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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar a resolucdo cinética enzimatica (RCE) do
dialquinilcarbinol rac-1-[tris(isopropil)silil]penta-1,4-diin-3-ol (rac-1), via reacdo de acilagédo
catalisada por lipase, para produzir os dialquinilcarbindis (R-2 e S-1) enantiomericamente puros
ou enriquecidos. Inicialmente, realizou-se a triagem de dez lipases comerciais para a resolucéo
cinética do rac-1. Dentre elas, as enzimas Candida antarctica B imobilizada em resina acrilica
(CAL-B), Thermomyces lanuginous imobilizada em immobead-150 (TLL), Amano PS da
Burkholderia cepacia imobilizada em terra diatoméacea (PS-IM) e a enzima livre Amano lipase
de Pseudomonas fluorescens foram as selecionadas, por apresentarem resultados de excesso
enantiomérico (e.e.p e e.e.s) >99%, conversao (c) de 50% e enantiosseletividade (E) >200. A
influéncia do solvente na RCE catalisada por essas enzimas foi investigada, realizando-se a
reacdo em heptano, hexano, ciclohexano, tolueno, éter etilico, tetrahidrofurano (THF) e
acetonitrila (ACN). Dentre estes, heptano e hexano foram os solventes que resultaram e.e.p e
e.e.s >99%, c=50% e E >200 para todas as enzimas testadas. No caso das lipases CAL-B e PS-
IM, cinco dos sete solventes testados (exceto THF e ACN) produziram resultados 6timos de
RCE. Posteriormente, estudos com a enzima CAL-B e o solvente heptano foram realizados para
avaliar a influéncia da temperatura, tempo, relacdo enzima:substrato e reuso da enzima na
reacdo. Os estudos resultaram na otimizacdo da RCE do rac-1 (e.e.pee.e.s>99%,c=50%¢e E
= 200) com a reacdo sendo realizada sob as seguintes condic¢des: CAL-B, heptano, 40°C, 2 h e
relacdo enzima:substrato (0.5:1). Estudos de reuso da lipase sob estas condicdes foi realizado,
resultando, ja no segundo ciclo, numa reducdo dos valores de conversao (c = 40%) e excessos

enantioméricos do substrato e do produto (e.e.p > 99% e e.e.s > 66%), e com E > 200.

Palavras-chave: biocatalise; dialquinilcarbinol; lipase; resolucdo cinética.



ABSTRACT

This work aimed to investigate the enzymatic kinetic resolution (EKR) of the dialkinyl carbinol
rac-1-[tris(isopropyl)silyl]penta-1,4-diin-3-ol (rac-1), via lipase catalyzed acylation reaction,
to produce the enantiomerically pure or enriched dialkinylcarbinols (R-1 and S-1). Initially, ten
commercial lipases with enzymatic potential for the kinetic resolution of rac-1 were screened.
Among them, the enzymes Candida antarctica B immobilized on acrylic resin (CAL-B),
Thermomyces lanuginous immobilized on immobead-150 (TLL), Amano PS from
Burkholderia cepacia immobilized on diatomaceous earth (PS-IM) and the free enzyme Amano
lipase from Pseudomonas fluorescens were selected for presenting results of enantiomeric
excess (eep and ees) >99%, conversion (c) of 50% and enantioselectivity (E) >200. The
influence of the solvent on the EKR catalyzed by these enzymes was investigated, performing
the reaction in heptane, hexane, cyclohexane, toluene, ethyl ether, tetrahydrofuran (THF) and
acetonitrile (ACN). Among these, heptane and hexane were the solvents that resulted in eep and
ees >99%, c=50% and E >200 for all tested enzymes. In the case of lipases CAL-B and PS-IM,
five of the seven solvents tested (except THF and ACN) produced optimal EKR results.
Subsequently, studies with the CAL-B enzyme and the heptane solvent were carried out to
evaluate the influence of temperature, time, enzyme:substrate ratio and enzyme reuse in the
reaction. The studies resulted in the optimization of the RCE of rac-1 (eep and ees > 99%, ¢ =
50% and E = 200) with the reaction being carried out under the following conditions: CAL-B,
heptane, 40°C, 2 h and enzyme ratio:substrate (0.5:1). Study on the lipase under these
conditions was carried out, resulting, already in the second cycle, in a reduction of the
conversion value (c = 40%) and enantiomeric excesses of both the substrate and the product
(eep > 99% and ees > 66%), although maintaining E > 200.

Keywords: biocatalysis; dialquinylcarbinol; lipases; kinetic resolution.
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1. INTRODUCAO

Moléculas enantiomericamente puras sdo extremamente importantes para as
industrias farmacéutica, alimenticia, agricola e cosmética (CHOI et al., 2015), o que requer o
desenvolvimento de metodologias mais sustentaveis na producdo das mesmas (WOODLEY,
2019). Com isso, 0 uso de processos biocataliticos para a obtencdo de compostos
enantiomericamente puros vem crescendo nos Gltimos anos, uma vez que reduzem os impactos
ambientais e sdo mais seletivos (PRIER; KOSJEK, 2019). Nesse contexto, o emprego de
catalisadores enzimaticos na resolucdo cinética enzimatica de racematos torna-se uma
estratégia importante na obtencdo de substancias quirais (DEL ARCO et al., 2021).

Uma das classes de compostos estudadas em RCE séo os denominados compostos
acetilénicos ou poliacetilénicos lipidicos constituem uma familia de metabdlitos secundarios
bioativos produzidos por organismos Vvivos, tais como as esponjas marinhas (NICKEL et al.,
2015). Esses compostos sdo destacados na literatura por exibirem uma ampla variedade de
atividade de interesse bioldgico, em especial a sua citotoxicidade contra uma série de linhagens
de células tumorais (TUYEN et al., 2018; LIU et al., 2018).

Nestes produtos naturais, o fragmento estrutural alquenil-alquinilcarbinol (AAC)
foi identificado como sendo o grupo farmacoforico, responsavel pelas propriedades biolégicas
(Figura 1). Posteriormente, uma abordagem reacional, que consistiu na variagdo estrutural
sistematica do AAC lipidico natural, levou a descoberta de um novo farmacoforico artificial
bioinspirados, a unidade terminal de dialquinilcarbinol (DAC), Figura 1. A presenca deste
fragmento nos compostos lipidicos bioensaiados, resultou em citotoxicidade ainda mais

promissora contra células tumorais (LISTUNOQV et al., 2016).
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Figura 1 - Representacdo dos fragmentos de alquenil-
alquinilcarbinol (AAC) natural e dialquinilcarbinol (DAC)
bioinspirado

3 AAC natural: 1

Fonte: Listunov et al. (2018?).

Em funcdo de suas caracteristicas estruturais incomuns e seus potenciais
citotoxicos, a preparacdo de poliacetilénicos carbinolicos lipidicos quirais tem sido relatada na
literatura. As metodologias envolvem a sintese assimétrica com catalisadores quirais, sintese
quimioenzimatica e resolucdo cinética enzimatica (RCE) de racematos (BOURKIS et al.,
2018).

A alcinilacdo enantiosseletiva de aldeidos é uma das reacGes mais Uteis para a
preparacdo de compostos DAC lipidicos quirais, utilizando varios derivados de alcinos como
nucleofilos (L1 et al., 2011). Para a formagdo de DACs quirais, destaca-se 0 método de Carreira
modificado, que emprega a reacdo com aldeidos, Zn(OTf)2 como catalisador e (+) - ou (-)-N-
metilefedrina (NME) como o ligante quiral (LISTUNOV et al., 2018a), Esquema 1.

Esquema 1 - Representacdo da sintese assimétrica do DAC baseado no método de
Carreira modificado

4 7\

o (-) ou (+) NME OH
Zn(OTf), _
+ A -
% H \\MMC CH,Cl, % * % Me
TIPS n TIPS  Rous

n

Fonte: Listunov et al (2018a).
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A sintese dos DACs lipidicos racémicos descritos na literatura (LISTUNOV et al.,
2015) envolveu a litiacdo de alcinos terminais com n-BuL.i, seguida da adicdo do organolitio a

um aldeido propargilico protegido (Esquema 2).

Esquema 2 - Sintese de dialquinilcarbinol racémico

1) n-BuLi
\MMQ THF, -78°C H
n > /
) 9 TIPS~ rac SN yMe

/ H
TIPS

- J

Fonte: Listunov et al. (2015).

