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Resumo

Rebelo, L.P. Imobilizacido da lipase de Burkholderia cepacia em nanoparticulas
magnéticas e sua aplicacio em resolucio cinética de alcodis secundarios quirais. 2009.
155 p. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pos-Graduagdo em Quimica. Instituto de

Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Esta dissertacao apresenta um estudo de diferentes metodologias de
imobilizacdo (fisissorcdo, quimissorcdo com carboxibenzaldeido e
quimissorcao com glutaraldeido) da lipase de Burkholderia cepacia em
nanoparticulas magnéticas e sua aplicacao na resolucao cinética de alcoois
secundarios racémicos. O método de imobilizacao por fisissorcao resultou na
imobilizacado de 0,21 mg de proteina em 20 mg de nanoparticulas
magnéticas. Para a mesma quantidade de nanoparticulas magnéticas, o
meétodo de quimissorcao com carboxibenzaldeido imobilizou 0,26 mg de
proteina contra 0,28 mg de proteina pelo método de quimissorcao com
glutaraldeido, a melhor relacdo encontrada neste trabalho. A atividade
enzimatica foi avaliada na resolucao cinética de alcoodis secundarios
racémicos [(RS)-2-bromo-1-(feniljetanol, (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)jetanol,
(RS)-1-(4-nitrofeniljetanol e (RS)-1-(fenil)-1,2-etanodiol] via reacao de
transesterificacdo enantiosseletiva. O efeito de diferentes parametros
reacionais para a resolucao cinética foi estudado, como agente acilante,
quantidade de substrato, solvente, quantidade de nanoparticulas magnéticas
(suporte), velocidade de agitacdo, tempo e temperatura reacionais. Os
melhores parametros encontrados foram acetato de vinila como agente
acilante, tolueno como solvente e sob agitacao de 800 rpm. Observou-se que
apos 30 dias de estocagem da lipase imobilizada por fisissorcdo sua
atividade foi mantida. Além disso, estudou-se a reciclagem da enzima
imobilizada, durante a resolucao cinética. A melhor temperatura e tempo
reacional foram determinados para cada método de imobilizacao. A
quimissorcao com glutaraldeido foi o melhor método de imobilizacao para a
reciclagem da enzima, pois durante 8 ciclos de resolucao cinética a
conversao (50 %) e a enantiosseletividade (>99 %) foram mantidas. Com base
nesses resultados, pode-se concluir que o processo de imobilizacao permite
um aumento da estabilidade da enzima quando comparada com a enzima
livre, permitindo sua reutilizacdo por varios ciclos reacionais.

Palavras-chave: Biocatalise, imobilizacao de lipases, nanoparticulas
magnéticas, resolucao cinética enzimatica.
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Abstract

Rebelo, L.P. Immobilization of Burkholderia cepacia lipase on magnetic nanoparticles
and its application in enzymatic Kinetic resolution of chiral secondary alcohols. 2009.
155 p. Dissertation (Masters degree). Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

This dissertation describes studies about different immobilization
methodologies (physisorption, chemisorption with carboxibenzaldehyde and
chemisorption with glutaraldehyde) of the Burkholderia cepacia lipase on
magnetic nanoparticles and its application in the enzymatic kinetic
resolution of chiral secondary alcohols. The physisorption method
immobilized 0.21 mg of protein per 20 mg of magnetic nanoparticles. Using
the same amount of magnetic nanoparticles, the chemisorption method with
carboxibenzaldehyde immobilized 0.26 mg of protein against 0.28 mg for the
chemisorption with glutaraldehyde, the best result found in this work. The
enzymatic activity was determined in the enzymatic kinetic resolution of
chiral secondary alcohols [(RS)-2-bromo-1-(phenyl)ethanol, (RS)-2-bromo-1-
(4-nitrophenyl)ethanol, (RS)-1-(4-nitrophenyl)ethanol and (RS)-1-(phenyl)-
1,2-ethanodiol] via enantioselective transesterification reaction. The effect of
several reaction parameters for the kinetic resolution was studied, such as
acetyl donor, substrate concentration, solvent, amount of magnetic
nanoparticles (support), agitation speed, reaction time and temperature. The
best results were obtained using vinyl acetate as acetyl donor, toluene as
solvent, and 800 rpm as agitation speed. Regarding the physisorption
method, after 30 days as storing time the enzymatic activity remained the
same. Besides, the reusability of immobilized lipase was evaluated. The best
temperature and reaction time in the kinetic resolution were determined for
each immobilization method. The chemisorption with glutaraldehyde was the
best immobilization method for the enzyme reusability, because even after 8
cycles of the kinetic reaction, the conversion (50 %) and enantioselectivity
(>99 %) remained the same. Based on these results, it is possible to conclude
that the immobilization process increased the enzyme stability when
compared to the free enzyme, allowing its reusability for many reaction
cycles.

Keywords: Biocatalysis, immobilization of lipases, magnetic nanoparticles,
enzymatic kinetic resolution.
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1. Introducao

O uso de enzimas, especialmente as lipases em sintese organica, esta
crescendo rapidamente porque essas enzimas apresentam alta quimio-,
regio- e estereosseletividade em condicOoes reacionais brandas e podem ser
usadas para diferentes reacoes (Gotor-Fernandez et al,, 2006). Entretanto, a
aplicacao de enzimas na sua forma livre € frequentemente dificultada pela
desnaturacao e inativacao do biocatalisador durante o processo reacional e,
além disto, a dificuldade para sua recuperacao e reciclagem (Ivanov e
Schneider, 1997). Recentemente a imobilizacao de enzimas em
nanoparticulas magnéticas (Lei et al., 2009) tem sido reconhecida como um
dos mais atrativos métodos para resolver esses problemas. O uso de enzimas
imobilizadas em nanoparticulas magnéticas (Herdt et al., 2007; Johnson et
al., 2008) é possivel devido a funcionalizacao de sua superficie. A aplicacao
de nanoparticulas magnéticas para imobilizacao de enzimas (Pankhurst et
al., 2003) é de grande interesse, pois esta baseada na fase heterogénea
solido-liquido do meio reacional. Dessa forma o solido é retirado pela
influéncia de um campo magnético externo, facilitando a separacado e
recuperacao da enzima. Além disto, a utilizacao de nanoparticulas
magnéticas como suporte e sua flexibilidade de modificacao da superficie
com cadeias que possam facilitar e promover uma melhor e mais forte
interacdo com a enzima leva ao aumento da estabilidade no processo de
imobilizacao (Tartaj et al., 2005). Devido as dimensoes nanomeétricas das
particulas magnéticas, cada catalisador tem uma melhor eficiéncia cinética

quando comparado com catalisadores heterogéneos tradicionais (Kim et al.,
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2006). Deste modo, decidiu-se imobilizar lipases em nanoparticulas
magnéticas e aplica-las na resolucao cinética enzimatica de alcodis
secundarios que sao intermediarios de farmacos quirais.

Este trabalho teve como objetivo principal estudar parametros que
influenciam a imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia comercial,
tanto por métodos fisicos (fisissorcao) quanto por métodos quimicos
(quimissorcao), em nanoparticulas magnéticas. Procurou-se aperfeicoar os
processos de imobilizacdo, de modo a obter-se maior quantidade de enzima
imobilizada e mais eficientemente quando comparado com dados da
literatura (Liu et al., 2004; Shaw et al., 2006; Shu et al., 2006; Li et al.,
2008; Yong et al., 2008; Zhang et al, 2008). Além disso, a posterior
utilizacdo desta enzima imobilizada para a obtencao de intermediarios de
farmacos enantiomericamente puros (Corey e Reichard, 1989) justificou a
realizacao deste trabalho que visou estudar diferentes modos de imobilizacao
em nanoparticulas magnéticas e sua reciclagem. Com isso espera-se reduzir
custos de processos que envolvam lipases. Durante todo o trabalho houve
uma relacdao de interacao mutua, dentro de uma pesquisa dinamica que

exige constante ajustes em funcao de seu proprio andamento.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Lipases

2.1.1 Aspectos Gerais

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) sao enzimas
hidroliticas em seu ambiente natural. Estas possuem a funcao de catalisar a
hidrolise de triacilglicerois aos correspondentes acidos graxos e glicerol
(Zarevucka et al, 1995). Elas representam um grupo de biocatalisadores
acessiveis e de baixo preco, que em geral, sao flexiveis quanto a sua
especificidade. As enzimas sao classificadas e codificadas pela NC-IUBMB
(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) de acordo com a reacao catalisada. A nomenclatura
utiliza a abreviacao E.C. (Enzyme Comission) seguida de até 4 digitos
referentes a classes e subclasses que pertence a enzima.

As lipases sao as enzimas mais empregadas tanto em nivel industrial
(industria alimenticia, de cosméticos e perfumes, biomédica, pesticidas,
detergentes, entre outras) como académico (Breuer et al, 2004). As lipases
sao capazes de catalisar nao apenas reacoes de hidrolise, mas também de
sintese em meio aquo-restritos, como reacdo de esterificacao,
interesterificacdo, transesterificacdo, alcoodlise e aminolise. Além disso, as
lipases usualmente atuam sobre substratos nao naturais (Jaeger e Eggert,
2002).

Por um longo tempo as lipases foram consideradas como uma

categoria especial de esterases, as quais sdo altamente eficientes e capazes
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de catalisar reacoes de hidrolise. O problema da diferenciacao de lipases e
esterases foi estudado por varios autores e ainda existem controvérsias.
Sarda e Desnuelle definiram as lipases a partir de sua caracteristica
cinética, que € a propriedade de ativacdo na presenca de substratos
insoluveis em agua e emulsionados, ou seja, na presenca de uma interface
lipideo/agua (Sarda e Desnuelle, 1958). As esterases apresentam
comportamento cinético do tipo Michaelis-Menten, ou seja, a atividade
aumenta com a concentracdo do substrato [S| até um limite por saturacao,
enquanto que as lipases nao apresentam atividade enquanto os substratos
estdo presentes na solucdo em estado monomérico. Contudo, quando a
concentracdo do substrato esta proxima ou ultrapassa o seu limite de
solubilidade, ocorre um rapido aumento na atividade. A razao pela qual uma
lipase nao hidrolisa substratos que estejam abaixo de uma concentracao
minima (chamada concentracdo micelar critica, CMC) e somente em

concentracoes acima desta € chamada de ativacao interfacial Figura 1.

Esterases Lipases

atividade : atividade_

4 ' saturacéo 4 |
! solivel insoluvel

Concentracéo Concentracéo

Figura 1: Comportamento catalitico de lipases e esterases.
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O mecanismo de ativacao interfacial esta associado a mudancas
conformacionais na enzima. Uma maior compreensao sobre os mecanismos
de acao de lipases somente foi obtida a partir de 1990 (Brady et al., 1990),
quando as duas primeiras estruturas foram resolvidas por cristalografia de
raios-X e propiciou uma explicacdo para o fenomeno da ativacao interfacial.
O sitio ativo destas enzimas apresentava-se recoberto por uma “tampa”
hidrofobica ou lid, que ao interagir com a interface lipideo/agua sofreria uma
mudanca conformacional, expondo o sitio ativo. A presenca da “tampa” na
estrutura da enzima e a propriedade de ativacao interfacial passaram a
serem fatores determinantes para a caracterizacdo de lipases. Até o
momento foram caracterizadas as estruturas tridimensionais de mais de
doze lipases (Kim et al.,, 1997; Pleiss et al.,, 1998; Schmid e Verger, 1998).
Todas as lipases cujas estruturas foram elucidadas compartilham um
padrao conformacional comum, denominado conformacao a/f de hidrolase,
onde esta situada a triade catalitica (Ser-His-Asp). Elas tém uma arquitetura
comum composta de uma sequiéncia de a-hélice e B-pregueada. Na Figura 2
pode-se observar a representacao esquematica da estrutura tridimensional
da lipase de Burkholderia cepacia na auséncia de um inibidor usando
cristalografia de raios-X (Kim et al, 1997). A estrutura mostra a lipase
contendo uma alfa-hélice e uma folha-beta hidrolase e uma triade catalitica

compreendendo dos residuos Ser87, His286 e Asp264.
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Figura 2: Estrutura tridimensional da lipase de Burkholderia cepacia.

Entretanto, mais recentemente foi observado que a presenca da
“tampa” nao esta necessariamente correlacionada com a ativacao interfacial,
tendo sido descritas lipases, como a de Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia glumae e Candida antartica B, que apresentam a tampa em
suas estruturas, mas nao sofrem ativacao interfacial (Jaeger e Reetz, 1998).
Por outro lado, as cutinases, enzimas consideradas lipases “verdadeiras”,
nao apresentam a tampa e nao precisam de ativacao interfacial para exercer
sua atividade hidrolitica (Cygler e Schrag, 1997). Além disso, a ocorréncia ou
nao da ativacao interfacial pode ser influenciada pelas condicoes
experimentais e pelos substratos utilizados (Ferrato et al., 1997).

As lipases tém sido definidas em alguns trabalhos, como
carboxilesterases que hidrolisam acilgliceréis de cadeia longa, ou seja, com
cadeia acila com mais de 10 atomos de carbono. Enzimas que apresentam a

capacidade de hidrolisar apenas acilgliceréis com menos de 10 atomos de
6
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carbono, sao ditas genericamente como esterases (Ferrato et al.,, 1997,
Jaeger e Reetz, 1998; Jaeger e Eggert, 2002).

A diferenciacao entre lipases e esterases também tem sido feita pela
diferenca de especificidade preferencial das duas enzimas. Os substratos
naturais para lipases sao oleos e gorduras contendo triacilglicerdis
constituidos de acidos graxos de cadeia longa, ou seja, compostos contendo
3 funcoes éster, enquanto esterases atuam sobre compostos contendo uma
funcao éster, liberando acidos graxos de baixa massa molar (Bier et al.,
1955; Brockman e Borgstrom, 1984). Deve-se enfatizar, entretanto, que a
maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de esterases, enquanto o
inverso nao € verdadeiro (Ericsson et al., 2008).

O mecanismo da reacdo de transesterificacdo enantiosseletiva
catalisada por lipase é mostrado no Esquema 1. A lipase de Burkholderia
cepacia possui em seu sitio ativo a presenca da triade catalitica formada por
residuos de aminoacidos da serina, histidina e aspartato.

Dois intermediarios tetraédricos diferentes estdo envolvidos na
formacao das ligacoes que ocorrem durante o processo catalitico. O primeiro
intermediario € gerado durante a transformacao do complexo de Michaelis-
Menten entre a enzima e o doador acila (éster vinilico) formando a espécie
acil-enzima. O segundo intermediario ocorre quando a espécie acil-enzima €&

clivada pelo alcool, formando um éster como produto.
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His e His
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/ < Ser /—< Ser
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Substrato 2 Asp (6]

Intermediario tetraédrico 2 Acil enzima

Esquema 1: Mecanismo de transesterificacio enantiosseletiva catalisada por lipase

Normalmente sdao empregados ésteres vinilicos como doadores acila,
neste caso o enol formado apos acilacao do residuo da serina é rapidamente
transformado em seu tautdomero (acetaldeido), que € mais estavel. Essa
estratégia desloca o equilibrio da reacao na direcao dos produtos por impedir
uma possivel competicao nucleofilica entre o alcool formado nesta etapa
(enol) e o substrato.

As lipases sao extremamente estaveis em solventes organicos
(Rotthaus et al.,, 1997; Tsai et al.,, 2000; Klibanov, 2001). A facilidade com
que estas enzimas aceitam uma variedade de substratos nado naturais e de
tamanhos diversos sugere que a espinha dorsal da cadeia polipeptidica é
flexivel e pode adotar diferentes conformacoes. Outra caracteristica € que as

reacoes de esterificacdo catalisadas em solventes organicos sao
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frequentemente mais enantiosseletivas que as correspondentes hidroliticas

em agua (Chen e Sih, 1989; Carrea et al., 1995; Klibanov, 2001).

2.1.2 Vantagens e desvantagens da biocatalise

As enzimas (biocatalisadores) ganharam um lugar de destaque para os
quimicos organicos (Wohlgemuth, 2007). A interface entre biocatalise e
quimica organica foi reconhecida por Louis Pauster em seu famoso
experimento de resolucdo do acido tartarico racémico (Pauster, 1858), ao
estudar o acido tartarico vinico, Pasteur verificou que os cristais
monoclinicos do acido tartarico eram diferentes entre si. Com auxilio de uma
lupa, separou manualmente os dois tipos de cristais, levando a cabo a
primeira separacao enantiomérica alguma vez efetuada. Uma interface
fundamental foi o solvente, no qual tradicionalmente tinha sido agua para
biocatalise e solventes organicos para sintese organica. Até existirem
descobertas (Carrea et al., 1995; Klibanov, 2001), como sintese organica livre
de solventes organicos e biocatalise em solventes organicos.

Em contraste com os catalisadores inorganicos como acidos, bases,
metais pesados e 6xidos metalicos, as enzimas tém alta especificidade, isto €,
formam produtos seletivamente. Esta caracteristica € muito util nos
processos industriais, porque se formam quantidades minimas de produtos
secundarios, o que representa beneficios econdomicos e ambientais, com a
eliminacdao da necessidade de separacdao de subprodutos e com reducao
qualitativa e quantitativa de efluentes industriais. As enzimas sao
ambientalmente benignas, diferentemente de catalisadores compostos de

metais pesados e sdo completamente biodegradadas. As reacdes ocorrem em

9
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condicoes suaves e as enzimas agem a pressao atmosférica, temperatura
ambiente ou superiores e pH proximo ao neutro.

As reacOes enzimaticas minimizam os problemas como isomerizacao,
racemizacao, epimerizacao e rearranjos que, muitas vezes, sao fatores
limitantes nos processos quimicos. Além disto, enzimas sdo compativeis
entre si, pois atuam usualmente em condicoes similares. As diversas reacoes
biocataliticas podem ser realizadas em um mesmo meio reacional,
proporcionando a possibilidade de conduzir reacdes sequenciais usando
sistemas multienzimaticos. Essa metodologia pode ser muito util quando
existe a possibilidade de formar um intermediario instavel durante a sintese
de um composto quimico.

Outra grande vantagem € a larga tolerancia a substratos nao naturais
e estaveis em solventes organicos, o que possibilita a realizacao de reacoes
com substratos insoluveis em agua. Além disto, quando utilizadas como
catalisadores apresentam os principais tipos de seletividade:

Quimiosseletividade, uma vez que o propoésito de uma enzima € atuar
em um unico tipo de grupo funcional, outras funcionalizacoes sensiveis sao
preservadas. Isto € de grande importancia em sintese organica, pois evita
etapas de protecdo e desprotecao em reacoes que apresentam alta
quimiosseletividade.

Regiosseletividade e Diastereosseletividade, devido a sua estrutura
tridimensional complexa, as enzimas conseguem distinguir entre grupos
funcionais quimicamente iguais, situados em diferentes regioes da mesma

molécula-substrato.

10
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Enantiosseletividade, as enzimas sao quase todas formadas por L-
amino acidos, sendo, portanto, catalisadores quirais. Como consequéncia,
qualquer tipo de quiralidade ou pro-quiralidade presente no substrato é
reconhecida durante a formacao do complexo enzima-substrato. Desta
forma, na presenca de uma enzima, substratos proé-quirais podem ser
transformados em produtos opticamente ativos, e ambos os enantidmeros de
um substrato racémico podem reagir com velocidades diferentes,
possibilitando a resolucao cinética.

Porém, existem também algumas desvantagens no uso de
biocatalisadores. As principais desvantagens sdo que enzimas sao fornecidas
pela natureza somente em uma forma enantiomérica, desta forma torna-se
praticamente impossivel inverter a enantiopreferéncia de uma reacao
biocatalisada. Além disto, exigem parametros de operacao especificos, a
vantagem de operar sob condi¢coes suaves pode se tornar um obstaculo
quando as reacoes biocatalisadas ocorrem apenas lentamente nas condicoes
naturais de temperatura e pH.

A maioria dos compostos organicos sdao pouco soluveis em agua e a
mudanca para solventes organicos pode causar uma alteracdo na
conformacao da enzima, levando a uma possivel perda de atividade. Outro
fator negativo das enzimas e limitante de um processo € que enzimas sao
passiveis de sofrer inibicdo pelo substrato ou produto. Mas isto pode ser
contornado mantendo-se a concentracao do substrato em niveis aceitaveis e
retirando-se gradualmente o produto formado.

Estas desvantagens foram bastante amenizadas nos ultimos tempos

pelo aperfeicoamento e desenvolvimento de diversas técnicas para reacoes
11
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biocatalisadas. Quando o processo nao for satisfatoriamente seletivo,
modificacoes simples nas condicoes experimentais podem influenciar a
enantiosseletividade. Algumas modificacoes mais comuns sdao o uso de

solventes organicos, adicao de inibidores e técnicas de imobilizacao.
2.1.3 Resolucio cinética de alcodis secundarios catalisada por lipases

A resolucao cinética enzimatica (RCE) de racematos consiste na
diferenca de reatividade dos enantidomeros com um reagente aquiral, na
presenca de uma enzima (quiral). O Esquema 2 representa uma RCE

utilizando a enzima imobilizada em nanoparticulas magnéticas.

1 O
Enzi Enzima
@Enzima @Enzi on O)k

Rgm * iOJ \ / " R/LR1 ' R/?\R1

(RS)

1- Purificagéo
2- Hidrolise

Esquema 2: Resolucdo cinética enzimatica de alcodis secundirios, utilizando enzima imobilizada em
nanoparticulas magnéticas.

No exemplo apresentado acima, a resolucao cinética leva a formacao
de uma nova substancia (éster) com propriedades fisicas e quimicas
diferentes do composto a ser resolvido (alcool). Dessa forma, torna-se
possivel separar os enantiomeros por técnicas convencionas, tais como
cromatografia ou destilacdo. De um modo geral, esse processo baseia-se em
uma reacao quimica enantiosseletiva, mediada por enzimas, para formar

uma nova substancia com propriedades quimicas e fisicas diferentes. Essa

12
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técnica €& largamente utilizada em sintese organica (Pamies e Backvall,
2002).

O rendimento quimico maximo de uma resolucao cinética enzimatica é
de 50% para cada enantidomero, isto €, quando apenas um dos enantiomeros
reage completamente. A maior parte das resolucoes enzimaticas de
racematos nao mostra uma situacao ideal e a diferenca na razao das
velocidades de conversao dos enantidmeros nao € infinita, mas que pode ser
medida. O resultado do processo é descrito pelo excesso enantiomérico do
produto (eep) e do substrato que nao reagiu (ees), sendo o rendimento
fornecido pelo grau de conversdao da reacao (c¢). A velocidade de
transformacao de cada enantiomero varia com o grau de conversao (c), logo,
a razao dos dois enantibmeros nao permanece constante durante a reacao
(Straathof e Jongejan, 1997).

Através da necessidade de um método mais adequado para o
tratamento quantitativo de dados bioquimicos, que permitisse aos quimicos
sintéticos fazer predicoes TuUteis em seus trabalhos. Foram descritas
formulacoes sob a base tedrica de Sharpless e K. Fajans (Straathof e
Jongejan, 1997), da dependéncia de trés parametros chaves: a extensao de
conversao de substratos racémicos (c¢), a pureza oOtica ou grau de
enantiosseletividade, expressa como excesso enantiomérico do produto (eep)
ou do substrato (ees) que permanece sem reagir e a razao enantiomérica (E)
(Chen et al., 1982). O ee ¢ definido como a proporcao do maior enantiomero
menos 0 Mmenor, expressa como uma porcentagem.

A enantiosseletividade das enzimas na resolucdo cinética de

substratos quirais € convenientemente expressa como a razao enantiomeérica
13



Lya Pantoja Rebelo Revisdo Bibliogrdfica

(E), que € um parametro quantitativo e qualitativo do sistema. Embora a
qualidade do produto da resolucao de um racemato seja caracterizada pelo
excesso enantiomeérico, a razao enantiomeérica (E) € um parametro muito
importante, pois descreve a dependéncia entre o grau de conversao (c) e o ee
do substrato e produto. Este parametro que descreve a seletividade de uma
resolucao foi introduzido como adimensional, o qual permanece constante
durante a reacao, e & somente determinado pelo ambiente do sistema
reacional, ou seja, enquanto o excesso enantiomérico € uma propriedade do
produto, a razao enantiomeérica € caracteristica do processo.

Em uma resolucao cinética enzimatica, E € expresso como a razao das
constantes de especificidade, kcat/Km, para dois enantiomeros (constante
de velocidade aparente de segunda ordem para a reacao entre uma enzima e
um substrato em uma concentracao infinitamente pequena, onde kcat é a
constante catalitica e Km €& a constante de Michaelis-Menten, que é a
concentracao de substrato na qual a velocidade de reacao € a metade da
maxima). O valor calculado de E, expresso pela relacao entre os termos
cinéticos e termodinamicos de uma resolucao cinética € fornecido pela
Equacao 1.

(ku/K,Js 2
k_ /K )

Equacio 1: Relacéo cinética e termodinimica para razao enantiomérica (E).

Um valor elevado de E para um par de enzima-substrato é essencial
para o sucesso de uma resolucao cinética, ja que isto assegura nao apenas
um excesso enantiomérico elevado, mas também um rendimento

proporcionalmente alto. Para propoésitos praticos, um valor de E abaixo de
14
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10 para qualquer resolucado cinética torna-o inviavel como um processo
enantiosseletivo. Por outro lado, este pode ser considerado bom se
apresentar valores entre 10 e 30 e, acima disto, € considerado excelente. Os
valores de E > 200 nao podem ser atribuidos precisamente como
consequéncia das incertezas intrinsecas aos métodos analiticos de
determinacao de excessos enantiomeéricos (por exemplo, HPLC, ou CG) (Chen
et al., 1982; Faber, 2000). Acima destes valores, uma pequena variacao no
excesso enantiomérico do produto ou substrato provoca um aumento
significativo no valor numeérico de E.

Analisando em termos fisico-quimicos, essa técnica de resolucdo de
racematos comentada acima tem como fundamento a diferenca entre a
cinética de interacao (seja ela por forca de van der Waals, ligacoes de
hidrogénio ou covalente) de cada enantiomero com o agente de resolucao ou
com o catalisador. A diferenca entre a cinética da reacdo para cada

enantiomero pode ser visualizada através do grafico de energia livre Gibbs.
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AG 1 [ES]*

AAG#

E + P[S] E + P[R]

Coordenada da reacao

Grifico 1: Energia livre de Gibbs para uma resolucio cinética enzimatica.

No exemplo mostrado acima (Grafico 1), situadas no meio do grafico
(In) estao as condicoes iniciais da reacao, que consiste em um racemato (S +
R) com a enzima (E). Se o enantiomero R reagir, a coordenada da reacao
segue o sentido da direita e forma o produto P[R]. Se o enantidomero S reagir,
a coordenada da reacao segue o sentido da esquerda e forma o produto P[S].
A estabilidade relativa dos possiveis produtos P[R] e P[S] sdo as mesmas
porque essas espécies sao pares de enantiomeros (P[R] e P[S]). No entanto,
para levar a formacao do produto P[S] &€ preciso romper uma barreira de
energia maior do que aquela necessaria para se levar ao produto P[R]. A
diferenca entre as energias de ativacado para levar a formacao de cada um
dos produtos (P[R] e P[S]) € representada pelo parametro AAG*. Essa
diferenca de energia pode ser explicada através da natureza
diastereoisomeérica dos complexos ativados formados ([ER] # e [ES] #). Quanto

maior o valor de AAG*, maior sera a velocidade de formacao de um dos
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enantiobmeros e, consequentemente, maior sera a enantiosseletividade do

Processo.

