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RESUMO

A classica reacgdo de tio-Michael, envolve a reacdo do &tomo de enxofre (nucledfilo)
com diversos eletrofilos, os quais podem ser ativados utilizando-se os acidos de
Lewis. Entretanto, a utilizacdo destes é prejudicial ao meio ambiente, decorrente dos
mesmos muitas vezes serem téxicos. Uma alternativa eficiente € a utilizacdo de
enzimas como biocatalisadores, porém uma das mais importantes desvantagens é a
sua solubilidade em meio aquoso. Uma alternativa € a imobilizacdo empregando-se
metodologias envolvendo a ligacdo covalente empregando o glutaraldeido. No
sentido de desenvolver suportes menos dispendiosos e mais eficientes, a lipase de
pancreas suino e a quimosina foramimobilizadas em suporte derivado de
MgCl, Essas enzimas imobilizadas foram inseridas na resolucdo enziméatica do 3-
fenil-3-feniltiopropanol em THF, Hexano, 1,2-dicloroetano e DMSO e os resultados
indicaram que a quimosina imobilizada em suporte de MgCl,mostrou-se promissora
para o referido alcool, produzindo 61% do composto de interesse em meio de THF.
Realizaram-se também testes variando-se a quantidade catalisadora (0,1 g, 0,15 g e
0,2 g da quimosina imobilizada) em meio de THF. Observou-se que o aumento da
guantidade de catalisador ndo confere no aumento nos rendimentos e muitas vezes
contribui para a diminuigcdo nos rendimentos. A fim de confrontar os dados da
literatura para a sintese do 3-fenil-3-feniltiopropanol, foram realizados testes
envolvendo a lipase de pancreas suino imobilizada em suporte de MgCl, (Mg-LPP),
para a reacdo entre o cinamaldeido e o tiofenol (reacao de tio-Michael). Verificou-se
um declinio na atividade da enzima comparando os dados da literatura para a lipase
de péancreas suino livre (LPP). Péde-se também comprovar que a reutilizacdo da
enzima € uma possibilidade, tendo em vista que foi realizada sua retirada do meio
reacional sem perda de massa com infimos decréscimos da atividade. Também se
inseriu a LPP e Mg-LPP na sintese de compostos precursores de aminoacidos nao
naturais, e pode-se observar que o suporte confere ganhos nos excessos

diastereoméricos para o composto obtido.

Palavras-chaves: Lipase, Quimosina, Biocatélise, Imobilizacado, tio-Michael
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ABSTRACT

The classical thio-Michael reaction, involves the reaction of sulfur atom (nucleophile)
with various electrophiles, which can be activated using Lewis acids. However, the
use of these metals is harmful to the environment and sometimes they are toxic. An
efficient alternative is the use of enzymes as biocatalysts, but one of the most
important disadvantages in it process is theenzyme’s solubility in aqueous medium.
To solve this problem, an alternative is the enzyme’s immobilization employing
methods involving covalent linking using glutaraldehyde. In order to develop less
expensive and more efficient supports for enzymes, we synthesized a inorganic
suporte using MgCl, and we immobilized lipase from porcine pancreasand chymosin
on it. These immobilized enzymes wereinserted, firstly, in the enzymatic resolution of
3-phenyl-3-phenyltiopropanol using THF, hexane, 1,2- dichloroethane and DMSO as
solvent. The results indicated that the chymosin immobilized on MgCl, support
showed to be promising for producing the respectively alcohol (61%) in THF. We also
carried out the same reaction varying the catalyst amount (0.1 g, 0.15 g and 0.2 g of
immobilized chymosin) using the same solvent. We observed that increasing on
thecatalyst amount did not resulted in increase of yields on the other hand, this
increasing on catalyst amount produced aslight decreasing on yields. In order to
compare the literature data for the 3-phenyl-3-feniltiopropanolsynthesis we inserted
the lipase from porcine pancreasimmobilized on MgCl, support (Mg-LPP) as a
biocatalyst in this reaction betweencinnamaldehyde and thiophenol (thio-Michael
reaction). The data showed to us a decline in enzyme activity comparing to literature
data for the free lipase from porcine pancreas(PPL). Although we had observed a
decreasing on enzyme efficiency, we verified that reuse of enzyme was possible for
three cycle at least without any loss of yield or biocatalyst mass. Finally, we also
inserted LPP and Mg-LPP as biocatalyst in non-natural aminoacidssynthesis and we
observed that the supported enzymeproduced an increasing in diastereomeric

excess for the interest compound.

Keywords: Lipase, Chymosin, Biocatalysis, Immobilization, thio-Michael
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1 INTRODUCAO

A reacdo de Michael é a reacdo na qual um nucleofilo reage com um
composto carbonilicoa,B-insaturado. Diversos sdo os tipos de nucleoéfilos que podem
ser utilizados para tal reacédo. Sendo esta, vastamente utilizada para a formacéo de
ligacdes de carbono e diversos atomos . Dentre os diversos tipos de nucleéfilos,
podemos citar a reacdo de tio-Michael a qual o atomo de enxofre atua como
nucledfilo da reagcédo. Reacgbes que resultem na formacgéo da ligacdo C-S sdo muito
importantes, pois tal ligacdo € encontrada em diversos compostos com acgao
antibiotica, antimicrobiana, analgésica, anti-inflamatéria, antipsicotropica ou até
mesmo anti HIVZ,

Esta reacdo também apresenta uma vasta aplicacdo sintética para (i)
protecdo quimiosseletiva da dupla ligagdo em compostos carbonilicosa, -
insaturados ¥, (ii) para gerar enolatos a partir dos compostos carbonilicosa,p3-

insaturados

I e (iii) realizar a sintese de medicamentos importantes como
Diltiazem™ (Figura 1). Este medicamento pertence ao grupo das benzodiazepinas,
um tipo de bloqueadores dos canais de calcio, cuja acdo se da nos canais lentos de
calcio das membranas celulares miocardicas e da musculatura lisa dos vasos,
diminuindo, desta forma, a entrada de calcio nas fibras musculares e reduzindo a
sua capacidade contractil. Assim, os seus principais efeitos sdo seu poder

vasodilatador e depressor da funcéo cardiaca ©.

CH
2 o O
N )\\
CH
@ ﬁ“""o 3
ST
0—CH,

Figura 1: Estrutura do medicamento Diltiazem'.
Nesse contexto, muitos sistemas cataliticos tém sido desenvolvidos para a
adicdo de tidis a compostos carbonilicosa,B-insaturados, dentre estes inclui-se os
1
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acidos de Lewis ["® suportes sélidos?® ¥ e liquidos idnicos ' 2. No entanto, esses
sistemas sdo limitados decorrentes dos tempos de reacdo longos, condigdes
relativamente severas, uso de catalisadores caros ou nao comerciais, e 0S
rendimentos dos produtos relativamente baixos 2,

Nesse sentido a biocatalise € uma ferramenta eficiente e “verde” na quimica
moderna, a qual vem atraindo cada vez mais atencao por sua excelente eficiéncia,
seletividade e condicdes reacionais leves ™. O termo biocatalise aplica-se as
reacoes que sao catalisadas por enzimas isoladas ou contidas em organismos
biologicos e, a rigor, as enzimas podem ser consideradas exatamente iguais a
outros reagentes de acao catalitica empregados em reacdes quimicas *°!.

