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RESUMO

Neste trabalho descrevemos a sintese quimioenzimatica do Mesilato de Rasagilina
(Azilect®), um farmaco utilizado na monoterapia de pacientes com Parkinson no estagio
inicial. Um dos objetivos deste trabalho foi realizar a introducdo da quiralidade via processos
de biocatélise. Foram estudadas duas estratégias: i) biorreducdo da indanona na presenca de
uma série de leveduras e ii) resolugdo cinética do rac-indanol utilizando lipases, em solvente
organico. Na estratégia (i) realizamos uma triagem com seis leveduras. Em todos os testes
realizados o (S)-indanol foi obtido com baixas conversdes (9,4-13,2%) e excessos
enantioméricos de até 97,6%. Devido aos baixos valores de conversdo, decidimos aplicar a
estratégia (i1). Ap6s uma triagem com nove lipases comerciais foi possivel verificar que a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens e a Lipase a partir da Thermomyces
lanuginosus imobilizada em immobead-150 foram as mais eficientes na resolucdo cinética do
rac-acetato de indanila, em meio aquoso, com razdo enantiomérica de 111,0 e 167,0,
respectivamente. Com isso, tais lipases foram selecionadas para a resolugdo cinética do rac-
indanol em meio organico. Os melhores resultados de seletividade e atividade enzimatica
foram obtidos utilizando hexano como solvente organico, tempo reacional de 15 minutos e
temperatura de 30°C para a Amano lipase AK (enzima livre) e 35°C para a Thermomyces
lanuginosus, com razdo enantiomérica>200 para ambos os casos. Foram realizadas
imobilizacdes da Amano AK (enzima livre) em varios suportes e os melhores resultados de
seletividade e atividade foram obtidos em hexano como solvente organico, tempo reacional
de 6 horas e temperatura de 30°C empregando a Amano lipase AK imobilizada em quitosana
2,5% de baixo peso molecular; alginato de sédio 2,5% e a Amano lipase AK imobilizada em
quitosana 5,0% de baixo peso molecular. Foi realizado o estudo de reuso das lipases
imobilizadas, sendo a Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150, a mais
eficiente comparada as demais, uma vez que proporcionou excelentes resultados em maiores
ciclos reacionais. Posteriormente, empregando uma reacdo de Mitsunobu, o (S)-indanol foi
convertido no (R)-azidoindano com rendimento de 70%. Em seguida, o (R)-azidoindano foi
submetido a uma reagdo de Staudinger, produzindo a (R)-indanamina com 60% de

rendimento.

Palavras-chave: Mesilato de Rasagilina, Resolucdo cinética enzimatica, Biorredugao.



ABSTRACT

Here we describe the synthesis of the chemoenzymatic Rasagilina mesylate (Azilect®), a
drug used in monotherapy in patients with early stage Parkinson. One of the goals of this
project was to carry out the introduction of chirality via biocatalysis processes. We studied
two strategies: 1) bioreduction of indanone in the presence of a series of yeast and ii) kinetic
resolution of rac-indanol using lipases in organic solvent. In strategy (i) was conducted a
screening with six yeasts. In all tests the (S)-indanol was obtained in low conversions (9.4 to
13.2%) and enantiomeric excesses of up to 97.6%. Due to low conversion rates, we decided
to implement the strategy (ii). After screening of nine commercial lipases, was possible to
verify that the Amano lipase AK from Pseudomonas fluorescens and Lipase from
Thermomyces lanuginosus immobilized on immobead-150 were the most efficient in the
kinetic resolution of rac- indanila acetate in aqueous medium with enantiomeric ratio equals
111.0 and 167.0 respectively. Thus, such lipases were selected for the kinetic resolution of
rac-indanol in organic media. The best results of enzyme activity and selectivity were
obtained using hexane as a solvent, reaction time of 15 minutes and 30°C for Amano lipase
AK (free enzyme) and 35°C for Thermomyces lanuginosus, with enantiomeric ratio equals
200 for both cases. Were held assets of Amano AK (free enzyme) in various media and the
best results were obtained selectivity and activity in hexane as organic solvent, reaction time
of 6 hours and 30 ° C using Amano Lipase AK immobilized chitosan in 2.5% low molecular
weight; sodium alginate 2.5% and Amano AK lipase immobilized on chitosan 5.0% low
molecular weight. The study was conducted reuse of immobilized lipase, Thermomyces
lanuginosus being immobilized on immobead-150, the more efficiently compared to the
others, since it has provided excellent results in higher reaction cycles. Subsequently, using a
Mitsunobu reaction, (S)-indanol was converted to (R)-azidoindano with 70% yield. Then, the
(R)-azidoindano was subjected to Staudinger reaction, producing (R)-indanamine in 60%

yield.

Keywords: Mesylate Rasagilina, Enzymatic kinetic resolution, Bioreduction.
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1. INTRODUCAO

A industria Teva langcou em 2005, em Israel, um farmaco denominado de Mesilato
de Rasagilina (substiancia 6 apresentada no Esquema 2), principio ativo do medicamento
comercializado como Azilect®. Esse medicamento ¢ utilizado na monoterapia de pacientes
com Parkinson no estdgio inicial € como adjuvante na fase moderada a avangada da doenga
(SAKIA; LIN; LIU, 2007, p. 443). O Mesilato de Rasagilina possui um centro estereogénico
com configuragdo R, sendo 1000 vezes mais ativo que seu enantidomero S (WEINREB et al.,
2010, p. 334) O referido farmaco atua retardando a degradagdo da dopamina, inibindo a
enzima monoamina oxidase B. Essa enzima tem como agdo desaminar oxidativamente a

dopamina presente no cérebro (Esquema 1) (BRAVO; NASSIF, 2006, p. 25).

Esquema 1 - Mecanismo de degradagdo da dopamina pela monoamina oxidase B.

HO Monoamina oxidase B HO OH
NH, o)
HO Aldeido desidrogenase ~ HO
Dopamina Acido 3,4-diidréxifenil-acético

ApoOs a busca de artigos na literatura referentes a sintese do Mesilato de
Rasagilina, foi possivel encontrar uma patente de Japoneses (URUYAMA et al., 2006). Os
autores realizaram a condensacdo da indanona (1) com a benzilamina resultando na
correspondente imina, que foi reduzida com boroidreto de sodio, em etanol, produzindo uma
substancia intermedidria racémica (2) com 82% de rendimento. A substancia 2 foi resolvida
empregando o L-acido tartdrico, que apos recristalizagdo utilizando agua, em ebuli¢do, gerou
o (R)-3. Em seguida, (R)-3 foi desprotegido, em meio basico, na presenca de Pd/C; H,
resultando na (R)-indanamina (5) com 72% de rendimento. A amina 5 foi alquilada com
cloreto de propargila para produzir o mesilato. Finalmente, o farmaco (6) foi obtido por
tratamento com acido metassulfonico, em isopropanol sob refluxo. Os autores ndo relataram o

rendimento do Mesilato de Rasagilina.



Esquema 2 - Sintese do Mesilato de Rasagilina.

i) CH3COOH; NH,CH,Ph L-acido tartarico ©i>
benzeno; refluxo . _—> +
ii) NaBH,; EtOH; 82% H,0; 70-80°C
A 3 NHBn ®-3 \gBn ©@-4 NHBn

5% Pd/C; Hy
25 atm; 45-50°C

NaOH; 72%
CH;SO;H =\ ol
:Isopropanol; = .
refluxo K,CO3; CH3CN f
6 NHeHSO;CH; 60°C NH;

Mesilato de Resagilina

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar o Mesilato de Rasagilina,
utilizando em uma das etapas a biocatalise para a introdu¢ao da quiralidade na molécula alvo.
A proposta (i) consistiu em realizar a reducdo enantiosseletiva da indanona na presenca de
uma levedura eficiente para produzir o correspondente dlcool com excelentes valores de
conversao e excesso enantiomérico. Cetonas sofrem biorredu¢ao na presenga de leveduras,
sendo que grande parte dos alcodis secundarios foram obtidos com configuracao S (produto
Prelog) (PATEL, 2008, p. 682) (KURBANOGLU; ZILBEYAZ; KURBANOGLU, 2011, p.
346). Portanto, nesta proposta (i) a biorredu¢do da indanona por levedura produz,
provavelmente, o (S)-indanol. Na etapa seguinte, o (S)-indanol ¢ convertido por uma reacao
de Mitsunobu, no (R)-azidoindano (FERNANDEZ et al., 2007, p. 6760). Nesta reagdo
ocorrerd a inversdao de configuracdo. Posteriormente, o (R)-azidoindano ¢ transformado na
(R)-indanamina, via uma reacao de Staudinger (CHOW et al., 2008). O farmaco Mesilato de
Rasagilina ¢, finalmente, obtido apos a reacdo da (R)-indanamina com cloreto de propargila,

seguida de tratamento com acido metassulfonico (Esquema 3).
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Esquema 3 - Sintese do farmaco empregando leveduras.

Biorredugio com DPPA; DBU; Tolueno PPhy; KOH; THF/H,0
leved
o oveuns Reagdo " Reagiode Reagdo de
Mitsunobu Staudinger

1ndanona 8)- mdanol (R)- az1d0mdan0 (R)- 1ndanam1na

!

o an

Cl
K2C03, CH;CN

CH3SO3H 60 °C
Isopropanol
reﬂuxo

CH3$O3H.H

Mesilato de Resaglhna

Na proposta (ii), a indanona ¢ reduzida ao rac-indanol na presenga de boroidreto
de sédio. Em seguida o rac-indanol ¢ submetido a uma resolucdo cinética enzimatica na
presenga de uma lipase, capaz de levar a um excelente valor de razdo enantiomérica (E) em
um curto tempo reacional. Neste caso, a introdugdo da quiralidade na molécula alvo consiste
na acdo da lipase via uma resolucdo cinética do rac-indanol, na presenca de um doador de
acila. Comumente, tais resolugdes cinéticas seguem a regra empirica de Kazlauskas, com a
obtencdo do 4lcool remanescente com configuracdo S e o correspondente éster com
configuragao R (KAZLAUSKAS et al., 1991). Portanto, na proposta (ii), a resolugdo cinética
enzimatica do rac-indanol deve produzir o (S)-indanol. A partir deste ponto, o (S)-indanol ¢

convertido na molécula alvo seguindo as mesmas etapas descritas na proposta (i), (Esquema

4).

Esquema 4 - Sintese do fArmaco realizando resolucao cinética enzimatica.

NaBH4, MeOH Lipase; AcOVin
Solvente orgénico

1ndanona rac- 1ndanol OH
(R)-acetato de mdanlla (S)-indanol

DPPA DBU
Tolueno
CH;3SO3H =\ - Ph3P H,0
Isopropanol; I
refluxo K,COj3; CH5CN KOH THE
/N\Jl /N\J| NH,
CH;SO;He H H (R)-indanamina (R)- a21d01ndano

Mesilato de Resagilina
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mal de Parkinson

A doenca ou mal de Parkinson ¢ considerado uma desordem neurolégica
degenerativa progressiva do sistema nervoso central, acometendo, principalmente, o sistema
motor. (MUNCHAU; BHATIA, 2000, p. 602).

A caracteristica principal presente nos pacientes ¢ a intensa perda de neuronios
cerebrais dopaminérgicos localizados na regido negra, a qual compde o sistema motor
extrapiramidal e estd diretamente relacionada a coordenacdo dos movimentos (RANG et al.,
2004, p. 567).

O médico inglés James Parkinson descreveu, em 1817, o mal de Parkinson, em
sua principal obra “Um Ensaio sobre a Paralisia Agitante”, citando os seguintes sintomas:
tremor em repouso, rigidez muscular, lentiddo dos movimentos voluntarios, altera¢des
posturais, depressao e comprometimento da memoria (BRAVO; NASSIF, 2006, p. 25).

Atualmente, ndo ha nenhum tratamento definitivo para a doenga, os farmacos
empregados clinicamente atuam de forma dopaminomimética, como precursores de dopamina
(levodopa) e/ou agonistas de receptores dopaminérgicos, tais como pramipexol ou

bromocriptina (Figura 1) (DRUKARCH; van MUISWINKEL, 2000, p. 1023).

Figura 1 - Farmacos utilizados no tratamento do mal de Parkinson.

i
N
N S
@RS
N
Pramipexol

H Br

Bromocriptina
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2.2 Biocatalise

A biocatalise ¢, atualmente, uma das areas mais importantes em sintese organica,
uma vez que faz o uso de catalisadores naturais. A 4rea de biocatdlise desenvolve
transformagdes organicas em uma ou mais etapas, para a producdo de substincias bioativas
com alto grau de pureza (LILJEBLAD; KANERVA, 2006, p. 5832).

O termo biocatalise abrange os processos em que um catalisador ambientalmente
compativel (enzima) ¢ utilizado para a conversdo de um substrato (composto organico) em
um produto de interesse. Essa conversdo ¢ realizada em condic¢des reacionais brandas, com a
utilizagdo de 4gua, na maioria das vezes, como solvente (SILVERMAN, 2000, p. 202).

As enzimas sdo proteinas de grande complexidade estrutural que atuam como
catalisadores na maioria das reagdes quimicas que ocorrem no metabolismo celular e sao
constituidas por residuos de aminoacidos unidos através de ligacdes peptidicas (Figura 2). As
enzimas tém fungdes de regular e manter os processos vitais, além de acelerar reagdes
quimicas, que, em sua auséncia, ocorreriam lentamente ou até mesmo nem ocorreriam (SAID,

PIETRO, 2004, p. 2).

Figura 2 — Formacao da ligagdo peptidica entre dois aminoacidos.

R R R o
H. )\)//O H. R
i H\,N)\fo — /N)\‘{ 0
H  |oH Hl  oH H N
H OH
H,0 ~— /
Ligacao peptidica

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) classifica as
enzimas em seis diferentes grupos e cada uma delas sdo subdivididas de acordo com o tipo de

reacoes que catalisam (FABER, 2004, p. 23) (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificacdo das enzimas.

Numero Classes Tipo de reacao catalisada Subclasses Utilidade *

1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons ou Hidrogenases, 25%

remogao de hidrogénio oxidases,
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peroxidases e

redutases
2 Transferases Reacgdes de transferéncia de  Transaldolases e 5%
grupos transcetolases
3 Hidrolases Reagdes de hidrolise Esterases, 60%
lipases,
peptidases,
fosfatases
4 Liases Reagoes de adicdo de grupos @ Descarboxilases 7%
ligagao dupla ou formacao de e fosfatases
ligacdes duplas por remogao de
grupos
5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro ~ Racemases e 2%
da molécula para produzir epimerases
isomeros
6 Ligases Formagao e clivagem de Sintetases 1%

ligagdes C-C, C-S, C-O,C-Ne

ésteres de fosfato

? Utilidade estimada da classes de enzimas em transformagdes de substratos ndo naturais.

Uma das grandes vantagens de fazer o uso de enzimas em reagdes biocataliticas
sdo as condigdes reacionais brandas, como em temperaturas ambientes (20° - 40° C) e em
solucdes com pH em torno de 5 — 8, fato que proporciona uma diminui¢do em problemas
reacionais de decomposi¢do, racemizacdo, eliminacdo e isomerizacdo. Além disso, os
biocatalisadores enzimaticos, comparados com os catalisadores sintéticos que contém metais
pesados, sdo mais vantajosos, porque sao ambientalmente aceitdveis, uma vez que sao
completamente biodegradaveis (FABER, 2004, p. 3).

O tipo de biocatalisador a ser empregado nestas condigdes (enzimas livres,
isoladas ou imobilizadas e células de microrganismos) pode ser dependente de alguns fatores
como o tipo de reacdo, a necessidade ou ndo do uso de cofatores e a escala na qual as
biotransformacgoes devem ser conduzidas. O método mais comum utilizado em biocatalise
para a busca de novas enzimas ¢ realizando a selecdo de microrganismos. Neste caso, os

microrganismos sdo de grande interesse devido ao curto periodo de reprodugdo, a grande
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diversidade de processos metabdlicos e enzimas envolvidas, além da diversidade de
organismos na natureza que podem ser testados. Os microrganismos possuem a capacidade de
modificar e degradar uma variedade de moléculas organicas. Sendo assim, ¢ de se esperar que
pelo menos alguns deles sejam capazes de catalisar uma dada reagcdo de interesse em
experimentos de triagens (DE CONTI; RODRIGUEZ; MORAN, 2001, p. 674).

Enzimas puras também sao utilizadas como biocatalisadores, as quais sdo isoladas
de diferentes fontes, sendo em sua maioria comercialmente disponiveis. As enzimas isoladas
sd0 mais ativas e seletivas do que as células integras de plantas e microrganismos. Entretanto,
sua recuperagao e purificagcdo pode ser extremamente cara (FABER, 2004, p. 9).

A Tabela 2 apresenta as vantagens e desvantagens do uso de enzimas isoladas e

células integras.

Tabela 2 — Vantagens e desvantagens no uso células integras ou enzimas isoladas (FABER,

2004, p. 10).

Biocatalisador Forma Vantagens Desvantagens
Enzimas Qualquer Melhor produtividade devido a Necessidade de
isoladas maior tolerancia de recuperacdo de cofatores

concentracoes
Dissolvida em agua Alta atividade enzimatica Necessidade de extracao e

possiveis reagdes laterais

Suspensas em Fécil manipulagao e facil Atividade reduzida
solventes organicos recuperagao da enzima
Imobilizada Fécil recuperacao da enzima  Perda de atividade durante

a imobilizacao

Células integras Qualquer Nao ha necessidade da Equipamentos caros e
recuperagao de cofatores baixa produtividade
Células em Alta atividade Formagao de subprodutos
crescimento
Células Reutilizagdo de células Baixa atividade

imobilizadas
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As enzimas imobilizadas possuem como vantagens, em relagdo as utilizadas na
forma livre, maior estabilidade e facilidade de separagdo do meio de reagdo, proporcionando
uma economia significativa no custo global do processo, desde que o processo de
imobilizacdo nao seja muito dispendioso, possua uma boa recuperacao da atividade
enzimatica e que a meia-vida operacional da enzima imobilizada seja suficientemente longa
(BON et al., 2008, p. 123).

