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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos mini biorreatores de leito fixo, preenchidos com
lipases imobilizadas em esferas de alginato de calcio, para aplicagdo na resolugao
cinética em fluxo continuo de blocos construtores quirais. Para estes sistemas foram
avaliadas diversas condigdes reacionais como: i) reagao para a resolugao cinética
enzimatica; ii) tipo de lipase; iii) solvente reacional; iv) temperatura e v) substrato. A
melhor condigao obtida foi para a hidrélise do acetato de 1-feniletila catalisada pela
lipase de Burkholderia cepacia em meio aquoso a 40 °C, onde foram obtidos os
melhores resultados de conversdo e excesso enantiomérico. Posteriormente, foi
realizada a etapa de imobilizagdo da lipase, onde a maior conversao reacional € o
maior excesso enantiomérico foram obtidos com a enzima imobilizada em esferas de
alginato de calcio com diametro de 1,0 mm. Constatada a 6tima atividade catalitica
dos biocatalisadores imobilizados, estas condi¢des reacionais foram transpostas para
um mini biorreator, desenvolvido para realizacdo da reacdo em fluxo continuo. Os
resultados obtidos se mostraram muito promissores para a aplicagcdo na sintese

assimeétrica de blocos construtores, atingindo 6timos excessos enantiomeéricos.

Palavras-chave: resolucao cinética enzimatica, biorreatores, fluxo continuo, hidrdlise,

lipase, alginato de calcio.



ABSTRACT

In this work, we developed a continuous-flow mini bioreactor packed with calcium
alginate beads to perform the enzymatic kinetic resolution of chiral building blocks.
Several reaction conditions as i) the kind of reaction for the kinetic resolution, ii) type
of lipase, iii) reaction media, iv) temperature and v) substrate were evaluated. The best
result was obtained for the hydrolysis of 1-phenylethyl acetate catalyzed by the lipase
from Burkholderia cepacia on water media at 40 °C, which reached the best conversion
and enantiomeric excess. The immobilization of the lipase was performed, the
immobilized biocatalysts were tested for the selected reaction and the best results
acquired were for the 1,0 mm diameter calcium alginate beads. Then, a mini bioreactor
was developed to work with the best conditions achieved, but now in continuous-flow
mode, which gave excellent results in terms of conversion and enantiomeric excess,

making it a promising system for the asymmetric synthesis of building blocks.

Keywords: enzymatic kinetic resolution, bioreactors, continuous flow, hydrolysis,

lipase, calcium alginate.
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1 Introducgao

A biocatalise € definida como o processo pelo qual catalisadores bioldgicos,
usualmente células ou enzimas, realizam transformacgdes organicas. Antes mesmo de
adquirir os conhecimentos quimicos mais basicos, o ser humano ja utilizava a
biocatalise na confec¢ao de alimentos e bebidas, mas s6 no inicio da década de 80 é
que os pesquisadores passaram a utilizar essa ferramenta da natureza em reacdes
de sintese orgéanica (Sheldon e Pereira, 2017).

Nas trés ultimas décadas, os estudos na area de biocatalise aumentaram
gradativamente (Riva, 2013; Truppo, 2017), pois 0 uso de biocatalisadores apresenta
grandes vantagens como: sdo biodegradaveis, biocompativeis, oriundos de fontes
renovaveis, possuem alta quimio, regio e enantiosseletividade e viabilizam reagdes
em condi¢gdes mais brandas, diminuindo gastos energéticos (Faber, 2011; Gongalves
e Marsaioli, 2013; Ringborg e Woodley, 2016; Ferreira-Leitao et al., 2017; Sheldon e
Pereira, 2017; Sheldon e Woodley, 2017).

Mundialmente, cerca de 80% dos processos quimicos se utilizam de
catalisadores (Faber, 2011), os quais o0 uso € praticamente necessario para obtencao
de um processo rapido e eficaz. Outro aspecto, entretanto, tem ganhado grande
importancia nas ultimas décadas: a sustentabilidade. Portanto, a fim de unir essas trés
caracteristicas, processos baseados nos principios da Quimica Verde tém sido
almejados e aplicados, tendo a biocatalise como um dos pilares para alcanga-los com
eficiéncia (Truppo, 2017).

Os processos industriais que ja utilizam biocatalisadores sao bastante diversos,
como exemplificado na Tabela 1. As aplicagdes ocorrem para industrias de quimica

fina e pesada, farmacéutica, alimenticia e cosmética (Choi et al., 2015).



Tabela 1 — Aplicagdes industriais de biocatalisadores.
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Companhia/
Processo .
Referéncia
Nitrila Mitsubishi
hidratase NH
ZCN 2 ok Rayon
H,0 o /
Acrilonitrila Acrilamida Cui et al., 2014
The Dow
Haloidrina Epoxi Chemical
desalogenase hidrolase QH Company
Cl\/\/Cl AL& o H,0 A\/ol ., HO_A_CI /
1,3-dicloro-2-propanol (rac)-Epicloridrina (R)-Epicloridrina 3-cloro-1,2-propancdiol Jin e Ouyang
2015
HO OH on Yakult
HO\..No 1_--0 "OH Pharmaceutical
"OH HO OH 1n Industry Co.
+ galactosidase N0 -_':)H OH
HO OH OH > HOMHH TN\ a HO Of\ + HO 0 /
HO. \ o _{O- ;.-r-- OH \..-,.‘ OH :
HOMO ,‘7-O OH ] ] Rgdrlguez-
OH Galactooligossacarideos Glicose Colinas et al"
Lactose 2011
F
F
(R)-Alfa
N o 9 transamlnase Merck Sharp &
N =N Dohme Corp.
N F /
F3C i-PrNH,  Propanona (R).Sitagiipi Thalen et al.,
o i -Sitagliptina
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H
H - -
HO@OH + 1o OH 0 Ezaki Glico Co.
HO OHO o Amilosucrase  HO
OH —— no OHO OH /
HO Seo et al., 2012
Hidroquinona Sacarose Arbutina
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1.1 Lipases

As lipases sao enzimas denominadas de triacilglicerol hidrolases, e sao
classificadas pelo Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry
and Molecular Biology como EC 3.1.1.3, o que significa que s&o hidrolases (EC 3) que
atuam em ligacdes éster (EC 3.1) de ésteres carboxilicos (EC 3.1.1) e que sao lipases
(EC 3.1.1.3) (Webb, 1992).