2.2 Nanoparticulas magnéticas

2.2.1 Aspectos Gerais

Nanoparticulas magnéticas sdao compostos formados por atomos ou
moléculas que apresentam resposta a um campo magnético e possuem um
tamanho bastante reduzido, entre 1 a 100 nm.

O estudo de nanoparticulas magnéticas nao é trivial, tanto do ponto de
vista experimental quanto do tedrico, pois o tamanho extremamente
reduzido dificulta sua caracterizacao através das técnicas convencionais.

A obtencao de amostras nanoestruturadas préoximas a um sistema
modelo € extremamente dificil, assim sendo uma etapa fundamental no
estudo de nanoparticulas é a sintese desses materiais.

Nanoparticulas apresentam alta area superficial e, portanto, alta
energia superficial. Durante a sintese as nanoparticulas tendem a se
aglomerar e crescer para que, assim, ocorra diminuicao na energia total do
sistema. Para evitar o crescimento descontrolado das particulas e produzir
nanoparticulas nao-aglomeradas, normalmente sao utilizados dois
mecanismos basicos de estabilizacao: (i) repulsdo por cargas elétricas e (ii)
adicao de um material estabilizante. No primeiro caso, as particulas se
repelem por apresentarem a superficie eletricamente carregada (a), e no
segundo caso, as particulas ndo se agregam por possuirem, na sua
superficie, um agente protetor conhecido como passivante (b). O passivante

impede a aglomeracado das particulas fazendo uso do efeito estérico. Dentre
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os materiais usados como passivantes pode-se citar surfactantes, moléculas

organicas com grupos polares e polimeros.

o + 4
++ il -+
+ + + +
+ + + +
+ 4 + + 4 +

(a) (b)

Figura 3: (a) estabilizacdo de nanoparticulas por carga, (b) estabilizacido de nanoparticulas por
impedimento estérico.

Os estudos das propriedades dependentes do tamanho de
nanoparticulas metalicas e as suas aplicacdoes para usos no campo de
materiais avancados requerem a sintese de nanoparticulas com controle
preciso de forma, tamanho, composicao e estrutura. Isto pode ser alcancado
através de rotas de sintese quimica.

As nanoparticulas que apresentam a temperatura ambiente um unico
dominio magnético (Gnico direcionamento quando recebem a influéncia de
um campo magnético externo) sdao chamadas de superparamagnéticas e tém
despertado crescente interesse na fisica, quimica, medicina, materiais e meio
ambiente, em virtude de suas multiplas aplicacoes (Pankhurst et al., 2003).

Estas aplicacoes dependem da modificacao prévia da superficie das
nanoparticulas com um composto que contenha grupos funcionais de
interesse (Yamaura et al., 2004), capazes de interagir com analitos,
farmacos, toxinas ou poluentes. Entre as aplicacoes das nanoparticulas
superparamagnéticas descritas até o momento, pode-se destacar a producao
de micro-sensores magneéticos, dispositivos Opto-magnéticos, diagnoéstico
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médico, transporte de drogas, purificacaio de DNA e RNA, catalise,
bioprocessos, remediacdo ambiental e métodos analiticos (Li et al., 2000;
Kim et al., 2003; Mikhaylova et al., 2004).

As grandes vantagens do uso de nanoparticulas magnéticas como
suporte para imobilizacao de enzimas sao:

-Facilidade de extracao do meio reacional, utilizando apenas um
magneto.

-Facil obtencao, dependendo do método utilizado para a sintese (Lu et
al., 2007).

-Possibilidade de funcionalizacao da superficie (Mateo et al., 2007).

-Resisténcia a altas temperaturas (Liu et al., 2004).

-Nanoestrutura da estabilidade a enzima (Kim et al., 20006).

-Reciclavel (Sharma et al., 2007)

Umas das nanoparticulas magnéticas mais utilizadas para a
imobilizacao de enzimas € a magnetita (Fe3O4), no qual uma unidade cubica
esta representada na Figura 4.

A estrutura cristalina da magnetita € formada por um spinel invertido,
onde Fe3* ocupam os espacos tetraédricos. Enquanto o Fe?* e Fe3* ocupam

remanescente e randomicamente distribuidos nos espacos octaédricos.

Figura 4: Poliedro de Ferro na célula unitaria de magnetita (azul é ocupado por Fe*', verde ¢ ocupado por
Fe’+, Fe** e oxigénio em vermelho)
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Na literatura, encontram-se pesquisas relacionadas a funcionalizacao
de nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro com diferentes grupos
funcionais (Kim et al, 2003; Lee et al, 2008b). Estas aplicacoes da
modificacado prévia da superficie das nanoparticulas com um composto que
contenha grupos funcionais de interesse, capazes de interagir com analitos,
farmacos, toxinas ou poluentes € de grande importancia, pois dependendo do
grupo utilizado pode existir alteracao nas interacoes das nanoparticulas com
as células em termos da eficiéncia de sua adesado e internalizacdo. Além
disso, visa melhorar a biocompatibilidade, resistir a adsorcao de proteinas e
aumentar o tempo de circulacdo das nanoparticulas no organismo (Lin et al.,

2008).

2.2.2 Meétodos de obtencao das nanoparticulas magnéticas

A maior dificuldade na sintese de particulas ultrafinas € controlar o
tamanho da particula em sua escala nanométrica. Esta dificuldade surge
como o resultado da alta energia superficial desses sistemas (Sugimoto,
1987).

A procura por rotas sintéticas faceis e flexiveis capazes de produzir
nanoparticulas magnéticas com o tamanho desejado e distribuicao do
tamanho de forma organizada, sem agregacdo das nanoparticulas &
extremamente importante para o uso desses materiais em aplicacoes
biotecnologicas (Tartaj et al., 2005).

Neste topico sera feita uma breve discussdo de algumas rotas

sintéticas importantes mais frequentemente usadas para a obtencao de
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nanoparticulas magnéticas e como as nanoparticulas produzidas por esses
meétodos tem sido recentemente usadas em biotecnologia (Lu et al., 2007).

Métodos quimicos em solucao tém sido altamente utilizados para
produzir materiais nanoestruturados porque nao sao tao complicados e
produzem grandes quantidades de produto final.

A Tabela 1 apresenta os 3 principais métodos utilizados para a sintese
de nanoparticulas magnéticas de forma resumida e comparativa.

Existe uma faixa de tempo reacional e de temperatura para cada
método sintético, como pode ser visto na Tabela 1. Isto se resulta pelo fato
de diferentes metais que podem ser utilizados para a obtencado das
nanoparticulas. O ferro € o metal mais utilizado para a sintese de
nanoparticulas magnéticas. Tendo como a magnetita (FezO4), o suporte mais

utilizado em aplicacdes biotecnologicas.

Tabela 1: Comparacio resumida dos métodos sintéticos para obtencio de nanoparticulas magnéticas

Método Sintese Temperatura Tempo Solvente Agentes para Tamanho Controle Rendimento
sintético (°C) reacional capear a superficie da forma
. 5 necessario, adicionado Relativa-
Co- muito simples . . N = .
. P N 20-90 minutos agua durante ou apés a mente nao é bom alto/variavel
precipitacdo condig¢bes ambiente = L
reacao limitado
Decomposigéao complicado composto necessario, adicionado muito
MPOSIE pucado, 100-320 horas-dias POs durante - muito bom alto/variavel
térmica atmosfera inerte organico = limitado
a reacao
complicado composto necessario, adicionado Relativa-
Microemulsao omp Iy 20-50 horas PO durante mente bom baixo
condicbes ambiente organico = .
a reacio limitado

2.2.2.1 Co-precipitacio

Existem dois métodos principais para a obtencao da magnetita (FesO4)
nanoparticulada. Primeiro, uma suspensao de hidroxido de ferro €
parcialmente oxidada com diferentes agentes oxidantes (Sugimoto e

Matijevic, 1980). Por exemplo, particulas esféricas de magnetita de
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distribuicao de tamanho estreito com diametros médios entre 30 e 100 nm
podem ser obtidas a partir de sal contendo Fe(II), uma base e um oxidante
brando (ions nitrato) (Sugimoto e Matijevic, 1980).

O outro método consiste do uso de uma mistura estequiométrica dos
ions Fe(ll) e Fe(Illl) em solucao aquosa em meio basico, rendendo a magnetita
ou maguemita (Fe2O3) de formato esférico e homogéneo. Tem sido mostrado
que um ajuste de pH e forca idnica no meio reacional € possivel controlar o
tamanho meédio das particulas entre 2-15 nm (Yamaura et al.,, 2004). Este
método € um dos mais utilizados para a preparacao de nanoparticulas
magnéticas para aplicacao em biotecnologia (Taran et al., 2002).

Nanoparticulas magnéticas obtidas por este método apresentam a
distribuicao e tamanho como apresentados na imagem de microscopia de

transmissao eletronica da magnetita nanoparticulada Figura 5.

22



Lya Pantoja Rebelo Revisdo Bibliogrdfica

15 Pl
iﬁ&*% e ¥ ;
s f*'

'a

».

Figura 5: (a) Microestrutura tipica de amostra preparada pelo método de co-precipitacio (magnetita
nanoparticulada) Copiada de (Tartaj et al., 2005)

2.2.2.2 Decomposicao térmica

O método de decomposicao térmica consiste na rapida injecdao de
reagentes, frequentemente compostos organometalicos dentro de uma
solucao de surfactantes a quente. Este método rende um controle de
tamanho bom, distribuicdo de tamanho estreita e boa cristalizacao, além de
nanoparticulas bem dispersas (evitando agregacdao e diminuicao da
nanoescala). Isto pode ser visto na imagem de microscopia de transmissao

eletronica Figura 6 para uma amostra resultante deste método.
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Figura 6: (b) Microestrutura tipica de amostra preparada pelo método de decomposiciio térmica. Copiada
de (Tartaj et al., 2005)

Baseado neste método, Sun e colaboradores reportaram a preparacao
de nanomagnetos de ferrita por decomposicao térmica do acetilacetonato de
ferro, acetilacetonato de cobalto e acetilacetonato de manganés (Sun et al.,
2004). Os autores também sintetizaram nanoparticulas monodispersas de
Fe-Pt por reducao simultanea do acetilacetonato de platina (Pt(acac)z) e a
decomposicao térmica do pentacarbonila de ferro (Fe(CO)s) na presenca de

acido oléico e oleamina (Sun et al., 2000)

24



Lya Pantoja Rebelo Revisdo Bibliogrdfica

2.2.2.3 Microemulsao

A microemulsdao pode ser definida como uma dispersao isotropica
estavel de dois liquidos imisciveis, consistindo de dominios nanométricos de
um ou ambos liquidos, estabilizados por um filme interfacial de moléculas
ativas na superficie (Pillai et al., 1995).

Microemulsoes podem ser classificadas como agua-em-oleo (w/o) ou
oleo-em-agua (o/w) dependendo da fase continua e dispersa. As
microcavidades do surfactante-estabilizado (tipicamente na média de 10 nm)
providenciam um efeito de confinamento que limita a nucleacao da
particula, crescimento e aglomeracao (Pileni, 1993). Particularmente,
microemulsdées w/o tem sido altamente usada para a producdo de
nanoparticulas.

Estudos recentes sobre o uso de microemulsoes para a preparacao de
nanoparticulas magnéticas para aplicacdo em biotecnologia tém sido focados
na preparacao de nanoparticulas magnéticas recobertas por silica. Por
exemplo, nanocompositos estabilizados por silica melhoraram a imobilizacao
da beta-lactamase via ligacao quimica (Tartaj et al., 2005).

Usando a técnica de microemulsao, nanoparticulas podem ser
preparadas como esferas, mas também como o formato de tubos. Embora
varios tipos de nanoparticulas magnéticas tenham sido sintetizados como
controle da forma usando o método de micoremulsao, o tamanho e o formato
da nanoparticula geralmente pode ter variacao ou sair da média esperada.

A sintese em microemulsao € limitada e o rendimento € baixo quando

comparada a outros métodos, como decomposicao térmica e co-precipitacao.
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Grandes volumes de solventes sao necessarios para sintetizar uma
quantidade apreciavel de material nanoparticulado. Microemulsdo ndo é um
processo muito eficiente e também existe uma grande dificuldade de obter o
material em larga escala.

Nanoparticulas magnéticas obtidas por este método apresentam a
distribuicao e tamanho como apresentados na imagem de microscopia de

transmissao eletronica da magnetita nanoparticulada, Figura 7.

N
200 nm

Figura 7: Microestrutura tipica de amostra preparada pelo método de microemulsdo. Copiada de (Tartaj
etal., 2005)

2.3 Imobilizacao de lipases em nanoparticulas magnéticas

2.3.1 Aspectos Gerais

Enzima imobilizada foi definida como um composto formado de 2
componentes essenciais: um componente estrutural nao catalitico (suporte)
no qual é designado para separacao, reuso do catalisador e facilitar o

controle de processos, e um componente catalitico funcional (enzima), no
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qual é designada para converter os substratos de interesse em produtos
desejados (Cao et al., 2003).

Materiais magnéticos tém sido amplamente utilizados na imobilizacao
de células e enzimas (Arica et al.,, 2000; Liu et al., 2000) e em outras
aplicacoes biotecnologicas (Uhlen, 1989; Lauva et al, 1990). Suportes
magnéticos foram primeiramente (Robinson et al, 1973) aplicados para
imobilizar enzimas em 1973. Além dos méritos de outros suportes soélidos,
enzimas imobilizadas em materiais magnéticos podem ser mais facilmente
separadas de um sistema reacional pela aplicacdo de um campo magnético
externo (Bahar e Celebi, 2000). O uso de particulas magnéticas pode
também reduzir os custos operacionais por poderem ser reutilizadas em

processos sem perder a eficiéncia magnética (Zheng et al., 2003).

2.3.2 Técnicas de imobilizacdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas

As técnicas de imobilizacdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas
sdo baseadas em um processo chave, conhecido por adsorcao.

Existem dois tipos de processo de adsorcdo que precisam ser
distinguidos. O primeiro € chamado de fisissorcao (adsorcao fisica) e neste
processo estao envolvidas forcas de van der Waals, interacoes hidrofobicas,
pontes de hidrogénio e ligacoes idnicas fortes. Geralmente as moléculas sao
aderidas a superficie com energia de ligacdo menor que 10 Kcal/mol
(McQuarrie e Simon, 1997).

O segundo processo de adsorcao € chamado de quimissorcao

(adsorcao quimica) e neste processo ha a formacdo de ligacdo quimica
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diretamente com a superficie, formacao de ligacao covalente. Geralmente as
moléculas sao aderidas a superficie com energia de ligacdo maior que 10
Kcal/mol (McQuarrie e Simon, 1997).

Adsorcao € o processo de carregar ou ligar moléculas na superficie de
um material e € um processo exotérmico, AHags<O. O esquema abaixo
representa resumidamente quais sao os dois métodos utilizados para

imobilizacao de enzimas em nanoparticulas magnéticas (Sing et al., 1985).

ADSORGAO

™

Fisica (Fisissorg¢ao) Quimica (Quimissor¢ao)

| |

Forcas de van der

Waals Ligacao covalente
Interacoes As ligacoes devem ser feitas
hidrofébicas somente com grupos

. . terminais das nanoparticulas
Pontes de Hidrogénio L.
magnéticas

Ligacoes idnicas
fortes

Esquema 3: Dois processos utilizados para a imobilizacido de enzimas em nanoparticulas magnéticas.

Embora as maiorias dos artigos encontrados em literatura relacionam
adsorcao a somente processos fisicos, onde nao ha a formacao de ligacao
covalente e dependendo de como € realizado o processo de imobilizacao
quimicamente, chamam de imobilizacdo por ligacdo covalente ou cross-
linking. Mas vale ressaltar que adsorcao € o processo que comanda todas as

técnicas de imobilizacao utilizadas até o momento (Sing et al., 1985).
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O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo de enzimas em
nanoparticulas magnéticas proporciona a possibilidade de melhoria na
quantidade de enzima imobilizada devido sua alta area superficial. Muitas
mudancas de técnicas descritas (Liao e Chen, 2001; Chen e Lin, 2003;
Mikhaylova et al., 2004; Shu et al., 2006; Hong et al., 2007; Liu et al., 2007;
Gan et al., 2008; Johnson et al., 2008; Srinivasan e Huang, 2008; Yong et
al., 2008) sobre imobilizacdo de enzimas (na forma pura ou como um
extrato) em nanoparticulas magnéticas nao se preocupam com o elevado
grau de pureza da enzima, pois o interesse principal € a reducao de custos
do processo industrial. Deste modo, nao existe a necessidade de gastos com
purificacao, sabendo que o processo levara praticamente ao mesmo
resultado que sem a purificacao.

Por exemplo, técnicas que utilizam quimissorcdo usando reagentes
crosslinking podem resultar em ligacoes extremamente fortes que previnem a
perda da enzima durante todo o processo reacional, inclusive a reciclagem.
Porém, esses reagentes, por exemplo, o glutaraldeido que € um di-aldeido,
pode potencialmente reagir com os aminoacidos necessarios para atividade
catalitica ou ainda causar uma polimerizacao nao especifica. A complexidade
de imobilizar covalentemente também depende do ligante que esta sendo
usado e o numero de etapas reacionais para a modificacao quimica da
nanoparticula magnética (Johnson et al., 2008).

Além do glutaraldeido, outro reagente amplamente utilizado € o EDC
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida). Esse reagente & aplicado para

ativar grupos carboxila do suporte e promover a imobilizacao de enzimas no
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suporte. O EDC reage com grupos carboxila formando O-acilisouréia que
reage rapidamente com grupos amino da enzima (Hung et al., 2003).

Ja o processo que utiliza fisissorcao é mais simples, pois nao requer a
adicao de reagentes para o processo de imobilizacao. Este processo necessita
apenas de wuma prévia funcionalizacdo da nanoparticula magnética
geralmente com reagentes de silicio que permitem funcionaliza-las com
grupos aminos que podem interagir por ponte de hidrogénio com a enzima
(Yamaura et al.,, 2004) (Majewski e Thierry, 2007). A desvantagem deste
processo € a perda de enzima (dessorcao) durante o processo de lavagem

apos imobilizacdo e também no processo de reciclagem.

2.3.3 Nanoestrutura e estabilidade da enzima

Este topico nao pretende explicar todos os detalhes de métodos de
estabilizacao de enzimas, mas descrever recentes desenvolvimentos no
campo da nanotecnologia para estabilizacdo de enzimas (Kim et al., 20006).
Varias nanoestruturas, geralmente possuem uma alta area superficial para a
imobilizacao de enzimas.

Imobilizacao de enzimas tem sido uma estratégia muito comum para
muitas das aplicacoes em larga escala para conseguir facilidade no reuso do
catalisador, operacao continua e purificacdo do produto. No entanto, uma
baixa eficiéncia catalitica de enzimas imobilizadas frequentemente limita o
desenvolvimento de bioprocessos em larga escala para competir com
processos quimicos tradicionais (Caruana, 1997; Demirjian et al, 1999). A

eficiéncia biocatalitica pode ser atingido manipulando-se as estruturas dos
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suportes onde as enzimas sao imobilizadas. Materiais nanoestruturados no
qual as enzimas sao ligadas em sua superficie apresentam uma maior
quantidade de enzima por unidade de suporte. A reducao do tamanho do
material que carrega a enzima pode geralmente melhorar a eficiéncia de
enzimas imobilizadas. No caso de imobilizacdo apenas fisica (fisissorcao),
particulas pequenas podem providenciar uma alta area superficial para a
imobilizacdo de enzimas, levando a uma alta quantidade de enzimas
carregadas por unidade de massa de particulas (Jia et al., 2003).

Recentemente, tem sido crescente o interesse pelo uso de
nanoparticulas como suportes para imobilizacdo de enzimas (Daubresse et
al., 1996; Martins et al.,, 1996; Caruso e Schuler, 2000; Chen e Su, 2001;
Liao e Chen, 2001; Jia et al, 2003; Lei et al., 2004). Nanoparticulas
providenciam uma série de parametros que aperfeicoam o processo de
imobilizacdo: limitacao difusional minima, area superficial maxima por
unidade de massa e alto carregamento de enzima.

Estudos teoricos e experimentais demonstraram que a mobilidade da
particula, no qual € governada pelo tamanho da particula e viscosidade da
solucao, poderia causar um impacto positivo na atividade intrinseca de
enzimas ligadas a particulas (Jia et al, 2003). Outro importante
comportamento de nanoparticulas é a possibilidade de catalise heterogénea,
pois isso facilita a remocao do catalisador do meio reacional, assim obtendo
melhor controle do processo.

Muitos estudos com nanoparticulas tém sido desenvolvidos para
melhorar nao s6 a estabilidade da enzima, como melhorar sua atividade e

quantidade de enzima imobilizada por unidade de massa. Recentemente um
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artigo de Dyal et.al reportou os resultados obtidos usando nanoparticulas
magnéticas para a imobilizacdo de enzimas (Dyal et al., 2003). A imobilizacao
de uma lipase levou a uma alta estabilidade, sendo o complexo enzima-
nanoparticula magnética estocada por um meés. Além disso, o sistema
mostrou facilidade de separacao do catalisador do meio reacional usando um
campo magnético externo. Interessantemente, a atividade especifica
(representada pela atividade da enzima por unidade de massa) de lipase
ligada covalentemente em nanoparticulas magnéticas foi mais baixa do que
para enzimas ligadas por fisissorcao (sem ligacao covalente). Foi sugerido
pelos autores que a alta atividade no ultimo caso existiu por uma atividade
superestimada pela enzima desorvida na solucao reacional, levando a um
aumento aparente da atividade enzimatica. Para prevenir este efeito na
medida da atividade enzimatica, foram realizadas lavagens excessivas depois
da imobilizacao da enzima, assim diminuindo erros na medida da atividade
enzimatica da enzima imobilizada.

O uso de nanoparticulas magnéticas como suporte para a imobilizacao
de enzimas tém aumentado relevantemente (Herdt et al., 2007; Johnson et
al., 2008; Lee et al., 2008b; Vijayalakshmi et al., 2008; Zhang et al., 2008;
Chaubey et al., 2009; Lei et al., 2009). No proximo topico serao discutidas as
principais aplicagcoes de enzimas imobilizadas em nanoparticulas

magneéticas.
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2.4 Aplicacoes de enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas

As importantes propriedades fisicas das nanoparticulas magnéticas
tém permitido sua aplicacdo em varios campos como a biomedicina
(Pankhurst et al., 2003; Gupta e Gupta, 2005; Ito et al.,, 2005; Tartaj et al.,
2005; Atanasijevic et al, 2006), desenvolvimento de biosensores
(Vijayalakshmi et al., 2008), purificacdo de agua (Savage e Diallo, 2005),
remediacao ambiental (Zhang, 2003; Liu, 2006; Tratnyek e Johnson, 2006).

Superparamagnetismo de nanoparticulas magnéticas consiste na
resposta ao campo magnético aplicado, neste caso existe apenas um dominio
magnético, as particulas que apresentam a temperatura ambiente um Unico
dominio magnético sao chamadas de superparamagnéticas. O dominio
magnético representa um agrupamento de atomos no qual todos os
momentos magnéticos atomicos estdo alinhados. Nos materiais, geralmente
os vetores de magnetizacao dos dominios estdao arranjados de tal forma que a
soma vetorial acabe ficando proxima a zero, levando a uma reducao da
energia magnetoestatica e a aproximacao da condicdo de equilibrio,
correspondente ao minimo de energia potencial armazenada. Esta
propriedade € dependente do tamanho (Figura 8) e isto € extremamente

utilizado para aplicacoes que utilizam um campo magnético.

20 nm >200 nm

Figura 8: Influéncia do tamanho das particulas no comportamento do vetor campo magnético. Na
particula de 20 nm ha apenas um tnico dominio magnético, enquanto na de 200nm existem varios
dominios magnéticos
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Além disto, a alta area superficial das nanoparticulas magnéticas
possibilita aplica-las como eficientes suportes para imobilizacdo de
biomoléculas. Devido a estas caracteristicas, varias nanoparticulas-
biomoléculas hibridas foram desenvolvidas para tratamento de doencas e
diagnosticos (Katz e Willner, 2004; Gupta e Gupta, 2005; Neuberger et al.,
2005).

Enzimas tém sido utilizadas na industria como catalisadores para
processos ou para producao de enantiobmeros quimicos especificos. Os
sistemas de nanoparticula magnética e enzima sao de grande interesse para
aplicacoes biotecnologicas, onde alta especificidade catalitica, tempo
reacional prolongado e, em alguns casos, a habilidade de reciclar um
biocatalisador caro sdao necessarios (Swanson, 1999; Alcalde et al., 2006).

Pesquisadores estdo melhorando tecnologias atuais, e desenvolvendo
novas aplicacoes que utilizam enzimas imobilizadas em nanoparticulas
magnéticas. Varias enzimas atualmente usadas em biotecnologia, incluindo
glucose, oxidase e peroxidase, tém sido imobilizadas covalentemente em
nanoparticulas magnéticas usando diferentes ligantes (Rossi et al.,, 2004). A
glucose oxidase, uma enzima usada em sensores que medem a glicose no
sangue, foi covalentemente imobilizada em nanoparticulas magnéticas e
altamente estavel sobre uma alta variedade de condicoes de temperatura e
pH, além disto manteve sua atividade por 3 meses (Rossi et al., 2004).

A lipase de Candida rugosa foi covalentemente imobilizada em
nanoparticulas magnéticas através do glutaraldeido e apresentou atividade

enzimatica significante apos um més de estocagem (Dyal et al., 2003).
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A a-quimitropisina foi imobilizada covalentemente em nanogels
magnéticos amino-funcionalizados usando EDC(1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) e apresentou atividade enzimatica
significante apos um 36 dias de estocagem (Hong et al., 2007).

Estreptoquinase, utilizada como agente terapéutico tem sido
covalentemente imobilizada em nanoparticulas magnéticas através de
ativacao por carbodiimida (EDC) para uso em quebra localizada de coagulos
de sangue in vivo. Propriedades magnéticas da particula estreptoquinase
permitem o foco no tratamento da localizacao exata do coagulo, reduzindo a
porcao de enzima necessaria e reduzindo o risco de resposta imunologica
(Koneracka et al., 2002).