Kennedy e Roig, em 1995, propuseram uma classificagdo dos métodos de
imobilizacdo de enzimas, considerando a combinagdo da natureza da interagdao responsavel
pela imobilizagdo e o tipo de suporte utilizado (BON et al., 2008, p. 126). A classificacdo
mais aceita na literatura encontra-se abaixo.

1) Ligacdo em suportes: modificagdo da enzima, por meio de técnicas apropriadas,
para torna-las imoveis no meio da reagao.

i1) Enzimas soluveis sem derivatizagdo: enzimas soluveis, utilizadas em reatores
equipados com membranas semipermeaveis de ultrafiltragdo e fibras ocas que retém a enzima
no interior do reator.

1i1) Enzimas soluveis com derivatizagdo: enzimas cuja mobilidade foi restringida
pela ligagdo com outra macromolécula, porém permanecendo o complexo soliivel em agua.

Existem duas principais técnicas de reter uma enzima no interior dos biorreatores,
sdo elas: a imobiliza¢do de enzima no interior de um suporte (encapsulacdo e retengdo por
intermédio de membranas) e a imobiliza¢ao na superficie de um suporte (ligagdo covalente e
nao-covalente) (CANILHA, CARVALHO, ALMEIDA, 2006, p. 49). A Figura 3 ilustra os

principais métodos de imobiliza¢do de enzimas.

Figura 3 — M¢étodos de imobilizagao de enzimas.

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
|

I I
Encapsulagio Ligagiio
|
I I
Par ligagio

Em matriz Em membrana Por adsorgiio Covalente
(fisica ou ionica)

o

J@eL : _
—_lnrr \-'[lcmcapwlaa Entre membranas @= Pu:;g:?ﬂo;ﬁa
e . sedpicas € 0 suporte

I EJI.

\e/ ra 0 @

o

Fonte: DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004, p. 624.



29

2.3 Biocatalise em solventes organicos

As reacgdes biocataliticas empregando sistemas multifasicos em que uma das fases
¢ um solvente organico apresentam vantagens como permitir a solubilizagdo de compostos
hidrofobicos, tais como substratos e produtos, a reducdo de efeitos inibitdrios/toxicos de
substratos e/ou produtos e o deslocamento do equilibrio da reagdo através do controle de
atividade de agua. As principais desvantagens relacionadas ao uso de solventes organicos
como meio de bioconversao, sao o aumento das limitagoes difusionais a transferéncia de
massa de substratos e/ou produtos, pois mais uma fase (organica) ¢ adicionada, além da fase
aquosa (e de uma fase sélida, se o biocatalisador estiver imobilizado) e o grau de toxicidade
do solvente organico para o biocatalisador (AIRES-BARROS, 2013, p. 3).

Na selecdo de um solvente organico existem varios critérios a serem avaliados,
sendo um deles o fisico-quimico em que consiste na capacidade de solubilizagdo do
substrato e/ou produto, capacidade de extracdo, o solvente organico deve ser estdvel em
diferentes temperaturas e nao deve formar emulsdes em meio aquoso. O critério bioldgico
apresenta maior restritividade pelo fato de que o grau de toxicidade do solvente organico
para o biocatalisador deve ser reduzido. Pelo critério de seguranca, o solvente organico nao
deve ser toxico ao meio ambiente, nem ser prejudicial para a saude, além de ndo ser
inflamavel. Do ponto de vista da logistica, devera apresentar uma alta disponibilidade e a
sua reciclagem deve ser possivel. Em termos econdmicos, o seu custo deve ser baixo

(AIRES-BARROS, 2013, p. 4).

2.4 Reducio de cetonas para obtenc¢ao de alcoois quirais

A producdo de alcodis quirais tem como base a redugdo assimétrica de cetonas,
Esses alcodis podem ser transformados em varias outras funcionalidades, sem racemizagao e
sdo utilizados para sintetizar importantes produtos quimicos de interesse industrial, como o
agroquimico, alimenticios e cosméticos. Entretanto, a industria farmacéutica se destaca por
uma busca crescente em sintetizar farmacos através de rotas alternativas, que sejam
ambientalmente aceitaveis e com um maior interesse econdomico (MOUAD, 2009, p. 13).

A sintese de alcoois quirais pode ser realizada utilizando um composto carbonilico
pro-quiral e um agente redutor quiral. Entre esses agentes redutores quirais podem ser citados

os (R)-BINAL-H e (S)-BINAL-H (Figura 4), alpino borano, complexos de ruténio, rédio e
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outros metais associados a ligantes quirais. No entanto, essa metodologia seria por via
quimica com a desvantagem de ser prejudicial ao meio ambiente. Além disso, utilizam-se
compostos que sao toxicos, como também na obtencdo de baixos valores de rendimentos,
proporcionando elevados custos e necessitando de condigoes especificas. (SCHAFER et al.,

2010, p. 356).

Figura 4 — (R)-BINAL-H e (S)-BINAL-H.

4+ - .
‘ ‘ o Aogt| U ‘ ‘ o Aogt| U

(R)-BINAL-H (S)-BINAL-H

A redugdo de grupos carbonilicos por via enzimatica para obtencdo de alcoois
quirais, possui a vantagem de ser ambientalmente benigna e fazer uso de condi¢des limpas.
As enzimas que podem ser utilizadas para biorreducdo de grupos carbonilicos sdao a
desidrogenase e oxido-redutase, que requerem a presenga da coenzima (cofator) NADH ou
NADPH que transferem o hidreto para o composto carbonilico, sendo assim formado NAD"
ou NADP". O papel da enzima desidrogenase é realizar uma interacdo do substrato com o
cofator de forma, termodinamicamente, favoravel para a ocorréncia da reagdao (Figura 5)

(JURCEK, WIMMEROVA, WIMMER, 2008, p. 773).

Figura 5 - Mecanismo de reacao mediada por ADH e sua coenzima.

“=---ADH

#
-

§
R A A .

NAD(P)H

R=H (NADH) ou R=PO;* (NADPH); ADH= 4lcool desidrogenase, B= residuo de aminoécido da enzima
Fonte: ANDRADE, 2008, p. 6.
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Os pesquisadores chineses Wei, Li e Lin (2001) empregaram a levedura
Saccharomyces cerevisiae na biorredu¢do de 1,3-cicloexanodionas com dois substituintes
1dénticos, produzindo os correspondentes (S)-monoalcoodis (Esquema 5). Os rendimentos dos

produtos variaram entre 3 e 61%, além de excessos enantioméricos entre 96 ¢ 98,4%.

Esquema 5 - Biorredugdo de 1,3-cicloexanodionas dissubstituidas empregando

Saccharomyces cerevisiae.

(0] (0]
R S. cerevisiae R
R R
2 dias
o OH
1. R=CHj;
2: R = CH,CH=CH,
3: R = CH,CH,CH3
4:R= CHchchZMe

Tao e McGee (2002) utilizaram um sistema reacional enzimatico continuo para
sintetizar o  acido  (R)-3-(4-fluorofenil)-2-hidréxi-propidnico, empregando  duas
desidrogenases, a D-lactato-desidrogenase dependente de NADH, responsavel pela reducao
assimétrica da cetona (Esquema 6). Os autores tiveram como resultados 80 a 90% de
rendimento e excesso enantiomérico >99%.

Esse acido carboxilico ¢ um intermediario sintético utilizado na sintese total do

AG7088, um inibidor de peptidase (TAO; McGEE, 2002, p. 520).

Esquema 6 — Sintese enzimatica do acido (R)-3-(4-fluorofenil)-2-hidréxi-propionico.

/@/\n)‘\ D-lactato- de&drogenase/@/\)J\ /gji:

NADH NAD+
Concei¢cdo, Moran e Rodrigues, em 2003, realizaram a biorreducdo da 1,2-

O"'

(R)-3-(4-fluorofenil)-2-hidréxi-propidnico AG7088

indanona pela levedura Trichosporon cutaneum para a obtencdo do (1S, 2R)-indandiol
(Esquema 7). Os resultados obtidos pelos autores foram um rendimento de 75% e excesso

enantiomérico do diol maior que 99%.
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Esquema 7 — Biorreducao da 1,2-indanona empregando a levedura Trichosporon cutaneum.

O OH
T. cutaneum N
O <I> " |OH
77 horas
1,2-indanona (1S, 2R)-indandiol

2.5 Aplicacdes das lipases na sintese de farmacos

As industrias farmacéuticas vém utilizando cada vez mais as lipases em seus
processos produtivos. A utilizacao das lipases se deve, principalmente, pelas caracteristicas de
regio, enantio e quimiosseletividade no processo de resolu¢ao de racematos. Além disso, essa
classe de enzimas possui, em geral, excelente estabilidade na presenca de solventes organicos,
nos quais os substratos dessas reagdes sio soluveis (GOTOR-FERNANDEZ; BRIEVA;
GOTOR, 2006, p. 111).

No inicio da década de 1980 as misturas racémicas eram comercializadas em
quantidade sete vezes superiores aos farmacos opticamente puros, embora a atividade
biologica de um dos enantidmeros de um determinado farmaco seja diferente do outro
enantiomero. Entretanto, em 1999, os firmacos opticamente puros representavam 25% dos
farmacos em comercializagcao (BON et al., 2008, p. 376).

Basak e colaboradores, em 2000, realizaram a sintese quimioenzimatica de
farmacos que sdo anti-inflamatérios (6-a-c¢, apresentados no Esquema 8) em suas formas
enantiomericamente puras (Esquema 8). Os pesquisadores realizaram, na etapa enzimatica, a
hidrolise do composto 3 (apresentado no Esquema 8) empregando a Lipase pancreatica de
porco (PPL). Como resultados, foram obtidos valores entre 89-94% de excesso enantiomérico
do composto (S5)-4 (apresentado no Esquema 8), conversdes entre 35-48% e razdo

enantiomérica entre 54-91,7%.



Esquema 8 — Sintese quimioenzimatica de farmacos anti-inflamatorios.

CH i) MeOH/H* CH;, Ac,0 CHs
Ar—< ’ Ar—< Ar
COOH i) NaBH,4 CH,OH  NEt3 OAc

2a-c 3a-c

PPL

H CH;
Ar—X

[O] H CH, .
- Ar N
_\OH

1a, Ibuprofeno, Ar = {
COOH

1a-c
6-a-c (S)-4-a-c
1b, Naproxeno, Ar =
MeO

F
1c, Flurobiprofeno, Ar =
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H CH,
Ar—&OAC

(R)-5-a-c

Um dos medicamentos mais comercializados no mundo, o Diltiazem®, prescrito

para o tratamento da hipertensdo arterial e varios outros distirbios circulatorios, possui em

uma das etapas a resolucdo do éster 3-(4-metoxifenilglicidato) de metila racémico

(apresentado no Esquema 9), utilizando-se a lipase a partir da Serratia marcescens

(SHIBATANI et al., 2000, p. 142).

Esquema 9 — Resolucdo do éster 3-(4-metoxifenilglicidato) de metila (ALMEIDA, 2001, p.

18).

O
::: :O: I Lipase
\O O/ \OO [ MO/

(+/-)-2RS,3R)-3-(4-metoxifenil)glicidato de metila

\FO |
(0] O J/ N
S

HO OH

S

Etapas

0

Diltiazem
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Outro exemplo ¢ a obtengdo das epotilonas A e B que possuem uma alta
capacidade na atividade antitumoral. O mecanismo de agdo das epotilonas A e B estd
relacionado com a estabilizagdo da tubulina, impedindo a replicagdo celular (SOUZA, 2003,
p- 310).

A Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens foi utilizada para
catalisar a rea¢do de producdo de um intermediério da sintese da epotilona A (R=H) ou da
epotilona B (R=CHj3) (Figura 6). A substancia 2 (apresentada no Esquema 10) representa um

intermediario para a sintese da epotilona A (JAEGER; EGGERT, 2002, p. 393).

Figura 6 — Epotilona A e B.

R = H, epotilona A
R = CHs, epotilona B

Esquema 10 — Resolu¢do cinética enzimatica de uma substancia intermedidria para a

obtengdo da epotilona A.

S S S
(N Amano AK (N + —<\N
N N

OH OH

A X AN

As aminas e seus derivados sdo substancias importantes na area farmacologica. A
Candida antarctica lipase B, mostrou-se ser um biocatalisador eficiente para a reagdo
enzimatica de amindlise, em solventes organicos, permitindo a preparacdo de uma enorme
variedade de aminas primarias oticamente ativas (VAN RANTWIIK, SHELDON, 2004, p.
504).

As anfetaminas sd3o um tipo de classe de farmacos sintéticos que agem

estimulando a atividade do sistema nervoso central. O potencial de acao do referido farmaco ¢
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aumentado devido & presenga do grupo metoxila no anel aromatico (GOTOR-FERNANDEZ;
BRIEVA; GOTOR, 2006, p. 116).

Gonzalez-Sabin, Gotor e Rebolledo (2002) realizaram a resolu¢dao cinética
enzimatica dos isomeros orto, meta € para-metdxianfetaminas racémicos (rac-1, apresentado
no Esquema 11) empregando a Candida antarctica lipase B e o acetato de etila como doador

de acila e solvente organico (Esquema 11).
Esquema 11 — Resolucdo cinética enzimatica de derivados da anfetamina empregando a
Candida antarctica lipase B.

@/\}Niz CAL-B HAc _ | NH,
H3CO H,CO— H,CO—
X AcOEt ° N

rac-1 (S)-2 (R)-3

7 '\
mz

O (S)-2-pentanol ¢ um intermediario na sintese de varios farmacos para o combate
do mal de Alzheimer. A resolugdo cinética enzimatica do 2-pentanol racémico foi realizada
pela lipase B a partir da Candida antarctica em hexano como solvente organico e acetato de
vinila como agente doador de acila (Esquema 12). Como resultados da resolugdo cinética
enzimatica, obtiveram-se 49% de conversdo e excesso enantiomérico >99% para o (S)-2-

pentanol (PATEL, 2004, p. 314).

Esquema 12 — Resolugdo cinética enzimatica do (S)-2-pentanol empregando a lipase B a

partir da Candida antactica.

Candida antarctica
/\)Oi lipase B OH + ?AC
- /\)\ PN
Hexano
rac-2-pentanol Acetato de vinila (S)-2-pentanol  (R)-acetato de 2-pentanila

Bevilaqua e colaboradores (2004) realizaram a hidrolise quimiosseletiva de um
éster ftalimidico (substancia 1, Esquema 13), produzindo a substancia 2, (Esquema 13) que ¢
um precursor de um farmaco utilizado no combate da asma. Os pesquisadores empregaram
uma lipase imobilizada de Rhizomucor miehei (Lipozyme® IM), e obtiveram 98% de

conversao (Esquema 13).
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Esquema 13 — Hidrolise quimiosseletiva de um éster ftalimidico empregando a Lipozyme

RM IM.

(0]
0] /\/©/O\)J\o/ Lipozyme RM IM o /\/@/O\)J\OH
N N

') (0]

Solares et al. (2004) realizaram uma estratégia adequada para a sintese do
citalopram, um inibidor seletivo da serotonina e, também, eficaz agente antidepressivo. Os
autores realizaram a resolucdo cinética enzimatica do 4-[(4-dimetilamino)-1-(4-fluorofenil)-1-
hidroxi-1-butil]-3-(hidroximetil) benzonitrilo racémico (rac-1, apresentado no Esquema 14).
A atividade de inibi¢dao reside na forma do enantiomero S. Os melhores resultados foram
obtidos com a Candida antarctica lipase B, acetato de vinila como doador de acila e

acetonitrila como solvente organico (Esquema 14).

Esquema 14 — Resolugdo cinética enzimatica do 4-[(4-dimetilamino)-1-(4-fluorofenil)-1-
hidroxi-1-butil]-3-(hidroximetil) benzonitrilo racémico utilizando a Candida antarctica lipase

B.

(0]
OH OH
NC

NC NC O)J\

OH | CAL-B; Acetato de vinila OAc |+ OH |

N N N ’/,, N
~ Acetonitrila; 30°C O ~ O NN
F F (R)-2 F (S)3

rac-1

Caro et al. (2004) empregaram a resolucdo cinética enzimatica de derivados da 3-
hidroximetil-1-tetralona racémica (rac-1-3, apresentados no Esquema 15), intermedidrios
utilizados na sintese de farmacos com potenciais antipsicoticos (Esquema 15). Os autores
utilizaram como catalisador enzimatico a lipase a partir da Pseudomonas fluorescens, acetato
de vinila como doador de acila e como solventes organicos: benzeno, THF e acetato de vinila.
Foram obtidos resultados de conversoes entre 48-58%, excessos enantioméricos de (R)-1-3,
(apresentados no Esquema 15) entre 91->99%, excessos enantioméricos de (S)-4-6

(apresentados no Esquema 15) entre 72,5->99% e razao enantiomérica entre 45->200.
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Esquema 15 — Resolugdo cinética enzimatica de derivados da 3-hidroximetil-1-tetralona

racémica empregando lipases.