Na natureza, as lipases sdo encontradas em plantas, animais e micro-
organismos, onde atuam na hidrolise de acilgliceréis, como apresentado na Figura 1.
Por atuarem em substratos insoluveis em agua, as lipases sao conhecidas por sua
resisténcia a solventes organicos, usualmente mais utilizados em processos
sintéticos. Além disso, o amplo espectro de substratos no qual atuam permite que
essas enzimas sejam largamente utilizadas em varios processos e, portanto, séo
produzidas em grande escala para comercializagdo, atingindo toneladas/ano

(Bornscheuer e Kazlauskas, 2006; Angajala et al., 2016).

Figura 1— Hidrolise de acilglicerois catalisada por lipase.

—C)/—\R ——OH
o) 0
' )J\ i
_O/\R1 Lipase - o R, + )J\
o] H,O (o} HO R
_O/"\R2 _OJ\RE

Fonte: autor.

O mecanismo para uma reacao de hidrolise promovida por uma lipase envolve
uma triade catalitica formada pelos aminoacidos acido aspartico, histidina e serina,
sendo denominadas serina hidrolases (Angajala et al., 2016). O mecanismo da
hidrdlise catalisada pelas serina hidrolases € apresentado na Figura 2 e consiste de
duas etapas: na primeira, o residuo de acido aspartico abstrai um préton do nitrogénio
do anel imidazodlico da histidina, que por sua vez abstrai um préton da hidroxila do
residuo de serina para manter a aromaticidade do anel. Com um par de elétrons livres,
0 oxigénio da serina realiza um ataque nucleofilico ao doador de acila, liberando um

alcéxido, que é rapidamente protonado ao alcool correspondente. Ao fim desta etapa,
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o intermediario acil-enzima é estabelecido, possibilitando o comego do segundo
passo, que se caracteriza pelo ataque nucleofilico de uma espécie ao carbono
carbonilico do grupo acetil. Os residuos de aminoacidos da triade retornam entao aos
seus estados iniciais pela transferéncia de prétons inversa a ocorrida na primeira
etapa, enquanto o produto € liberado do sitio catalitico da enzima (Bornscheuer e
Kazlauskas, 2006; Faber, 2011).

Figura 2 — Mecanismo das serina hidrolases.

o enzima livre o Glu 341
S p¥e H-Ous m  Ta2
0 o S0
H SN My H P HNTONH 070 -y
\J - _ \ / . N
= o N - oH )= H

/ 1 Ser200 "\ |
Ser 209 N Ala 210 N Ala 210

~

His 449 HN_ ~ ~Gly 124 His 449 HN_ Gl 124
Gly 123 Gly 123
0. .
R’ e
I)K +H0
intermediario
Glu 341 acil-enzima
Glu 341 =y o=
o= S Ty VO
\ R-g ol /—’
O@_\ ‘z"%‘i\\ @ ‘H'--N/‘% Ne PSS
TN N0 Qe —ROH P
L \ B E— / kY
¢ \
{ seraog Ala 210 ser209 M Ala 210
\ N_ His 449 N
His 449 HN\ /Gly 124 HN\ /Gly 124
Gly 123 Gly 123

Fonte: Adaptado de Bornscheuer e Kazlauskas, 2006.

Uma das maiores aplicagdes industriais das lipases esta focada na area de
quimica fina para a resolugéo cinética de blocos construtores em sintese organica,
muito utilizados na industria farmacéutica (Patel, 2017). Nesse processo, as lipases
atuam como agentes quirais e interagem de maneira distinta com os enantibmeros de
um racemato. Com isso, somente um dos enantidmeros é transformado no produto,
enquanto o outro permanece inalterado, resultando em um rendimento teoérico de 50%
Na Figura 3 esta representada a resolugdo cinética enzimatica da (rac)-1-
feniletilamina (1).



18

Figura 3 — Resolugao cinética enzimatica da (rac)-1-feniletilamina 1).

Solvente, temperatura

HIIZ
mIZ

Fonte: autor.

Nas lipases, o sitio catalitico & bastante caracteristico, sendo formado por dois
bolsdes, um maior (G, em azul) e um menor (P, em vermelho), como representado na
Figura 4. A enantiosseletividade da lipase ocorre de acordo com o tamanho dos
substituintes ligados ao centro assimétrico do substrato, reagindo preferencialmente
o enantidmero cuja configuracado possui melhor encaixe dos grupos nos bolsées. Esta
regra € chamada de regra de Kazlauskas. (Kazlauskas et al., 1991) Por isso,
moléculas que possuem grupos com tamanhos distintos sdo melhor resolvidas pelas
lipases, como pode-se observar na Figura 4 em que o enantibmero (R)-1 se encaixa

mais apropriadamente do que o enantidmero (S)-1

Figura 4 — Perfil do sitio catalitico das lipases com a molécula de 1.

4

(R)1 (S)-1
Nao ha encaixe!

Fonte: autor.

Dois parametros de extrema importancia para a avaliagdo de uma metodologia

de resolugéo cinética sdo o0 excesso enantiomérico (ee), que determina a pureza
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enantiomérica obtida (Equagéo 1), e a razdo enantiomérica (E), que se estabelece
uma relagéo entre as constantes cinéticas dos dois enantidbmeros na reagao realizada
(Equacéo 2). Valores de E iguais ou abaixo de 20 sao considerados inviaveis para a
aplicagado as resolugdes cinéticas, ao passo que valores entre 50 e 100 sao
considerados bons e aqueles acima de 100, excelentes (Bornscheuer e Kazlauskas,
2006).

S
= 1
R+S><100 (1)

1—ees
eeg
E = :1 " (eeP): 2)
1+ eeg
1+ (%)

In

In

A Tabela 2 apresenta alguns resultados ja obtidos para a resolugdo cinética
enzimatica de aminas e alcoois secundarios através de reagbes de acetilagao

catalisadas por lipases.
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Tabela 2 — Resultados para a resolugao cinética enzimatica de alcoois e aminas secundarios com

diferentes lipases.