Outra grande utilizacao de enzimas imobilizadas em nanoparticulas
magnéticas € mna resolucdao cinética de alcodis para obtencao de
intermediarios de farmacos ou para obtencdo de compostos
enantiomericamente puros (Reetz et al.,, 1998; Chen e Lin, 2003; Dyal et al.,
2003; Huang et al., 2003; Liu et al., 2004; Neuberger et al., 2005; Stevens et
al., 2005; Chaubey et al, 2006; Shaw et al., 2006; Shu et al, 2006;
Bhushan et al., 2007; Bhushan et al., 2008; Srinivasan e Huang, 2008; Yong
et al., 2008; Yu et al.,, 2008; Zhang et al., 2008; Chaubey et al., 2009; Lei et

al., 2009)
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3. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi a imobilizacao da lipase de
Burkholderia cepacia em nanoparticulas magnéticas, empregando diferentes
metodologias de imobilizacdao. A atividade enzimatica da lipase imobilizada
foi avaliada na reacdo de transesterificacao enantiosseletiva aplicada a
resolucao cinética de alcodis secundarios. Neste trabalho, estudou-se a
influéncia do solvente, a temperatura, o agente acilante e o tipo de
imobilizacdo na transesterificacdo enantiosseletiva de feniletanois catalisada
pela lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em nanoparticulas
magnéticas. Além disso, a reciclagem da enzima imobilizada e o tempo de
estocagem dessa lipase foram avaliados.

Os a-bromo-feniletanéis selecionados para esse estudo séao
importantes intermediarios quirais na sintese de diferentes farmacos
(Solatol, Nifenalol, Fluoxetina, Tomoxetina e Nisoxetina) como mostrado no

Esquema 4.

=\
S OH OH
O z
= Br Br
: _ ~ RCE
©Mm - (S) < (R,S)

(R)-fluoxetina

Tomoxetina: Y =2-CH,
Nisoxetina: Y =2-0CH,
Fluoxetina: Y =4 -CF,
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H;CSO,NH
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R E— OH
OH Br
O5N
OH ON 2
/@)\/N\(
O,N

(R)-Nifenalol

Esquema 4: Analise retrossintética dos firmacos quirais selecionados

No quadro 1, encontram-se os farmacos selecionados e sua atividade
biologica.

Composto Atividade bioldogica
Sotalol (Brodfuehrer et al., 1997) antiarritimico
Nifenalol (Yang et al., 2006) antiarritimico

Tomoxetina (Kumar et al., 2004) antidepressivo
Fluoxetina(Corey e Reichard, 1989) antidepressivo
Nisoxetina(Wirth et al., 2000) antidepressivo
Quadro 1
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4. Resultados e Discussao

4.1 Sintese dos alcoois e ésteres racémicos

No caso dos farmacos Solatol, Nifenalol e Fluoxetina os intermediarios
quirais sdo os alcodis beta-substituidos 3a-b e 6a-b. Estes alcodis e seus

respectivos ésteres foram sintetizados conforme mostrado no Esquema 5.

(0]
OJ\
% o OH Br
i /@)J\/Br ii /©)\/Br ii
— 3
R
R R R
1 2 3 4

- o x
oy e e Y

5

Vii

R=H (a), NO, (b)

(i) Br2/AcOH; (ii, v, vii) NaBH4 , metanol; (iii, vi DMAP, anidrido acético, trietilamina, CH2Clz;
(iv) acetato de sodio, 18-crown-6, THF seco.

Esquema 5: Rota sintética para a sintese dos alcodis racémicos

A etapa i consistiu na insercdo de um bromo a molécula. Essa reacao
ocorreu em acido acético glacial e bromo. O cuidado nesta reacao € que nao
ocorra a entrada de 2 bromos na molécula, para isso trabalha-se em meio

acido com a proporcao de 1 equivalente de bromo para um equivalente de
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cetona (Clayden et al, 2000). Este procedimento levou a formacao do
produto 2 com 81% de rendimento.

A etapa ii consistiu em uma reducao da carbonila do composto 2a com
o agente redutor borohidreto de sodio. Esta reacao foi realizada em banho de
gelo para evitar a formacao de subprodutos. Mas, percebeu-se através de
analise espectroscopica que nesta reacao estava ocorrendo a formacao do

epoxido e do feniletanol como subprodutos (Esquema 6).

o OH OH 0
Br
Br  NaBH, MeOH + +
—_—
2a 0°C, 1h 3a
12% 25% 60%

Esquema 6: Sintese do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol através da reducio em banho de gelo, 1h, metanol e
borohidreto de sédio.

Para tentar solucionar este problema, encontrou-se um artigo na
literatura (Zeynizadeh e Behyar, 2005) propondo a reducao de carbonila
utilizando borohidreto de sodio, silica, agua e sem solvente organico. Este
procedimento foi aplicado levando a formacao do alcool desejado com 18%

de rendimento para 3a (Esquema 7) e 12% para 3b.

o OH OH 0
Br  NaBH, Si0y/H,0 (0,139, 30% m/m) + +

2a 17 min 3a

18% 42% 40%

Esquema 7: Sintese do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol através da reducio em temperatura ambiente, 17
minutos, borohidreto de sédio e silica em agua.

Devido aos baixos rendimentos obtidos no processo de obtencao deste
alcool racémico 3a. Buscou-se outra metodologia (Guss e Rosenthal, 1955)
de sintese para 3a utilizando estireno, agua e NBS. O produto desejado 3a

foi obtido com 54 % de rendimento (Esquema 8§).
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OH
©/\ NBS, H,O Br
—_—
40 min
3a
54%

Esquema 8: Sintese do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol através do estireno em agua com NBS em 40 min.

A etapa iii consistiu em uma acetilacdo dos alcoois 3a-b (Esquema 5)
(Virsu et al., 2001). O acetilante nesta reacao foi o anidrido acético. A reacao
foi realizada utilizando DMAP como catalisador, EtsN para restaurar o
catalisador e diclorometano como solvente. O sistema reacional foi mantido a
temperatura ambiente e apos 24 horas levou a formacdo do composto
acetilado 4a com 63% de rendimento e 53 % para 4b.

A etapa i consistiu em uma acetoxilacao dos compostos 2a-b
(Esquema 5), onde se utilizou o acetato de sédio. O 18-crown-6, um éter de
coroa composto de 12 carbonos e 6 oxigénios, foi utilizado para complexar
com o sodio do acetato de so6dio, e deixar o oxigénio mais nucleofilico. O
ataque nucleofilico ocorreu no carbono ligado ao bromo. O THF anidro foi
utilizado como solvente nesta reacao. Este procedimento levou ao produto 5a
com 91% de rendimento e 87% para 5b.

A etapa v consistiu na reducdo de uma carbonila de cetona e uma
carbonila de éster dos compostos Sa-b (Esquema 5). O agente redutor
utilizado foi o borohidreto de sédio. O sistema reacional foi mantido a
temperatura ambiente durante 4 horas, para levar ao diol 6éa com 56% de
rendimento e 51% para 6b.

A etapa vi consistiu na diacetilacao dos compostos 6a-b (Esquema 5)
(Virsu et al, 2001). Esta reacao foi realizada utilizando anidrido acético,

DMAP como catalisador, EtzN para restaurar o catalisador e diclorometano

40



Lya Pantoja Rebelo Resultados e Discussdo

como solvente. O sistema reacional foi mantido a temperatura ambiente e
apos 24 horas o composto diacetilado foi isolado com 66% de rendimento
para 7ae 56% para 7b.

A etapa vii consistiu em uma reducao e neste caso somente a
carbonila da cetona foi reduzida dos compostos 5a-b (Esquema 5). O agente
redutor escolhido foi o borohidreto de sédio e a reacdo se processou em
banho de gelo para que nao ocorresse o ataque nucleofilico na carbonila do
éster. Apos 1 hora de reacao houve a formacado do alcool 8a com 57% de

rendimento e 47% para 8b.

4.2 Sintese das nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com o grupo

amino

Essa parte do trabalho foi realizada em colaboracao com o grupo do
Prof. Dr. Henrique Eisi Toma do Instituto de Quimica da Universidade de
Sao Paulo.

A sintese das nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro (12 nm) foi
realizada a partir do método de co-precipitacdo de Fe2+* e Fe3* em NaOH,
seguido da reacao de silanizacdo com APTES (amino-propil-trietéxisilano)

como mostrado no Esquema 9.
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OH

Fe2* + 2Fe3* + 8OH 2000 rpm @ OH
30 min
OH
‘ o C2HsO O\
on 1 CiHs0—S ~~"""NH; Touenc "2h 4 N S~ NH,
CaHsO 110 °C oS
QOH 25 o

Esquema 9: Obtencio da nanoparticula magnética silanizada

As nanoparticulas magnéticas sem revestimento obtidas neste
trabalho sao conhecidas por magnetita e possuem formula de um spinel
invertido (Fe3O4) onde a estrutura cristalina para uma célula unitaria e

mostrada na Figura 9.

Figura 9: Poliedro de Ferro na célula unitiria de magnetita (azul é ocupado por Fe*'+, verde é ocupado
por Fe**, Fe** e oxigénio em vermelho)

A magnetita nanoparticulada sem revestimento € facilmente oxidada
ao ar, levando a maghemita (y-Fe2O3s), mas sem perda de magnetizacao. Para
evitar que isto ocorra logo apos a sintese da magnetita nanoparticulada foi
realizada a sua funcionalizacdo quimica com APTES, como mostrado acima.
Em nanotecnologia, muitas das aplicacoes dependem de uma modificacao
prévia da superficie das nanoparticulas com um composto que contenha
grupos funcionais de interesse, capazes de interagir com analitos, farmacos,

toxinas ou poluentes. Neste trabalho, as mnanoparticulas magnéticas
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funcionalizadas foram aplicadas em processo biocataliticos, onde o grupo
terminal da nanoparticula magnética funcionalizada interage com a enzima
de interesse.

Através da espectroscopia de infravermelho, fez se a caracterizacao das
nanoparticulas magnéticas silanizadas para comparacdo com a magnetita

nanoparticulada sem revestimento.

% de transmitancia

T
2000 1000

. -1
nimero de onda / cm

Figura 10: Espectro de infravermelho das nanoparticulas de magnetita nfdo silanizadas (preto) e
silanizadas (vermelho).

Pode-se notar na Figura 10, comparacdo entre o espectro de
infravermelho das nanoparticulas nao silanizadas e silanizadas, que no
espectro de infravermelho das nanoparticulas nao silanizadas existem duas
bandas caracteristicas das nanoparticulas de magnetita em 586 cm! e 629
cm-1, correspondentes a ligacao Fe-O.

Ja no espectro das nanoparticulas silanizadas, as bandas
caracteristicas das nanoparticulas de magnetita nao silanizadas estao
deslocalizadas, sendo encontradas em 484 cm-!, 783 cm! e 845 cm™! devido

a interacao silano — magnetita. Observam-se ainda as bandas adicionais em
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1392 cm!, 1562 cm! e 1676 cm-! caracteristicas de estiramento C-N e das
vibracoes angulares simétricas N-H de amina secundaria e N-H de amina
primaria, respectivamente.

As imagens de microscopia eletronica de transmissao foram obtidas no
laboratorio do Prof. Dr. Pedro Kiyohara do Instituto de Fisica-USP. A partir
dessa analise, observou-se a formacao das nanoparticulas funcionalizadas

com um diametro médio de 12 nm (Figura 11).

Figura 11: Nanoparticulas obtidas com didmetro médio de 12 nm. Imagem de Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET)

4.3 Preparacio da solucdo enzimatica da lipase de Burkholderia cepacia

Antes de iniciar os estudos de imobilizacdo da lipase em
nanoparticulas magnéticas e sua aplicacdo na resolucao cinética de alcodis,
foi realizada a quantificacado de proteina presente na solucao da lipase de

Burkholderia cepacia.
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O primeiro passo foi a montagem de uma curva de calibracao,
utilizando como padrao uma solucdao da albumina de soro bovino com
concentracdao conhecida de 1,4 mg/mL. Utilizou-se o método de Bradford
(Bradford, 1976) para fazer a quantificacao. Este método & baseado na
interacdo entre o corante Coomassie G-250 e macromoléculas de proteinas
que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH
da reacao, a interacao entre a proteina de alto peso molecular e o corante
Coomassie G-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a
forma anidnica, que absorve fortemente em 595 nm.

As medicoes de absorbancia foram feitas 5 minutos apoés a adicao de 3
mL do reagente de Bradford para cada 100 uL de solucdo da albumina de
soro bovino de concentracao conhecida. Com esses dados, plotou-se o
Grafico 2 com absorbancia a 595 nm versus concentracao de proteina em

mg/mkL.

| B Solugdes da albumina de soro bovino

Absorbancia (595 nm)

0,0 4
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1,1 1,2 13 14 1,5 1,6

Concentracéo proteina (mg/mL)

Grafico 2: Curva analitica da albumina de soro bovino
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Regressdo linear

Y=A+B * X

Parametro Valor Erro

A 0,03896 0,03242
B 1,57291 0,06109
R Desvio padréo

0,99625 0,04832

Inicialmente, avaliou-se a concentracao de proteinas em diferentes
solucoes contendo a lipase de Burkholderia cepacia em solucao tampao.
Pesou-se 100, 50 e 10 mg desta lipase e adicionou-se 1 mL de solucao
tampao fosfato 100 mM (pH = 7). Apos essa diluicao, centrifugou-se a 6000
rpm durante 3 minutos. Recolheu-se 100 uL do sobrenadante, adicionou-se
3 mL de Reagente de Bradford, aguardou-se 5 minutos e mediu-se a
absorbancia em 595 nm.

O melhor resultado foi para 100 mg de lipase em 1 mL de solucao

tampao fosfato 100 mM (pH 7), considerando o fato do valor de
absorbancia estar numa faixa de leitura confiavel (0,3 A), e por ter sido
encontrado uma maior concentracao de proteinas nesta solucdo. Este
resultado foi plotado no Grafico 3, dando uma concentracdo de
aproximadamente 0,55 mg/mL.

No Grafico 3 foram plotados os dados utilizando menores

concentracoes de proteina, isso foi realizado porque a faixa da concentracao
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de proteina presente na lipase de Burkholderia cepacia estava entre 0,1-0,6

mg/mkL.

0,35

B Solugdes da albumina de soro bovino
@® Amano PS/ Burkholderia cepacia

0,30

0,25

0,20

0,15

Absorbancia (595 nm)

0,10

0,05

0,00

T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Concentragdo proteina (mg/mL)

Grifico 3: Curva de quantificacio da lipase de Burkholderia cepacia

Regressdo linear
Y=A+B * X

Pardmetro Valor Erro

A -0,00188 0,00999
B 0,72325 0,03225
R Desvio padréo

0,99214 0,0155

Nesta etapa do trabalho foi avaliado também se a nanoparticula
magnética possuia algum tipo de variacao no pH de diferentes concentracoes
de solucao tampao fosfato que pudesse atrapalhar as medidas de
quantificacao de proteina. Para isso, pesou-se 10, 20 e 30 mg de
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas e adicionou-se 1 mL de solucao
tampao fosfato de 25 mM (pH = 7) e 100 mM (pH = 7). Deixou-se em 800
rpm de agitacdo e apos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas mediu-se o pH do meio.

Utilizando a solucao tampao fosfato 25 mM com as nanoparticulas
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magnéticas houve uma grande variacao de pH, a partir de 1 hora o pH da
reacao estava entre 7 e 8. Apos a segunda hora até a sexta hora, o pH foi
alterado para 10. Entretanto, utilizando a solucao tampao fosfato 100 mM
com as nanoparticulas magnéticas o pH durante as 6 horas manteve-se
entre 7 e 8. Como as nanoparticulas magnéticas possuem grupo amino que
podem interagir com o reagente de Bradford, o branco utilizado na medida e
calculos de quantidade de proteina foi as nanoparticulas magnéticas em

solucao tampao fosfato 100 mM (pH = 7).
4.4 Imobilizacao por fisissor¢ao

Apos ter-se estabelecido qual a melhor solucao tampao a ser utilizada
no trabalho, a solucdo da lipase de Burkholderia cepacia de concentracao
conhecida, iniciaram-se os estudos para a imobilizacado da lipase.
Estudaram-se os seguintes parametros para o processo de imobilizacdo:
tempo de imobilizacdo, melhor relacao entre quantidade de nanoparticulas
magnéticas e a solucao de lipase de Burkholderia cepacia, além disto, qual o
melhor numero de lavagens para ser utilizado apdés o processo de
imobilizacdo. O método de imobilizacdo por fisissorcao € baseado nas
interacoes de Van der Waals, forcas eletrostaticas, ligacoes idnicas fortes e
interacoes hidrofébicas. A interacdo entre a enzima e a nanoparticula
magneética (Figura 12) se da apenas fisicamente, sem a formacao de ligacao

covalente.
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Figura 12: Interacio entre a nanoparticula magnética funcionalizada com o grupo amino e a lipase de
Burkholderia cepacia por fisissor¢io.

4.4.1 Tempo de imobilizacao

O primeiro parametro a ser estudado foi qual o tempo necessario para
que se pudesse imobilizar a maior quantidade de proteinas em inicialmente
30 mg de nanoparticulas magnéticas.

Baseado em estudos anteriores (Dyal et al.,, 2003; Huang et al., 2003;
Zhang et al.,, 2008) de tempo de imobilizacao de lipases em nanoparticulas
magneéticas. Iniciaram-se os testes na temperatura de 32 °C, 800 rpm em
thermomixer ®® 1 hora de reacao e 30 mg de nanoparticulas magnéticas para
1 mL de solucao enzimatica de concentracao de 0,55 mg/mL. As aliquotas
do sobrenadante que continham a enzima nao imobilizada foram recolhidas
em intervalos de tempo de 10 em 10 minutos. Os resultados dessas medidas
foram plotados no Grafico 4.

Pode-se observar através do Grafico 4 que a medida que aumenta o
tempo ha uma diminuicdo da absorbancia no sobrenadante. Através do
método de Bradford pode-se quantificar a proteina nao imobilizada presente

no sobrenadante.
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Grifico 4: Absorbincia versus tempo de imobilizacio da lipase de Burkholderia cepacia em nanoparticulas
magnéticas.

Essa quantificacdo foi realizada através da aliquota retirada do
sobrenadante da reacao. Sabe-se que em 1 mL de solucao enzimatica (antes
de entrar em contato com as nanoparticulas magnéticas) possuem 0,55
mg/mL. A cada 10 minutos foram recolhidas aliquotas e medidas as
aborbancias que em seguida foram analisadas na curva de calibracao com a
albumina do soro bovino, resultando em uma quantidade de proteina em
mg/mL. Sabe-se que a absorbancia é proporcional a quantidade de proteina
livre no processo de imobilizacao. Assim, apos o tempo de imobilizacao de 1
hora, observou-se que no sobrenadante continha menor concentracdo de
proteina livre, consequentemente uma maior concentracao de proteina
imobilizada.

No intuito de aumentar a concentracado de enzima imobilizada em
nanoparticulas magnéticas, aumentou-se o tempo de imobilizacao para 2
horas, mas ao invés de imobilizar mais enzima ocorreu um processo de

dessorcao, resultando em 30 mg de NapMg:0,17 mg de proteina para
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fisissorcao. Enquanto para 1 hora de imobilizacao foram imobilizadas 0,21

mg de proteina por 30 mg de nanoparticulas magnéticas.

4.4.2 Estudo da relaciao entre as nanoparticulas magnéticas e solucio da lipase

de Burkholderia cepacia

Diante dos resultados obtidos no estudo do tempo de imobilizacao,
utilizando 30 mg de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com o grupo
amino, 1 mL de solucao da lipase de Burkholderia cepacia de concentracao
de 0,55 mg/mL, 32 °C, 800 rpm e estabelecido o tempo de imobilizacao de 1
hora, partiu-se para o estudo de qual era a melhor relacdo entre a
quantidade de nanoparticulas magnéticas e a quantidade de solucao da
lipase de Burkholderia cepacia para que obtivéssemos a maior quantidade de
enzima imobilizada. Para isso variou-se a massa das nanoparticulas
magnéticas em 10, 20 e 30 mg e variou-se a quantidade de solucao
enzimatica em 0,5 e 1,0 mL com concentracao de 0,55 mg/mL. Neste estudo
mantiveram-se as condicoes reacionais de 32 °C, 800 rpm e 1 hora de tempo
de imobilizacao.

Os resultados encontrados foram plotados no Grafico 5, onde pode-se
observar que a melhor relacao encontrada foi de 30 mg de nanoparticulas
magnéticas para 1 mL de solucdao enzimatica de concentracao de 0,55
mg/mL, levando a aproximadamente 60 % de enzima imobilizada. Quando
foi utilizados 0,5 mL de solucao enzimatica de mesma concentracdo e com
30 mg de nanoparticulas magnéticas, a porcentagem de enzima imobilizada

diminuiu para a aproximadamente 30 %. Houve uma diminuicao de 50 % da
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quantidade de enzima imobilizada, essa relacao se manteve quando se

variou a solucao da lipase de 0,5 mL para 1,0 mL.

100 T T T T T T T T T
1 = 0,5 mL de solugéo enzimatica 0,55 mg/mL 1
80 e 1,0 mL de solugéo enzimatica 0,55 mg/mL i
<
]
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g 404 ° ° B
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Massa de nanoparticulas magnéticas (mg)

Grifico S5: Porcentagem de enzima imobilizada versus a massa de nanoparticulas magnéticas, variando-se
a quantidade de soluciio enzimatica da lipase.

Neste estudo percebeu-se que utilizando a solucdo da lipase com
maior concentracdo de enzima leva a uma maior quantidade de enzima
imobilizada, e pode-se concluir ainda que existe um limite que a
nanoparticula magnética suporta de enzima. Observa-se que a quantidade
de enzima imobilizada varia conforme o aumento da quantidade de
nanoparticulas magnéticas.

Para este estudo, as medidas da quantidade de enzima imobilizada
foram realizadas através da quantificacao da enzima nao imobilizada
presente no sobrenadante logo apdés 1 hora. O complexo enzima-
nanoparticula magnética nao passou por nenhum processo de lavagem. Mas

sabe-se que para garantir que nao haja enzima livre dispersa no meio faz-se
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necessario a lavagem do complexo enzima-nanoparticula magnética para

tirar qualquer excesso ou enzima nao imobilizada.

4.4.3 Numero de lavagens

Utilizando as mesmas relacoes entre nanoparticulas magnéticas e
solucao da lipase feitas no estudo acima, iniciou-se um novo estudo para
descobrir qual o melhor numero de lavagens apos o processo de imobilizacao
e qual dessas relacoes leva a uma maior concentracdo de enzima
imobilizada.

A Tabela 2 resume os resultados obtidos desse estudo, onde pode-se
concluir que a relacao 30 mg de nanoparticulas magnéticas para 1 mL de
solucao enzimatica continua sendo a melhor relacdo. Pode-se perceber que
nesta relacdo existe maior quantidade de enzima imobilizada 0,28 mg/mL
apos 3 lavagens com 100 uL de solucao tampao fosfato 100 mM, pH = 7.
Podemos perceber que mudando a quantidade para 20 mg de nanoparticulas
magnéticas para 1 mL de solucao enzimatica tém-se 0,24 mg/L de
concentracdao de enzima imobilizada. Comparando esses dois resultados a
diferenca de 0,28 para 0,24 mg/mL € muito pequena. Assim, a melhor
relacao escolhida foi de 20 mg de nanoparticulas magnéticas para 1 mL de
solucao enzimatica, utilizando 3 lavagens apos o processo de imobilizacao.

As amostras do sobrenadante contendo a enzima nao imobilizada apos
as lavagens foram recolhidas apdos 1 hora de imobilizacdo. A quantidade de

enzima presente no sobrenadante foi subtraida da quantidade inicial de

53



Lya Pantoja Rebelo Resultados e Discussdo

enzima presente na solucdao de lipase de Burkholderia cepacia com

concentracao de 0,55 mg/mL.

Tabela 2: Relacdo entre a quantidade de lavagens e a concentracio de enzima imobilizada

Concentragdo de enzima

Nanoparticulas mag., solugéo enzimatica? imobilizada (mg/mL)
10 mg, 0,5 mL 0,15b, 0,10¢
20 mg, 0,5 mL 0,17v, 0,12¢
30 mg, 0,5 mL 0,19 0,14¢
10 mg, 1,0 mL 0,220 0,19¢
20 mg, 1,0 mL 0,240 0,17¢
30 mg, 1,0 mL 0,28 0,15¢

0,55 mg/mL, "3 lavagens, ° 6 lavagens

Pode-se concluir ainda que quanto maior o numero de lavagens, maior
o processo de dessorcao da lipase de Burkholderia cepacia. As lavagens
foram padronizadas, cada lavagem foi realizada com 100 pL de solucao
tampao fosfato 100 mM (pH = 7) e a quantidade de enzima imobilizada foi

calculada através do método de Bradford.

4.4.4 Resolucio cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol utilizando a

enzima imobilizada por fisissor¢ao

Através dos resultados obtidos nos estudos anteriores, ficou
estabelecido a melhor relacao de 20 mg de nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com o grupo amino para 1 mL de solucdo da lipase de
Burkholderia cepacia de concentracao 0,55 mg/mL, o melhor numero de
lavagens (3 x 100 uL) com solucado tampao fosfato 100 mM (pH = 7) e o

melhor tempo de imobilizacao (1 hora) para o processo de imobilizacdo por
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fisissorcao. Além disto, foi possivel calcular através do método de Bradford
que foram imobilizadas 0,21 mg de proteina para 20 mg de nanoparticulas
magneéticas funcionalizadas com o grupo amino.

Iniciaram-se os estudos de resolucao cinética enzimatica através da
reacao de transesterificacdo enantiosseletiva, utilizando o (RS)-2-bromo-1-
(fenil)etanol com o objetivo de obter este alcool na sua forma
enantiomericamente pura, sendo este alcool um importante intermediario na
sintese da fluoxetina.

As condicoes reacionais utilizadas inicialmente foram baseadas em
literatura (Pamies e Backvall, 2002), utilizando como acilante acetato de
vinila e variando os solventes em TBME e tolueno. Este primeiro estudo foi
para encontrar qual a melhor quantidade de substrato a ser utilizada e
também qual o melhor frasco reacional e aparelho de agitacao a ser
utilizado. Na Tabela 3 e na Tabela 4 encontram-se os resultados obtidos para
esse estudo. A relacao substrato com catalisador foi avaliada mantendo-se a
mesma quantidade proteina imobilizada, variando as quantidades de
substrato em 0,01; 0,05 e 0,1 mmol.