0 o 0
R Lipase da P. fluorescens R
2 2 + R2
OH Acetato de vinila ., _OH
R R1 e R1 OAc

1

rac1R;=R,=H (R)-1-3 (S)-4-6

rac-2 R1 = CHgo; R2 =H
rac-3 R =R, = CH3O

Kamal e seus colaboradores (2005) realizaram a sintese quimioenzimatica do
Levamisol (substancia (5)-14, apresentada no Esquema 17). O farmaco possui a¢do imuno-
estimulante e anti-helmintico. Os autores iniciaram a sintese com a reacao de acetilacao do 3-
hidroxi-3-fenilpropanonitrila racémico (rac-1, apresentado no Esquema 16) utilizando a
lipase a partir da Pseudomonas cepacia imobilizada em ceramica modificada como
biocatalisador, acetato de vinila como doador de acila e éter diisopropilico como solvente
organico, além da reacdo de hidrolise do 3-acetdxi-3-fenilpropanonitrila racémico (rac-4,
apresentado no Esquema 16) utilizando a lipase a partir da Pseudomonas cepacia
imobilizada em ceramica modificada e em terra diatomacea como biocatalisador e uma

solugdo tampao fosfato pH 7 (Esquema 16).

Esquema 16 — Resolucgdo cinética enzimatica do 3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila racémico e

do 3-acetoxi-3-fenilpropanonitrila racémico utilizando a Lipase a partir da Pseudomonas

cepacia.
OH
N : : OH
Z Lipase da P. cepacia N ?AC _N
Acetato de vinila; Eter diisopropilico + <J/v
rac-1 (S)-2 (R)-3
OAc ; i OH OA
N Lipase da P. cepacia = c
// = // N . // N
Tampao fosfato pH 7
rac-4 (R)-5 (S)-6

Os resultados obtidos de excessos enantioméricos na reagdo de acetilagcdo de rac-1

foram maiores que 99% para (S)-2 e (R)-3 (apresentados no Esquema 16). Para a reacdo de
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hidrolise de rac-4, foram obtidos excessos enantioméricos maiores que 99% para (R)-5 e (S5)-
6 (apresentados no Esquema 16) utilizando a lipase a partir da Pseudomonas cepacia
imobilizada em ceramica modificada e em terra diatomécea, em um tempo reacional de 14

horas e 80 horas, respectivamente.

Esquema 17 — Sintese quimioenzimatica do Levamisol.

R H O o%o

_N
=~ H202; NH3’ aqg. Pb(OAC)4 N
m NH, \\\\K/ “H
99% Piridina

|||o
{©)

(R)5;R=H (R)-7 80% (S)-8
(R)-3; R=Ac .
NaOH;
EtOH-H,0 9%
OH
?TBD;I\AS 1,2-dicloroetano ?TBDIL\AHS TBDMSC SN,
@/\/ |I-| V\CI ) @/\/ 2 ©/\/
K,CO Imidazol
(S)-11 0 (S)-10 (S)-9
60%
TBAF;
THF _ _
HN S
OH N KSCN OH ) SOCly,; CH,Cl, Nj/s
e 50% @WNJ
H EtOH-H,0 o
(S)-12 i (S)-13 1 (S)-14

As lipases também sdo empregadas na sintese de compostos que atuam como
vasodilatadores, antidepressivos e anti-hipertensivos. Gotor-Fernandez e colaboradores, em
2006, relataram a producdo de alguns desses farmacos. Os referidos autores citaram a
resolucao cinética enzimatica através da acilagdo de halogenoalcodis (rac-4, apresentado no
Esquema 18) e cianoalcoois (rac-1, apresentado no Esquema 18) usando a lipase a partir da
Pseudomonas cepacia (Esquema 18). Esse procedimento foi utilizado com a finalidade de
obter compostos intermedidrios para a sintese do (S)-propranolol (Figura 7), que ¢ utilizado
como anti-hipertensivo ¢ no tratamento de prevencao do infarto do miocardio (GOTOR-

FERNANDEZ; BRIEVA; GOTOR, 2006, p. 113).



39

Figura 7 — (S)-propranolol.

(S)-propranolol

Esquema 18 — Resolucao de intermediarios na preparagao do (S)-propranolol.
O/\(CN

N
oY ° :
OO OH PSL “ OAc I i OH
+
CH,Cl,; Acetato de vinila OO OO

rac-1 (R)-2 (S)'3
O/\ﬁCI O/\E/\CI O/YQ
OH PSL “ OAc | OH
OO CH,Cl,; Acetato de vinila OO OO
rac-4 (R)-5 (S)-6

Taka¢ e Bakkal, em 2007, realizaram uma reacdo de hidrolise do racemato do
éster metilico do Naproxeno, empregando a Lipase da Candida rugosa imobilizada em
Amberlite XAD 7 (Esquema 19). Os melhores resultados obtidos foram utilizando as
seguintes condigdes: temperatura de 45°C, pH 6,0 e uma carga da lipase imobilizada de 800
U/mL. Dentro dessas condigdes, os autores obtiveram uma conversao de 49% ¢ uma razao
enantiomérica de 174,2. O Naproxeno na forma de S possui uma atividade 28 vezes maior do
que seu enantidmero R. O (S)-Naproxeno ¢ um anti-inflamatorio nao-esteroidal (TAKAC;

BAKKAL, 2007, p. 1021).

Esquema 19 — Resolucdo cinética enzimatica do racemato do éster metilico do Naproxeno.

OO OCH, Lipase da C. rugosa OH . OH
o Hidrdlise OO
H,CO arot HsCO H,CO °

Racemato do éster metilico (S)-Naproxeno (R)-Naproxeno
do naproxeno
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(S)-Nebracetam (substancia 10, apresentada no Esquema 20) ¢ um firmaco
utilizado como antidepressivo, que aumenta a neurotransmissdo colinérgica e atua como
agonista nos receptores muscarinicos pré-sinaticamente (YAMASHITA; MASE; TAKABE,
2008, p. 2115).

Os pesquisadores japoneses Yamashita, Mase e Takabe, em 2008, realizaram a
sintese quimioenzimatica do (S)-Nebracetam (Esquema 20). Na etapa enzimatica, os autores
realizaram uma reacdo de acetilacdo da hidroxilactama racémica (rac-3, apresentada no
Esquema 20) empregando a Amano lipase a partir da Burkholderia cepacia (lipase PS-D)
como biocatalisador, acetato de vinila como doador de acila, 1,4-dioxano como solvente
organico, em uma temperatura ambiente e por um tempo reacional de 48 horas. Como
resultados, foram obtidos excessos enantioméricos maiores que 99% de (R)-4 e (5)-5

(apresentados no Esquema 20), conversao de 49% e razdo enantiomérica maior que 200.

Esquema 20 — Sintese quimioenzimatica do (S)-Nebracetam.

= BnNH,; Ac,0 f\A\ CeCl3.7H,0 @ Lipase PS-D @
é\/_\A\ o HO o AcO"'™N\"0

(@) 0 (@) N N -
0 NaOAc; CH,Cl, ) NaBH,; MeOH . Acetato de vinila )
1 80% Bn 98% Bn 1,4-dioxano Bn
’ rac-3 49% (R)-4
+
O,N—7, M
’ '& MeNO,; DBU ﬂ TBDPSCI '&
TBDPSO™ ™\ ~0 TBDPSO™ =0 ~ HO™ =0
! 99% ) Imidazol; CH,Cl, é
on Bn 99% "
! 6 ° (S)-5
TBAF;
84%
THF
OZN/O’/ Et3S|H, BF3OEt2 OzN/"/, Pd/C, H2 HZN//"/
én 52% én 95% én
8 9 10

Araujo e colaboradores, em 2009, realizaram a preparacdo quimioenzimatica de
uma naftoquinona (substancia S-8, apresentada no Esquema 22, p. 40), utilizada como droga
antitumoral (FUJIMOTO et al., 1991, p. 2323). Os pesquisadores realizaram, inicialmente, a

sintese quimica da naftoquinona racémica, (rac-7, Esquema 21).
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Esquema 21 — Sintese quimica de uma naftoquinona.

OH j)\ Ph j)\ OH O
I OH O OH O
O O FsC” 07 07 “CF, Me,NH (g) HCI 3N
Acetonitrila; H,O O‘ Tolueno O‘ 100°C O‘
L 0°C; 2 h I ssc-ta NMe> " OH
58% 1h (@] 95% 4 O
1 ° 2 71% 3 °
o)
Br
Br
DBU; THF
ta.;4h
OH O oH O i
O LN el O
CH,Cl,; refluxo o} 0]
MeOH; t.a. 0 o] 272
O OH 4 79% 24 h; 60% 0 &
O rac-7 O 6
28%
+
OH O
9@s
O O
O ¢

37%

Posteriormente, foi realizada uma resolugdo cinética enzimatica da naftoquinona
racémica (substancia rac-7, apresentada no Esquema 22) empregando lipases. Os melhores
resultados foram obtidos com a lipase a partir da Candida antarctica B (2 horas de reagdo) ¢ a
lipase a partir da Pseudomonas cepacia (3 horas de reagdo) como biocatalisadores, acetato de
vinila como doador de acila, THF como solvente organico e temperatura de 30°C. Foram
obtidos excessos enantiomérico maiores que 99% para S-8 e R-9 (apresentados no Esquema

22), conversao de 50% e razdo enantiomérica maior que 200.

Esquema 22 — Resolucdo cinética enzimatica da naftoquinona racémica empregando lipases.

oH @ OH O OH O

lipase; AcOVin
(LTS L, - OO0
O  OH  THF; 30°C o OH d DAc
0 o 5

rac-7 S-8 R-9
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Singh e colaboradores, em 2013, desenvolveram um método para sintetizar a (S)-
3-[5-(4-fluoro-fenil)-5-hidréxi-pentanoil ]-4-fenil-oxazolidin-2-ona  (S-2), apresentado no
Esquema 23), uma substancia intermedidria para a produ¢ao do ezetimiba (Figura 8). O
ezetimiba ¢ um farmaco utilizado para a reducao dos niveis de colesterol e lipidios no sangue

(SINGH et al., 2013, p. 99).

Figura 8 — Ezetimiba.

Ezetimiba

Os autores realizaram, em uma das reacdes, a esterificacdo do 3-[5-(4-fluoro-
fenil)-5-hidroxi-pentanoil]-4-fenil-oxazolidin-2-ona racémico (rac-1), apresentado no
Esquema 23) empregando lipases. Como melhores resultados obtiveram uma conversao de
12,5% e um excesso diasteroisomérico >99% do composto S-2. Esses resultados foram
obtidos empregando a lipase a partir da Candida rugosa, o éter diisopropilico como solvente

organico ¢ o acetato de vinila como doador de acila.

Esquema 23 — Resolucdo cinética enzimatica do 3-[5-(4-fluoro-fenil)-5-hidroxi-pentanoil]-4-
fenil-oxazolidin-2-ona racémico utilizando lipases.

OH (0]

O O
Lipase
§ sterificagéo F |\/ F l\/
rac-1 @ (S)-2 @
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Resultados e Discussao
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Proposta (i): Introducdo da quiralidade na molécula alvo via biorreduciao da

indanona

3.2 Reacgdes de biorreducio da indanona empregando leveduras

O potencial biocatalitico das leveduras disponiveis no nosso laboratério foi
avaliado na reacdo de reducdo da indanona (Esquema 24). Foi realizada uma triagem com as
seguintes leveduras: Candida krusei (1), Candida krusei (2), Candida guilliermondi, Pichia
membranifaciens, Candida rugosa e Klyveromyces lactis, empregando o meio de cultura BD,
e processando a reacdo em 2, 4 ¢ 6 dias. Os alcodis obtidos foram todos de configuragdo S
(produto Prelog). Analisou-se a producdo de indanol quanto a conversdo (c) e excesso

enantiomérico (e.e.).

Esquema 24 - Reacao de biorredugdo da indanona empregando leveduras.

levedura
e
meio BD A
e} OH
indanona (S)-indanol

3.2.1 Reacdo de biorredugdo da indanona empregando leveduras, em dois dias

Em dois dias de reagdo, obteve-se resultados de excesso enantiomérico variando
entre 1 e 97,6%. Com quatro tipos de leveduras foram obtidos bons resultados de excesso
enantiomérico, sdo elas: Candida krusei (2), Candida guilliermondi, Pichia membranifaciens
e Candida rugosa. No entanto, para todas as leveduras utilizadas, ndo foram obtidos
resultados satisfatorios de conversdao, variando de 9,5 a 11,8%. Os resultados sao

apresentados no Grifico 1.
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Grafico 1 - Resultados obtidos na biorreducao da indanona utilizando leveduras, em dois

dias.
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3.2.2 Reacdo de biorreducdao da indanona empregando leveduras, em quatro dias

Em quatro dias de reacdo, obteve-se resultados de excesso enantiomérico variando
entre 10,9 e 94,1%. Novamente, com os mesmos quatro tipos de leveduras descritas no item
anterior foram obtidos bons resultados de excesso enantiomérico, porém baixos valores de

conversao, variando de 9,4 a 13,2%. Os resultados sdao apresentados no Grafico 2.

Grafico 2 - Resultados obtidos na biorreducdo da indanona utilizando leveduras, em quatro

dias.
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3.2.3 Reacdo de biorredugdo da indanona empregando leveduras, em seis dias

Em seis dias de reagdo, obteve-se resultados de excesso enantiomérico variando
entre 8,1 e 93,1%. Entretanto, apenas trés tipos de leveduras proporcionaram bons resultados
de excesso enantiomérico, sdo elas: Candida krusei (2), Candida guilliermondi e Pichia
membranifaciens. As leveduras Candida rugosa e Klyveromyces lactis apresentaram
resultados moderados de excesso enantiomérico. Os resultados de conversao continuaram nao

sendo satisfatorios, variando entre 9,5 e 12,4%. Os resultados sdao apresentados no Grafico 3.

Grafico 3 - Resultados obtidos na biorreducio da indanona utilizando leveduras, em seis dias.
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A curva de calibracdo referente ao indanol (Figura 9) foi realizada utilizando os
dados de area versus concentracdo (mg/mL). Os dados referentes as areas foram obtidos apds
analises, em CG, das solugdes metanolicas de indanol com concentragdes de 5 mg/mL; 10
mg/mL; 20 mg/mL e 25 mg/mL. Obteve-se um coeficiente linear (R?) satisfatorio, sendo o

valor proximo de 1.
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Figura 9 — Curva de calibragado referente ao indanol.
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Devido a dificuldade na execugdo da proposta (i), ja que as conversdes do indanol
foram baixas, decidimos estudar a proposta (ii) em que a introdu¢ao da quiralidade ocorre via

resolucdo cinética enzimatica do rac-indanol.

3.3 Proposta (ii) Introduciao da quiralidade na molécula alvo via resoluciao cinética

enzimatica do rac-indanol

3.4 Triagem de lipases utilizando a reacdo de hidrolise do rac-acetato de indanila

Na proposta (i1) sugere-se a acilagdo do rac-indanol na presenga de uma lipase,
em solvente organico e de um doador de acila. A maneira mais pratica para encontrar uma
lipase ideal para a resolug¢do cinética, em solvente organico, ¢ realizar uma triagem de
lipases em uma reagdo de hidrélise do rac-acetato de indanila, em uma solugdo tampao. As
lipases que forem eficientes em realizar a hidrolise serdo, também, eficientes em promover a
resolucdo cinética do rac-indanol, em meio organico, na presenca de doador de acila.

Inicialmente, realizou-se uma triagem com nove lipases comerciais empregando
a reacao de hidrdlise do rac-acetato de indanila em tampao fosfato (pH 7), utilizando THF
como co-solvente, 24 horas de reacao e temperatura de 30°C (Esquema 25). As substancias
foram analisadas por CG-DIC, utilizando coluna quiral. Os resultados encontram-se

apresentados na Tabela 3.
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Esquema 25 — Resolucao cinética do rac-acetato de indanila utilizando lipases.

lipase; tampao fosfato (pH 7)
THF; 30°C; 24 horas; 250 rpm'

_|_

OAc OH OAc
rac-acetato de indanila (R)-indanol (S)-acetato de indanila

As configuragdes dos centros estereogénicos dos produtos obedeceram a regra
empirica de Kazlauskas (KAZLAUSKAS et al., 1991) que preconiza, nas reagoes de hidrolise
utilizando lipases, a obtencdo do alcool com configuragdo R e da substincia acetilada
remanescente com configuragao S. Por outro lado, nas reagdes de acilagao, utilizando lipases,

em meio organico, o alcool sera de configuracdo S e o produto acetilado sera de configuragdo

R.

Tabela 3 - Resultados obtidos da reacao de hidrolise do rac-acetato de indanila utilizando

lipases.
Lipase €.Cacetitado(%)”  €.Cuiicon(%0)* € (%)" E*
Amano lipase G a partir do Penicillium 40,0 96,0 29,5 76,0
camemberti
Amano lipase AK a partir da 90,0 94,6 49,0 111,0
Pseudomonas fluorescens
Lipase a partir do Rhizopus oryzae 15,0 78,0 16,0 9,0
Lipase a partir da Thermomyces 93,5 96,0 49.0 167,0
lanuginosus imobilizada em immobead-
150
CAL-B 3,0 14,4 18,0 1,4
Lipase a partir da Candida rugosa 83,0 54,0 60,5 8,0
PPL 21,5 89,5 19,4 23,0
Acilase I a partir do Aspergillus melleus 1,0 37,0 3,0 2,0
Lipozyme RM IM a partir do Rhizomucor 6,0 86,5 7,0 14,0

miehei imobilizada em resina aniOnica

 Determinado por GC.
b o
Conversao, c=e e-acelilado/(e- e-acelilado+e-e~élcool)~
 Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. gco0) /IN[ 1-c(1-€.€. 51¢001) -
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Através da analise dos resultados apresentados na Tabela 3, ¢ possivel verificar
que as enzimas mais efetivas na hidrolise do rac-acetato de indanila foram a Amano lipase
AK e a Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus, as quais proporcionaram bons resultados
de excesso enantiomérico de substrato e produto (=90%), conversdes proximas a 50% e

valores de E >100.
3.5 Reacao de acetilacdo do rac-indanol utilizando lipases, em meio organico

Sabendo-se que a Amano lipase AK e a Lipase a partir da Thermomyces
lanuginosus foram eficientes na hidrdlise do rac-acetato de indanila, decidimos realizar a
resolucdo cinética enzimatica via reagao de acetilacdo do rac-indanol, em meio organico
(Esquema 26), objetivando um menor tempo reacional, resultados de conversdo, razao
enantiomérica e excesso enantiomérico de substrato e produto otimizados. Realizamos as
resolugdes cinéticas enzimaticas, variando as seguintes condigdes: solvente organico
(acetonitrila, hexano, THF ou tolueno), temperatura (30°C, 40°C ou 50°C), tempo reacional
entre 1 hora e 6 horas e uma propor¢do 2:1 massa—massa do catalisador:substrato. As
substancias foram analisadas por CG-DIC. Os resultados encontram-se apresentados nos

itens 3.5.1 € 3.5.2.