As enzimas presentes nos microrganismos € em outros organismos Vivos
podem promover reacfes com altissimas quimio-, regio-, e estereosseletividades,
em condicdes brandas de pH, temperatura e presséo *°!.

A grande desvantagem da utilizacdo de enzima na forma solivel é a sua
separacdo para posterior aplicacdo, assim como a contaminagdo do produto
desejado, pois enzimas sdo compostos solUveis em agua. Desta forma, técnicas de
imobilizacdo tém sido empregadas com o objetivo de reutilizar as enzimas. Esta
estratégia também é uma importante ferramenta para estabilizar e reduzir a
inativacao por distorcdo da sua estrutura nativa por influéncia da temperatura, pH e
de solventes organicos, o que pode ser atrativo para a aplicacdo de enzimas no
setor industrial 62,

A imobilizacdo consiste no confinamento da enzima em um suporte sélido
para que posteriormente ocorra a reutilizacdo do biocatalisador, tornando assim o
processo menos oneroso ¢,

No presente trabalho foram imobilizadas enzimas da classe das lipases e
quimosina utilizando-se metodologias que envolvem a ligacdo covalente !
empregando o glutaraldeido. Como suportes foi utilizado derivados de MgCl,sendo
este um sal inorganico extremamente barato e inerte em sistemas organicos. Este
suporte foi exposto a uma modificagdo estrutural conforme descrito por Patel,

Sharma e Jasra??.

Os processos envolvendo enzimas imobilizadas séo considerados processos

ambientalmente corretos, pois 0 biocatalisador € especifico, geralmente ndo produz

2
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subprodutos, podendo ser reutilizado sem a perda da eficiéncia por varias vezes e
seu descarte ndo € agressivo ao meio ambiente. Tendo em vista o baixo custo para

a sintese proposta e a reutilizagdo dos catalisadores, tornaria 0 processo mais
barato e viavel.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi a sintese de um material inorganico que atuasse

como suporte para imobilizacdo de algumas enzimas livres e 0 estudo de insergao

destes como biocatalisadores nas reagdes de tio-Michael.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Reacgéo de tio-Michael

A reacdo de Michael envolve a adicdo de um nucledfilo (doador de Michael)
a um eletrofilo (aceptor de Michael), apresentando este uma insaturagdo entre os
carbonos a e B referente a um grupo retirador de elétrons (exemplos: 6xido de
nitrogénio, cetona, aldeido, éster, etc.). Esta reacdo apresenta o nome de seu
primeiro executor Arthur Michael, o qual executou em 1887 a reacdo entre o
dietilmalonato de sédio e o 2-bromoacrilato de etila para a producao de derivados do
ciclopropano®! (Esquema 1).

Esquema 1. Reacgdo de Michael.

EtO0C COOEt COOEt

Br COOEt EtOOC COOEt
\/ e
+ 2) ——
Ng COOEt COOEt

Et0O0C
Br

Diversos nucleéfilos foram utilizados concomitantemente com muitos

aceptores de Michael 4

. Dentre estas modificacdes, a reacdo denominada tio-
Michael envolve um nucledfilo de enxofre com aceptores de Michael. Esta reacéo
surge como uma das mais importantes metodologias para se obter a formacgéo da
ligacdo C-S. Esta também apresenta uma vasta aplicacao sintética como na sintese
de medicamentos importantes como Diltiazem™ (Figura 1).

A reacdo de tio-Michael, como dito anteriormente, por muitas vezes
necessita da ativagcéo tanto do aceptor de Michael (composto a,B-insaturado) quanto
do doador de Michael ou nucledfilo. A ativagcdo mais importante citada na literatura é
guando se trata do aceptor de Michael. Este, quando apresenta o grupamento
carbonila, pode ser ativado com organocatalisadores ou através de acidos de Lewis.
A ativacdo do aceptor de Michael por acidos de Lewis vem sendo muito estudado e

dentre os exemplos de acidos de Lewis utilizados na reacgéo de tio-Michael podemos
5
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citar Bi(OTf)z ¥, InBrs P! Hf(OTf); ¥°, alumina em DMSO % Incl; ?7 e
CU(BF4)2.xH,0 2%,

Porém, ha diversas desvantagens para as metodologias que empregam
estes acidos de Lewis como, por exemplo, o longo tempo reacional, a necessidade
de altas temperaturas, a utilizacdo destes sais com custo elevado, a necessidade de
condicbes reacionais anidras, rendimentos dos produtos apenas moderado,
utilizacdo de quantidade estequiométrica do catalisador e uso de sais agressivos ao
meio ambiente 2.

Desta forma, fica evidente a necessidade de se obter esses importantes
compostos, porém com a utilizacdo de novos tipos de catalisadores sem a presenca
de metais. Dentre os catalisadores que vem ganhando atencdo mundialmente séao

0s biocatalisadores (enzimas, microrganismos e etc.).
3.2 Biocatélise

Biocatdlise é a técnica que utiliza catalisadores bioldgicos, sejam enzimas ou
microrganismos, para converter um substrato em um numero limitado de etapas
enzimaticas e, para que tal processo seja eficaz, € necessaria a analise de uma
série de fatores.

A biocatalise vem ganhando atencdo decorrente de alguns fatores: como
transformacdes quimicas tradicionais que empregam solventes e até mesmo alguns
reagentes nocivos ao meio ambiente; a biocatalise promove produtos com alto grau
de quimio-, regio- e estereosseletividade em condi¢cdes reacionais muito brandas;
reacbes biocatalisadas s&do aceleradas na ordem de 10® — 10° do que as mesmas
reacdes catalisadas quimicamente; o0s catalisadores empregados em
biotransformacdes sao biodegradaveis, auxilia na reducdo dos custos de producéo,
tecnologia importante para a sintese de compostos quimicos quirais com alto valor
agregado .

Outro fator de grande importancia mundial atualmente é a questéo
ambiental. Referente a isto Wang & Dai ?* relatam que os beneficios destes
processos incluem reducdo da poluicho ambiental por produtos e processos

industriais, possibilidade de reducdo da dependéncia sobre os combustiveis nao
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renovaveis e outros recursos e producdo sustentavel de produtos existentes e
Novos.

E possivel notar que a biocatalise tem abrangido diversos setores industriais,
porém o setor farmacéutico € o que mais tem utilizado técnicas biocataliticas na
sintese de seus produtos. Contudo, sabe-se que neste setor a obtencdo de
compostos enantiomericamente puros é de grande interesse * 3! isto porque
ocorreu  um fato importantissimo em 1987. Neste ano a FDA
(FoodAndDrugAdministration) levantou questionamentos acerca dos medicamentos
ora liberados destacando a questdo dos estereoisdmerost. Em 1992 finalmente foi
estipulado que a acédo de cada produto farmacéutico deveria ser caracterizada, se
houvesse, por seu enantibmero individualmente. Este regulamento,forcou as
grandes empresas do ramo farmacéutico a investir fortemente na pesquisa de novos
processos bioguimicos que resultasse em compostos enantiomericamente puros. A
justificativa para tal determinacao recorre das diferentes propriedades apresentadas
pelos enantibmeros. Um dos exemplos mais emblematicos da literatura € a
talidomida (Figura 2), droga usada inicialmente em 1958 e retirada do comércio em
1965, a qual era utilizada para aliviar a nausea matinal das mulheres gravidas. Em
1965 descobriu-se que a talidomida era a causa de terriveis defeitos congénitos em

muitas criangas nascidas apos o uso do farmaco por suas méaes 3,

o o o o
A )—NH HN—
i _N-—& =0 0= SN |
~F— H — (A TV

0 o

R-(+)- Talidomida 5-(-)- Talidomida

Figura 2. Enantidmeros da talidomida. O enantibmero (R) possui efeito de aliviar nauseas, sedativo e
hipnético, enquanto o seu isdbmero (S) é teratogénico[33.

