melhor interacdo dos grupos substituintes por

complementariedade com o sitio ativo da enzima e, portanto, serd o enantidmero preferido.
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FIGURA 2.9 - Regra de ataque de trés pontos proposta por Ongston para o reconhecimento quiral por
enzimas. A complementariedade entre os substituintes R e os residuos da enzima (E) permite a catalise
preferencial de um enantidmero do substrato quiral (Fonte: FABER, 2000).

Mais especificamente para lipases, Kazlauskas e col. (1991) predisseram a
enantiosseletividade de lipases de Pseudomonas cepacia e Candida rugosa frente a alcoois
secundarios com base no tamanho e na forma das moléculas quando estas estdo no sitio ativo
da enzima. Isto esta ilustrado pelo modelo de sitio ativo de lipases, que consiste de duas

regioes de diferentes tamanhos, uma grande e outra pequena (FIGURA 2.10).

5 | o
-y "
oo €
%
— 4 -
(a) (b)

FIGURA 2.10 - (a) Enantidmero de reagdo mais rapida e (b) enantidmero de reagdo mais lenta no
modelo sitio ativo para lipases derivado da regra de Kazlauskas e col. (1991) (Fonte: GHANEM,
2007).

A enantiosseletividade de lipases por substratos que contém um substituinte pequeno e
outro grande, como o alcool secundario apresentado na FIGURA 2.10, ¢ explicada pela
suposi¢ao de que, quando o alcool secundario é submetido a resolugdo por uma lipase, liga-se
ao sitio ativo da enzima com uma maior eficiéncia do que o outro (FIGURA 2.10a). Quando o
outro enantidbmero reage com a enzima, o substrato ¢ forcado a acomodar seu maior

substituinte no menor espacgo do sitio ativo (FIGURA 2.10b). Desta forma, o impedimento
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estérico entre o substituinte grande e o bolso do sitio ativo menor supostamente perturbam a
triade catalitica, diminuindo a velocidade de reagdo para este enantiomero (GHANEM, 2007).

Além das diferengas de tamanho dos substituintes para a acomodacao no sitio ativo da
enzima, a enantiosseletividade de enzimas também ¢ devida a relagdo
hidrofilicidade/hidrofobicidade, tanto no sitio ativo quanto no substrato (JAEGER;
DIJKSTRA; REETZ, 1999).

2.2.5 Enantiosseletividade enzimatica

O fendmeno de enantiosseletividade enzimatica (E) pode ser explicado, cineticamente,

pela razdo entre as velocidades de reacdo de cada enantidmero com a enzima (Equagdo 2.1),
E=—"*~ (2.1)

onde vy € a velocidade de reacdo com o enantdmero R e vs ¢ a velocidade de reacdo com o
enantiomero S.

A reagdo de cada enantidmero com a enzima forma ambos complexos enzima-
substrato, um com cada enantidmero, ¢ pode ser tratada como se fosse uma reagao uni-uni (ou

seja, que envolve somente um substrato € um produto) (FIGURA 2.11).

SR Kigsr ESR Keatr E + PR

k-ESR

E

SS | ||'<+EssI ES cars E + PS

-ESS

FIGURA 2.11 - Representagdo do diagrama reacional da reacdo catalisada por uma enzima com 0s
dois enantidomeros. Onde: k representa a constante de velocidade, sendo kigsg = formagdo do
complexo enzima — R-substrato; kgsg = dissociagdo do complexo enzima — R-substrato; kigss =
formacdo do complexo enzima — S-substrato; k gss = dissociagdo do complexo enzima — R-substrato;
kear = constante catalitica da reacdo para formacdo do R-produto e k.us = constante catalitica da
reacdo para formagao do S-produto.

Devido ao ambiente quiral do sitio ativo da enzima, na presenga do substrato ¢

formado um complexo diastereoisomérico com cada enantiomero de diferentes valores de
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energia livre (AG), nos respectivos estados de transicao ([ESs] e [ESg]). Como conseqiiéncia,

um dos enantidmeros serd tranformado mais rapidamente do que o outro (FIGURA 2.12).

A
AG

Coordenada de reacdo

FIGURA 2.12 - Representagdo da variacdo da energia livre do sistema (AG) em fun¢do da reagdo
catalisada pela enzima. Onde: E representa a enzima, Ss é o enantidmero S do substrato, Sg é o
enantidémero S do produto e AAG” ¢ a energia diferencial de ativagdo entre os enantidmeros.

Como pode ser observado pela FIGURA 2.12, enantiosseletividade depende
diretamente da varia¢ao de energia livre entre os dois estados de transi¢ao, que ¢ chamada de

energia livre diferencial de ativagio entre os enantidmeros (AAG”) (Equagio 2.2),

(2.2)

onde R ¢ a constante dos gases, com valor de 8,31 J/mol.K e T ¢ a temperatura em K (Kelvin).

A enantiosseletividade enzimatica ¢é descrita, numericamente, pela razio
enantiomérica (E) (FABER, 2000; STRAATHOF; JONGEAN, 1997; CHEN et al., 1987,
CHEN et al., 1982). Para determinar E, cada constante de velocidade da Equacdo 2.1, para
uma reagdo uni-uni, ¢ descrita pelos valores de kg, (nimero de moléculas convertidas por

segundo por molécula de enzima) e Ky (constante de saturacdo do substrato) (Equacao 2.3)

/Ky )n 2.3)
[Ku)s

cat

v (K

E: =
v (K

cat
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Chen e col. (1982) desenvolveram uma equagdo, baseada em reagdes uni-uni €
irreversiveis, que pode ser utilizada para calcular E com os valores experimentais de excesso

enantiomérico (e€; ou €e,) a uma dada fracdo de conversdo (C) (Eq. 2.4).

e Inld-c)1—ee)] _ In[(1-c)(1-ee,)] (2.4)
In[(1-c)(1+ee;)] In[(I-c)(1+ee,)]
Os excessos enantioméricos (ee) que aparecem em Eq. (2.4) descrevem a pureza

enantiomérica de compostos quirais, e sdo expressos pela equagdo 2.5,

ee; (%) =[(R—-S)/(R+S)]*100 paraR > S (2.5)

onde R ¢ a concentracdo do enantidmero (R) e S € a concentracdo do enantidmero (S). Assim,
para uma mistura racémica, o valor de ee ¢ zero e, para um composto enantiomericamente
puro, ¢ 100%.

A conversdo da reagdo (C) que aparece na Eq. (2.4) ¢ definida como a fracdo de
substrato que foi convertido em produto em um determinado tempo, ¢ calculada pela equagao
2.6, que, por sua vez, ¢ baseada nos valores dos excessos enantioméricos de substrato e
produto.

c=— 2.6)
€€s+€ep

Rakels e col. (1993), substituiram ¢ em Equacdo 2.4 por Equagdo 2.6 e simplificaram
os termos para obter a Equagado 2.7

1—ee,

n[————>——
_ 1+ (ee;/ee,) 2.7)
1+ee
n - v
1+ (ee, /ee,)

onde ee; e ee, correspondem aos excessos enantioméricos do substrato e do produto,
respectivamente.

Com estas equacgdes, ¢ possivel observar que um valor de E igual a 1 corresponde a
uma reagdo nao-seletiva. Para uma resolugdo cinética ser considerada aceitdvel para dar
continuidade as reagdes sintéticas, o valor de E deve ser, no minimo, 20 (GHANEM, 2007;
GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2004).

Para a caracterizacdo do sucesso da resolucdo cinética catalisada por lipases, sdo

fundamentais as determinagdes precisas dos excessos enantioméricos de substrato e produto,
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utilizando as concentragdes dos compostos ou as proporgoes relativas. Dentre os métodos
disponiveis - polarimétricos, cromatograficos e espectroscopicos - 0s mais convenientes €
sensiveis utilizados sdo a cromatografia gasosa (CQG) e a liquida de alta pressdo (CLAE), com

colunas quirais (GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2004).

2.3 OBTENCAO DE COMPOSTOS ENANTIOMERICAMENTE PUROS

Os métodos para obtengdo de compostos enantiomericamente puros podem ser
divididos de acordo com o material de partida (FIGURA 2.13): através do uso de um
composto quiral, da separagdo de racematos (metodologia quimica ou enzimadtica) e de
sinteses assimétricas a partir de substratos pro-quirais, no qual as lipases também podem ser
aplicadas. A escolha do método depende de fatores como o preco do material de partida, o
nimero de etapas sintéticas e a disponibilidade de (bio)catalisador para o processo

(GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2004; JAEGER; REETZ, 1998).

Poolquiral Racematos Substratos pro-quirais
resoluca sintese
] assimétrica
sintese
cinética cromatografia

cristalizacéo . )
(bio) catalisadores

enzimatica quimica

Compostos enantiomericamente puros

FIGURA 2.13 - Métodos de obtencdo de compostos enantiomericamente puros (Fonte: GHANEM;
ABOUL-ENEIN, 2004).

O composto quiral (pool quiral) refere-se a produtos naturais prontamente disponiveis,

ou seja, isolados de fontes naturais ou produzidos através de fermentacdao. Estes compostos
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podem ser convertidos em compostos sintéticos através de manipulagdes quimicas e, por isso,
diz-se que eles sdao utilizados como blocos de construgdo sintéticos para formar a molécula
final. Quando um material de partida ¢ um produto natural, na maioria dos casos somente um
dos enantidmeros esta disponivel. Se em um dado caso, o enantidmero necessario seja o outro
(ndo disponivel), esta rota ndo ¢ factivel e tem-se que buscar outro método para obté-lo
(BLASER et al., 2001; PATEL et al., 1997). Antes de 2002, este método era o mais utilizado,
ainda com a desvantagem de que para aplicacdes em grande escala nem sempre ¢ possivel
encontrar o material de partida desejado de uma fonte natural (STRAATHOF et al., 2002).

A sintese assimétrica ou estereosseletiva € aquela na qual a um substrato pro-quiral sdo
incorporados um ou mais elementos de quiralidade para a formacao de produtos quirais com a
utiliza¢do de auxiliares quirais. Estes substratos quirais possuem centros pro-quirais que tém
dois ligantes idénticos, como dois atomos de hidrogénio, e sdo, portanto, aquirais. Se um
destes substituintes for trocado por outro diferente, ¢ formado um novo estereocentro, desde
que os dois outros ligantes no centro pro-quiral também sejam diferentes. As duas posicoes
em que se pode trocar os ligantes que sdo idénticos sdo chamadas enantiotopicas e o substrato
¢ chamado de pro-R ou pro-S, dependendo da ordem de prioridade dos substituintes (CAREY;
SUNDBERG, 2007; FABER, 2000).

A resolucao de racematos ainda ¢ a metodologia mais importante para a obtengao de
compostos enantiomericamente puros e estd dividida em trés abordagens. A primeira € a
resolucdo classica por cristalizagdo preferencial, vidvel somente para racematos que formam
conglomerados (o que corresponde a menos de 20% dos casos). A segunda ¢ a utilizagao de
técnicas cromatograficas, principalmente via separagdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), que ainda ¢ restrita a uma escala industrial pequena (aproximadamente
100 kg por ano), para produtos de alto valor agregado (GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2004;
BLASER et al.,, 2001). A terceira ¢ a resolucdo cinética, um processo no qual um dos
enantidmeros do racemato de partida ¢ mais rapidamente transformado no produto do que sua
imagem especular por um catalisador quiral. Se este catalisador quiral tem origem biologica,
por exemplo, enzimas, este processo ¢ chamado de resolugdo cinética enzimatica ou resolucao
biocatalitica. Varios processos deste tipo de resolugdo cinética estdo reportados na literatura e
tém vantagens em relacdo aos métodos quimicos (como, por exemplo, os métodos que
utilizam catalisadores quirais metélicos): maior velocidade de reagdo (10'* vezes), melhor
eficiéncia da resolugdo e quimio, regio e enantiosseletividade mais altas. Além disso,

processos biocataliticos apresentam vantagens também do ponto de vista ambiental: sdo
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menos poluentes € menos perigosos (KAMAL et al., 2008; FABER, 2000).

2.3.1 Resolucao cinética de racematos catalisada por lipases

A resolucdo cinética € definida como a realizagao de resolucdo de um racemato em
virtude da diferenca nas velocidades de reacdo de cada enantiomero com o catalisador, que
pode ser quimico ou enzimatico. Dada a crescente necessidade de obtencdo de compostos
enantiomericamente puros, tem-se buscado alternativas para os métodos quimicos, que, além
do alto tempo requerido e dificuldade de execugdo, possuem custos elevados. Uma alternativa
em ascensdo ¢ a utilizagdo de enzimas. Dentre estas, as lipases sdo as mais utilizadas,
especialmente de origem microbiana (GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2004). O uso de lipases
em solventes organicos tem se mostrado uma excelente metodologia para a resolugdo de
drogas quirais e varios compostos organicos, tais como acidos, ésteres, aminas e alcoois, por
reacOes de hidrolise, transesterificacdo e aminolise (FIGURA 2.3) (LI et al., 2007; GOTOR-
FERNANDEZ; BRIEVA; GOTOR, 2006; ZANONI et al., 2001).

Mesmo que a utilizagdo de lipases para resolugdao cinética em escala industrial seja
menor do que em escala laboratorial, sua versatilidade e alta capacidade enantiosseletiva as
tornam muito atrativas para as industrias, principalmente quimica e farmacéutica, e alguns
exemplos foram apresentados por Krishna (2002) (TABELA 2.1). Em todos os exemplos,
pode ser observada esta capacidade enantiosseletiva, seja pelo alto valor de excesso
enantiomérico, seja pelo alto valor de E.

Ainda assim, existem algumas limitagdes para a expansdo da aplicacdo das lipases
tanto em escala laboratorial, quanto industrial. Existem problemas quanto a
enantiosseletividade insuficiente ou a falta de controle da enantiosseletividade e dificuldade
de reutilizacdo da enzima. Além disso, existe a limitagdo pratica da resolucdo cinética pelo
fato de que 50% de conversdo ¢ o maximo possivel para obten¢do de produto enantiopuro —
dado que em um mistura racémica existe 50% de cada enantiomero. Ainda que o catalisador
prefira um dos enantiomeros, com um alto tempo de reagdo, o outro enantiomero (de reagao
lenta) também reage com a enzima, resultando no aparecimento de racemato de produto. Para
contornar a desvantagem do maximo de 50% de conversdo, tem sido utilizada a metodologia
de resolugdo cinética dinamica. A diferenga entre a resolugdo cinética convencional e a
dindmica ¢ que, para a ultima, o substrato ¢ continuamente enantiomerizado (racemizado)
durante o processo de resolucdo e, desta forma, os enantidmeros (R e S) permanecem em

equilibrio, o que possibilita a conversio de um dos enantidmeros do substrato ao
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correspondente produto com rendimento teérico de 100% (GHANEM, 2007; REETZ, 2002;
JAEGER; REETZ, 1998; WEHTIJE; COSTES; ADLERCREUTZ, 1997).

TABELA 2.1 - Processos industriais de resolucdo cinética catalisados por lipases (Fonte: KRISHNA,

2002).

Industria Produtos (aplicagées) Lipase Processo e meio Observacoes
Bristol-Myers- (3R, 4S)-acetato de P. cepacia Hidroélise; aquoso ee>99 % (Kg)
Squibb (BMS) azetidinona (Taxol) (imobilizada)

Bristol-Myers-  Hidroximetil coenzima A P. cepacia Acetilagdo; tolueno  ee > 98 % (Kg)
Squibb (BMS) (anticolesterol) (imobilizada)
Chiroscience  Intermediarios: anti-HIV; P. fluorescens Hidrélise; aquoso ee>92 % (Kg)
anticolesterolémico,
antifungico
DSM ; Tanabe  Intermediario Diltiazen Serratia marascens Hidrdlise; ee>99 % (Kg)
Seiyaku (anti-hipertensivo) (imobilizada) aquoso/tolueno
Sepracor S-ibuprofeno C. cylindracea Hidrolise; multifasico  ee > 99 % (Kg)
(antiinflamatorio) (imobilizada em
membranas)
Uniquema Miristato e palmitato de C. antarctica Esterificacdo; Rendimento
isopropila (cremes e (imobilizada em 2-propanol 99%
sabonetes) membranas)
BASF Alcodis e aminas quirais B. plantarii Hidrolise; E > 500
(intermediarios de (imobilizada) MTEB- acetato de (>100 ton)

farmacos e pesticidas)

metoxi-etila

* e = excesso enantiomérico
E = razao enantiomérica

2.3.1.1 Controle da enantiosseletividade de lipases

O aumento da utilizacdo de biotransformacdes enzimaticas depende, principalmente,

de cinco fatores: (i) o desenvolvimento das técnicas para liberagdo de enzimas intracelulares

de microrganismos em larga escala, por exemplo, com utilizacdo de tecnologia de DNA

recombinante (KRISHNA, 2002); (ii)) a melhora dos métodos de triagem de novos

biocatalisadores (SCHMID et al., 2001), (iii) o desenvolvimento das novas metodologias de

imobilizacdo enzimatica, conhecida como engenharia conformacional (SHELDON, 2007;

PERSSON et al., 2002(b)); (iv) a utiliza¢ao de biocatalisadores em meios ndo-convencionais

(engenharia do meio), tais como solventes organicos, sistemas aquosos de duas fases, liquidos

ionicos e fluidos supercriticos (GHANEM, 2007; KRIEGER et al., 2004; KLIBANOV,
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2001); e, mais recentemente, (v) engenharia protéica para produzir enzimas com maior
atividade frente a novos substratos, alteracao da seletividade ¢ aumento da estabilidade a
extremos de pH, temperatura, solventes organicos, conhecida como tecnologia de engenharia
protéica (DALBY, 2007; KRISHNA, 2002; BORNSCHEUER, 2002).

Quando existe alteragdo da estrutura protéica, da estrutura do substrato ou do meio
reacional, ¢ muito provavel que a enantiosseletividade seja afetada por alteracao do sitio ativo,
por efeitos difusionais e estéricos dos substratos ou por efeitos termodinamicos. Dentro deste
contexto, diversos autores tém reportado a avaliacdo destes pardmetros (EMA et al., 2005;
KRISHNA, 2002; BORNSCHEUER, 2002; BERGLUND, 2001) e alguns exemplos estao
apresentados na TABELA 2.2. O que se pode perceber ¢ a grande influéncia do suporte de
imobilizagdo (quanto ao tamanho dos poros e do tipo do material), do solvente
(hidrofobicidade), da temperatura e de substituintes no substrato (efeitos estéricos no sitio
ativo da enzima) na enantiosseletividade. Outros fatores, como a atividade de 4gua do sistema
e a concentracdo do substrato, parecem afetar a velocidade de reacdo e ndo tanto a

especificadade da enzima.
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TABELA 2.2 - Influéncia de fatores que afetam a enantiosseletividade em processos catalisados por lipases em escala laboratorial.

Pardmetro estudado Lipase Fonte Processo Comentdrio Referéncia
Imobilizagao CAL-B Novozyme Resolugdo de alcoois A imobilizagdo nao influenciou na JACOBSEN et al., 2005
secundarios enantiosseletividade
Diferentes CRL Sigma Resolug¢do do (R,S)-acido 2- Imobiliza¢do em Accurel com as SABANNI et al., 2006

Lipase MY Meito Sangyo Co.

CRL Sigma

Lipase de P. Amano
cepacia (PSL)

metilhexandico

Sintese de (S)- éster de
ibuprofeno

Resolu¢do do (R,S)-acido
mandélico

Resolugdo de (R,S)-1-cloro-
2-acetdxi-3-(1-naftiloxi)-
propano (intermedidrio da
sintese de B-bloqueadores)

menores particulas e menores
diametros dos poros apresentou 0s
maiores valores de E

A imobilizagdo em Accurel MP1000
apresentou valor de E menor do que a
preparagao livre

O valor de E e a enantiopreferéncia
dependeram do suporte e das condigdes
utilizadas

A enzima aumentou 3 vezes a
enantiosseletividade na forma
imobilizada em alginato de calcio que
que a forma nativa

CHEN; TSAI 2000

PALOMO et al., 2002

MOHAPATRA; HSU,
1999

*CAL-B= lipase B de C. antarctica; CRL= lipase de C. rugosa; MY= lipase de Candida sp.; PSL= lipase de P. cepacia; CRL-UAB= lipase de C.
rugosa cedida pela Universitat Autonoma de Barcelona; ROL= lipase de R. oryzae; QLM= lipase termofilica; PPL= lipase pancreatica de porco; CCL=

lipase de C. cylindracea ; E= razdo enantiomérica.
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TABELA 2.2 - Influéncia de fatores que afetam a enantiosseletividade em processos catalisados por lipases em escala laboratorial. (Continuagao)

Fonte

Processo

Comentario

Referéncia

Pardmetro estudado Lipase
Solvente CAL-B, CRL-
UAB, ROL
QLM

ChiroCLEC-PC
e Chirazymes

PPL

PSL

PSL

Comerciais ¢ nao
commercial,
respectivamente

Meito Sangyo Co.