Substrato Enzima Doador de acila E
OH
o]
Lipase de )L 100
Burkholderia cepacia
P 0/\
QH
o]
Lipase de )L 150
Burkholderia cepacia
'D O/\
NH, o)
/i/ Lipase B de Candida 7482
COOEt antarctica
o/\
NH,
(o]
Lipase de >100
COOEt  Burkholderia cepacia o e (cis)
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1.2 Imobilizacao de biocatalisadores

O uso de biocatalisadores foi prontamente idealizado para tornar os processos
industriais mais sustentaveis. Porém, a rapida perda de estabilidade operacional e a
dificuldade de recuperagado desses biocatalisadores para reuso foram obstaculos
pertinentes na aplicagdo dessa metodologia. Para superar estes problemas, a
imobilizacdo tornou-se uma solugao simples e eficiente, possibilitando manipulacéo
facilitada dos catalisadores, por encontrarem-se em uma forma sélida, e diminuindo
seu custo por quilograma do produto devido a recuperagdo e ao reuso (Bhushan et
al., 2008; Sheldon e Van Pelt, 2013). Além disso, os biocatalisadores ficam mais
resistentes a condigdes mais extremas de reacdo, como pHs acidos e basicos,
temperatura mais elevadas e solventes organicos (Orive et al., 2006).

A Figura 5 apresenta alguns dos principais tipos de imobilizagdo de enzimas.

Figura 5 — Tipos de imobilizagdo enzimatica.

{; = enzima
i~
A @@ ege

& ¢ €,
¢ €€ €
Fixada a um Confinamento Cross-linking
carreador

Fonte: Adaptado de Sheldon e Van Pelt, 2013.

A fixagdo de uma enzima a um carreador pode ocorrer fisica, ibnica ou
covalentemente. O confinamento é feito pela presenca da enzima no ato da sintese
da matriz escolhida e a imobilizagdo em cross-linking se trata do uso de reagentes
bifuncionalizados para preparagao de macroparticulas que contém o biocatalisador
(Sheldon e Van Pelt, 2013).

Uma das principais matrizes para a imobilizagado de enzimas € o alginato, um

polissacarideo linear extraido de algas marinhas pardas (feoficeas) e que possui
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estrutura composta por acidos [(-p-manurdnico (M) e B-p-gulurénico (G), como

apresentado na Figura 6 (Orive et al., 2006; Zhang et al., 2014).

Figura 6 — Estrutura do alginato

Fonte: autor.

Por ter origem natural, o alginato que apresenta uma grande biocompatibilidade
para a imobilizacdo de enzimas e células microbianas. A propriedade mais notavel
desse polimero € a gelificagcao ionotrépica decorrente do contato entre seu sal sédico,
a forma como é obtido, e uma solucédo de cations bivalentes, como por exemplo de
ions célcio (Ca?*). O que ocorre é a troca dos cations Na* por Ca?*, provocando a
formacao de ligagdes cruzadas (Figura 7) entre as cadeias poliméricas lineares e,
consequentemente, a formagao de uma rede polimérica rigida e termoestavel (Orive
et al., 2006; Zhang et al., 2014).

Figura 7 — Ligacdes cruzadas no alginato de calcio

Fonte: Milagre, 2005.
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1.3 Reatores

Visando o escalonamento das reagdes, a aplicacdo de biocatalisadores em um
reator € fundamental e exige um estudo das dimensdes fisicas, vazéo, tempo de
residéncia, produtividade e estabilidade operacional (Milagre et al., 2005; Rodrigues
et al., 2005; Milagre et al., 2006; Milagre et al., 2009). Os principais tipos de reatores
utilizados em processos biocataliticos sdo apresentados na Figura 8 (Lother e
Oetterer, 1995; Milagre, 2005).

Figura 8 — Configuragdes de reatores. a) leito fixo, b) leito fluidizado, c) membrana, d) tanque agitado

(c) (d)

-
|

S T
Petelelele 0 000

Alimentacgao

Fonte: Milagre, 2005.

O reator de leito fixo (Figura 9.a), selecionado para este trabalho, € composto
por uma coluna preenchida com o biocatalisador imobilizado, de forma que o liquido
€ bombeado para seu interior, difundindo o substrato por entre o recheio. A grande
vantagem dessa configuragcdo € o menor dano causado ao biocatalisador pela
auséncia de agitacdo do sistema e uma desvantagem é a dificuldade da difuséo
homogénea do substrato devido a formagédo de caminhos preferenciais no momento
do preenchimento com a matriz em que o biocatalisador se encontra imobilizado
(Milagre, 2005).
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No reator de leito fluidizado (Figura 9.b), os biocatalisadores imobilizados sao
mantidos em suspensédo pela vazéo do liquido ou por gases borbulhados; no reator
de membrana (Figura 9.c), os biocatalisadores sdo mantidos separados por
membranas de porosidade controlada e o tanque agitado (Figura 9.d) atua em
processos por batelada ou em fluxo continuo (Milagre, 2005).

As variaveis mais importantes a um processo biocatalitico sdo a vazao (U), que
se trata do volume de liquido medido na saida do reator por unidade de tempo

(Equacéo 3),

_ Volume

3)

~ Tempo

o volume util (Vu), que € o volume aproveitado do reator para realizar a reagao, o
tempo de residéncia (Tr), que seria 0 tempo que o substrato permanece dentro do

reator, dado pela razdo entre volume util e vazdo (Equacéo 4),

|4
= @)

Tq = ()
a produtividade (P), que é a velocidade de formagao do produto por unidade de tempo
(Equagao 6),

_ Concentragio do produto (mmol/L)

P= T, () ©)

a velocidade especifica (u), que se trata da formagao de produto por unidade de tempo
e normalizada pela massa de enzima adicionada (Equagéo 7),

_ Concentragao do produto (mmol/L)
M= " Massa de enzima (g) X T, (h)

(7)

a extensédo da reagédo, que é a porcentagem de substrato convertido efetivamente em
produto (Equacéo 8),
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Produto;—;

Extensdo da reacdo,—. (%) =

= %X 100 8
Substrato;—o — Substrato;—; (8)

e o grau de conversao (C), ou seja, a porcentagem de substrato convertido em produto

(Equacéo 9).