A RCE é uma metodologia bastante empregada na obtencdo de alcoois quirais a
partir de racematos. Esta emprega lipases como catalisadores, que permitem a “discriminago
quiral”, ou seja, qualquer tipo de quiralidade presente no substrato é reconhecida (DIAS et al.,
2019). Com isso, um dos enantiébmeros é biotransformado mais rapidamente que o outro. Logo,
este procedimento se torna uma alternativa viavel para a producdo de dialquinilcarbindis
quirais, por meio da hidrélise, quando o substrato de partida sdo os acetatos racémicos, ou por
meio da acilacéo, que parte do proprio alcool racémico.

Almeida e colaboradores (2020) avaliaram 12 lipases comerciais na resolucao
cinética de um acetado de ACL contendo 12 carbonos saturados, via hidrolise, usando MeCN
(20% em tampdo) como co-solvente. A triagem revelou a lipase Candida antarctica B
imobilizada em resina acrilica (CAL-B) imobilizado em resina acrilica como sendo a mais
eficiente na RCE, rendendo o (R)-alcool (rendimento de 39%) e o (S)-acetato (39% de

rendimento), com ees e eep > 99%, c=50% e E>200, Esquema 3.

Esquema 3 - Resolugdo cinetica enzimética de um acetato de ACL, via hidrolise,
descrito na literatura

- ~

OAc CAL-B OH A
Tampdo fostatoGHT) PN
ampao rostato(p.
= == 30°C, 48h, 250 rpm = = Z SN
R)-alcool (5)-acetato
rac-Ac (R)
11 €e>99% 11 ee>99% 1

. /

Fonte: Almeida et al. (2020).




15

A hidrdlise e a esterificacdo dos racematos catalisados por lipase sdo realizados no

sitio ativo da enzima, que é formado pela triade catalitica (residuos dos aminoacidos Serina-

Histidina-Aspartato). O mecanismo geral da catalise enzimatica esta representado na Figura 2.

Figura 2 - Mecanismo geral da catalise enzimatica, promovido pela triade

catalitica no sitio ativo da lipase

Asp

His

Z N
/\ /
Oe H /\DJU

?cr fe)
/O:/_\/U\ —_—
R~ “OR

Nu: H,O, R;0H....

(@)

Rl)J\O
2 S!L‘l‘
Nii

Intermediario
Acil-Enzima

Fonte: Adaptado Faber (2011).

Conforme representado na Figura 2, o anion do aspartato remove o hidrogénio acido

da histidina que, por sua vez, torna-se mais basica e ataca o hidrogénio da hidroxila da serina.

O oxigénio nucleofilico da serina ataca o grupo carboxila do substrato, formando o

intermediario acil-enzima. Por fim, o nucledfilo (Nu), geralmente agua (mecanismo de

hidrolise), ataca o intermediario acil-enzima. Quando a enzima esta operando em um ambiente

de baixa concentracdo de 4gua, qualquer outro nucleofilo pode competir pelo intermediério acil-

enzima, como por exemplo, uma molécula alcool (mecanismo de acilacdo de racémico),
levando assim a formacdo de um éster diferente (FABER, 2011; FERREIRA, 2016). E

importante frisar que as duas estratégias de resolucdo, via hidrolise e via acilacdo, séo

complementares, pois geram como produtos os alcoois quirais com configuracfes opostas

(Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo simplificada dos mecanismos de hidrolise e
esterificacdo (acilacdo) na producéo de alcoois e acetatos de configuracéo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O 1-[tris(isopropil)silil]penta-1,4-diin-3-ol (1) quiral é considerado um sinton
versatil a ser empregado na sintese dos alquinil carbindis lipidicos (LISTUNOV et al., 2015;
LISTUNOV et al., 2018a). As referéncias mencionadas na Tabela 1 mostraram o

desenvolvimento de metodologias biocataliticas para a producéo do 1 e seu acetato enatiopuros.

Tabela 1 - Resolugéo cinética enzimatica (RCE) do acetato do rac-1 (via hidroélise) e do rac-1

(via acilacdo) descritas na literatura.

Método Processo Referéncia
i OAc CAL-B (?)H N OAc
REC via Tlps/\ Tampao (pH7) /\ /'\ ALM EI DA Et
- ,y- rac-1 TIPS -1 TIPS "
hidrolise 0 . al. (2020)
€e>99% €e>99%
OoH CAL-B QAc OH
REC Via = SN iclohexano FZ ] X " LISTUNOV
A ST, Ciclohe TIPS/R_l\\ TIPS/‘_\
acilacéo rac-1 ® ®-1 et al. (2018)
ee>99% ee>42%

Motivados pelos resultados promissores da RCE de 1, via hidrolise, obtidos no

nosso grupo de pesquisa (ALMEIDA et al., 2020), resolveu-se investigar a metodologia
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complementar, empregando-se o acetato de 1 (rac-1-Ac) como substrato racémico a ser

resolvido por lipases.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biocatélise

A producdo de moléculas por organismos vivos envolve uma série de reacoes
complexas, catalisadas por enzimas, que ocorrem sob condi¢fes brandas e apresentam alta
seletividade. Estas caracteristicas ddo embasamento e servem de inspiracdo para a biocatalise,
uma alternativa atraente e ecologicamente coerente para 0s processos quimicos que envolvem
catalise quimica convencionais (FRYSZ-KOWSKA, 2020; WU et al., 2021 ).

Do ponto de vista ambiental, as reacdes catalisadas por enzimas sdo mais
compativeis com os principios da quimica verde e da quimica circular por serem mais
sustentaveis. Em termos de economia, recursos energéticos e eficiéncia energética, a
biocatélise, normalmente, envolve menor consumo de energia, reducdo de poluicdo industrial,
reciclagem de biocatalisadores e reducdo no uso de solventes e reagentes perigosos (FRYSZ-
KOWSKA, 2020; WOHLGEMUTH, 2021).

O uso dos biocatalisadores vem ganhando cada vez mais forca com o avango da
tecnologia. Neste contexto, destacam-se a descoberta de novas variantes de enzimas, a
modificacdo de enzimas através da engenharia de proteinas, além da modelagem de enzimas
através de ferramentas computacionais (bioinformatica) (WU et al., 2021).

A biocatélise tem vasta aplicacdo na preparacdo de intermediarios opticamente
ativos. Dentre estes, destaca-se 0 emprego de enzimas na sintese de alcoois quirais de interesse
das industrias farmacéuticas e de aromas e fragrancias esta entre os mais proeminentes. Na
industria farmacéutica, esta classe de compostos sdo intermediarios-chave na sintese de
medicamentos (CHEN, 2019; PRIER; KOSJEK, 2019; DAL MAGRO et al., 2019;
MICKLISTSCH, 2019; WU et al., 2021).

2.2. Enzimas

As enzimas s@o macromoléculas constituidas por proteinas, formadas por uma
sequéncia de residuos de aminoacidos ligados covalentemente entre si por ligacdes peptidicas,
que possuem a habilidade de catalisar rea¢des quimicas e bioquimicas com alta régio-, estéreo-
e quimiosseletividade (LEHNINGER, 2013).


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#2
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#2
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#2
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Estabilidade, especificidade de substrato e enantiosseletividade sdo caracteristicas
essenciais para uma boa atividade enzimatica e subsequente aplicacdo industrial. A evolucéo
da engenharia de proteinas, combinada com a evolucdo tecnoldgica de sequenciamento
contribuiram no desenvolvimento de biocatalisadores (ALl et al., 2021).

Embora a atividade catalitica das enzimas possa ser bastante reconhecida, muitas
vezes sua estabilidade e custo sdo considerada uma limitagdo. Para contornar esses efeitos, a
imobilizacdo foi proposta inicialmente para superar os problemas associados a recuperacao
enziméatica (SHELDON; VAN PELT, 2013).

Mais tarde, a imobilizacéo foi usada para resolver algumas limitagfes das enzimas
como, por exemplo, melhoramento da atividade enzimatica sob condic¢des adversas de catalise
(DAL MAGRO et al., 2020). Em uma abordagem sobre imobiliza¢do de enzimas, Arana-Pefia
et al.,, (2021) relataram uma visdo geral sobre imobilizacdo de enzimas, discutindo suas
vantagens e desvantagens, e focando em estratégias recentes para superar alguns dos problemas
inerentes a imobilizacdo. Em outra revisdo, Gkantzou et al. (2021) abordam as descobertas
enzimaticas recentes, que incluem o desenvolvimento nanobiocatalisadores e suas aplicacdes
em transformacdes biocataliticas.