Mais tarde verificou-se evidéncias de que um dos enantidmeros tinha efeito
de aliviar a nausea matinal, sedativo e hipnético, enquanto que o outro, também

presente no farmaco comercial (e em quantidades iguais ao da primeira), podia ter
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relacdo com os efeitos congénitos. A evidéncia em relacdo aos efeitos dos

enantibmeros se converte no outro ¥ (Figura 2).

Desde entdo, o preparo de farmacos e moléculas precursoras com alta
pureza enantiomérica tem contribuido para o crescente desenvolvimento de novos
processos, especialmente aqueles que se utilizam da biocatélise e de metodologias
ambientalmente corretas 7.

O potencial da biocatélise na sintese de produtos quimicos é evidente e
exemplos de diversos processos industriais operacionais, por exemplo, na BASF
(Ludwigshafen, Alemanha), a DSM (Geleen, Holanda), e Lonza (Visp, Suica). Essas
induUstrias utilizam enzimas para a producdo de compostos de alto custo que nao
podem ser produzidos por abordagens quimicas 2%,

O interesse pela biocatélise deve-se principalmente a algumas vantagens
tais como a baixa toxicidade dos produtos quimicos empregados, a simplicidade
operacional e o baixo custo da maioria dos catalisadores de origem natural ou
sintética. Além disso, os produtos oriundos de reacdes catalisadas por compostos
organicos, nao apresentam contaminacao por metal ou outros aditivos, despertando
o interesse da industria farmacéutica, que por sua vez nao tolera a contaminagao
por metais de transi¢cao no produto final.

No tocante a questdo ambiental, a biocatalise esta inserida no contexto de
uma nova filosofia denominada Quimica Verde. Esta pode ser definida como a
utilizacdo de técnicas quimicas e metodologias que reduzam ou eliminam o uso de
solventes, reagentes ou a geracdo de produtos e subprodutos que s&o nocivos a

salide humana ou ao meio ambiente 5,
3.3 Enzimas

As enzimas sdo proteinas naturais responsaveis por catalisar reacdes
quimicas que ocorrem no metabolismo de organismos vivos, podendo ser obtida de
microrganismos, plantas e animais. Como em toda reacgdo catalitica, as enzimas
aceleram diversas reacdes, diminuindo a energia de ativagéo °.

Elas sdo formadas por subunidades de aminoacidos e possuem em sua

estrutura grupos polares tais como COOH, OH, NH,, SH e CONH,. Todas possuem

8
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estruturas complexas de cadeias polipeptidicas que se mantém estaveis em meio
aguoso, entretanto, poucas possuem sua estrutura tridimensional definida ou mesmo
seu mecanismo de acao descrito =7,

As enzimas sao catalisadores altamente seletivos que podem executar
eficientes modificacdes quimicas de substratos em meios nao aquosos 2 obtendo-
se um alto rendimento e com a possibilidade de reaproveitamento do mesmo.

As razdes pelos quais as enzimas sdo amplamente empregadas em sintese
estereosseletivas sdo inumeras. As enzimas sao catalisadores muito mais eficientes,
podendo ser empregadas em concentracdes de porcentagem molar de 10%a 10* %
enquanto s&o necessarios de 0,1 a 1 mol para os catalisadores quimicos 1.

Em 1961 a Comissao para enzimas (EnzymeCommission — EC) da Uniéo
Internacional de Bioquimica (IUB), estabeleceu uma classificacdo para as enzimas e

dividiu-as em seis classes, de acordo com a reacéo catalisada ?¥. S&o elas:

1. Oxidorredutases: Sdo enzimas que catalisam reacdes de transferéncia
de elétrons, ou seja, reacbes de oxi-reducdo. As mais conhecidas sdo as
Desidrogenases e as Oxidases.

2. Transferases: S8o enzimas que intervém em reacdes de transferéncia
de diversos grupos funcionais, como aldeido, cetona, acila, amina, carboxila, etc.

3. Hidrolases: S&o enzimas que catalisam reacdes de hidrélise. A
extensdo de grupos hidrolisaveis é ampla, e incluem ésteres, amidas, peptideos e
outras funcdes que contem grupos C-N, anidridos e muitos outros.

4. Liases: Catalisam as reacbes de remocdo ou fixacdo de grupos
quimicos, envolvendo ligagcbes C=C, C=N e C=0 de forma nao hidrolitica. Sado bons
exemplos as desidratases e as descarboxilases.

5. Isomerases: Catalisam diversos tipos de isomerizacdo, incluindo a
racemizacao.

6. Ligases: Sdo enzimas que catalisam reacdes de formacdo e novas
moléculas a partir de duas ja existentes. Nesta classe sdo denominadas
frequentemente sintetases, que produzem a formacéo C-O, C-S e C-N.

As oxidorredutases e as hidrolases sdo as mais empregadas em sintese na

area de catalise enzimatica.
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Muitas sdo as vantagens de se utilizar enzimas em sintese organica, mas
trés caracteristicas se destacam:

1. Quimiosseletividade - atuam sobre um determinado grupamento
quimico.

2. Regiosseletividade ou Diastereosseletividade - devido a sua estrutura
tridimensional complexa, as enzimas podem distinguir entre grupos funcionais que
estdo situados em diferentes regiées da mesma molécula do substrato.

3. Enantiosseletividade - as enzimas sdo feitas de L-aminoé&cidos e,
portanto, sdo catalisadores quirais. Como consequéncia, qualquer tipo de
quiralidade presente na molécula do substrato é reconhecida na formacgédo do
complexo enzima substrato #°.

A combinacéo entre biocatalise e sintese utilizando diferentes enzimas tem
se destacado no setor industrial principalmente no setor farmacéutico devido a
crescente demanda por compostos enantiomericamente puros. Com o passar dos
anos, processos interessantes vem sendo utilizados na industria catalitica utilizando
hidrolases, liases, oxirredutases dentre outros biocatalisadores, despontando como

uma nova metodologia para sintese de intermediarios na industria farmacéutica .
3.3.1 Lipase

As lipases (EC 3.11.3), sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases e
desempenham um papel fundamental na digestdo de gorduras pela clivagem de
triglicerideos de cadeia longa. Devido a polaridade oposta entre a enzima
(hidrofilica) e seus substratos (lipofilico), as reacdes que envolvem a lipase ocorrem
na interface entre as fases aquosas e oleosas “Y. Elas sdo muito utilizadas devido a
sua versatilidade catalitica, disponibilidade comercial e baixo custo, além de nao
requererem cofatores B,

Este grupo de enzimas é uma ferramenta poderosa para catalisar ndo s a
hidrélise, como também as reacgfes de esterificacdo e transesterificacdo envolvendo
ésteres insoluveis em agua.