Altus Biologics e
Roche,
respectivamente

Sigma

Amano

Amano

Resolug¢do do (R,S)-acido 2-
fenilpropidnico

Resolugdo do (R,S)-2-
octanol e 2-pentanol

Resolugdo do (R,S)-1-
feniletanol

Resolugdo do (R,S)-alcool
sec-(2-naftil)etil

Resoluc¢do de (R,S)-1-cloro-
2-acetoxi-3-(1-naftiloxi)-
propano (intermediario da
sintese de 3-bloqueadores)

Resolucdo de (R,S)-2-
octanol por
transesterifica¢do

Com CAL-B, valor de E aprox.
constante; para as outras duas lipases,
aumento de E com a diminuigdo da
polaridade do solvente

E teve correlagido negativa com o
volume molecular (A*) dos solventes

Com o aumento da hidrofobicidade do

solvente houve aumento na velocidade

inicial da reacdo e ndo houve influéncia
na enantiosseletividade

A enantiosseletividade foi alterada com
o solvente, sem correlacdo com
momento dipolar e hidrofobicidade

A enantiosseletividade diminuiu com o
aumento da polaridade do solvente
organico

Aumento da enantiosseletividade com
o aumento da hidrofobicidade do
solvente

PERSSON et al., 2002a

WANG et al., 2008a

CHUA et al., 2006

FITZPATRICK;
KLIBANOV, 1991

MOHAPATRA; HSU,
1999

YU et al., 2007a

*CAL-B= lipase B de C. antarctica; CRL= lipase de C. rugosa; MY= lipase de Candida sp.; PSL= lipase de P. cepacia; CRL-UAB= lipase de C.
rugosa cedida pela Universitat Autonoma de Barcelona; ROL= lipase de R. oryzae; QLM= lipase termofilica; PPL= lipase pancreatica de porco; CCL=

lipase de C. cylindracea ; E= razdo enantiomérica.
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TABELA 2.2 - Influéncia de fatores que afetam a enantiosseletividade em processos catalisados por lipases em escala laboratorial. (Continuagao)

Pardmetro estudado Lipase

Fonte

Processo

Comentario

Referéncia

Solvente PSL

Lipase de

Pseudomonas

sp.

PPL e PSL

CAL-B

PSL

Lipases de P.

aeruginosa

Lipase de
Candida sp.

PSL

Amano

comercial

comercial

Novozyme

Amano

Triagem de
microrganismos

isolada

Amano

Resolucgdo de varios alcoois
secundarios por esterificagdo

Hidrolise de substrato pro-quiral
1,4-diidropiridina

Transesterificagdo do (R,S)-
sulcatol(6-metil-5-hepten-2-ol)
e do (R,S)-3-bromo-5-
hidroximetil isoxazolina

Resolugdo do (R,S)-3-metil-2-
butanol por transesterificagdo

Transesterificagdo do (R,S)-
sulcatol(6-metil-5-hepten-2-ol)

Resolugdo do (R,S)-1-cloro-3-
(3,4-difluorofenoxi)-2-propanol
por transesterificacdo

Esterificagdo de (R,S)-
ibuprofeno

Resolugdo de alcodis
secundarios por
transesterificacdo

Aumento da conversio com aumento
da hidrofobicidade do solvente

Reversibilidade da enantiopreferéncia
enzimatica pela alteracdo do solvente

Influéncia do solvente na
enantiosseletividade, embora sem
correlag@o com as propriedades de

hidrofobicidade e constante dielétrica

Correlagdo positiva de E com o volume
de van der Waals das moléculas de
solvente

E foi maior com solventes lineares do
que com ramificados

Nao houve uma correlagdo com a
hidrofobicidade do solvente; hexano
como melhor solvente

Correlagdo de E com hidrofobicidade;
isooctano como melhor solvente

Aumento da atividade enzimatica com
aumento da hidrofobicidade do
solvente

CATONI et al., 1996

HIROSE et al., 1992

SECUNDO et al., 1992

OTTONSSON et al.,

2002

NAKAMURA et al.,

1995

SINGH; BANERIJEE,

2007

LIU et al., 2008

CERNIA et al., 1998

*CAL-B= lipase B de C. antarctica; CRL= lipase de C. rugosa; MY= lipase de Candida sp.; PSL= lipase de P. cepacia; CRL-UAB= lipase de C.
rugosa cedida pela Universitat Autonoma de Barcelona; ROL= lipase de R. oryzae; QLM= lipase termofilica; PPL= lipase pancreatica de porco; CCL=
lipase de C. cylindracea ; E= razdo enantiomérica.
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TABELA 2.2 - Influéncia de fatores que afetam a enantiosseletividade em processos catalisados por lipases em escala laboratorial. (Continuagao)

Pardmetro estudado Lipase

Fonte

Processo

Comentario

Referéncia

CAL-B, RML,
ROL e CRL-
UAB

Temperatura

CRL
imobilizada

Lipase de
Burkholderia
cepacia ATCC
25416

PSL

Lipase de P.
aeruginosa

CCL

Commerciais € nao
comercial,
respectivamente

Meito Sangyo Co.

Amano

isolada

Sigma

Resolug¢do do (R,S)-acido 2-
fenilpropidnico em heptanol

Sintese de (S)- éster de
ibuprofeno

Resolugdo do acetato de
mentil por hidrolise para
sintese do L-mentol

Resolugdo de (R,S)-2-
octanol por
transesterificacao

Resolugao do (R,S)-1-cloro-
3-(3,4-difluorofenoxi)-2-
propanol por
transesterificacdo

Resolucao de (R,S)-ésteres
de ibuprofeno

O valor de E das rea¢des aumentou
com a diminui¢do da temperatura, com
preferéncia do enantiomero (S)

O aumento da temperatura diminuiu a
enantiosseletividade (Tr > 60°C)

Aumento da conversdo entre 25 e 40°C,
acima desta temperatura, houve
diminuigdo significativa de conversdo

Aumento da enantiosseletividade com
a diminui¢do da temperatura; T 6tima
em 50°C

Acima e abaixo de 30°C, uma
diminui¢do dos valores de conversao
foi observado

O aumento da temperatura aumentou a

velocidade de reagdo e a
enantiosseletividade

PERSSON et al., 2002a

CHEN; TSAI, 2000

YU et al., 2007b

YU etal., 2007a

SINGH; BANERIJEE,
2007

LEE etal., 1995

*CAL-B=lipase B de C. antarctica; CRL= lipase de C. rugosa; MY= lipase de Candida sp.; PSL= lipase de P. cepacia; CRL-UAB= lipase de C.
rugosa cedida pela Universitat Autonoma de Barcelona; ROL= lipase de R. oryzae; QLM= lipase termofilica; PPL= lipase pancreatica de porco; CCL=

lipase de C. cylindracea ; E= razdo enantiomérica.
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TABELA 2.2 - Influéncia de fatores que afetam a enantiosseletividade em processos catalisados por lipases em escala laboratorial. (Continuagao)

Pardmetro estudado Lipase

Fonte

Processo

Comentario

Referéncia

Atividade de agua
(aw)

CAL-B, CRL-S,
RML, CRL-
UAB, ROL

CRL, MIL,
ROL, PRL

PSL

ChiroCLEC-PC
e Chirazymes

Concentracao de
substrato

PSL

Lipases de P.
aeruginosa

Commercial e ndo
commercial

Amano

Amano

Altus Biologics e
Roche,
respectivamente

Amano

Triagem de
microrganismos

Resolug¢do do (R,S)-acido 2-
fenilpropidnico

Sintese de butirato de butila
por transesterificagdo

Resolugdo de (R,S)-2-
octanol por
transesterificacdo

Resolugdo do (R,S)-1-
feniletanol

Resolugdo de (R,S)-2-
octanol por
transesterificacdo

Resolugdo do (R,S)-1-cloro-
3-(3,4-difluorofenoxi)-2-
propanol por
transesterificacao

Para a maioria das lipases, nao houve
influéncia da a,, na enantiosseletividade

Presenga de correlagdo direta entre a,, e
velocidade de reagdo

O valor de E permaneceu
aproximadamente constante para todas
as a,, avaliadas

Com o aumento do contetido de agua
inicial houve diminuigdo na velocidade
de reacao e nao houve influéncia na
enantiosseletividade

A enantiosseletividade nao foi afetada
pela razdo de substratos (acetato de
vinila:2-octanol)

Houve um aumento na velocidade de
conversdo de 2 a 5 mM; acima de 5
mM houve toxicidade do substrato

PERSSON et al., 2002a

CHOWDARY;
PRAPULLA, 2002

YU et al., 2007a

CHUA et al, 2006

YU et al., 2007a

SINGH; BANERJEE,
2007

*CAL-B= lipase B de C. antarctica; CRL= lipase de C. rugosa; MY= lipase de Candida sp.; PSL= lipase de P. cepacia; CRL-UAB= lipase de C.

rugosa cedida pela Universitat Autonoma de Barcelona; ROL= lipase de R. oryzae; QLM= lipase termofilica; PPL= lipase pancreatica de porco; CCL=
lipase de C. cylindracea ; E= razdo enantiomérica.
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TABELA 2.2 - Influéncia de fatores que afetam a enantiosseletividade em processos catalisados por lipases em escala laboratorial. (Continuagao)

Pardmetro estudado Lipase Fonte Processo Comentdrio Referéncia
Substrato/substituinte PSL Amano Resolugdo de derivados de Modificagdo da estrutura do substrato KAWANAMI et al.,
glicerol ((R,S)-1,2-cetal com bis(4-bromofenil) cetal aumentou a 2005
glicerdis) enantiosseletividade
PSL Amano Hidrdlise de (R,S)-ésteres Previsdo da alteragdo da TAFI et al., 2004
com diferentes tamanhos de  enantiosseletividade pelo comprimento
cadeia acila da cadeia de 4cidos graxos por um
modelo proposto
CAL-B Novozyme Resolugdo de diferentes Os substratos foram eficientemente RAMINELLI et al.,
alcoois alilicos e resolvidos em hexano como solvente e 2004
propargilicos por alguns apresentaram E >99%
transesterificagcdo
CAL-B,PSLe  Novozyme, Amano Resolugdo de diferentes A enantiosseletividade e CHOJNACKA et al.,
CCL e Sigma, alcoois alilicos secundarios enantiopreferéncia dependeram do 2007
respectivamente biocatalisador e substrato utilizados
PSL Amano Resolugdo de alcoois A utilizagdo de substratos modificados, CERNIA et al., 1998
secundarios por induzidos por grupos substituintes no
transesterificagdo e anel aromatico, nao melhorou
esterificacdo significativamente os valores de
conversao
CAL-B Novozyme Resolugdo de diferentes A enantiosseletividade com os alcoois WANG et al., 2008b

alcoois primarios e
secundarios

secundarios foi maior do que com os
primarios; quanto maior a diferenga de
tamanho dos substituintes ligados ao
centro assimétrico, maior E.

*CAL-B= lipase B de C. antarctica; CRL= lipase de C. rugosa; MY= lipase de Candida sp.; PSL= lipase de P. cepacia; CRL-UAB= lipase de C.
rugosa cedida pela Universitat Autonoma de Barcelona; ROL= lipase de R. oryzae; QLM= lipase termofilica; PPL= lipase pancreatica de porco; CCL=
lipase de C. cylindracea ; E= razdo enantiomérica.
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2.3.1.2 Resolucao cinética de alcoois

Os alcoois pertencem a uma classe versatil de compostos utilizados para aplicagdes
sintéticas, dada sua facilidade de serem funcionalizados. Esta versatilidade ¢ utilizada,
principalmente, para a sintese de drogas quirais ou intermediarios de sintese e fragincias
(OMORI et al., 2007; GOTOR-FERNANDEZ; BRIEVA, GOTOR, 2006; ABATE et al.,
2004).

A metodologia mais utilizada na resolugdo cinética de alcoois catalisada por lipases ¢ a
que utiliza a reagdo de transesterificacdo em solventes organicos, envolvendo um éster € um
alcool (alcoodlise, FIGURA 2.3), como também pode ser observado na TABELA 2.2. A
enzima, na presenca de um doador de acila adequado, em um solvente organico e temperatura
apropriados, transforma seletivamente um enantiomero da mistura racémica no seu
correspondente €ster, enquanto que o outro enantidmero permanece sem reagir, na forma
enantiomericamente pura. Os enantidmeros podem, entdo, ser separados por técnicas
cromatograficas. Alternativamente, o produto da reacdo de esterificacao pode, posteriormente,
ser submetido a rea¢do de hidrolise, para a qual uma enzima também pode ser utilizada. Desta
forma, o substrato e o produto podem ser obtidos separadamente na sua forma enantiopura,
com altos excessos enantioméricos, geralmente superiores a 99% (GHANEM; ABOUL-

ENEIN, 2004; GHANEM; SCHURIG, 2003) (FIGURA 2.14).

Enzima . N /f
R-OH e R'OH + R*OAc+ ~ Ny
(racémico) 270 {quirais)
Solvente (rginico
Cromatografia
Acetilagio
Quimica R*OH e R*OAc
ou
Enzimatica @
L
. Extracio
ROAc e - i BE*OH e R*DA
(racémico) H,0, Tampio (quirais) Cromatografia - & C

FIGURA 2.14 - Resolugdo cinética de um alcool racémico utilizando lipases (Fonte: COSTA;
AMORIM, 1999).
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Lipases, em geral, sao mais eficientes para a resolucao cinética de alcoois secundarios,
do que de alcoois primarios ou terciarios (GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2004). Este fato ¢
justificado por diferengas na acomodagao destes substratos no sitio ativo, como anteriormente
explicado no item 2.2.4.2.

Apesar desta diferenca de enantiosseletividade, a lipase comercial de Burkholderia
cepacia (Amano”) ¢ considerada eficiente, tanto para a resolu¢io de uma grande variedade de
alcoois primarios, quanto para alcoois secundarios (GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2004). Para
os primeiros, apresentou razoes enantioméricas (E) de até 9,3 para acilagao de alquil-fenil-
pentan6is (SABBANI; HENDENSTROM; ANDERSSON, 2007); de aproximadamente 20,
para cicloalquil-pentanois; 10, para alcano-alcoois, e superior a 100, para aril-propanois,
como revisado por Ghanem e Aboul-Enein (2004) e Ghanem (2007). O valor de E também foi
superior a 100 quando foram utilizadas as lipases de B. cepacia (Amano®™) ¢ de C. antarctica
B (Novozymes 435") imobilizadas na resolugio de alcodis secundarios, como os derivados de
fenil-2-propanol (derivados de farmacos benzodiazepinicos) (KISS et al., 2006). Um outro
exemplo com esta lipase comercial e E superior a 100 foi a acilagdo de alcoois propargilicos
(ligagao tripla adjacente ao carbono ligado a hidroxila), utilizados posteriomente para sintese

de feromodnios de besouro (FUKUSAKI; SATODA, 1997).

2.3.1.2.1 Resolugao cinética de alcoois alilicos secundarios

Os alcoois alilicos secundarios sdo alcoois secundarios onde o carbono secundario, ao
qual o grupo hidroxila esta ligado, ¢ adjacente a dupla ligagdo no radical . Estes substratos
enantiomericamente puros sdo auxiliares quirais muito empregados em sintese orgénica, por
serem facilmente funcionalizados e apresentarem propriedades odoriferas. Os enantiomeros
separados (R) e (S) sdo usualmente obtidos por sintese assimétrica, principalmente por
epoxidacdo de Sharpless (epoxidagdo assimétrica com titdnio), mas, dado o alto valor
agregado a este tipo de resolugdo, as lipases tém-se mostrado uma boa alternativa, por
apresentarem resultados semelhantes aos do processo quimico em um tempo de reagdo menor
(CHOJNACKA; OBARA; WAWRZENCZY, 2007; GHANEM; SCHURIG, 2003).

Ghanem e Schurig (2003) utilizaram lipases comerciais de diferentes microrganismos
para a obtencdo de alcoois fenil-3-buteno-2-ol nas suas formas (R) e (S) enantiomericamente

puras e os melhores resultados foram de ee (%) maior que 99% e razdo enantiomérica (E)
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maior que 150, obtidos com a lipase de P. cepacia imobilizada em terra diatomacea
(Amano®). Baseando-se na mesma reagdo, Raminelli et al. (2004) utilizaram a lipase de C.
antarctica (Novozymes 435) para a resolug@o de dois diferentes alcoois alilicos secundarios e
obtiveram excessos enantioméricos (ee) de 99 e 96 % para os produtos (R)-dec-3-en-5-in-2-
acetiloxi e (R)-6-fenil-hex-3-en-5-in-2-acetiléxi, com E de 354 e 77, respectivamente. Em um
outro trabalho, para a resolu¢do cinética catalisada por diferentes lipases comerciais desta
classe de 4lcoois com radicais alifaticos (R,S)-hept-1-en-3-o0l; 5-metilhex-1-en-3-ol; 6-
metilhept-2-en-4-o0l; 6,6-dimetilhept-2-en-4-ol e 1-fenilbut-3-en-2-ol, foram obtidos valores
de ee (%) entre 9 e 95% para os substratos remanescentes ¢ de 40 a maior que 99% para os
ésteres, com valores de razdo enantiomérica (E) entre 2,5 e 150, dependendo do radical
presente (CHOJINACKA; OBARA; WAWRZENCZY, 2007).

Oliveira (2007) utilizou a lipase de C. antarctica (Novozymes 435) para a resolucio
enzimatica de alcoois alilicos secunddrios (R,S)-1-fenilprop-2-en-1-ol, p-clorofenilprop-2-en-
1-ol, (m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol, 5-metilhex-1-en-3-0l e 1-nonen-3-ol. Foram obtidos
excessos enantioméricos superiores a 99% para os substratos e de 97 e 99% para os ésteres
alifaticos e aromaticos, respectivamente, ap6s 11 h de reagao.

De maior relevancia para este trabalho, foram os resultados obtidos por Baron e col.
(2007), apresentados na TABELA 2.3. Os autores estudaram a resolugdo de alcoois alilicos
secundarios, os mesmos utilizados por Oliveira (2007), com a utilizagdo da lipase de B.

cepacia LTEB11 imobilizada.

TABELA 2.3 - Transesterificagdo enzimatica dos alcoois alilicos secundarios catalisada pela lipase de
Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em Accurel EP100® ap6s 120 h de reagio (Fonte: BARON
et al. (2007).

Alcoois (%)" Esteres (%)" ee (%)°
(R) (S) (R) ) ees eep
1-fenilprop-2-en-1-ol 2,5 97,4 90,2 9,8 94,9 80,4
5-metilhex-1-en-3-ol 43,7 56,3 72,8 27,2 12,6 45,6
p-clorofenilprop-2-en-1-ol 13 86,9 91,9 3,1 73,9 83,8
1-nonen-3-ol 12,3 87,7 75,8 24,1 75.4 51,7

(m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol 12,8 87,2 83,7 16,3 74,4 67,5

“ Porcentagens relativas de substrato e produto determinadas por cromatografia gasosa quiral.
® Excesso enantiomérico calculado pela diferenga entre as proporgdes relativas dos enantidmeros
determinadas por cromatografia gasosa.
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Os resultados mostraram a alta enantiosseletividade da lipase de B. cepacia LTEBI11,
principalmente, para a transesterificagdo dos substratos 1-fenilprop-2-en-1-ol e p-
clorofenilprop-2-en-1-0l, com excessos enantioméricos do produto de 80 e 84%,

respectivamente, apesar do tempo de resolugao de 120 h (BARON et al., 2007).
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3.1 JUSTIFICATIVA

Existe o interesse na resolugdo de alcoois alilicos secundarios por duas razdes. A
primeira ¢ a correlacdo destes substratos, produzidos como racematos, com interessantes
propriedades odoriferas, o que aumenta sua aplicabilidade em sintese organica, especialmente
na sintese de feromonios (ABATE et al., 2004). A segunda razdo ¢ a utilizacdo de
enantiomeros puros de alcoois alilicos na primeira etapa de sintese de hidroxilactonas
enantiomericamente puras, as quais apresentam atividade inibitoria de alimentacdo contra
insetos por mecanismos que envolvem o seu sistema olfativo.