Devido ao numero cada vez maior de enzimas que sao descobertas, 0s bioquimicos,
por meio de um acordo internacional, adotaram um sistema de nomenclatura e classificacéo de
enzimas. Esse sistema divide as enzimas em seis classes, cada uma com subclasses, com base
nos tipos de reacdes que catalisam (LEHNINGER, 2013).

Tabela 2 - Classificagdo das enzimas mediante o tipo de reacdo catalisada

CLASSES DE TIPO DE REACAO EXEMPLOS DE
ENZIMAS CATALISADA ENZIMAS

Oxidacéo/reducdo, envolvendo a
transferéncia de elétrons ou
atomos de hidrogénio e
oxigénio.

OXIDORREDUTASES Desidrogenases, oxidases,

oxigenases, peroxidases

Transferéncia de grupos
TRANSFERASES funcionais, tais como, acil, Aminoacido transaminases
metil, fosforil, amino.



https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0734975020300811#bb1240
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-activity
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0734975020300811#bb0280
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#2
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#2
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#2

HIDROLASES

LIASES

ISOMERASES

LIGASES

Reac0es de hidrolise, e em
condicdes especificas a reacao
inversa.

Adicéo/eliminacéo sobre
ligagbes C=C, C=N, C=0.

Reac0es de isomerizacéo

Formacéo/clivagem de duas
moléculas frente a ligacdes C-O,
C-S, C-N, C-C.

Fonte: Lehninger (2013).

Lipases, acilases,
nitrilases, esterases,
amidases, proteases

Aldolases, oxinitrilases,
hidroxinitrila liases

Sintetases, glicina ligase

Racemases, glicose,
iIsomerase
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Dentre as enzimas apresentadas na Tabela 2, destacam-se as lipases (EC 3.1.1.3),

gue pertencem ao grupo das hidrolases. As lipases sdo empregadas em um grande namero de

processos biocataliticos, em escalas laboratorial e industrial (MIRANDA et al., 2015;

SEDDIGI et al., 2017). O nimero de publicacdes envolvendo estas enzimas vem crescendo

continuamente, conforme extraido do banco dados “Web of Science ”, usando os termos “lipase

and biocatalysis” como critérios de pesquisa. A Figura 4 apresenta o numero de trabalhos

publicados nos dltimos 20 anos (de janeiro de 2001 a outubro de 2021), tendo um total de 3.173

publicagdes.


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S073497501930062X#bb0485
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S073497501930062X#bb1665
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/web-of-science
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Figura 4 - Numero de publica¢bes dos ultimos 20 anos, de acordo com
pesquisa no “Web of Science ”, usando os termos “lipase and biocatalysis”
como critérios de pesquisa
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Publicagoes
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Publicagtes

Fonte: Lehninger (2013).

2.3. Lipases

As lipases, segundo a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(IJUBMB), séo classificadas como triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3, onde EC significa
Enzyme Commission, o primeiro digito (3) referente ao nome da classe (hidrolase), o segundo
(1) é a subclasse (atua sobre ligagdes éster), o terceiro (1) refere-se a subclasse (carboxil éster
hidrolase), e o quarto numero (3) significa que a enzima atua sobre triglicerideos
(BEZBORODOV; ZAGUSTINA, 2016). As lipases, normalmente, tém a presenca do
dobramento ao/p hidrolase, sendo composto por varias a-hélices e folhas-p intercaladas (Figura
5). Este é um dobramento bastante comum nas hidrolases, e algumas delas tém um dominio de

tampa que sofre ativacdo interfacial durante o processo catalitico (ALl et al., 2021).

Figura 5- Representagdo dos dobramentos a/f hidrolase (A) e

representacéo estrutural da lipase (B).


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/web-of-science
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipase
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As lipases sdo, as enzimas mais utilizadas em biotransformacao, por conta da sua
ampla especificidade de substrato, acessibilidade comercia e auséncia de qualquer dependéncia
de cofator (RODRIGUES, 2019). Além disso, a capacidade de trabalharem em meios
heterogéneos, apresentarem estabilidade em solventes organicos e catalisarem na interface
lipidio-agua, sdo caracteristicas adicionais que fazem com que estas enzimas tenham aplicacdes
em varios segmentos industriais, como alimentos, detergentes, industrias farmacéuticas, téxteis,
cosmeéticas e de papel (SONI, 2021).

As lipases sdo capazes de catalisar reacOes de hidrolise, acilacdo, entre outras, tendo
notavel aplicacdo na resolucdo cinética de alcoois, acidos, ésteres e amidas (FABER, 2011,
SANFILIPPO et al., 2018). Conforme ja mencionado, além de promoverem hidrélise, as lipases
também catalisam reacOes reversas, ou seja, reacdes de formacéo de ésteres a partir de alcoois
ou &cido carboxilico, com liberagdo de agua (esterificacdo) (SAAT et al., 2019; AGAPAY et
al., 2020; ESCOBETO; FERNANDEZ, 2021). O processo de hidrdlise e esterificacio podem
ser combinados numa sequéncia de reacdes denominadas transesterificacdo (OH et al., 2019;

REIG etal., 2020; POOJA et al., 2021). O Esquema 4 resume as reac0es catalisadas por lipases.


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biotransformation
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biotransformation
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-specificity
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biotransformation
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Esquema 4 - Representacdo das reacGes de hidrolise,

esterificacdo e transesterificacao catalisadas por lipases.

% o
)k + H,O —_— )k ; R'OH
R! OR R OH
O
)k R'OH o .
— H,0
R OH R! OR
Transesterificacao |
O
N e}
)J\ + R“OH )k N RIOH
1
R OR R OR2

Fonte: Adaptado de Ferreira (2016).

A determinacdo da estrutura da lipase revelou que o sitio ativo é formado por trés
residuos de aminoacidos, conhecidos também como triade catalitica, que sdo responsaveis pelo

mecanismo catalitico, (ALl et al., 2021) (Figura 6).

Figura 6 - Estruturas quimicas dos aminoacidos aspartato (Asp),
histidina (His) e serina (Ser) que formam a triade cataliticas das

lipases

Hist 224

187 Asp 105 Ser
) N
N
o) OH
N::/
Fonte: Adaptado de Ferreira (2016).
As lipases sdo enzimas que apresentam um mecanismo peculiar de atuacéo (Figura

6). Podem catalisar reacdes de formacdo de ésteres a partir de um alcool e de um doador de

grupo acila, em ambiente ndo aquoso. Esta reacéo de acilagéo ocorre em etapas: (i) inicialmente,
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0 arranjo espacial desses trés residuos de aminoacidos favorece a histidina a aumentar a
nucleofilicidade do grupo hidroxila da serina através de uma ligacdo de hidrogénio. Entdo o
grupo hidroxila da serina age como nucledéfilo atacando a carboxila do substrato doador de acila,
clivando a ligagdo C=0, originando assim o intermedidrio tetraédrico I, que é estabilizado por
pontes de hidrogénio. Nesta fase, a histidina captura o hidrogénio liberado pela serina e o
aspartato estabiliza a carga positiva que se forma na histidina. Apds a sua estabilizacdo, o
intermedidrio tetraédrico | € desfeito pelo retorno da ligacdo C=0 e, consequente, clivagem da
ligacdo éster. O &lcool liberado captura o préton da histidina, formando assim um complexo
acil-enzima; (ii) na etapa seguinte, um nucleofilo apropriado (H20, alcool ou amina) ataca o
carbono da ligacdo C=0 do intermediario acil-enzima, formando o intermediario tetraédrico II.
Por fim, a reconstituicdo da ligacdo C=0 desfaz o intermediario tetraédrico Il e fornece o
produto acilado, regenerando a enzima que retorna ao ciclo catalitico (SILVA, 2016).

Esquema 5 - Ciclo catalitico das lipases em uma reacao de acilacéo de alcoois
secundarios
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\O 0
187 Asp / 105 Ser
N H 0
/ 0 i !
(AN it 187 Asp ° ! lntermedlano
H -—
d N /=N \ -0 O tetraedrlcol
H—N, /,f <
g /=N
. H—N
His 224 -

o]
o) H HO _ o
F QH H

105 Ser
\O . o (0] Intermediario
N acil-enzima
187 Asp H - 105 Ser\,,
0 A\

]
\\_-0 / ==0; H 187 Asp,

r’ 7, e
VAN ® /< N\
SN = ~ —0
0 H\N/‘Nl-12 A /:r\ .
> ; o N /=N: Ho, H
HN Ao
i =
His 224 = SN .
His 224 TIPS
Intermediario 18
tretraédrico 11

Fonte: Elaborada pelo autor.
Durante o curso de todas as reacdes mediadas por lipases, qualquer tipo de

quiralidade no substrato é "reconhecida” pela enzima, o que causa uma preferéncia por uma das

duas possiveis vias estereoquimicas para a rea¢do. O valor desta discriminacdo é um parametro
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crucial para as resoluc@es cinéticas, uma vez que a "seletividade™ é governada pela cinética
reacional (DIAS, et al., 2019).