Esquema 26 — Resolucao cinética enzimatica via acetilagdo do rac-indanol utilizando lipases,

em meio organico.

lipase; AcOVin; solvente organico N
temperatura (°C); tempo; 250 rpm

o

OH OAc OH
rac-indanol (R)-acetato de indanila  (S)-indanol

As configuragdes dos centros estereogénicos dos produtos obedeceram a regra
empirica de Kazlauskas (KAZLAUSKAS et al., 1991) que preconiza, nas reacgdes de acilagdo
utilizando lipases, a obten¢do do alcool remanescente com configuragdo S e do produto
acetilado com configuracdo R. Tais configuragdes foram verificadas pelo método da
polarimetria, no qual o valor da rotacdo otica especifica para o (S)-indanol foi de [o]p™ =

+30,1 (c 1,0; CHCLs) e.e. > 99%, enquanto que o valor fornecido pela literatura ¢ de [a]p? =
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+30,6 (¢ 1,0; CHCl3) e.e. > 99% (LEE et al., 2011, p. 10014). Para o (R)-acetato de indanila o
valor obtido foi de [a]p?’ = +86,8 (¢ 1,0; CHCLs) e.e. > 99%; e o relatado na literatura foi de
[a]p?® =+ 87,6 (¢ 1,0; CHCL3) e.e. > 99% (KIM et al., 2004, p. 473).

O estudo de resolugdo cinética do rac-indanol, via acetilacao, foi realizado em
paralelo com a Amano lipase AK e com a Thermomyces lanuginosus, variando solvente
organico (acetonitrila, THF, tolueno e hexano), tempo reacional e temperatura. A seguir

apresentaremos os resultados obtidos com o referido estudo.

3.5.1 Resolugdo cinética enzimdtica do rac- indanol utilizando a Amano lipase AK a partir

da Pseudomonas fluorescens

e Utilizando acetonitrila como solvente organico:

Inicialmente, a resolucdo foi realizada em acetonitrila usando uma proporg¢ao 2:1
massa — massa do catalisador:substrato. A reacdo foi monitorada na temperatura de 30°C,
com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas, bem como na temperatura de 40°C, com
tempo reacional de 1 hora e 2 horas. Os resultados sao apresentados na Tabela 4.

Utilizando-se a temperatura de 30°C foram obtidos bons resultados de excessos
enantioméricos do (S)-indanol e do (R)-acetato de indanila (maiores que 90%), conversao de
quase 50% e uma razdo enantiomérica maior que 100 em tempo reacional de 5 horas e de 6
horas. No entanto, visando obter bons resultados em um menor tempo reacional, a resolucao
cinética foi realizada com uma temperatura de 40°C. Desta forma, os resultados obtidos de
excessos enantioméricos do (S)-indanol e do (R)-acetato de indanila foram maiores que 90%,
conversao proxima a 50% e uma razdo enantiomérica maior que 100 em um tempo reacional
de 1 hora. A reacdo ndo foi realizada em tempos maiores que 2 horas, pois a conversao ja

ultrapassava o valor de 50%.

Tabela 4 - Resultados da resolucdo cinética via acetilagdo do rac-indanol utilizando a Amano

lipase AK e acetonitrila como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.gico0(%)* €.C.acetitaao(%)’ ¢ (%)" E€
30 1 hora 50,3 97,3 34,0 120,7
30 2 horas 69,3 97,5 41,5 164,5
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30
30
30
30

40
40

3 horas
4 horas
5 horas

6 horas

1 hora

2 horas

84,0
91,1
93,5
94,1

92,0
97,8

96,3
96,0
94,7
95,8

94,5
92,4

46,6
48,7
49,7
49,6

49,3
51,4

141,5
157,0
128,7
167,1

116,5
113,8

* Determinado por GC.

b x _
COI’IVCI‘S&O, c=e e-élcool/(e- e. élcool+e-e~acetilado)~
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Utilizando tolueno como solvente organico:

Posteriormente, a resolugdo cinética foi realizada em tolueno usando uma

propor¢ao 2:1 massa—massa do catalisador:substrato. A reacdo foi monitorada nas

temperaturas de 30, 40 e 50°C, com tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados

estdo sumariados na Tabela 5.

A 30°C foram obtidos bons resultados de excesso enantiomérico do (S)-indanol

(82%), excesso enantiomérico do (R)-acetato de indanila (maior que 99%), conversdo de

45,3% e valor de razdo enantiomérica maior que 200, em 5 horas de reagdo. O aumento da

temperatura para 40°C ou 50°C, levou a valores inferiores de e.e. do (S)-indanol e de

conversao.

Tabela 5 - Resultados da resolu¢do cinética via acetilacao do rac-indanol utilizando a Amano

lipase AK e tolueno como solvente orgénico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.iicoo(%)” €.Cacetitado(%0) € (%) E€
30 1 hora 46,2 98.3 32,0 184,4
30 2 horas 63,6 98,7 39,2 >200,0(295.2)
30 3 horas 72,4 >99.0 42,2 >200,0(433,8)
30 4 horas 81,3 >99,0 451 >200,0(503,6)
30 5 horas 82,0 >99,0 453 >200,0(510,5)
30 6 horas 82,0 >99.0 45,3 >200,0(510,5)
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40 1 hora 14,4 >99,0 12,7 >200,0(229,2)
40 2 horas 22,6 >99,0 18,6 >200,0(248,2)
40 3 horas 26,8 >99,0 21,3 >200,0(258,6)
40 4 horas 29,0 >99,0 22,6 >200,0(264,2)
40 5 horas 27,9 >99,0 22,0 >200,0(261,4)
40 6 horas 29,0 >99,0 22,6 >200,0(264,2)
50 1 hora 29,4 >99,0 22,9 >200,0(265,3)
50 2 horas 40,1 >99,0 28,8 >200,0(295,3)
50 3 horas 442 >99,0 30,8 >200,0(308,1)
50 4 horas 44,8 >99,0 31,1 >200,0(310,1)
50 5 horas 51,4 >99,0 342 >200,0(332,9)
50 6 horas 51,4 >99,0 342 >200,0(332,9)

 Determinado por GC.
b s
Conversdo, ¢ = e.€. g1cool/ (€. €. 1cool T€- €-acetilado)-
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeeiitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Utilizando THF como solvente organico:

Em seguida, a resolucdo foi realizada em THF usando uma proporg¢ao 2:1 massa—
massa do catalisador:substrato. A reacdo foi monitorada em temperatura de 30, 40 e 50°C,
com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados encontram-se apresentados na
Tabela 6.

Observou-se que utilizando a temperatura de 30°C, a reagdo ocorreu lentamente.
Com o aumento da temperatura para 40°C ocorreu um aumento na velocidade da reacdo,
porém com valores de conversao de no maximo 30%, mesmo com 6 horas de reacdo. Por fim,
os melhores resultados foram obtidos utilizando temperatura de 50°C, tempo reacional de 5
horas, com 73,4% de excesso enantiomérico do (S)-indanol, excesso enantiomérico do (R)-

acetato de indanila de 98,8%, conversao de 42,6% e uma razao enantiomérica maior que 200.
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Tabela 6 - Resultados da resolucdo cinética via acetilagdo do rac-indanol utilizando a Amano

lipase AK e THF como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.gic00(%)" €.Coacetitado(%0) ¢ (%) E*
30 1 hora 2,6 >99.0 2,6 >200,0(204,2)
30 2 horas 3,0 >99.0 3,0 >200,0(205,0)
30 3 horas 3,0 >99,0 3,0 >200,0(205,0)
30 4 horas 3,0 >99,0 3,0 >200,0(205,0)
30 5 horas 3,0 >99.0 3,0 >200,0(205,0)
30 6 horas 3,1 >99.0 3,1 >200,0(205,2)
40 1 hora 40,0 >99,0 20,0 >200,0(295,0)
40 2 horas 44,3 >99.0 31,0  >200,0(308,5)
40 3 horas 43,3 >99.0 30,4  >200,0(305,2)
40 4 horas 42,4 >99,0 30,0 >200,0(302,4)
40 5 horas 42,4 >99,0 30,0 >200,0(302,4)
40 6 horas 41,1 >99.0 29,3 >200,0(298,4)
50 1 hora 61,3 >99,0 383 >200,0373,6)
50 2 horas 69,0 >99,0 41,0 >200,0(413,0)
50 3 horas 70,3 >99.0 41,5 >200,0(420,7)
50 4 horas 70,6 98,7 41,6  >200,0(324.4)
50 5 horas 73,4 98,8 42.6 >200,0(366,5)
50 6 horas 71,3 >99.0 41,8 >200,0(426,8)

* Determinado por GC.

b x _
COI’IVCI‘S&O, c=e e-élcool/(e- e. élcool+e-e~acetilado)~
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Utilizando hexano como solvente organico:

Finalmente, a resolucdo foi realizada em hexano usando uma proporcao 2:1

massa—massa do catalisador:substrato. A reagdo foi monitorada em temperatura de 30°C, com

um tempo reacional entre 15 minutos e 1 hora. Os resultados encontram-se na Tabela 7.

Ap6s andlises dos resultados obtidos em tempo reacional de 1 hora, foi possivel

observar que o valor de conversdo ja ultrapassava 50%. Sendo assim, a reac¢do foi repetida
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utilizando a mesma temperatura, com analises dos resultados em 15 minutos, 30 minutos e 45
minutos. Foram obtidos 6timos resultados de excessos enantioméricos do (S)-indanol e do
(R)-acetato de indanila (maiores que 95%), conversdo de 50% e uma razdo enantiomérica

maior que 200 em um tempo reacional de 15 minutos.

Tabela 7 - Resultados da resolucdo cinética via acetilagdo do rac-indanol utilizando a Amano

lipase AK e hexano como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.sic00l(%)" €.Cacetitado(%0) € (%) E*
30 15 minutos 98,0 97,0 50,0  >200,0(303,5)
30 30 minutos >99.0 95,0 51,0 >200,0(205,8)
30 45 minutos >99.0 92,0 51,8 126,0
30 1 hora >99.0 89,4 52,5 93,4

 Determinado por GC.
b s
COHVCrsaO, c=e.e. élcool/(e~ e. élcool+e~e-acetilad0)-
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

Apos analise dos dados apresentados nas tabelas 4 a 7 € possivel verificar que a
resolucdo cinética do rac-indanol, na presenca da Amano lipase AK, foi mais eficiente
utilizando hexano como solvente em tempo reacional de 15 minutos (Tabela 7).

Em seguida apresentaremos os dados obtidos no estudo da resolug@o cinética do
rac-indanol utilizando a lipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em

immobead-150.

3.5.2 Resolugio cinética enzimdtica do rac-indanol utilizando a Lipase a partir da

Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150

e Utilizando acetonitrila como solvente organico:

Inicialmente, a resolucdo foi realizada em acetonitrila usando uma proporgao 2:1
massa—massa do catalisador:substrato. A reacdo foi monitorada nas temperaturas de 30, 40 e
50°C, com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 8.

Observou-se que utilizando a temperatura de 30°C, a rea¢do ocorreu lentamente.

Com o aumento da temperatura para 40°C ocorreu um aumento na velocidade de reacdo,
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porém com excesso enantiomérico do (S)-indanol de apenas 58,2% e uma conversdo de

37,0%, mesmo com 6 horas de reagdo. Por fim, os melhores resultados foram obtidos em 6

horas de reacao, utilizando temperatura de 50°C, com excesso enantiomérico do (S)-indanol

de 77,4%, excesso enantiomérico do (R)-acetato de indanila maior que 99%, conversdo de

43,8% e uma razao enantiomérica maior que 200.

Tabela 8 — Resultados da resolucao cinética via acetilagdo do rac-indanol utilizando a Lipase

a partir da Thermomyces lanuginosus e acetonitrila como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.iicoo(%)” €.Cacetitado(%0) ¢ (%) E¢
30 | hora 11,2 >99,0 102 >200,0(222,2)
30 2 horas 15,8 >99,0 13,8 >200,0(232,4)
30 3 horas 19,3 >99.0 16,3 >200,0(240,4)
30 4 horas 22,3 >99.0 18,4  >200,0(247,5)
30 5 horas 28,1 >99,0 22,1 >200,0(261,9)
30 6 horas 31,6 >99,0 24,1 >200,0271,1)
40 1 hora 32,1 >99.0 24,5 >200,0(272,5)
40 2 horas 41,4 >99,0 29,5 >200,0(299,3)
40 3 horas 47,7 >99,0 32,5 >200,0(319,7)
40 4 horas 52,3 >99.0 34,5 >200,0(336,6)
40 5 horas 56,4 >99.0 36,3 >200,0(352,3)
40 6 horas 58,2 >99,0 37,0 >200,0(359,8)
50 1 hora 55,6 >99.0 36,0 >200,0(349,1)
50 2 horas 57,4 >99.0 36,7  >200,0(256.,4)
50 3 horas 65,3 >99,0 39,7 >200,0(393,0)
50 4 horas 69,8 >99,0 413 >200,0(417,7)
50 5 horas 75,2 >99.0 43,1 >200,0(453,0)
50 6 horas 77,4 >99.0 43,8  >200,0(469,5)

 Determinado por GC.
b s
Conversdo, ¢ = e.€. g1cool/ (€. €. 1cool T€- €-acetilado)-
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-
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Posteriormente, a resolugdo cinética foi realizada em tolueno usando uma

propor¢cdo 2:1 massa—massa do catalisador:substrato. A reacdo foi monitorada nas

temperaturas de 30, 40 e 50°C, com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados

sao apresentados na Tabela 9.

Utilizando a temperatura de 30°C foram obtidos excelentes resultados de excesso

enantiomérico do (R)-acetato de indanila (>99%) e valores de razdo enantiomérica maiores

que 200, em todos os tempos reacionais. Entretanto, os excessos enantioméricos do (S)-

indanol e os valores de conversdes ndo foram satisfatorios. Sendo assim, a temperatura

reacional foi aumentada para 40 e 50°C, a fim de melhores resultados de excesso

enantiomérico do alcool e conversdo, porém sem alteracdes significativas.

Tabela 9 - Resultados da resolucao cinética via acetilagao do rac-indanol utilizando a Lipase

a partir da Thermomyces lanuginosus e tolueno como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.iicoo(%)” €.Cacetitado(%0) € (%) E*
30 1 hora 1,6 >99,0 1,6 >200,0(202,2)
30 2 horas 3.8 >99,0 3,7 >200,0(206,6)
30 3 horas 4,5 >99,0 4.4 >200,0(208,1)
30 4 horas 10,7 >99,0 10,7  >200,0(201,1)
30 5 horas 9,8 >99,0 9,0 >200,0(219,2)
30 6 horas 9,2 >99,0 8,5 >200,0(218,0)
40 1 hora 8,6 >99,0 8,0 >200,0(216,6)
40 2 horas 9,8 >99,0 9,0 >200,0(219,2)
40 3 horas 11,2 >99,0 10,2 >200,0(222,2)
40 4 horas 12,7 >99,0 11,4  >200,0(225,5)
40 5 horas 12,3 >99,0 11,0  >200,0(224,6)
40 6 horas 13,5 >99,0 12,0  >200,0(227,2)
50 1 hora 4,5 >99,0 43 >200,0(208,1)
50 2 horas 3,0 >99,0 3,0 >200,0(205,0)
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50 3 horas 14,2 >99,0 12,5  >200,0(228,8)
50 4 horas 15,3 >99,0 13,4 >200,0(231,2)
50 5 horas 15,7 >99,0 13,7 >200,0(232,1)
50 6 horas 16,8 >99,0 14,5 >200,0(234,6)

 Determinado por GC.
b s
COHVCrsaO, c=e.e. élcool/(e- e. élcool+e~e-acetilad0)'
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

o Utilizando THF como solvente organico:

Em seguida, a resolugao cinética foi realizada em THF usando uma proporcao 2:1
massa—massa do catalisador:substrato. A reagao foi monitorada nas temperaturas de 30, 40 e
50°C, com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 10.

Na temperatura de 30°C e em tempos reacionais de 1 a 6 horas foram obtidos
excelentes resultados de excesso enantiomérico para o (R)-acetato de indanila (>99%) e
valores de razdo enantiomérica (E) maiores que 200, porém com baixissimos valores de e.e.
para o (S)-indanol remanescente e de conversdo. Portanto, as reacdes de resolug¢do cinética
foram realizadas em temperaturas mais altas (40°C e 50°C), porém sem alteracoes
significativas a 40°C e com valores ainda mais baixos de e.e. para o (S)-indanol e de

conversdo, a 50°C.