Pode-se observar que utilizando o shaker com rotacao de 160 rpm, os
resultados obtidos apresentam baixa conversao, mas pode-se concluir que a
enzima € enantiosseletiva obtendo um E superior a 200. Entretanto quando
se utilizou acetato de vinila como solvente e acilante na reacdo de
transesterificacdo enantiosseletiva, houve um aumento de conversao,

chegando a 31% (linha 1,Tabela 3), mas com perda de enantiosseletividade.
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Tabela 3: Resolucdo cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol mediada pela lipase de B. cepacia
imobilizada por fisissor¢iio em nanoparticula magnética em Shaker®

)
OH o Enzima/7Enzima OH O)J\
o )J\ t 7 - Br + ©/K/ Br
+ 20 Solvente, conc. do substrato
rac-3a 3a 4a
e.e. 2 (%) Conv.
Solvente ( mL) (ﬁfni?) 3a 4a °(%) E
1 Acetato de vinila 0,01 19 41 31 135
2 TBME 0,1 2 99 2 >200
3 TBME 0,05 1 99 1 >200
4 TBME 0,01 2 99 2 >200
5 Tolueno 0,1 5 99 5 >200
6 Tolueno 0,05 1 99 1 >200
7 Tolueno 0,01 <1 99 <1 >200

Condigdes reacionais: 32°C; 24 h; 30 uL de acetato de vinila; 20 mg de NapMg:0,21 mg de proteina; 160 rpm, shaker,
1 mL de solvente. 2e.e. determinado por CG; bC =e.e.S/( e.e.S +e.e.P), cE=In{[e.e.P(1-e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}/
In{[e.e.P(1+e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}

Pode-se concluir que as melhores conversdes utilizando uma agitacao
de 160 rpm, foram obtidas com o uso de tolueno como solvente e
concentracdo de substrato de 0,1 mmol. As mesmas condicoes reacionais
utilizando Shaker (160 rpm) foram aplicadas na resolucao cinética
enzimatica do rac-3a usando thermomixer® (800 rpm).

Em thermomixer® um agitador de microtubos no qual a reacao €
realizada utilizando um microtubo de 2 mL (eppendorff®), houve uma melhor
interacdo entre as nanoparticulas magnéticas, solvente e o acilante e uma
maior agitacao (800 rpm) que proporcionou um aumento consideravel na
conversao da reacao de resolucao cinética enzimatica. A Tabela 4 apresenta
os resultados obtidos desse estudo, quando se observa as conversoes obtidas

em thermomixer® na faixa de 10-19 % enquanto que em Shaker (Tabela 3) a
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faixa de conversao varia entre 1-5%. As comparacoes estao sendo realizadas

apenas nas reacoes em que nao utilizou acetato de vinila em excesso.

Tabela 4: Resolucio cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol mediada pela lipase de B. cepacia
imobilizada por fisissor¢io em nanoparticula magnética em um agitador de tubos (thermomixer®).

o]
OH o Enzima/’Enzima QH O)J\
Br )J\ ! ! Br . ©)\/ Br
* /\O Solvente, conc. do substrato
rac-3a 3a 4a
e.e. 2 (%) Conv.
Solvente ( mL) (':r:ni?) 3a 4a °(%) E°
1 Acetato de vinila 0,01 29 61 30 115
2 TBME 0,1 11 99 10 >200
3 TBME 0,05 12 99 11 >200
4 TBME 0,01 15 99 13 >200
5 Tolueno 0,1 16 99 14 >200
6 Tolueno 0,05 24 99 19 >200
7 Tolueno 0,01 51 99 17 >200

Condicdes reacionais: 32°C; 24 h; 30 uL de acetato de vinila; 20 mg de NapMg:0,21 mg de proteina; 800 rpm,
thermomixer®, 1 mL de solvente. 2e.e. determinado por CG; bPC=e.e.S/(e.e.S+e.e.P), °E=In{[e.e.P(1-e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}/
In{[e.e.P(1+e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}

Pode-se observar na Tabela 3 e na Tabela 4 que utilizando tolueno
como solvente, foram obtidos os melhores resultados em conversdao. A
variacao da conversao foi pequena quando utilizado diferentes concentracoes
de substrato. Ao utilizar-se 0,1 mmol conseguiu-se uma conversao de 14 %
(linha 5, Tabela 4) e ao utilizar-se 0,01 mmol a conversao foi aumentada
para 17% (linha 7, Tabela 4). Como o resultado de conversao utilizando 0,05
mmol foi de 19%, uma variacdo muito pequena quando comparada com 0,01
mmol, decidiu-se adotar para os proximos estudos a quantidade de 0,01
mmol de substrato.

Avaliando os resultados obtidos quando se utilizou o TBME como

solvente observou-se alta enantiosseletividade da enzima e conversao

57



Lya Pantoja Rebelo Resultados e Discussdo

variando entre 10 e 13% (linhas 2, 3 e 4 da Tabela 4). A maior conversao do
alcool 3a (13 %) foi utilizando uma concentracao de substrato de 0,01 mmol,
obtendo o éster 4a com 99 % de excesso enantiomeérico.

O log P, definido como logaritimo do coeficiente de particao do solvente
no sistema octanol/agua, € o parametro mais freqiientemente utilizado para
descrever quantitativamente o efeito do solvente em reacdes catalisadas por
enzimas. Os solventes que possuem log P < 2 sao hidrofilicos, nao sendo
adequados para biocatalise porque alteram fortemente a interacao
agua/biocatalisador, tornando-o inativo ou ocasionando a desnaturacao. Os
solventes com log P entre 2 e 4 sdao também hidrofilicos, mas perturbam
menos a interacdo agua/biocatalisador. Os solventes com log P acima de 4
sao hidrofébicos, nao alteram estas interacoes e deixam o biocatalisador no
seu estado ativo. Sabe-se que o log P para o tolueno é de 2,50 enquanto para
o TBME é de 1,43. A baixa conversdao em éster no solvente mais polar
(TBME) deve-se provavelmente ao fato deste retirar a camada de agua
essencial ao redor da enzima, causando distorcao na conformacao nativa e,
portanto, alterando a atividade catalitica do biocatalisador.

A agitacao orbitalar e uso de frasco de penicilina influenciaram nos
resultados da reacado de transesterificacdo enantiosseletiva, pelo fato de
existir menor superficie de contato entre a nanoparticula magnética que
neste caso fica depositada no fundo do frasco de penicilina, dificultando a
interacdo com o solvente e acilante. Sabe-se que o formato do frasco
reacional e o tipo de agitacdo influenciam nos resultados. Um excesso de

acilante causou uma perda de enantiosseletividade da enzima quando se
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utilizou shaker ou thermomixer® (agitador de microtubos) a uma rotacao de
800 rpm.

Na Figura 13 segue um exemplo de cromatograma obtido para a
resolucao cinética enzimatica (RCE) utilizando a enzima imobilizada por
fisissorcao. Tem-se em preto o resultado obtido para a RCE, utilizando
tolueno como solvente e 0,01 mmol de substrato adotando uma agitacao de
800 rpm, durante 24 horas a 32 °C. Percebe-se através do cromatograma a
alta enantiosseletividade da enzima. Em vermelho esta o cromatograma do
éster racémico para que se possa fazer uma comparacao com o éster obtido
(produto da reacado de transesterificacdo enantiosseletiva). Nota-se que a
enzima tem preferéncia por apenas um dos enantiomeros do éster e que ha
uma baixa conversao nesta reacao, isto pode ser observado comparando-se o
cromatograma do alcool racémico com o cromatograma da RCE, observa-se
os picos dos dois enantibmeros, com o consumo preferencial de um dos

enantiomeros.
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Figura 13: Cromatograma obtido para resolucio cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol
através da reacio de transesterificacio enantiosseletiva utilizando a enzima imobilizada por fisissorcao.

O mecanismo da reacdo de transesterificacdo enantiosseletiva
catalisada por lipase é mostrado no Esquema 10. A lipase de Burkholderia
cepacia possui em seu sitio ativo a presenca da triade catalitica formada por

residuos de aminoacidos da serina, histidina e aspartato.
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Esquema 10: Mecanismo da reacio de resolu¢io cinética enzimatica para o (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol

Dois intermediarios tetraédricos diferentes estdao envolvidos na
formacao das ligacdes que ocorrem durante o processo catalitico. O primeiro
intermediario € gerado durante a transformacao do complexo de Michaelis-
Menten entre a enzima e o doador acila (éster vinilico) e uma espécie
intermediaria denominada acil-enzima. Normalmente sao empregados
ésteres vinilicos como doadores acila, neste caso o enol formado apods
acilacao do residuo da serina é rapidamente transformado em seu tautémero
(acetaldeido), que € mais estavel. Essa estratégia desloca o equilibrio da
reacdo na direcao dos produtos por impedir uma possivel competicao
nucleofilica entre o alcool formado nesta etapa e o substrato.

O segundo intermediario ocorre quando a espécie intermediaria acil-

enzima € clivada pelo alcool, formando um éster como produto.
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4.4.4.1 Determinac¢ao do [a]p e rendimento isolado do (8)-2-bromo-1-(fenil)etanol

Para o calculo de [a]p e rendimento isolado da reacadao de
transesterificacdo enantiosseletiva catalisada pela lipase de Burkholderia
cepacia imobilizada em nanoparticulas magnéticas por fisissorcao, foram
feitas 10 reacoes nas condicoes de 0,01 mmol de (RS)-2-bromo-1-
(fenil)etanol, tolueno, acetato de vinila durante 24 horas a 32 °C, utilizando
thermomixer® a 800 rpm. Como nao foram encontrados na literatura os
dados de [o]p para o éster formado, foi feita uma separacao por coluna
cromatografica do éster formado e o alcool que nao reagiu (Esquema 11). A
partir do éster puro com rendimento de 14 % fez-se uma hidrélise utilizando
carbonato de potassio, metanol em agua durante 6 horas. O [a]p foi medido
de uma solucao contendo 10 mg do alcool enantiomericamente puro em
ImL de cloroformio a 25 °C obtendo-se +40,0° de rotacdo especifica.
Comparando-se o resultado obtido com o da literatura (Goswami e Goswami,
20095) pode-se concluir que o alcool de configuracao absoluta S € o que reage
mais rapido na reacao de transesterificacdo enantiosseletiva catalisada pela

lipase de Burkholderia cepacia imobilizada por fisissorcao.
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K,CO4/MeOH
OH H,0, 6h
: [a], 2 = +40,0°(c = 1,0; CHCI,)
Br
(S) OH
Lit. [a], 2° = +39,4° (c = 1,0; CHCI,) @Bf e.e.99%
e.e. 99% (5)-3a

Esquema 11: Calculo de [a]p e rendimento isolado para o acetato de (RS)-2-bromo-1-(fenil)etila.

4.4.5 Resolucao cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol

utilizando a enzima imobilizada por fisisssorcao

Iniciaram-se os estudos de resolucao cinética enzimatica através da
reacao de transesterificacdo enantiosseletiva, utilizando o (RS) -2-bromo-1-
(4-nitrofenil) etanol com o objetivo de obter este alcool na sua forma
enantiomericamente pura. Este alcool € um importante intermediario na
sintese do sotalol que € vendido comercialmente como antiarritimico.

As mesmas condicoes reacionais utilizadas para o (RS)-2-bromo-1-
(feniljetanol foram aplicadas para o (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol

conforme mostrado no Esquema 12.
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Esquema 12: Resolucio cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol utilizando a enzima
imobilizada por fisisssor¢do. Condi¢des reacionais: tolueno, acetato de vinila, 24 h, 32 °C, 800 rpm em
themomixer®, 20 mg de nanoparticulas magnéticas:0,21 mg de proteina.

Para esta reacao houve a formacao do (RS)-1-(4-nitrofenil)etanol e seu
respectivo éster que diminuiram o rendimento do produto desejado, além
disto, houve a formacao do epoxido. Essa reacao apresentou uma conversao
de 8 % do alcool 1 (Esquema 12) e o éster desejado 2 com excesso
enantiomeérico de 99%. Essa reacao foi realizada em triplicata, apresentando
conversoes variando de 6-8 %.

Pode-se concluir a partir destes resultados, que a enzima é altamente
enantiosseletiva, mas para este substrato devido a formacao de subprodutos,
a conversao se manteve muito baixa. Para avaliar a influéncia tanto do
substituinte nitro quanto do substituinte bromo, partiu-se para o estudo de

outros alcodis secundarios.
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4.4.6 Resoluciao cinética enzimatica do (RS)-1-(fenil)etanol utilizando a enzima

imobilizada por fisissor¢ao

O substrato (RS)-1-(fenil)etanol foi escolhido para este estudo, para
avaliarmos a influéncia do substituinte nitro no anel aromatico e do
substituinte bromo em posicao alfa, aplicou-se as mesmas condicoes
reacionais utilizadas para o (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol e (RS)-2-bromo-1-

(4-nitrofenil)etanol, conforme mostrado no Esquema 13.

)
OH o tEnzima/.?Enzima o Q)K
+ /\O)K / > ©)\ * ©/-\
rac-9a (S)-9a (R)-10a
e.e. 99 %,c=50% e.e. 99 %
E>200

Esquema 13: Resolucio cinética enzimatica do (RS)-1-(fenil)etanol utilizando a enzima imobilizada por
fisisssorcio. Condicdes reacionais: tolueno, acetato de vinila, 24 h, 32 °C, 800 rpm em themomixer®, 20 mg
de nanoparticulas magnéticas:0,21 mg de proteina.

Pode-se observar através do cromatograma da reacao de
transesterificacdo enantiosseletiva do feniletanol catalisada pela lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada por fisissorcado em nanoparticulas
magnéticas, um total consumo do alcool R (conversao de 50 %) e formacao

do éster R com 99 % de excesso enantiomeérico.
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Pode-se concluir através deste estudo que a enzima € altamente
enantiosseletiva (E>200) e que a mesma quantidade de enzima imobilizada
utilizada nos estudos anteriores, leva a uma conversao de 50 % do alcool
neste estudo. Este resultado confirma que a presenca de um atomo de
bromo ligado ao carbono alfa a hidroxila, diminui a velocidade de acetilacao.
Além disto, 0,21 mg de proteina imobilizada sao suficientes para o reacao de
transesterificacdo enantiosseletiva catalisada pela lipase de Burkholderia

cepacia durante 24 horas de reacao.
4.4.6.1 Determinac¢ao do [a]p e rendimento isolado para (R)-1-acetato de feniletila

Para o calculo de [a]p e rendimento isolado da reacadao de
transesterificacdo enantiosseletiva catalisada pela lipase de Burkholderia
cepacia imobilizada em nanoparticulas magnéticas por fisissorcao, foram
feitas 10 reacdoes nas condicoes de 0,01 mmol de (RS)-1-(feniljetanol,
tolueno, acetato de vinila durante 24 horas a 32 °C, utilizando thermomixer®
a 800 rpm. Foi feita uma separacao por coluna cromatografica do éster
formado e o alcool que nao reagiu (Esquema 11). A partir do éster puro com
rendimento de 47 % o [a]p foi medido de uma solucao contendo 10 mg desse

éster enantiomericamente puro em 1mL de cloroféormio a 25 °C obtendo-se
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+59,0° de rotacao especifica. Comparando-se o resultado obtido com o da
literatura (Ivanov e Schneider, 1997) pode-se concluir que o alcool de
configuracao absoluta R € o que reage mais rapido na reacdo de
transesterificacdo enantiosseletiva catalisada pela lipase de Burkholderia

cepacia imobilizada por fisissorcao.

4.4.7 Resolucio cinética enzimatica do (RS)-1-(4-nitrofenil)etanol utilizando a

enzima imobilizada por fisissor¢ao

O substrato (RS)-1-(4-nitrofenil)etanol foi escolhido para este estudo,
para avaliarmos a influéncia do substituinte nitro no anel aromatico,
aplicou-se as mesmas condicoes reacionais utilizadas para o (RS)-2-bromo-
1-(fenil)etanol e (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil) etanol, conforme mostrado no

Esquema 14.

X

Ve o
OH 1) tEnzima .-Enzima OH =
* /\OJ\ Za- ' O/\
O,N O,N O-N
rac-9b (S)-9b (R)-10b
e.e.99%,c=50% e.e.99 %
E>200

Esquema 14: Resolucfo cinética enzimatica do (RS)-1-(4-nitrofenil)etanol utilizando a enzima imobilizada
por fisisssor¢io. Condi¢des reacionais: tolueno, acetato de vinila, 24 h, 32 °C, 800 rpm em themomixer®,20
mg de nanoparticulas magnéticas:0,21 mg de proteina.

Pode-se observar através do cromatograma da reacao de
transesterificacdo enantiosseletiva do rac9b catalisada por lipase de

Burkholderia cepacia imobilizadas por fisissorcao em nanoparticulas

67



Lya Pantoja Rebelo Resultados e Discussdo

magnéticas um total consumo do alcool R e formacao do éster R com 99 %

de excesso enantiomérico.

4.4.7.1 Determinacao do [a]p e rendimento isolado do (R)- 1-(4-nitrofenil)acetato de

etila

Para o calculo de [a]p e rendimento isolado da reacadao de
transesterificacdo enantiosseletiva catalisada pela lipase de Burkholderia
cepacia imobilizada em nanoparticulas magnéticas por fisissorcao, foram
feitas 10 reacoes nas condicoes de 0,01 mmol de p-nitrofeniletanol, tolueno,
acetato de vinila durante 24 horas a 32 °C, utilizando thermomixer® a 800
rpm. Foi feita uma separacao por coluna cromatografica do éster formado e o
alcool que nao reagiu (Esquema 14). A partir do éster puro com rendimento
de 47 % o [a]p foi medido de uma solucdo contendo 10 mg do éster
enantiomericamente puro em 1mL de cloroformio a 25 °C obtendo-se +30,5°
de rotacao especifica. Comparando-se o resultado obtido com o da literatura
(Zhang et al., 2008) pode-se concluir que o alcool de configuracado absoluta R
€ 0 que reage mais rapido na reacao de transesterificacdo enantiosseletiva

catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia imobilizada por fisissorcao.
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4.5 Imobilizaciao por quimissor¢io

A imobilizacdo por quimissorcao € baseada na formacao de ligacao
covalente entre o grupo terminal da nanoparticula magnética e a enzima.
Esse processo pode ser realizado utilizando diferentes grupos funcionais
(Ivanov e Schneider, 1997; Zheng et al., 2003; Liu et al., 2004; Mikhaylova et
al.,, 2004; Bhushan et al.,, 2007; Hong et al.,, 2007). Neste trabalho foram
aplicadas 2 metodologias. Uma metodologia utilizou-se o carboxibenzaldeido
para funcionalizacdo da nanoparticula magnética e para o processo de
imobilizacao utilizou-se EDC para proporcionar a formacao da ligacao
covalente entre a enzima e o grupo terminal da nanoparticula magnética.
Outra metodologia utilizada foi com o glutaraldeido para o processo de
funcionalizacao das nanoparticulas magnéticas, assim como no processo de
imobilizacao.

Os objetivos deste estudo foram imobilizar a enzima através da
formacao de uma ligacdo covalente, obter uma maior quantidade de enzima
imobilizada e maior estabilidade da lipase imobilizada durante a reciclagem.

As mesmas condicoes reacionais utilizadas para a reacao de
transesterificacado enantiosseletiva catalisada pela lipase de Burkholderia
cepacia através da imobilizacdo por fisissorcao foram aplicadas para este

estudo utilizando a enzima imobilizada por quimissorcao nos 2 métodos.
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4.5.1 Funcionalizacio das nanoparticulas magnéticas com grupo terminal amino
com o carboxibenzaldeido e a imobilizacio da lipase de Burkholderia

cepacia

A primeira etapa a ser desenvolvida para imobilizar a enzima
covalentemente foi a modificacao da superficie da nanoparticula magnética.
Esta etapa consistiu no uso do carboxibenzaldeido para ligar o grupo amino
terminal ao grupo carbonila do aldeido e deixar o grupo carboxila livre para a
sequencia reacional. A literatura (Hong et al., 2007) (Johnson et al.,, 2008)
apresenta diferentes moléculas para realizar este processo, a molécula
escolhida para este trabalho foi o carboxibenzaldeido disponivel
comercialmente.

A reacao de modificacdo da superficie da nanoparticula magnética foi
realizada conforme o Esquema 15. O carboxibenzaldeido possui de um lado
um acido carboxilico e de outro um aldeido, a formacao do grupo imina se da
entre o grupo aldeido com o grupo amino terminal da nanoparticula
magnética. Essa etapa €& realizada a 0 °C utilizando TBME e etanol na
proporcao de 1:1 como solvente da reacdo. Apos obtermos esse produto é
feita a reducao da dupla ligacao da imina para evitar sua hidrélise em
solucao tampao. A reducao foi feita com acido benzoéico e borohidreto de
sodio que foram macerados durante 1 hora. Para a reacao final de ligacao do
grupo amino da lipase com a nanoparticula magnética modificada, fez-se se

necessaria a presenca de um agente ativante, o EDC.
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(0]
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Esquema 15: Funcionalizacdo da nanoparticula magnética funcionalizada com o grupo amino para o
grupo carboxilico e subseqiiente processo de imobilizacio da enzima por ativacdo com EDC.

Apos preparacao do complexo nanoparticula magnética funcionalizada
com carboxibenzaldeido e a enzima fez-se a quantificacdo através do método
de Bradford da enzima imobilizada. Para 20 mg de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas com o carboxibenzaldeido tem-se 0,26 mg de

proteina imobilizada.
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Além disto, este complexo foi analisado por microscopia de forca
atomica suportadas em mica. Estes experimentos foram realizados em
colaboracao com o Prof. Dr. Henrique Eisi Toma do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo.

Analisando a imagem de topografia (Figura 14) nota-se que tudo que
aparece mais claro (bege) esta na altura entre 220-230 nm é referente as
nanoparticulas magnéticas e enzima pelo fato de estarem agregadas. O que
esta mais escuro (marrom) € a mica que foi o suporte utilizado para fazer a
imagem. Ha ainda uma terceira coloracao intermediaria (marrom claro) que é

provavelmente a enzima imobilizada.

opm 5 10 15

230 nm

A0 nm

Figura 14: Microscopia de forca atdmica utilizando imagem de topografia do complexo nanoparticula-
magnética funcionalizada com carboxibenzaldeido e enzima.

Visando analisar as diferentes coloracoes, foi feita uma imagem de

contraste de fase, onde mostra quantas fases diferentes existem na mica.
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Pode-se observar na Figura 15, 3 diferentes coloracoes. Uma referente
a mica (~ 4 V), outra referente a enzima imobilizada (~ 4,5 V) e a mais clara e

mais alta (~ 3,3 V) referente as nanoparticulas magnéticas.

oum 5 10 15

Figura 15: Microscopia de for¢a atomica utilizando imagem de contraste de fase do complexo
nanoparticula-magnética funcionalizada com carboxibenzaldeido e enzima.

Pode-se concluir ainda, que as nanoparticulas magnéticas estao
agregadas pelo fato de estarem atraidas umas as outras, mesmo assim elas
mantém sua escala em nandmetros.

Utilizando a mesma amostra das imagens acima, fez-se uma imagem
de microscopia de forca magnética, este tipo de microscopia mostra tudo que
esta magnético na mica. Observa-se através da Figura 16, a coloracdao em
preto € magnética, assim comparando essa imagem com as outras imagens
pode-se concluir que a enzima esta imobilizada nas nanoparticulas

magneéticas.
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0106 Y

=0 A0SV

Figura 16: Microscopia de forca atomica utilizando ponta magnética do complexo nanoparticula-
magnética funcionalizada com carboxibenzaldeido e enzima.

A analise conjunta dessas 3 imagens foi uma importante ferramenta
para o método de imobilizacao por quimissorcdo, para avaliarmos o
comportamento tanto da enzima quanto da nanoparticula magnética

funcionalizada.
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4.5.1.1 Resolucao cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol utilizando a

enzima imobilizada através do carboxibenzaldeido

Diante dos resultados obtidos no estudo de imobilizacado por
fisissorcao e tendo estabelecido um processo eficiente de imobilizacao da
enzima covalentemente com a nanoparticula magnética funcionalizada com
carboxibenzaldeido, iniciaram-se os estudos aplicando a lipase de
Burkholderia  cepacia imobilizada covalentemente na reacdao de
transesterificacao enantiosseletiva do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol.

As condicoes reacionais utilizadas foram de 0,01 mmol do substrato,
diferentes solventes (TBME e tolueno) e tempo reacional (5 e 24 horas). A
reacao foi conduzida em thermomixer® a 800 rpm e 32 °C. Os resultados

obtidos encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5: Resolucdo cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol mediada pela lipase de B. cepacia
imobilizada por carboxibenzaldeido em nanoparticula magnética

OH e OH

O
0 Enzima @Enzima C_))J\
Br )J\ Br : Br
+ /\O + ©/\/

Solvente, conc. do substrato

rac-3a (R)-3a (S)4a

Solvente rac-3a e.e.? (%) Cb?;‘),

(mL) t (h) (mmol) (R)-3a (S)-4a ° E
1 TBME 5 0,01 8 99 8 >200
2 TBME 24 0,01 10 99 10 >200
3 Tolueno 5 0,01 11 99 10 >200
4  Tolueno 24 0,01 15 99 13 >200

Condigdes reacionais: 32°C; 30 uL de acetato de vinila; 20 mg de NapMg:0,26 mg de proteina; 800 rpm, thermomixer, 1 mL de
solvente. 2e.e. determinado por CG; PC=e.e.S/(e.e.S+e.e.P), °E=In{[e.e.P(1-e.e.S))/(e.e.P+e.e.S)}/In{[e.e.P(1+e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}

Nesse estudo, a conversao do alcool rac-3a variou entre 8-13 %. O
melhor solvente foi o tolueno, apresentando conversoes entre 10-13 %,

enquanto que o TBME apresentou uma variacao entre 8-10%. A melhor
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condicao reacional que levou a uma maior conversao (13 %) foi com 24 horas

de reacao em tolueno (linha 4, Tabela 5).

4.5.1.2 Resolucao cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol utilizando

a enzima imobilizada através do carboxibenzaldeido

As mesmas condicoes reacionais utilizadas para o (RS)-2-bromo-1-
feniletanol foram aplicadas para o (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil) etanol

conforme mostrado no Esquema 16.

(0]

OH ) OH o
Br )OJ\ tEnzima/A.'Enzima Br+ Br
+ 20 o
O,N O:N O,N

rac-3b 3b 2 4b

OH 0]
+
ON 9% O;N 11b
(0]

N

O:N 10b

Esquema 16: Resolucio cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil) etanol utilizando a enzima
imobilizada por quimissorcio com carboxibenzaldeido. Condi¢des reacionais: tolueno, acetato de vinila,
24 h, 32 °C, 800 rpm em themomixer®, 20 mg de nanoparticulas magnéticas:0,26 mg de proteina.

Os resultados obtidos para este estudo mantiveram o mesmo perfil
encontrado na imobilizacao por fisissorcao. Houve um pequeno aumento de
conversao de 8 % para 11 %. Isso se deve pelo fato de ter-se mais enzima

imobilizada pelo método por quimissorcao. Maior quantidade de enzima leva
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a um aumento da conversao na reacao de transesterificacdo enantiosseletiva

catalisada por lipase.

4.5.1.3 Resolucio cinética enzimatica do (RS)-1-(fenil)etanol utilizando a enzima

imobilizada através do carboxibenzaldeido

Neste estudo, os resultados obtidos foram idénticos aos resultados

obtidos com a enzima imobilizada por fisissorcao.

0]
OH o tEnzima;?Enzima oH (:))K
b A o o
rac-9a (S)-9a (R)-10a
e.e. 99 %, c =50 % e.e. 99 %
E>200

Esquema 17: Resolucdo cinética enzimatica do (RS)-1-(fenil)etanol utilizando a enzima imobilizada por
quimissorcdo com carboxibenzaldeido. Condicdes reacionais: tolueno, acetato de vinila, 24 h, 32 °C, 800
rpm em themomixer®, 20 mg de nanoparticulas magnéticas:0,26 mg de proteina.