2.4. Resolucédo Cinética Enzimatica

A resolucéo cinética enzimatica (RCE) € uma importante estratégia para a obtencao
de substancias quirais a partir de racematos (BHARDWAJ; GUPTA, 2017). Ela se baseia na
separacdo dos enantibmeros através de uma reacdo enantiosseletiva, devido a cada um dos
enantidmeros possuirem velocidades de reacdo diferentes. Ou seja, para se obter uma boa
resolucéo, a constante de especificidade (ou seja, kea/K m) da lipase para uma reagcdo com um
dos enantibmeros deve ser muito maior do que para a mesma reacdo com O outro
enantidomero. Por exemplo, se a razdo da constante de especificidade para o enantidmero R
(kcatr/Kmr) for muito alta em comparagdo com a constante de especificidade para
0 enantidmero S (kcats/Kmr), N0 momento em que o enantibmero R foi totalmente convertido no
produto, essencialmente, nenhum enantibmero S tera reagido. Como resultado, a reacdo
fornecerd uma mistura de 50% do produto de configuracdo R e 50% do reagente inicial de
configuracdo S, Figura 7. Assim, o valor de conversao (c) ideal para a reacéo é de 50% (SILVA,
2011). Vale mencionar que, a razdo da constante de especificidade é também conhecida como
razdo enantiomérica e representada pelo simbolo E (DIAS et al., 2019).

A estereosseletividade enzimatica surge da diferenca de energia existente no estado
de transicdo, associado a formacdo dos dois complexos diastereoméricos no sitio ativo da
enzima. Estes complexos diastereoméricos possuem energias livres (AG) diferentes, permitindo
sua “discriminagdo quiral”, ou seja, um dos enantiomeros ¢ biotransformado mais rapidamente

que o outro (FERREIRA, 2016).

Figura 7 - llustracdo de uma reacdo de RCE, via
acilacdo, em que apenas um dos enantidmeros €
convertido em produto


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enantiomer
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A enantiosseletividade das lipases € de grande interesse e importancia para
resolucdo de racematos e obtencdo de blocos quirais para sintese quimica. Para melhor
compreender a questao da enantiosseletividade das lipases, é imprescindivel a explicacdo sobre
a “regra de Kazlauskas” (ROMANO et al., 2020). Através desta regra, pode-se especular quais

substratos serdo bons “candidatos” a RCE, e quais ndo serdo (SILVA, 2016).

2.4.1. Regra de Kazlauskas

Em 1991, Kazlauskas e colaboradores desenvolvem uma regra empirica (regra de
Kazlauskas) que explica o reconhecimento quiral das lipases, podendo predizer a
enantiopreferéncia destas enzimas frente a um determinado substrato (SILVA, 2011). Nesta
regra, 0 modelo do sitio ativo da lipase consiste em duas cavidades de tamanhos diferentes, uma
grande (G) e outra pequena (P) (Figura 8). A enantiopreferéncia ocorre devido a um encaixe
perfeito de um dos enantibmeros nos bolsées hidrofébicos (modo favoravel), enquanto o outro

enantidbmero ndo tera um encaixe perfeito (modo desfavoravel) (KAZLAUSKAS et al., 1991).
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Figura 8 - Representacdo simplificada das cavidades de uma lipase,
segundo a regra de Kazlauskas
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Fonte: Elaborado pelo o autor.

Desta forma, para reac¢fes com alcoois secundarios mediada por lipase, é possivel
prever qual enantibmero que sera favorecido cineticamente, em funcdo dos tamanhos dos
grupos substituintes e da acomodacao destes no sitio ativo da enzima. A regra indica que nas
reacdes de acilacdo, o alcool acetilado sera de configuracdo R e o remanescente permanecera
com configuracdo S (KAZLAUSKAS et al., 1991).

Embora o modelo proposto por Kazlauskas e colaboradores tenha sido destinado
para a hidrolise de ésteres, esta regra também tem sido extrapolada e bem aceita para a acilagéo

de alcoois secundarios (Figura 9).

Figura 9 - Modelo empirico de Kazlauskas para reagdes de acilagéo de alcoois
secundarios e hidrolise dos correspondentes ésteres, na presenca de lipases

Ao A
X BACHEASE

0 enantidmero-(S) E enantidbmero-(R) J?L oH
H0 RO R
& —— + - + RO R o
lipase lipase

:
racemato (RS) o E oH racemato (RS)
—~ Q@ @©
.
enantidmero-(R) é enantiémero-(S)
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Fonte: Adaptado de Ferreira (2016).
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2.4.2. Parametros para Biocatalise

Os parametros para avaliar uma resolucao cinética enzimatica catalisada por lipase
podem ser definidos pelo excesso enantiomérico (ee), percentual de conversdo e pela razdo
enantiomérica ou fator de seletividade E. O valor de ee determina a pureza enantiomérica do

composto, e seu valor pode ser obtido pela Equacéo 1:

area do enantiémero majoritario — drea do enantiomero minoritario
%) = 100%
e.el7 - A T p A : X 0
area do enantidmero majoritario + area do enantiémero minoritario

A conversdo (c) é expressa pela seguinte Equacao 2:

e.e.s

c(%) = x100 (2

e.es+e.ep

Logo, apds substituicdo do termo ¢ e manipulacgdes algébricas, a seletividade E pode

ser expressa apenas em termos dos excessos enantioméricos eep e ees na seguinte Equacéo 3:

_In[1—c(1+e.ep)]

E= In[1—c(1—e.e.p)]

Uma RCE que apresenta um valor de E igual a 1 é considerada uma reacéo nao
seletiva. Para a resolucéo cinética enzimatica ser aceitavel, E deve possuir um valor minimo
igual a 20, sendo o ideal >200 (FABER, 2011).

2.5. Dialquinilcarbinois (DAC) lipidicos: ocorréncia e atividade biologica

Entre os compostos naturais, 0s compostos acetilénicos constituem uma familia rica
de metabolitos secundarios, produzidos por plantas, fungos, algas, esponjas marinhas e
insetos. Os DAC lipidicos sdo conhecidos por possuirem bioatividades potentes, como
antimicrobianas, antivirais, antifangicas, citotoxicas e inibidoras de enzimas. Eles também tém
sido considerados Uteis como nutracéuticos para o desenvolvimento de alimentos mais
saudaveis (CAMPOS et al., 2020).

As esponjas marinhas da ordem Haplosclerida, incluindo os géneros Petrosia e
Xestospongia (SANTIAGO, 2019; A FRISTOHADY et al., 2021), Haliclona (ZHU, 2019 et
al.; GUNATHILAKE et al., 2020) e Callyspongia (EL-HAWARY et al., 2019;
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HADISAPUTRI et al., 2021), sdo as principais fontes de poliacetilenos de cadeia longa. Dentre
estes, 0 género Petrosia destaca-se na biossintese dessa classe de metabdlitos secundarios que
exibem notavel atividade bioldgica in vitro, especialmente acéo citotoxica contra diversos tipos
de células tumorais (LISTUNOV et al., 2018b).

O potencial biolégico dos DAC lipidicos naturais motivou muitos estudos de
investigacao da unidade responsavel pela atividade citotdxica da molécula. Estudos da relacéo
estrutura-atividade com derivados sintéticos revelaram que, entre as moléculas acetilénicas
investigadas, aquelas onde a ligacdo tripla encontrava-se na posi¢cdo geminal a um grupo
hidroxila, ou seja, pertencente a funcdo de alcool propargilico, eram a de maior potencial
bioldgico. Assim, o fragmento dialquinilcarbinol (DAC) foi identificado como sendo o grupo
farmacoforo da classe (LISTUNOQV et al., 2015a).

A Figura 10 apresenta exemplos de estruturas de DAC lipidicos naturais isolados
de esponjas marinas (CAMPOS et al., 2020). E importante frisar que, até 0 momento, nenhum
produto natural foi relatado com DAC em posi¢do terminal.