Tabela 10 - Resultados da resolugdo cinética via acetilagdo do rac-indanol utilizando a

Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus € THF como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.gic00(%)* €.€.acetingo(%)' ¢ (%)" E*
30 1 hora 2,6 >99,0 2,6 >200,0(204,3)
30 2 horas 2,7 >99,0 2,7 >200,0(204,4)
30 3 horas 2,6 >99,0 2,6 >200,0(204,3)
30 4 horas 2,7 >99,0 2,7 >200,0(204,4)
30 5 horas 2,7 >99,0 2,7 >200,0(204,4)
30 6 horas 2.9 >99,0 2.9 >200,0(204,8)

40 1 hora 1,6 >99,0 1,6 >200,0(202,2)




58

40 2 horas 2,2 >99,0 2,2 >200,0(203,4)
40 3 horas 2,0 >99,0 2,0 >200,0(203,0)
40 4 horas 2,2 >99,0 2,2 >200,0(203,4)
40 5 horas 2,3 >99,0 2,3 >200,0(203,6)
40 6 horas 3,0 >99,0 3,0 >200,0(205,0)
50 1 hora 0,1 >99,0 0,1 200,0

50 2 horas 0,7 >99,0 0,7 >200,0(200,4)
50 3 horas 0,1 >99,0 0,1 200,0

50 4 horas 0,5 >99,0 0,5 200,0

50 5 horas 2,3 >99,0 2,3 >200(203,6)
50 6 horas 0,6 >99,0 0,6 200,0

* Determinado por GC.
b s
Conversao, c=e e-élcool/(e- e. élcool+e-e~acetilado)~
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Utilizando hexano como solvente organico:

Finalmente, a resolucdo foi realizada em hexano usando uma proporcao 2:1
massa—massa do catalisador:substrato. A rea¢ao foi monitorada nas temperaturas de 30°C,
com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados sdo apresentados na Tabela
11.

Foi possivel observar que utilizando a temperatura de 30°C foram obtidos bons
resultados de excesso enantiomérico do (S)-indanol e do (R)-acetato de indanila (maiores que
90%), conversdo de quase 50% e razdo enantiomérica maior do que 200, em um tempo
reacional de 4 horas. Com o aumento da temperatura para 40°C, com a perspectiva de
melhores resultados em um menor tempo reacional, observou-se que o valor de conversado ja
ultrapassava os 50%, em apenas uma hora de reacdo. Sendo assim, alterou-se a temperatura
para 35°C, observando-se que, também, a conversao ja ultrapassava os 50% em uma hora de
reacdo. Finalmente, a reagdo foi monitorada em 15 minutos, com a obten¢do de Otimos
resultados de excessos enantiomérico do (S)-indanol e do (R)-acetato de indanila (maiores que

99%), conversdo de 50% e razao enantiomérica maior do que 200.
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Tabela 11 - Resultados da resolucdo cinética via da acetilacdo do rac-indanol utilizando a

Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus e hexano como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.C.1c00(%)" €.C.acetilado(%)” ¢ (%) E*

30 1 hora 23,0 >99.,0 19,0  >200,0(249,2)
30 2 horas 57,0 >99.,0 36,5 >200,0(354,8)
30 3 horas 79,0 >99.0 444 >200,0(482,7)
30 4 horas 92,0 97,0 48,7 >200,0(217,0)
30 5 horas >99.,0 96,0 50,8 >200,0(259,0)
30 6 horas >99.,0 96,0 50,8 >200,0(259,0)
40 1 hora >99.0 92,0 52,0 126,0

35 1 hora >99.,0 90,0 52,4 99,4

35 15 minutos >99.0 >99.0 50,0  >200,0(1749,0)

* Determinado por GC.
b s
Conversao, c=e. e.élcool/(e. e. élcool+e-e~acetilado)~
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

Apos analisar os dados apresentados nas tabelas 8 a 11 € possivel verificar que os
melhores resultados para a resolucao cinética do rac-indanol, na presenca da lipase a partir da
Thermomyces lanuginosus, foram obtidos utilizando hexano como solvente, a 35°C. Neste
caso, a conversao alcangou 50% em 15 minutos de reacdo, com a obtengdo do (R)-acetato de
indanila com e.e. >99% e do élcool remanescente, o (S)-indanol, com e.e. >99% e uma razao
enantiomérica (E) maior que 200 (Tabela 11).

Na presenca da Amano lipase AK, a resolugdo cinética do rac-indanol foi mais
eficiente, também na presenga de hexano, a 30°C, em 15 minutos de reacdo, com a obtencao
do (S)-indanol remanescente com 98% de e.e., do (R)-acetato de indanila com 97% de e.e.,
conversdo de 50% e E >200 (Tabela 7).

Esses resultados obtidos sdo discutidos tomando como base o trabalho de
Fitzpatrick e Klibanov (1991), em que realizaram o estudo da variacdo conformacional das
enzimas induzidas por solventes organicos, sendo observada uma relagdo inversa entre a
enantiosseletividade e a constante dielétrica dos solventes, nos quais os resultados foram
interpretados baseados no efeito do solvente sobre a conformagdo da enzima, de acordo com

o modelo de sitio ativo apresentado na Figura 10. Os autores relataram que um dos
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enantidmeros, no caso o S ¢ ligado a enzima de acordo com uma geometria chamada de
“modo produtivo”, neste caso o grupo mais volumoso (fenila) ocupa a cavidade maior,
enquanto que o grupo menos volumoso (metila) ocupa a cavidade menor. Ja o enatiomero R ¢
ligado a enzima de acordo com uma geometria chamada de “modo nao produtivo”, ou seja, o
grupo mais volumoso (fenila) ocupando a cavidade menor e o grupo menos volumoso
(metila) ocupando a cavidade maior. A enantiosseletividade ¢ dependente da rigidez do sitio
ativo da enzima. Sendo assim, quando o valor da constante dielétrica do solvente aumenta, a
flexibilidade da enzima também ¢ aumentada. Consequentemente, o impedimento estérico
exerce menor influéncia, aumentando a reatividade do enantidmero R e diminuindo e

enantioseletividade da enzima.

Figura 10 — Esquema para os “modos produtivos” e “modos ndo produtivos” dos

enantiomeros R e .S do alcool sec-feniletanol e o sitio da subtilisina acilado.

"Modo produtivo" "Modo nao produtivo”
Enatidbmero S Enatidbmero R
(SN,
\—Ser—O \—Ser—OM
HO, H HO, H
o,
cavidade
cavidade  menor cavidade
maior maior  cavidade
menor

Os resultados podem ser, também, explicados de acordo com o trabalho de
Nakamura e colaboradores, em 1995, referente a esterificagdo do sulcatol, utilizando o acetato
de vinila como doador de acila e catalisada pela lipase a partir da Pseudomonas sp. (Esquema

27).

Esquema 27 — Reacdo de acetilagdo do sulcatol empregando lipases, em meio organico.

OH  pseudomonas Sp. QAc OH
N )\/\/’\ + )\/\/'\

Acetato de vinila
rac-sulcatol  Solvente organico (R) (S)
30°C
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Os autores estudaram o efeito da estrutura da molécula do solvente organico
utilizado na reacdo, observando que os valores de enantiosseletividade foram maiores
empregando alcanos e éteres lineares quando comparados aos solventes organicos
correspondentes ramificados. Os pesquisadores constataram que os valores de
enantiosseletividade diminuiram conforme o aumento do nimero de carbonos em uma série
homologa de cicloalcanos. Tais resultados foram explicados de acordo com a maior facilidade
de incorporacdo das moléculas dos solventes lineares em relacio as moléculas dos
correspondentes solventes ramificados na cavidade menor do sitio ativo da lipase. A Figura
11 mostra que as moléculas dos solventes organicos lineares, os quais possuem um maior
grau de incorporacdo nas cavidades do sitio ativo da lipase diminuem a velocidade de reagdo
do enantidmero S (apresentado no Esquema 27) que reage lentamente, resultando no

aumento da enantiosseletividade.

Figura 11 — Mecanismo de inibicdo enantiosseletiva da reacdo de acetilacdo do sulcatol
empregando a lipase da Pseudomonas sp. em meio organico.

O O

\—Ser 87—0)K \—Ser 87—0J\

OH
/-\/\)\

/
i

solvente | (solvent solvente | £ 1vent
Enantidbmero S Enantiomero R
Reacéo inibida Reacgédo nao inibida

O solvente organico pode alterar a especificidade, a quimiosseletividade e a
enantiosseletividade das enzimas. Essas alteracdes estdo ligadas por uma série de fatores,
interdependentes ou ndo, relacionadas com o arranjo do substrato, assim como os diferentes
niveis de interagdo entre o microambiente ¢ a enzima (COSTA, AMORIM, 1991, p. 871).

Das duas enzimas utilizadas a Thermomyces lanuginosus € imobilizada em
immobead-150 e a Amano lipase AK encontra-se na forma livre. Com o objetivo de
aproveitar o potencial da enzima Amano AK na resolugdo cinética do rac-indanol, realizamos
um estudo de imobilizagdo da referida enzima em varios suportes. Em seguida, relatamos o

estudo de imobilizagdo da Amano lipase AK e posteriormente relatamos o estudo do reuso
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tanto da lipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150 como da

Amano lipase AK imobilizada no suporte ideal.

3.5.3 Resolugdo cinética enzimatica do rac-indanol utilizando a Amano lipase AK a partir

da Pseudomonas fluorescens imobilizada em diferentes suportes

e Amano lipase AK imobilizada em quitosana 2,5% de baixo peso

molecular:

As condi¢des empregadas na resolugdo cinética do rac-indanol utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em diferentes suportes
foram as seguintes: hexano como solvente organico e uma temperatura reacional de 30°C.
Essas condigdes proporcionaram melhores resultados de seletividade e atividade enzimatica
da enzima livre da Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens e, portanto,
realizando uma comparagao entre a enzima livre e a imobilizada.

Inicialmente, a resolu¢do foi realizada em hexano usando uma propor¢ao 2:1
massa—massa do catalisador:substrato, utilizando a Amano lipase AK imobilizada em
quitosana 2,5% de baixo peso molecular. A rea¢do foi monitorada na temperatura de 30°C,
com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados sao encontrados na Tabela 12.

Foram obtidos bons resultados de razdo enantiomérica (>200) e excesso
enantiomérico (>99%) para o (R)-acetato de indanila em todos os tempos reacionais. Os
resultados de conversdo e excesso enantiomérico para o (S)-indanol remanescente foram
baixos, sendo que o melhor resultado da resolugdo cinética neste sistema enzimatico foi

obtido em 6 horas de reacao.

Tabela 12 - Resultados da resolugdo cinética via acetilagdo do rac-indanol utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 2,5% de

baixo peso molecular e hexano como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.iicoo(%)” €.Cacetitado(%0) € (%) E*
30 1 hora 17 >99.0 14,6 >200,0(235,1)
30 2 horas 29,1 >99.0 22,7 >200,0(264,5)

30 3 horas 33,8 >99,0 25,4 >200,0(277,1)
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30 4 horas 40,3 >99,0 29,0 >200,0(296,0)
30 5 horas 49,3 >99,0 33,2 >200,0(325,3)
30 6 horas 62,5 >99,0 38,7  >200,0(218,0)

* Determinado por GC.
b ~ _
COI’IVCI‘S&O, c=e. e.élcool/(e. e. élcool+e-e~acetilado)~
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Amano lipase AK imobilizada em quitosana 2,5% de baixo peso

molecular na presenc¢a de Triton X-100:

Em seguida, a resolugao cinética foi realizada em hexano usando uma proporgao
2:1 massa—massa do catalisador:substrato, utilizando a Amano lipase AK imobilizada em
quitosana 2,5% de baixo peso molecular na presenca do surfactante Triton X-100 0,1%. A
reacdo foi monitorada na temperatura de 30°C, com um tempo reacional entre 1 hora e 6
horas. Os resultados sao sumariados na Tabela 13.

Foram obtidos bons resultados de razdo enantiomérica (>200) e excesso
enantiomérico (>99%) do (R)-acetato de indanila em todos os tempos reacionais. Entretanto,
os resultados de conversao e excesso enantiomérico do (S)-indanol ndo foram satisfatorios.
Ainda assim, o melhor resultado utilizando este sistema enzimatico foi obtido em 6 horas de

reacao.

Tabela 13 - Resultados da resolugdo cinética via acetilagdo do rac-indanol utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 2,5% de

baixo peso molecular na presenga do surfactante Triton X-100 0,1% e hexano como solvente

organico.
Temperatura (°C) Tempo  e.e.iicoo(%)” €.Cacetitado(%0) € (%) E€
30 | hora 8,1 >99,0 75 >200,0(215,6)
30 2 horas 15,3 >99.0 13,4  >200,0(231,2)
30 3 horas 21,2 >99.0 17,6  >200,0(244.,8)
30 4 horas 26,6 >99,0 212 >200,0(258,1)
30 5 horas 33,8 >99,0 254 >200,00277,1)
30 6 horas 40,3 >99,0 29,0  >200,0(296,0)

 Determinado por GC.

b 5 —
COI’IVCI‘S&O, c=e. e-élcool/(e- e. élcool+e-e~acetilado)~
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“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Amano lipase AK imobilizada em quitosana 2,5% de baixo peso

molecular na presenca do surfactante CTAB 0,01%:

Posteriormente, a resolucao foi realizada em hexano usando uma proporcao 2:1
massa—massa do catalisador:substrato, utilizando a Amano lipase AK imobilizada em
quitosana 2,5% de baixo peso molecular na presenca do surfactante CTAB 0,01% . A reagao
foi monitorada na temperatura de 30°C, com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os
resultados sdo sumariados na Tabela 14.

Foram obtidos bons resultados de razdo enantiomérica (>200) e excesso
enantiomérico (>99%) para o (R)-acetato de indanila em todos os tempos reacionais.
Entretanto, os resultados de conversdo e excesso enantiomérico para o (S)-indanol ndo

foram satisfatorios.

Tabela 14 - Resultados da resolug¢ao cinética via acetilacdo do rac-indanol utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 2,5% de

baixo peso molecular, na presenga do surfactante CTAB 0,01% e hexano como solvente

organico.
Temperatura (°C) Tempo  e.e.gic00(%)" €.Cacetitado(%0) ¢ (%) E*
30 1 hora 3,2 >99.0 3,1 >200,0(205,4)
30 2 horas 7,1 >99,0 6,7 >200,0(213,5)
30 3 horas 11,4 >99.0 10,3 >200,0(222,6)
30 4 horas 14,2 >99.0 12,5 >200,0(228,8)
30 5 horas 19,4 >99,0 16,4 >200,0(240,6)
30 6 horas 25,5 >99,0 20,5  >200,0(255,3)

* Determinado por GC.
b x —
COI’IVCI'S&O, c=e. e.élcool/(e. e. élcool+e-e~acetilado)~

“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

Os surfactantes como o Triton X-100 e o CTAB tém sido utilizados como
estabilizantes da estrutura aberta das lipases, sendo a enzima na forma livre ou na forma
imobilizada, essa estabilizagdo ndo ¢ apenas influenciada pela natureza do surfactante, mas

também pelo o método de imobilizagdo, pelo o suporte utilizado e pela a origem da enzima
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(MOGENSEN et al., 2000, p. 1721; FILICE et al., 2011, p. 966). A Figura 12 mostra as

etapas de imobilizacdo de lipases na presenca de surfactantes.

Figura 12 - Imobilizacdo de lipases na presenga de surfactantes.
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Fonte: Mateo et al., 2007, p. 1456.

O uso de agentes tensoativos no processo de imobilizagdo pode produzir dois
efeitos que sdo considerados significativos na atividade catalitica da enzima, como (i) a
interacdo do surfactante com o sitio ativo da enzima, na qual se for tdo intensa, pode
ocasionar o mecanismo de inibi¢do competitiva, proporcionando uma diminui¢do da
afinidade do substrato pela a enzima e (ii) o equilibrio sendo deslocado para a conformagao

ativa (aberta) da enzima (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007, p. 243).

e Amano lipase AK imobilizada em é6xido de aluminio:

Em seguida, a resolugdo foi realizada em hexano usando uma propor¢do 2:1
massa—massa do catalisador:substrato e utilizando a Amano lipase AK imobilizada em
oxido de aluminio (Al,O3). A reacao foi monitorada na temperatura de 30°C, com um tempo
reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados sdo sumariados na Tabela 15.

Foram obtidos bons resultados de razdo enantiomérica (>200) e excesso

enantiomérico (>99%) do (R)-acetato de indanila em todos os tempos reacionais. Entretanto,
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os resultados de conversdo e excesso enantiomérico para o (S)-indanol ndo foram

satisfatorios.

Tabela 15 - Resultados da resolug¢ao cinética via acetilacdo do rac-indanol utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em 6xido de alumino e

hexano como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.gic00(%)" €.Coacetitado(%0) ¢ (%) E*
30 1 hora 1,4 >99.0 1,4 >200,0(201,8)
30 2 horas 2,6 >99.0 2,6 >200,0(204,2)
30 3 horas 3,4 >99,0 3,3 >200,0(205,8)
30 4 horas 4,3 >99,0 4,1 >200,0(207,7)
30 5 horas 5,6 >99.0 5,3 >200,0(210,6)
30 6 horas 6,0 >99.0 5,7 >200,0(211,2)

 Determinado por GC.
b s
Conversdo, ¢ = e.€. gicool/ (€. €. d1cool T€- €-acetilado)-
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetiado) J/IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Amano lipase AK imobilizada em quitosana 2,5% de peso molecular

médio:

Posteriormente, a resolucdo foi realizada em hexano usando uma proporgdo 2:1
massa—massa do catalisador:substrato e utilizando a Amano lipase AK imobilizada em
quitosana 2,5% de peso molecular médio. A reacdo foi monitorada na temperatura de 30°C,
com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados sdo sumariados na Tabela 16.