Os resultados tanto para o processo utilizando a enzima imobilizada
por fisissorcao e quimissorcao, sao excelentes, pois se obteve conversao de
S50 % do alcool rac9a e formacao do éster (R)-10a com 99 % de excesso
enantiomérico. Pode-se concluir que a faixa de 0,21-0,26 mg de enzima
imobilizada sdo suficientes para que ocorra a conversao completa do alcool
(R)-9a em seu éster (R)-10a para ambos processos de imobilizacao. O E>200

indica alta enantiosseletividade da enzima no processo.
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4.5.1.4 Resolucao cinética enzimatica do (RS)-1-(4-nitrofenil)etanol utilizando a enzima

imobilizada através do carboxibenzaldeido

Neste estudo, os resultados obtidos foram idénticos aos resultados
obtidos com a enzima imobilizada por fisissorcao.

OH

(0]
Ve PN
0 (Enzima .-Enzima OH
0y o = oy e O
O,N O,N O2N
rac-9b

(S)-9b

QO

(R)-10b
e.e.99%,c=50%

e.e. 99 %
E>200
Esquema 18: Resolucio cinética enzimatica do (RS)-1-(4-nitrofenil)etanol utilizando a enzima imobilizada

por quimissor¢cio com carboxibenzaldeido. Condicdes reacionais: tolueno, acetato de vinila, 24 h, 32 °C,
800 rpm em themomixer®, 20 mg de nanoparticulas magnéticas:0,26 mg de proteina.

Os resultados obtidos vém corroborar que a enzima imobilizada em

nanoparticulas magnéticas € altamente enantiosseletiva (E>200) e apresenta

excelentes resultados na transesterificacdo do alcool rac-9b.

4.5.2 Funcionalizacdo com o glutaraldeido e imobilizacio da lipase de

Burkholderia cepacia ativada por glutaraldeido

Outra metodologia de imobilizacao escolhida e utilizada neste trabalho

foi através do glutaraldeido, devido suas propriedades bifuncionais e pelos

bons resultados reportados na literatura (Hung et al.,, 2003; Liu et al., 2004,

Fernandez-Lorente et al., 2006; Palomo et al., 2007; Hara et al., 2008).

Inicialmente 20 mg de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas

com amino foram colocadas em contato com 25 uL de glutaraldeido 25 %

(v/v) em agua durante 2 horas, 25°C e 800 rpm em thermomixer®. Existem
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varios procedimentos experimentais relatados em literatura (Bayramoglu e
Arica, 2008; Bayramoglu et al, 2008) com diferentes concentracoes de
glutaraldeido, tempo reacional e temperatura. A metodologia adotada neste
trabalho utilizou de temperatura ambiente e sem adicao de solvente organico
e a obtencdo da nanoparticula magnética funcionalizada com aldeido foi
possivel com apenas 2 horas de reacao (Esquema 19).

ool § 8 _men N\ i
i INF N °C. y NS WJ\
O/SI NH; + H H 800 rpm, thermomixer ?S' N H
(0]

O

o 0
@ ()\—Si/V\NWLH ' HoN—Enzima
g

\ 1h, 32 °C, 800 rpm, thermomixer

O
@ O\—Si/\/\NWN\Enzima
o/

Esquema 19: Modificacio da nanoparticula magnética funcionalizada com o grupo amino utilizando
glutaraldeido 25 % (v/v) e imobilizacao da lipase de Burkholderia cepacia por quimissorcio.

Logo apds a reacdo do grupo amino terminal da nanoparticula
magnética com glutaraldeido levando a uma imina e um aldeido, foi
realizado o processo de imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia
(Esquema 19). Apdés a preparacao do complexo nanoparticula magnética
funcionalizada com glutaraldeido e a enzima imobilizada foi feita a
quantificacdo através do método de Bradford da enzima imobilizada, tendo
como resultado 0,28 mg de proteina imobilizada em 20 mg de

nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com o glutaraldeido.
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Além disto, este complexo foi analisado por microscopia de forca
atomica suportada em mica. Estes experimentos foram realizados em
colaboracao com o Prof. Dr. Henrique Eisi Toma do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo.

Os resultados obtidos encontram-se nas imagens abaixo e se aplica as
mesmas explicacoes e mesmos resultados para o complexo nanoparticula

magnética funcionalizada com carboxibenzaldeido e a enzima imobilizada.

Imagem de topografia Imagem de contraste de fase
0,0 um 50 0,0 ym 50

0.0 39V

07V

Imagem de fase por microscopia de forca magnética (MFM)

Figura 17: Microscopia de forca atémica e magnética para o complexo nanoparticula magnética
funcionalizada com glutaraldeido e a enzima imobilizada.

A analise conjunta dessas 3 imagens foi uma importante ferramenta
para o método de imobilizacao por quimissorcdo, para avaliar-se o
comportamento e tamanho do complexo enzima e nanoparticula magnética

funcionalizada.

80



Lya Pantoja Rebelo Resultados e Discussdo

4.5.2.1 Resolucao cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol utilizando a

enzima imobilizada através do glutaraldeido

Diante dos resultados obtidos no estudo de imobilizacao por
fisissorcao, quimissorcao através do carboxibenzaldeido e tendo estabelecido
um processo eficiente de imobilizacao da enzima covalentemente com a
nanoparticula magnética funcionalizada com glutaraldeido, iniciaram-se os
estudos aplicando a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada
covalentemente na reacao de transesterificacao enantiosseletiva do (RS)-2-
bromo-1-(fenil)etanol.

As condicoes reacionais utilizadas foram de 0,01 mmol do substrato,
diferentes solventes (TBME e tolueno) e tempo reacional (5 e 24 horas). A
reacdo foi conduzida em thermomixer® a 800 rpm e 32 °C. Os resultados

obtidos encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6: Resolucdo cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol mediada pela lipase de B. cepacia
imobilizada por glutaraldeido em nanoparticula

OH 2 OH

%,

e) Enzima Enzima
Br )J\ ! ! Br . Br
* /\O Solvente, conc. do substrato
rac-3a (R)-3a (S)-4a
Solvente rac-3a e.e. (%) i?«;},
(mL) t (h) (mmol) (R)-3a (S)-4a K E°
1 TBME 5 0,01 9 99 8 >200
2 TBME 24 0,01 29 99 22 >200
3 Tolueno 5 0,01 7 99 8 >200
4  Tolueno 24 0,01 25 99 20 >200

Condigdes reacionais: 32°C; 30 uL de acetato de vinila; 20 mg de NapMg:0,28 mg de proteina; 800 rpm, thermomixer, 1 mL de
solvente. 2e.e. determinado por CG; "C=e.e.S/(e.e.S+e.e.P), cE=In{[e.e.P(1-e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}/ In{[e.e.P(1+e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}

Nesse estudo, a conversao do alcool rac-3a variou entre 8-22 %. O
melhor solvente foi o TBME (linhas 1 e 2, Tabela 6), apresentando
conversoes entre 8-22 %, enquanto que o tolueno (linhas 3 e 4, Tabela 6)
apresentou uma variacdo muito pequena quando comparada aos resultados
obtidos com TBME ficando entre 8-20%. A melhor condicao reacional levou a
uma conversao de 22 % em 24 horas de reacao em TBME (linha 2, Tabela 6).
E 20 % de conversao quando utilizado tolueno como solvente (linha 4, Tabela
0).

Comparando com os outros estudos realizados neste trabalho, a
reacao de transesterificacdo enantiosseletiva catalisada pela lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada em nanoparticula magnética através do
glutaraldeido foi o melhor resultado obtido nas condi¢cées reacionais
aplicadas. Pode-se concluir que um pequeno aumento na quantidade de

enzima imobilizada levou a um aumento de conversao para este substrato.
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4.5.2.2 Resolucao cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol utilizando

a enzima imobilizada através do glutaraldeido

Neste estudo, os resultados obtidos foram idénticos aos resultados

obtidos com a enzima imobilizada por fisissor¢cao e quimissorcao utilizando

carboxibenzaldeido.
(e}
OH ) OH o J
Br )OJ\ tEnzima .'Enzima Br . Br
+ 20 / .
O,N O:N O,N
rac-3b 3b 2 4b
OH 0]
+
ON 9% O;N 11b
(0]

O:N 10b

Esquema 20: Resolu¢do cinética enzimatica do (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol utilizando a enzima
imobilizada por quimissorcio com glutaraldeido. Condicdes reacionais: tolueno, acetato de vinila, 24 h, 32
°C, 800 rpm em themomixer®, 20 mg de nanoparticulas magnéticas:0,28 mg de proteina.
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4.5.2.3 Resolucao cinética enzimatica do (RS)-1-(fenil)etanol utilizando a enzima

imobilizada através do glutaraldeido

Neste estudo, os resultados obtidos foram idénticos aos resultados

obtidos com a enzima imobilizada por fisissorcao e quimissorcao utilizando

carboxibenzaldeido.
/7 0]
OH o tEnzima @cnzima oH (:))K
. S ; -
rac-9a (S)-9a (R)-10a
e.e. 99 %,c=50% e.e.99 %

E>200

Esquema 21: Resolucdo cinética enzimatica do (RS)-1-(fenil)etanol utilizando a enzima imobilizada por
quimissorcio com glutaraldeido. Condigoes reacionais: tolueno, acetato de vinila, 24 h, 32 °C, 800 rpm em
themomixer®, 20 mg de nanoparticulas magnéticas:0,28 mg de proteina.

Pode-se concluir que houve um total consumo o alcool de configuracao
absoluta R (conversao 50 %), sendo este o que reage mais rapido na reacao
de transesterificacao enantiosseletiva catalisada pela lipase de Burkholderia
cepacia imobilizada através do glutaraldeido e formacao do éster R com 99 %

de excesso enantiomérico.

4.5.2.4 Resolucao cinética enzimatica do (RS)-1-(4-nitrofenil)etanol utilizando a enzima

imobilizada através do glutaraldeido

Neste estudo, os resultados obtidos foram idénticos aos resultados
obtidos com a enzima imobilizada por fisissor¢cao e quimissorcao utilizando

carboxibenzaldeido.
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(0]
Ve oJ\
OH 1) tEnzima .-Enzima OH =
+ /\OJ\ - ' O/\
O,N O,N ON
rac-9b (S)-9b (R)-10b
e.e.99%,c=50% e.e. 99 %
E>200

Esquema 22: Resolucéo cinética enzimatica do (RS) -1-(4-nitrofenil)etanol utilizando a enzima imobilizada
por quimissorc¢io com glutaraldeido. Condicdes reacionais: tolueno, acetato de vinila, 24 h, 32 °C, 800 rpm
em themomixer®, 20 mg de nanoparticulas magnéticas:0,28 mg de proteina.

Pode-se concluir que houve um total consumo o alcool de configuracao
absoluta R (conversdao 50 %) e formacao do éster R com 99 % de excesso

enantiomeérico.

4.5.2.5 Resolucao cinética enzimatica do (RS)-1-(fenil)-1,2-etanodiol utilizando a

enzima imobilizada através do glutaraldeido

1,2-Didis sao importantes precursores e intermediarios para uma
variedade de aplicacoes sintéticas (Kamal e Chouhan, 2004) e esta
funcionalidade € encontrada em um grande numero de intermediarios de
farmacos, como a fluoxetina, aegelina e tembamida. O desenvolvimento de
metodologias para a preparacao de 1,2-didis enantiomericamente puros € de
interesse consideravel.

Diante dos resultados obtidos no estudo de imobilizacado por
fisissorcao, quimissorcao através do carboxibenzaldeido e tendo estabelecido
um processo eficiente de imobilizacao da enzima covalentemente com a
nanoparticula magnética funcionalizada com glutaraldeido, iniciaram-se os

estudos de aplicacdo da lipase de Burkholderia cepacia imobilizada
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covalentemente por glutaraldeido na reacdo de transesterificacao
enantiosseletiva do (RS)-1-(fenil)-1,2-etanodiol.

Utilizando as melhores condicdoes encontradas até o momento utilizou-
se 0,01 mmol do substrato em tolueno. A reacdo foi conduzida em
thermomixer® a 800 rpm, 32 °C, durante 24 horas e pode ser demonstrada
conforme Esquema 23.

A literatura (Lemke et al.,, 1996; Kamal e Chouhan, (2004) reporta que
usando a lipase de Burkholderia cepacia nao imobilizada geralmente a
reacdo leva de 30-140 horas em uma variedade de solventes organicos. E
interessante observar que esta lipase imobilizada em nanoparticulas
magnéticas possui alta enantiosseletividade e tempo de reacao

significativamente menor.

o)
OH Ve OH J
OH 0] Enzima @Enzima (@) + 0
L / T 0
+ 20 > 0 \ﬂ/
o)
rac-12b 8a 7a
K,CO3/MeOH K,CO3/MeOH
H,0, 6h H,0, 6h
OH OH
OH A__OH
(R) (S)
e.e 68 % ee 92 %
(R)12b (S)12b

Esquema 23: Resolug¢do cinética enzimatica do (RS)-1-(fenil)-1,2-etanodiol utilizando a enzima
imobilizada por quimissorcio com glutaraldeido. Condicdes reacionais: tolueno, acetato de vinila, 24 h, 32
°C, 800 rpm em themomixer®, 20 mg de nanoparticulas magnéticas:0,28 mg de proteina.

A reacao de monoacetilacdo ocorre rapidamente no grupo hidroxila
primario para levar ao monoacetato 8a (Esquema 23). Mais tarde, a

formacao do diacetato 7a enantiosseletivamente foi observado, ainda como
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produto majoritario. Apos separacao de 8a e 7a por coluna cromatografica,
fez a hidrolise dos acetatos 8a e 7a, utilizando carbonato de potassio,
metanol em agua durante 6 horas para levar aos didis (R)-12b e (5)-12b
enantiomericamente puros. A configuracdao absoluta foi resolvida para os
diois, utilizando a comparacao dos dados obtidos por CLAE do diol racémico
com os dados da literatura (Lemke et al., 1996). Tendo como resultado 68 %
de excesso enantiomérico do (R)-diol e 92 % de excesso enantiomérico para o
(S)-diol. Pode-se concluir que o diol de configuracao absoluta S € o que reage
mais rapidamente na reacao de transesterificacao enantiosseletiva catalisada

pela lipase de Burkholderia cepacia imobilizada por quimissorcao.
4.6 Comparacio entre a enzima imobilizada e a enzima livre

Nos estudos realizados até o momento, pode-se concluir que a
quantidade de enzima imobilizada variou entre 0,21-0,28 mg. E que nesta
faixa nos diferentes tipos de imobilizacao, esta quantidade de proteina foi o
suficiente para levar a total conversao dos alcodis (RS)-1-(fenil)etanol e (RS)-
1-(4-nitrofeniljetanol em seus respectivos ésteres. No caso do (RS)-2-bromo-
1-(fenil)etanol observou-se como melhor conversao 22 % quando se utilizou
imobilizacdo quimica através do glutaraldeido. Com base nestes resultados,
foi estudada a reacao de transesterificacdo enantiosseletiva para esses
alcodis, utilizando a lipase de Burkholderia cepacia nao imobilizada. Para
isto, preparou-se a solucao da lipase de Burkholderia cepacia de
concentracao de 0,55 mg/mL originada de 100 mg da lipase comercial em 1
mL de solucdo tampao fosfato 100 mM (pH = 7). Recolheu-se o
sobrenadante, congelou-se a -80°C e liofilizou-se por 24 horas. Como
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resultado foram obtidos 16 mg da lipase de Burkholderia cepacia que foram
colocadas para a reacao de transesterificacdo enantiosseletiva nas mesmas
condicoes reacionais dos estudos realizados com a enzima imobilizada. Os
resultados obtidos para o (RS)-2-bromo-1-(feniljetanol encontram-se

resumidos na Tabela 7.

Tabela 7: Resolucio cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol mediada pela solucdo enzimatica lipase de B.
cepacia liofilizada

o]

OH OH o

(0]
Br Enzima livre Br Br
+ /\O)J\ —_— +

rac-3a 3a 4a
0,
Solvente rac-3a e.e. (%) i?«;},
(mL) t (h) (mmol) 3a 4a ° E°
1 TBME 5 0,01 2 30 2 <200
2 TBME 24 0,01 3 45 6 <200
3 Tolueno 5 0,01 10 70 9 <200
4  Tolueno 24 0,01 20 78 25 <200

Condigdes reacionais: 32°C; 30 uL de acetato de vinila; 800 rpm, thermomixer, 1 mL de solvente. 2e.e. determinado por CG;
bC=e.e.Sl(e.e.S+e.e.P), E¢={In[e.e.P(1-e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}/ {In[e.e.P(1+e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S).

Pode-se observar na linha 4 uma conversao de 25 %, mas com perda
de enantiosseletividade. O éster foi obtido com 78 % de excesso
enantiomérico quando utilizado tolueno como solvente em 24 horas de
reacao. A reacao de transesterificacdo enantiosseletiva com a enzima livre
utilizando TBME ocorreu conversoes variando entre 2-25 % e excesso
enantiomérico do éster 4a variando entre 30-45 % (linhas 1 e 2, Tabela 7).

A imobilizacdo proporciona uma maior rigidez a enzima, deste modo
nao ha variacoes conformacionais com diferentes solventes organicos. Sabe-
se que uma alteracdo na conformacdo da enzima pode diminuir sua

atividade, levando a baixas conversoes e perda de enantiosseletividade.
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Para o (RS)-1-(fenil)etanol repetiu-se o mesmo processo utilizado para
0 (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol. A partir de 0,01 mmol do substrato, 1 mL de
tolueno, 24 horas, 32 °C, 800 rpm em thermomixer® utilizando 16 mg de
enzima liofilizada.

Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos
utilizando a enzima imobilizada. Na Figura 18 ha a comparacao dos
cromatogramas obtidos nas reacoes de transesterificacdo enantiosseletiva
com a lipase imobilizada para o (RS)-1-(feniljetanol e com a lipase livre. O
primeiro cromatograma obtido da reagcdo com a enzima imobilizada pelos 3
meétodos, apresenta uma total conversdao do alcool (50 %) em seu éster
correspondente com 99 % de excesso enantiomérico. O segundo
cromatograma apresenta uma diminuicdo da conversao (45 %), mas para

este substrato o éster se mantém com 99 % de excesso enantiomeérico.

o)

OH
o)k

- (s)
®

5

Ji\ A

OH
(S

Figura 18: Comparacio entre o cromatograma obtido em CG da reacio de transterificacio catalisada
pela lipase de B.cepacia imobilizada em nanoparticulas magnéticas e a enzima livre
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Na Figura 19 ha a comparacao dos cromatogramas obtidos nas
reacoes de transesterificacdo enantiosseletiva com a lipase imobilizada para
0 (RS)-1-(4-nitrofeniljetanol e com a lipase livre. O primeiro cromatograma
obtido da reacdo com a enzima imobilizada pelos 3 métodos, apresenta uma
total conversao do (R)-alcool (50 %) em seu (R)-éster correspondente com 99
% de excesso enantiomérico. O segundo cromatograma (enzima livre)
apresenta uma diminuicdo da conversao (42 %), mas para este substrato o

éster se mantém com 99 % de excesso enantiomeérico.
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Figura 19: Comparacio entre o cromatograma obtido em CG da reacdo de transesterificaciio catalisada
pela lipase de B. cepacia imobilizada em nanoparticulas magnéticas e a enzima livre
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4.7 Estudo da influéncia de diferentes acilantes, temperaturas e tempos

reacionais para a resolucio cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol

Visando a melhoria nos resultados de conversao para a reacao de
transesterificacdo enantiosseletiva do (RS)-2-bromo-1-(fenil)jetanol, avaliou-
se diferentes parametros que influenciam na resolucao cinética enzimatica.
Os parametros estudados foram o agente acetilante, a temperatura, o tempo
reacional, utilizando TBME e tolueno como solventes. A quantidade de
biocatalisador e sua proporcao com o suporte (nanoparticulas magnéticas),
assim como a quantidade de substrato a ser utilizada foram estabelecidos
para cada tipo de imobilizacao, conforme estudos anteriores mostrados neste
trabalho. Sabe-se que a velocidade de reacao é afetada com a variacdo das
concentracoes dos reagentes. Em contraste com as esterases, que
apresentam atividades de Michaelis-Menten normal, ou seja, a atividade da
enzima aumenta conforme a concentracao do substrato aumenta, chegando
até um limite de saturacao; as lipases ndo apresentam atividades enquanto
seus substratos estdo em uma concentracdao abaixo da ideal. Contudo,
quando a concentracdo do substrato esta proxima ou ultrapassa o seu limite
de solubilidade, ocorre um rapido aumento na atividade. A razao pela qual
uma lipase nao hidrolisa substratos que estejam abaixo de uma
concentracdo minima (chamada concentracao micelar critica, CMC) e
somente em concentracoes acima desta € chamada de ativacao interfacial
(Ferrato et al., 1997). Dessa maneira, a concentracao do substrato afeta a
cinética de reacoes enzimaticas e, consequentemente, pode modificar a

enantiosseletividade e a conversao do processo (Sarda e Desnuelle, 1958).
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Portanto, investigou-se a melhoria da reacdao de resolucao cinética
enzimatica para o (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol utilizando 0,01 mmol deste
alcool e 20 mg de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas usando os 3
tipos de imobilizacao com quantidade de biocatalisador de 0,21 mg para
fisissorcao, 0,23 mg para quimissorcao através do carboxibenzaldeido e 0,26
mg para quimissorcao através do glutaraldeido. Os resultados para esses

estudos estao explicados detalhadamente nos itens abaixo.

4.7.1 Estudo do efeito do agente acilante na resolucio cinética do (RS)-2-bromo-
1-(fenil)etanol utilizando a lipase de B. cepacia imobilizada em

nanoparticulas magnéticas

A natureza do acilante exerce uma grande influéncia na conversao e
enantiosseletividade do processo de RCE (Zarevucka et al, 1995).
Normalmente sao empregados ésteres vinilicos como doadores de acetila
para reacoes de resolucao cinética enzimatica de alcoodis. Neste caso o enol
formado apos acilacao do residuo da serina € rapidamente transformado em
seu tautomero (acetaldeido), que é mais estavel. Essa estratégia desloca o
equilibrio da reacao na direcao dos produtos, pois impede que uma possivel
competicao nucleofilica do alcool formado (enol-acetaldeido) nesta etapa e o
substrato com o intermediario acil-enzima. Quando se utiliza o acetato de
isoprenila, o enol formado é rapidamente transformado em acetona e quando
se utiliza o acetato de etila, o enol formado é transformado em etanol.

Neste trabalho, todos os agentes acilantes utilizados sao doadores de
acetila (acetato de vinila, acetato de isoprenila e acetato de etila). Essa
escolha se deve a relatos da literatura (Ivanov e Schneider, 1997; Zheng et
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al., 2003; Hara et al., 2008; Zhang et al., 2008) que mostram uma melhor
conversao na reacao de transesterificacdo enantiosseletiva quando estes
agentes acilantes sao utilizados.

Pode-se observar na Tabela 8 (linha 3) quando utilizado acetato de
etila em TBME, nao ha conversdao, enquanto na linha 1, obteve-se uma
conversao de 10 % quando utilizado acetato de vinila como doador de
acetila. Na linha 2, percebe-se uma pequena conversao de apenas 4 %

quando utilizado acetato de isoprenila.

Tabela 8: Estudo do efeito de acilantes na resolugao cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol mediada pela
lipase de B. cepacia imobilizada por fisissorcio

O
OH /7 OH
Enzima @Enzima Q)J\
Br Br . z Br
+  Acilante ©/\/
rac-3a (R)-3a (S)-4a
a (o,
. Solvente Tipo de e.e.? (%) Conv.
Acilante (mL) imobilizagao b(%) E
¢ (R)-3a (S)4a °.
Acetato de
1 vinila TBME Fisissorgédo 11 99 10 >200
Acetato de
2 isoprenila TBME Fisissor¢ao 3 99 4 >200
3  Acetato de etila TBME Fisissorgao - - - -
Acetato de
4 vinila Tolueno Fisissor¢ao 15 99 13 >200
Acetato de
5 isoprenila Tolueno Fisissorgédo 6 99 5 >200
6 Acetato de etila Tolueno Fisissorgédo - - -

Condigdes reacionais: 32°C; 24h, 0,3 mmol de acilante; 800 rpm, thermomixer, 20 mg de NapMg:0,21 mg de proteina, 1 mL de solvente.
ae.e. determinado por CG; PC=e.e.S/(e.e.S+e.e.P), E°={In[e.e.P(1-e.e.S))/(e.e.P+e.e.S)}/ {In[e.e.P(1+e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S).

Os resultados sao referentes ao mesmo tipo de imobilizacdo por
fisissorcao, tendo 0,21 mg de proteina imobilizada em 20 mg de

nanoparticulas magnéticas. O estudo do solvente pode ser observado quando
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se utilizou tolueno. Quando se utilizou TBME e acetato de vinila (Tabela 8,
linha 1) obteve-se uma conversao de 10 %, ja para o tolueno (Tabela 8, linha
4) obteve-se uma conversao de 13 %.

Pode-se concluir que para a lipase imobilizada por fisissorcao, o
tolueno como solvente e acetato de vinila como acilante da resolucao cinética
levou a um melhor resultado de conversao.

Estudos de resolucao cinética enzimatica do substrato (rac-3a),
utilizando a enzima imobilizada por quimissorcao através do glutaraldeido,

foram realizados e encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9: Estudo do efeito de acilantes na resolu¢éo cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol mediada pela
lipase de B. cepacia imobilizada por glutaraldeido em TBME e tolueno.

(0]
OH A OH
Enzima @Enzima C_))J\
Br Br . z Br
+  Acilante ©/\/
rac-3a (R)-3a (S)-4a
e.e. ? (%)
Solvente Tipo de Conv.
Acilante (mL) imobilizagao (R)-3a (S)-4a b(%) E°
Acetato de
1 vinila TBME Glutaraldeido 20 99 17 >200
Acetato de
2 isoprenila TBME Glutaraldeido 23 99 18 >200
3 Acetato de etila TBME Glutaraldeido - - -
Acetato de
4 vinila Tolueno Glutaraldeido 23 99 18 >200
Acetato de
5 isoprenila Tolueno Glutaraldeido 10 99 9 >200
6  Acetato de etila Tolueno Glutaraldeido - - -

Condigdes reacionais: 32°C; 24h, 0,3 mmol de acilante; 800 rpm, thermomixer, 20 mg de NapMg:0,26 mg de proteina, 1 mL de solvente.
ae.e. determinado por CG; "C=e.e.S/(e.e.S+e.e.P), E°={In[e.e.P(1-e.e.S))/(e.e.P+e.e.S)}/ {In[e.e.P(1+e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S).

Ao compararem-se os resultados obtidos quando se utiliza a enzima

imobilizada por quimissorcdao através do glutaraldeido (Tabela 9) com os
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resultados obtidos através da enzima imobilizada por fisissorcao (Tabela 8),
nota-se que as maiores conversoes foram obtidas quando se utilizou
glutaraldeido, isto se deve pelo fato de ter-se obtido 0,26 mg de enzima
imobilizada, enquanto que para a fisissorcao obteve-se 0,23 mg. Sabe-se que
quanto maior a quantidade de biocatalisador, maior a conversao obtida.