Figura 10 - Estruturas quimicas do fragmento comum aos DAC lipidicos e de
exemplos de produtos naturais desta classe isolados de esponjas

| = = :
IR R, |
! Fragmento

. Dialquinilcarbinol |

Fulvyne A

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Uma busca pelo nimero de publicagdes no banco de dados do “SciFinder” e “Web
of Science” sobre “dialkynylcarbinol” revelou um total de 14 publicacdes (LISTUNOQV et al.,
2015a, b, c, d, e; LISTUNOV et al., 2016; BOURKHIS et al., 2017; BOURKHIS et al., 20183,
b; LISTUNQV et al., 2018a, b, ¢; RULLIERE et al., 2019; ALMEIDA et al., 2020). Dentre
estas, as que empregaram a RCE de DACs serdo apresentadas as seguir.

Bourkhis e colaboradores (2018) testaram uma série de lipases na resolucdo do
acetato de DAC lipidico (rac-Ac) representado no Esquema 6. As enzimas mais eficientes
foram Amano PS da Burkholderia cepacia imobilizada em terra diatomécea (PS-IM),
Thermomyces lanuginous imobilizada em immobead-150 (TLL) e Candida antarctica B
imobilizada em resina acrilica (Novozym 435). Esta Ultima apresentou resultados ideais,
permitindo o isolamento do (R)-Ac em 39% de rendimento e ee>92% e (S)-Ac em 40% de
rendimento com ee> 99% (Esquema 6).

Esquema 6 - Resolucdo cinética enzimatica de um acetato de DAC lipidico
realizada por Bourkhis et al., 2018

OAc Novozym 435, tampio fosfato OH OAc
4 % MeCN, 30°C, 48h, 250 rpm 4 % % %
H rac 1 H (R)-OH 11 H (S)-OAc 11

Fonte: Bourkhis et al. (2018).

Almeida e colaboradores (2020) investigaram quinze lipases comercialmente
disponiveis para avaliar a resolucédo cinética do acetato de 1-[tris(isopropil)silil]penta-1,4-diin-
3-ol (rac-1-Ac), via hidrolise  (Esquema 8). As lipases que apresentaram alta
enantiosseletividade (E> 200) foram Amano lipase de Pseudomonas fluorescens, Amano PS da
Burkholderia cepacia imobilizada em terra diatomacea (PS-IM), Thermomyces lanuginous
imobilizada em immobead-150 (TLL) e Candida antarctica B imobilizada em resina acrilica

(CAL-B), com valores de conversdo préximos a 50%.



Esquema 7 - Resolucdo cinética enzimatica do acetato de 1-[tris(isopropil)silil]penta-

1,4-diin-3-ol (rac-1-Ac), via hidrdlise, realizada por Almeida et al., 2020
OAc CAL-B, tampiao fosfato %H OAc
% % MeCN, 30°C, 48h, 250 rpm 4 % + 4 %
TIPS rac-1-Ac H (R)-1 H (5)-1
ee>99%
Fonte: Almeida et al. (2020).

ee>99%
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Empregar lipases na resolucdo cinética do 1-[tris(isopropil)silil]penta-1,4-diin-3-ol, via

acilacéo, para a producao dos alcoois enantiomericamente puros e/ou enriquecido.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar diferentes lipases comerciais na RCE;
e Auvaliar o papel do solvente na RCE;
e Otimizar o processo atraves da variacdo da temperatura, tempo e relacdo enzima:substrato;

e Avaliar o reuso da enzima.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O 1-[tris(isopropil)silil]penta-1,4-diin-3-0l é um DAC contendo somente cinco
carbonos, que tem um dos carbonos terminais protegido com o grupo tri-isopropilsilila (TIPS),
Figura 11. Este tem sido considerado um sinton importante na sintese de DAC lipidicos, uma

vez que ja representa o farmacdforo quiral dos compostos bioativos (LISTUNOV et al., 2015a).

Figura 11 - Estrutura quimica do sinton 1-[tris(isopropil)silil]penta-1,4-diin-3-ol.

OH

§7 “\‘;
s

TIPS L4e-1

Fonte: Elaborado pelo autor

Somente dois artigos publicados na literatura investigaram o emprego de lipases na
producdo 1 de forma quiral através de RCE. O primeiro foi desenvolvido por Listunov et al.,
(2018) e envolveu a RCE, via acilagdo, do &lcool 1-[tris(isopropil)silil]penta-1,4-diin-3-ol.
Entretanto, o (S)-1 foi obtido com excesso de (ees 42%), o (R)-2 com (eep 97%) e conversao
(c=31%). Nesse estudo, as condi¢bes empregadas foram apds 24 horas de reacdo em
temperatura ambiente e utilizando ciclohexano como solvente.

O segundo trabalho foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (ALMEIDA et
al., 2020), que investigou a RCE, via hidrdlise, do acetato de 1 (rac-1-Ac). Os resultados
alcancados nos motivaram a realizar o estudo da reacdo complementar (via acilagcdo), como

forma de melhorar os resultados descritos na literatura.

4.1 Triagem de lipases na resolucéo cinética enzimatica do rac-1

A triagem enzimatica para a resolucdo cinética do dialquinilcarbinol 1-
[tris(isopropil)silil]penta-1,4-diin-3-ol (rac-1) foi realizada com 10 lipases comerciais (Tabela
3), empregando-se as condicdes ja estabelecidas pelo grupo em estudos similares de triagem

enzimatica (FONSECA et al., 2015): solvente organico hexano, acetato de vinila como doador
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de acila, temperatura de 30°C, tempo reacional de 24 h, agitacdo de 250 rpm e razéo enzima

substrato 2:1 (m/m) (Esquema 8). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Esquema 8 - Resolugdo cinética enzimatica, via acilacdo, do rac-1 catalisada

por lipase
OH OAc OH
é % Lipase, Acetato de vinila _ // : % é \\
TIPS rac-1 Hexano, 30°C, 24 h, 250rpm TIPS + TIPS
(R)-1-Ac c=50% ()1
e.e.>99% E>200 e.e.>99%

Tabela 3 — Resultados da triagem de lipases na resolucao cinética enzimatica, via acilacao,
do rac-1

eep €6 c

Entrada Lipase %) (%) (%)° E°
1 Candida anta;?;trli?ﬁ: E(gn:F :;ad-a-em resina o9 599 50 >(2)0
9 Thermom;i/:::r?] (I)a;)r;t;%[rl%%s(l_lr_nl_of)lllzada em 599 99 50 >(2)0
3 Lipozyme RM IM >99 20 16 >§0
kit W I
5 Amano lipase PS Burkholderia cepacia 99 25 20 >SO
6 Amano M de Mucor javanicus - - - -
7 Amano lipase de Pseudomonas fluorescens >99 >99 50 >SO
8 Rhizopus oryzae >99 2 2 >SO
9 Rhizopus niveus - - - -
10 Candida rugosa 93 20 18 >SO

Fonte: Dados de pesquisa.

& Determinado por CG;

b Conversdo, ¢ = e.e.s/(e.e.s+e.e.p);

“Razéo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-c(1-e.e.p)];

As lipases imobilizadas CAL-B (Candida antarctica B imobilizada em resina
acrilica), TLL (Thermomyces lanuginous imobilizada em immobead-150) e PS-IM (Amano PS
da Burkholderia cepacia imobilizada em terra diatoméacea) apresentaram melhores resultados

de atividade e seletividade enzimatica, uma vez que os valores de conversao (c= 50%), excesso
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enantiomerico e.e. (>99%) e de enantiosseletividade (E >200) encontrados estdo de acordo com
os padrdes que caracterizam uma excelente resolucéo cinética enzimatica. Dentre as lipases
livre, a Pseudomas fluorescens foi a que também apresentou étimos resultados de conversdo
(c=50%), ee (>99%) e enantiosseletividade (>200).

E importante observar que, a atribuicdo das configuracdes de substrato ((S)-1) e
produto ((R)-2) na RCE de rac-1 foram atribuidas atraves da comparacdo dos tempos de
retencdo destes compostos nos cromatogramas (anélises por CG) obtidos em cada experimento
com os descritos por Almeida et al. (2020). Os tempos de retencdo dos alcoois no racemato é
de 40,311min e 39,437min para o (R)-alcool e (S)-alcool, respectivamente. No caso do racemato
do acetato de 1, os tempos de retencdo sao de 30,070min e 28,787min para o (R)-acetato e (S)-
acetato, respectivamente.