Foram obtidos bons resultados de razdo enantiomérica (>200) e excesso
enantiomérico (>99%) para o (R)-acetato de indanila em todos os tempos reacionais.
Entretanto, os resultados de conversdo e excesso enantiomérico para o (S)-indanol nao

foram satisfatorios.
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Tabela 16 - Resultados da resolugdo cinética via acetilagdo do rac-indanol utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 2,5% de

peso molecular médio e hexano como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.gic00(%)" €.Cacetitado(%0) ¢ (%) E¢
30 1 hora 6,8 >99.0 6,4 >200,0(212,8)
30 2 horas 11,6 >99,0 10,5  >200,0(223,0)
30 3 horas 16,7 >99,0 144 >200,0(234,4)
30 4 horas 21,4 >99.0 17,7  >200,0(245.4)
30 5 horas 26,4 >99.0 21,0  >200,0(257,6)
30 6 horas 27,0 >99,0 21,4 >200,0(259,1)

* Determinado por GC.
b = _
COI’IVCI‘S&O, c=e. e.élcool/(e. e. élcool+e-e~acetilado)~
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Amano lipase AK imobilizada em quitosana 5% de baixo peso

molecular:

Em seguida, a resolucdo cinética foi realizada em hexano usando uma propor¢ao
2:1 massa—massa do catalisador:substrato na presenca da Amano lipase AK imobilizada em
quitosana 5% de baixo peso molecular. A reacdo foi monitorada na temperatura de 30°C,
com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os resultados sdo sumariados na Tabela 17.

Foram obtidos otimos resultados de razdo enantiomérica (>200) e excesso
enantiomérico (>99%) para o (R)-acetato de indanila em todos os tempos reacionais. A
conversdo da resolucdo atingiu 49% em 6 horas de reagdo levando ao (S)-indanol
remanescente com 95,1% de e.e. Tais resultados permitem afirmar que este sistema
enzimatico imobilizado da Amano lipase AK ¢ mais eficiente em relagdo aos estudados

anteriormente.

Tabela 17 - Resultados da resolugdo cinética via acetilagdo do rac-indanol utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 5% de

baixo peso molecular e hexano como solvente organico.

Temperatura (°C) Tempo  e.e.gic00(%)" €.Cacetitado(%0) ¢ (%) E*

30 1 hora 41,0 >99,0 29,3 >200,0(298,0)
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30 2 horas 60,1 >99,0 37,8  >200,0(368,1
30 3 horas 78,0 >99,0 44,1  >200,0(474,4
30 4 horas 85,6 >99,0 46,4  >200,0(551,0
30 5 horas 93,7 >99,0 48,5  >200,0(695,1
30 6 horas 95,1 >99,0 49,0  >200,0(751,1

 Determinado por GC.
b s
Conversdo, ¢ = e.€. g1cool/ (€. €. 1cool T€- €-acetilado)-
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeeiitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Amano lipase AK imobilizada em quistosana 2,5% de baixo peso

molecular na presenca de alginato de sddio 2,5%:

Posteriormente, a resolu¢ao cinética foi realizada em hexano usando uma
propor¢ao 2:1 massa—massa do catalisador:substrato, utilizando a Amano lipase AK
imobilizada em quitosana 2,5% de baixo peso molecular na presenca de alginato de sddio
2,5%. A reacdo foi monitorada na temperatura de 30°C, com um tempo reacional entre 1
hora e 6 horas. Os resultados sdo sumariados na Tabela 18.

Foram obtidos otimos resultados de razdo enantiomérica (>200) e excesso
enantiomérico (>99%) para o (R)-acetato de indanila em todos os tempos reacionais. A
conversao de 50% e excesso enantiomérico do (S)-indanol (maior que>99%) foram obtidos
em apenas 6 horas de reagdo. Com tais resultados, este sistema enzimatico da Amano lipase

AK imobilizada foi o mais eficiente em relagcdo aos estudados anteriormente.

Tabela 18 - Resultados da resolugdo cinética via da acetilagdo do rac-indanol utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 2,5% de

baixo peso molecular na presenca de alginato de sodio 2,5% e hexano como solvente

organico.
Temperatura (°C) Tempo  e..1c00i(%)" €.Cncetitado(%0)" ¢ (%)" E*
30 | hora 56,2 >99,0 36,2 >200,0351,5)
30 2 horas 77,0 >99.,0 43,7 >200,0(466,4)
30 3 horas 90,0 >99.,0 47,6 >200,0(617,8)
30 4 horas 93,4 >99,0 48,5 >200,0(695,1)
30 5 horas 97,4 >99,0 49,6 >200,0(871,9)
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30 6 horas >99,0 >99,0 50,0  >200,0(1057,0)

 Determinado por GC.
b s
COHVCrsaO, c=e.e. élcool/(e~ e. élcool+e~e-acetilad0)'
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

e Amano lipase AK imobilizada em quitosana 2,5% de baixo peso

molecular na presenca de carragenina:

Por ultimo, a resolu¢do foi realizada em hexano usando uma proporgao 2:1
massa—massa do catalisador:substrato, utilizando a Amano lipase AK imobilizada em
quitosana 2,5% de baixo peso molecular na presenga de carragenina 2,5%. A reagdo foi
monitorada na temperatura de 30°C, com um tempo reacional entre 1 hora e 6 horas. Os
resultados sdo sumariados na Tabela 19.

Foram obtidos bons resultados de razdo enantiomérica (>200) e excesso
enantiomérico (>99%) para o (R)-acetato de indanila em todos os tempos reacionais. Os
resultados de conversdo e excesso enantiomérico para o (S)-indanol ndo foram totalmente
satisfatorios, Porém, foram obtidos resultados medianos nos tempos reacionais de 5 ¢ 6

horas.

Tabela 19 - Resultados da resolugdo cinética via da acetilacdo do rac-indanol utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 2,5% de

baixo peso molecular na presenca de carragenina 2,5% e hexano como solvente orgéanico.

Temperatura (°C) Tempo  e..51c00i(%)" €.Cncetitado(%0)" ¢ (%)" E¢
30 | hora 28,0 >99,0 22,0 >200,0261,7)
30 2 horas 38,4 >99.,0 26,3 >200,0(281,6)
30 3 horas 48,1 >99.,0 32,7 >200,0(321,1)
30 4 horas 53,1 >99,0 350 >200,0(339,3)
30 5 horas 61,0 >99,0 38,1 >200,0372,2)
30 6 horas 63,8 >99.,0 39,2 >200,0(385,4)

 Determinado por GC.
b s
COHVCrsaO, c=e.e. élcool/(e~ e. élcool+e~e-acetilad0)'
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-
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3.5.4 Resultados de imobilizacées

Em seguida, apresentamos na Tabela 20 os resultados de carga de enzima
oferecida, rendimentos de imobilizagdes e atividades dos derivados nas imobiliza¢des
descritas no item 3.5.3 realizadas na Amano lipase AK a partir da Pseudomonas

fluorenscens em diversos tipos de suportes.

Tabela 20 — Resultados de imobilizagoes.

Rendimento
Atividade Carga q Atividade Atividade
e
Derivado (.10 oferecida tedrica  recuperada
derivado imobilizag¢io
(UpneB/gger) (U/g) (UpnpB/gge1) (%)
(%)
Quitosana b.p.m. 2,5% 0,25 4,5 81 3,65 6,85
Quitosana b.p.m./Triton
0,4 4.5 65 2,92 13.70
X-100 (2,5%/0,1%) ’ ’
Quitosana b.p.m./CTAB
0,34 4.5 61 2,75 12,36
(2,5%/0,01%) ’ ’
Oxido de aluminio 0,05 45 30 1,35 3,70
Quitosana p.m.m. 2,5% 0,5 4.5 60 2,70 18,52
Quitosana b.p.m. 5% 1,4 45 68 3,06 45,75
Quitosana/Alginato
(2.5%/2.,5%) 1,3 45 81 3,65 35,61
Quitosana/Carragenina
(2,5%/2,5%) 0.9 45 83 3,74 24,06

A carga de enzima oferecida foi de 4,5 U/g (8 mgprotcina/Esuporte) para todos os
tipos de suportes utilizados. Os rendimentos de imobilizacdo variaram entre 30% e 83%,
sendo os melhores valores para a quitosana de baixo peso molecular 2,5%, quitosana de
baixo peso molecular 2,5% na presenca de alginato de sddio 2,5% e quitosana de baixo peso
molecular 2,5% na presenca de carragenina 2,5%. O 6xido de aluminio teve um baixo valor
de rendimento de imobiliza¢do (30%) pelo fato de que o tempo de imobilizacdo de 5 horas
nao ser suficiente para proporcionar um maior valor. Os melhores resultados de atividade do

derivado foram obtidos com a quitosana de baixo peso molecular 5% e da quitosana de
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baixo peso molecular 2,5% na presenca de alginato de sédio 2,5%. Esses valores explicam
porque esses suportes proporcionaram os melhores resultados de seletividade na resolugao
cinética enzimatica do indanol racémico empregando a Amano lipase AK imobilizada, como
descrita no item 3.5.3.

Apds o estudo de imobilizacdo da Amano lipase AK em vérios suportes foi
possivel verificar que os sistemas mais eficientes foram com quitosana 2,5% de baixo peso
molecular na presenca de alginato de sodio 2,5% (Tabela 18, 6 horas de reacio) e
quitosana 5% de baixo peso molecular (Tabela 17, 6 horas de reacio).

Posteriormente, relataremos o estudo de reuso das enzimas imobilizadas mais
eficientes na resolucdo cinética enzimatica do rac-indanol: 1) Amano lipase AK imobilizada
em quitosana 2,5% de baixo peso molecular na presenga de alginato de sodio 2,5%, ii)
Amano lipase AK imobilizada em quitosana 5% de baixo peso molecular e iii)

Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150.

3.6 Estudo do reuso das enzimas imobilizadas Amano lipase AK e Thermomyces

lanuginosus

3.6.1 Estudo do reuso da Amano lipase AK imobilizada em quitosana 5% de baixo peso

molecular

Primeiramente, realizou-se o estudo do reuso da Amano lipase AK imobilizada
em quitosana 5% de baixo peso molecular. As condi¢des do reuso foram: hexano como
solvente organico, propor¢ao 2:1 massa—massa do catalisador:substrato, temperatura de
30°C e um tempo reacional de 6 horas. Os resultados sao sumariados na Tabela 21.

No primeiro ciclo foram obtidos bons resultados de excesso enantiomérico do
(8)-indanol e do (R)-acetato de indanila (maiores que 90%), conversdo de quase 50% e razdo
enantiomérica maior que 200. A partir do segundo ciclo até o sexto ciclo, observou-se um
decréscimo nos valores de excesso enantiomérico do (S)-indanol e nos valores de conversao,
porém o valor de excesso enantiomérico do (R)-acetato de indanila permaneceu o mesmo
em todos os ciclos (maiores que 99%) e os valores de razdo enantiomérica permaneceram

maiores que 200, em todos os ciclos.
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Tabela 21 — Resultados obtidos do reuso da Amano lipase AK imobilizada em quitosana

5% de baixo peso molecular.

Ciclo e.e.51c00(%)" €.Cncetitago(%)" € (%) E¢
1 92,5 >99.0 48,3 >200,0(671,2)
2 71,5 >99.0 42,0 >200,0(428,1)
3 23.1 99,0 190 >200,0(249.5)
4 13,5 99,0 120 >200,0227.3)
5 12,3 99,0 11 >200,0224.6)
6 11,4 >99.0 10,3 >200,0(222,6)

 Determinado por GC.
b s
Conversdo, ¢ = e.€. g1cool/ (€. €. 1cool T€- €-acetilado)-
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

3.6.2 Estudo do reuso da Amano lipase AK imobilizada em quitosana 2,5% de baixo peso

molecular na presencga de alginato de sodio 2,5%

Em seguida, realizou-se o estudo do reuso da Amano lipase AK imobilizada em
quitosana 2,5% de baixo peso molecular na presenca de alginato de sdédio 2,5%. As
condig¢des do reuso foram: hexano como solvente organico, propor¢ao 2:1 massa—massa do
catalisador:substrato, temperatura de 30°C e um tempo reacional de 6 horas. Os resultados
sdo sumariados na Tabela 22.

No primeiro ciclo foram obtidos bons resultados de excesso enantiomérico do
(8)-indanol e do (R)-acetato de indanila (maiores que 95%), conversao de quase 50% e razao
enantiomérica maior que 200. A partir do segundo ciclo até o sexto ciclo, observou-se um
decréscimo nos valores de excesso enantiomérico do (S)-indanol e nos valores de conversao,
porém o valor de excesso enantiomérico do (R)-acetato de indanila permaneceu o mesmo
em todos os ciclos (maiores que 99%) e os valores de razdo enantiomérica permaneceram

maiores que 200, em todos os ciclos.

Tabela 22 - Resultados obtidos do reuso da Amano lipase AK imobilizada em quitosana
2,5% de baixo peso molecular na presenga de alginato de sodio 2,5%.
Ciclo e.e.;,]co(,l(%)a e.e.aceﬁlado(%)a C (‘%))b Ec

1 98,5 >99,0 49,8 >200,0(978,1)
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2 74 >99,0 42,7 >200,0(444,5)
3 30,5 >99,0 23,5 >200,0(268.2)
4 17,2 >99,0 14,8 >200,0(235,6)
5 12,3 >99,0 1,1 >200,0(224,6)
6 12,0 >99,0 10,8 >200,0(224,0)

 Determinado por GC.
b s
COHVCI'S&O, c=e.e. élcool/(e~ e. élcool+e~e-acetilad0)-
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

3.6.3 Estudo do reuso da Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em

immobead-150

Finalmente, realizou-se o estudo do reuso da Lipase a partir da Thermomyces
lanuginosus imobilizada em immobead-150. As condi¢des do reuso foram: hexano como
solvente organico, propor¢ao 2:1 massa—massa do catalisador:substrato, temperatura de
35°C e um tempo reacional de 15 minutos. Os resultados estdao apresentados na Tabela 23.

Neste caso realizou-se o estudo de reuso da referida enzima em até dez ciclos,
com a obtengdo de excelentes resultados, como valores de excessos enantiomérico do (S)-
indanol e do (R)-acetato de indanila (maiores que 90%), conversdes de quase 50% e valores

de razao enantiomérica maiores que 100.

Tabela 23 — Resultados obtidos do reuso da Thermomyces lanuginosus imobilizada em

immobead-150.

Ciclo e.e.51c00(%)" €.Cncetitago(%)" € (%) E¢
1 >99.0 95,0 51,0 >200,0(205,8)
2 >99.0 94,0 51,3 170,3
3 98,3 95,3 50,7 198,1
4 98,0 95.6 506 >200,0(205.0)
5 98,1 93,0 51,3 128,0
6 97,8 94,3 50,9 153,7
7 97,6 95,1 50,6 176,5
8 97,4 94,0 50,8 140,6
9 97,9 95,0 50,7 177,8
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10 98,0 95,6 50,6 >200,0(205,0)

 Determinado por GC.
b s
COHVCI'S&O, c=e.e. élcool/(e~ e. élcool+e~e-acetilad0)-
“ Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e. yeetitado) /IN[ 1-c(1-€.€. seetitado) ]-

No estudo de reuso, a Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada
em immobead-150 proporcionou melhores resultados em relagdo a Amano lipase AK
imobilizada em quitosana 5% de baixo peso molecular e a Amano lipase AK imobilizada em
quitosana 2,5% de baixo peso molecular na presenca de alginato de sodio 2,5%, pois os
valores de conversdo e excesso enantiomérico do (S)-indanol foram satisfatorios em um
maior nimero de ciclos reacionais, em um total de dez ciclos.

Na resolug¢do cinética do rac-indanol (Esquema 26, pag. 48), os melhores
resultados de seletividade e atividade enzimatica foram obtidos utilizando hexano como
solvente orgénico, tempo reacional de 15 minutos, para ambas as lipases, e temperatura de
30°C para a Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens (Tabela 7) e 35°C para
a Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150 (Tabela 11).
Com as enzimas imobilizadas foram obtidos excelentes resultados utilizando hexano como
solvente organico, tempo reacional de 6 horas e uma temperatura de 30°C para a Amano
lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 2,5% de baixo
peso molecular na presenca de alginato de sodio 2,5% (Tabela 17) e utilizando hexano
como solvente organico, tempo reacional de 6 horas e uma temperatura de 30°C para a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 5,0% de
baixo peso molecular (Tabela 18).

Cabe ressaltar que para a sintese do Mesilato de Rasagilina, optamos por utilizar a
Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150 em detrimento
da Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens (enzima livre), da Amano lipase
AK a partir da Pseudomonas fluorescens imobilizada em quitosana 2,5% de baixo peso
molecular e alginato de sodio 2,5% e da Amano lipase AK a partir da Pseudomonas
fluorescens imobilizada em quitosana 5,0% de baixo peso molecular, por trés motivos: (i) a
enzima imobilizada comparada a enzima livre oferece a oportunidade de ser reciclada e,
portanto utilizada em vérios ciclos; (ii) proporcionou a obtencdo de melhores resultados de
seletividade e atividade enzimatica em um menor tempo reacional (15 minutos) e (iii) um

maior numero de ciclos de reuso mantendo a atividade e seletividade enzimatica.
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3.7 Sintese quimioenzimatica do Mesilato de Rasagilina

Apos o processo de escolha da lipase na resolugdo cinética enzimatica do rac-
indanol, iniciou-se a sintese quimioenzimatica do Mesilato de Rasagilina (6) (Esquema 28).
Inicialmente, realizou-se uma reducdo quimica da indanona (1), empregando boroidreto de
sodio em metanol, obtendo-se 86% de rendimento do indanol (rac-2). Em seguida, realizou-
se a resolugdo cinética enzimatica de rac-2, utilizando a lipase imobilizada que proporcionou
um maior valor de razdo enantiomérica e maior possibilidade de reuso, no caso a Lipase a
partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150, em hexano como
solvente organico, a 35°C e utilizando o acetato de vinila como doador de acila, obtendo-se o
(S)-indanol ($-2) e o (R)-acetato de indanila (R-3). Posteriormente, realizou-se uma reagao de
Mitsunobu modificada a partir do S-2, empregando DPPA e DBU, em tolueno seco, obtendo-
se um rendimento de 70% do (R)-azidoindano (4). Por ultimo, realizou-se uma reagdo de
Staudinger a partir de 4, empregando trifenilfosfina, THF/H,O (3:1, v/v) como solvente, em
meio basico, obtendo-se um rendimento de 60% da (R)-indanamina (5). No atual estidgio de

trabalho, a sintese de 6 foi realizada até a etapa de obtencao do composto 5.