Na linha 1 da Tabela 9 observa-se uma conversao de 17 % para
acetato de vinila em TBME, enquanto que para o tolueno (linha 4) uma
conversao de 18 %. Quando se utilizou acetato de isoprenila em TBME (linha
5) obteve-se uma conversao de 18 % enquanto para o tolueno obteve-se uma
conversdao de 9 %, ou uma diminuicdo de 50 %, este resultado é bem
diferente do esperado.

Pode-se concluir que tolueno como solvente e acetato de vinila como
acilante  apresentaram os melhores resultados na reacdo de
transesterificacao enantiosseletiva do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol, tanto com
a enzima imobilizada por fisissorcdo quanto com a enzima imobilizada por
quimissorcao através do glutaraldeido.

Por ultimo, realizou-se a resolucao cinética enzimatica do substrato
rac-3a, utilizando a enzima imobilizada por quimissorcao através do

carboxibenzaldeido. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 10: Estudo do efeito de acilantes na resolucido cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol mediada
pela lipase de B. cepacia imobilizada por carboxibenzaldeido em TBME e tolueno.

(0]
OH 2, OH
Enzima @Enzima Q)J\
Br Br . - Br
+  Acilante ©/\/
rac-3a (R)-3a (S)-4a
e.e. ? (%)
Solvente Tipo de Conv.
Acilante (mL) imobilizagdo (R)-3a (S)-4a b(%) E°
Acetato de
1 vinila TBME Carboxibenzaldeido 15 99 16 >200
Acetato de
2 isoprenila TBME Carboxibenzaldeido 34 99 12 >200
3  Acetato de etila TBME Carboxibenzaldeido - - - -
Acetato de
4 vinila Tolueno Carboxibenzaldeido 11 99 10 >200
Acetato de
5 isoprenila Tolueno Carboxibenzaldeido 7 99 6 >200
6 Acetato de etila Tolueno Carboxibenzaldeido - - - -

Condigdes reacionais: 32°C; 24h, 0,3 mmol de acilante; 800 rpm, thermomixer, 20 mg de NapMg:0,23 mg de proteina, 1 mL de solvente.
ag.e. determinado por CG; C=e.e.S/(e.e.S+e.e.P), E°={In[e.e.P(1-e.e.S))/(e.e.P+e.e.S)}/ {In[e.e.P(1+e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S).

Utilizando o método de imobilizacao através do carboxibenzaldeido
obteve-se 0,23 mg de proteina imobilizada. Os resultados encontram-se na
faixa de conversao entre 12 e 16 % quando utilizou TBME como solvente. E
na faixa de 6-10 % quando se utilizou tolueno como solvente.

Na Tabela 10 o acetato de vinila apresentou os melhores resultados de
conversao. Quanto ao solvente, para este caso, TBME foi o melhor solvente
da reacao.

Uma analise conjunta destes resultados leva a concluir que o melhor
agente acilante para a reacao de resolucao cinética catalisada pela lipase de
Burkholderia cepacia em nanoparticulas magnéticas nos 3 tipos de
imobilizacao foi o acetato de vinila. E o melhor solvente, ambos, tolueno e

TBME deram resultados satisfatorios. Levando em conta que um parametro
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reacional a ser estudado é o aumento da temperatura, decidiu-se escolher o
tolueno como solvente na RCE utilizando a lipase imobilizada através dos 3

meétodos.

4.7.2 Estudo do efeito da temperatura na resolucio cinética do (RS)-2-bromo-1-
(fenil)etanol utilizando a lipase de B. cepacia imobilizada em

nanoparticulas magnéticas

A conformacao adquirida por uma enzima sera resultante das
interacoes existentes entre seus grupos funcionais e da sua interacao com o
meio reacional. A variacdo na temperatura pode afetar energeticamente
essas interacoes de modo a termos uma variacao na conformacao da cadeia
polipeptidica e, consequentemente, uma variacao no sitio ativo da enzima.
Uma vez que o sitio ativo da enzima sofre variacdo, a enantiosseletividade da
reacao pode ser variada. Varios estudos de RCE avaliaram a influéncia da
temperatura na reacdo, de modo a racionalizar mecanisticamente esse efeito
(Schmid e Verger, 1998). Dessa maneira, € possivel evidenciar a mudanca
conformacional da enzima através da comparacao da atividade enzimatica
com parametros fisicos-quimicos. Entretanto, no presente trabalho nao se
buscou dados mecanisticos, e sim a otimizacao do processo de RCE.

Em geral, uma elevacao de 10°C na temperatura de um sistema
duplica a velocidade das reacoes. Este enunciado € conhecido como regra de
Van't Hoff (Krug et al., 1976). Esta regra € uma aproximacao, nao podendo
ser amplamente aplicada ao comportamento dos diversos tipos de reacao

existentes.
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Sabe-se ainda que o tempo reacional € de extrema importancia ao
analisar-se uma resolucao cinética. Baseado nestas teorias e consideracoes
investigou-se a influéncia da variacao de temperatura e da variacdo do
tempo reacional na reacao de transesterificacdo enantiosseletiva do (RS)-2-
bromo-1-(fenil)etanol, utilizando a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada
em nanoparticulas magnéticas. As condicoes reacionais para esse estudo
foram determinadas nos estudos anteriores.

A Tabela 11 mostra os resultados obtidos na temperatura de 32 °C,
variando o tempo reacional em 24, 48 e 72 horas nos 3 diferentes tipos de

imobilizacao.
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Tabela 11: Estudo do efeito da temperatura (32°C) na resolucio cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol
mediada pela lipase de B. cepacia imobilizada por fisissorcio, glutaraldeido e carboxibenzaldeido

(0]

OH A OH
0 Enzima @Enzima (_))]\
Br )]\ Br > Br
+ /\O + ©/\/
rac-3a (R)-3a (S)-4a
e.e. ? (%)
Temperatura Tempo Tipo de Conv.
(°C) (h) imobilizagao (R)-3a (S)-4a b(%) Ec
1 32 24 Fisissorgéo 16 99 14 >200
2 32 48 Fisissor¢éao 23 99 19 >200
3 32 72 Fisissorgao 21 99 17 >200
4 32 24 Glutaraldeido 21 99 18 >200
5 32 48 Glutaraldeido 33 99 25 >200
6 32 72 Glutaraldeido 40 99 29 >200
7 32 24 Carboxibenzaldeido 15 99 13 >200
8 32 48 Carboxibenzaldeido 17 99 15 >200
9 32 72 Carboxibenzaldeido 16 99 14 >200

Condigdes reacionais: 30 uL de acetato de vinila; 20 mg de NapMg:0,21 mg de proteina para fisissor¢do, 20 mg de NapMg:0,26 mg de
proteina para carboxibenzaldeido, 20 mg de NapMg:0,28 mg de proteina para glutaraldeido 800 rpm, thermomixer, 1 mL de tolueno. 2e.e.
determinado por CG; PC=e.e.S/(e.e.S+e.e.P), °E=In{[e.e.P(1-e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}/In{[e.e.P(1+e.e.S))/(e.e.P+e.e.S)}

A melhor conversao (29 %) alcancada encontra-se na linha 6 (Tabela 11)
apés 72 horas de reacado. Neste caso a enzima esta imobilizada
quimicamente através do glutaraldeido. Comparando esse resultado com o
de 48 horas, onde se obteve uma conversao de 25 %, pode-se inferir que com
o aumento do tempo reacional, aumenta-se a conversao, os resultados
obtidos foram como esperado. Isto pode ser observado nas linhas 1 e 2 da

Tabela 11, utilizando fisissorcao, tem-se uma conversao de 14 % em 24
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horas e de 19 % em 48 horas. Entretanto, apos 72 horas houve uma
diminuicao de conversao (17 %).
Analisando as linhas 7 a 9 da Tabela 11, percebe-se que ndo ha uma

grande variacao de conversao (13-15 %) quando se utiliza a enzima

imobilizada por quimissorcao através do carboxibenzaldeido.

Com esse estudo conclui-se que o tempo reacional de 72 horas pode

ser excluido, deste modo os estudos avancaram na analise do aumento de

temperatura, variando o tempo reacional em 24 e 48 horas.

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos na temperatura de 42 °C,

variando o tempo reacional em 24, 48 horas nos 3 diferentes tipos de
imobilizacao.

Tabela 12: Estudo do efeito da temperatura (42°C) na resolucio cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol
OH

mediada pela lipase de B. cepacia imobilizada por fisissorcio, glutaraldeido e carboxibenzaldeido

O
/7 OH
o Enzima @Enzima Q)J\
Br )J\ Br z Br
+ g + ©/\/
rac-3a (R)-3a (S)-4a
Conv.
a (o,
Temperatura e.e. (%) b(%)
(°C) t (h) Tipo de imobilizagao (R)-3a (S)-4a
1 42 24 Fisissorgéo 51 99 34 >200
2 42 48 Fisissorgéo 16 99 14 >200
3 42 24 Glutaraldeido 22 99 18 >200
4 42 48 Glutaraldeido 38 99 26 >200
5 42 24 Carboxibenzaldeido 21 99 18 >200
6 42 48 Carboxibenzaldeido 36 99 24 >200
Condigdes reacionais: 30 uL de acetato de vinila; 20 mg de NapMg:0,21 mg de proteina para fisissorgdo, 20 mg de NapMg:0,26 mg de
proteina para carboxibenzaldeido, 20 mg de NapMg:0,28 mg de proteina para glutaraldeido 800 rpm, thermomixer, 1 mL de tolueno. 2e.e.
determinado por CG; bC=e.e.S/(e.e.S+e.e.P), °E=In{[e.e.P(1-e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}/In{[e.e.P(1+e.e.S))/(e.e.P+e.e.S)}

100



Lya Pantoja Rebelo Resultados e Discussdo

A melhor conversao (26 %) alcancada encontra-se na linha 4 (Tabela
12) em 48 horas de reacdo. Nesse caso a enzima esta imobilizada
quimicamente através do glutaraldeido. Comparando o resultado de 24
horas, encontra-se uma conversao de 18 % (linha 3, Tabela 12), neste caso o
aumento de temperatura de 32°C (linha 4, Tabela 11) para 42 °C nao
influenciou na conversao. Isto pode ser observado nas linhas 4 e 5 da Tabela
11, utilizando glutaraldeido a 32 °C tem-se uma conversao de 18 % em 24
horas e de 25 % em 48 horas. Um aumento de temperatura nao influenciou
em um aumento significativo da conversao.

Analisando as linhas 5 e 6 da Tabela 12, percebe-se que o aumento
em 10°C na temperatura influenciou a conversao, quando se utilizou a
enzima imobilizada por quimissorcao através do carboxibenzaldeido. Em 24
horas, a conversao foi obtida em 18 % e 24 % para 48 horas. Comparando
esses dados com a Tabela 11 a 32 °C, obteve-se uma variacao de 13-15 % de
conversao em 24 e 48 horas respectivamente.

Agora para a enzima imobilizada por fisissor¢cao, um aumento de 10 °C
na temperatura aumentou significativamente a conversao, obtendo-se 34 %
de conversao em 24 horas de reacao a 42 °C (linha 1, Tabela 12). Sendo que
neste mesmo tempo, a 32 °C (linha 1, Tabela 11) foram obtidos 14 % de
conversdao. Mas em 48 horas de reacao houve uma reducao da conversao,
passando para 14 %. Um aumento no tempo reacional a 42 °C, utilizando a
enzima imobilizada somente por meétodo fisico, leva a uma dessorcdao da
enzima imobilizada, levando a perda da atividade enzimatica nesta

temperatura.

101



Lya Pantoja Rebelo Resultados e Discussdo

Através destes estudos da influéncia de temperatura, pode-se concluir
que um aumento de temperatura nao leva a um aumento significativo de
conversao para glutaraldeido a 42 °C. Pode-se ainda concluir que um
aumento do tempo reacional € o parametro que mais tem influenciado no
aumento da conversao para fisissorcao e carboxibenzaldeido.

Investigando melhor o efeito da temperatura e tempo reacional,
realizou-se um aumento de temperatura para 52 °C em 24 e 48 horas.

A Tabela 13 mostra os resultados obtidos na temperatura de 52 °C,
variando o tempo reacional em 24, 48 horas nos 3 diferentes tipos de

imobilizacao.

Tabela 13: Estudo do efeito da temperatura (52°C) na resolucio cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol
mediada pela lipase de B. cepacia imobilizada por fisissorcéao, glutaraldeido e carboxibenzaldeido

(0]
OH - OH
o Enzima @Enzima Q)J\
Br J\ Br z Br
+ /\O + ©/\/
rac-3a (R)-3a (S)-4a
Temperatura e.e.” (%) (i?;;
(°C) t(h) Tipo de imobilizagao (R)-3a (S)-4a g E°

1 52 24 Fisissorgéo 14 99 12 >200
2 52 48 Fisissorgado 23 99 19 >200
3 52 24 Glutaraldeido 31 99 24 >200
4 52 48 Glutaraldeido 50 99 34 >200
5 52 24 Carboxibenzaldeido 20 99 17 >200
6 52 48 Carboxibenzaldeido 26 99 21 >200

Condicdes reacionais: 30 uL de acetato de vinila; 20 mg de NapMg:0,21 mg de proteina para fisissor¢do, 20 mg de NapMg:0,26 mg de
proteina para carboxibenzaldeido, 20 mg de NapMg:0,28 mg de proteina para glutaraldeido 800 rpm, thermomixer, 1 mL de tolueno. 2e.e.
determinado por CG; PC=e.e.S/(e.e.S+e.e.P), cE=In{[e.e.P(1-e.e.S))/(e.e.P+e.e.S)}/In{[e.e.P(1+e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}

A melhor conversao (34 %) alcancada encontra-se na linha 4 em 48
horas de reacdao quando a enzima esta imobilizada quimicamente através do
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glutaraldeido. Comparando o resultado de 24 horas, encontra-se uma
conversao de 24 % (linha 3, Tabela 13), neste caso o aumento de
temperatura de 32°C (linha 4, Tabela 11) para 52 °C influenciou nos dados
de conversao. Passando de 18 % para 24 % de conversao. Neste estudo,
pode-se concluir que um aumento de temperatura de 20 °C aumentou a
conversao.

Analisando as linhas 5 e 6 da Tabela 13, percebe-se que o aumento de
temperatura nao influenciou na diminuicao da conversao, quando se utilizou
a enzima imobilizada por quimissorcao através do carboxibenzaldeido. Em
24 horas, a conversao foi obtida em 17 % e 21 % para 48 horas.
Comparando esses dados com a Tabela 12 a 42 °C, obteve-se uma variacao
de 18-24 % de conversao em 24 e 48 horas respectivamente. Ou seja, um
aumento de temperatura no mesmo tempo reacional manteve os dados de
conversao.

Utilizando fisissorcao a 52 °C, tem-se uma conversao de 12 % em 24
horas e de 19 % em 48 horas. Um aumento de temperatura nao resultou em
um aumento significativo da conversao e sim uma significativa diminuicao
da conversao. Sendo que neste mesmo tempo, a 42 °C (linha 1, Tabela 12)
foram obtidos 34 % de conversao. Mas em 48 horas de reacdo houve uma
reducao da conversao, passando para 14 %. Um aumento da temperatura
reacional para 52 °C, utilizando a enzima imobilizada somente por método
fisico, leva a uma dessorcao da enzima imobilizada, levando a perda da
atividade enzimatica nesta temperatura.

Uma analise conjunta as tabelas, leva a concluir que a enzima

imobilizada por quimissorcao através do glutaraldeido suporta melhor o
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aumento de temperatura, isto € comprovado pelos resultados de conversao a
52 °C. Para o método de fisissorcao, a temperatura de 42 °C no tempo de 24
horas leva a uma melhor conversao, mas esta é o limite, pois aumentando o
tempo reacional ou um aumento de temperatura leva a uma queda de
conversao.

Ja para a enzima imobilizada quimicamente através do
carboxibenzaldeido em 42 e 52 °C um aumento de temperatura e aumento
da temperatura reacional, ndo levam a uma variacado significativa de

conversao.
4.8 Estocagem

Outro parametro avaliado foi a influéncia do tempo de estocagem sob
baixa temperatura na manutencao das propriedades cataliticas da lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada em nanoparticulas magnéticas através do
método de fisissorcao, este parametro avaliou a estabilidade do sistema
enzima-nanoparticula magnética. Este sistema foi armazenado em freezer
durante 30 dias a -18°C e em seguida foi medida sua atividade enzimatica
através da reacao de transesterificacao enantiosseletiva do (RS)-2-bromo-1-
(fenil)etanol.

A estocagem de catalisadores imobilizados € um parametro importante
e que, em geral, determina a viabilidade economica de processos
biocatalisados (Mateo et al., 2007; Lee et al., 2008a).

Os resultados obtidos encontram-se resumidos na Tabela 14.
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Tabela 14: Resolucio cinética do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol mediada pela lipase de B. cepacia estocada
durante 30 dias

O
OH 2 OH
o Enzima @Enzima Q)J\
Br )J\ Br Z Br
+ /\O » + ©/\/
rac-3a (R)-3a (S)-4a
rac-1 e.e.? (%) Conv."
(mmol) (%) E°
Solvente (mL) (R)-3a (S)-4a
1 TBME 0,01 10 99 11 >200
2 TBME 0,01 9 99 10 >200
3 Tolueno 0,01 18 99 14 >200
4 Tolueno 0,01 15 99 12 >200

Condigdes reacionais: 32°C; 24 h; 30 pL de acetato de vinila; 20 mg de NapMg:0,21 mg de proteina; 800 rpm, thermomixer, 1 mL
de solvente. 2e.e. determinado por CG; bC=e.e.Sl(e.e.S+e.e.P), °E=In{[e.e.P(1-e.e.S)]/(e.e.P+e.e.S)}/
In{[e.e.P(1+e.e.S))/(e.e.P+e.e.S)}

As reacoes foram realizadas em duplicata e pode-se concluir que o
processo de estocagem nao causa perda de enantiosseletividade da enzima
imobilizada por fisissorcao e nem uma significativa variacdo nos dados de
conversao e enantiosseletividade.

Ao compararem-se esses resultados com a Tabela 8, utilizando TBME
e tolueno como solventes, percebe-se que a conversao nao sofreu variacao
significativa.

Pode-se concluir que este método de imobilizacdo e estocagem mantém

a atividade da enzima apos o periodo de 30 dias de estocagem.
4.9 Reciclagem da enzima

Assim como a estocagem, a reciclagem de biocatalisadores
imobilizados € outro parametro importante que determina a viabilidade

econdmica de imobilizar enzimas. Outra vantagem € sua aplicacdo em
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industrias, visto que o maior interesse € a reducao de custos, possibilitada
através de enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas.

O Grafico 6 apresenta resumidamente os dados obtidos para o
processo de reciclagem da lipase, utilizando os 3 tipos de imobilizacao na
reacdo de transesterificacdo enantiosseletiva do (RS)-1-(fenil)etanol. Este
substrato foi escolhido, pelo fato de apresentar uma conversao de 50 % e
excesso enantiomérico do éster de 99 %, ja que em uma resolucao cinética
enzimatica, a conversao maxima € de 50 %. Com isso, pode-se avaliar a
reciclagem da lipase imobilizada, medindo sua atividade através da

resolucao cinética enzimatica, apos cada ciclo reacional.

—— 11—
v B 0B BB 0 e e e :
48 =

X 46 [ | .

o)

@ ) ~

'® B Fisissorcao, e.e. 99 % ®

g44- @ Glutaraldeido, e.e. 99 % 1

8 Carboxibenzaldeido, e.e. 99 %

42 - mn .
40 =
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Numero de ciclos (24 horas)

Griafico 6: Resultados em conversdo versus nimero de ciclos da reciclagem da lipase de Burkholderia
cepacia utilizando os 3 tipos de imobilizacio: fisissorcdo, quimissorcio com glutaraldeido e
carboxibenzaldeido.

Para o processo de fisissorcao representado pelo ponto preto, obteve-se
50 % de conversao durante 4 ciclos, para a enzima imobilizada
quimicamente através do glutaraldeido obteve-se 50 % de conversdao em 8

ciclos, enquanto para o carboxibenzaldeido obteve-se 50 % de conversao em
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S ciclos. Para todos os ciclos, o excesso enantiomérico do éster manteve-se
em 99 %.

O processo no qual a enzima ¢é imobilizada através do
carboxibenzaldeido, levou a 5 reciclos mantendo a conversao de 50 %, mas
logo em seguida houve uma queda brusca da conversao.

Para os métodos de imobilizacao no qual a enzima é imobilizada
covalentemente, houve um maior numero de ciclos quando comparado com
o método de imobilizacao por fisissorcdo. E a imobilizacao por quimissorcao
através do glutaraldeido € o melhor tipo de imobilizacao para ser utilizado no
processo de reciclagem, durante 8 ciclos, a conversao se manteve em 50 %.
Além disto, a imobilizacado através do glutaraldeido apresentou os melhores
resultados em conversao para outros substratos testados neste trabalho.

Quando a lipase esta imobilizada apenas por métodos fisicos pode
ocorrer a dessorcao desta lipase durante a reacao e repeticao do ciclo, assim

diminuindo a quantidade de biocatalisador disponivel para reacao.
4.10 Determinacao estrutural

A identificacao estrutural dos compostos quimicos 2b, 3a-b, 4a-b, 5a-
b, 6a-b, 7a-b e 8a-b foram realizadas utilizando a analise dos dados de
diferentes técnicas espectroscépicas (RMN de 'H e °C, IV, CG-EM).

Os dados de RMN de 'H e "C encontram-se nas tabelas 1 a 13 e os
respectivos espectros encontram-se nos anexos juntamente com os espectros
de IV e CG-EM.

De maneira geral, a analise espectroscopica foi realizada comparando-
se o0s espectros do material de partida com o produto da reacao,
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considerando-se apenas as mudancas significativas no espectro, assim nao é

explicado detalhadamente a atribuicao de cada deslocamento quimico.

4.10.1 Identificacdo do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol (3a)

Tabela 15: Dados de RMN * de 'H e "*C do produto (3a) em CDCl;

Posicio  § 'H (ppm), mult., J (Hz) 8 1°C
(ppm)
9 1 3,67-3,48 (m, 2H) 39,9
OH
5 AN BT 2 4.89 (dd, 1H, J= 3,4Hz, 73,7
1
P8 9Hz)
7
3 140,3
4,5,6,7 7,36-7,33 (m, 5H) 128,5;
e8 128,3;
125,9
9 2,46 (s, 1H)

2200 MHz para 'H e 50 MHz para "°C

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de 3a. O singleto (5 =
2,46 ppm) com integral para 1 hidrogénio é referente ao hidrogénio (H-9)
ligado diretamente ao oxigénio. O dubleto (6 = 4,89 ppm) com integral para 1
hidrogénio € referente ao hidrogénio ligado ao carbono assimétrico. O sinal
dos hidrogénios diastereotopicos (H-1) aparece junto e absorvem como
multipleto (6 = 3,67-3,48 ppm) com integral para 2 hidrogénios.

A analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono
mostra claramente que nao ha sinal na regiao das carbonilas entre = 160-

180 ppm.
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Na espectroscopia do infravermelho destaca-se uma banda de

deformacéao axial em 3395 cm! referente a ligacao O-H do alcool.

4.10.2 Identificacdo do Acetato de (RS) 2-bromo-1-(fenil)etila (4a)

Tabela 16: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (4a) em CDCl;

Posicao & 'H (ppm), mult. 8 1°C
(ppm)
0 1 3,65-3,59 (m, 2H) 36,6
o)sla\“’
4 2 6,01-5,94 (m, 1H) 73,6
3 Br
5 2>
3 B 137,6
67778
4,5, 6,7 7,37-7,34 (m, SH) 128,2;
e8 129,3;
125,9
9 - 171,8
10 2,13 (s, 3H) 21,0

2200 MHz para 'H e 50 MHz para "°C

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de 4a. O singleto (6=
2,13 ppm) com integral para 3 hidrogénios €& referente a metila ligada
diretamente a carbonila (C-9). O hidrogénio (H-2) ligado ao carbono
assimétrico absorve entre 6 = 6,01-5,94 ppm como um multipleto com
integral para 1 hidrogénio. O sinal dos hidrogénios diastereotopicos (H-1)
aparecem juntos e absorvem como multipleto (8 = 3,65-3,59 ppm) com
integral para 2 hidrogénios.

Através da analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de

carbono foi observado o sinal (6 = 21,0 ppm) referente a uma metila (C-10)
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desblindada pela carbonila (C-9), assim este sinal aparece em campo

magnético alto no espectro.

4.10.3 Identificacio do Acetato-2-(fenil)-2-oxo-etila (5a)

Tabela 17: Dados de RMN * de 'H e "*C do produto (5a) em CDCl;

Posicio  § 'H (ppm), mult., J (Hz) 8 1°C
(ppm)
0 1 5,34 (s, 2H) 65,9
4
3 0._.9-10
5 2™ \(f)( 2 i 192,1
6 8
7 3 B 133,8;
4e8 7,92-7,89 (m, 2H) 124,0
5.6e7 7,64-7,44 (m, 3H) 128,7;
127,6
9 B 170,3
10 2,22 (s, 3H) 20,5

2200 MHz para 'H e 50 MHz para °C

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de Sa. O singleto (5 =
5,34 ppm) com integral para 2 hidrogénios € referente ao hidrogénio ligado
ao carbono (C-2) vizinho a carbonila e ao oxigénio do éster. Os hidrogénios
(H-10) referentes a metila ligada diretamente a carbonila (C-9) do grupo
acetoxila absorvem (6 = 2,22 ppm) como um singleto com integral para 3
hidrogénios.

Através da analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de

carbono foi observado o sinal (6 = 192,1 ppm) referentes a carbonila da
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cetona (C-2) e o sinal (6 = 170,3 ppm) referente a carbonila (C-9) do grupo
acetoxila.

Na espectroscopia do infravermelho destacam-se duas bandas de
deformacao axial das carbonilas, uma da ligacdo C=0O de cetona (C-2) em

1703 cm! e outra da ligacao C-O de éster (C-9) em 1748 cm-!.

4.10.4 Identificacdo do (RS)-1-(fenil)-1,2-etanodiol (6a)

Tabela 18: Dados de RMN * de 'H e "*C do produto (6a) em CDCl;

Posicao 8 'H (ppm), mult. 8 1°C
(ppm)
9 1 3,67-3,63 (m, 2H) 68,0
OH
A3~ _OH 2 4,80-4,78 (m, 1H) 74,6
5 2> 10
677 8 3 _ 137,7
4,5,6,7 7,21-7,33 (m, 5H) 128,5;
e8 127,9;
126,0
9b 3,19 (s, 1H) _
10" 2,78 (s, 1H)

2200 MHz para 'H e 50 MHz para "°C; ® valores permutaveis

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de 6a. Os sinais
referentes aos hidrogénios ligados diretamente ao oxigénio absorvem como
um singleto com integral para 1 hidrogénio, um em & = 3,19 ppm (H-9) e o
outro em & = 2,78 ppm (H-10). Estes sinais, provavelmente sao das duas
hidroxilas do diol. O hidrogénio (H-2) ligado ao carbono assimétrico absorve

entre 6 = 4,80-4,78 ppm como um multipleto com integral para 1 hidrogénio.
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O sinal dos hidrogénios diastereotopicos (H-1) aparecem juntos e absorvem
como multipleto (8 = 3,67-3,63 ppm) com integral para 2 hidrogénios.

A analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono
mostra claramente o desaparecimento dos sinais (6 =192,1 ppm e § = 170,3
ppm) correspondentes as duas carbonilas do material de partida 5a.

Na espectroscopia do infravermelho destacam-se duas bandas de
deformacao axial de O-H uma em 3191 cm! e outra em 3059 cm-! referente
as hidroxilas do diol e duas bandas de deformacao axial de C-O de alcool,

uma em 1096 cm-! e outra em 1054 cm-!.

4.10.5 Identificacdo do Diacetato de (RS)-1-(fenil)-1,2-etano-di-ila (7a)

Tabela 19: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (7a) em CDCl,

Posicao & 'H (ppm), mult. 8 1°C
(ppm)
1 4,33-4,28 (m, 2H) 66,0
2 6,04-5,98 (m, 1H) 73,2
3 - 136,4
? 4,5,6,7 7,37-7,33 (m, 5H) 128,6:
4 O110129 10 ¢8 126,7
3
5 2
1 E/ 9" _ 169,7
6 7 8
10¢ 2,11 (s, 3H) 20,5
11° B 170,0
12¢ 2,05 (s, 3H) 20,8

2200 MHz para 'H e 50 MHz para °C; °©©valores permutaveis

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de 7a. Os sinais
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referentes as metilas ligadas diretamente as carbonilas, absorvem como um
singleto com integral para 3 hidrogénios, um em & = 2,05 ppm (H-12) e o
outro em & = 2,11 ppm (H-10). O hidrogénio (H-2) ligado ao carbono
assimétrico absorve entre 6 = 6,04-5,98 ppm como um multipleto com
integral para 1 hidrogénio.Os sinais dos hidrogénios diastereotopicos
aparecem juntos e absorvem como multipleto (8 = 4,33-4,28 ppm) com
integral para 2 hidrogénios.

A analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono
mostra claramente o aparecimento dos sinais (6 =169,7 ppm e 6 170,0 ppm)

referentes as duas carbonilas (C-9 e C-11).

4.10.6 Identificacao do Acetato de (RS)-2-(fenil)etanol (8a)

Tabela 20: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (8a) em CDCl;

Posicao 8 'H (ppm), mult. 8 °C
(ppm)
1 4,25-4,23 (m, 1H) 69,3

4,13-4,10 (m, 1H)

2 4,92-4,89 (m, 1H) 72,3
1 3 B 139,8
, o

5 N3 10719/10 4,5,6,7 7,39-7,33 (m, 5H) 128,5;
e o} e8 128,2;
126,1
9 B 171,2
10 2,08 (s, 3H) 20,8

11 2,62 (s, 1H) _

2200 MHz para 'H e 50 MHz para "°C
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Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de 8a. O hidrogénio
(H-2) ligado ao carbono assimétrico absorve entre § = 4,92-4,89 ppm como
um multipleto com integral para 1 hidrogénio. O sinal dos hidrogénios
diastereotopicos por serem vizinhos a um carbono assimétrico e estes
hidrogénios nao possuirem equivaléncia magnética, aparecem desdobrados
um entre d = 4,25-4,23 ppm e o outro entre 6 = 4,13-4,10 ppm. O singleto (5
= 2,62 ppm) com integral para 1 hidrogénio, provavelmente & referente ao
hidrogénio da hidroxila do alcool (H-11). O singleto (6 = 2,08 ppm) com
integral para 3 hidrogénios € referente aos hidrogénios (H-10) da metila
ligada diretamente a carbonila.

A analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono
13 mostra claramente o desaparecimento do sinal (5§ = 192,1 ppm)
correspondente a carbonila (C-2) do material de partida Sa.

Na espectroscopia do infravermelho destaca-se uma banda de
deformacao axial em 3443 cm-!, referente a ligacao O-H do alcool, e uma
banda de deformacao axial em 1740 cm! referente a ligacado C=0O da

carbonila e o estiramento C-O de éster em 1036 cm-!.
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4.10.7 Identificacdo do 2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanona (2b)

Tabela 21: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (2b) em CDCl,

Posi¢ao 8 'H (ppm), mult. 8 °C (ppm)
1 4,46 (s, 2H) 30,3

. 9 2 _ 189,9

5 3 2 Br
3 _ 138,4
0N~

4e8 8,19-8,16 (m, 2H) 130,1
5e7 8,38-8,33 (m, 2H) 124,1
6 150,7

2200 MHz para 'H e 50 MHz para °C

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a estrutura de 2b. Os 2
hidrogénios ligados ao carbono que contém o bromo absorvem como um
singleto em & = 4,46 ppm.

A analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono 13
mostra um sinal (8 = 30,3 ppm) referente ao carbono (C-13) que esta ligado
diretamente ao bromo. Este sinal aparece deslocado para campo magnético
mais alto, devido a alta eletronegatividade do bromo que desblinda o

carbono.
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4.10.8 Identificacao do (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol (3b)

Tabela 22: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (3b) em CDCl,

Posicao 8 'H (ppm), mult. 8 °C
(ppm)
1 3,68-3,65 (m, 1H) e 39,2

3,54-3,57 (m, 1H)

2 5,06-5,00 (m, 1H) 72,6
9
OH 3 _ 1473
5 4 3 5 Br
1 4¢8 7,61-7,57 (m, 2H) 126,9
O,N" 6 Z 8
5e¢7 8,25-8,21 (m, 2H) 123.8
6 B 153.,0
9 2,44 (s, 1H) _

2200 MHz para 'H e 50 MHz para °C

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de 3b. O singleto (6 =
2,44 ppm) com integral para 1 hidrogénio € referente ao hidrogénio ligado ao
oxigénio (H-9). O hidrogénio (H-2) ligado ao carbono assimétrico absorve
entre 6 = 5,06-5,00 ppm como um multipleto com integral para 1 hidrogénio.
O sinal dos hidrogénios diastereotopicos por serem vizinhos a um carbono
assimétrico e estes hidrogénios nao possuirem equivaléncia magnética,
aparecem desdobrados um entre 6 = 3,68-3,65 ppm e o outro entre d = 3,54-
3,57 ppm.

A partir da analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de

carbono 13 foi observado o desaparecimento do sinal (3 = 189,0 ppm)
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referente ao carbono da carbonila (C-2 em 2b) e o surgimento do sinal em d =
72,6 ppm (C-2 em 3b) referente ao carbono ligado diretamente ao alcool.

A espectroscopia no infravermelho mostra o desaparecimento de uma
banda de deformacao axial de C=0O em 1702 cm-!, referente a carbonila de
2b, e o surgimento de uma banda alargada de deformacao axial de O-H em
3546 cm'!, referente a banda de hidroxila, e uma banda de deformacao axial

de C-O de alcool em 1196 cm-!.

4.10.9 Identificacao do Acetato de (RS) 2-bromo-1-(4-nitrofenil)etila (4b)

Tabela 23: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (4b) em CDCl;

Posicao 8 'H (ppm), mult. 8 1°C
(ppm)
1 3,88-3,85 (m, 1H), 36,08

3,82-3,80 (m, 1H)

2 5,90-5,81 (m, 1H) 73,65
Q 3 _ 144,4
0)19\10
4, . 4e8 7,58-7,51 (m, 2H) 126,2
5 2

.

5¢7 8,38-8,31 (m, 2H) 125,9
ON"6>8

6 - 148,0
9 - 171,8
10 2,08 (s, 3H) 21,02

2200 MHz para 'H e 50 MHz para "°C

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de 4b. O singleto (6=
2,08 ppm) com integral para 3 hidrogénios é referente a metila ligada

diretamente a carbonila (C-9). O hidrogénio (H-2) ligado ao carbono
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assimétrico absorve entre § = 5,90-5,81 ppm como um multipleto com

integral para 1 hidrogénio. O sinal dos hidrogénios diastereotopicos por

serem vizinhos a um carbono assimétrico e estes hidrogénios nao possuirem

equivaléncia magnética, aparecem desdobrados um entre § = 3,88-3,85 ppm

e o outro entre 6 = 3,82-3,80 ppm.

Através da analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de

carbono 13 foi observado o sinal (6 = 21,2 ppm) referente a uma metila (C-

10) desblindada pela carbonila retiradora de elétrons (C-9), assim este sinal

aparece em campo magnético alto no espectro.

4.10.10 Identificacao do Acetato de 2-(4-nitrofenil)-2-oxo-etila (Sb)

Tabela 24: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (5b) em CDCl,

Posicao & 'H (ppm), mult. 8 1°C
(ppm)
1 5,35 (s, 2H) 66,0
2 B 191,1
3 _ 138,5
O
i 4, I O\”9/10 4e8 8,11-8,07 (m, 2H) 128,8
1
0 5e7 8,37-8,32 (m, 2H) 124,0
O,N" 6 - 8
6 _ 150,0
9 _ 170,2
10 2,24 (s, 3H) 20,3

2200 MHz para 'H e 50 MHz para "°C

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de Sb. O singleto (6 =

5,35 ppm) com integral para 2 hidrogénios é referente ao hidrogénio ligado
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ao carbono (C-2) vizinho a carbonila e ao oxigénio do éster. Os hidrogénios
(H-10) referentes a metila ligada diretamente a carbonila (C-9) do grupo
acetoxila absorvem (6 = 2,24 ppm) como um singleto com integral para 3
hidrogénios.

Através da analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de
carbono 13 foi observado o sinal (3 = 191,0 ppm) referentes a carbonila da
cetona (C-2) e o sinal (0 = 170,2 ppm) referente a carbonila (C-9) do grupo
acetoxila.

Na espectroscopia do infravermelho sdo destacadas duas bandas de
deformacédo axial das carbonilas, uma de cetona (C-2) em 1703 cm! e outra

de éster (C-9) em 1748 cm1.

4.10.11 Identificacao do (RS)1-(4-nitrofenil)-1,2-etanodiol (6b)

Tabela 25: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (6b) em CDCl,

Posicao 8 'H (ppm), mult. 8 °C
(ppm)
1 3,87-3,81 (m,1H), 68,2
3,68-3,59 (m, 1H)
2 4,97-4,93 (m, 1H) 74,9
3 B 148,6
9
OH 4e8 7,58-7,54 (m, 2H) 128,4
A3 OH
5 2 10 5e7 8,24-8,20 (m, 2H) 124,2
ON6 "8

7 6 _ 151,3

9 2,91 (s, 1H) _

10 2,20 (s, 1H) _

2200 MHz para 'H e 50 MHz para "°C
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Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de 6b. Os referentes
hidrogénios ligados diretamente ao oxigénio absorvem como um singleto com
integral para 1 hidrogénio, um em 6 = 2,91 ppm (H-9) e o outro em § = 2,20
ppm (H-10). Estes sinais, provavelmente sdo das duas hidroxilas do diol. O
hidrogénio (H-2) ligado ao carbono assimétrico absorve entre ¢ = 4,97-4,93
ppm como um multipleto com integral para 1 hidrogénio. O sinal dos
hidrogénios diastereotopicos por serem vizinhos a um carbono assimétrico e
estes hidrogénios nao possuirem equivaléncia magnética, aparecem
desdobrados um entre 6 = 3,87-3,81 ppm e o outro entre 6 = 3,68-3,59 ppm.

A analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono 13
mostra claramente o desaparecimento dos sinais (6 =191,0 ppm e & = 170,2
ppm) correspondentes as duas carbonilas do material de partida Sh.

Na espectroscopia do infravermelho sdo destacadas duas bandas de
deformacao axial de O-H uma em 3395 cm-! e outra em 3299 cm-!, referente
as hidroxilas do diol, e duas bandas de deformacao axial de C-O de alcool,

uma em 1093 cm-! e outra em 1067 cm-1.
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4.10.12 Identificacao do Diacetato de (RS)-1-(4-nitrofenil)-1,2-etano-di-ila (7b)

Tabela 26: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (7b) em CDCl,

Posicao 8 'H (ppm), mult. 8 °C
(ppm)
1 4,36-4,29 (m, 2H) 66,08
2 6,00-6,23 (m, 1H) 73,25
3 B 144,2
? 4e8 7,57-7,53 (m, 2H) 126,9
o1 12
4 5e7 8,26-8,22 (m, 2H) 124,7
3 O 9 10 > K b b
5 2> \ﬂ/
O,N 68 © 6 _ 147,4
2 7
9¢ B 168,9
10° 2,16 (s, 3H) 20,50
11°¢ B 170,0
12" 2,06 (s, 3H) 20,80

2200 MHz para 'H e 50 MHz para "°C; °°©valores permutaveis

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacdo de 7b. As metilas
ligadas diretamente as carbonilas, absorvem como um singleto com integral
para 3 hidrogénios, um em 6 = 2,06 ppm (H-12) e o outro em & = 2,16 ppm
(H-10). O hidrogénio (H-2) ligado ao carbono assimétrico absorve entre & =
6,00-6,23 ppm como um multipleto com integral para 1 hidrogénio. Os
sinais dos hidrogénios diastereotopicos aparecem juntos e absorvem como

multipleto (6 = 4,36-4,29 ppm) com integral para 2 hidrogénios.
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A analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono
mostra claramente o aparecimento dos sinais (6 =168,9 ppm e 6 170,0 ppm)

referentes as duas carbonilas (C-9 e C-11).

4.10.13 Identificacdo do Acetato de (RS)-2-(4-nitrofenil)-2-hidroxi-etila (8b)

Tabela 27: Dados de RMN * de 'H e *C do produto (8b) em CDCl,

Posicao 8 'H (ppm), mult. 8 1°C
(ppm)
1 4,37-4,32 (m, 1H), 68,84

4,19-4,10 (m, 1H)

2 5,12-5,06 (m, 1H) 71,6
o' 3’ B 147,7
N AN 4e8 7,61-7,53 (m, 2H) 126,9
ON"6°7 8 ° 5¢7 8,25-8,21 (m, 2H) 123,7
6" B 147,0
9 ~ 171,2
10 2,11 (s, 3H) 20,7

11 2,92 (s, 1H) _

2200 MHz para 'H e 50 MHz para °C; ® valores permutaveis

Os deslocamentos quimicos de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e suas multiplicidades indicam a formacao de 8b. O hidrogénio
(H-2) ligado ao carbono assimétrico absorve entre 6 = 5,12-5,06 ppm como
um multipleto com integral para 1 hidrogénio. O sinal dos hidrogénios
diastereotopicos por serem vizinhos a um carbono assimétrico e estes
hidrogénios nado possuirem equivaléncia magnética, aparecem desdobrados

um entre § = 4,37-4,32 ppm e o outro entre 6 = 4,19-4,10 ppm. O singleto (3

122



Lya Pantoja Rebelo Resultados e Discussdo

= 2,92 ppm) com integral para 1 hidrogénio, provavelmente & referente ao
hidrogénio da hidroxila do alcool (H-11). E o singleto (6 = 2,11 ppm) com
integral para 3 hidrogénios € referente aos hidrogénios (H-10) da metila
ligada diretamente a carbonila.

A analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono 13
mostra claramente o desaparecimento do sinal (3 = 191,0 ppm)
correspondente a carbonila (C-2) do material de partida Sh.

Na espectroscopia do infravermelho destaca-se uma banda de
deformacdo axial em 3414 cm-l, referente a ligacao O-H do alcool, e uma
banda de deformacado axial em 1740 cm! referente a carbonila e o

estiramento C-O de éster em 1098 cm-!.
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5. Conclusao

Os métodos de imobilizacao da lipase de Burkholderia cepacia foram
muito eficientes. Foi possivel imobilizar a lipase tanto pela via fisica
(fisissorcao) quanto por ligacdo covalente wusando os métodos de
funcionalizacdo com carboxibenzaldeido e glutaraldeido (quimissorcao). Foi
determinada a quantidade de proteina adsorvida nas nanoparticulas
magnéticas para as 3 metodologias. A atividade enzimatica da lipase
imobilizada foi testada na reacdo de transesterificacido enantiosseletiva de
alcodis racémicos, obtendo altos excessos enantioméricos (>99 %) e com
conversoes satisfatorias.

Para o método de imobilizacao por fisissorcao foi possivel imobilizar
0,21 mg de proteina em 20 mg de nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com o grupo amino. Enquanto para o método de
quimissorcao utilizando carboxibenzaldeido como reagente de ligacao
(suporte e enzima) foi possivel imobilizar 0,26 mg de proteina em 20 mg de
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas. Para imobilizacao utilizando
glutaraldeido a melhor relacao encontrada neste trabalho foi de 0,28 mg de
proteina por 20 mg de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas.

Os melhores parametros encontrados para a reacao de
transesterificacdo enantiosseletiva dos alcodis racémicos foram: acetato de
vinila, como agente acilante, tolueno como solvente e o agitador de
microtubos (thermomixer®) como aparelho de agitacao. Para cada método de
imobilizacao foi encontrada a melhor temperatura e tempo reacional. Para o

método de fisissorcao utilizando como substrato o (RS)-2-bromo-1-
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(fenil)etanol, a melhor temperatura foi de 42 °C durante 24 horas de reacao
com conversao de 34 %. Para quimissorcao utilizando carboxibenzaldeido, a
melhor temperatura foi de 42 °C durante 24 horas de reacdo com conversao
de 24 %. Ja para o método que se utilizou glutaraldeido a melhor
temperatura foi de 52 °C durante 48 horas de reacdo, levando a uma
conversao de 34 %. O alcool de configuracao absoluta (S)-2-bromo-1-
(fenil)etanol € o que reage mais rapido na reacdao de transesterificacao
enantiosseletiva catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia imobilizada
em nanoparticulas magnéticas nas diferentes metodologias. Utilizando como
substrato o (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofeniljetanol para os 3 meétodos de
imobilizacao nao levou a resultados satisfatérios, com a conversao variando
entre 8-11%. Para a resolucao cinética dos substratos (RS)-1-(fenil)etanol e
(RS)-1-(4-nitrofeniljetanol com a lipase imobilizada nas 3 metodologias a 32
°C e 24 horas de reacao, levaram a uma conversao de 50 % e excesso
enantiomérico de 99 % para o respectivo (R)-éster formado e o (S)-alcool.
Quando se compara os resultados de RCE do (RS)-2-bromo-1-(feniljetanol
com os (RS)-1-(fenil)etanol e (RS)-1-(4-nitrofeniljetanol pode-se observar que
o bromo influencia fortemente nos resultados de conversao na reacao de
transesterificacdo enantiosseletiva, mas nao afeta a enantiosseletividade da
reacao.

Ao utilizar-se do (RS)-1-(fenil)-1,2-etanodiol como substrato adotando
a melhor metodologia encontrada com glutaraldeido, obteve-se como
resultado 68 % de excesso enantiomérico do (R)-diol e 92 % de excesso
enantiomérico para o (S)-diol. Pode-se concluir que o diol de configuracao

absoluta S € o que reage mais rapidamente na reacdo de transesterificacao
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enantiosseletiva catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia imobilizada
por quimissorcao.

Atraveés do estudo de estocagem conclui-se que método de imobilizacao
por fisissorcao mantém a atividade da enzima apos o periodo de 30 dias de
estocagem. Quanto a reciclagem, a imobilizacdo por quimissorcao através do
glutaraldeido € o melhor tipo de imobilizacao para ser utilizado no processo
de reciclagem, durante 8 ciclos, a conversao se manteve em 50 %.

Pode-se concluir ainda que o processo de imobilizacdo aumentou a
estabilidade da enzima quando comparada a livre. Para o (RS)-2-bromo-1-
(fenil)etanol utilizando a enzima livre ocorreu wuma perda de
enantiosseletividade e diminuicao da conversao, enquanto que no caso do
(RS)-1-(fenil)etanol a conversao foi diminuida para 45 %%, mas manteve-se a
enantiosseletividade do éster formado, o mesmo ocorreu para o (RS)-1-(4-

nitrofenil)etanol levando a uma diminuicao de conversao para 42 %.
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6. Parte Experimental

6.1 Material e Métodos

Os materiais e equipamentos que foram utilizados nas analises dos

compostos sao:

ii.

1ii.

iv.

Vi.

Vii.

Viii.

1X.

Placas de cromatografia em camada delgada (folhas de
aluminio 60 Fas4 Merck).

Silica (230-400 mesh) para cromatografia em coluna.
Cromatografo a gas CG/FID (Shimadzu GC-17A) com
coluna capilar quiral de ciclodextrina (Chirasil-Dex CB (-
cyclodextrin; 25 m x 0, 25 mm). O CG possui um
autoinjetor acoplado AOC20i da Shimadzu.

CG/MS (Shimadzu QPS050A) com coluna capilar J & W
Scientific DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), operando a
70 eV.

Aparelhos de Ressonancia Magnética Nuclear Brucker
(DRX200) e da Varian (Gemini200). O solvente utilizado foi
o cloroféormio deuterado (CDCl3). Os deslocamentos
quimicos (8) estdo expressos em parte por milhdo (ppm)
em relacdo ao padrao interno tetrametilsilano (TMS=0
ppm).

Para medida da rotacao optica foi utilizado o polarimetro
Jasco DIP-378 (cubeta de 1 dm).

Os solventes foram utilizados com grau de pureza P.A. ou
destilados conforme a necessidade.

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CL-10AD
Shimadzu) equipado com detector de UV e com
autoinjetor.

Espectrofotometro Bomem MB 100 com pastilhas de KBr e

as frequiéncias de absorcao estdo expressas em cm-1
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x. Camara com luz UV (254 nm) utilizada para a revelacao de
CCD.

xi. Solucao alcodlica de vanilina utilizada para revelacao de
CCD com soprador térmico.

Os métodos cromatograficos utilizados para analisar os alcodis quirais
3a, 3b. Método 1: (Hz, 100 kPa, Coluna Chirasil-dex CB) — Temperatura do
injetor 220 °C; temperatura do detector 220 °C; isoterma: 140°C-30 minutos,
tr (min) = tempo de retencao (RS)-2-Bromo-1-(fenil)etanol (3a): enantidmero-
R = 11.00 min; enantidmero-S = 10.39 min; (RS)-2-Bromo-1-(4-

nitrofenil)etanol (3b): enantiomero-R = 29.8 min; enantidomero-S = 27.9 min.

Para 6a. Método 2: Coluna Chiralcel OB (4,6 mm x 250 mm), eluente:
n-hexano/2-propanol = 98/2, fluxo: 1 mL/min, UV 220 nm. tr (min) = tempo
de retencao (RS)-1-(fenil)-1,2-etanodiol (6a): enantiomero-R = 36,09 min;
enantiomero-S = 51.60 min; (RS)-2-Bromo-1-(4-nitrofenil)etanol.

Para o método de Bradford utilizou-se a albumina de soro bovino, o
reagente de Bradford, solucao tampao fosfato 25 mM (pH = 7). Para a curva

de utilizou-se solucdo padrao de albumina de soro bovino 1,4mg/mL e a

partir dela foram realizadas as diluicoes.
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6.1.1 Sintese do (RS)-2-bromo-1-(fenil)etanol

OH
©)\/Br
3a

Em um baldo de 1 via e sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente, adicionou-se w-bromo-acetofenona (199 mg, 1 mmol), SiO2/H20
(0,13 g, 30% m/m) e NaBH4 (56,75 mg, 1,5 mmol).

Apoés o término da reacdao (~10 min) foram adicionados 10 mL de
diclorometano a mistura reacional, filtrou-se, secou-se com sulfato de
magneésio anidro e o solvente foi retirado sob vacuo. O produto foi purificado
por coluna cromatografica de silica gel, utilizando uma mistura de hexano e

acetato de etila (8:2) como eluente.

Rendimento: 18 %.

IV (KBr) cm-1: 3395, 3030, 2961, 1493, 1452, 1217, 1061, 991, 761.

RMN !H (200 MHz, CDCls) & 7,33-7,33 (m, SH), 4.89 (dd, 1H, J= 3.4Hz,
9Hz), 3,67-3,48 (m, 2H), 2,46 (s, 1H).

RMN 13C (50 MHz, CDCls) & 140,3; 128,5; 128,3; 125,9; 73,7; 39,9.

EM, m/z (intensidade relativa): 200 (M*, 3), 202 (M+2, 3), 121 (1), 107
(100), 91.05 (6), 79 (51), 65 (4), 51 (15).
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6.1.2 Sintese do Acetato de (RS)- 2-bromo-1-(fenil)etila

©;V5r

4a

Em um baldo de 1 via e sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente, adicionou-se 2-bromo-1-(feniljetanol 3a (207 mg, 1,03 mmol), 2,5
mL de diclorometano, EtsN ( 0,42 mL, 3,1 mmol), DMAP ( 6,32 mg, 0,052
mmol) e anidrido acético ( 0,3 mL, 3,1 mmol). Acompanhou-se a reacao por
CCD, utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila
(7:3).

Apos 24 horas, a adicao de 5 mL de H20 interrompeu a reacao. Lavou-
se a mistura reacional com diclorometano (3 x 10 mL) e a fase organica com
solucao saturada de bicarbonato de sodio (3 x 10 mL). Separou-se a fase
organica, secou-se com sulfato de magnésio anidro e o solvente foi retirado
sob vacuo. O produto foi purificado por coluna cromatografica de silica gel,

utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (7:3) como eluente.

Rendimento: 63%

RMN !H (200 MHz, CDCls) & 7,37-7,34 (m, 5H), 6,01-5,94 (m, 1H), 3,65-
3,59 (m, 2H), 2,13 (s, 3H).

RMN "“C (50 MHz, CDClLy) & 171,8; 137,6; 128,2; 129,3; 125,9; 73,6; 36,6;
21,0.
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6.1.3 Sintese do 2-acetato de -1-(fenil)-2-oxo-etila

oY

Sa

Em um baldo de 1 via acoplado a um condensador de refluxo com
tubo secante, a temperatura ambiente e sob agitacao magnética, adicionou-
se w-bromo-acetofenona (1990 mg, 10 mmol), 20 mL de THF recém-
destilado, acetato de sodio (1640 mg, 10 mmol) e 100 mg de 18-crown-6. A
mistura reacional foi aquecida, mantida sob refluxo do sistema (~65 °C) e
acompanhada por CCD, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila
(9:1) como eluente.