Na triagem enziméatica observou-se que as enzimas que foram eficientes
promoveram a acilagdo do (R)-1, formando o (R)-1-Ac com o0s seguintes tempos de retencao
em cada enzima testada: 30,386min (CAL-B); 30,365min (TLL); 30,366min (PS-IM) e
30,446min (P. fluorescens). Os tempos de retencdo para o (S)-1 remanescente foram:
39,177min (CAL-B); 39,172min (TLL); 39,204min (PS-1M); 39,269min (P. fluorescens). Os
cromatogramas estdo apresentados no ANEXO I1.

Os resultados mostraram uma enantiopreferéncia enziméatica que segue a regra
empirica de Kazlauskas (KAZLAUSKAS et al., 1991), uma vez que o alcool de configuragdo
R foi acetilado preferencialmente. A referida regra preconiza que nas reacfes de acilacao,
utilizando lipases, o alcool acetilado sera de configuracéo R e o remanescente permanecera com
configuracdo S (KAZLAUSKAS et al., 1991).

Com o objetivo de otimizar a resolucdo cinética enzimatica de rac-1, novos
experimentos foram realizados com as enzimas que se mostraram mais eficientes na triagem,
visando investigar o efeito do solvente, do tempo, da temperatura, da relagdo enzima:substrato

e do reuso das enzimas.

4.2 Estudo da influéncia de solvente na resolucédo cinética enzimatica de rac-1

O solvente a ser utilizado em biocatalise precisa ser compativel com a enzima, para
que ela permaneca ativa e ndo seja desnaturada. O pardmetro mais frequentemente usado para
descrever quantitativamente a polaridade de um solvente sobre seu efeito no processo
biocatalitico € o logaritmo do coeficiente de particdo (log P). Além da lipofilicidade,

propriedades como polarizabilidade e constante dielétrica dos diferentes solventes também



36

podem ser levados em consideracdo para investigar a influéncia destes na reacdo (LAANE et
al, 1987; VALIVETY et al, 1991; LORTIE, 1997).

Com isso, foi realizada uma triagem de solventes, usando heptano (log P 4,0),
hexano (log P 3,5), ciclo hexano (log 3,2), tolueno (log P 2,5), éter etilico (log P 0,83), THF
(log P 0,49) e acetonitrila (log P -0,33) na RCE de rac-1 com as enzimas imobilizadas CAL-B,
TLL e PS-IM, além da lipase livre de P. fluorescens. Os resultados obtidos nesse estudo estdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados da triagem de solventes na resolucdo cinética enzimatica, via acilacéo,
do rac-1 catalisada por lipases

CAL-B Pseudomonas fluorescens

Solvente LogP eep €€s C - eep €es C .

(%0)* (%)* (%) (%)*  (%)* (%)°
Heptano 40 |>99 >99 50 >200(>99 >99 50  >200
Hexano 35 |>99 >99 50 >200|>99 >99 50  >200
Ciclo hexano 32 [>99 98 50 >200|>99 97 49 >200
Tolueno 25 [>99 >99 50 >200|>99 54 35 >200
Eter etilico 083 |>99 >99 50 >200(>99 35 26  >200
Tetra-hidrofurano (THF) | 0,49 - - - - - - - -
Acetonitrila (ACN) -0,33 | - - - - |>99 42 30 >200

TLL PS-IM
Solvente LogP eep 6.6 c - eep €es C -

%) () (%) %) (%) (%)

Heptano 40 | >99 >99 50 >200 | >99 >99 50 >200
Hexano 3,5 >909  >99 50 >200 | >99 >99 50 >200
Ciclo hexano | 3,2 >99 66 40 >200 | >99 >99 50 >200
Tolueno 2,5 >99 76 43  >200 | >99 98 49  >200

Eter etilico 0,83 | >99 65 39 >200 | >99 >99 50 >200

Tetra-
hidrofurano 0,49 >99 9 8 >200 >99 42 30 >200
(THF)

Acetonitrila
(ACN)

Fonte: Dados de pesquisa.

-0,33 | >99 10 9 >200 | >99 63 39 >200
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& Determinado por CG;
b Conversio, ¢ = e.e.s/(e.e.s+e.e.p);
®Raz&o enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)])/In[1-c(1-e.e.p)].

De acordo com os resultados apresentada na Tabela 4, as enzimas CAL-B, TLL,
PS-IM e P. fluorescens levaram a producdo do (R)-2 e (S)-1 com valores méaximos de excesso
enantiomerico (e.e.) em solventes apolares. Com o aumento da polaridade dos solventes em
estudo, ocorreu uma consideravel diminuicdo do (e.e.) e da conversdo (c). Normalmente,
quando h& mudanca de polaridade do solvente, as lipases sofrem alguma alteracdo na sua
atividade enzimatica (FONSECA et al.,2015). Essas alteracdes sdo devido ao ambiente aquoso
natural das enzimas; os grupos hidrofilicos como -COO-, -OH, -NHs, -SH, e -CONH: estao
localizados na superficie externa da enzima tornando-a hidratada. Como consequéncia, a
superficie de uma enzima é coberta por uma camada de &gua fortemente ligada. Esta &gua
residual é responsavel por reter a estrutura tridimensional e, portanto, sua atividade catalitica
(KAZLAUSKAS et al., 1991; FABER, 2011). Logo, a atividade enzimatica em reacoes
catalisadas por lipases aumenta com o aumento dos valores de log P. Solventes polares (log P
negativo) tendem a retirar parte da &gua que constitui a camada de hidratacdo essencial da
superficie da enzima, causando a inativagdo enzimatica. Por outro lado, solventes apolares (log
P positivo) preservam a fase micro aquosa ao redor da lipase, retendo a atividade enzimatica
(CARVALHO et al.,2015).

Desse modo, os estudos seguintes foram realizados com base na enzima que
apresentou um amplo espectro de solventes estudados, que no caso foi a CAL-B. Dentre os 7
solventes testados, a CAL-B apresentou uma atividade eficiente em 5 deles. E importante frisar
também que o heptano foi selecionado para ser empregado nos estudos posteriores devido ao
seu apelo “sustentavel”. De acordo com a literatura, o heptano possui algumas vantagens em
detrimento aos outros solventes, como um menor dano a seguranga, a saude e ao meio ambiente
(GRUNDTVIG et al. 2018).

4.3 Estudo do tempo na resolucdo cinética enzimatica do rac-1 catalisada pela lipase CAL-
B

Com o objetivo de obter a relacdo entre a temperatura e o tempo reacional da
resolucdo cinética, foi realizado, a principio, estudos com a temperatura de 30°C e tempos de
24 e 12 horas. Posteriormente, com o intuito de diminuir o tempo reacional, os estudos foram
realizados com temperatura de 40°C e tempos de 24, 12, 6, 2 e 1 hora. As condi¢des empregadas

foram: CAL-B, heptano, enzima:substrato (2:1) e os resultados estdo descritos na Tabelas 5.
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Tabela 5 - Resultados da resolucéo cinética de rac-1 com CAL-B, via acilacédo, variando-
se temperatura e tempo.

Entrada Temperatura(®C) Tempo(h) eep(%)?  ees(%)?  c(%)° =

1 24 >99 >99 50 >200
2 * 12 >99 86 46 >200
3 24 >99 >99 50 >200
4 12 >99 >99 50 >200
5 40 6 >09 >99 50 >200
6 2 >99 >99 50 >200
7 1 >99 94 48 >200

Fonte: Dados de pesquisa.

2 Determinado por CG;

b Conversio, ¢ = e.e.s/(e.e.s+e.e.p);

¢Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)])/In[1-c(1-e.e.p)].

A analise dos resultados da Tabela 5 mostrou que, quando a RCE foi realizada a
30°C ocorreu uma diminuicdo consideravel dos valores de ees e conversao (c) em funcdo da
reducdo do tempo de 24h (eep>99%); ees>99%; c=50%; E>200) para 12h (eep>99%; ees86%;
c=46%; E>200), obtendo-se os valores desejaveis no tempo maior.

Os estudos da RCE de rac-1 a 40°C foram iniciados com o tempo 24h, seguindo-se
da diminuicdo deste para 12, 6 e 2h. Em todos os experimentos, foram obtidos valores de
excessos enantioméricos, conversao e enantiosseletividade ideais (eep>99%; ees>99%; c=50%;
E>200). Entretanto, a diminuicdo do tempo reacional para 1 hora resultou na diminuigdo dos
valores de conversdo (c= 48%) e excesso enantiomérico do substrato (ees 94%).

A partir destes resultados, concluiu-se que o aumento da temperatura de 30 para
40°C resultou uma diminuigdo consideravel no tempo da RCE de rac-1 catalisada por CAL-B

na presenca de heptano.