Substrato,—q — Substratos_,
Co=t (%) = Substratoy—g x 100 ©)
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2 Objetivo

Para adequacgao dos processos industriais aos principios da Quimica Verde, o
escalonamento de reagbes ambientalmente amigaveis que transformam substratos
em produtos de alto valor agregado é fundamental e a biocatalise tem se mostrado
como uma alternativa muito viavel para tal propdsito. O objetivo do trabalho, portanto,
consiste na construgdo e implementacdo de um mini biorreator de leito fixo,
preenchido com lipases imobilizadas em alginato de calcio, visando a resolugao
cinética enzimatica de blocos construtores quirais sob fluxo continuo para a aplicagéao

em sintese organica.
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3 Parte experimental

Para a sintese dos padrdes de estudo, os seguintes reagentes foram utilizados:
acetofenona (Sigma-Aldrich, 99%), boroidreto de sédio (Merck, 96%), etanol grau
HPLC (NEON, 99,5%), (rac) 1-feniletilamina (Sigma Aldrich, 99%), dimetilaminopirina
— DMAP — (Sigma Aldrich, 99%), piridina (Synth, 99%), anidrido acético (Vetec, 97%)
e diclorometano anidro (Sigma Aldrich, 99,8%). As analises das configura¢des
absolutas dos compostos foram feitas utilizando os padrées quirais (S) 1-feniletilamina
(Alta Aesar, 98%) e (S) 1-feniletanol (Alta Aesar 99%).

Para as resolucgdes cinéticas realizadas, os reagentes utilizados foram: acetato
de vinila (Alta Aesar, 99%), tolueno (Synth, 99,5%), acetato de etila grau PA (NEON
ou Synth, 99,5%), éter etilico (Synth, 98 e etanol grau PA (Qhemis, 99,5%). O tampéo
fosfato utilizado foi feito com fosfato de sddio bibasico heptaidratado (Synth, 98-102%)
e fosfato de potassio monobasico anidro (Nuclear, 98%) e o tampao Tris/HCI foi
produzido com Tris base (KASVI, 99,9%) e acido cloridrico (Fmaia, 37%). As lipases
utilizadas foram a NOVOZYM® 435 (NOVOZYM, 5000 U/g) e a lipase de Burkholderia
cepacia (Amano, 30000 U/g).

Todas as extragdes feitas utilizaram acetato de etila grau PA (NEON ou Synth,
99,5%) e sulfato de magnésio (Vetec, 98%) como agente secante.

Todas as analises de cromatografia gasosa foram feitas utilizando acetato de
etila grau HPLC (Panreac, 99,9%).

As imobilizagbes utilizaram alginato de sédio Protanal® PC6650 e cloreto de
calcio (Vetec, 96%).

3.1 Analises cromatograficas

3.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises foram realizadas em placas da marca Macherey-Nagel com tamanho
7,5 cm de comprimento x 2,5 cm de largura e filme de silicagel 60 F254 sobre suporte

de aluminio. A fase moével utilizada foi a de hexano/acetato de etila 80:20.
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3.1.2Cromatografia gasosa com detector por ionizacao em
chama (GC-FID - Gas Chromatography - Flame lonization

Detector)

As analises em GC-FID foram realizadas em cromatdgrafo gasoso SHIMADZU
GC-2010 Plus utilizando-se duas diferentes colunas: RTX-5 (fase normal) e
HYDRODEX 3-3P (fase quiral). O injetor utilizado foi do tipo Split em razao 1:100 e o
gas de arraste foi hidrogénio a 1,22 mL min-".

A coluna RTX-5 possui as dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. O método
utilizado foi: temperatura inicial 80 °C (mantida por 3 minutos), velocidade de
aquecimento 30 °C/min, temperatura final 280 °C (mantida por 3 minutos). As
temperaturas do injetor e do detector foram de 260 °C e 300 °C, respectivamente, e
as injegdes foram de 1,0 pL na concentragdo de 0,25 a 1,5 mg mL-".

A coluna HYDRODEX B-3P possui as dimensodes de 25 m x 0,25 mm x 0,25 ym
e foi utilizada para determinacao dos excessos enantioméricos. O método utilizado foi:
temperatura inicial 100 °C (mantida por 3 minutos), velocidade de aquecimento 1
°C/min até temperatura de 115 °C (mantida por 2 minutos) e novo aquecimento a
velocidade 10 °C/min até temperatura 180 °C (mantida por 10 minutos). As
temperaturas do injetor e do detector foram de 200 °C e 220 °C, respectivamente. As

injecdes feitas foram de 1,0 yL em concentragdo 0,25 a 1,5 mg mL-".

3.1.3Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (GC-MS — Gas Chromatography — Mass Spectrometry)

As analises foram feitas em cromatografo gasoso 7890B acoplado a
espectrometro de massas 5977A da marca Agilent, com fonte de ionizacdo por
elétrons a 70 eV. A coluna utilizada foi a HP-5MS com o seguinte método: temperatura
inicial 80 °C (mantida por 3 minutos), velocidade de aquecimento de 30 °C/min até
temperatura final de 280 °C (mantida por 3 minutos). As temperaturas do injetor e da
linha de transferéncia foram de 260 °C e 280 °C, respectivamente, utilizando-se

hidrogénio como gas de arraste a uma vazao de 1,22 mL min-'. As inje¢des foram
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feitas com volume de 1,0 uL em concentragédo proxima a 0,5 mg mL-', no modo Split

em razao 1:100.

3.2 Analise e sintese dos padroes reacionais

3.2.1Sintese da 1-feniletilacetamida (2)

Figura 9 — Reagéo para a sintese de 2.
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Fonte: autor.

Para a sintese da 1-feniletilacetamida (2), foram adicionados 1,0 g de 1-
feniletilamina (1) (8,2 mmol) e 15,0 mL de diclorometano (CH2Cl2) anidro a um balé&o
de fundo redondo de 25 mL, deixando-se o conteudo sob agitacdo e purgado com
nitrogénio. A outro baldo de fundo redondo de duas bocas, de 50 mL, 15,0 mL de
diclorometano anidro, 0,25 g de DMAP (2,0 mmol), 1,0 mL de piridina (12 mmol) e 5,0
mL de anidrido acético (63 mmol) foram adicionados, também deixando-se o conteudo
sob agitacédo e purgado com gas nitrogénio. Com auxilio de uma canula, o conteudo
do primeiro balao foi transferido para o segundo, deixando o mesmo em banho de
gelo por quinze minutos e depois em banho de agua a temperatura ambiente por 5,0
horas. A elaboragéo da reagao foi realizada lavando-se a fase organica com 30,0 mL
de agua destilada trés vezes. A fase organica foi seca com MgSO4 e evaporada a
pressao reduzida em um rotaevaporador, para obtencdo de um solido amarelado. O
produto (2) foi obtido com rendimento de 98%.
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3.2.2Sintese do 1-feniletanol (3)

Figura 10 — Reacéo para a sintese de 3.
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Fonte: autor.