Esquema 28 — Sintese quimioenzimatica do Mesilato de Rasagilina.

NaBH4 MeOH Thermomyces lanugingsus
@ 0°C; 86% @ AcOVin; Hexano; 3§ °C @:} ©i>
rac2 O ®3 0Ac &2 On
l DPPA; DBU

Tolueno; 0 °C — t.a.

70%
Ph3P H,0
“KOH; THF
60%

CH,SO;He H
6
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4. CONCLUSOES

Os resultados de biorredu¢ao da indanona obtidos com as leveduras nao foram
satisfatorios, uma vez que apresentaram baixos valores de conversdes. Entretanto, sera
realizada uma otimizagdo das reagdes de biorreducdo da indanona. Adicionalmente, serdo
testadas outras leveduras, modificando as seguintes varidveis: pH, temperatura e meio
reacional.

Por outro lado, a metodologia de introducao de quiralidade via resolucao cinética
enzimatica foi eficiente. Foi possivel observar que a Amano lipase AK a partir da
Pseudomonas fluorescens e a Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em
immobead-150 foram eficientes, na presenca de hexano como solvente organico e
temperaturas de 30°C e 35°C, para Amano lipase AK (enzima livre) a partir da
Pseudomonas fluorescens e Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus, respectivamente.
Os melhores resultados de seletividade foram obtidos na presenca da Lipase a partir da
Thermomyces lanuginosus. Os resultados obtidos através do estudo de reuso das lipases
mostraram que a Lipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-
150 foi mais eficiente frente a Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens
imobilizada em quitosana 2,5% de baixo peso molecular na presenca de alginato de sddio
2,5% e imobilizada em quitosana 5,0% de baixo peso molecular, mantendo a atividade e
seletividade enzimatica em até dez ciclos reacionais. Cabe ressaltar que o estudo do reuso
foi realizado até o décimo ciclo. Como os resultados de seletividade e atividade mantiveram-
se, praticamente, inalterados até o décimo ciclo, concluimos que j4 era possivel afirmar que
a referida enzima ¢ eficiente na resolugdo cinética do rac-indanol com possivel aplicagdo em
processo industrial de baixo custo.

Foi possivel realizar quatro etapas da sintese quimioenzimatica do Mesilato de
Rasagilina obtendo-se rendimentos variando de bons a moderados, faltando apenas duas

ultimas etapas da sintese.
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5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Instrumentos

Os espectros de RMN 'H e "*C foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicagdo
e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceard
(CENAUREMN/UFC), utilizando-se Espectrometros Bruker, modelo Avance DPX- 300 e
Avance DRX-500, que operam na freqiiéncia de 300 e 500 MHz para hidrogénio,
respectivamente.

Os espectros de massas foram obtidos utilizando um cromatografo gasoso da
marca Shimadzu de modelo GC-2010 Plus acoplado a um espectrometro de massa da marca
Shimadzu de modelo GCMS-QP 2010 SE, utilizando-se uma coluna com fase estacionaria de
95% dimetilpolisiloxano/5% difenilpolisiloxano com um comprimento de 30 m, didmetro
interno de 0,25 mm, didmetro externo de 0,39 mm e 0,25 pum da espessura de filme e um
auto-injetor da marca Shimadzu de modelo AOC-20i. A fase moével utilizada foi o gas hélio.

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (I.V.) foram registrados em
um espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo 1000.

Os acompanhamentos das reagdes de hidrolise e acetilagdo na resolugdo cinética
enzimatica do rac-indanol foram realizados em um cromatdgrafo gasoso da marca Shimadzu
de modelo GC 2010 com um detector DIC, utilizando-se uma coluna quiral com fase
estaciondria CP-ciclodextrina com um comprimento de 25 m, diametro interno de 0,25 mm,
diametro externo de 0,39 mm e 0,25 um da espessura de filme e um auto-injetor da marca
Shimadzu de modelo AOC-20i. A fase movel utilizada foi o gés nitrogénio.

A conversao e o excesso enantiomérico dos produtos de biorreducdo da
indanona e foram determinadosa partir de dados obtidos em um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu LC-20AT, com coluna quiral OD-H de dimensdes 150 x 4,6 mm e
detector UV-VIS Shimadzu SPD-M20A. Nas andlises foi utilizada mistura binaria de
hexano e isopropanol de qualidade CLAE.

As determinagdes de Rotacdo Optica Especifica foram realizadas em um
polarimetro Perkin-Elmer 341 digital.

As medidas de absorbancia na regido do ultravioleta-visivel foram realizadas
utilizando-se um espectrofotometro modelo Cary 50 Conc da Varian. As leituras foram

realizadas no comprimento de onda de 600 nm.
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O ponto de fusdo do indanol foi determinado em um aparelho automatico da
marca Mettler-Toledo de modelo FP62.

A esterilizagdo de vidrarias ¢ meios de culturas foi realizada no Laboratorio de
Biotecnologia e Sintese Organica (LABS) — UFC.

Os procedimentos de esterilizagdo foram realizados em autoclave vertical,
PHOENIX® AV 75 e Soc. FABBE® 103 e a repicagem nos meios de cultura em capela de
fluxo laminar LABCONCO® MOD # 8089000.

As reagdes com agitacdo foram realizadas em um shaker de bancada com uma

incubacao refrigerada da marca Cientec de modelo CT-712R.

5.2 Solventes e reagentes

5.2.1 Solventes empregados

Alcool metilico, hexano, acetato de etila e diclorometano foram todos de
procedéncia Synth. O tolueno e o éter dietilico foram da marca Vetec. A acetonitrila e

hexano, grau CLAE, foram da marca TEDIA. O THF foi de procedéncia Sigma-Aldrich.

5.2.2 Reagentes empregados

eIndanona (CyHgO) comercial, de procedéncia Sigma-Aldrich.
eBoroidreto de sdédio (NaBH4) comercial, de procedéncia Sigma-Aldrich.
e Sulfato de sodio anidro (Na,SO4) comercial, de procedéncia Vetec.

¢ Anidrido acético (C4H¢O3) comercial, de procedéncia Dindmica.

e Dimetilaminopiridina — DMAP (C;H;¢N;) comercial, de procedéncia ACROS

ORGANICS.

e Difenil-fosforil-azida — DPPA (C;,H;p0ON3P) comercial, de procedéncia Sigma-
Aldrich.

¢ | ,8-Diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno — DBU (CyHi¢N;) comercial, de

procedéncia Sigma-Aldrich.
e Trifenilfosfina (PPh3) comercial, de procedéncia Sigma-Aldrich.

e Hidroxido de potassio (KOH) comercial, de procedéncia Vetec.
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eHidroxido de sodio (NaOH) comercial, de procedéncia Vetec.

e Acido acético (CH;COOH) comercial, de procedéncia Synth.

e Acetato de vinila (C4HO,) comercial, de procedéncia Sigma-Aldrich.

eHidreto de calcio (CaH,) comercial, de procedéncia Merck.

eBenzofenona (C3H;90) comercial, de procedéncia Vetec.

eQuitosana de baixo peso molecular e peso molecular médio comercial
(C¢H104N),, de procedéncia Sigma-Aldrich.

¢Oxido de aluminio (Al,03) comercial, de procedéncia Sigma-Aldrich.

¢ Alginato de so6dio (NaCsH7Og) comercial, de procedéncia Vetec.

e Carragenina comercial, de procedéncia Sigma.

¢ Glutaraldeido (CsHgO;) comercial, de procedéncia Sigma-Aldrich.

eButirato de p-nitrofenila - pNPB (C;oH;;NO4) comercial, de procedéncia
Sigma-Aldrich.

e Triton X-100 (C34He,O11) comercial, de procedéncia Sigma-Aldrich.

eBrometo de hexadeciltrimetilamonio - CTAB (Cy9H4BrN) comercial, de

procedéncia Sigma-Aldrich.

5.3 Biocatalisadores utilizados

eAmano lipase G a partir do Penicillium camemberti de procedéncia Sigma-
Aldrich.

e Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens de procedéncia Sigma-
Aldrich.

eLipase a partir do Rhizopus oryzae de procedéncia Sigma-Aldrich.

eLipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150 de
procedéncia Sigma-Aldrich.

e Lipase a partir da Candida antartica B (CAL-B) de procedéncia Novozyme.

e Lipase a partir da Candida rugosa de procedéncia Sigma-Aldrich.

eLipase a partir do pancreas do porco (PPL) de procedéncia Novozyme.

e Acilase I a partir do Aspergillus melleus de procedéncia Sigma-Aldrich.

eLipozyme RM IM a partir do Rhizomucor miehei imobilizada em resina anidnica

de procedéncia Novo Nordisk.
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e As leveduras Candida krusei (1), Candida krusei (2), Candida guilliermondi,
Pichia membranifaciens, Candida rugosa e Klyveromyces lactis todas
disponibilizadas pelo Laboratorio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia do

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

5.4 Adsorventes utilizados

As cromatografias em coluna vertical foram efetuadas utilizando silica gel 60-
230 mesh, comercial, de procedéncia VETEC. Nas cromatografias de camada delgada
(CCD) foi empregada silica gel 60 G 5-40 um comercial, sobre poliéster T-6145
provenientes da marca SIGMA CHEMICAL CO com camada de 250 pum de espessura e
dimensdes de 10 x 5 cm.

ApoOs eluicdo das substancias nas cromatoplacas, as mesmas foram reveladas
através de pulverizagdo com solucdo de vanilina (CsHgOs, 5,0 g) e acido perclorico (HCIOy,
0,75 mol/L, 100 mL) em etanol (C;HsO, 100 mL), como também em uma solucao de
ninidrina (CoHgOy4, 0,25 g) em etanol (C,HsO, 100 mL) seguida de aquecimento a 100°C

com pistola aquecedora da marca Steinel modelo HL500, por aproximadamente 1 minuto.

5.5 Secagem dos solventes utilizados na reacio de biocatalise

Os solventes hexano, acetonitrila e tolueno foram tratados com a adi¢do de
hidreto de calcio em refluxo empregando nitrogénio como gas de purga (LI; LIMBERAKIS;
PFLUM, 2007, p. 7).

O tratamento do THF foi realizado com a adi¢ao de sdédio metalico na presenga
de benzofenona em refluxo utilizando o nitrogénio como gas de purga. O tratamento teve
seu término com o aparecimento de uma coloracdo azul escura (LI; LIMBERAKIS;

PFLUM, 2007, p. 6).
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5.6 Preparacio das substiancias utilizadas como padrées

5.6.1 Sintese do indanol racémico

Em um baldo de 250 mL, dissolveu-se 7,55 mmol (1000 mg) de indanona em
75,5 mL de metanol com concentracdo 0,1M. Em seguida adicionou-se, lentamente, 30,2
mmol (1142, 3 mg) de boroidreto de sodio, a temperatura de 0°C. A reacao procedeu-se por
3 horas. Ao término, evaporou-se o metanol a pressao reduzida. Adicionou-se agua destilada
e extraiu-se o produto com acetato de etila (4x60 mL), sendo a fase orgénica tratada com
sulfato de sodio anidro. Evaporou-se o acetato de etila a pressdo reduzida. Em seguida,
purificou-se o produto realizando uma coluna cromatografica, empregando gel de silica
como fase estaciondria, e como fase movel a mistura hexano:acetato de etila 10%. O rac-
indanol foi obtido com 86% de rendimento como um sélido branco com ponto de fusdo de
52°C, enquanto que o valor relatado na literatura varia de 52 a 54°C (ZEYNIZADEH;
BEHYAR, 2005, p. 1204).

5.6.2 Sintese do acetato de indanila racémico

Em um baldo de 125 mL, dissolveu-se 4,16 mmol (500 mg) de indanol em 40
mL de diclorometano com concentragao de 0,1M. Em seguida, adicionou-se 1,25 mmol
(143,8 mg) de DMAP. Posteriormente, adicionou-se 12,48 mmol (1185,6 uL) de anidrido
acético. A reacdo foi processada por 4 horas, e entdo, purificou-se o produto utilizando uma
coluna cromatografica com gel de silica e como eluente uma mistura hexano:acetato 5%.
Obteve-se o rac-acetato de indanila, como um liquido amarelo claro, com rendimento de

80%.

5.6.3 Sintese do (R)-azidoindano

Em um baldo tritubular de 100 mL, adicionou-se 4,44 mmol (956 uL) de
DPPA em 3,7 mmol (500 mg) do (S)-indanol, em tolueno seco, com concentragdo de 0,1M,
sob atmosfera de nitrogénio. A reac¢do foi resfriada a 0°C, agitada por 10 minutos. Em
seguida, adicionou-se a mistura reacional, lentamente, 4,44 mmol (663 pL) de DBU.

Agitou-se a reacdo por 2 horas a 0°C e, posteriormente, por 20 horas a temperatura
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ambiente. Removeu-se o solvente a vacuo, e entdo, purificou-se o produto utilizando uma
coluna cromatogréfica com gel de silica e como fase mével a mistura hexano:acetato 10%.
Obteve-se 70% do composto (R)-azidoindano, um liquido amarelo claro, com um valor de
[a]p™® = +28.,7 (c 1,5; hexano) e.e. = 95%, enquanto que o valor fornecido pela literatura é
de [o]p® = +29,3 (¢ 1,61; hexano) e.e. = 94,1% (KULISZEWSKA; HANBAUER;
HAMMERSCHMIDT, 2008, p. 8611).

5.6.4 Sintese da (R)-indanamina

Em um baldo de 50 mL, dissolveu-se 0,63 mmol (100 mg) do (R)-azidoindano
em THF:4gua (3:1). Em seguida, adicionou-se 0,7 mmol (183,4 mg) de trifenilfosfina e 0,63
mmol (35,28 mg) de hidroxido de potassio. A reacdo foi agitada por 24 horas.
Posteriormente, evaporou-se o solvente e a mistura foi diluida em uma solucdo de acido
cloridrico com concentragdo de 25% até pH 2. Extraiu-se a fase aquosa com éter dietilico
(3x50 mL). A fase aquosa foi tratada com uma solugcdo de hidroxido de sédio com
concentracdo de 25% até pH 14. Em seguida, extraiu-se a fase aquosa com éter dietilico
(3x50 mL) e os extratos organicos combinados foram secos com sulfato de sddio anidro. Por
ultimo, o solvente foi evaporado a pressdo reduzida. Obteve-se 60% de rendimento da (R)-
indanamina, um liquido de colora¢do alaranjada, com um valor de [OL]D20 = -19,6 (¢ 1,0;
CHCl3) e.e. = 92%, enquanto que o valor fornecido na literatura é de [o]p> = -20,0 (¢ 1,0;

CHCL3) e.e. = 96% (UITERWEERD et al., 2003, p. 3484).

5.7 Processos biocataliticos

5.7.1 Meio de cultura empregado

Para o crescimento das leveduras utilizou meio de batata dextrose dgar obtido
comercialmente marca HIMEDIA, em uma propor¢ao de 24 g de batata dextrose para 1 L de
agua destilada e 1,5% do volume de agar. Os meios de cultura foram autoclavados a 121°C

por 15 minutos.



85

5.7.2 Isolamento das leveduras

Foram feitos os plaqueamentos em meio batata dextrose agar (BDA) descrito no
item anterior e feito o estriamento com alga de Drigalski. As placas foram lacradas e ficaram
em observacdo até o aparecimento das primeiras colonias de leveduras. Todos os

plaqueamentos foram feitos em duplicatas.

5.7.3 Conservacdo das leveduras

Uma coldnia de cada levedura pura e isolada foi inoculada em tubo de ensaio

com meio BDA, para manter controle e repicada quinzenalmente.

5.7.4 Meio reacional

As leveduras foram utilizadas como fonte enzimatica, elas foram diluidas em
solugdo salina 0,9% de cloreto de sddio e analisadas em espectroscopia de absorbancia
UV/Vis com um valor de 0,5. Foi inoculado 1 mL da referida solu¢do em erlenmeyers de
250 mL contendo 100 mL de meio BD esterelizado e adicionando 20 pL. de substrato
(indanona). Em seguida os frascos foram lacrados e submetidos a agitagdo em mesa
agitadora a uma velocidade de 175 r.p.m e 28 °C durante periodos de 2, 4 e 6 dias. Todas as

reagoes foram realizadas em duplicatas.

5.8 Reacoes de resolucao cinética enzimatica

5.8.1 Resolucdo cinética enzimdtica do rac-acetato de indanila via reacdo de hidrolise

empregando lipases comerciais

Em um erlenmeyer de 5 mL, dissolveu-se 0,17 mmol (30 mg) de rac-acetato de
indanila em 0,34 mL de THF, 1,36 mL de tampao fosfato (PO42'), 0,1M, pH 7, e por tltimo,
adicionou-se 60 mg de lipase. A reagdo foi processada a 30°C, com uma rotagao de 250
r.p.m e por um periodo de 24 horas. O processo foi repetido em mais oito erlenmeyers, pois
a triagem foi realizada com nove lipases. As lipases comerciais utilizadas nas reagdes foram

as seguintes: Amano lipase G a partir do Penicillium camemberti, Amano lipase AK a partir
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da Pseudomonas fluorescens, Lipase a partir do Rhizopus oryzae, Lipase a partir da
Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150, Lipase a partir da Candida
antartica B (CAL-B), Lipase a partir da Candida rugosa, Lipase a partir do pancreas do
porco (PPL), Acilase 1 a partir do Aspergillus melleus e Lipozyme RM IM a partir do
Rhizomucor miehei imobilizada em resina anidnica. Posteriormente, realizou-se uma
extracdo do produto com acetato de etila (3x10 mL) sendo a fase organica tratada com
sulfato de sodio anidro. Evaporou-se o acetato de etila a pressdo reduzida. Em seguida,
purificou-se o produto realizando uma coluna cromatografica, empregando gel de silica

como fase estacionaria, ¢ como fase movel a mistura hexano:acetato de etila 5%.