A resolucdo cinética destes alcoois alilicos por lipases tem sido extensivamente
pesquisada, impulsionada pelo alto custo e dificuldade na realizagdo dos métodos quimicos de
resolucdo e pelos resultados obtidos com similar e até maior excesso enantiomérico em
tempos consideravelmente menores. Ainda assim, a utilizagdo de lipases comerciais limita a
aplicabilidade em larga escala desta metodologia e, por isso, faz-se necessaria a obtengdo de
lipases com menor custo, altas produgdo, estabilidade e capacidade enantiosseletiva. Para isso,
a lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11, caracterizada anteriormente por Lima (2004), foi
utilizada neste trabalho como modelo enzimatico para o estudo da atividade e
enantiosseletividade na resolugdo cinética dos substratos propostos.

Esta lipase apresenta algumas caracteristicas que justificam sua escolha para esta
aplicacdo. Estudos prévios mostraram que atividade volumétrica (50 U.mL™) frente ao pNPP
(palmitato de p-nitrofenila) produzida no meio de fermentacdo ¢ considerada alta. Com
relagdo a utilizacdo da lipase de B. cepacia LTEB11 em biocatalise, uma das suas
caracteristicas mais importantes ¢ a sua estabilidade em solventes organicos polares e
apolares, além da sua alta atividade de esterificacdo (LIMA, 2004; SALUM et al., 2008).
Além disso, houve um estudo preliminar que comprova sua capacidade enantiosseletiva,

apesar do elevado tempo de resolugao (BARON et al., 2007).
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal do trabalho ¢ estudar a enantiosseletividade da lipase de
Burkholderia cepacia LTEBI11 na resolugao de alcoois alilicos secundarios produzidos por

sintese quimica.

3.2.2 Objetivos Especificos

« Avaliar a estabilidade da lipase imobilizada em Accurel MP1000® em solventes
organicos;

* Definir a metodologia para determinacao da enantiosseletividade enzimatica;

* Avaliar a influéncia do grupo substituinte R do substrato na enantiosseletividade
enzimatica;

* Avaliar a influéncia da imobilizagdo enzimatica na enantiosseletividade ¢ velocidade
de conversao dos substratos;

» Avaliar o efeito da temperatura na velocidade de conversdo e enantiosseletividade para
diferentes substratos;

* Avaliar a influéncia da quantidade de enzima no meio reacional sobre a velocidade de
conversao ¢ confirmar a manutencao da enantiosseletividade enzimatica;

* Avaliar o efeito do solvente no meio reacional sobre a velocidade de conversdo e
enantiosseletividade;

* Definir a melhor condi¢dao reacional para a resolug¢do cinética de, pelo menos, um

substrato.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado neste trabalho foi uma cepa de Burkholderia cepacia
LTEBI1 isolada no Laboratério de Tecnologia Enzimatica e Biocatalise e caracterizada pelo
IRD (ex-ORSTOM), Laboratoire de Microbiologie, Universit¢ de Provence, CESB/ESIL,

Marseille, France.

4.2 PRODUCAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia LTEB11

A cepa foi cultivada em Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL do meio Luria
Bertani (LB) Miller (cloreto de sédio - 0,1 g.L', extrato de levedura - 0,05 g.L" ¢ triptona
bacteriologica - 0,1 g.L'l), a 29°C e 150 rpm. Apos, aproximadamente, 8 h, 1 mL da cultura,
correspondente a 10° células.mL™', foi inoculado em Erlenmeyers de 500 mL contendo 150
mL de meio composto de de KNO; - 3,54 g.L”!, K.HPO, - 1,0 g.L!, MgS04.7H,0 - 0,5 g.L ™',
NaCl - 0,38 g.L'l, FeSO,4.7H,0 - 0,01 g.L'l, extrato de levedura 5 g.L'1 e 1% (v/v) de 6leo de
oliva comercial (azeite de oliva, marca Gallo).

Para a manutengdo, a cepa de B. cepacia foi inoculada em 50 mL do meio liquido LB
Miller e cultivada a 29°C, 200 rpm, durante tempo necessario para atingir 10° células.mL™.
Este meio foi centrifugado (centrifuga, Jouan BR4) e, ao sedimento de células, foi adicionado
solugdo de glicerol 50 % (v/v), previamente esterilizado em autoclave. A cepa foi, entdo,

armazenada em glicerol (50 %, v/v) sob refrigerag¢do a -18°C.

4.2.1 Obtengao da enzima

Apds o cultivo da bactéria durante 72 h, os frascos foram mantidos por 12 h a 4°C.
Depois deste tempo, o meio de cultivo foi centrifugado a 12500xg durante 20 min a 4°C em
centrifuga refrigerada (Jouan BR4). O sobrenadante foi removido e armazenado a 4°C com
adicdo de azida sddica (0,05%, m/v) e foi denominado do extrato bruto. Para a obten¢do da

enzima livre utilizada neste trabalho, sobrenadante de cultura foi congelado e posteriormente
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liofilizado (liofilizador Jouan LP3® modelo 60), com perda de aproximadamente 10% de

atividade lipolitica em relagcdo ao extrato bruto.

4.3 IMOBILIZACAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia LTEB11 EM ACCUREL

Este procedimento estd baseado em Al-Duri ¢ Yong (2000). O suporte hidrofobico
Accurel MP 1000® com as seguintes caracteristicas: polipropileno em p6, densidade de 1.992
g.cm™, area de superficie de 55.9855 m”.g”" de suporte, tamanho do poro menor que 1500 pm,
foi fornecido pela Accurel Systems (Membrana GmbH, Obenburg, Germany). O material
previamente imerso em etanol por 30 min e posteriormente lavado com uma mistura de
etanol:agua 50% (v/v) e, em seguida, com agua deionizada. Apds o preparo do suporte, este
foi adicionado ao sobrenadante de cultura de B. cepacia LTEB11 na propor¢do de 25 mg de
proteina por 1 g de suporte, conforme determinado por Salum et al. (2008). A mistura foi,
entdo, mantida em agitador orbital (150 rpm) a 25°C por aproximadamente 12 h e depois
filtrada a vacuo. Para evitar interferéncia de lipideos que podem estar presentes no suporte, foi
necessario um procedimento de delipidagdo da enzima imobilizada. A cada grama de enzima
imobilizada, foram adicionados 20 mL de uma solucao cloroféormio:butanol (9:1). Esta
mistura foi mantida em agitacdo a 200 rpm a 25 °C por 10 min. Esta etapa de delipidagdo foi
realizada até que a fase organica separada por filtragdo ndo contivesse mais acidos graxos
livres e triglicerideos, o que foi acompanhado por cromatografia em camada delgada, CCD,
em fase movel hexano: éter etilico: 4cido acético (7:3:0,1). Apos a delipidacdo completa, a

enzima imobilizada foi mantida em dessecador a 4°C por 48 h.

4.4 RESOLUCAO DE ALCOOIS ALILICOS SECUNDARIOS UTILIZANDO A LIPASE
DE Burkholderia cepacia LTEBI11

4.4.1 Substratos

A reacdo para a sintese dos substratos baseia-se na reacao de Grignard e foi realizada

pelo Laboratorio de Ecologia Quimica e Sintese de Produtos Naturais do Departamento de
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Quimica desta Universidade, coordenado pelo Prof. Dr. Francisco de Assis Marques,

colaborador neste trabalho (FIGURA 4.1), com o rendimento entre 80 e 92%.

//J]\\ [
/\ Eter etilico
+ //// Mgdl
—>
R H 78°C R 7
Onde R: Nome do alcool alilico secundario

1-fenilprop-2-en-1-ol

p-clorofenilprop-2-en-1-ol

Cl

(m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol

O B O

OCH;

5-metilhex-1-en-3-ol

>,

N 1-octen3-ol

NN 1-nonen-3-ol

FIGURA 4.1 - Obtencao dos alcoois alilicos secundarios pela reagdao de Grignard.

Ap6s a sintese dos substratos, as amostras foram submetidas a purificacdo em coluna
(Silica Flash) com eluicdo em fase movel éter de petroleo: éter etilico (6:1) e

acompanhamento por cromatografia em camada delgada, conforme item 4.5.3.2.
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Para facilitar a referéncia de cada substrato, cada alcool alilico secundario foi

denominado como rac (racemato) e numerado de 1 a 6 (TABELA 4.1).

TABELA 4.1 - Alcoois alilicos secundérios utilizados para a reagdo de transesterificagdo catalisada
pela lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11.

Alcool alilico secundario Nomenclatura utilizada
1-fenilprop-2-en-1-ol rac-1
p-clorofenilprop-2-en-1-ol rac-2
(m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol rac-3
5-metilhex-1-en-3-ol rac-4
1-octen3-ol rac-5
1-nonen-3-ol rac-6

Os compostos foram caracterizados anteriormente por RMN (Ressonancia Magnética
Nuclear) por Oliveira (2007) e confirmados no presente trabalho por polarimetria e tempos de
retencdo conforme mostrado adiante (TABELA 4.2, para ambos os enantiomeros ¢ TABELA

5.3, para os enantiomeros de maior abundancia relativa).

4.4.2 Procedimento para a reacdo de transesterificacdo dos substratos catalisada pela lipase de

Burkholderia cepacia LTEB11

As condi¢des das reagdes variaram conforme requerido nos experimentos. Em um
procedimento tipico, definiram-se as condi¢cdes das reagdes de transesterificagdo catalisadas
pela lipase como: 450 U (unidades de atividade enzimaticas adicionadas ao meio reacional,
método de hidrdlise do pNPP, item 4.5.1.1) de enzima (livre ou imobilizada), 0,5 mmol de
substrato (dlcool alilico secundério), 22 mmol de acetato de vinila (Acros Organics®) e 7 mL
de hexano (solvente organico, Vetec®) (FIGURA 4.2). A reagdo foi mantida sob agitacdo a
180 rpm a 37°C e foi baseada nas quantidades utilizadas por Baron e col. (2007).
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FIGURA 4.2 - Transesterificagdo enzimatica de alcoois alilicos secundarios catalisada pela lipase de

443 Determinacdo dos valores de conversao,

velocidade de conversdo, excessos
enantioméricos e das raz0es enantioméricas

O método utilizado para determinacdo da pureza enantiomérica foi a cromatografia

gasosa quiral. Este método foi escolhido porque, além de ndo ser afetado por tragos de

impurezas, ¢ de ser rapido e simples. Além disso, era facilmente disponivel, pois ja era

utilizado no Laboratério de Ecologia Quimica e Sintese de Produtos Naturais. Neste método,
os enantidmeros sofrem interagdes diastereoisoméricas rapidas e reversiveis com a fase
estaciondria de ciclodextrina, sendo eluidos em velocidades diferentes, e, portanto, com
tempos de retencdo diferentes. Apos resolucdo quantitativa dos enantidmeros sob a fase
estacionaria quiral ser alcancada, a inspecdo do cromatograma fornece diretamente a
composi¢ao enantiomérica da amostra. Tais mensuragdes podem ser efetuadas com um alto
grau de precisdo (= 0,05%), o que garante a confiabilidade dos resultados (SCHURIG, 2002;
SCHURIG, 2001; VETTER; SCHURIG, 1997).
Os excessos enantioméricos de substrato (ees) e produto (ee,) foram determinados pela
diferenga de porcentagens relativas de cada enantidmero, conforme equacdo 2.4 do item
2.245.

Os valores de conversdo (c¢) ¢ razdo enantiomérica (E), quando a determinacdo foi
pontual, ou seja, utilizando-se um Unico tempo de reacdo, foram determinados segundo Chen
4.2:

e col. (1982) considerando-se o valor de conversao e ees, a partir das seguintes Equagdes 4.1 e
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(%) = — %100 (4.1)
€€s + €ep
E_ In[(1-c)(1—ee)] (4.2)

In[(1—c)(1+eey)]

onde ee; corresponde ao excesso enantiomérico do substrato (%), ee, corresponde ao excesso
enantiomérico do produto (%), ¢ corresponde a conversao (%) e E ¢ a razdo enantiomérica.

A velocidade de conversdo (%/h) foi determinada pela divisdo da conversdo (%)
determinada pelo tempo da analise. Posteriormente, foi realizada em relagdo tempo versus
conversao (%)/h e foi obtida uma média de velocidade de conversdao onde esta relacdo fosse

linear.
4.4.3.1 Modelo matematico para a determinacao da razao enantiomérica (E)

Um modelo foi desenvolvido para uma reagdo que envolve dois substratos e dois

produtos. A reagdo com cada enantidmero pode ser representada como segue:
A+B—->P+Q

A reagdo enzimatica catalisada pelas lipases segue o mecanismo de “pingue-pongue”
(ou seja, o mecanismo da enzima subsituida). E pressuposto que o valor da constante de
equilibrio ¢ suficientemente grande para que a reacdo possa ser tratada como se fosse
irreversivel. Com este pressuposto, o mecanismo da reacdo ¢ dado pelo seguinte esquema

(FIGURA 4.3):

A P BQr = E+ Qe
E ‘&’EA <—l> E*
BSR

FIGURA 4.3 - Mecanismo da rea¢do da enzima substituida.

EQs — > E+Qs



55

Neste esquema, o substato quiral (B) ¢ o segundo substrato a entrar e o produto quiral
(Q) ¢ o segundo produto a sair. O simbolo E* representa a enzima substituida, que contém um
grupo que foi removido do substrato A durante sua conversdao para produto P este grupo ¢
doado para o substrato B durante sua conversdo para o produto Q. Nas reacdes de
transesterificacdo estudadas no presente trabalho, A representa acetato de vinila, P representa
acetaldeido (produto remanescente apds a retirada do grupo acetato do acetato de vinila, que
permanece em equilibrio ceto-endlico com etenol), E* representa a enzima acetilada, B
representa o dlcool quiral e Q representa o éster quiral.

Este modelo de reagdo bi-bi (envolvendo dois substratos) pode ser utilizado para a
determinagdo de E porque na presenga de um grande excesso estequiométrico de doador de
acila (de 44 vezes) e com um valor de constante de equilibrio alta (determinada como maior
que 100 pelo programa ASPEN Plus®) a equagio simplifica e torna-se idéntica a equagdo de
Chen et al. (1982) para reagdes uni-uni irreversiveis, como apresentado na FIGURA 2.11 (p.
29).

A partir do esquema de reagdo apresentado na FIGURA 4.3, ¢ possivel deduzir as

seguintes equacdes:

dQ, EB,  dB,
dG EB.+B, dG (4.3a)
dQ, B, dB

_ (4.3b)
dG EB.+B; dG

onde E ¢ a razdo enantiomérica ou constante de enantiosseletividade, Bgr, Bs, Qr ¢ Qs sdo as
fragdes molares dos espécies Br, Bs, Qr € Qs, respectivamente, e G € o grau da reacdo. A

deducao deste conjunto de equagdes encontra-se no Apéndice 1.

As fragdes molares usadas em equagdes (4.3a) e (4.3b) sdao definidas pelas seguintes

expressoes:

B, - |0x] (4.42)
+

_ Bl (4.4b)
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_ Qe
¥ 7Bl + 15,1, @49
[Qs]
s=T——————— 4.4d
© [Brl, +[Bs], (340
O grau de reagdo, equivalente a conversao, ¢ definido por:
[G] _ [Qe]+[Qs] @5)

" [Belo +[Bsl,  [Balo +[Bsl,

onde [Bgr], € [Bs], sd0 as concentragdes iniciais dos dois enantidmeros dos substratos quirais.
G pode variar de 0 (nenhum produto quiral formado) até 1 (todo o substrato quiral convertido
em produtos quirais). O Apéndice 2 apresenta o método usado para calcular as fragdes

molares Bg, Bs, Qr € Qs a partir dos dados fornecidos pela analise de cromatografia gasosa.

Foram realizados experimentos em que 5 a 6 amostras eram removidas a cada 24 h
durante a reag¢do e analisadas por CG. A estratégia para usar equagdes (4.3a) e (4.3b) para
determinar E a partir deste conjunto de dados foi descrita por Mitchell et al. (2008) e envolve
as seguintes etapas:

e admite-se que as fragdes molares originais sejam BR=Bs=0,5¢ Qr=Qs=0
e define-se um vetor de valores de E (por exemplo, 0, 0,1, 0,2 ... 200)
e para cada valor de E (interativamente)

O integra-se as equacdes para obter perfis de Br € Bs (esta etapa ¢ feita
por um programa escrito em FORTRAN que usa a subrotina DRKGS.
Esta subrotina emprega o método de Runge-Kutta para realizar a
integragao numérica)

O calcula-se a soma dos quadrados dos desvios entre os dados
experimentais de Bg e Bs e os valores obtidos na integragdo para estas
variaveis

e identifica-se o valor de E que dé o menor valor para a soma dos desvios
quadrados. Este valor representa o E para a reacdo nas condi¢des do

experimento.
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Este método ¢ semelhante a uma das metodologias para determinagdo de E revisadas
por Straathof e Jongejan (1997), que se baseia no método de progressao do excesso

enantiomérico Versus grau de conversao, com utilizacdo de analise de regressao.

4.4.3.2 Determinacao dos excessos enantioméricos dos substratos 1-octen-3-ol e 1-nonen-3-ol

por acetilagdo quimica

Como a coluna quiral foi ineficiente na separagcdo dos enantiomeros dos substratos 1-
octen-3-ol e 1-nonen-3-ol, um procedimento de acetilacdo quimica, posterior a reacdo de
transesterificacdo enzimatica e a determinacdo das purezas Opticas do produto, foi necessario
para determinar as proporg¢des relativas de cada enantiomero dos substratos. Apds 120 h de
reacdo de transesterificagdo enzimatica (conforme item 4.4.2), a mistura foi submetida a CCD
(item 4.5.3.2) para separacao do substrato e do produto. A banda correspondente ao substrato,
mediante comparacdo com padrdo, foi retirada da silica e extraida com éter de petréleo, que
depois foi evaporado em rotacvaporador. O alcool obtido foi, entdo, submetido ao
procedimento de acetilacdo quimica, como realizado por Oliveira (2007). Proporcionalmente,
para 1 mmol de alcool foram adicionados 5 mL de piridina em baldo volumétrico de 50 mL,
equipado com agitagdo magnética e sob atmosfera de argonio. Apds a adicdo de piridina, a
mistura foi resfriada a 0°C e houve adi¢ao lenta de 3 mmol anidrido acético com agitagao até
a mistura atingir a temperatura ambiente. A reagdo foi monitorada por CCD até que todo o
material de partida, correspondente ao alcool fosse consumido (aproximadamente 30 min). A
esta mistura, acrescentou-se acetato de etila (30 mL); a mistura foi lavada com solugdo
saturada de CuSOy4 (2 x 10 mL) em funil de separagdo e a fase organica foi seca com sulfato
de sédio anidro. As proporgdes relativas de cada enantiomero deste produto acetilado
determinadas em CG quiral correspondem, portanto, as propor¢des relativas de cada

enantiomero do substrato na reacdo de resolu¢do enzimatica.
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4.4.4 Determinagao das configuragdes absolutas

As configuracdes absolutas dos enantidmeros de reagdo mais rapida dos rac-1 a 6
(TABELA 4.2) foram determinadas por comparagdo das rotagdes especificas em polarimetro
automatico AUTOPOL® III (Rudolph Researchers) (item 4.5.3.3) e dos tempos de retencio
obtidos em CG (item 4.5.3.1.1) com coluna quiral B-ciclodextrina por Oliveira (2007), que
utilizou estes substratos para a resolugdo cinética catalisada pela lipase comercial B de C.

antarctica (CAL-B, Novozymes, Bagsvaerd, Denmark).