Para sintese do 1-feniletanol (3), 1,0 g de acetofenona (8,3 mmol) e 25,0 mL de
etanol grau HPLC foram adicionados a balao de fundo redondo de 50 mL. Deixando-
se o conteudo sob agitagdo suave, colocou-se o baldo em banho de gelo e
adicionaram-se lentamente 0,50 g de boroidreto de sédio (13 mmol). A reagéao foi
mantida sob agitacéo por 4,0 horas. Para a elaboracdo da reagao, evaporou-se 0
etanol sob pressao reduzida e em seguida adicionaram-se 20,0 mL de agua destilada
ao baldo, realizando-se trés extracdes de 20,0 mL de acetato de etila. A fase orgéanica
foi seca com sulfato de magnésio (MgSQOa4) seco e filtrada para ser evaporada a
pressao reduzida. O produto (3) foi obtido como um 6éleo incolor com rendimento de
95%.

3.2.3 Sintese do acetato de 1-feniletila (4)

Figura 11 — Reacéo para a sintese de 4.
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Fonte: autor.
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Para a sintese do acetato de 1-feniletila (4), utilizou-se procedimento similar ao
da sintese de (2), adicionando-se ao primeiro baldo 0,70 g de (3) (5,7 mmol) e 20,0
mL de diclorometano anidro e ao segundo baldo 0,18 g de DMAP (1,5 mmol), 1,0 mL
de piridina (12 mmol), 4,0 mL de anidrido acético (42 mmol) e 20,0 mL de
diclorometano anidro. A elaborac&o da reacéo foi realizada lavando-se a fase orgénica
acetato de etila:diclorometano (7:3) com 30,0 mL de agua destilada trés vezes. A
mesma fase foi seca com MgSO4 e evaporada a presséo reduzida para obtencéo de

6leo amarelado. O produto (4) foi obtido com rendimento de 88%.

3.3 Resolucgdes cinéticas enzimaticas

3.3.1Resolucao cinética da 1-feniletilamina (1) catalisada pela
enzima NOVOZYM 435 utilizando o acetato de vinila como

doador de acila

Para esta reacao, pesaram-se 0,12 g da (rac)-1 (1,0 mmol) e 0,27 g de acetato
de vinila (3,1 mmol) em um baldo de fundo redondo de 25 mL. 10,0 mL de tolueno
foram adicionados ao balado, o qual foi deixado sob agitagdo em banho de 6leo a 70
°C. Foram adicionados 20 mg de NOVOZYM 435® para inicio da reagdo. Com 22h de
reacao, a elaboracao foi feita adicionando-se 10,0 mL de acetato de etila ao balao
reacional e trés lavagens de 10,0 mL de agua destilada foram realizadas. As fases
organicas foram unidas, secas com MgSQy, filtradas e rotaevaporadas. O rendimento
obtido foi de 80% para 6leo marrom viscoso. Um experimento branco da reacao foi

realizado em meia escala para avaliagcdo dos resultados.
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3.3.2Resolucao cinética da 1-feniletilamina (1) catalisada pela
enzima NOVOZYM 435 utilizando o acetato de etila como doador

de acila

Nesta reacdo, utilizou-se acetato de etila como doador de acila e solvente
reacional. Foram pesados 0,056 g de (rac)-1 (0,46 mmol) em baldo de fundo redondo
de 25 mL de duas bocas. Adicionaram-se 6,0 mL de acetato de etila e acoplou-se o
baldo a um condensador, colocando-se 0 mesmo em banho de agua a 30 °C. Foram
pesados e adicionados 21 mg de NOVOZYM 435® ao baldo para iniciar-se a reagao.
Retiraram-se aliquotas em diferentes intervalos de tempo para monitoramento em GC-
FID, avaliando-se a conversido. Apds 71h, a mistura reacional foi filtrada para retirada
da enzima e 10,0 mL de acetato de etila foram adicionados. Lavou-se a fase organica
com trés volumes de 20,0 mL de agua destilada, secou-se a mesma com MgSOs4,
filtrou-se e rotaevaporou-se para obtencao do produto. O rendimento calculado foi de
25%. Um experimento branco da mesma reagdao também foi realizado em mesma

escala para avaliacado dos resultados.

3.3.3Resolucao cinética da 1-feniletilamina (1) catalisada pela
lipase de Burkholderia cepacia utilizando o acetato de etila

como doador de acila

A resolucao cinética enzimatica foi realizada usando a lipase de Burkholderia
cepacia. Para isso, pesaram-se 0,13 g de (rac)-1 (1,0 mmol) em baldo de fundo
redondo de 25 mL de duas bocas. Adicionaram-se entdo 4,0 mL de n-heptano e 2,0
mL de acetato de etila, acoplando-se o baldo a condensador e colocando-se 0 mesmo
em banho de 6leo a 40 °C. Para iniciar a reacgao, adicionaram-se 19 mg da lipase de
Burkholderia cepacia. Retiraram-se aliquotas em intervalos de tempo para
monitoramento em GC-FID, avaliando-se a conversio da reacao. Apos 29h de reacao,
filtrou-se a mistura reacional para retirada das enzimas e rotaevaporou-se o filtrado.
O rendimento obtido foi de 63%.
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3.3.4Resolucao cinética da 1-feniletilamina (1) através da
hidrélise da 1-feniletilacetamida (2) utilizando a lipase de

Burkholderia cepacia

Duas tentativas de resolugao cinética enzimatica através da hidrolise de 2 foram
realizadas: uma em tampéao fosfato e outra em tampao Tris/HCI, nao foi obtido éxito

em nenhuma reagao.

3.3.4.1 Resolucgao cinética em tampao Tris/HCI

Adicionaram-se 3,0 mL de tampao Tris/HCI 0,1 M pH 7,0 a um baldo de fundo
redondo de 10 mL € 0,081 g de (rac)-2 (0,50 mmol) foram adicionados a um eppendorf,
solubilizados em 200 uL de etanol. A solugao do eppendorf foi transferida gota a gota
para o baldo com conteudo sob agitacdo. O balao foi colocado em banho de agua a
temperatura de 40 °C. Pesaram-se 9,7 mg de lipase de Burkholderia cepacia, os quais
foram adicionados ao baldo para dar inicio a reagdo. Aliquotas foram retiradas em
determinados intervalos de tempo, extraidas com acetato de etila grau HPLC e
injetadas em GC-FID para monitoramento da reacéo. Apds 22h, o conteudo do baldo
foi extraido trés vezes com 5,0 mL de acetato de etila. As fases organicas foram
unidas, secas com MgSOs, filtradas e rotaevaporadas, obtendo-se rendimento de

77%. Um experimento branco foi feito simultaneamente para avaliacdo dos resultados.