4.4 Estudo da razao enzima:substrato na resolucgéo cinética enzimatica de rac-1 catalisada

pela lipase CAL-B

Foi realizado o estudo da variagdo da razdo enzima:substrato da RCE do rac-1, nas
temperaturas de 30 e 40°C, tempos de 24h e 2h, respectivamente. Os resultados estdo descritos

na Tabela 6.
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Tabela 6- Resultados da resolucdo cinética enzimatica do rac-1 com CAL-B, via
acilacdo, variando-se a razao enzima:substrato

Entrada Temperatura(°C) Relacdo eep(%)®  ees(%)®  c(%)°® EC
(enzima:substrato)
1 2:1 >99 >99 50 >200
2 % 1:1 >99 74 43  >200
3 2:1 >99 >99 50 >200
4 40 1.1 >99 >99 50 >200
5 0.5:1 >99 >99 50 >200
6 0.25:1 >99 40 28  >200

Fonte: Dados de pesquisa.

& Determinado por CG;

b Conversio, ¢ = e.e.s/(e.e.ste.e.p);

¢Razdo enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-c(1-e.e.p)].

A variacdo da razdo enzima:substrato (m/m) foi avaliada em duas diferentes
proporcles (2:1 e 1:1) para a temperatura de 30°C (Tabela 6). Foi possivel observar que a
reducdo da razdo de 2:1 para 1:1 provocou uma diminuigdo significativa nos valores de
conversdo (c=43%) e excesso enantiomérico do substrato (ees 74%). O mesmo estudo foi
realizado a uma temperatura de 40°C, tendo sido observados os parametros ideais (eep>99%;
ees>99%; ¢=50%; E>200) nas proporc¢des de enzima:substrato (m/m) de 2:1, 1:1 e 0,5:1. No
entanto, quando a razéo foi reduzida para 0,25:1 (m/m), ocorreu uma diminuigéo significativa
nos valores de conversdo (c=28%) e excesso enantiomérico do substrato (ees 40%).

A partir desses resultados, concluiu-se que, quando a RCE de rac-1 é realizada a
30°C, faz-se necessaria uma proporc¢do de enzima:substrato (m/m) de 2:1 para que os resultados
sejam 6timos. Entretanto, quando a mesma reacdo € realizada a 40°C, a proporcdo de

enzima:substrato (m/m) pode ser reduzida até 0,5:1.
4.5 Estudo do reuso da lipase CAL-B na resolucgéo cinética enzimética de rac-1
Em comparagdo com as enzimas livres, as enzimas imobilizadas s&o mais robustas

e mais resistentes as mudancas do ambiente reacional, incluindo influéncias de temperatura, pH

e solventes organicos. Outras importantes vantagens das enzimas imobilizadas, em comparacgéo
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com as enzimas livres, sdo a possibilidade de reutilizagdo do biocatalisador; facilidade de
separacao do catalisador e do produto da reacdo (ELLAIAH et al, 2004).

Uma vez que a CAL-B é uma lipase imobilizada comercialmente em resina acrilica,
foi realizado o estudo de reutilizagdo dessa enzima, avaliando-se os valores de converséo e
enantiosseletividade em cada ciclo. O estudo foi realizado nas temperaturas de 30°C (tempo de
24h) e 40°C (tempo de 2h), com a relagédo enzima:substrato de 2:1 e 0,5:1, respectivamente. Os
resultados encontram-se representados nas Tabelas 7 e 8.

E possivel observar na Tabela 7 que no segundo ciclo de reuso os resultados
permanecem satisfatorios, mantendo a mesma atividade e seletividade enzimatica obtidas no
primeiro ciclo. Observou-se que, a partir do terceiro ciclo ocorreu um decréscimo significativo
no valor de conversao (c=41%). Sendo assim, a enzima CAL-B possibilitou um reuso de apenas

2 ciclos a temperatura de 30°C, com relacdo enzima:substrato 2:1.

Tabela 7 - Resultados da resolucdo cinética enzimatica de rac-1, via acilacao, utilizando a lipase

CAL-B, em heptano, com relacdo enzima:substrato 2:1, 30°C por 24h

Entrada Ciclos eep (%)? ees (%)? ¢ (%)° EC
1 ‘ R1c >99 >99 50 >200
2 ‘ R2C >99 >99 50 >200

3 ‘ R3c >97 68 41 >200

Fonte: Dados de pesquisa.

& Determinado por CG;

b Conversio, ¢ = e.e.s/(e.e.s+e.e.p);

¢Raz&o enantiomérica, E = In[1-c(1+e.e.p)])/In[1-c(1-e.e.p)].

A Tabela 8 mostra os resultados da RCE de rac-1 realizada a 40°C, relacdo
enzima:substrato 0,5:1 e tempo de 2h. Neste caso, observou-se que os resultados ndo foram
satisfatorios ja a partir do segundo ciclo, ocorrendo uma diminuicdo significativa dos valores

de excesso enantiomerico (eep >99% e ees 66%) e conversdo (c=40%).
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Tabela 8 - Resultados da resolucgéo cinética enzimatica de rac-1, via acilacdo, utilizando a lipase

CAL-B, em heptano, com relacdo enzima:substrato 0,5:1, 40°C por 2h

Entrada Ciclos eep (%)? ees (%)? ¢ (%)° EC
1 ‘ Ric >99 >99 50 >200
>200

2 ‘ R2C >09 66 40

Fonte: Dados de pesquisa.

4 Determinado por CG;

b Conversio, ¢ = e.e.s/(e.e.s+e.e.p);

®Raz&o enantiomérica, E= In[1-c(1+e.e.p)]/In[1-c(1-e.e.p)]

Com isso, concluiu-se que, quando a RCE de rac-1 é realizada a 30°C (tempo de

24h e relagdo 2:1 de enzima:substrato), a CAL-B s6 pode ser usada em 2 ciclos. Na temperatura

mais elevada (40°C, 2 h e relagéo 0,5:1 de enzima:substrato ), a mesma lipase ndo permite reuso.
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5. CONCLUSAO

O estudo da resolucdo cinética enzimética do dialquinilcarbinol rac-1-
[tris(isopropil)silil]penta-1,4-diin-3-ol (rac-1), via acilacdo, catalisada por lipase foi realizado,
permitindo concluir que:

(1) O screening de 10 lipases comerciais permitiu identificar na RCE excelentes
respostas com as lipases CAL-B (Candida antarctica B imobilizada em resina
acrilica), TLL (Thermomyces lanuginous imobilizada em immobead-150) e PS-IM
(Amano PS da Burkholderia cepacia imobilizada em terra diatoméacea) e
Pseudomas fluorescens. Como sendo as que apresentaram 0s resultados ideais de
conversdo (c= 50%), excesso enantiomérico e.e. (>99%) e de enantiosseletividade
(E >200).

(i) O estudo da influéncia das lipases (CAL-B, TLL, PS-IM e P. fluorescens). Mostrou
que os solventes apolares sao os mais eficientes esta reacao.

(ili)) O estudo de otimizagdo dos parametros reacionais da RCE com a lipase CAL-B,
variando-se temperatura, tempo e relagdo enzima:substrato. Substrato, resultou na
seguinte condicao: para a temperatura de 30°C com o tempo de 24 horas e da relacdo
enzima:substrato de da razéo 2:1 e para a temperatura de 40°C com o tempo de 2
horas e da relacdo 0,5:1 e enzima:substrato. Todas as reagdes foram realizadas em
heptano.

(iv) O estudo do reuso da lipase CAL-B nas condic¢des otimizadas ndo foi satisfatorio,
demonstrando uma diminui¢do nos excessos enantioméricos e conversao a partir do

2 ciclo.

Por fim, cabe ressalta-se que todos os resultados apresentados nesse estudo s@o
significativamente superiores aos reportados na literatura na preparagdo do mesmo composto

via sintese assimétrica e biocatalitica.
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6. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1 Equipamentos

A caracterizacdo foi realizada através de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN *H) e Carbono-13 (RMN *3C) unidimensionais, espectrometria de massas de
alta resolucdo, rotacdo Gtica, espectro de infravermelho e ponto de fusdo. Para a preparacdo do
rac-1 que foi realizada no Laboratoire de Synthese et Physicochimie de Molécules d'Intérét
Biologique (SPCMIB), da Universidade Paul Sabatier - Toulouse 11, Franga. (LISTUNOV et
al., 2015).