4.4.5 Estudo das reagdes de transesterificagdo catalisadas pela lipase de Burkholderia cepacia
LTEBI11 para resolugdo dos alcoois alilicos secundarios — influéncia de parametros na

atividade e enantiosseletividade

Para estudar o comportamento da lipase de B. cepacia LTEBI11 frente a resolugdo de
alcoois alilicos secundarios, foram avaliados os seguintes parametros: efeito da imobilizagao
(enzima livre e imobilizada), da temperatura (29, 37 e 45°C), da quantidade de enzima no
meio reacional (225, 450, 675, 900 ¢ 1350 U) e do solvente (acetonitrila, diclorometano,
hexano, heptano, tetrahidrofurano e tolueno).

Para avaliar a influéncia da imobilizagdo na atividade e enantiosseletividade
enzimética, tanto a enzima livre quanto a imobilizada em Accurel MP1000® foram utilizadas
nas mesmas reacoes de transesterificacao com diferentes alcoois alilicos secundarios alifaticos
e aromaticos, com as condi¢des reacionais descritas no item 4.4.2. Inicialmente, todos os
substratos propostos foram utilizados em ambas as preparagdes enzimaticas. Posteriormente,
somente os substratos 1-fenilprop-2-en-1-ol (rac-1), p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) e 5-
metilhex-1-en-3-ol (rac-4) foram utilizados para comparar as velocidades de conversdo e
enantiosseletividades das preparagdes enzimaticas.

Para avaliar o efeito da temperatura na velocidade de conversdo e enantiosseletividade
enzimatica, foram utilizadas trés temperaturas: 29, 37 e 45°C, com 450 U de enzima
imobilizada, sob as condi¢des de procedimento reacional inicial (item 4.4.2). Os substratos
avaliados foram: 1-fenilprop-2-en-1-ol (rac-1), p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2), (m-

metoxifenil)prop-2-en-1-ol (rac-3) e S-metilhex-1-en-3-ol (rac-4).
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A quantidade da lipase na reagdo inicial foi de 450 U, determinadas pelo método de
hidrélise do pNPP. Quantidades de unidades enzimaticas (225, 450, 675, 900 ¢ 1350 U) em
preparacdo imobilizada adicionadas ao meio reacional foram utilizadas para a resolucao
cinética de 0,5 mmol de p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) na presenca de 10 mL de hexano e
22 mmol de acetato de vinila a 29°C.

Inicialmente, o solvente organico utilizado para as reagdes de transesterificagdo foi o
hexano, mesmo solvente utilizado por Oliveira (2007) e por Baron et al. (2007). Dada a
reconhecida influéncia do solvente na enantiosseletividade, outros solventes organicos (grau
analitico, Vetec™) foram avaliados, em triplicata, para a reagdo de resolugdo cinética de (R,S)-
p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) catalisada pela lipase imobilizada (675 U): heptano,
acetonitrila, tetrahidrofurano, tolueno e diclorometano. Para evitar que a presenca da dgua de
hidratagdo, diferente para cada solvente, afetasse as reacdes, foi adicionada peneira molecular
4A (com tamanho de poro de 4 A, Acros®) (previamente seca em estufa a 210°C por 24 h) em
todos os solventes 48 h antes do seu uso.

Para cada solvente organico, foram realizados experimentos para determinagdo da
estabilidade da enzima imobilizada, nos quais 50 mg de enzima imobilizada foram
adicionados a 3 mL do solvente, sendo a mistura foi mantida em agitacdo em agitador orbital
(100 rpm) por 12 h a 29°C. Ap0ds este tempo, a enzima foi retirada do solvente por filtracao e
foi determinada sua atividade lipolitica (método de hidrdlise do pNPP) e com o sobrenadante
foi realizada atividade de esterificacdo (método de Lowry-Tinsley). A estabilidade enzimdtica
foi avaliada em relagdo a hidrofobicidade dos solventes, descrita pelos valores de log P, onde

P ¢ o coeficiente de parti¢ao do solvente em um sistema padrao octanol-agua.
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4.5 METODOS ANALITICOS

4.5.1 Determinagao de Atividade Lipolitica

4.5.1.1 Método da Hidrodlise do pNPP em Meio Aquoso

Este método espectrofotométrico foi utilizado ao longo de todo o trabalho para
determinar a atividade lipolitica. Foi inicialmente descrito por Winkler e Stukmann (1979),
sendo modificado conforme Krieger (1995). Baseia-se na hidrélise do palmitato de p-
nitrofenila pela enzima, em meio aquoso contendo como surfactantes a goma arabica e o
Triton X-100, em proporcdes 1:9. Para este procedimento, a 1 mL de solugdo A (palminato de
p-nitrofenila — Sigma (Sigma-Aldrich-Fluka, St. Louis, MO, EUA) — em isopropanol, em uma
concentragio de 3 mg.mL™") foram misturados 9 mL da solugdo B (2 g de Triton X-100 e 0,5
g de goma ardbica, em 450 mL de tampao fostato 0,05 M em pH 7,0). Desta solucao, foram
colocados 0,9 mL em cubeta e, apds a estabilizacdo da temperatura a 37°C, foi adicionada a
solugdo de enzima (0,1 mL). A liberagdo do p-nitrofenol, de coloracdo amarela, foi
monitorada a 410 nm (FIGURA 4.3). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como
a liberagdo de 1 pmol.min™ de pNP (p-nitrofenol). O coeficiente de extingdo molar do pNPP
em pH 7,0 (9,78x10° L.mol™.cm™) foi utilizado para relacionar a concentragio do produto
com a absorvancia obtida na leitura.

Para dosagem da atividade de preparagdes enzimaticas imobilizadas, a reacao foi
iniciada com a adi¢do de 1 mg de enzima imobilizada a0 meio reacional (10 mL) descrito
acima. A mistura foi mantida sob agitacdo manual e, a cada 30 s, 1 mL da solugao foi retirado

para leitura em espectrofotometro, seguindo-se a reacdo durante 2 minutos.
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FIGURA 4.4 - Reagdo de hidrolise do palmitato de p-nitrofenila por lipases.

4.5.1.2 Método Titulométrico (pH-Stat)

Este método foi utilizado para complementar o método da hidrolise do pNPP na
caracterizagdo da lipase produzida pela B. cepacia LTEBI11, pois utiliza substratos naturais
(triacilglicerdis) das lipases.

Primeiramente, foi feita uma emulsdo de goma arabica proposta por Diaz e col. (2006)
contendo 2,5 mM de tampao Tris-HCI pH 7,0, 150 mM de NaCl, 3 % goma arabica (m/v), 2
mM de CaCl, e 66 mM de cada substrato (tributirina ou tricaprilina ou trioleina). Sob agitacao
forte (300 rpm), no proprio agitador do equipamento (capacidade de 50 mL e termostatizado),
volumes de 0,5 mL a 1 mL da solucdo enzimatica ou 10 mg da enzima liofilizada foram
adicionadas em 15 mL da emulsdo a 37°C e a reagdo foi seguida por 5 min. Os &cidos graxos
liberados pela reacdo enzimatica foram titulados pelo equipamento pH-Stat (titulador
automatico) durante este intervalo de tempo, mantendo-se o pH em 7,0 com uma solugdo de
NaOH 0,05 mol.L"'. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a liberagdo de 1

pumol de &cidos graxos por min, a 37 °C. A atividade foi calculada segundo a Equacdo 4.6.

Ao AV x[NaOH ]x fc
tx Enz

(4.6)
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onde: AV ¢ a variacdo do volume de NaOH consumido na titulagdo em mL; [NaOH] ¢ a
concentracdo de NaOH em umol.mL'l; fc ¢ o fator de corre¢do do NaOH; t € o tempo em min

e Enz ¢ o volume da solucao enzimatica em mL utilizado para a reacao.

4.5.1.3 Método de Lowry-Tinsley

O método de Lowry e Tinsley (1976) foi utilizado para quantificar indiretamente o
teor de ésteres formados, a partir do teor residual de 4cido caprilico (4cido graxo) produzido
durante a sintese de ésteres catalisada pela enzima imobilizada e foi utilizado para
determinagdo da atividade de esterificacdo da enzima. Trata-se de um método colorimétrico
que mede a colora¢do do complexo azul-esverdeado (715 nm) formado entre os ions Cobre 11
e os 4cidos graxos livres, soluveis em fase orgdnica. A atividade, em U.mL"' do meio
reacional, foi calculada a partir da curva de calibragdo construida com concentragdes de 5 a
80 mM de &cido caprilico, preparadas nas mesmas condi¢des de ensaio. Com a curva de
calibracdo foi possivel obter a quantidade de 4cidos graxos (umol) a partir das absorbancias
mensuradas. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima

que promove o consumo de 1 pmol de acidos graxos por min.

4.5.2 Determinacao de proteinas

Para a determinagdo de proteinas para o calculo da atividade especifica dos extratos

lipoliticos foi utilizado o método de Bradford (1976).

4.5.3 Analises cromatograficas

4.5.3.1 Cromatografia gasosa em coluna quiral

O cromatografo gasoso utilizado foi o Varian® modelo 3800, equipado com detector
de ionizagdo de chama (FID) e com coluna quiral de fase estacionaria de P-ciclodextrina,
(Chirasil-Dex, Astec, EUA), com dimensdes de 10 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro

interno e 0,12 um de didmetro de particula. As condi¢gdes cromatograficas foram: injecao (1
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uL) modo split (razdo 1:50), detector por ionizagdo de chama (280 °C), gas de arraste (He) a

5,5 mL.min'l, com gradiente de temperatura entre 40 e 170 °C, a 2 °C.min"".

4.5.3.1.1 Tempos de retencdo dos compostos

Os tempos de retencao dos enantiomeros de substratos (4lcoois) e produtos (ésteres)
obtidos por cromatografia gasosa neste trabalho estdo apresentados na TABELA 4.2 e foram
os mesmos valores reportados por Oliveira (2007) para estes compostos. Estes tempos de
reten¢do sdo relativos a ambos enantidmeros, sem considerar aquele de maior abundancia
relativa. Os cromatogramas para representar estes tempos de retencdo para cada composto

encontram-se no Anexo.

TABELA 4.2 - Tempos de retengdo dos substratos utilizados e seus respectivos produtos em
cromatografia gasosa com coluna quiral B-ciclodextrina apos resolucdo cinética catalisada pela lipase
de Burkholderia cepacia LTEB11 com acetato de vinila em hexano.

Composto tr (min) enantiomeros
1-fenilprop-2-en-1-ol (1) 36,1 36,9
p-clorofenilprop-2-en-1-ol (2) 48,8 €494
(m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol (3) 49,3 ¢49,8
5-metilhex-1-en-3-ol (4) 13,1e13,5

1-octen-3-ol (5) 21,1

I-nonen-3-ol (6) 27,0e 27,2
(1)-acetato 30,7¢ 31,8
(2)-acetato 43,4 ¢ 44,0
(3)-acetato 449 e 45,4
(4)-acetato 11,8¢e 12,7
(5)-acetato 20,4 22,2
(6)-acetato 26,7 ¢ 28,3

A utilizagdo de diferentes solventes organicos para estudo da reacdo de

transesterificacdo proposta (item 4.4.5) tornou necessaria a determinacdo dos tempos de
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retengdo do substrato (R,S)-p-clorofenilprop-2-en-1-ol e do seu respectivo produto de

acetilacdao enzimatica para cada solvente (TABELA 4.3).

TABELA 4.3 - Tempos de retencdo obtidos por cromatografia gasosa com coluna quiral f-
ciclodextrina do substrato (R,S)- p-clorofenilprop-2-en-1-ol e do produto de transesterificagdo com
acetato de vinila catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 em diferentes solventes.

tr (min) enantiomeros
Solvente p-clorofenilprop-2-en-1-ol (2) (2)-acetato
Acetonitrila 48,4 ¢ 49,2 43,4 ¢44,0
Diclorometano 49,0 ¢ 49,8 435¢44,2
Heptano 49,0 € 49,6 43,5e44,1
Tetrahidrofurano 48.,5¢ 49,4 43,5¢e 44,1
Tolueno 48,5¢49,3 43,5¢ 44,0

4.5.3.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) preparativa

Cada placa foi preparada com a dissolu¢do de 20 g de silica gel em 55 a 60 mL de
agua destilada. Apos a secagem da placa a temperatura ambiente por aproximadamente 4 h,
esta foi mantida por 12 h a 100°C para ativagdo. Apds o resfriamento, as amostras foram
aplicadas. A eluigdo ocorreu em éter de petroleo:éter etilico em proporcao 6:1 (v/v). Para a
visualizacdo e marcagdo das bandas, as placas foram colocadas no ultravioleta (quando os
compostos eram aromaticos) ou a placa foi borrifada com bisaldeido (compostos alifaticos).
As bandas correspondentes ao substrato (com Rf — fator de retengdo — entre 0,4 ¢ 0,5) e
produto (com Rf de aproximadamente 0,7), como previamente comprovado Oliveira (2007)
por RMN, foram retiradas da placa e extraidas em éter de petrdleo para andlise das rotagdes

opticas.

4.5.3.3 Polarimetria

A rotagdo optica foi realizada no polarimetro automatico AUTOPOL®™ IIT (Rudolph
Researchers) com comprimento de onda em 589 nm e padrido interno de calibragdo com

leitura 33,9732 ° + 0,0001 ° com cubeta de comprimento de 1 dm e faixa de concentragcdo de
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leitura de 0,1-1,0%. Para as medigoes, inicialmente as amostras foram submetidas a CCD
preparativa para separacao dos substratos e produtos, que foram concentrados separadamente
para determinagdo da sua massa (em g). Para a leitura das rotagdes especificas a 20°C, cada
amostra foi ressuspendida em 2 mL de cloroférmio. A equagdo abaixo (Equacdo 4.7) foi

utilizada para o céalculo dos desvios dpticos (CAREY; SUNDBERG, 2007):

20 _ I, x100

b oxl (4.7)

onde: 1, ¢ a rota¢do especifica observada, c ¢ a concentragdo da amostra (g em 100 mL)elé o

comprimento da cubeta de leitura (dm).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA LIPASE DE Burkholderia cepacia LTEB11

5.1.1 Produgdo e caracterizagdo da enzima livre

A TABELA 5.1 apresenta os valores de atividade lipolitica do extrato bruto, preparado
a partir de um cultivo de Burkholderia cepacia feito em meio LB, frente a diferentes
substratos, utilizando dois métodos diferentes: hidrolise do pNPP (4.5.1.1) e titulométrico
(4.5.1.2). O resultado de atividade especifica frente ao substrato pNPP (46,4 + 3,1 U.mg™)
esta de acordo com os apresentados por Lima (2004) e Baron (2008), que obtiveram valores
de aproximadamente 50 U.mg™. Quando foi utilizado o método titulométrico, percebe-se que
a atividade hidrolitica aumentou com o decréscimo da cadeia acilica. A maior atividade foi
observada com a tributirina (61,2 + 1,2 U.mg'l), sendo a atividade contra este substrato
aproximadamente oito vezes maior do que a obtida contra trioleina (8,0 + 0,1 U.mg™). Baron
(2008) obteve a atividade da tributirina (40 + 3 U.mg'l) quatro vezes maior que a obtida com
trioleina, diferenca entre os resultados obtidos neste presente trabalho que pode ser explicada
pela ndo utilizagdo de emulsdo na utilizacdo de tributirina por Baron (2008), o que pode ter
acometido em uma area superficial de substrato menor presente na solugdo na auséncia de
emulsdo e resultado em uma atividade especifica menor do que a obtida neste presente
trabalho. Apesar da relativamente baixa atividade contra a trioleina, este resultado comprova a
existéncia de lipases ditas verdadeiras, como descritas por Jaeger et al. (1999) no extrato bruto

do cultivo de B. cepacia LTEBI11.

TABELA 5.1 - Atividade lipolitica do extrato bruto de Burkholderia cepacia LTEB11 frente a
diferentes substratos.

Substrato Atividade especifica (U.mg™)
pNPP 46,4 + 3,1
Tributirina C4 61,2+1,2
Tricaprilina C8 32,0+0,2

Trioleina C18:1 (A%) 8,0+0,1
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5.1.2 Caracterizagao da enzima imobilizada em Accurel

Apoés a caracterizacdo do sobrenadante lipolitico de B. cepacia LTEBI11 ¢
imobilizacdo em suporte hidrofobico (conforme item 4.3), foi feita a caracterizagdo da enzima
imoilizada frente a diferentes reacdes: de hidrélise frente a pPNPP e de esterificagdo, utilizando

o acido caprilico e etanol, e seguindo metodologia de Lowry-Tinsley (TABELA 5.2).

TABELA 5.2 - Caracterizagdo da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em Accurel
MP1000”

Substratos Atividade (U.g"" suporte)
PNPP (hidrolise) 1500 + 360
Acido caprilico + etanol 29,3
(esterificagdo)

Esta atividade de hidrolise da enzima imobilizada (1500 U.g"' suporte, em média)
pode ser considerada alta, ja que Baron (2008), com a mesma imobilizagdo convencional,
obteve, em média, 1000 U.g'1 suporte. Além disso, foi observada uma ativagdo da enzima
causada pela imobilizacdo, provavelmente pela adsor¢do pelo suporte ser mais especifica para
a lipase do que para as outras proteinas, conforme ja descrito por Salum et al. (2008).

A atividade de esterificagdo do acido caprilico com a lipase imobilizada foi de 29,3
U.g”' suporte, um valor aproximadamente 30 vezes menor do que para a reagdo de hidrolise
do éster correspondente apresentada na TABELA 2.1, quando foi considerado que foram
imobilizadas 25 mg de proteina por g de suporte (item 4.3). Esta razdo de 30 vezes obtida
corresponde a comparagdo dos resultados de hidrélise e esterificagdo do acido oléico (8,0 U.
g suporte) obtida por Baron (2008), quando foi uilizado o método de imobilizacdo
convencional com o suporte Accurel EP100 (tamanho de poro de 200 a 1000 um) na mesma

proporcao de proteina por g de suporte.

5.1.3 Estabilidade da lipase imobilizada em solventes organicos

A estabilidade de lipases em solventes organicos ¢ um fator importante em biocatalise,
considerando que sistemas aquo-restritos sdo necessarios a fim de deslocar o equilibrio

termodindmico da reagdo em favor da sintese (KLIBANOV, 2001). Avaliou-se a estabilidade
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da enzima imobilizada em solventes com diferentes hidrofobicidades, que foram determinadas
pelos valores de log P dos solventes: acetonitrila (log P -0,33), tetrahidrofurano (log P 0.,5),
dicloromentano (log P 1,0), tolueno (log P 2,5), hexano (log P 3,5) e heptano (log P 4,0). Para
isto, a enzima imobilizada foi mantida em agitador orbital (180 rpm) a 29°C com cada
solvente organico por 12 h. Apds a incubacao, determinou-se a atividade residual de hidrdlise

da enzima frente ao pPNPP (FIGURA 5.1).
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(log P 4,0) (log P 3,5) (log P2,5) (log P 1,0) (log P 0,5) (log P-0,3)

Atividade residual (%)

FIGURA 5.1 - Atividade residual da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em Accurel
MP1000 em solventes organicos polares e apolares. Incubagdo por 12 h, 180 rpm, T= 29°C, solventes:
heptano, hexano, tolueno, DCM (diclorometano), THF (tetrahidrofurano) e acetonitrila. Método:
hidrolise do pNPP em meio aquoso.

Como pode ser observado na FIGURA 5.1, apesar do alto desvio padrdo apresentado
nos experimentos, devido a dificuldade de execucdo da metodologia em determinagdo de
atividade em reproduzir as determinagdes de atividade hidrolitica frente ao pNPP, a enzima
imobilizada em Accurel foi estavel em todos os solventes organicos avaliados, apresentando
aproximadamente 90% de atividade residual média quando incubada em hexano, DCM e
acetonitrila, e menor atividade residual para heptano (78%), tolueno (76%) e tetrahidrofurano
(70%).