3.3.4.2 Resolugao cinética em tampao fosfato

3,0 mL de tampao NazHPO4/KH2PO4 0,133 M pH 7,0 foram adicionados a balédo
de fundo redondo de 10 mL. 0,081 g de (rac)-2 (0,50 mmol) foram solubilizados em
200 pL de etanol em eppendorf e transferidos gota a gota ao baldo. Para inicio da
reacao, 31 mg de lipase de Burkholderia cepacia foram adicionados ao baléo, que foi

colocado em banho de agua a 30 °C Aliquotas foram retiradas em determinados
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intervalos de tempo, extraidas com acetato de etila grau HPLC e injetadas em GC-

FID para monitoramento da reagao.

3.3.5Resolucao cinética do 1-feniletanol (3) através da hidrélise

de acetato de 1-feniletila (4)

3.3.5.1 Resolugio cinética catalisada pela lipase NOVOZYM® 435

A um baldo de fundo redondo de duas bocas de 25 mL foram adicionados 4,0
mL de tampdo Na2HPO4.7H20/KH2PO4 0,133 M pH 7,0 e 22 mg da lipase
NOVOZYM® 435. O baldo foi colocado em banho de agua a 40 °C e acoplado a
condensador com banho termostatico a 15 °C. Adicionaram-se 0,16 g de (rac)-4 (1,0
mmol) e 2,0 mL de éter etilico a eppendorf, o qual foi agitado e teve o conteudo
transferido ao baldo reacional. O sistema foi vedado e aliquotas foram retiradas para
monitoramento por GC-FID. Apds 65h, a elaboragao da reacéao foi realizada filtrando-
se a solucédo reacional para retirada das enzimas e extraindo-se o conteudo do balao
com trés volumes de 10,0 mL de acetato de etila. A fase orgéanica foi seca em MgSO4,
evaporada sob pressao reduzida e o rendimento foi calculado em 21%. A converséo
e 0s excessos enantioméricos foram avaliados por GC-FID. Um experimento branco

da mesma reacao foi realizado em meia escala para avaliacdo dos resultados.

3.3.5.2 Resolugao cinética catalisada por lipase de Burkholderia

cepacia

Realizou-se mesmo procedimento de 3.3.5.1, mas substituiu-se a enzima
utilizada para a lipase de Burkholderia cepacia, utilizando-se 0,10 g de (rac)-4 (0,60
mmol). Obteve-se rendimento de 65% e a convers&do e 0s excessos enantioméricos
também foram avaliados por GC-FID.
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3.4 Imobilizagao enzimatica em esferas de alginato de calcio

Para a producdo de esferas de alginato de calcio com enzimas imobilizadas,
solubilizaram-se 30 mg de lipase de Burkholderia cepacia em 4,0 mL de agua
destilada e 80 mg de alginato de sddio foram adicionados, agitando a solugédo até
homogeneidade. Essa mistura foi entdo extrudada em solugdo de cloreto de calcio
10% (m/v) utilizando-se uma bomba peristaltica da marca MILAN, modelo 202, série
38 10.

Para a reagao descrita no item 3.5, as esferas produzidas foram liofilizadas. Apds
imobilizacdo das lipases, as esferas foram secas levemente com papel toalha e
armazenadas em tubo Falcon de 50 mL durante 14 horas a -11 °C para congelamento.
Apos esse periodo, foram submetidas ao liofilizador Enterprise | da marca Terroni, que
trabalhou durante 4 horas com vacuo de 0,170 yHg e temperatura do condensador
em -48 °C. As esferas foram entéo retiradas do liofilizador e armazenadas em tudo

Falcon deixado em dessecador até momento do uso.

3.5 Resolugao cinética enzimatica do 1-feniletanol (3) através
da hidrélise do acetato de 1-feniletila (4) na presenca de enzimas

imobilizadas

Utilizando as esferas de alginato de calcio produzidas e liofilizadas, como
descrito no item 3.4, a resolugao cinética enzimatica foi realizada adicionando-se 10,0
mL de agua destilada a um baldo de fundo redondo de duas bocas de 50 mL. Em
eppendorf, pesaram-se 0,16 g de (rac)-4 (1,0 mmol), os quais foram misturados a 2,0
mL de éter etilico. A mistura foi adicionada gota a gota ao baldo reacional, o qual ja
se encontrava em banho de 6leo a 40 °C e acoplado a um condensador com banho
termostatico a 5 °C. Aliquotas foram retiradas e extraidas com acetato de etila grau
HPLC para monitoramento por GC-FID. Apdés 31h de reacdo, a elaboragao foi
realizada filtrando-se o conteudo do baldo para retirada das esferas de alginato. A
fase aquosa foi extraida trés vezes com 10,0 mL de acetato de etila. As fases
organicas foram unidas, secas com MgSOyu, filtradas e rotaevaporadas. Obteve-se

rendimento de 39%.
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3.6 Resolucao cinética enzimatica do 1-feniletanol (3) através

da hidrélise do acetato de 1-feniletila (4) em fluxo continuo

ApOs a imobilizagdo da lipase de Burkholderia cepacia nas esferas de alginato
de calcio e o preenchimento do reator com as mesmas, realizou-se o condicionamento
do sistema. Para isso, agua destilada foi bombeada pelo reator, que se encontrava
incubado em banho de agua a 40 °C, a uma vazao de 0,92 mL/min durante uma hora.