Entre todos os processos biocataliticos, o uso de lipases apresenta muitas
vantagens em comparagdo com outras transformacdes sintéticas, devido as

moderadas condi¢Bes de reacdo e do nivel elevado de seletividade apresentado por
10
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estes tipos de catalisadores Y, sendo também as enzimas mais empregadas nos
processos biocataliticos.

As lipases tém recebido uma grande atencdo como biocatalisadores
industriais, incluindo areas de laticinio como na hidrolise da gordura do leite,
detergentes, limpeza de superficies duras, processamento de papel, couro, industria
quimica, agroquimica, farmacéutica, nutricdo, tratamento de esgotos, entre outras
[42].

A estrutura tridimensional da lipase fungica de Rhizomucormiehei e da lipase
pancreatica foram determinadas em 1990. Desde entdo, mais de onze estruturas
dessas enzimas ja foram determinadas, das quais, com excecdo da lipase
pancreética, todas sdo de origem microbiana “3. Além disso, a lipase pancreética
nao necessita de cofatores, fato esse que a torna mais atrativa, pois 0S mesmos Sao
de alto custo.

No presente trabalho optou-se pela lipase tipo Il em estado bruto obtido de
pancreas suino (LPP), a qual é uma mistura de vérias proteinas principalmente
lipases e esterases!*? com o intuito de desenvolver catalisadores enziméticos para a

reacdo de tio-Michael no desenvolvimento de B-tioalcodis e de B-tiocetonas.
3.3.2 Quimosina

A quimosina (EC 3.4.23.4), também conhecida como renina, € uma aspartil
protease que catalisa a quebra das ligac6es peptidicas em outras proteinas, sendo
encontrada no abomaso (quarto estbmago dos ruminantes) de bezerros lactentes e
de outros ruminantes jovens [*!.

Bioquimicamente € uma proteina com cadeia polipeptidica Unica de 323
aminoacidos e massa molecular de 35600 Da “® *"l. Diferente das outras proteinas
gastricas asparticas que processam todas as proteinas no limem gastrico, a
guimosina é especifica para uma das proteinas do leite: a caseina k, apresentando
baixa atividade proteolitica sobre as outras proteinas e devido a isto, esta enzima
tornou-se atraente para a industria de queijo 2.

Existem duas formas alélicas de quimosina naturalmente produzidas de

bezerros: quimosinas A e B que diferem em apenas um residuo de aminoacido na

11
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posicdo 244: um aspartato na quimosina A e uma glicina na quimosina B. A
presenca desses aminodacidos, garante uma maior afinidade da quimosina A pela
caseina k, devido a uma estabilizacdo adicional eletrostatica adicional do complexo
caseina-k-quimosina, e uma maior estabilidade da quimosina B em pH abaixo de 5
[45].

Devido a problemas de escassez e de flutuacdo no custo de coalho de
bezerro, bem como sua qualidade insatisfatoria, os cientistas comecaram a
investigar a possibilidade de atribuir a microrganismos, a producdo de quimosina
idéntica a produzida pelas células do estbmago do bezerro. Para isso foi introduzido
0 gene do bezerro responsavel pela producdo de quimosina num microrganismo
hospedeiro, a Escherichia coli, que € um microrganismo conhecido, facilmente
cultivhvel em grandes quantidades, porém outros microrganismos foram
identificados como produtores de quimosinas como Mucorpusillus, Mucormeihei,
Aspergillusoryzael®® *) estas s&o denominadas quimosinas recombinantes.
Atualmente apenas trés empresas internacionais (Pfizer, Chr-Hansen e
GirstBrocades) produzem e comercializam quimosinas recombinantes Y.

As quimosinas recombinantes passam por rigorosos testes bioquimicos,
toxicolégicos e microbiolégicos para garantr a sua pureza. A FDA
(FoodandDrugAdministration) concluiu que as enzimas recombinantes sdo idénticas
e mais puras que 0s extratos enzimaticos extraidos do bezerro, o que conferiu o
status GRAS (GenerallyRegarded as Safe) para estas preparacoes 2.

A quimosina recombinante representa cerca de 60% das vendas de todas
as enzimas industriais do mundo devido as suas aplicacbes em diversos setores
industriais como nos detergentes, alimentos, produtos farmacéuticos, produtos

[53]

quimicos, couro, papel e celulose e industrias de seda ", jA que estas apresentam

custos reduzidos e podem ser produzidas em quantidades satisfatorias em

fermentacdes industriais.
3.4 Imobilizacdo de enzima

A técnica da imobilizacdo teve inicio em 1916 por Nelson e Griffin

(imobilizacdo da invertase em carvao ativo), no qual adquiriu um grande impulso a

12
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partir dos anos 60 e evoluiu tanto que varias enzimas imobilizadas podem ser
encontradas no comércio P,

A imobilizacdo consiste no confinamento da enzima em um suporte sélido
para que posteriormente ocorra a reutilizacdo do biocatalisador, tornando assim o
processo menos dispendioso. Em geral, a imobilizacdo oferece uma série de
vantagens e a razdo para a escolha certa de um derivado imobilizado varia de
aplicacdo para aplicacdo, incluindo: utilizacdo das atividades cataliticas por um
maior periodo de tempo; as possibilidades de operacdes continua dos processos;
facilidade de separacdo do produto final; em alguns casos, ocorre modificacdo
favoravel das propriedades cataliticas da enzima como, por exemplo, maior
estabilidade ao pH e a temperatura; maior facilidade de interrup¢do da reagéo, em
um nivel desejado, pela remocao da enzima [ 1617 18.19]

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na
imobilizacdo de enzimas, ndo existe um Unico método aplicavel para todas enzimas.
Dessa forma, para cada aplicacdo de uma enzima imobilizada € necessario escolher
o procedimento mais simples e mais barato que resulte em um derivado com boa
retencéo de atividade e alta estabilidade operacional ™** 68,

A partir das informacdes disponiveis sobre as caracteristicas do suporte e o
efeito dos métodos empregados, € possivel fazer generalizacbes que permitam uma
primeira selecdo do método de imobilizacdo. As enzimas podem ser imobilizadas por
diferentes protocolos, isto é, podem ser encapsuladas; adsorvidas em materiais
insollveis como resinas de troca idnica; copolimerizadas com algum monémero ou
se ligar a uma matriz insoltvel por ligacdes covalentes ™% 16 18,

A escolha do suporte contribui para o bom desempenho da enzima
imobilizada. Isso porgque, se de um lado um suporte criteriosamente selecionado
pode aumentar o tempo de meia-vida da enzima imobilizada, de outro uma escolha
imprudente pode afetar adversamente ndo s6 a estabilidade térmica, como o
desempenho global do sistema.