Para avaliar a influéncia da hidrofobicidade do solvente na estabilidade enzimatica, o

parametro log P (logaritmo de P, calculado pelo logaritmo do coeficiente de particio de um
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dado solvente em um sistema padrao octanol/agua) foi escolhido para comparar as atividades
residuais da enzima imobilizada. Com estes resultados, pode-se afirmar que a lipase de B.
cepacia imobilizada ¢é estavel em solventes organicos com ampla faixa de log P (de -0,33 a
4,0).

A estabilidade apresentada nos solventes hidrofobicos, que apresentam valores de log
P superiores a 2,0, ¢ mais comumente encontrada em lipases do que em solventes hidrofilicos,
e pode ser explicada sob dois aspectos. Primeiro, estes solventes ndo retiram a dgua de
solvatacdo da estrutura protéica, e, desta forma, previnem a desnaturacdo, mantendo a
estrutura conformacional da enzima. Segundo, moléculas do solvente podem interagir com a
estrutura protéica e exercer efeitos ativadores ou estabilizadores, efeitos esses que também
podem estar relacionados com a presenca do suporte quando se trabalha com enzimas
imobilizadas (PENCREAC'H; BARATTI, 1997). Nesta interagdo com a estrutura protéica
ainda deve ser considerado que solventes apolares podem manter a enzima em sua
conformagdo aberta, ou seja, na presenca destes solventes, a tampa hidrofobica ndo estaria
cobrindo o sitio ativo, o que poderia manter ou até aumentar a atividade enzimatica (RUA et
al.,1993). Esta ativacdo enzimatica ocorreu com a lipase de B. cepacia LTEB11 em sua
preparacado livre na presenca de heptano, como relatado por Lima (2004) e por Baron (2008),
apo6s de 3 h de incubacao.

A lipase de B. cepacia imobilizada foi estavel também em solventes hidrofilicos, ao
contrario do que ¢ normalmente reportado para outras lipases (KLIBANOV, 2001). Zaks e
Klibanov (1988) e Sztajer et al. (1992) justificaram a auséncia de estabilidade de lipases em
solventes hidrofilicos pela capacidade destes solventes em retirar a 4gua de hidratacao da
proteina, necessaria para manter sua conformacdo nativa. A alta estabilidade observada em
acetonitrila, tetrahidrofurano, diclorometano e tolueno (FIGURA 2.1) poderia ser, portanto,
explicados pelas hipdteses de que os solventes foram incapazes de retirar a d4gua de solvatacao
da enzima imobilizada ou talvez a retirada da dgua residual ndo tenha sido suficiente para
desestruturar a proteina. Esta estabilidade em solventes hidrofilicos encontrada também esta
de acordo com os resultados apresentados por Lima (2004) e Baron (2008). Nestes trabalhos,
a enzima livre recuperou 100% da atividade com butanol (log P 0,8) e isopropanol (log P -
0,28) e etanol (log P -0,24), com atividades residuais de aproximadamente 100% apds 3 h de

incubagdo com cada solvente. Até estes trabalhos com esta lipase de B. cepacia, o unico



70

exemplo de lipase microbiana estavel em solventes polares era de P. mendocina PK12CS,

com atividade residual de 83% apos incubacdo em etanol por 2,5 h (JINWAL et al., 2003).

5.2 RESOLUCAO DOS ALCOOIS ALILICOS SECUNDARIOS CATALISADA PELA
LIPASE DE Burkholderia cepacia LTEB11

5.2.1 Determinagdo das configuragdes absolutas

A propriedade que um enantiomero tem para desviar a rotagdao da luz plano-polarizada
¢ chamada atividade Optica e a magnitude desta rotagdo pode ser determinada em polarimetro.
A rotagdo observada, que ¢ caracteristica de cada enantidmero de um dado composto quiral, ¢
chamada de rotagdo especifica, sendo igual para ambos enantidmeros, mas com sinal
contrario. Este dado, [a]p, € utilizado ndo somente como critério de identificacdo de uma
substancia, mas também para avaliar a sua pureza Optica ou a sua porcentagem em uma
mistura (CAREY; SUNDBERG, 2007).

Neste trabalho, foram utilizados os valores de rotacdo especifica e dos tempos de
retencdo das amostras obtidas de substrato e produto para comparar com os dados
apresentados por Oliveira (2007). Nesta comparagdo, os valores de excessos enantioméricos
fornecidos pelo autor foram utilizados para avaliar a rota¢do especifica das amostras deste
presente trabalho. A partir disso, foi possivel obter a configuracdo absoluta dos alcoois
remanescentes e dos respectivos produtos (acetatos) (TABELA 5.3 ¢ 5.4).

TABELA 5.3 - Tempo de retengdo (tr) em cromotografia gasosa com coluna quiral B-ciclodextrina,
rotagdo oOptica especifica e configuragdo do enantidmero em maior abundancia relativa dos alcoois
alilicos secundarios apds a resolucdo cinética catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia LTEB11
imobilizada em hexano.

Substrato tr (min)  Rotagdo especifica [. a]lz)o (9  Configuracdio
1-fenilprop-2-en-1-ol (1) 36,9 -0,81 (S)
p-clorofenilprop-2-en-1-ol (2) 49.4 -10,75 )
(m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol (3) 49,8 -15,75 (S)
5-metilhex-1-en-3-ol (4) 13,5 nd R)
1-octen-3-ol (5) 21,1 +7,47 R)
1-nonen-3-ol (6) 27,2 +1,7 R)

* [oc]}zj0 = rotagdo especifica da amostra em cloroférmio a 20 °C.
tr = tempo de retencao (min)
nd = ndo determinado
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TABELA 5.4 - Tempo de retengdo (tr) em cromotografia gasosa com coluna quiral B-ciclodextrina,
rotagdo Optica especifica e configuracdo do enantidmero dos produtos de transesterificagdo de alcoois
alilicos secundarios com acetato de vinila catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia LTEB11
imobilizada em hexano.

Produto tr (min) Rotagdo especifica [ a]zg ) Configuragio
(1)-acetato 31,8 +3,0 R)
(2)-acetato 44,0 +25.3 (R)
(3)-acetato 45,4 +50,0 R)
(4)-acetato 12,7 nd S
(5)-acetato 22,2 nd S
(6)-acetato 28,3 -1,0 ©)

* [oc]§ = rotagdo especifica da amostra em cloroférmio a 20 °C.
tr = tempo de reten¢do (min)
nd = ndo determinado

Todos os resultados de rotagdo especifica obtidos foram semelhantes aos apresentados
por Oliveira (2007), quando sdo comparados os mesmos excessos enantioméricos para as duas
amostras. O que se pode observar ¢ que os sinais foram invertidos quando sdo considerados
os substratos (TABELA 5.3) e os respectivos produtos de transesterificagdo (TABELA 5.4), o
que esta de acordo com a transesterificagdo preferencial de um dos enantidmeros e
conseqliente abundancia relativa do outro como substrato.

Com estes dados, por comparagdo com os obtidos por Oliveira (2007), as
configuracdes absolutas das amostras (R ou S) foram obtidas. As configuragdes absolutas
determinaram que as reagoes de transesterificacdo dos alcoois alilicos propostos com acetato
de vinila catalisadas pela lipase de B. cepacia LTEB11 seguiram a regra de Kazlauskas e col.
(1991). Por esta regra, o ataque nucleofilico preferencial do doador de acila ocorre no
oxigénio do alcool que estd para tras do plano (FIGURA 4.2, pag. 53). Como resultado de
reacdo, o produto (R) ou (S) ¢ originado, dependendo do tamanho do grupo substituinte R
presente no substrato (TABELA 4.1), de forma que os produtos dos alcoois aromaticos tém a

configura¢do R como maior abundancia relativa e os alifaticos t€ém a configuracao S.
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5.2.2 Triagem de substratos para resolugdo cinética por reagao de transesterificagdo catalisada

pela lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11

Inicialmente, foi realizada uma triagem dos substratos a serem resolvidos por catalise
enzimdtica por reagdes de transesterificacdo. Kazlauskas e col. (1991) demonstraram a
importancia na diferenca do tamanho dos substituintes de &lcoois secundérios para o
reconhecimento quiral por lipases. Baseado nesta diferenga de tamanho entre os substituintes,
seis alcoois foram propostos (TABELA 5.5). Foram utilizadas as preparagdes enzimaticas
livre e imobilizada em Accurel, com exce¢do do substrato 1-octen-3-ol, para o qual foi
utilizada somente a enzima imobilizada. As amostras foram analisadas por CG a cada 24 h
para determinagdo do tempo em que houvesse conversdo de aproximadamente 50%, o que
corresponde ao maximo de rendimento tedrico para a resolucdo cinética, visto que o substrato
¢ um racemato (GHANEM, 2007). A partir deste tempo, foram determinados os valores de
razdo enantiomérica para cada reagdo pela utilizacdo da Equacao 4.2, proposta por Chen et al.

(1982).

TABELA 5.5 - Transesterificagdo de alcoois alilicos secundarios catalisada pela lipase de
Burkholderia cepacia LTEB11.

Lipase Substrato tempo C ee ee, E°
R.S) R ) %)’

Livre 1-fenilprop-2-en-1-ol (rac-1) 120 50 82,0 (S) 74 (R) 17,0

Livre p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) 96 50 77,0 (S) 7,6 (R) 18,2

Livre (m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol (rac-3) 120 - rac - -

Livre 5-metilhex-1-en-3-ol (rac-4) 72 6,2 4,0 (R) 60,0 (S) 4,2

Livre 1-nonen-3-ol (rac-6) 72 41 24,4 (R) 35,2(S) 2,1
Imobilizada 1-fenilprop-2-en-1-ol (rac-1) 120 37 57,6 (S) 93,6 (R) 54,2
Imobilizada p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) 120 42 68,0 (S) 92,8 (R) 54,6
Imobilizada  (m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol (rac-3) 120 34 46,8 (S) 92,0 (R) 38,1
Imobilizada 5-metilhex-1-en-3-ol (rac-4) 120 13 10,8 (R) 71,6 (S) 6,7
Imobilizada 1-octen-3-ol (rac-5) 120 47 50,0 (R) 55,4 (S) 5,6
Imobilizada 1-nonen-3-ol (rac-6) 120 66 442 (R) 22,4 (S) 23

* Condig¢oes: 0,5 mmol de substrato, 22 mmol de acetato de vinila, 450 U de enzima, hexano, 37°C,
180 rpm. Onde: - corresponde a auséncia e rac corresponde a racemato.

* Conversao calculada a partir dos excessos enantioméricos do substratos (ee;) e do produto (ee,).

® Excesso enantiomérico determinado por CG.

“Razdo enantiomérica determinada pela Equagdo de Chen et al. (1982).
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Na TABELA 5.5 ¢ possivel observar que os melhores resultados foram obtidos com a
lipase imobilizada para os substratos p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) e 1-fenilprop-2-en-1-
ol (rac-1), com percentagens de conversdo em torno de 40%, respectivamente, excessos
enantioméricos do produto em torno de 93%, em 120 h de reacdo, e os maiores valores de E
(aproximadamente 54).

Os dados mostram que o grupo substituinte R ligado ao carbono assimétrico influencia
a enantiosseletividade da enzima. A razao enantiomérica da enzima (E) foi 10 vezes maior
com os substratos aromaticos (rac-1, 2 e 3) do que com os alifaticos (rac-4, 5 e 6), em média,
para ambas as preparagdes enzimaticas (livre e imobilizada). Trabalhos com lipases
comerciais também apresentaram a mesma preferéncia para os substratos aromdticos em
relagdo aos alifaticos. Oliveira (2007), utilizando CAL-B (lipase B de C. antarctica) relatou
um valor de E aproximadamente 4 vezes maior para o substrato rac-1 do que para o rac-4,
calculados com base nos excessos enantioméricos relatados. Com a utilizacdo da lipase
Amano PS (P. cepacia), o E para o substrato alcool alilico secundario com radical n-butil foi
de 10,6, enquanto que o substrato com radical benzil o E foi maior que 150 (CHOJINACKA;
OBARA; WAWRZENCZY, 2007). Os autores sugerem que esta diferenca pode ser explicada
pelo melhor ajuste dos substratos aromaticos ao sitio ativo da enzima.

Na presenca de um radical alifatico ramificado (rac-4), E foi maior em
aproximadamente trés vezes em relacdo a um linear (rac-6) utilizando a preparagdo
imobilizada. Esta mesma razao foi obtida com os grupos substituintes iS0-butil (ramificado) e
n-butil (linear) para a enantiosseletividade da lipase Amano PS (P. cepacia, comercial) por
Chojnacka; Obara e Wawrzenczy (2007). A enantiosseletividade da lipase livre também foi
afetada pela presenca de um radical carbonico linear (rac-6), embora em menor escala,
apresentando duas vezes maior E em relacdo ao radical ramificado (rac-4). Além disso, o
aumento da cadeia alifatica de cinco para seis atomos de carbono no radical (comparagao
entre os substratos rac-5 e 6 na preparagao imobilizada), diminuiu o valor de E (em
aproximadamente 2,5 vezes), provavelmente devido a impedimento estérico, pois as cadeias
alifaticas lineares sdo maiores e dificultam o ajuste no sitio ativo, de acordo com o que foi
sugerido por Chojnacka; Obara e Wawrzenczy (2007) para a resolugdo de alcoois alilicos
secundarios catalisadas por lipases comerciais.

Verificou-se também que, com a enzima livre, ndo houve formagdo de produtos

mesmo apos 120 h de reacdo com o substrato (m-metoxifenil)-prop-2-en-1-ol (rac-3). Isto
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pode ter ocorrido pela formagdao grumos no meio reacional (verificados visualmente), por
provavel desnaturagdo protéica, que podem ter diminuido a dispersao das moléculas de
enzima e impedido a reacao.

Para cada experimento citado na TABELA 5.5, embora tenha sido mostrado o
resultado onde se obteve conversao mais proxima possivel de 50%, as amostras foram
coletadas a cada 24 h e analisadas, obtendo-se a cinética para cada reacdo. A partir destas
analises, foi observado que os valores calculados de razdo enantiomérica (E), com a equagao
de Chen et al. (1982), variaram ao longo do tempo, conforme apresentado na FIGURA 5.2.
Esta variagdo ndo era esperada, pois este pardmetro enzimdtico ¢ uma constante de
especificidade da enzima e, portanto, deve manter-se constante ao longo de toda a reagao,

desde que ndo seja alterado o meio reacional (STRAATHOF; JONGEJAN, 1997).
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FIGURA 5.2 - Variagdo da razdo enantiomérica (E) determinada pela equagdo de Chen et al. (1982)
em relagdo ao tempo (h) para as reag¢des de transesterificagdo com a lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada (450 U) e dos substratos: 1-fenilprop-2-en-1-ol () e p-clorofenilprop-2-en-1-ol (m), (M-
metoxifenil)prop-2-en-1-ol (A) e 5-metilhex-1-en-3-ol (x). Condi¢des reacionais: 450 U de enzima
imobilizada; 0,5 mmol de substrato; 22 mmol de doador de acila - acetato de vinila; hexano; 37°C; 180
rpm.

Algumas simulacdes foram feitas para testar a confiabilidade do valor de E dada pela
equacdo de Chen et al. (1982). Observou-se que pequenas alteragdes na determinagdo das
porcentagens relativas de cada enantidmero originavam uma variagdo relativamente alta no

valor estimado de E. A conclusdao destas simulagdes foi que era arriscado fazer uma
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estimativa de E com base em dados de uma amostra coletada em um tnico ponto (tempo),
como ¢ o caso da determinacdo de E pela equacdo de Chen et al. (1982). Por isso, foi
desenvolvido um método que se baseasse em varias amostras coletadas ao longo da reacao,
onde o E ¢ determinado pelas fragdes molares dos substratos e produtos em relagdo a
conversao (FIGURA 5.3). Este método esta descrito no item 4.4.3.1 de Materiais e Métodos e

maiores detalhes estdo nos Apéndices 1 e 2.
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FIGURA 5.3 - Ajuste o modelo matematico desenvolvido (linhas) aos dados experimentais (pontos).
Onde: (A) representa os dados experimentais do enantidmero de reacdo mais lenta do substrato e (X)
do do enantidmero de reacdo mais rapida do substrato; ( - ) representa o ajuste das equagdes por
regressdao nao linear do do enantiomero de reagdo mais lenta do substrato e (--) do enantiomero de
reacdo mais rapida do substrato. A, B, C e D representam o ajuste aos dados experimentais de
transesterificagdo de 1-fenilprop-2-en-1-ol (E = 64), p-clorofenilprop-2-en-1-0ol (E = 59), (m-
metoxifenil)prop-2-en-1-ol (E = 42) e S-metilhex-1-en-3-ol (E = 7), respectivamente. Condic¢des
reacionais: 450 U de enzima imobilizada; 0,5 mmol de substrato; 22 mmol de doador de acila - acetato
de vinila; hexano; 37°C; 180 rpm.

A FIGURA 5.3 mostra que, utilizando o novo método de célculo de E, este parametro
permanece constante, pois caso houvesse uma variagdo em E durante o experimento, a linha
do modelo ndo teria se ajustado em todos os pontos. A varia¢dao aparente de E em FIGURA
5.2 deve ser um artefato da falta de confiabilidade do uso da equacao de Chen et al. (1982). A

partir destes resultados, este modelo foi utilizado em todas as reacdes seguintes para
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determinar a razao enantiomérica, parametro utilizado para descrever a enantiosseletividade

da lipase de B. cepacia LTEBI11.

5.3 INFLUENCIA DOS PARAMETROS QUE AFETAM A ENANTIOSSELETIVIDADE
DA LIPASE DE Burkholderia cepacia LTEB11

Nestes experimentos, foram avaliados os efeitos da imobilizag¢do, da temperatura, do
solvente e da quantidade da enzima adicionada ao meio reacional nos parametros de

velocidade de conversao e enantiosseletividade da lipase de B. cepacia LTEBI11.

5.3.1 Efeito da imobilizagao

O primeiro efeito avaliado foi o da imobilizac¢do, pois os resultados apresentados na
TABELA 5.5 ja mostraram que este era um parametro importante na resolugdo de alcoois
secundarios. Para a comparacdo das duas diferentes preparagdes enzimaticas, ou seja, enzima
livre e imobilizada, foram utilizados os trés substratos que apresentaram os melhores
resultados anteriormente: rac-1, rac-2 e rac-4 (respectivamente, 1-fenilprop-2-en-1-ol, p-

clorofenilprop-2-en-1-ol e 5-metilhex-1-en-3-ol) (FIGURA 5.4).
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FIGURA 5.4 - Influéncia da imobilizacdo na razdo enantiomérica (A) e velocidade de conversdo (B)
na resolugéo cinética de alcoois alilicos secundarios catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia
LTEBI11. Condigdes reacionais: enzima (450 U); substratos (0,5 mmol): 1-fenilprop-2-en-1-ol (rac-1,
cinza), p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2, preto) e 5-metilhex-1-en-3-ol (rac-4, branco); 22 mmol de
doador de acila - acetato de vinila; hexano; 37°C; 180 rpm.