Com o reator devidamente condicionado, adicionaram-se 80,0 mL de agua
destilada a um erlenmeyer de 125 mL e, sob intensa agitagdo, gotejou-se uma solugéo
contendo 30 mg de (rac)-3 solubilizados em 2,0 mL de éter etilico. Essa solugao foi
bombeada pelo reator, mantendo-se a vazdo do condicionamento, e recolhida em
erlenmeyer também de 125 mL. A solugao foi entdo extraida com trés volumes de
80,0 mL de acetato de etila. As fases organicas foram unidas, secas com MgSO4,
filtradas e rotaevaporadas a pressao reduzida, obtendo-se rendimento igual a 39% e
49% para as duas reagoes realizadas, respectivamente. Em ambos os experimentos,
mantiveram-se constantes a vazao da bomba, a concentracdo do substrato e a
temperatura do banho do reator. A propor¢ao de enzimas imobilizadas em alginato de
calcio também foi mantida constante, mas utilizaram-se, respectivamente, 30 mg e

120 mg da lipase de Burkholderia cepacia.
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4 Discussao e resultados

O objetivo principal deste trabalho é o desenvolvimento de um mini biorreator
para realizar a resolugao cinética enzimatica visando a sintese de blocos construtores
quirais. Para esta finalidade foram selecionados dois substratos modelo: a 1-
feniletilamina (1) e o 1-feniletanol (3), Figura 12. Estes substratos foram selecionados
por serem blocos construtores em sintese orgénica com a resolugdo cinética
enzimatica bem estabelecida. (Bornscheuer e Kazlauskas, 2006; De Miranda et al.,
2013; Melais et al., 2016)

A resolucao cinética enzimatica pode ser realizada pelas lipases de duas
maneiras: pela reagdo de acilagdo (Figura 12a) ou pela reagcdo de hidrélise dos

substratos acetilados (Figura 12b).

Figura 12 — Vias da resolugao cinética dos substratos modelos.
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Fonte: autor.
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4.1 Resolugao cinética enzimatica da 1-feniletilamina (1)

4.1.1 Caracterizagcdo e anadlise cromatografica da 1-

feniletilamina (1) e da 1-feniletilacetamida (2)

Primeiramente os dados cromatograficos de 1 e 2 foram obtidos para o
monitoramento das reacdes de resolucgao.

Tendo a disposi¢cao o padrédo analitico de (rac)-1, uma analise em GC-FID foi
realizada, obtendo-se o cromatograma da Figura 13, que indicava tempo de retencao
(tr) igual a 4,970 min.

Figura 13 — Cromatograma da analise de 1 na coluna RTX-5.
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Fonte: autor.

Como descrito no item 3.2.1, o composto (rac)-2 foi sintetizado a partir do padréo
de (rac)-1 e caracterizado por GC-MS. A Figura 14 mostra o cromatograma, com pico
unico em tr igual a 7,327 minutos, e o espectro de massas, com a respectiva
caracterizagao.

A mesma amostra foi entdo analisada em GC-FID para comparacao dos tr entre
(rac)-1 e (rac)-2. Como mostrado na Figura 15, a superposicdo das analises feitas
mostra que ha boa separagdo entre os compostos na coluna de fase normal,

possibilitando facil monitoramento das reacgdes.
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Figura 14 — Resultados da andlise de GC-MS de (rac)-2.
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Figura 15 — Cromatogramas superpostos das analises de 1 e 2 na coluna RTX-5.
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4.1.2 Analise

feniletilacetamida (2)

quiral da 1-feniletilamina da 1-

(1)

e

Os dados cromatograficos de 1 e 2 em coluna de fase quiral também foram
obtidos para avaliagao dos excessos enantioméricos das resolugdes cinéticas.

Com os padrdes de (rac)-1 e (S)-1 a disposi¢gao, ambos foram separadamente
analisados em GC-FID. Na Figura 16, o cromatograma do padrao de (rac)-1 é
mostrado e na Figura 17 demonstra-se o cromatograma da analise de (S)-1

superposto a Figura 16.

Figura 16 — Cromatograma da analise de (rac)-1 coluna HYDRODEX B-3P.
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Fonte: autor.

Figura 17 — Cromatogramas superpostos das andlises de (rac)-1 e (S)-1 na coluna HYDRODEX [3-3P.
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Como pode-se observar, uma 6tima separacdo dos enantidmeros foi alcangada
com o método desenvolvido para a coluna de fase quiral, possibilitando analise dos
excessos enantioméricos. Os picos superpostos representam (S)-1, cujo tr é de
10,561 minutos, e o pico restante, portanto, é referente a (R)-1, com tr de 10,183
minutos.

O padrao (S)-2 foi obtido realizando-se novamente a sintese descrita em 3.2.1,
mas utilizando como material de partida, dessa vez, o padrdo (S)-1. Com os padrbées
de (rac)-2 e (S)-2 disponiveis, ambos foram analisados por GC-FID separadamente e
os cromatogramas sdo mostrados nas Figuras 18, que contém apenas a analise de

(rac)-2, e 19, que mostra a superposi¢ao dos cromatogramas.

Figura 18 — Cromatograma da analise de (rac)-2 na coluna HYDRODEX (3-3P.
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Fonte: autor.

Figura 19 — Cromatogramas superpostos das andlises de (rac)-2 e (S)-2 na coluna HYDRODEX [3-3P.
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O mesmo método cromatografico utilizado para a separagao de (rac)-1 também
teve sucesso ao separar muito bem os enantibmeros de (rac)-2. Como pode-se
observar, os picos de (S)-2 estdo superpostos em tr igual de 28,480 minutos e o pico
de (R)-2, portanto, possui tr de 28,785 minutos.

4.1.3 Resolugoes cinéticas enzimaticas da 1-feniletilamina (1)

Trés condi¢des reacionais foram testadas para a resolugdo cinética de (rac)-1,
mostrada na Figura 20. As condigdes triadas foram a lipase utilizada (lipase de
Burkholderia cepacia ou NOVOZYM® 435), o doador de acila (acetato de vinila e
acetato de etila), o solvente da reacao (tolueno, n-heptano e acetato de etila) e a

temperatura (30 °C, 40 °C e 70 °C). Os resultados sao apresentados na Tabela 3.

Figura 20 — Resolugao cinética enzimatica para 1.
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Fonte: autor.

Tabela 3 — Resultados para a resolugao cinética de 1

- , Temp. Doador de Conversao ee (R)-
Condicdo Lipase Solvente (°C) acila (%) 2 (%)
(o]
A N435 Tolueno 70 )L 98 0
o X
(0]
B N4gs Aostalode g )L 57 65
o N

o]
C BCL  n-Heptano 40 /H\ 4 56
o N
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Dentre os resultados obtidos, a condicdo que se mostrou mais promissora foi a
B, em que se obteve conversdo de 57% apds 71 horas de reacdo e excesso
enantiomérico final em 65%. A Figura 21 apresenta a conversdo e 0 excesso
enantiomérico de (R)-2 de acordo com o tempo reacional. Percebe-se que ocorre

transformacao gradativa de 1 em 2 com moderada enantiosseletividade.

Figura 21 — Perfil cinético da condicao B de resolucéo cinética para 1.
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Fonte: autor.