Apos 2 horas, o sistema reacional foi resfriado a temperatura ambiente
e a adicado de 5 mL de H2O interrompeu a reacao. Lavou-se a mistura
reacional com diclorometano (3 x 15 mL) e a fase organica resultante com
solucao saturada de bicarbonato de sodio (3 x 15 mL). Separou-se a fase
organica, secou-se em sulfato de magnésio anidro e o solvente foi retirado
sob vacuo. O produto foi purificado por coluna cromatografica de silica gel,
utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (9:1) como eluente.
Rendimento: 91 %.
IV (KBr) cm1: 3118, 2944, 1748, 1703, 1523, 1440, 1347, 1248, 1080, 969,
liél}\/?N 1H (200 MHz, CDClg) & 7,92-7,89 (m, 2H), 7,64-7,44 (m, 3H), 5,34 (s,
2H), 2,22 (s, 3H).
RMN "“C (50 MHz, CDCl;) & 192,1; 170,3; 133,8; 128,7; 127,6; 124,0; 65,9;
20,5.

EM, m/z (intensidade relativa): 193 (4), 177 (5), 163 (6), 150 (100), 134 (14), 120
(12), 104 (37), 92 (17), 76 (32), 63 (6).
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6.1.4 Sintese do (RS)-1-(fenil)-1,2-etanodiol

OH
©)\/OH
6a

Em um baldo de 1 via e sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente, adicionou-se 2-acetoxi-1-(feniljetanona 5a (178 mg, 1 mmol), 2,5
mL de metanol e NaBH4 (57mg, 1,5 mmol). A reacao foi acompanhada por
CCD, utilizando-se como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila
(3:2).

Apobs 4 horas, o metanol foi retirado sob vacuo e seguido da adicao de
S5 mL de solucao aquosa de HCI 1M interrompeu a reacado. Lavou-se a
mistura reacional com diclorometano (3 x 10 mL) e a fase organica
resultante com solucdo saturada de bicarbonato de sédio (3 x 10 mlL).
Separou-se a fase organica, secou-se em sulfato de magnésio anidro e o
solvente foi retirado sob vacuo. O produto foi purificado por coluna
cromatografica de silica gel, utilizando uma mistura de hexano e acetato de
etila (3:2) como eluente.
Rendimento: 56%
IV (KBr) cm-1: 3191, 3059, 2932, 1465, 1451, 1228, 1096, 1054, 890.
RMN H (200 MHz, CDCl3) & 7,21-7,33 (m, SH), 4,80-4,78 (m, 1H), 3,67-
3,63 (m, 2H); 3,19 (s, 1H); 2,78 (s, 1H).
RMN "*C (50 MHz, CDCLs) & 137,7; 128,5; 127,9; 126,0; 74,6; 68,0.
EM, m/z (intensidade relativa): 138 (M*, 8), 107 (100), 91 (7), 79 (93), 77

(60), 65 (4), 51 (21).
P.F.: 64-65°C (Kamal e Chouhan, 2004) P.F.:63-66°C (experimental)

132



Lya Pantoja Rebelo Parte Experimental

6.1.5 Sintese do Diacetato de (RS)-1-(fenil)-1,2-etano-di-ila

Ta

Em um baldo de 1 via sob agitacdo magnética e a temperatura
ambiente, adicionou-se (RS)-1-(fenil)-1,2-etanodiol 6a (71 mg, 0,5 mmol),
1,25 mL de diclorometano, EtsN ( 0,22 mL, 1,6 mmol), DMAP ( 3,16 mg, 0,03
mmol) e anidrido acético ( 0,15 mL, 1,6 mmol). A reacao foi acompanhada
por CCD, utilizando-se uma mistura de hexano e acetato de etila (7:3) como
eluente

Apos 24 horas, a adicao de 1 mL de H20 interrompeu a reacao. Lavou-
se a mistura reacional com diclorometano (3 x 10 mL) e a fase organica
resultante com solucao saturada de bicarbonato de sédio (3 x 10 mlL).
Separou-se a fase organica, secou-se em sulfato de magnésio anidro e o
solvente foi retirado sob vacuo. O produto foi purificado por coluna
cromatografica de silica gel, utilizando uma mistura de hexano e acetato de

etila (7:3) como eluente.

Rendimento: 66%

RMN !H (200 MHz, CDCl;) & 7,37-7,33 (m, 5H), 6,04-5,98 (m, 1H), 4,33-
4,28 (m, 2H), 2,11 (s, 3H), 2,05 (s, 3H).

RMN "C (50 MHz, CDCl;) & 170,0; 169,7; 136,4; 128,6; 126,7; 73,2; 66,0;
20,8; 20,5.
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6.1.6 Sintese do Acetato de (RS)-2-(fenil)etanol

8a

Em um balao de 1 via em banho de gelo (0°C), sob agitacdo magnética,
adicionou-se 2-acetoxi-1-(feniljetanona Sa (178 mg, 1 mmol), 2,5 mL de
metanol e NaBH4 (38 mg, 1 mmol). Acompanhou-se a reacao por CCD,
utilizando-se uma mistura de hexano e acetato de etila (3:2) como eluente.

Apds 1 hora, o metanol restante foi retirado em rota evaporador e a
adicao de 5 mL de solucado aquosa de HCI 1M interrompeu a reacao. Lavou-
se a mistura reacional com diclorometano (3 x 10 mL) e a fase organica com
solucao saturada de bicarbonato de sodio (3 x 10 mL). Separou-se a fase
organica, secou-se em sulfato de magnésio anidro e o solvente foi removido
sob vacuo. O produto foi purificado por coluna cromatografica de silica gel,
utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (3:2) como eluente.
Rendimento: 47 %.
IV (KBr) cm-1: 3443, 3063, 2949, 1740, 1451, 1376, 1254, 1036, 760.
RMN 'H (200 MHz, CDCl3) 6: 7,39-7,33 (m, SH), 4,92 (m, 1H), 4,25 (m, 1H)
4,13 (m, 1H), 2,62 (s, 1H), 2,08 (s, 3H).
RMN 13C (50 MHz, CDCl3) & 171,2; 139,8; 128,5; 128,2; 126,1; 72,3; 69,3;
20,8.

EM, m/z (intensidade relativa): 162 (1), 149 (3), 120 (31), 107 (100), 91 (7),
79 (79), 77 (35), 65 (4), 51 (15).
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6.1.7 Sintese do 2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanona

/@)J\/Br
O,N

2b

Em um balado de 2 vias em banho de gelo e sob agitacdo magnética,
adicionou-se 4 -nitroacetofenona (5 g, 3 mmol) e 200 mL de acido acético
glacial. O bromo (5,1 g, 32 mmol, 1,63 mL) foi adicionado gota-a-gota através
de um funil de adicao, durante 30 minutos. O banho de gelo foi removido,
deixando o sistema a temperatura ambiente e a reacao foi acompanhada por
CCD, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (7:3) como
eluente.

Apés o término da reacdo (~2 h), foram adicionados 200 mL de agua
gelada ao meio reacional e um precipitado amarelo foi formado. Esse
precipitado foi separado por filtracdao a vacuo, recolhendo os cristais do funil

que foram utilizados diretamente na sintese do composto 3b.

Rendimento: 81%.

IV (KBr) cm1: 3103, 3003, 2936, 1702, 1599, 1521, 1343, 1191, 994, 848.
RMN !H (200 MHz, CDCl3) &: 8,38-8,33 (m, 2H), 8,19-8,15 (m, 2H), 4,46 (s,
2H).

RMN 13C (50 MHz, CDCl3) &: 189,9; 150,7; 138,4; 130,1; 124,1; 30,3.

EM, m/z (intensidade relativa): 245 (M+2, 1), 150 (100), 134 (2), 120 (8),
104 (28), 92 (16), 76 (21), 63 (7), S0 (23).

P.f.: 98°C (Juneja et al., 2006) P.f.: 96°C (experimental)
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6.1.8 Sintese do (RS)-2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol

/@)\/Br
O,N

3b

Em um baldo de 1 via a temperatura ambiente e sob agitacao
magneética, adicionou-se w-bromo-p-nitroacetofenona 2b (244 mg, 1 mmol),
SiO2/H20 (0,13g, 30% m/m) e NaBH4 (56,75 mg, 1,5 mmol).

Apdés o término da reacao (~10 min) foram adicionados 10 mL de
diclorometano a mistura reacional, filtrou-se, secou-se com sulfato de
magneésio anidro e o solvente foi retirado sob vacuo. O produto foi purificado
por coluna cromatografica de silica gel, utilizando uma mistura de hexano e

acetato de etila (4:1) como eluente.

Rendimento: 12%.

IV (KBr) cm-1: 3546, 3025, 1605, 1518, 1345, 1196, 1070, 855, 707.

RMN !H (200 MHz, CDCls) é: 8,25-8,21 (m, 2H), 7,61-7,57 (m, 2H), 5,06 (m,
1H), 3,68 (m, 1H), 3,54 (m, 1H), 2,44 (s, 1H).

RMN 13C (50 MHz, CDCls) 6: 153,0; 147,3; 126,9; 123,8; 72,6; 39,2.

EM, m/z (intensidade relativa): 245 (M*, 0,6), 247 (M+2, 0,6), 152 (100),
136 (2), 122 (6), 106 (10), 94 (12), 77 (17), 65 (7), S1 (12).
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6.1.9 Sintese do Acetato de (RS) 2-bromo-1-(4-nitrofenil)etila

O

oI

/@)\/Br
O,N

4b

Em um balao de 1 via e sob agitacao magnética, adicionou-se 2-
bromo-1-(4-nitrofeniljetanol 3b (253 mg, 1,03 mmol), 2,5 mL de
diclorometano, EtsN ( 0,42 mL, 3,1 mmol), DMAP ( 6,32 mg, 0,052 mmol) e
anidrido acético ( 0,3 mL, 3,1 mmol). A reacdo foi mantida a temperatura
ambiente e acompanhada por CCD, utilizando uma mistura de hexano e
acetato de etila (3:2) como eluente.

Apos 24 horas, a adicao de 5 mL de H20 interrompeu a reacao. Lavou-
se a mistura reacional com diclorometano (3 x 10 mL) e a fase organica com
solucao saturada de bicarbonato de sodio (3 x 10 mL). Separou-se a fase
organica resultante, secou-se em sulfato de magnésio anidro e o solvente foi
retirado sob vacuo. O produto foi purificado por coluna cromatografica de
silica gel, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (3:2) como

eluente.

Rendimento: 53%

RMN !H (200 MHz, CDCl;3) & 8,38-8,31 (m, 2H), 7,58-7,51 (m, 2H), 5,90-
5,81 (m, 1H), 3,88-3,85 (m, 1H), 3,82-3,80 (m, 2H), 2,08 (s, 3H).

RMN "C (50 MHz, CDCL) & 171,8; 148,0; 144,4; 126,2; 125,9; 73,65; 36,08;
21,02.
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6.1.10 Sintese do Acetato de 2-(4-nitrofenil)-2-oxo-etila

0]
(@)
/@)J\/ \[(
O,N ©

5b

Em um baldo de 1 via acoplado a um condensador de refluxo com
tubo secante, a temperatura ambiente e sob agitacao magnética, adicionou-
se 2-bromo-1-(4-nitrofeniljetanona 2b (1220 mg, 5 mmol), 10 mL de THF
recém-destilado, acetato de sodio (820 mg, 10 mmol) e 50 mg de 18-crown-6.
A mistura reacional foi aquecida, mantida a temperatura de refluxo do
sistema (~65 °C) e acompanhada por CCD, utilizando uma mistura de
hexano e acetato de etila (4:1) como eluente.

Apos 2 horas, o sistema reacional foi resfriado a temperatura ambiente
e adicao de 5 mL de H2O interrompeu a reacdo. Lavou-se a mistura reacional
com diclorometano (3 x 15 mL) e a fase organica com solucao saturada de
bicarbonato de sédio (3 x 15 mL). Separou-se a fase organica resultante,
secou-se em sulfato de magnésio anidro e o solvente foi retirado em rota
evaporador. O produto foi purificado por coluna cromatografica de silica gel,
utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (8:2) como eluente.
Rendimento: 87 %.
IV (KBr) cm1: 3118, 2944, 1748, 1703, 1523, 1440, 1347, 1248, 1080, 969,
liél}\/?N 1H (200 MHz, CDCl3) & 8,37-8,32 (m, 2H), 8,11-8,07 (m, 2H), 5,35 (s,
2H), 2,24 (s, 3H).
RMN 13C (50 MHz, CDCIl3) & 191,1; 170,2; 150,0; 138,5; 128,8; 124,0; 66,0;
20,3.

EM, m/z (intensidade relativa): 193 (4), 177 (5), 163 (6), 150 (100), 134
(14), 120 (12), 104 (37), 92 (17), 76 (32), 63 (6).
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6.1.11 Sintese do (RS)-1-(4-Nitrofenil)-1,2-etanodiol

OH

O,N

6b

Em um baldo de 1 via a temperatura ambiente e sob agitacao
magnética, adicionou-se 2-acetoxi-1-(4-nitrofeniljetanona Sb (223mg, 1
mmol), 2,5 mL de metanol e NaBH4 (57 mg, 1,5 mmol). A reacao foi
acompanhada por CCD, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila
(1:1) como eluente.

Apods 4 horas, o metanol restante foi retirado em rota evaporador e a
adicao de 5 mL de solucao aquosa de HCI 1M interrompeu a reacao. Lavou-
se a mistura reacional com diclorometano (3 x 10 mL) e a fase organica com
solucao saturada de bicarbonato de soédio (3 x 10 mL). Separou-se a fase
organica resultante, secou-se em sulfato de magnésio anidro e o solvente foi
retirado sob vacuo. O produto foi purificado por coluna cromatografica de
silica gel, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (1:1) como

eluente.

Rendimento: 51%

IV (KBr) cm1: 3395, 3299, 2933, 1696, 1607, 1536, 1351, 1093, 1067, 903,
856, 823.

RMN H (200 MHz, CDCl3) & 8,24-8,20 (m, 2H), 7,58-7,54 (m, 2H), 4,97-
4,93 (m, 1H), 3,87-3,81 (m, 1H), 3,68-3,59 (m, 1H), 2,91 (s, 1H), 2,20 (s, 1H).
RMN "C (50 MHz, CDCLs) & 151,3; 148,6; 128,4; 124,2; 74,9; 68,2.

EM, m/z (intensidade relativa): 154 (4), 153 (46), 152 (100), 136 (18), 122 (12),
106 (37), 105 (29), 94 (25), 78 (43), 77 (50), 66 (18), 51 (31).
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6.1.12 Sintese do Diacetato de (RS)-1-(4-nitrofenil)-1,2-etano-di-ila

7b

Em um baldo de 1 via, sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente, adicionou-se (RS)-1-(4-Nitrofenil)-1,2-etanodiol 6b (56 mg, 0,30
mmol), 0,72 mL de diclorometano, EtsN (0,12 mL, 0,9 mmol), DMAP (1,84
mg, 0,015 mmol) e anidrido acético (0,086 mL, 0,9 mmol). A reacado foi
acompanhada por CCD, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila
(7:3) como eluente.

Apos 24 horas, a adicao de 0,5 mL de H2O interrompeu a reacao.
Lavou-se a mistura reacional com diclorometano (3 x 10 mL) e a fase
organica com solucao saturada de bicarbonato de sédio (3 x 10 mlL).
Separou-se a fase organica resultante, secou-se em sulfato de magnésio
anidro e o solvente foi retirado sob vacuo. O produto foi purificado por
coluna cromatografica de silica gel, utilizando uma mistura de hexano e

acetato de etila (7:3) como eluente.

Rendimento: 56%

RMN !H (200 MHz, CDCl;3) & 8,26-8,22 (m, 2H), 7,57-7,53 (m, 2H), 6,00-
6,23 (m, 1H), 4,36-4,29 (m, 2H), 2,16 (s, 3H), 2,06 (s, 3H).

RMN “C (50 MHz, CDCL;) & 170,0; 168,9; 147,4; 144,2; 126,9; 124,7; 73,2;
66,0; 20,8; 20,5.
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6.1.13 Sintese do Acetato de (RS)-2-(4-nitrofenil)-2-hidroxi-etila

8b

Em um balao de 1 via em banho de gelo e sob agitacdo magnética,
adicionou-se 2-acetoxi-1-(4-nitrofenil)jetanona Sb (223mg, 1 mmol), 2,5 mL
de metanol e NaBH4 (38 mg, 1 mmol). A reacado foi acompanhada por CCD,
utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (1:1) como eluente.

Apods 1 hora, o metanol restante foi retirado em rota evaporador e a
adicao de 5 mL de solucado aquosa de HCI 1M interrompeu a reacao. Lavou-
se a mistura reacional com diclorometano (3 x 10 mL) e a fase organica com
solucao saturada de bicarbonato de sodio (3 x 10 mL). Separou-se a fase
organica resultante, secou-se em sulfato de magnésio anidro e o solvente foi
removido sob vacuo. O produto foi purificado por coluna cromatografica de
silica gel, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (1:1) como

eluente.

Rendimento: 57 %.

IV (KBr) cm1: 3414, 3060, 2947, 1740, 1519, 1347, 1270, 1098, 1030, 936,
857, 806, 699.

RMN !H (200 MHz, CDCl3) & 8,25-8,21 (m, 2H), 7,61-7,53 (m, 2H), 5,12-
5,06 (m, 1H), 4,37-4,32 (m, 1H), 4,19-4,10 (m, 1H), 2,92 (s, 1H), 2,11 (s, 3H).
RMN 13C (50 MHz, CDCl3) &: 171,2; 147,7; 147,0; 126,9; 123,7; 71,6; 68,84;
20,7.

EM, m/z (intensidade relativa): 196 (2), 195 (16), 166 (5), 165 (49), 153
(46), 136 (33), 135 (26), 122 (7), 106 (35), 105 (19), 94 (12), 91 (20), 78 (24),
77 (35), 74 (100), 65 (15), 63 (8).
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6.1.14 Obtencao da magnetita nanoparticulada funcionalizada com o grupo

amino

Essa parte do trabalho foi realizada em colaboracao com o grupo do
Prof. Henrique Toma do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

A sintese das nanoparticulas magnéticas (12nm) foi realizada a partir
da reacao de co-precipitacao de Fe?* e Fe3* em NaOH, seguido da reacao de
silanizacdo com APTES (aminopropil-trietoxisilano) como descrito abaixo.

Em um baldo A coloca-se 1100 mL de agua deionizada e este foi
aquecido até a ebulicdo sob borbulhamento de N2. Aplicando-se ao balao A
uma atmosfera positiva de No transferem-se 100 mL de agua deste balao
para o frasco denominado B.

Adiciona-se 20g de NaOH ao baldo A e 1,269g de FeCl: e 5,406g de
FeCl3.6H20 ao frasco B. O frasco B é colocado em um banho de ultra-som
até a total dissolucao dos sais de ferro.

O agitador mecanico € ligado e, aplicando-se uma atmosfera positiva
de N2 ao frasco B, a solucao de ferro é adicionada lentamente ao frasco A sob
agitacao de aproximadamente 2000 rpm. A agitacdo € mantida por 30
minutos.

Apdés a reacao, as particulas sao lavadas com agua deionizada e
deaerada até obter-se pH=7, com a ajuda de um campo magnético
permanente que as mantém agrupadas em um local do baldo. As
nanoparticulas entdo sao tratadas para serem revestidas com o silano

desejado.

142



Lya Pantoja Rebelo Parte Experimental

As nanoparticulas obtidas tendem a agregar quando em solucao. Para
evitar que este fenomeno ocorra, realiza-se logo em seguida a sintese, a
silanizacado das nanoparticulas com o silano desejado.

A solucao de nanoparticulas foi lavada 2 vezes com metanol deaerado
e a esta solucao € adicionada uma mistura de solventes (1:1 de
metanol/tolueno), em atmosfera inerte. Esta solucao foi aquecida a 95°C até
que seu volume se reduza pela metade e a seguir adiciona-se 35mL de
metanol deaerado. Este processo é repetido 3 vezes para garantir que toda a
agua em excesso seja retirada do sistema.

O sistema de arraste da agua funciona a partir de misturas
azeotropicas: metanol/tolueno (27% de tolueno v/v) e agua/tolueno (87% de
tolueno v/v). A primeira mistura tem ponto de ebulicao de 63,5°C, enquanto
a temperatura de ebulicdo para a segunda é de 84,1°C. Desta maneira evita-
se a reacao de hidrélise do silano no seio da solucao impedindo que haja
desperdicio de reagente.

Assim, 0,02 mL de silano para cada 1 mg de Fe3O4 nanoparticulado é
adicionado e o sistema foi mantido na temperatura de refluxo (~110 °C) em
tolueno por 12 horas. O sistema utilizado para fazer a retirada de agua
(através de um tubo de Dean-Stark) e o refluxo em atmosfera inerte através
do uso de uma bexiga contendo N> que € colocada em um septo situado ao
final do condensador.

As nanoparticulas obtidas sdo lavadas com agua deionizada, deaerada

e secas em dessecador a vacuo durante 2 semanas, obtendo-se um po preto.
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6.1.15 Montagem da curva de calibracio para quantificacio da proteina através

do método de Bradford

Adicionou-se 7 mg da albumina de soro bovino em um balao
volumétrico de 5 mL e completou-se seu volume com solucédo tampéao fosfato
100 mM (pH = 7). A partir desta solucao de concentracao 1,4 mg/mL fez-se
diluicoes para as seguintes concentracoes: 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35;
0,40; 0,45; 0,50; 0,75; 1,00; 1,20 mg/mL. A cada 100 uL destas solucoes,
adicionou-se 3 mL do reagente de Bradford, aguardou-se 5 minutos e mediu-
se a absorbancia em 595 nm. O branco (controle) desta curva de calibracao
foi medido a partir da mistura de 100 uL de solucao tampao fosfato 100 mM

(pH = 7) e 3 mL do reagente de Bradford.

6.1.16 Preparacao da solucio enzimatica

Para a quantificacao da lipase Amano PS/ Burkholderia cepacia, pesou-
se 100, 50 e 10 mg desta lipase e adicionou-se 1 mL de solucdao tampao
fosfato 100 mM (pH=7) para cada pesagem. Centrifugou-se a 6000 rpm
durante 3 minutos. Recolheu-se 100 uL de cada solucéao, adicionou-se 3 mL

de Bradford, aguardou-se 5 minutos e mediu-se a absorbancia em 595 nm.
6.1.17 Funcionaliza¢io das nanoparticulas magnéticas com carboxibenzaldeido

Em um baldo de 1 via a 0°C, adicionou-se 500 mg de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas com grupo amino preparadas conforme
mostrado na secao 6.1.14 em uma solucao de 250 mL de etanol e 250 mL de

TBME (1:1), 6,5 g de carboxibenzaldeido (0,18 M) em uma solucao de 250
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mL de etanol:250 mL de TBME (1:1). Manteve-se a temperatura a 0°C
durante 4 horas. Lavou-se as nanoparticulas e deixou-se em dessecador por
24 horas.

A esse complexo formado, adicionou-se 10 mg de borohidreto de sédio,
24 mg de acido benzoico e todo o sistema foi macerado por 1 hora e depois
lavados com solucao saturada de bicarbonato de soédio (1 mL) e TBME (1
mL), deixou-se no dessecador por 6 horas. 20 mg desse complexo foram
pesados e adicionados a um frasco com solucao 0,25 % de EDC que ficaram
10 minutos em sonicador. Apos esse tempo, este complexo foi lavado com 1
mL de solucao tampao fosfato 100 mM (pH = 7) e mantidos por 6 horas em
dessecador a vacuo. E posteriormente foi utilizado para o processo de

imobilizacao da lipase de Burkhoderia cepacia.

6.1.18 Funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas com glutaraldeido

Em um frasco de plastico (2 mL eppendorf®) 20 mg de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas com o grupo amino preparadas conforme
mostrado na secao 6.1.14 foram adicionadas e 25 uL de solucao de
glutaraldeido 25 % (v/v). Colocou-se o frasco contendo a mistura reacional
em um agitador de tubos (thermomixer®), 800 rpm, 25°C durante 2 horas.
Lavou-se com solucao tampao fosfato 100 mM (3 x 500 uL) e deixou-se em
dessecador por 24 horas. E posteriormente foi utilizado para o processo de

imobilizacao da lipase de Burkhoderia cepacia.
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6.1.19 Imobilizacao por fisissor¢ao e quimissorcao

Em um frasco de plastico (2 mL eppendorf®) 20 mg de nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas com carboxibenzaldeido ou glutaraldeido, foram
adicionadas, 1 mL de solucao da lipase de Burkholderia cepacia de
concentracao 0,55 mg/mL. Colocou-se o frasco contendo a mistura reacional
em um agitador de tubos (thermomixer®), 800 rpm, 32°C durante 1 hora.
Lavou-se com solucao tampao fosfato 100 mM (3 x 100 uL) e deixou-se em
dessecador por 12 horas. E posteriormente foi utilizado para a reacao de

resolucao cinética enzimatica

6.1.20 Resolucao cinética enzimatica

Em um frasco de plastico (2 mL eppendorf®) 20 mg de nanoparticulas
magnéticas contendo a enzima imobilizada foram adicionadas 1 mL de
solvente, 0,3 mmol de acilante e 0,01 mmol de substrato. Colocou-se o
eppendorf contendo a mistura reacional em um agitador de tubos
(thermomixer®), 800 rpm, 32°C, 42°C e 52°C durante 24, 48 e 72 horas. Apos
estes periodos, recolheu-se uma aliquota do sobrenadante para analise de

conversao e excessos enantiomeéricos.
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Figura 57: Espectro de BC RMN (50 MHz, CDCL;) referente a (8b)
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25 anos — solteira

Iprebelo@gmail.com

EXPERIENCIA

Mar 2007- Mar 2009

Laboratério de Quimica Fina e Biocatalise — USP, mestrado, orientagcao prof. Dr.
Leandro Helgueira de Andrade e Dr. Henrique Eisi Toma. Pesquisa em métodos de
imobilizagdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas e aplicagdo na sintese do
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as técnicas de caracterizagao espectroscépica e espectrofotométrica.

Jun 2003- Dez 2006

Laboratério de Quimica Bio-Organica — UFSCar, iniciagdo cientifica, desde
Junho/2003, orientagéo prof. Dr. Timothy John Brocksom. Pesquisa em sintese de
compostos organicos com propriedades bioativas, utilizando técnicas de
cromatografia liquida e gasosa. Titulo: Diels-Alder de p-benzoquinonas e dienos 1,4-

disubstituidos.

Dez 2005- Dez 2006
Um ano de bolsa de iniciagdo cientifica da FAPESP (Fundacdo de Amparo a

Pesquisa do Estado de Sao Paulo).

EDUCAGAO

2007-2008 Mestrado em Quimica Organica pela Universidade de Sao Paulo
(USP), bolsista CNPQ. Titulo da dissertacdo: Imobilizagdo de enzimas em

nanoparticulas magnéticas e sua aplicagao na sintese de farmacos.
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2004-2006 Professora assistente, auxiliando os alunos nas licbes em
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Quimica.

2003-2006 Bacharelado em Quimica pela Universidade Federal de Séao
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cepacia by adsorption on magnetic nanoparticles. In: Ill Region Meeting of
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Junho 1999
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Nanomaterials and Nanotechnology, Universidade de Sao

Paulo, Sao Paulo, Brasil.
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(UFPA).

ORGANIZAGAO DE EVENTOS

| Semana da Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos, "A quimica e a
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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