Na selecdo de um suporte para uma determinada aplicagdo, devem ser
analisadas suas propriedades fisicas e quimicas, bem como a possibilidade de
regeneracdo do material. As principais caracteristicas a serem observadas na

selecdo de um suporte para uma determinada aplicacdo sao: area superficial,
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permeabilidade, insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia e
composicdo, natureza hidrofilica ou hidrofébica, resisténcia ao ataque microbiano,
resisténcia mecanica, custo, dentre outras. Eles podem ser classificados como
organicos e inorganicos, e conforme sua morfologia em materiais porosos, nao
porosos e de estrutura de gel 85,

No presente trabalho foram imobilizadas enzimas da classe das lipases

utilizando-se metodologias envolvendo a ligacdo covalente %

empregando o
glutaraldeido. Como suportes foi utilizado derivados de MgCl,, um sal inorganico
extremamente barato e inerte em sistemas organicos. Este suporte foi exposto a

uma modificacdo estrutural conforme descrito por Patel, Sharma e Jasral®Y,

3.4.1 Tipos de imobilizacéo
3.4.1.1 Encapsulacao

A encapsulacdo consiste na retencdo fisica da enzima nas cavidades
internas de uma matriz solida porosa constituida geralmente por polimeros entre
cruzados como poliacrilamida, gelatina, alginato, resinas de poliuretano e silanos. As
principais vantagens da encapsulacdo de enzimas referem-se a grande éarea
superficial para contato do substrato e da enzima no interior de um volume
relativamente pequeno, e a possibilidade de imobilizacdo simultanea de diferentes
enzimas em uma Unica etapa. Como principais desvantagens, tém-se: a restricdo de
que os biocatalisadores podem ser aplicados somente com substratos de baixa
massa molecular; a possivel inativacdo da enzima durante o procedimento de
imobilizacdo; a alta concentragdo de enzima necessaria para garantir a
encapsulacdo e, os possiveis efeitos de difusdo de substratos e/ou produtos no

interior da matriz porosa 16 18 %1,
3.4.1.2 Adsorcéao

A adsorcéao fisica € o método mais simples e o mais empregado para
imobilizacdo de enzimas. Nesse caso, 0 biocatalisador € estabilizado por interacdes

fracas com o suporte como forcas de Van der Waals (interagbes hidrofébicas),
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ligacdes de hidrogénio e ligacbes ibnicas. As principais vantagens deste processo de
imobilizacdo séo a facilidade e a simplicidade do processo e, além disso, a estrutura
conformacional da enzima é pouco alterada. A grande desvantagem é a dessor¢cao

da enzima, devido as variacdes de temperatura, pH e forca idnica 618561,

3.4.1.3 Ligacéao covalente

A imobilizac&o por ligacdo covalente, baseia-se na ativacao de suportes com
a insercdo de grupos reativos que reagem com 0s grupos nucleofilicos da enzima.
Esta técnica ndo é comum como o método de adsorcdo fisica, mas apresenta a
vantagem de evitar o fenbmeno de dessorcdo. A selecdo das condi¢cdes para a
imobilizacdo por ligacdo covalente € mais dificil gue em outros métodos de ligacéo
em suportes. E necesséario conhecer a densidade dos grupos ativos por unidade de
area do suporte, e a sua geometria para reduzir a formacdo do complexo enzima-
suporte inativo. Este método pode também afetar a estrutura ativa da enzima, devido
a alteracdo do centro ativo. Suas principais vantagens sdo a maior resisténcia do
biocatalisador quanto a variacdo de pH, temperatura e influéncia de solventes
organicos; os derivados preparados podem ser empregados em diversas
conformacdes de reatores, como fluxo continuo, empacotado, tanque agitado e leito

fluidizado e, a carga de enzima permanece constante apds a etapa de imobilizacéo
[16, 55]
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4 MATERIAIS
4.1. Enzimas

As enzimas utilizadas foram lipase tipo Il em estado bruto obtida de
pancreas suino (Sigma-Aldrich), quimosina obtida de Aspergillus Niger var.awamori

cedida pela empresa internacional Chr-Hansen (Dinamarca).
4.2. Reagentes e solventes

Os reagentes empregados neste estudo foram: cinamaldeido (Vetec),
tiofenol (Sigma-Aldrich), borohidreto de sodio (Sigma-Aldrich), tetrahidrofurano
(Vetec), dimetilsulféxido (Vetec), hexano (Dinamica), etanol (CRQ), acetato de etila
(Vetec), metanol (Dinamica), 1,2-dicloroetano (VETEC), dimetilsulfoxido (Dinamica),
MgCl,(Sigma-Aldrich), APTMS - 3-aminopropil-trimetoxisilano (Sigma-Aldrich) e
glutaraldeido (Vetec) todos com grau de pureza PA. Como secante nas reacoes foi
utilizado o sulfato de magnésio (Proquimios) grau de pureza PA. Para purificacédo e
separacdo dos compostos de interesse foi utilizado cromatografia em coluna com

fase estacionaria silica gel 70-230 Mesh (Vetec).
4.3 Equipamentos

. Agitador magnético (Marconi).

o Balanca analitica digital (Marte).

. Centrifuga 206 BL (Fanem).

. Cromatégrafo gasoso 431-GC (Varian) acoplado ao detector de
massas 210-MS (Varian).

o Espectrofotdmetro de infravermelho, FTIR modelo 4000 (Jasco).

o Estufa a vacuo (Marconi).

o Rotaevaporador (Fisatom).

o Ressonancia  Magnética  Nuclear  (Bruker DPX 300 -
300 MHz para’H e 75 MHz para**C).

16
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5 METODOS
5.1 Preparo do suporte

Em um Erlenmeyer de 250 mL adicionou-se 3,92 g de MgCl,e 50 mL de
metanol, mantido sobre agitacdo a 25 °C. Posteriormente gota a gota foi adicionado
uma solugéo contendo 2,45 g de APTMS e 12,5 mL de metanol. Ocorreu a formagéao
de uma suspensao branca. Adicionou-se lentamente uma solucdo de NaOH 0,5 M,
até atingir o pH de 10,5. Foi mantido em repouso durante uma semana a 25 C. Apés
esse periodo, a solucao formada foi centrifugada e o gel obtido levado a estufa a
65°C para secar conforme esquema 2.

Esquema 2. Processo geral para imobilizagdo de enzimas em suporte de MgCl.,.

—_— EEEEE——
2 —N H2

05MNaOH  H,N

NH; O:\—L N=""=0
APTMS HzN glutaraldeido =N
MgCl

NH, OWN

NN,

H,N—Enz

Enz—N:\_\' _N=""""=N-Enz
=N

—‘NHZ

— _\/\/:N
Enz—N N—/\/\_—
N—Enz

5.2 Imobilizag&o das enzimas

Foram imobilizadas as enzimas lipase e quimosina, utilizando-se
metodologias que envolvem a ligacdo covalente, empregando o glutaraldeido.

Em um béquer de 25 mL adicionou-se 0,4 g do suporte e 2mL de
glutaraldeido, permanecendo em repouso durante 1 h. Apds esse periodo, o suporte
foi filtrado em papel filtro e lavado com agua destilada. Em seguida, adicionou-se ao
suporte, 0,45 g de enzima e 10 mL de agua destilada, manteve-se sobre agitacédo

durante 12 h. Ap6s o tempo decorrido, a enzima imobilizada foi filtrada em papel
17



SARUWATARI, S. »
E’ 8 f Defesa de Mestrado —

Ciéncia e Tecnologia Ambiental - UFGD

Laboratorio de Catélise Organica e Biocatalise

filtro, lavada com agua destilada e seca em temperatura ambiente, esquema 2. Este

composto foi analisado em espectroscopia de infravemelho.
5.3 Sintese das B-tioalc6ois com cinamaldeido e tiofenol

O composto 3-fenil-3-feniltiopropanol foi sintetizado conforme descrito por
DarbemP” utilizando-se como catalisador o bis-glicinato de zinco (ll) conforme
descrito a seguir. Em um baldo de 50 mL, adicionou-se 1,0 equivalente de
cinamaldeido, 10 mL de etanol, 10 % mol catalisador bis-glicinato de zinco (Il) e
posteriormente foi adicionado 1,0 equivalente de tiofenol. A reacdo processou-se
com agitacdo durante um periodo de 180 min. ApGs essa etapa, filtrou-se a reacdo
para retirada do catalisador, adicionou-se NaBH, para a reducdo do produto
carbonilado e a reacédo foi deixada sob agitacdo por mais 90 minutos.Passado este
tempo,rotaevaporou-se, e o0 bruto da reacao foi extraido primeiramente com acetato
de etila e posteriormente com uma solugdo de bicabornato de sodio 10% (m/v). A
fase organica foi seca com MgSO, erotaevaporado.O composto foi purificado via
cromatografia em coluna utilizando-se silica gel 60 e tendo como eluente a mistura
de solventes hexano:acetato (9,5:0,5). O composto foi identificado via FTIR, CG/MS
e RMN 1H, 13C e DEPT 135.