Como pode ser observado na FIGURA 5.4 A, a imobilizagdao da enzima aumentou de
1,8 a 3,4 vezes o valor de E para os substratos rac-4 (4 para 7), rac-2 (18 para 60) e rac-1 (19
para 64). Este aumento de E com a imobilizagdo j& foi reportado na literatura, embora o
fenomeno mais comum seja o da reducdo da enantiosseletividade (CHEN; TSAI 2000). Yu et
al. (2007a) obteve E duas vezes maior quando a lipase de Pseudomonas sp. foi imobilizada

SBA-15 (um suporte a base de silica) para a resolu¢do de 2-octanol. Em um outro trabalho, o
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valor de E para a hidrélise de mandelato de metila aumentou de 20 para 300 com a
imobilizacao i6nica em polietilenimina (PEI) e de 10 para 40 com a imobilizagdo em octyl-
sepharose da lipase de C. rugosa (PALOMO et al., 2002). Segundo estes autores, este efeito ¢
normalmente atribuido as mudangas conformacionais provocadas pela adsor¢do no suporte,
pelas interagdes fracas suporte-proteina que afetam a rigidez protéica e o ambiente reacional.
Estas alteragdes na conformagdo, por sua vez, influenciam as propriedades cataliticas de
atividade, especificidade e enantiosseletividade. Em relacdo a enantiosseletividade, a restri¢cao
de mobilidade de enzimas na presenca do suporte pode diminuir a reatividade com o
enantiomero lento. Este enantidmero ¢ aquele que forca seu substuinte maior ligado ao
carbono assimétrico (ligado ao grupo hidroxila) a se encaixar na cavidade menor do sitio ativo
da enzima, como apresentado na FIGURA 2.10. Com a rigidez protéica quando ¢ enzima ¢
adsorvida no suporte, o enantiomero lento (de reagdo mais lenta) ¢ mais impedido
estericamente de interagir com a enzima. Este fato aumenta, consequentemente, a reatividade
com o enantidomero rapido (de reagao mais rapida), aquele que seu substuinte maior se liga a
cavidade maior do sitio ativo, o que aumenta E (FITZPATRICK; KLIBANOV, 1991).

Em contrapartida, houve redugcdo da velocidade de conversdo (%/h) com a
imobilizacao de 56, 22 e 43% para os substratos rac-1, 2 e 4, respectivamente (FIGURA 5.4
B). Esta menor velocidade de reacdo com a enzima imobilizada pode ser devida a menor
difusdo do substrato na presenga do suporte (efeito difusional). Com a enzima imobilizada, a
presenca do suporte dificulta a agitacdo do meio reacional, em comparacdo com utilizagdo de
enzima livre no mesmo volume reacional. Outra contribui¢do para a restri¢ao de difusdo neste
sistema € que as moléculas do substrato podem ser adsorvidas por interacdes fracas em poros
da superficie do suporte que ndo contenham enzimas, diminuindo a concentrag¢ao de substrato
no meio reacional, acarretando em diminui¢do da velocidade de conversdo. A adsor¢ao do
substrato no suporte ja foi descrita como sendo mais pronunciada quando o material ¢
hidrofobico e poroso, como o Accurel (SABBANI et al., 2006; SALIS et al., 2003). Além
disso, a redugdo na flexibilidade provocada pela imobilizagdo pode ndo somente afetar a
enantiosseletividade, como também resulta em uma energia de ativacdo maior para a reacao,
com consequente redugdo na eficiéncia de catalise (BAYRAMOGLU et al., 2004).

Considerando que o critério mais importante na resolugdo ¢ uma alta
enantiosseletividade, a preparacdo imobilizada foi selecionada para avaliar os efeitos dos

outros fatores que afetam E, apesar da diminui¢do da velocidade de conversdo. Além disso,
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sdo reconhecidas as vantagens da utilizagcdo de enzimas imobilizadas: possibilidade de realizar
processos continuos, a facilidade em separar o biocatalisador do produto de reagdo e a
possibilidade de reciclagem da enzima, o que aumenta a viabilidade econdmica dos processos

biocataliticos que utilizam esta preparagao (SALIS et al., 2003).

5.3.2 Efeito da temperatura

Diferentes reacdes catalisadas pela mesma enzima geralmente possuem diferentes
energias de ativacdo e a seletividade enzimatica pode depender, portanto, da temperatura, uma
vez que a energia de ativagdo varia com a temperatura (PERSSON et al., 2002a). Para avaliar
este efeito na resolugdo de alcoois alilicos secundarios, rac-1, 2, 3 e 4 foram submetidos a
reagdo de transesterificagdo com acetato de vinila catalisada pela lipase de B. cepacia
LTEBI11 imobilizada e os resultados de velocidade de conversao (FIGURA 5.5) e razao

enantiomérica (FIGURA 5.6) foram avaliados.
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FIGURA 5.5 - Influéncia da temperatura na velocidade de conversdo (%/h) da resolucdo cinética
catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em Accurel MP1000”. Condig¢des
reacionais: enzima (450 U); 22 mmol de doador de acila — acetato de vinila; substratos (0,5 mmol de
cada): 1-fenilprop-2-en-1-ol (rac-1,#) e p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2,®), (m-metoxifenil)prop-2-
en-1-ol (rac-3,A) e 5-metilhex-1-en-3-ol (rac-4, x); hexano; 180 rpm.

A FIGURA 5.5 mostra que o efeito da temperatura na velocidade de conversao

depende de substrato utilizado. Com o substrato rac-3 houve aumento da velocidade da
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reacdo entre 37 e 45°C. Este aumento pode ser explicado pelo aumento do nimero de colisdes
entre as moléculas de substrato ¢ enzima, com aumento da velocidade da formagao de
complexo enzima-substrato quando a temperatura da reacdo ¢ elevada. A diminui¢do
gradativa da velocidade de conversdao com o aumento da temperatura para os substratos rac-1
(perda de 41% com aumento de 16 °C) e rac-4 (perda de 48% com a variagdo da temperatura
de 29 para 37°C) pode ter ocorrido pelo rompimento das interacdes intramoleculares nao-
covalentes induzidas pelas vibracdes térmicas, que pode afetar a conformacdo enzimatica.
Esta alteracdo conformacional pode ter ocorrido de forma que a proteina assuma outra
conforma¢do que tenha uma atividade menor, como sugerido por Yu et al. (2007a) para
explicar a diminui¢ao na velocidade de conversao a partir de 40°C para a reagdo de hidrélise
de acetato de mentila catalisada pela lipase de B. cepacia ATCC 25416. Para o substrato rac-
2, pode-se considerar que ndo houve variagdo de velocidade de conversdo entre 29 e 45°C,
assim como ocorreu para o substrato rac-4 de 37 a 45°C. A manutengdo da velocidade de
conversao com o aumento da temperatura também foi reportada para a reagao de
transesterificacdo do 4alcool benzilico com acetato de vinila catalisada pela lipase de P.
cepacia MTCC 5113 entre as temperaturas 30 a 60°C (SINGH et al., 2008). O substrato rac-2
proporcionou maior estabilidade da enzima tanto para o efeito da temperatura quanto para o
efeito da imobilizagdo (FIGURA 5.4 B), com a velocidade de conversdo mantendo-se
praticamente constante com a variagdo da temperatura. O aspecto da estabilidade enzimatica
pode ser considerado pois a determinagdo da velocidade de conversdo ¢ baseada em uma
média de conversdo (%/h) em até 72 h de reagdo para este substrato.

Para a lipase de B. cepacia LTEBI11 imobilizada em Accurel, o efeito da temperatura
na enantiosseletividade também dependeu do substrato, dentro do intervalo de 29 a 45°C
(FIGURA 5.6). O valor de E diminuiu com o aumento da temperatura para os substratos rac-2
e 3 (aproximadamente 55%), aumentou com o substrato rac-4 (aproximadamente trés vezes) e
apresentou o maior valor para a temperatura de 37°C com o substrato rac-1.

No que diz respeito a enantiosseletividade de lipases, para a maioria dos trabalhos na
literatura, seu aumento esté relacionado com a diminui¢ao da temperatura de reacio (WANG
et al., 2008a; SAKAI, 2004; CHEN; TSAI, 2000). Entretanto, existem exemplos para os quais

a enantiosseletividade aumenta com o aumento da temperatura (PERSSON et al., 2002a).
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FIGURA 5.6 - Influéncia da temperatura na enantiosseletividade da resolucdo cinética catalisada pela
lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11 imobilizada em Accurel MP1000®. Condig¢des reacionais:
enzima (450 U); 22 mmol de doador de acila — acetato de vinila; substratos: 1-fenilprop-2-en-1-ol
(rac-1,¢) e p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2,® ), (m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol (rac-3,A ) e 5-
metilhex-1-en-3-ol (rac-4, x); hexano; 180 rpm.

Para explicar a dependéncia do substrato para o valor de E da enzima com o aumento
da temperatura, no presente trabalho foram feitas analises termodinamicas, baseadas nas
analises de Phillips (1996), que estudou o efeito da temperatura na oxidag¢dao de alcoois
racémicos catalisada por uma dlcool desidrogenase. Estas andlises estdo descritas a seguir.

Sabendo que a razdo enantiomérica (E) depende da variagdo da energia livre

diferencial de ativagdo, como descrito pela Equacdo 2.2, podemos escrever que:

AAG* =—RTInE (5.1)

onde R ¢ a constante dos gases com valor de 8,31 J/mol.K e T ¢ a temperatura em K (Kelvin).

AAG”, por sua vez, pode ser descrito em termos de dois outros fatores
termodindmicos. O primeiro fator ¢ a diferenca na entalpia de ativagdo entre os dois
enantiomeros. Esta diferenca é chamada de entalpia diferencial de ativagdo e ¢é representada
por AAH”. O segundo fator envolve a diferenca na entropia de ativagdo entre os dois
enantiomeros. Esta diferenca, assim como a anterior, ¢ chamada de entropia diferencial de

ativacio e ¢é representada por AAS™. A relagio dos fatores com AAG™ ¢ dada por Equagdo 5.2:

AAG” = AAH” —T.AAS* (5.2)
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Desta forma, pode-se relacionar os parametros termodindmicos com a razao

enantiomérica pela Equagao 5.3:

_AAS*  AAH” (5.3)
RT

InE

onde In E corresponde ao logaritmo neperiano de E.
A Equagdo (5.3) representa a equagdo de uma reta, com coeficiente angular de
AAH”/R e coeficiente linear de AAS™/R. A FIGURA 5.6 apresenta o grafico In E versus 1/T

para os varios substratos estudados no presente trabalho.

0 T T T T
0,00312 0,00317 0,00322 0,00327 0,00332

1T (K1)

FIGURA 5.7 - Correlagio entre InE (logaritmo neperiano de E) e 1/T (K') para a resolugdo dos
substratos:  1-fenilprop-2-en-1-ol (rac-1,¢) e p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2,m ), (m-
metoxifenil)prop-2-en-1-ol (rac-3A) e 5-metilhex-1-en-3-ol (rac-4, x).

A partir destes parametros termodinamicos, € possivel determinar a temperatura na
qual ndo existe enantiosseletividade para cada substrato. Nesta temperatura, os efeitos de
entalpia e entropia sdo cancelados e o valor de E ¢ igual a 1. Matematicamente, esta
temperatura corresponde ao intercepto da linha na abscissa. Esta temperatura ¢ a chamada

temperatura racémica e ¢ definida como (Equagao 5.4):

T _AaH

== (5.4)
" AAS”?
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Dependendo se a reacdo ocorre acima ou abaixo desta temperatura racémica, uma
diminuicdo da temperatura reacional causara uma diminui¢do ou um aumento na
enantiosseletividade (PERSSON et al., 2002a).

Os parametros termodinamicos, AAG™ a 29°C (302 K), AAH” e AAS”, as temperaturas
racémicas (T;) e o valor de E também a 29°C estimados para os substratos rac-2, 3 e 4 estao

apresentadas na TABELA 5.6.

TABELA 5.6 - Parametros termodindmicos para a resolucdo dos alcoois alilicos secundarios p-
clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2), (m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol (rac-3) e 5-metilhex-1-en-3-ol (rac-4)
catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11 imobilizada em Accurel.

substrato E AAG” AAH? TAAS” AAST T,
302K  (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (J/mol.K) (°C)
302K 302K
rac-2 69,4 -10,8 37,2 26,4 -87,3 153,1
rac-3 63,6 -10,4 -39,9 29,5 -97.5 135,8
rac-4 2,3 2.5 58,7 61,2 202,5 16,8

*Condicdes reacionais: 450 U de enzima imobilizada; 0,5 mmol de cada substrato; 22 mmol de doador
de acila — acetato de vinila; hexano.

AAG” (kJ/mol) = energia livre diferencial de ativagio

AAH? (kJ/mol) = entalpia diferencial de ativagio

AAS? (J/mol.K) = entropia diferencial de ativagdo

T, = temperatura racémica

Em geral, as contribuigdes da entalpia e da entropia se contrapdem, sendo ambas
positivas ou negativas. Assim, o enantiomero favorecido por entalpia ¢ desfavorecido por
entropia e vice-versa (GHANEM, 2007).

Para os trés substratos, foi observada uma significante contribui¢do da entropia
diferencial de ativacdo. De fato, o termo entrépico (TAAS?) foi aproximadamente 70% do
termo entlpico (AAH®) em AAG” para rac-2 e 3. Os resultados indicam que a
enantiosseletividade da lipase (representada por E) para os substratos rac-2 e 3 é governada
pela diferenca de entalpia de ativacao, dados os maiores valores absolutos, que se origina da
diferenca das interagdes estéricas e eletronicas entre os enantidmeros rapido (R) e lento (S) no
estado de transicdo. Estas interagdes sdo dependentes tanto da enzima quanto do solvente
utilizado (GHANEM, 2007; SAKAI 2004).

Por outro lado, para o substrato rac-4, pode-se considerar que a enantiosseletividade ¢é
governada tanto pela diferenca de entalpia na ativagdo quanto pela diferenca de entropia na

ativacdo, ja que o termo entropico foi quase igual ao termo entélpico. A diferenca na entropia
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de ativagdo estd associada as mudangas conformacionais, que envolvem a organizacao das
moléculas, durante o ajuste do substrato no sitio ativo. A enantiosseletividade da lipase por
este substrato ¢, portanto, dependente tanto das diferencas interacdes estéricas e eletronicas,
quanto das diferengas entre os graus de liberdade conformacional dos enantiomeros no sitio
ativo da enzima (GHANEM, 2007; FABER, 2000).

Como apresentado na FIGURA 5.6 e TABELA 5.6, abaixo da temperatura racémica
(T;), o maior termo na energia livre diferencial ¢ a entalpia (Equagdes 5.2 € 5.3) e a enzima
catalisa uma reagdo com, preferencialmente, o enantiomero favorecido por este termo e, desta
forma, a enantiosseletividade diminui com o aumento da temperatura. Diferentemente, acima
da T, a maior contribuigdo para a energia livre diferencial ¢ a entropia e a
enantiosseletividade ¢ pelo enantiomero favorecido por este parametro, ocorrendo aumento de
E com aumento da temperatura. Ambos os fenomenos j4 sdo bem descritos na literatura
(GHANEM, 2007). Em outras palavras, para os substratos em que as reagdes ocorreram
abaixo de sua T; (rac-2 e 3, cujos valores de T; sdo 153 e 136 °C, respectivamente), com o
aumento da temperatura ocorre diminui¢do da enantiosseletividade. Contrariamente, com o
substrato rac-4 ocorre aumento da enantiosseletividade com o aumento da temperatura, pois
as temperaturas avaliadas estdo acima da T; calculada (16,8 °C).

Estes parametros termodinamicos ndo puderam ser determinados para o substrato rac-
1, j& que uma das temperaturas estudadas, 37°C, foi aparentemente a temperatura de inversao
(Tinv), pois até este ponto existiu aumento da enantiosseletividade com o aumento da
temperatura e, a partir deste, ocorreu diminuicdo da enantiosseletividade em relagdo a
temperatura de 29°C. Sakai (2004) e Cainelli et al. (2003) sugeriram que este efeito da
temperatura de inversdo depende das interagdes enzima-substratos. Estas intera¢des sdo
diferentes para cada complexo enzima-substrato, abaixo e acima da Ti,,. Em temperaturas
abaixo da Tiy, 0 valor de AAG™ para a reagdo com cada enantidmero ¢ maior do que este valor

em temperaturas acima da T;,, (CAINELLI et al., 2003).
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5.3.3 Efeito da quantidade de enzima

Para avaliar os efeitos da quantidade de enzima e do solvente na enantiosseletividade,
foi escolhido o substrato (R,S)-p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2). Este foi o substrato que
apresentou o mais alto valor de E e de velocidade de conversdo a 29°C e também apresentou
um possivel efeito protetor da atividade enzimatica, tanto nos estudos de imobiliza¢do quanto
nos de temperatura, com diminuicao de 22% com a imobilizagdo e manutenc¢ao de velocidade
de conversdo em todas as temperaturas avaliadas.

Com a finalidade de avaliar a influéncia da quantidade de enzima no meio reacional na
velocidade de conversdo, diferentes quantidades de enzima (em unidades determinadas pelo
método de hidrolise do pNPP, item 4.5.1.1) foram adicionadas ao meio reacional para a

resolugdo cinética de (R,S)- p-clorofenilprop-2-en-1-ol a 29°C (FIGURA 5.7 ¢ 5.8).
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FIGURA 5.8 - Relagdo entre excesso enantiomérico do substrato (ees) e conversdo (%) com diferentes
quantidades da lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11 imobilizada em Accurel no meio reacional.
Condig¢des reacionais: 0,5 mmol de p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2, substrato); 22 mmol de doador
de acila — acetato de vinila; hexano; 29°C; 180 rpm. Quantidade de enzima (U) imobilizada: 250 (#),

450 (m), 675 (a), 900 (*) e 1350 (®).

A FIGURA 5.8 mostra que a quantidade da enzima imobilizada adicionada a reagao
nao influenciou a enantioseletividade. Isto pode ser percebido pelo fato das relagdes entre
porcentagem de excesso enantiomérico de substrato (ees) e conversdo (%) terem sido

sobrepostas para as quantidades de enzima utilizadas. Se a quantidade de enzima tivesse
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influenciado a enantiosseletividade, a sobreposi¢ao nao teria acontecido. Isto ja ¢ esperado,
porque a enantioseletividade ¢ uma propriedade da enzima em si e nao deve ser influenciada
pela quantidade de enzima adicionada ao meio reacional, a menos que grandes quantidades de
enzima provoquem pertubagcdes no sistema que sejam capazes de causar alteragdes

conformacionais na proteina (STRAATHOF; JONGEJAN, 1997).
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FIGURA 5.9 - Influéncia da quantidade da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em
Accurel no meio reacional enzima imobilizada no meio reacional na velocidade de conversao (%/h) do

p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2). Condigdes reacionais: 0,5 mmol de substrato; 22 mmol de doador
de acila — acetato de vinila; hexano ; 29°C; 180 rpm.

O aumento da quantidade de enzima aumentou a velocidade da reagdo de 0,3 %/h com
225 U até 0,75 %/h com 675 U (450 mg da lipase imobilizada) no meio reacional; a partir
deste ponto, o dobro de quantidade de enzima aumentou apenas 15% a velocidade de
conversdo. Este resultado pode ser devido ao fato que grandes quantidades de suporte
diminuiram a eficiéncia da agitacdo do meio. Além disso, ainda existe o efeito difusional
causado na presenca de suporte. Como resultado, na presenga de menores quantidades de
suporte, a difusdo do substrato ¢ mais favorecida pela agitacdo do meio. A partir destes
resultados , o proximo efeito foi avaliado com a quantidade de enzima correspondente a 675
U, embora tenha ocorrido aumento de 1,25 vezes na velocidade de conversdo com o aumento
de 1,5 vezes na quantidade de enzima utilizada de 450 U (quantidade utilizada nas reagdes

anteriores) para 675 U. Esta diferenca de 17% de 0,75 %/h em relacdo a 0,9 %/h, que seria o
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esperado para uma relagdo linear com a 675 U de enzima, sugere que algum efeito difusional
do substrato ocorreu, ainda que ndo tenha sido tdo aparente para que esta quantidade seja

descartada.