5.8.2 Resolucdo cinética enzimdtica do rac-indanol via reacdo de acetilacdo utilizando a
Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens e a Lipase a partir da

Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150

Em um erlenmeyer de 5 mL, adicionou-se 30 mg (0,22 mmol) do rac-indanol e
60 mg de lipase. Em seguida, o erlenmeyer foi vedado com um septo e realizou-se vacuo
seguido de purga com nitrogénio. Posteriormente, adicionou-se 2,2 mL de solvente,
previamente seco € 1,1 mmol (103 pL) de acetato de vinila. A reagdo foi realizada em uma
agitacdo de 250 r.p.m, variando-se a temperatura e o tempo reacional. Os solventes
empregados foram: acetonitrila, hexano, THF e tolueno. Realizou-se uma filtracao
utilizando um papel de filtro. Em seguida, a enzima foi lavada com o devido solvente
organico empregado na resolucdo cinética (5x10 mL). Finalmente, purificou-se o produto
realizando uma coluna cromatografica, empregando gel de silica como fase estacionaria, e

como fase moével a mistura hexano:acetato de etila 5%.

5.9 Imobiliza¢des enzimaticas

5.9.1 Preparacio da solugcdo enzimadtica da Amano lipase AK a partir da Pseudomonas

fluorescens

Uma massa de extrato comercial da enzima foi pesada e dissolvida em 100 mL
de tampao fosfato, 5 mmol/L, pH 7. A concentra¢do final da solu¢do da enzima foi de

25 mg/mL de proteina. A solucdo preparada foi submetida a agitacdo lenta durante 20
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minutos a 25°C e em seguida centrifugada a 4000 r.p.m. por 1 hora. A solugdo resultante

apos filtracdo foi armazenada a 4°C.

5.9.2 Preparacgdo do suporte quitosana e hibridos

Quitosana em po foi dissolvida em solugdo de acido acético 5 %. Apos completa
dissolucdo, a solucdo resultante foi adicionada, lentamente, a uma solucao de NaOH 100
mmol/L (propor¢do quitosana/NaOH = 1:10) mantida sob agita¢do lenta e constante. Em
seguida, o sistema foi deixado em repouso por 24 horas a temperatura ambiente. O gel
obtido apos este tempo foi lavado, exaustivamente, com agua destilada até¢ a neutralidade
sendo, em seguida, secado por filtracdo a vacuo. Os suportes obtidos foram quitosana 2,5%
de baixo peso molecular, quitosana 2,5% de baixo peso molecular; surfactante Triton X-100
0,1%, quitosana 2,5% de baixo peso molecular; surfactante CTAB 0,01%, oxido de
aluminio (Al,O3), quitosana 2,5% de peso molecular médio, quitosana 5% de baixo peso
molecular, quitosana 2,5% de baixo peso molecular; carragenina 2,5%, quitosana 2,5% de

baixo peso molecular; alginato de sodio 2,5%.

5.9.3 Reticulacgdo dos suportes com glutaraldeido

O gel de quitosana foi reticulado em solugdo tampao fosfato de sodio
100 mmol/L, pH 7 contendo glutaraldeido 0,6 % (razdo Vge//Vioa de 1/10) por 1 hora a
25°C sob lenta agitagdo. Apods reticulagdo, o suporte foi lavado, exaustivamente, com agua
destilada para remoc¢ao do excesso de glutaraldeido e, em seguida, foi secado por filtragdo a

vacuo.

5.9.4 Imobilizacao da lipase

A imobilizacdo da lipase foi efetuada em tampao fosfato 100 mmol/L, pH 7, por
5 horas e a 25°C sob lenta agitacdo. O suporte contendo a enzima imobilizada foi lavado
com agua destilada para remocao da proteina nao-imobilizada e em seguida foi armazenado
a 4°C em solugdo-tampao fosfato de s6dio 100 mmol/L, pH 7. A carga adicionada nestes
experimentos foram de acordo com os resultados descritos no item 5.3.4 empregando o

método de Bradford (1976). Antes da adicdo do suporte utilizado (t=0) e apos o término da
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imobilizagdo (t=5h), aliquotas do meio reacional foram retiradas para a determinacdo do

rendimento de imobilizagao.
5.9.5 Determinacdo da atividade hidrolitica das lipases

A atividade hidrolitica da lipase soltivel e imobilizada foi quantificada através da
hidrolise do butirato do p-nitrofenila (pNPB) 0,4 mmol/L em tampao fosfato 25 mmol/L, pH
7, sendo o produto da reacdo o p-nitrofenol (pNP) monitorado espectrofotometricamente
utilizando um comprimento de onda de 400 nm em cubeta de quartzo de caminho 6ptico de

lem.

5.9.6 Atividade da enzima soluvel (livre)

Para a determinagdo da atividade enzimatica da enzima soluvel foi previamente
obtida uma taxa de consumo (hidrélise) do pNPB a partir da constru¢ao de uma curva de
calibragdo com diferentes concentracdes de pNP. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como sendo a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 umol de pNPB por
minuto em pH 7 a 25 °C, obtendo-se um valor de 3 U/mL. A determinacdo da atividade da
enzima soluvel (livre) e das aliquotas do sobrenadante antes e apds o processo de

imobilizacao da enzima no suporte foi calculada de acordo com a Equacéo 1:

4 - a.f.V D

t

enzima
Equacio 1. Atividade da enzima livre.

Em que:

A= Atividade enzimatica (U/mL);

a = (coeficiente angular da curva Abs x t(min) para a solu¢do da enzima — coeficiente
angular da curva Abs x t(min) para o branco (abs/min);

f. = fator da curva de calibragdo do pNP;

V;= volume de reagdo (mL);

D = dilui¢ao da amostra;

Venzima = volume da solu¢do de enzima (mL).
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5.9.7 Atividade hidrolitica dos derivados (At jerivado)

Nestas determinagdes, a reagdo foi conduzida em reator de 30 mL a temperatura
ambiente sob continua agita¢do, sendo a mesma iniciada com a adi¢gdo de uma massa pré-
estabelecida do biocatalisador. A hidrélise do pNPB ¢ monitorada retirando-se aliquotas de
2 mL do meio reacional em diferentes tempos de reacao lendo-se a absorbancia da solugao
no espectrofotometro nas condi¢oes citadas anteriormente. O tempo de monitoramento da
reacdo estabelecido para esta determinagdo foi de 12 minutos. A atividade hidrolitica do
derivado foi dada em unidades por grama de biocatalisador (U,npp/gg1) de acordo com a

Equacao 2:

a 'fc'Vr.

m derivado

At =

derivado

Equacio 2. Atividade hidrolitica dos derivados.

Em que:

Atgerivado (0u Atividade aparente) € a atividade enzimatica do derivado (U, npp/ggel);

a (coeficiente angular da curva A x t(min) para o derivado — coeficiente angular da curva A
X t(min) para o branco);

f. € o fator da curva de calibragdo do p-nitrofenol (pNP);

V; € o volume de reagdo (mL);

Myerivado € @ Massa de derivado utilizada (g).

5.9.8 Determinacgdo da atividade recuperada (At,..) e do rendimento de imobilizacdo

(%Ry)

O rendimento de imobilizacdo R; (%), foi calculado medindo-se a diferenga
entre a atividade hidrolitica do sobrenadante (enzima soltivel) antes (Aty) e apds (Aty)

imobilizacdo, de acordo com a Equacao 3:

At — At
Ry(%) = —2——L «100
At
0

Equacao 3. Rendimento de imobilizagao.
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Neste trabalho, a atividade recuperada (Ag) foi definida como sendo a razdo
entre atividade hidrolitica aparente (ou atividade do derivado), obtida pela medida direta da

atividade hidrolitica do derivado (Aty) e a atividade teoérica do derivado, de acordo com a

Equacao 4:
At .
Atrec — derivado * 100
T At

teorica

Equaciao 4. Atividade recuperada.
Em que:
Atgerivado - atividade hidrolitica no derivado (U npp/ggel);

Aticorica: atividade tedrica do derivado (U,nps/Zgel)-

A atividade tedrica (Atieorica do derivado foi definida como sendo o produto da
carga enzimatica oferecida ou atividade oferecida (Atoferecida) €M  U,NpB/Gsuporte PELO

rendimento de imobiliza¢do (R;), de acordo com a Equacéo 5:

At = At

teorica oferecida

*RI

Equacio 5. Atividade teorica.

5.10 Procedimento para calcular excesso enantiomérico, conversio e razao

enantiomérica

Os célculos dos excessos enantioméricos dos produtos obtidos da biorreducgao da
indanona foram realizados através das analises dos cromatogramas obtidos por CLAE, mais
especificamente das andlises das areas dos picos referentes ao indanol de acordo com as
seguintes equagdes:

e.e.(%) = area do enantidbmero majoritario — area do enantiomero minoritario X 100%

area do enantidmero majoritario + area do enantiomero minoritario

Equacéo 6. Calculo de excesso enantiomérico relacionado a area.

As analises das conversoes do substrato indanona utilizado na biorredu¢ao foram

realizadas por intermédio das curvas de calibragdo. As substancias utilizadas como padrao
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foram analisadas por CLAE e os dados referentes as areas foram utilizados para elaborar as
curvas de calibragdo no Excel.

Os calculos dos excessos enantioméricos de substrato remascente e produto nas
reagoes de hidrolise do rac-acetato de indanila e acetilacdo do rac-indanol foram realizados
utilizando a Equacio 6, através das analises dos cromatogramas obtidos por CG referente as
areas dos picos.

As conversdes nas reagdes de resolucdo cinética enzimatica foram obtidas

através da Equacgao 7:

c (%)= e.e.s x 100
eestee.,
Equaciao 7. Calculo de conversdo para reacdes de resolucao cinética enzimatica.
No qual ees é o excesso enantiomérico do substrato e e.e, ¢ 0 excesso
enantiomérico do produto.

Os resultados de razao enantiomérica foram obtidos através da Equacao 8:

E =In[l-c(1+e.e.p)]
In[1-c(1-e.e.p)]

Equacio 8. Equacdo da razdo enantiomérica.
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DA INDANONA (ANEXO 1)

RMN 'H (CDCls, 300MHz): 5 (ppm) 2,7 (m, 2H,);

3,1 (m, 2Hy); 7,4 (td, J 15,6 Hz, 1Hy); 7,5 (dd, J 7,8 Hz, 1H;);
7,6 (td, J 15,9 Hz, 1Hy); 7,8 (dd, J 8,1 Hz, 1Hy)

RMN "C-BB (75 MHz, CDCL): & (ppm) 25,83 (C.);

36,25 (Cy); 123,75 (Cy); 126,73 (C;); 127,31 (Cy);

134,62 (Cy); 137,13 (C.); 155,19 (Cy); 207,9 (C,)

DEPT 135° (75 MHz, CDCl;): 6 (ppm) 25,83 (C,);

36,25 (Cy); 123,75 (Cy); 126,73 (Cy); 127,31 (Cy); 134,62 (Cy)
EM (m/7): 132 (M", 100%), 115 (2%), 104 (88%), 89 (5%), 78 (40%), 63 (10%), 51 (25%)
LV. (NaCl) (v-em™): 1700 (v C=0, def. axial); 1599 e 1585 (v C=C, def. angular);

769 (v C-H arom., def. axial)

DADOS ESPECTROSCOPICOS DO INDANOL (ANEXO 2)

RMN 'H (CD;0D, 500 MHz): 6 (ppm) 1,9 (m, 1Hy);
2,4 (m, 1Hy); 2,8 (m, 1H,); 3,0 (m, 1H,); 5,1 (dd, J 12,35 Hz,

1H.); 7.2 (m, 3Hing); 7.4 (dd, J 7,7 Hz, 1Hy) i 4 ¢
RMN “C-BB (125 MHz, CD;0D): § (ppm) 29,92 (C,); h b
35,96 (Cy); 76,47 (C,); 124,36 (Cp); 125,00 (Cy); g ~~—(a
126,80 (Cy); 128,40 (Cy); 143,44 (Cy); 145,13 (Ce) f B
DEPT 135° (125 MHz, CD3;0D): 8 (ppm) 29,92 (C,);

35,96 (Cy); 76,47 (C,); 124,36 (Ch); 125,00 (Cy);

126,80 (C;); 128,40 (Cy)

EM (m/z): 134 (M, 57%), 133 (100%), 115 (44%), 105 (23%), 91 (19%), 77 (17%), 63
(8%)

LV. (NaCl) (v-cm™): 3209 (v O-H, def. axial); 1475 e 1455 (v C=C, def. angular);

1326 ¢ 1053 (v C-0O, deg. angular); 760 e 738 (v C-H arom., def. axial)
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DO ACETATO DE INDANILA (ANEXO
3)

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 2,0 (s, 1H,);

2,1 (m, 1Hy); 2,5 (m, 1Hy); 2,9 (m, 1H,); 3,1 (m, 1H,);

6,2 (dd, J 12,00 Hz, 1H,); 7,2 (m, 3Hy;); 7.4 (dd, J 7,9 Hz, 1Hy)
RMN "“C-BB (75 MHz, CDCL): & (ppm) 21,51 (C,);

30,40 (Ce); 32,50 (Cy); 78,57 (Co); 125,01 (Cy);

125,75 (Cy); 126,91 (Cy); 129,15 (Cy); 141,27 (Cy);

144,62 (Cy); 171,31 (Cy)

DEPT 135° (75 MHz, CDCl): 6 (ppm) 21,51 (C,);

30,40 (Ce); 32,50 (Cy); 78,57 (Co); 125,01 (Cy);

125,75 (Ci); 126,91 (Cy); 129,15 (Cy)

EM (m/z): 176 (M, 2%), 158 (2%), 147 (2%), 133 (16%), 116 (100%), 105 (5%), 91 (7%),
77 (5%), 63 (5%)

LV. (NaCl) (v-cm™): 1730 (v C=0, def. axial); 1232 (v C-O, def. angular);

1479 e 1462 (v C=C, def. angular); 751 (v C-H arom., def. axial)

DADOS ESPECTROSCOPICOS DO AZIDOINDANO (ANEXO 4)

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 2,1 (m, 1Hy);

2,4 (m, 1Hyp); 2,9 (m, 1H,), 3,0 (m, 1H,); 4,9 (dd, J 11,7 Hz,
1H,); 7,3 (m, 3Hin,); 7,4 (dd, J 6,5 Hz, 1Hy)

RMN "“C-BB (75 MHz, CDCL): & (ppm) 30,49 (C.);

32,56 (Cyp); 65,93 (C,); 124,58 (Cy); 125,10 (Cy);

126,88 (Ci); 128,89 (Cy); 140,70 (Cy); 143,67 (Ce)

DEPT 135° (75 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 30,49 (C,);

32,56 (Cyp); 65,93 (C,); 124,58 (Cy); 125,10 (Cy);

126,88 (C;); 128,89 (Cp)

EM (m/z): 159 (M, 3%), 130 (43%), 117 (100%), 103 (21%), 91 (12%), 77 (16%)
LV. (NaCl) (v-em™): 2086 (v N=N=N, def. axial); 1478 ¢ 1479 (v C=C, def. angular);
1235 (v C-N, def. angular); 751 (v C-H arom., def. axial)
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DA INDANAMINA (ANEXO 5)

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 1,7 (m, 1Hy);

1,8 (s, 2H-NH,); 2,5 (m, 1Hy), 2,8 (m, 1H,); 2,95 (m, 1H,); 4,4
(dd, J 14,8 Hz, 1H,); 7,2 (m, 3Hine); 7,35 (dd, J 9,0 Hz, 1Hy)
RMN “C-BB (75 MHz, CDCL): § (ppm) 30,31 (C,);

37,33 (Cyv); 57,39 (C,); 123,55 (Ch); 124,89 (Cy);

126,72 (Cy); 127,45 (Cy); 143,30 (Cy); 147,37 (Ce)

DEPT 135° (75 MHz, CDCl): 6 (ppm) 30,31 (C,);

37,33 (Cy); 57,39 (C,); 123,55 (Cr); 124,89 (Cy);

126,72 (Cy); 127,45 (Cy)

EM (m/z): 133 (M", 18%), 132 (100%), 116 (38%), 104 (12%), 91 (10%), 77 (12%), 65
(8%)

LV. (NaCl) (v-em™): 2920 ¢ 2849 (v NH,, def. axial); 1476 e 1457 (v C=C def, angular);
1059 (v C-N, def. angular); 740 (v C-H arom., def. axial)
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ANEXO 8
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ANEXO 10
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ANEXO 11
1800 —
1600
1400 | \
1200 / O
1000 -}
2 ]
= 800 .
600
400 -
200 -
0
-200 ——
6 8 10 12 14 16 18 20

minutos

Cromatograma obtido por CLAE da indanona tg 10,3 min.




113

700 — {
| / OH

600
500 —

400

mAU
N

300 —
200

100

-100 . : . . . . ; .
12 14 16 18 20

minutos

OH

Cromatograma obtido por CLAE do rac-indanol tg 15,6 min. (S) tg 17,8 min. (R).

ANEXO 12
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