O acompanhamento das reacdes de acilacdo nas resolugdes cinéticas enzimaticas
foram feitos em um cromatdgrafo a gas da marca Shimadzu, modelo GC 2010, com um detector
DIC, utilizando-se um auto-injetor da marca Shimadzu, modelo AOC-20i. A fase movel
utilizada foi o gas nitrogénio com 50 KPa. Para a fase estacionéria, utilizou-se uma coluna
quiral do tipo CP-ChiraSil-DEX CB com um comprimento de 25 m, diametro interno de 0,25
mm, didmetro externo de 0,39 mm e 0,25 um da espessura de filme para a separacao dos

enantidbmeros. As condi¢des de analise e tempos de retencéo para os racematos foram:

» rac-2 - Temperatura do Injetor: 200°C; Pressdo 70 KPa; Fluxo da coluna: 0.75
(nitrogénio); Temperatura do detector: 250°C; Rampa de temperatura: 120°C;
0,3°C/min. até 135°C (3 min) e 0,5°C/min. até 155°C (5 min.); Tempos de retengéo:
(R)-SB448-Ac (39,90 min.) e (S)-SB448-Ac (37,89 min.).

» rac-1- Temperatura do Injetor: 200°C; Pressdao 100 KPa; Fluxo da coluna: 1.19
(nitrogénio); Temperatura do detector: 250°C; Rampa de temperatura: 120°C;
0,5°C/min até 135°C e 0,5°C/min até 155°C; Tempos de reten¢éo: (R)-2 (34,32 min.) e
(S)-1 (33,77 min.).

As reagOes foram realizadas em um shaker de bancada, com uma incubagéo
refrigerada, da marca Analitica de modelo S1-300R.

6.2 Solventes e reagentes

Os solventes heptano, hexano, éter etilico, ciclo-hexano e tolueno usados foram de
procedéncia Biograde. A acetonitrila e tetraidrofurano, grau CLAE, foram da marca TEDIA. O

acetato de vinila procedéncia Sigma-Aldrich®
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6.3 Adsorventes

As separacdes cromatograficas em coluna aberta foram realizadas utilizando gel de
silica 60-230 mesh) comercial, de procedéncia Vetec®. Nas analises por CCD foram
empregadas cromatoplacas comerciais de gel de silica 60 G 5-40 pum, sobre poliéster T-6145,
com camada de 250 um de espessura e dimensdes de 10 x 5 cm, da marca Sigma Chemical
Co®.

Apo6s eluicdo das substancias nas cromatoplacas, as mesmas foram reveladas
através de pulverizacdo com solucdo de vanilina (5 g) em &cido perclérico (0,75 mol/L) em
etanol (C2HsO, 100 mL), seguida de aquecimento a 100°C com pistola aquecedora da marca

Dekel®, modelo DK1060, por aproximadamente 1 min.

6.4 Enzimas

As lipases Candida antartica B (CAL-B, Novozym 435®) imobilizada em resina
acrilica, Amano lipase AK a partir da Pseudomonas fluorescens, lipase a partir do Rhizopus
oryzae, lipase a partir da Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150, Amano
lipase PS a partir da Burkholderia cepacia, Amano lipase PS-IM a partir da Burkholderia
cepacia imobilizada em terra diatoméacea, Amano lipase M a partir do Mucor javanicus, lipase
da Candida rugosa e a lipase a partir do Rhizopus niveus, a lipase a partir do pancreas do porco,
todas comercias de procedéncia Sigma-Aldrich®. Lipozyme RM IM a partir do Rhizomucor

miehei imobilizada em resina anidnica de procedéncia Novo Nordisk.

6.5 Triagem de lipases comerciais na RCE do rac-1

Em um vial de 2 mL adicionou-se 3mg do rac-1 (0,108 mmol) e 6mg de lipase,
razdo enzima:substrato 2:1 (m:m) e sob atmosfera inerte foi adicionado 135 pL de hexano seco
e 6 uL de acetado de vinila como agente acilante. A reacdo foi mantida sob agita¢éo a 250 rpm
em shaker durante 24 h a 30°C. Apos separacdo da enzima por filtragdo, o produto foi extraido
com AcOEt (3 x 400 uL). O produto bruto obtido foi analisado por CG-DIC na concentragédo
de 1 mg da amostra pura em 1 mL de AcOEt grau CLAE.
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6.6 Avaliacdo da resolucgéo cinética enzimatica do rac-1 variando o solvente, a proporgéo

da relagdo enzima:substrato e reuso da enzima

O estudo da influéncia de diferentes solventes na RCE do rac-1 foi realizada
seguindo o procedimento descrito no item 6.5 variando-se os solventes hexano, heptano, ciclo-

hexano, tolueno, éter-etilico, tetra-hidrofurano (THF) e acetonitrila (ACN).

6.7 Avaliacdo da resolucao cinética enzimatica do rac-1 variando o tempo e a temperatura

O estudo da influéncia do tempo foi realizado em diferentes tempos e temperatura
na RCE do rac-1 foi realizada seguindo o procedimento descrito no item 6.5. Mas utilizando
como solvente o heptano. Variando-se os tempos de 24 e 12 horas em 30°C e 24,12, 6,2¢e 1
hora para 40°C.

6.8 Avaliacdo da resolucdo cinética enziméatica do rac-1 variando a relacdo

enzima:substrato e a temperatura

O estudo da influéncia do foi realizado em diferentes proporcdes entre enzima e
substrato temperatura na RCE do rac-1 foi realizada seguindo o procedimento descrito no item
6.5 mas utilizando como solvente o heptano. Variando-se a razdo enzima:substrato 2:1 e 1:1
em 30°C e 2:1, 1:1, 0.5:1 e 0,25:1 para 40°C.

6.9 Avaliagdo do reuso da lipase Candida antartica B (CAL-B) imobilizada em resina
acrilica
b

Foi realizado o estudo do reuso da CAL-B imobilizada em resina acrilica
empregando as seguintes condicOes: heptano como solvente, proporg¢do enzima:substrato 2:1,
com temperaturas de 30° e 40°C e um tempo reacional de 24 e 2 horas, respectivamente. Ao

término de cada ciclo, a enzima foi filtrada a vacuo e lavada com heptano.
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6.9.1 Obtencdo do enantidmero (S)-1 atraves da resolugéo cinética enzimatica via acilacao
do rac-1

Em um Erlenmeyer de 5 mL adicionou-se 50 mg de rac-1 (0,211 mmol) e em
seguida 100 mg de Candida antarctica B imobilizada em resina acrilica (CAL-B) em uma razao
2:1 (m:m). Sob atmosfera inerte foi adicionado 2160 pL de heptano seco, seguido de 100 puL
acetado de vinila como agente acilante. A reacdo foi mantida sob agitacdo de 250 rpm durante
24 h a 30°C. Apos filtracdo da enzima, o produto foi extraido com AcOEt (5 x 3 mL), tratado
com Naz2SO4 e concentrado em evaporador rotativo. O material bruto obtido foi purificado por
cromatografia em gel de silica usando hexano:CH2Cl2 (1:1) obtendo-se os compostos (S)-1 (14
mg, 41% de rendimento; e.e. >99%) e (R)-2 (15 mg, 48% de rendimento; e.e. >99%).

6.9.2 Obtencdo do enantidmero (R)-1 atraves da resolucdo cinética enzimatica via
hidrolise do (R)-2

Em um Erlenmeyer de 5 mL adicionou-se 50 mg de (R)-2 (0,180 mmol) e 360 uL
de MeCN (co-solvente), seguidos de 1440 pL de tampao fosfato de sodio 0,1M (pH 7), razdo
80:20 (v/v) solvente:co-solvente. Em seguida, colocou-se 200 mg da lipase Candida rugosa,
em uma razdo 4:1 (m:m) em relacdo ao substrato. A reagdo ocorreu durante 96 horas a 40° C,
seguido de filtracdo para remocéo da enzima. O produto foi extraido com AcOEt (3 x5 mL) e
a fase organica tratada com Na2SO4. Apos filtragdo e destilacdo do solvente, o produto foi
purificado por cromatografia em gel de silica usando hexano:CH2Cl2 (1:1) obtendo-se o (R)-1

com 53% de rendimento (13 mg, e.e.> 99%).
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ANEXO A -CROMATOGRAMAS DE REFERENCIA
Ref-1-CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG/DIC DO rac-1
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ref-3-CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG/DIC DO (S)-1
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ref-4-CROMATOGRAMA OBTIDO POR CG/DIC DO rac-1-Ac
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ANEXO-B CROMATOGRAMAS DA TRIAGEM ENZIMATICA COM AS ENZIMAS
EFICIENTES CAL-B
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