5.4 Procedimento geral para resolucao enzimatica do 3-fenil-3-feniltiopropanol

O procedimento adotado foi conforme descrito por Patel®® o qual envolve a
utilizac@o de acetato de vinila para tal resolucéo de alcodis (Esquema 3).
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Esquema 3. Procedimento geral para resolu¢do enzimatica do 3-fenil-3-feniltiopropanol.

O
OH 0 )ko OH
biocatalisador
+ '/ﬂ\o/§§ — > +

Ph” * "SPh Ph”*"SPh  Ph™* "SPh

Cumpre salientar que todas as enzimas utilizadas foram suportadas em
cloreto de magnésio. Foram imobilizadas as seguintes enzimas: lipase de pancreas
suino e quimosina as quais, a partir de agora chamaremos de Mg-LPP e Mg-QUI.

Foram testados como solventes: hexano, THF, 1,2-dicloroetano e DMSO.
Foram utilizados 0,1 g de enzima imobilizada, 0,14 g do alcool, 0,214 mL de acetato
de vinila e 10 mL do respectivo solvente, permanecendo sobre agitacdo durante 1
dia, em temperatura ambiente. Apds esse periodo, o produto foi rotoevaporado,
obtendo-se ao termino deste processo uma fracdo a qual foi purificada por coluna
cromatografica de silica gel, sendo a razéo de silica/amostra utilizada de 30 g para
cada 1 g de composto, tendo como fase movel uma solucdo de hexano/acetato de
etila 8:2.

5.5 Sintese do 3-fenil-3-feniltiopropanol via enzimética
Para a comprovacéao dos efeitos da imobilizacdo sobre a atividade catalitica

da lipase de péancreas suino, foram realizados testes iguais aos publicados

anteriormente por Rizzo ®% (Esquema 4).
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Esquema 4.Descricdo geral da biossintese de S-tioalcéois.

O o) OH

SH  Biocatalisador NaBH,
o " —

Ph EtOH

Ph Ph SPh Ph SPh

Em um baldo de uma boca de 50 mL, adicionou-se 103 pL (0,82 mmol) do
cinamaldeido, 92,3 pL (0,9 mmol) do tiofenol, e quantidades varidveis de
biocatalisador Mg-LPP em15,0 mL de solvente etanol. A reacdo processou-se com
agitacao por 2 h e 5h a temperatura ambiente. ApGs esse tempo filtrou-se a reacéo
para retirada do biocatalisador. Em seguida, foram adicionados 0,09 g de
borohidreto de sddio. O baldo reacional foi inserido em um equipamento de
ultrassom e deixado reagir por 30 min. Apds esse tempo a fase organica foi extraida
com acetato de etila e agua. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio,
posteriormente filtrada e entdo, rotoevaporada, obtendo-se ao termino deste
processo uma fragcdo amarelo oleosa a qual foi purificada por coluna cromatogréafica
de silica gel, sendo a razéo de silica/amostra utilizada de 30 g para cada 1 g de
composto, tendo como fase movel uma solucdo de hexano/acetato de etila 8:2. Este
composto foi analisado por cromatografia gasosa, espectroscopia de infravermelho e
por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono. Os

dados espectroscopicos correspondem aos citados na literatura.
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5.6 Sintese do 2-Benzamido-3-fenil-3-fenilsulfanil-tiopropionato de S-fenila

(Figura 3)
SE¥ e
S

@) NH

Figura 3. 2-Benzoamido-3-fenil-3-fenilsulfanil-tiopropionato de S-fenila.

Foi realizada também a tentativa de sintese de derivados de aminoacidos
ndo naturais provenientes de reagfes de catalise enzimética. Para tanto realizou-se
a reagao envolvendo a 4-Benzilideno-2-fenil-4H-oxazol-5-ona juntamente com cinco

equivalentes molar de tiofenol conforme descrito por Genget al (Esquema 4) %,

Esquema 5. Reacéo biocatalizada por LPP e Mg-LPP de tio-Michael a azalactonas.

; I
SH O S
o LPP ou Mg-LPP
_N - S

THF, 24h O- NH

Neste processo, ocorre a adicdo de dois equivalentes de tiofenol tanto a
dupla exociclica quanto a carbonila levando ao produto tio-éster descrito no
esquema 5.

Em um baléo de uma boca de 25 mL foram adicionados 5mL de THF, 0,053
(0,212 mmol) g de 4-Benzilideno-2-fenil-4H-oxazol-5-ona, 0,109 mL (1,07 mmol) de
tiofenol e 0,053 g das enzimas LPP e Mg-LPP com tempo reacional de 24 h sob

agitacdo. Apos esse periodo a reacao foi filtrada para a retirada do biocatalisador e
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rotaevaporado. O etanol ndo foi utilizado decorrente da ndo solubilidade da
azalactona nesse meio.

Foi obtido ao termino deste processo uma fracdo a qual foi purificada por
coluna cromatografica de silica gel, sendo a raz&o de silica/amostra utilizada de 30 g
para cada 1 g de composto, tendo como fase movel uma solucédo de hexano/acetato
de etila 9:1.

Estes compostos foram analisados por espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear de hidrogénio.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Espectro de infravermelho obtido para o suporte de MgCl,e das enzimas
imobilizadas

Os dados de infravermelho estdo apresentados abaixo (Figura 4):

90

60

Transmittance (%)

30 —— MgCI2
—— MgClI2+Lipase
—— MgCI2+Quimosina

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm™)

Figura 4. Espectro de infravermelho para o suporte inorganico de MgCl, (preto); a lipase imobilizada

(azul) e quimosina imobilizada (rosa) em suporte inorgéanico de MgCl.,.

Através dos dados de infravermelho obtidos quando comparados com o0s
dados descrito na literatura para a lipase de pancreas suino, péde-se confirmar a
imobilizagéo da lipase.

J4, para a quimosina, os dados obtidos séo inéditos, mas bem similares com
os obtidos para a lipase.

6.2 Estudo da resolucao do 3-fenil-3-feniltiopropanol

Para a resolugéo, foram analisados os seguintes solventes: hexano, THF,
1,2-dicloroetano e DMSO, pois cobrem uma grande gama de constante dielétrica,
coeficiente de particio e momento de dipolos. Esses dados podem trazer-nos
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indicios principalmente da polaridade do sitio ativo. Cada enzima possui sitio, ou
sitios ativos provenientes de locais contendo por¢des de aminoacidos, os quais,
dependendo do ambiente, podem ser mais polares ou menos. Isto sera transcrito na
polaridade do sitio e 0 mesmo, portanto, sera mais efetivo dependendo do meio
utilizado. Os dados contidos na tabela 1, indicaram que a quimosina imobilizada em

suporte de MgCl, se mostrou promissora na resolucao enzimatica do referido alcool.