5.3.4 Efeito do solvente no meio reacional

5.3.4.1 Efeito do tratamento prévio do solvente com peneira molecular

Até este ponto do trabalho, os solventes utilizados ndo recebiam nenhum tipo de
tratamento prévio para retirada da agua residual. Entretanto, em experimentos nos quais
quantidades controladas de 4agua foram adicionadas ao meio reacional, foi mostrado que a
enantiosseletividade ¢ afetada pela presenga desta agua (GOSWAMI; GOSWAMI, 2005).
Baseado nisso, foi feito um estudo preliminar para avaliar se a hidratagdo dos solventes tinha
influéncia na enantiosseletividade enzimatica. Para isso, foi realizado um tratamento prévio
dos solventes com peneira molecular 4A antes da realizagdo da resolugdo de (R,S)-p-

clorofenilprop-2-en-1-ol (FIGURA 5.10).
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FIGURA 5.10 - Razdo enantiomérica da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em
Accurel na transesterificagdo de (R,S)- p-clorofenilprop-2-en-1-ol em diferentes solventes organicos:
tratados (cinza) ou ndo (preto) com peneira molecular 4A por 48 h. Condigdes reacionais: 0,5 mmol de
substrato; 22 mmol de doador de acila — acetato de vinila; 29°C; solventes: hexano, heptano, tolueno,
THF (tetrahidrofurano), DCM (diclorometano) e acetonitrila.
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A presenca de agua interferiu no valor de E da lipase, negativa ou positivamente,
dependendo do solvente: E aumentou ligeiramente (10%, em média) para os solventes
heptano, hexano, DCM e acetonitrila. Para tolueno e THF, o efeito foi contrario, ou seja,
houve uma diminui¢do de E com a retirada da dgua, sendo mais pronunciado para THF, onde
aumentou em aproximadamente 10 vezes a enantiosseletividade (FIGURA 5.10).

Para prevenir interferéncias de reagdes hidroliticas € como forma de padronizagdo dos
solventes para as reacdes, o tratamento prévio dos solventes com peneira molecular foi

utilizado para o estudo do efeito dos solventes que estd apresentado no proximo item.

5.3.4.2 Comparagao entre solventes organicos para a resolugao cinética

Solventes organicos tém sido utilizados como meios reacionais para
biotransformacdes enzimaticas em inumeros processos de sintese organica. As seletividades
das enzimas, incluindo enantio, regio e quimiosseletividades, sdo alteradas em diferentes
solventes o que normalmente ¢ atribuido as modificacdes das conformagdes da enzima
(alterag@o de estrutura e flexibilidade) causadas pelo estabelecimento de diferentes tipos de
interacoes enzima-solvente (SHEN et al., 2008).

Diferentes solventes organicos, os mesmos para os quais foi realizada a estabilidade
enzimadtica (item 5.1.3), foram utilizados como meio reacional para a transesterificacdo de
(R,S)-p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) com acetato de vinila catalisada pela lipase. Para
avaliar a influéncia do solvente na resolucdo cinética foram utilizados os parametros de

enantiosseletividade e velocidade de conversdao (TABELA 5.7).
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TABELA 5.7 - Razdo enantiomérica (E) e velocidade de conversdo da lipase de Burkholderia cepacia
LTEBI1 imobilizada em Accurel na transesterificagdo de (R,S)- p-clorofenilprop-2-en-1-ol em
diferentes solventes organicos.

Solvente orgimico Razdo enantiomérica Velocidade de Conversao
(E) (%/h)

Acetonitrila 30£2 0,24 £ 0,01
Diclorometano 28+13 0,21 £0,11
Heptano 110 £ 24 0,71 £0,08
Hexano 752 0,87 £0,09
Tetrahidrofurano 47 £20 0,14 + 0,02
Tolueno 69+ 11 0,30+ 0,02

* Condig0es reacionais: 675 U de enzima imobilizada; 0,5 mmol de substrato; 22 mmol de doador
de acila — acetato de vinila; solventes mantidos em peneira molecular 4A; 29°C; 180 rpm.

A TABELA 5.7 mostra que o solvente utilizado na reagdo afeta intensamente tanto a
velocidade de conversdo quanto a enantiosseletividade da lipase estudada. Os melhores
resultados, quando sdo levados em consideragdo ambos os parametros, foram obtidos para os
solventes apolares heptano [E =110, ¢ = 0,71 (%/h)] e hexano [(E =75, ¢ = 0,87 (%/h)].
Quando foram utilizados solventes polares, como acetonitrila, diclorometano, tetrahidrofurano
e tolueno, tanto a velocidade de conversdao quanto o valor de E foram menores quando
comparados com os solventes apolares, com redu¢do de aproximadamente 80% na velocidade
de conversdao em relacdo ao hexano. Estas diminui¢des de velocidade de conversdao de E
podem ser explicadas, preliminarmente, pela diferenca de polaridade dos solventes. A maior
afinidade da 4gua de hidratagdo da estrutura protéica pelos solventes polares do que pela
enzima faz com que esta dgua residual seja retirada. Na retirada desta dgua residual pode
haver alteracdo da conformagdo nativa da enzima, que afeta sua atividade e seletividade
(SHEN et al., 2008; CHUA; SARMIDI, 2006).

Para explorar possiveis correlacdes entre a enantiosseletividade e os parametros do
solvente, os valores de E obtidos foram investigados em fungdo das propriedades fisico-
quimicas de log P (A), constante dielétrica (B) e volume molecular (C) de cada solvente
(FIGURA 5.11).

A FIGURA 5.11 mostra que o valor de E esta correlacionado com as trés propriedades

fisico-quimicas dos solventes utilizados e que os melhores solventes para a reagdo
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enantiosseletiva foram heptano, hexano e tolueno. O valor de E foi correlacionado
positivamente ao valor de log P e com o volume molecular dos solventes, com os maiores
valores (E = 100) obtidos para log P = 4 ¢ volume molecular de 243,4 A°, correspondentes ao
heptano (FIGURA 5.11A,C). Ja para a constante dielétrica, a correlagcdo foi inversa, ou seja,
ocorreu uma diminuicdo de E com o aumento dos valores deste parametro (5.11B). Os
paragrafos a seguir exploram cada uma destas correlacdes, separadamente.

Dentre os parametros que sao usados para caracterizar as propriedades fisico-quimicas
dos solventes, o log P ¢ o mais utilizado para a escolha do solvente. Primeiro, porque este
parametro ¢ uma medida direta da hidrofobicidade; segundo, porque seu valor pode ser
facilmente determinado por método padrido ou calculado com base nas constantes
hidrofobicas tabeladas; e terceiro, devido a sua sensibilidade a pequenas diferencas de
polaridade das moléculas (CHUA; SARMIDI, 2006).

A FIGURA 5.11A mostra que a relacdo entre E e valor de log P do solvente utilizado
possui duas regioes: (1) em solvente com log P abaixo de 2 (polares) houve pouca influéncia
na enantiosseletividade e (2) em solventes com log P acima de 2 (log P 2,5 a 4,0) pode ser
observada uma correlacdo positiva com E. A manutencdo de valores baixos de E em solventes
com log P -0,33 (acetonitrila), 0,5 (tetrahidrofurano) e 1,0 (diclorometano) pode ser devida a
perda de conformacgdo nativa da enzima, conforme anteriormente explicado, o que explica a
baixa enantiosseletividade nos solventes polares (CHUA; SARMIDI, 2006). A correlagao
positiva na regido de log P acima de 2 também foi apresentada por algumas resolugdes
cinéticas catalisadas por lipases em sistemas com diferentes substratos e condi¢des reacionais
(YU et al., 2007a; SINGH; BANERIJEE, 2007; HIRAKAWA et al., 2005; CERNIA et al.,
1998). Esta correlacao significa que um aumento da hidrofobicidade do solvente favoreceu a
ligagcdo do enantidmero rapido (R) no sitio ativo da enzima. Este resultado estd de acordo com
a regra proposta por Chen e Sih (1989), que concluiram que solventes com log P acima de 2
favorecem uma alta enantiosseletividade. Segundo esta regra, se solventes fortemente
hidrofébicos (com log P acima de 4) tivessem sido utilizados neste presente trabalho, E teria

sido maior ainda.



91

120 A

120 A

80

O T T T
0 10 20 30 40
constante dielétrica

120

75 100 125 150 175 200 225 250
volume molecular (A3)

FIGURA 5.11 - Efeito das caracteristicas fisico-quimicas do solvente organico na enantiosseletividade
da lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11 na resolugdo de (R,S)- p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2)
em relagdo ao log P (A), constante dielétrica (B) e volume molecular (C) dos solventes utilizados:
acetonitrila (¢), tetrahidrofurano (*), diclorometano (m), tolueno ( ®), hexano ( a) ¢ heptano (O).
Condig¢des reacionais: 675 U de enzima imobilizada; 0,5 mmol de substrato; 22 mmol de doador de
acila — acetato de vinila; 29°C; 180 rpm.
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A FIGURA 5.11B mostra que a enantiosseletividade (E) da lipase de B. cepacia
imobilizada diminui com o aumento na constante dielétrica dos solventes, mas com uma
caracteristica hiperbdlica, diferente das relacdes observadas para outros dois parametros. O
intervalo de constante dielétrica que proporcionou as maiores enantiosseletividades foi de 1,9
a 2,4, que inclui os solventes heptano, hexano e tolueno. Em relagdo ao heptano (constante
dielétrica 2) houve, em média, perda de 50% no valor de E na presenca do solvente com
constante dielétrica de 7,6 (tetrahidrofurano) e esta perda foi mais pronunciada a partir da
constante dielétrica de 9, correspondente ao diclorometano (75%), mesma redugdo ocorrida
com acetonitrila (37,5).

Esta correlacdo inversa entre E ¢ a constante dielétrica dos solventes também foi
encontrada por Fitzpatrick e Klibanov (1991) na transesterificagdo do alcool sec-fenetil com
butirato de vinila catalisada pela subtilisina Carlsberg (tipo VIII do Bacillus licheniformis). Os
autores afirmaram que esta correlacdo ¢ devida a alta rigidez conformacional da enzima em
solventes com baixa constante dielétrica. Esta alta rigidez protéica ¢ atribuida as interagdes
intramoleculares proteina-proteina mais fortes (pelo aumento da forca de atracdo entre
residuos de aminoéacidos com cargas opostas) do que em agua como solvente. A forca destas
interagdes ¢ inversamente proporcional a constante dielétrica dos solventes, como pode ser

observado pela Equagao de Coulomb (Eq. 5.5):

F — (q1q2) (55)

Dr?
onde F ¢ a forca de atragdo, q; € gz sdo as cargas com sinais opostos, D ¢ a constante dielétrica
do meio no espago entre as cargas e r ¢ a distdncia entre as cargas. Se as cargas forem de
mesmo sinal, F sera de repulsao.

Com a maior for¢a de interagdo eletrostatica entre as cargas opostas em solventes com
baixa constante dielétrica, maior a rigidez protéica. Por outro lado, em solventes com alta
constante dielétrica, esta forca de atracdo € menor, o que aumenta a flexibilidade da proteina
(TOUKONIITTY et al., 2003). Este aumento da flexibilidade enzimatica pode explicar a
diminui¢do da enantiosseletividade. Com maior flexibilidade protéica, a cavidade menor do
sitio ativo, que liga preferencialmente o substituinte menor do enantidmero (R) e liga o
substituinte maior do enantiomero (S) com dificuldade (FIGURA 2.10, p. 28), estara mais
relaxada. Este relaxamento protéico permite melhor interagdo com o substituinte maior do

enantiomero (S), o que resulta em menor enantiosseletividade.
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Uma explicacdo para a relagdo entre enantiosseletividade e constante dielétrica foi
sugerida por Peters e Bywater (1999) e por Biirgi e Baiker (1998). Nesta explicagdo, o
aumento na forca das interagcdes proteina-proteina em solventes de baixa constante dielétrica
favorece a abertura da tampa hidrofébica da lipase e a manutencdo da conformacgdo aberta.
Estes autores sugeriram que, com a manutengdo desta conformagdo enzimatica, a enzima fica
menos flexivel, dificultando, desta maneira, a entrada do substituinte maior do enantiémero
(S) dentro da cavidade menor do sitio ativo.

Como apresentado na FIGURA 5.11C, a enantiosseletividade da lipase em estudo estd
correlacionado com, além das outras duas caracteristicas dos solventes, o tamanho da
molécula de solvente, para o qual foi obtida uma correlagao positiva. Esta correlagdao positiva
também foi obtida para lipase B de C. antarctica por Ottonson e col. (2002) para a resolugdo
de 3-metil-2-butanol em diferentes solventes organicos. Em outro trabalho, esta correlagao foi
inversa para a enantiosseletividade da lipase termofilica (QLM) na resolu¢do de 2-octanol
(WANG et al., 2008a). Segundo estes autores, o tamanho da molécula de solvente influencia
no grau de liberdade conformacional do substrato no sitio ativo da enzima. Esta explicacao
ndo pode ser extrapolada para os resultados obtidos no presente trabalho, pois esta baseada na
maior contribui¢do da entropia para a enantiosseletividade, que foi o caso para os trabalhos
citados acima, mas ndo para o substrato usado no presente trabalho, onde a entropia nao foi o
efeito predominante (item 5.3.2). Para a resolucdo de (R,S)- p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2)
catalisada pela lipase de B. cepacia em hexano, a maior contribui¢do em E foi da entalpia
diferencial de ativagdo (TABELA 5.6). Seguindo o mesmo raciocinio que os autores
propuseram e extrapolando esta maior contribui¢ao da entropia para os outros solventes, pode
ser possivel explicar, empiricamente, que o tamanho da molécula de solvente influenciou de
forma direta na diferenca das interagdes estéricas e eletronicas entre os enantidmeros no sitio
ativo da enzima. O aumento do tamanho da molécula de solvente aumentou a diferenga da
entalpia de ativacdo para o estado de transi¢do de cada enantidmero (AAH”), o que causa um
aumento de E. Este efeito pode estar relacionado com a estrutura dos solventes. Nakamura et
al. (1995) sugeriram que aqueles solventes que tém suas moléculas mais facilmente
incorporadas nas cavidades do sitio ativo tendem a retardar mais a velocidade de ligagdo
efetiva do enantidmero lento. Segundo os resultados obtidos por estes autores com a lipase de
P. cepacia (Amano) na transesterificagdo do sulcatol, a enantiosseletividade foi maior em

solvente lineares do que em ramificados ou ciclicos. Para os resultados obtidos no presente
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trabalho, uma provavel explicagdo seria que as moléculas com maior volume molecular
estariam sendo incoporadas mais facilmente no sitio ativo da enzima, impedindo a entrada do
substituinte maior do enantiomero (S) na cavidade menor do substrato, diminuindo, por sua
vez, a reatividade com este enantidmero. Este impedimento do maior substituinte de S ¢
estérico, pelo grande tamanho da molécula de solvente, e eletronico pela repulsdo de cargas
de mesmo sinal, ja que estes solventes também possuem baixas constantes dielétricas. Desta
maneira o substituinte menor do enantidmero (R) teria maior facilidade para o encaixe nesta
cavidade menor, o que aumentaria a enantiosseletividade enzimatica em solventes com maior
tamanho molecular.

Com estes resultados, pode-se concluir que a enantiosseletividade da lipase na
resolu¢do de rac-2 foi correlacionada pela hidrofobicidade do solvente, pelas interagdes
proteina-proteina e pelo tamanho da molécula de solvente. Embora seja improvavel que estas
propriedades dos solventes atuem independentemente para afetar E, uma hipotese para
integrar os resultados obtidos pela FIGURA 5.11 A, B e C ¢ dificil por, principalmente dois
motivos. Primeiro, nenhum outro trabalho apresentou correlagdes com as trés propriedades
enzimaticas. Segundo, ¢ um sistema complexo e pode ter influéncia de outras propriedades
dos solventes que nao foram consideradas. Portanto, qualquer associa¢do que possa ser feita
para correlacionar E com estas trés propriedades conjuntamente ¢ meramente especulativa.

A partir dos resultados do efeito do solvente na enantiosseletividade e velocidade de
conversao ¢ ainda considerando a estabilidade desta enzima nestes solventes (FIGURA 5.1), o
hexano pode ser considerado o melhor solvente para a resolugdo de (R,S)- p-clorofenilprop-2-
en-1-ol (rac-2). Embora a maior enantiosseletividade tenha ocorrido com o heptano, as
reacOes realizadas com este solvente apresentaram um maior erro nas repeti¢des (desvio
padrao de aproximadamente 20) e velocidades de conversdo menores (20%) do que com
hexano. Além disso, em sintese organica, o hexano ¢ mais utilizado que o heptano pelo seu
ponto de ebuli¢dao ser mais baixo (69 °C para o hexano e 98°C para heptano), o que facilita a

separacdo e purificacdo do produto.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram conlcuir que:

* A lipase de B. cepacia LTEBI11 mostrou-se estavel (90%, 12 h) em solventes

hidrofobicos e hidrofilicos com uma ampla faixa de log P (de -0,33 a 4,0).

* A comparagdo da resolugdo de alcoois alilicos secundarios com grupos substituintes
aromaticos ou alifaticos no radical mostrou que a lipase de B. cepacia LTEB11 prefere
os primeiros. Os melhores resultados obtidos com a lipase imobilizada foram para os
substratos p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) e I1-fenilprop-2-en-1-ol (rac-1) com
valores de razdo enantiomérica (E), determinados pela equagdo de Chen et al. (1982)
de 55. Para estes substratos, foram obtidas percentagens de conversdo em torno de

40% e excessos enantioméricos do produto em torno de 93%, em 120 h de reacao.

* Os valores da razdo enantiomérica (E) foram determinados inicialmente pela equacao
de Chen et al. (1982), que resultou em valores de E que variaram ao longo reacao. Foi
desenvolvido, entdo, um novo modelo matematico para determinag¢do de E, que se
ajustou bem aos dados experimentais. A confiabilidade deste método de modelagem ¢
maior, porque este se baseia na utilizacdo de varias amostras coletadas ao longo da
resolucdo cinética para a determinagdo de um unico valor de E, ao contrario da

equacao de Chen, cuja determinagao ¢ pontual.

« A imobilizagio da lipase de B. cepacia LTEB11 em Accurel MP1000® aumentou E
em 2 vezes para o substrato 5-metilhex-1-en-3-ol (rac-4) e 3,5 vezes para os substratos
p-clorofenilprop-2-en-1-0l (rac-2) e m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol (rac-3), embora
tenha diminuido a velocidade de conversdo do substrato em relagao a preparagao livre

(de 43, 22 e 56%, respectivamente).

* O aumento da temperatura afetou a enantiosseletividade de forma dependente do
substrato: diminuiu E para os substratos p-clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) e m-
metoxifenil)prop-2-en-1-ol (rac-3); e aumentou E para o substrato 5-metilhex-1-en-3-

ol (rac-4). Apos o estudo termodindmico, este efeito foi comprovado pela



96

determinagdo da T, (temperatura rac€mica na qual E ¢ igual a 1). Para o substrato 1-
fenilprop-2-en-1-ol (rac-1) houve uma temperatura de inversao em 37°C, pois houve

aumento de E de 29 a 37°C e diminuicao até 45°C.

* A quantidade de enzima imobilizada ndao influenciou na enantiosseletividade
enzimatica e o aumento de 225 para 675 U aumentou a velocidade de conversdo em

2,5 vezes para a reagdo com rac-2.

* O solvente organico utilizado no meio reacional afetou tanto a enantiosseletividade
enzimatica (E) quanto a velocidade de conversdo. O valor de E, por sua vez,
apresentou correlagdo positiva com as propriedades de log P e volume molecular e
negativa com a constante dielétrica. Considerando-se estabilidade enzimatica e a
velocidade de conversdo, além de E, o hexano foi o melhor solvente para a catalise

enantiosseletiva.

* A melhor condi¢do reacional para a resolu¢do enzimatica de 0,5 mmol de (R,S)-p-
clorofenilprop-2-en-1-ol (rac-2) foi definida como: 675 U de lipase imobilizada, 22
mmol de acetato de vinila, hexano, 29°C, 180 rpm. Nesta condi¢do, o valor de E foi 75
e o rendimento méaximo teodrico de 50% ocorre em aproximadamente 60 h, tempo

baseado na determinagdo da velocidade de conversao do substrato (0,87 %/h).