Tabela 1. Resultados obtidos para as reag6es de resolugao enzimatica de 3-fenil-3-feniltiopropanol.

Experimento Enzima suportada Solventes Rendimento (%)
1 Mg-LPP THF *
2 Mg-LPP Hexano *
3 Mg-LPP 1,2-dicloroetano *
4 Mg-LPP DMSO *
5 Mg-QUI THF 61
6 Mg-QUI Hexano *
7 Mg-QUI 1,2-dicloroetano *
8 Mg-QUI DMSO *

Porém ao se avaliar todos os solventes utilizados pdde-se chegar a uma

conclusao tendo como base a tabela 2 a sequir:

Tabela 2. Dados de log P, dipolo e constante dielétrica dos solventes utilizados na resolugéo do 3-

fenil-3-feniltiopropanol utilizando-se enzimas suportadas.

Solvente Log P Dipolo (D) Constante
dielétrica (g)
THF 0,46 1,63 7,52
Hexano 3,76 - 2,02
1,2-dicloroetano 1,50 1,80 7,20
DMSO -1,3 3,96 47,2

Conforme observado na tabela 2, e através de dados de utilizacdo, por

exemplo, industrial da quimosina, a qual é empregada industrialmente na producéo
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de queijo, e um meio praticamente organico, péde-se verificar através dos dados de
Log de P que o solvente que proporcionaria uma melhor miscibilidade tanto da fase
organica quanto do meio aquoso seriam os solventes THF e DMSO. Todavia, 0
solvente DMSO apresenta um momento de dipolo muito elevado em comparacao
com o THF, juntamente com uma elevadissima constante dielétrica o que
prejudicaria a realizagdo da resolucdo. Através destes dados pbde-se, portanto,
estabelecer um meio ideal para a utilizagdo da quimosina imobilizada em suporte
inorganico. Este fato é comprovado na literatura no qual Groveset al. ®! descrevem
diversas porcOes da estrutura da quimosina contendo sitios ativos como S1, S3, P1
e P3 os quais apresentam caracteristicas hidrofobicas.

Para descrever a especificidade de todas as classes de proteases, utiliza-se
o modelo desenvolvido por Schechter e Berger 2. De acordo com este modelo, os
subsitios da enzima (designados pela letra “S”) s&o locais onde os residuos de
aminoacidos do substrato (designado pela letra “P”) se ligam ao sitio ativo, sendo
que cada subsitio acomoda um Unico residuo de aminoacidos (Figura 5). Os
residuos posicionados ao lado da ligacédo peptidica a ser cliva sdo numeradas P1,
P2, P3... em direcdo ao N-terminal do substrato, e P1’, P2’, P3’... em dire¢do ao C-
terminal. Assim, P1 e P1’ sdo os residuos que formam a ligagado peptidica a ser
clivada no substrato da protease que acomodam os residuos do substrato
correspondentes.

Substrate

Scissile bond
N terminus —( ) Non-primed side W Primed side

/ \@—&@/\P %}/\/\

C terminus

S50 54 S3\ 52 S1 S17 S27 (S3L NS4

Protease

\_/ W -

Figura 5. Modelo de Schechter e Berger 52 Modelo utilizado para descrever a interagdo de uma

protease com o substrato protéico. Adaptado de Turk!®,
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Ja para a lipase, 0 que se conclui, € que o suporte afetou sua estrutura e sua
atividade. Isto porque na literatura ha diversos manuscritos que descrevem a
resolucdo de &lcoois utilizando-se lipase. Todavia, ndo foi possivel até o0 momento
identificar qual foi o efeito que permitiu o decréscimo na atividade catalitica.

Posteriormente, decidiu-se realizar novos testes agora envolvendo a
variagdo da quantidade catalisadora. Foram realizados testes fazendo-se uso da
mesma metodologia acima citada, porém com o uso de 0,15 g e 0,20 g de enzima

imobilizada. Os resultados estédo apresentados na figura 6.

61
70 - 61

60 - 46
50 -

40 -
30 ~
20 A

Rendimento

10 ~

0,1 0,15 0,2

Quantidade de catalisador (g)

Figura 6. Rendimentos obtido para a resolugdo enzimética de 3-fenil-3-feniltiopropanol utilizando-se
Mg-QUI em meio de THF.

Através da observacdo dos dados reacionais para a resolucdo descrita na
figura 6, pode-se observar que o aumento da quantidade de catalisador de 0,1 g
para 0,15 g (50% de aumento) ndo confere nenhum aumento nos rendimentos.
Pdde-se verificar também que com a utilizacdo do dobro de enzima, foi identificado
um efeito inverso, ou seja, um decréscimo nos rendimentos. Tal fato foi descrito por
Rizzo ¥ como um efeito de decomposicdo do material obtido (a reversibilidade da
reagdo). Ou seja, através de outro mecanismo reacional a enzima, provavelmente,
utiliza o composto sintetizado para realizar uma reacao lateral. Dados preliminares
indicam que para a quimosina, observa-se um processo de oxidagdo do enxofre,

mas até o presente momento essa hipétese néo foi totalmente confirmada .
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No tocante a determinacdo do estereoisbmero obtido, ndo foi possivel sua
verificagdo decorrente da auséncia de colunas quirais na UFGD. Tais resultados
estdo sendo realizados em instituicbes de ensino parceiras, mas até o presente

momento os dados ndo estavam disponiveis.

6.3 Estudo de sintese do 3-fenil-3-feniltiopropanol via enzimatica
Foram realizadas as sinteses do 3-fenil-3-feniltiopropanol partindo-se da

reacao entre o cinamaldeido (103 uL, 0,82 mmol), tiofenol (92,3 uL, 0,9 mmol)

variando a quantidade de enzima como descrito na figura 7 a seguir.

100

100
90 A
80 A
70 A
60 -
50 40
40 A
30 A
20 +
10 A 0

0 T T T T T T

0,08/2h 0,16/2h 0,08/5h  0,16/5h 0,08*/2h Suporte

=)
~

3

[9)]

Rendimento

Quantidade de enzima (g)/ tempo de reagio (h)

Figura 7. Testes de atividade catalitica da lipase de pancreas suino imobilizadas em suporte de
[59]

MgCl, nas reacdes de tio-Michael. *Rizzo

Estas reacOes foram executadas para se verificar a mudanca ou nédo da
atividade enzimatica. Primeiramente pode-se avaliar a comparacdo da mesma
quantidade de catalisador descrito no trabalho de Rizzo ®® em comparagéo com a
enzima imobilizada em suporte inorganico.