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que a lipase de B. cepacia
LTEBI11 imobilizada, pela sua estabilidade em solventes organicos hidrofilicos e hidrofobicos
e capacidade de catalisar reacdes de transesterificacdo enantiosseletivas com elevados valores
de E com alcodis alilicos secundarios, sugerem que esta lipase tem potencial para aplicagao
em resolucdo cinética de alcodis secundarios, substratos de grande versatilidade em sintese

quimica, especialmente na sintese de drogas, fragrancias e feromonios quirais.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este ¢ um trabalho inovador, que obteve resultados com a aplicagdo enantiosseletiva

da lipase de B. cepacia LTEB11 na resolucdo de alcoois alilicos secundarios e o estudo da sua

enantiosseletividade neste sistema, abrindo novas perspectivas tanto para a utilizagdo desta

enzima na resolugdo de outros substratos quanto para o estudo de outros parametros que

afetam a enantiosseletividade enzimatica. A partir dos resultados obtidos, sugere-se como

continuidade deste trabalho:

O estudo da influéncia do doador de acila: tipo e concentracdo. Quanto ao tipo, um
doador de acila ndo-vinilico poderia ser avaliado, como o anidrido succinico. Além
disso, ja ¢ conhecida a influéncia da concentragcdo do agente acilante no sistema.
Determinacao da atividade de agua (ay) do sistema e a influéncia deste pardmetro na
enantiosseletividade e velocidade de conversao.

Estudos de reutilizag¢ao desta lipase na reacao otimizada.

Utilizacdo da lipase para reagdo de hidrdlise dos proprios produtos obtidos por
transesterificacdo para a obtencdo, portanto, dos enantidmeros separadamente dos
alcoois alilicos secundarios.

Estudo de estabilidade da lipase em outros ambientes aquo-restritos como os liquidos

16nicos.
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APENDICES

APENDICE 1 METODO MATEMATICO PARA A DETERMINACAO DE E

O modelo foi desenvolvido para uma reagdo bi-bi, ou seja, uma reagdo que envolve
dois substratos e dois produtos. A reagdo com cada enantiomero pode ser representada como

segue:

A+B—->P+Q

A reacdo enzimatica catalizada pelas lipases segue o mecanismo de “pingue-pongue” (ou seja,
enzima subsituida). E pressuposto que o valor da constante de equilibrio ¢ suficientemente
grande para que a reagdo possa ser tratada como se fosse irreversivel. O mecanismo da reagao

¢ dado pela seguinte esquema:

onde os k’s com subscrito positivo representam os coeficientes das reacdes no sentido a
direita e os k’s com subscrito negativo representam os coeficientes das reagdes no sentido a

esquerda.

Neste esquema, o substato quiral (B) é o segundo substrato a entrar e o produto quiral
(Q) ¢ o segundo produto a sair. O simbolo E* representa a enzima substituida, que contém um
grupo que foi removido do substrato A durante sua conversdao para produto P. Este grupo ¢
doado para substrato B durante sua conversio para produto Q. No presente caso de
transesterificacdo, A representa acetato de vinila, P representa etenol/acetaldeido, E*

representa a enzima acetilada, Bs representa o alcool quiral e Q representa o éster quiral.
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Se o pressuposto de equilibrio rapido ¢ feito, as seguintes equacdes podem ser escritas

para caracterizar o sistema (MICHAELIS e MENTEN, 1913):

k, _[AIE] (1.1)
k, [EA]

Kk, _ [E*][P] (1.2)
k, [EA]

Kr _ [E*][Bg] (1.3)
k3R [EQR]

ks _ [E*]Bs] (1.4)
Kis  [EQs]

__d[Bg] _d[Qel _
QR — dt - dt - kcatR[EQR] (15)
d[B;] d

Vo = [Olts]= [thS]=kcats[EQs] (1.6)
[E]r = [EA] + [E*] + [EQr] + [EQs] + [E] (1.7)

1.1. DEDUCAO DA EQUACAO PARA FINAL PARA A VELOCIDADE DE PRODUCAO
DE Qg

Para deduzir a equagdo final de Vgg, a estratégia ¢ utilizar equagdes (1.1) a (1.4) para

substituir os termos [EA], [E*], [Eqs] e [E] em Eq. (1.7).

Equacao (1.3) pode ser rearranjada para isolar [E*] no lado esquerdo:
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[E*]:M (1.8)

kSR[BR]

Equacdo (1.4) pode ser rerranjada para isolar [EQs] no lado esquerdo:

K, [B, J[E*
[EQS]=% (1.9)

Em seguida, a variavel [E*] pode ser substituida pelo lado direito de Eq. (1.8). Isto resulta em:

Ky [Bg 1K 5o [EQg]
[EQ:1= Ky  KsplBgl (119

Equacao (1.2) pode ser rearranjada para isolar [EA] no lado esquerdo:

KL,[E*][P]

[EA] = .,

(1.11)

Em seguida, a variavel [E*] pode ser substituida pelo lado direito de Eq. (1.8). Isto resulta em:

k,[P] k—3R[EQR] (1.12)

A = KlBL

Equacdo (1.1) pode ser rearranjada para isolar [E] no lado esquerdo:

_ k,[EA]
[E] WA (1.13)

Em seguida, a variavel [EA] pode ser substituida pelo lado direito de Eq. (1.12). Isto resulta

cm:

K, K,[P]k ;z[EQg] (1.14)

[El= "
LAl kz k3R[BR]
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Agora os termos na Eq. (1.7) podem ser substituidos. O termo [EA] ¢ substituido pela Eq.
(1.12), o termo [E*] é substituido pela Eq. (1.8), o termo [EQs] é substituido pela Eq. (1.10) e
o termo [E] ¢ substituido pela Eq. (1.14). Isto resulta em:

K[PTK 3r[EQr] | K5r[EQe] Kis[Bs 1K sr[EQel | K, K,[PTK :r[EQ]

[E]; = +[EQq ]+

kZ kSR[BR] k3R[BR] k—SS k3R[BR] kl[A] k2 kSR[BR]
(1.15)
Eq. (1.15) pode ser rearranjada para isolar o termo [Eqr] no lado esquerdo:
[EQ.]1= [E], (1.16)

k72[P] k—SR + k—BR +1+k38[BS] k—SR + kfl k—Z[P] k—SR
K, Ksp[Br] Kip[Bg] Kiss Kse[Brl K[Al Kk, Kip[Bg]

O termo [Eqr] em Eq. (1.5) pode ser substituido pelo lado direito de Eq. (1.16). Isto resulta

€m:

Ve Kea [E Ty (1.17)
xR 1+k—2[P] k—3R + k—3R +k3S[BS] k—3R + k—l k—Z[P] k—3R

K, Ki[Brl Kkip[Bel — Kias kia[Bel K[Al Kk, kia[Bg]

O numerador e o denominador de Eq. (1.17) s@o multiplicados por [A][Bg]. Isto resulta em:

Vor= Kea[EJr [BrI[A] (1.18)
QR [B ][A]_}_&k*i[P][A]_'_kfﬁsR [A]+ k3S k73R [B ][A]-}-&k;zk*i[lj]
" K, Kig Kir Kss Kig S K, K, Kiq

O numerador e o denominador de Eq. (1.18) sdo multiplicados por [Ksr/K-3r]. Isto resulta em:

—:m Ko E T [BL TTA]
Vo = 3R (1.19)
or n K, ks KK,
[BAIIAL 2+ 2 [PILAT+[A] + 25 (B, J[A]+ X2 [P)

=
-3R 2 -38 kl 2
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1.2. DEDUCAO DA EQUACAO PARA FINAL PARA A VELOCIDADE DE PRODUCAO
DE Qs

Para deduzir a equagdo final de Vgs, a estratégia ¢ utilizar equagdes (1.1) a (1.4) para

substituir os termos [EA], [E*], [Eqr] € [E] em Eq. (1.7).

Equagao (4) pode ser rerranjada para isolar [E*] no lado esquerdo:

%7 _ k—3s[EQs]
[E ]_—k3s[Bs] (1.20)

Equacdo (1.3) pode ser rerranjada para isolar [EQR] no lado esquerdo:

E*lk,:[B
£Q.1- [EKalEe] (120

Em seguida, a variavel [E*] pode ser substituida pelo lado direito de Eq. (1.20). Isto resulta

cm:

Ksr[Brl K 5s[EQs]
k—3R k3S[BS]

[EQr]= (1.22)

Equacao (1.11) resulta em uma expressao para [EA]. Eq. (1.20) pode ser usado para substituir

o termo [E*] nesta equagdo. Isto resulta em:

K, [PTk 3s[EQs]
k2 k3S [BS ]

[EA] = (1.23)

Eq. (1.13) resulta em uma equacao para [E]. Eq. (1.23) pode ser utilizada para substituir o

termo [EA] nesta equagdo. Isto resulta em:
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k., k,[P]ks[EQs] (1.24)

EI=A & kB

Agora os termos em Eq. (1.7) podem ser substituidos. O termo [EA] ¢ substituido pela Eq.
(1.23), o termo [E*] € substituido pela Eq. (1.20), o termo [EQR] ¢ substituido pela Eq. (1.22)

e o termo [E] ¢ substituido pela Eq. (1.24). Isto resulta em:

K K,[PTK 5[EQs]

[E]T — k—Z[P] k—3S[EQS] + k—3S[EQS] + k3R[BR] k—3S[EQS] +[EQ5]+
k,  K[Bsl  kis[Bs] Ksp  KislBs] K[A] Kk, kys[Bs]
(1.25)
Eq. (1.25) pode ser rearranjada para isolar o termo [EQs] no lado esquerdo:
[EQ,]= E, (1.26)

k—Z[P] k—3S + k—3S + kBR[BR] k—3S + k—l k—Z[P] k—3S
k2 kSS[BS] k3S[BS] k—3R k3S[BS] kl[A] k2 kBS[BS]

1+

O termo [Eqs] em Eq. (1.6) pode ser substituido pelo lado direito de Eq. (1.26). Isto resulta

cm:

o = Kegs [E ]y (1.27)
1+ k—Z[P] k73S + k73S + kSR[BR] k—3S + k—l k—Z[P] k—3S

Ky Kis[Bs] Kis[Bs]  kap Kis[Bs] K[A] K, kys[Bs]

O numerador e o denominador de Eq. (1.27) sdo multiplicados por [A][Bs]. Isto resulta em:

Vie = kcatS[E]T[Bs][A] (128)
N [B ][A]+&k‘i[P][A]+ Kss [A]+-—R K [B ][A]_f.&&k—i[p]
) K, Kis Kis Kar Kis R K, K, Ky

O numerador e o denominador de Eq. (1.28) sdo multiplicados por [Kss/K_3s]. Isto resulta em:
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O K o [EL B, TIA
Vos = s - (1.29)
(BT + K2 [PILAT (Al + O (8, [T+ 1 2 p)

1.3 UTILIZACAO DAS EQUACOES CINETICAS PARA DETERMINAR O VALOR DE E

Os denominadores de Equagdes (1.19) e (1.29) sdo idénticos. Portanto, estes
denominadores serdo substituidos pelo simbolo D. Também os agrupamentos de constantes

nos numeradores sdo respresentados por constantes globais. Isto resulta nas seguintes

expressoes:

v, - d[Qe] _ _d[Bge] _ kKg[AI[BRI[E] (1.30)
dt dt D

V- d[Qs]_ d[Bs] _ ks[AI[BSIE] (1.31)
dt dt D

onde as constantes globais kg ¢ ks sdo analogos as constantes de especificidade de reagdes de
um substrato e um produto. Esta analogia pode ser vista pelo calculo da razdo das

velocidades, que ¢ dada por:

(kR[A][BR][E]Tj

Ve _ D _ KalBe] (1.32)

v, [ks[A][Bs][EJT) K [Bs ] |
D

Em outras palavras, quando [Br] e [Bs] sdo iguais, a velocidade relativa das duas
reagdes ¢ dada pela razdo das constantes kg ¢ Ks. Isto ¢ 0 mesmo caso que acontece com uma
reacdo que tem s6 um substrato e um produto. Nota-se que a razdo enantiomérica ¢ definida
pela razdo das duas constantes de especificidade, uma de cada substrato. Portanto, ¢ possivel

€Screver:
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V_R:kR[BR]:E[BR] (1.33)
Vs Ks[BsT  [Bs] .

Para determinar a razdo enantiomérica ou constante de enantiosseletividade, o tempo
nao sera utilizado como variavel independente. Em vez disto, serd utilizada a variavel [G], a
qual representa a concentragdo total do produto quiral produzido em um determinado tempo e

que, portanto, ¢ igual a:

[G]=[Qr]+[Qs] (1.34)

Portanto, equagdes (1.30) e (1.31) devem ser transformadas para a base de [G]. A
vantagem desta transformacdo ¢ que ¢ possivel chegar em um conjunto de equagdes que

contenha a razdo enantiomérica, E, como o inico parametro.

E importante notar que a velocidade de variagdo de [G] iguala a somas das velocidades

da produgao de Qg e Qg, ou seja:

diG] _d[Q] dIQs]_, (1.35)
dt ot dt

A transformacao das equagdes (1.30) e (1.31) para a base de grau de reagao pode ser
feito usando o fato que os termos diferenciais que descrevem as velocidades seguem as leis
normais de divisdo. Portanto, a transformagao pode ser feita pela divisdo de cada equacdo de

velocidade pela equagdo da velocidade de variagdo em G. Isto resulta nas seguintes equacdes:

(d[QR]j
Ve _ d[Qg]

(d[G] Vg +Ve  d[G]

(1.36)

)
dt _ d[Qs] (1.37)
(d ]j vR+vS d[G]

dt
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Se as velocidades que aparecem nas Equagdes (1.36) e (1.37) sdo substituidas pelos

lados direitos de equagdes (1.30) e (1.31), o resultado fica:

ke[E]; [A][B, ]
d[Qe] _ Ve _ D _ kalBg] -
d[G] Ve+Vs  ke[EL[AI[By]  Ks[EL[AIBs]  KelBrl+ks(Bsl '
D D
ks [E]; [A][B, ]
D K [B
R]__Ys S (1.39)
AIGT Va+Vs Ky [EL[AIB,] , ke[EL[AIB,]  KelBal+k[Bs
D D

A defini¢do de razao enantiomérica

=Ko
kS
pode ser usada para simplificar equagdes (1.38) e (1.39). Para fazer isto, os numeradores e

denominadores destas duas equagdes sdo divididos por Ks. Isto resulta em um conjunto de

equagdes que tenham E como tinico parametro:

%5 (B,
diQe]_ k¢ " E[Bg] (1.40)
diGl  Kaig 1. Ks(g,) ElBel+[Bs]
ks ks
kS
—[B
d[Qs] _ g ] _[B] (Lan
kS kS

A ultima manipulagdo ¢ transformar as concentragcdes dos substratos para a base de
fracdes molar, com base na nas concentragdes inicais de Br ¢ Bs. As fracdes molares sao

definidas pelas seguintes expressoes:
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BR=L+R] (1.42a)
B. - IBs] (1.42b)
* [Belo +[Bs],

Q]
O = 1B.1, +1B.1, (1429

Q]
Qs = [Bglo +[BsT, (1420

Também define-se que:

— [G] — [QR]+[QS] (143)
[Belo +[Bsl, [Bgl, +[Bsl,

A variavel G ¢é equivalente ao grau de reagdo ou conversao e pode variar de 0 (nenhum

produto quiral formado) até 1 (todo o substrato quiral convertido em produtos quirais).

Quando equacdes (1.42a) a (1.42d) e equacdo (1.43) sdo substituidas em equagdes

(1.40) e (1.41), obtém-se o conjunto final de equagdes:

dQ, = EB; _ dBg

dG EB.+B; dG

dQs _ Bs _ _st
dG E.B,+B, dG

A estratégia para utilizar este conjunto final de equagdes para determinar E é descrito
por Mitchell et al. (2008) e envolve as seguintes etapas:
e admite-se que as fragdes molares originais sejam Bg =Bs=0,5¢ Qr=Qs=0
e define-se um vetor de valores de E (por exemplo, 0, 0,1, 0,2 ... 200)

e para cada valor de E (interativamente)
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O integra-se as equacdes para obter perfis de Bg € Bs (esta etapa ¢ feita
por um programa escrita em FORTRAN que usa a subrotina DRKGS.
Esta subrotina emprega o método de Runge-Kutta para realizar a
integracao numérica)

O calcula-se a soma dos quadrados dos desvios entre os dados
experimentais de Br e Bs e os valores obtidos na integracao para estas
variaveis

e identifica-se o valor de E que dé o menor valor para a soma dos desvios

quadrados.
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APENDICE 2. DEDUCAO DAS FRACOES MOLARES A PARTIR DOS RESULTADOS
EXPERIMENTAIS

Para a utilizacdo do modelo matematico apresentado em Apéndice 1, ¢ necessario
transformar os resultados experimentais obtidos por cromatografia gasosa em fragdes molares

como definidas pelas equacdes (1.42a) a (1.42d).

O programa de analise dos cromatogramas fornecidos pelo cromatografo gasoso gera
dois dados. O primeiro especifica a fracdo de Bs relativo ao pool total de substrato quiral B,
que sera representada pelo simbolo Fgs. O segundo especifica a fragdo de Qg relativo ao pool
total de produto quiral Q, que sera representada pelo simbolo Fqr. Estas fragdes relativas sao

relacionadas as fragdes molares pelas seguintes equagoes:

BR
BR — BR 4 Bs (2.1)
Qg
FQR ——QS +QR (2.2)

A estequiometria da reag¢dao (a conversao de uma molécula de substrato B em uma
molécula de produto Q) faz com que exista uma relacdo entre Bg ¢ Qr € uma outra relacao
entre Bs ¢ Qs. Dado que a mistura inicial ¢ um racemato que contém somente os substratos

(ou seja, inicialmente Bg = Bs = 0,5 ¢ Qr = Qs = 0), as equagoes sdo:
BrR+Qr=0.5 (2.3)
Bs+Qs=0.5 (2.4)

E possivel rearranjar Eq. (2.1) para isolar Bg no lado esquerdo da equagio:
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B, - (2.5)

Da mesma maneira, ¢ possivel rearranjar Eq. (2.2) para isolar Qg no lado esquerdo:

F

QR
Fo J (2.6)

QR :Qs(

As equacdes (2.5) and (2.6) podem ser usadas para substituir Bgr e Qg,

respectivamente, em Eq. (2.3). Isto resulta em:

Bs

For =0,5 2.7
( FBS ]—I—QS I—FQR - ()
1

- FBS

Equacdo (2.4) pode ser usada para substituir Bs em Eq. (2.7). Isto resulta em:

_ F
0,5-Q;s + Q{ R ] =05 (2.8)
FBS 1- FQR
1- Fgq

Uma vez que o valor de Fqr € fornecido pelo cromatdgrafo gasoso, Qs € a unica

incognita em Eq. (2.8). Esta variavel pode ser isolada no lado esquerdo, que resulta em:

(2.9)
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Uma vez que Qs ¢é calculada, Eq. (2.6) pode ser usado para calcular Qg. De posse dos
valores de Qr ¢ Qs as equagdes (2.3) e (2.4) podem ser usadas para calcular Br e Bs,

respectivamente.



124

ANEXO

EXEMPLOS DE CROMATOGRAMAS FORNECIDOS PELA CROMATOGRAFIA
GASOSA EM COLUNA QUIRAL B-CICLODEXTRINA APOS A RESOLUCAO
CINETICA DE ALCOOIS ALILICOS SECUNDARIOS CATALISADA PELA
LIPASE DE Burkholderia cepacia LTEB11 EM HEXANO

1 - Cromatograma fornecido para a resolucéo cinética de 1-fenilprop-2-en-1-ol:

30
24

20

myalts
s
|

JL___J

e o /] g 7
Minutes

2 — Cromatograma fornecido para a resolucdo cinética de p-clorofenilprop-2-en-1-ol:

30
28
20

151

miolts

10

44 H 4a 'sq !
Minutes



125

3 — Cromatograma fornecido para a resolucéo cinética de (m-metoxifenil)prop-2-en-1-ol:

70

60

a0

40

miolts

30

20

10

0 A f
/

7
45 s 50 !
Minutes

4 — Cromatograma fornecido para a resolucao cinética de 5-metilhex-1-en-3-ol:

myalts

0 AN M

11.8 120 124 130 1348

Minutes

5 — Cromatograma fornecido para a resolucao cinética de 1-octen-3-ol:

mtolts

o
5
4l
1
24
1
o
0.8 210 15 20

Minutes
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6 — Cromatograma fornecido para a resolucao cinética de 1-nonen-3-ol:

7a04
5004

2804

uvolts

-240 4
1

h6.50 675 37.00 h27.08 2750
Minutes