Como podemos verificar através da analise dos dados, verificou-se um
declinio na atividade da enzima comparando a mesma quantidade de catalisador
(0,08 g em 2 h). Para o trabalho descrito por Rizzo %, esta quantidade de enzima

proporciona a obtencdo de 100% do composto de interesse, mas a mesma
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qguantidade de enzima imobilizada ndo produz o mesmo rendimento. Alids, produz
apenas 40% do rendimento. Este fato pode ser explicado através da alteracdo que o
suporte produz na conformacdo quaternaria da enzima. Tal alteracdo pode diminuir
a acao catalitica da enzima. Além disso, a insercdo do suporte € um fator importante
porque diminui a quantidade de enzima no meio reacional. Isto também pode ser um
fator que pode explicar a diminuicdo dos rendimentos obtidos. Este fato pode ser
comprovado pelo dado que foi obtido através do aumento da quantidade de
catalisador (0,16 g) que foi traduzido com um aumento de 45%. Este dado foi
importante porque se pdde verificar também a influéncia do tempo reacional no
processo catalitico. Utilizando-se 0,08 g de enzima imobilizada e com um tempo
reacional de 5 h houve um aumento de 67,5% no rendimento da reac&o. Todavia,
com o aumento do catalisador (0,169) utilizando-se o mesmo periodo de 5 horas,
houve um decréscimo no rendimento em comparag¢éo com o dado obtido para 0,08 g
por 5 h. Este dado novamente é explicado pela reacao inversa de decomposicao do
produto obtido.

Cumpre informar que, para os processos de imobilizagdo de enzimas o
suporte pode afetar sua conformacao e, provavelmente sua atividade. Este efeito foi
observado quando se utilizou o suporte de MgCl; e a lipase quando da comparacao
dos dados da enzima livre comparado com os dados de catalise com a enzima
imobilizada. Portanto, conclui-se que, através da modificacdo conformacional da
enzima decorrente da imobilizacdo e da menor quantidade de enzima presente no
suporte comparado com a enzima livre utilizada no meio reacional por Rizzo B,
pbdde-se verificar uma diminuicao da efetividade catalitica no processo imobilizado.

Além disso, tentando evidenciar que a imobilizacdo permitiria a reutilizacao
da enzima mesmo obtendo-se rendimentos ndo tdo grandes, realizou-se tal

processo para verificacdo. Os dados estédo apresentados na figura 8 a seguir:
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Figura 8. Rendimentos para a reutilizacdo da Mg-LPP em seu primeiro ciclo e segundo ciclo de
[59]

reutilizacdo na reacao de tio-Michael juntamente com o dado descrito por Rizzo

E importante notar que para a reacdo envolvendo a enzima imobilizada, foi
possivel a retirada do catalisador sem perda de material. JA& na mesma reacao
realizada por Rizzo ®¥ a reutilizacdo da enzima ndo ocorreu decorrente da perda
total da atividade catalitica da LPP livre no segundo ciclo reacional. Este dado pode
ser explicado através de inativacdes em decorréncia do choque do processo de
agitacdo magnética. Essa agitacdo € criada pela barra magnética a qual, através de
choques com as enzimas, age prejudicialmente afetando a atividade das mesmas.
Este fator € primariamente observado em lipases. Ja a presenca do suporte,
juntamente com a néo utilizacdo de agitagcdo magnética (agitacdo via orbital), como
proposto neste projeto, possibilitou a reutilizagdo da enzima bem como a obtencéo
de baixos rendimentos, mas indicando a evidéncia de que o suporte proporcionou
uma estabilizacdo da enzima no meio reacional. Portanto, mesmo com a perda da
atividade enzimatica, no que tange a protecdo da enzima pelo suporte e reutilizacéo
das mesmas, podemos concluir que a inser¢cao do MgCl, confere maior estabilidade
a LPP. Este dado pode evidenciar que o suporte, em trabalhos futuros pode ser de

extrema valia na imobilizagdo de enzimas.
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6.4 Estudo de sintese do 2-Benzamido-3-fenil-3-fenilsulfanil-tiopropionato de S-
fenila

A reacao biocatalizada por LPP e Mg-LPP de tio-Michael envolvendo a 4-
Benzilideno-2-fenil-4H-oxazol-5-ona juntamente com cinco equivalentes molar de
tiofenol conforme descrito por Genget al. (Esquema 4) 4, apés 24 horas verificou-se
rendimentos quantitativos para ambas as reacoes.

Todavia, no que tange aos excessos diastereoméricos, pode-se verificar

diferenciacées demonstradas nos espectros de RMN de *H a seguir:

9.537
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9.097
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8.325
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Figura 9. Espectro de RMN H para o composto 2-Benzoilamino-3-fenil-3-fenilsulfanil-tiopropionato de
S-fenila obtido pela biocatélise com Mg-LPP.
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Figura 10. Ampliacdo do espectro de RMN 'H para o composto 2-Benzoamido-3-fenil-3-fenilsulfanil-
tiopropionato de S-fenila obtido pela biocatalise com

Mg-LPP.
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Figura 11. Espectro de RMN H para o composto 2-Benzoilamino-3-fenil-3-fenilsulfanil-tiopropionato
de S-fenila obtido pela biocatalise com LPP.
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Figura 12. Ampliacdo do espectro de RMN H para o composto 2-Benzoamido-3-fenil-3-fenilsulfanil-

tiopropionato de S-fenila obtido pela biocatalise com LPP.

Observando-se as figuras 10 e 12, pbde-se concluir que 0 excesso
diastereomérico (d.e.) obtido quando do uso da enzima lipase de pancreas suino
livre (LPP) foi menor de que quando utilizado essa mesma enzima imobilizada em
MgCl, (Mg-LPP). Isto se deve a modificacdes estruturais da conformacéo enzimatica
proporcionada pelo suporte, tornando o sitio ativo da enzima mais seletivo do que
quando a mesma apresenta-se de forma livre. Essa informagé&o possibilita trabalhos
futuros ja em andamento para verificar a diastereosseletividade dessas reacfes
contendo outros suportes enzimaticos. Decorrente da analise das constantes de

acoplamento descritos no trabalho de Genget al. 4

pode-se determinar o par
enantioméricosyn tendo prevaléncia ao anti. Cumpre informar que este tipo de

reagao nao foi descrito na literatura via biocatalise.
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7 CONCLUSAO

Através da andlise dos dados obtidos, péde-se concluir que o suporte
inorganico influenciou a atividade da enzima lipase de pancreas suino de forma a
reduzir sua atividade nas reacdes de tio-Michael. Porém, a existéncia do suporte
possibilitou a reutilizacdo do catalisador, mesmo em baixos rendimentos, mas com
perspectivas futuras de outros estudos que possam proporcionar, jA no primeiro
ciclo, rendimentos excelentes e, assim, possibilitando a reutilizacdo do
biocatalisador.

J& para o processo de resolucao do 3-fenil-3-feniltiopropanol, os dados
indicaram que a resolucdo foi possivel, mas ainda necessita da comprovacéo de
qual enantiémero foi acetilado e qual permaneceu intacto. E necessario a otimizagéo
da reacdo em novos solventes, 0 que esta em andamento juntamente com a
verificacdo dos enantibmeros mencionados anteriormente.

Cumpre informar que a resolucdo enzimética de &lcoois sulforados ainda
nao foi objeto de estudo na literatura.

Conclui-se também que para a sintese de novos compostos que poderao vir
a produzir novos aminoacidos ndo naturais, as biocatalises envolvendo a LPP e Mg-
LPP foram satisfatdrias produzindo rendimentos quantitativos dos produtos. Todavia,
para a reacao que fora utilizado a Mg-LPP, o excesso diastereomérico obtido para o
composto syn foi maior quando comparado com o composto anti. E importante citar

gue estas reacdes, envolvendo biocatalise, sao inéditas.
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