Para a condicdo A, a conversao quase quantitativa e excesso enantiomérico nulo
se deve ao fato de que o acetato de vinila reagiu diretamente com 1, sem catalise
enzimatica, para formagao de 2, resultado que foi confirmado no experimento branco
da reagao. Pela consulta a literatura (Bornscheuer e Kazlauskas, 2006), o acetato de
vinila € um doador bastante reativo devido ao efeito de ressonancia existente entre a
dupla ligacéo da cadeia lateral e a carbonila, inviabilizando seu uso em resolugdes
cinéticas para 1.

Para a condicdo C, notou-se conversdo muito lenta, 4% em 28 horas, e com
moderada enantiosseletividade. Esses resultados se devem provavelmente ao fato de
que a lipase de Burkholderia cepacia foi utilizada na forma livre, em contato direto com

solvente organico, o que pode ocasionar perda de estabilidade. Comparada a
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NOVOZYM® 435, sua atividade foi muito mais baixa porque esta ultima esta

imobilizada em resina acrilica, o que confere maior resisténcia a enzima.

4.1.4Resolucao cinética enzimatica da 1-feniletilamina (1)

através da hidroélise da 1-feniletilacetamida (2)

Visto que nao foram alcangados grandes resultados com a resolugéo cinética
enzimatica via acilagao de 1, optou-se por testar o desempenho das lipases para a

reacao de hidrélise, como apresentado na Figura 22.

Figura 22 — Reagéo para a resolugao cinética enzimatica de 1 via hidrdlise de 2.
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Fonte: autor.

A mudancga, portanto, do meio organico para o meio aquoso trouxe algumas
vantagens ao projeto: o uso da lipase de Burkholderia cepacia, que se encontra na
forma livre, foi facilitado devido a solubilidade em agua; os custos foram reduzidos,
visto que esta enzima é cinco vezes mais barata do que a NOVOZYM® 435, o reator
a ser construido poderia agora ser feito de um material de baixo custo, como plastico,
sem o problema da incompatibilidade com solventes organicos; e o uso da agua como
solvente tornou a proposta mais sustentavel.

Os dois procedimentos para a hidrélise de 2 foram realizados alterando-se
apenas o tampao utilizado, mas os resultados obtidos para ambos foram os mesmos:
nao houve conversao de 2 em 1.

Devido aos resultados negativos, outro substrato foi testado a fim de avaliar o

desempenho das lipases na reacéo de hidrdlise.
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4.2 Resolucao cinética enzimatica do 1-feniletanol (3)

4.2.1 Caracterizagao e analise cromatografica do 1-feniletanol (3)

e do acetato de 1-feniletila (4)

A sintese de (rac)-3 foi realizada através da redugao da acetofenona (item 3.2.2)
utilizando boroidreto de sédio. Com isso, este padrao foi analisado em coluna de fase

normal, como mostrado na Figura 23.

Figura 23 — Analise de 3 na coluna RTX-5.
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Fonte: autor.

O padréo de (rac)-4 foi sintetizado de acordo com o item 3.2.3 e foi caracterizado
por analise em GC-MS. O cromatograma obtido continha um unico pico referente a 4
em trigual a 5,885 minutos, como demonstrado na Figura 24, e o espectro de massas
€ apresentado com a caracterizacido do composto.

Com a analise do padrao de (rac)-4 em GC-FID, foi possivel visualizar, na Figura
25, que a sobreposicdo dos cromatogramas permite separagao muito boa entre 3 e 4
pelo mesmo método aplicado a 1 e 2, permitindo o monitoramento das reagdes.
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Figura 24 — Cromatograma e espectro de massas para analise via GC-MS de 4.
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Figura 25 — Cromatogramas superpostos das analises de 3 e 4 na coluna RTX-5.
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4.2.2 Anadlise quiral do 1-feniletanol (3) e do acetato de 1-
feniletila (4)

Para obtencao dos dados cromatograficos na coluna de fase quiral, os padrbes
(rac)-3 e (S)-3 foram analisados via GC-FID. Os cromatogramas obtidos sao
apresentados nas Figuras 26 e 27, que contém, respectivamente, a analise de (rac)-
3 e a sobreposi¢ao dos cromatogramas para associagdo dos enantibmeros aos tr
obtidos.

Figura 26 — Cromatograma da analise de (rac)-3 na coluna HYDRODEX (3-3P.
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Fonte: autor.

Figura 27 — Cromatogramas superpostos das andlises de (rac)-3 e (S)-3 na coluna HYDRODEX [3-3P.
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Observa-se que ha boa separagao dos enantidmeros no método aplicado, o que
permite avaliacdo dos excessos enantioméricos no monitoramento das resolucdes
cinéticas. A sobreposi¢cao de picos ocorre apenas em tr igual a 21,092 minutos,
referente a (S)-3, e o tr de 19,968 minutos representa (R)-3.

A sintese de (S)-4 foi novamente realizada, mas dessa vez partindo-se do padrao
analitico (S)-3. A analise de (rac)-4 na coluna de fase quiral teve como resultado o
cromatograma mostrado na Figura 28, enquanto a Figura 29 apresenta a

sobreposicao das analises, também indicando os tr de cada enantidmero.

Figura 28 — Cromatograma da analise de (rac)-4 na coluna HYDRODEX (3-3P.
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Fonte: autor.

Figura 29 — Cromatogramas superpostos das analises de (rac)-4 e (S)-4 na coluna HYDRODEX 3-3P.
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Os enantibmeros (R)-4 e (S)-4 foram separados com sucesso pelo mesmo
método aplicado a (R)-3 e (S)-3. O tr em 13,375 minutos refere-se aos picos

sobrepostos de (S)-4 e (R)-4, portanto, possui tr igual a 17,720 minutos.

4.2.3 Resolucao cinética do 1-feniletanol (3) através da hidrélise

de acetato de 1-feniletila (4)

Mantendo a mudanga do meio organico para 0 meio aquoso, a resolugao cinética
de 3 através da hidrolise de 4 (Figura 30) foi testada com as lipases NOVOZYM® 435
e de Burkholderia cepacia. Os resultados das duas resolu¢des sao apresentados na
Tabela 4.

Figura 30 — Reacéo da resolucao cinética enzimatica de 3 pela hidrdlise de 4.
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Fonte: autor.
Tabela 4 — Resultados para a resolugao cinética de 3 via hidrolise de 4.
Condicao Lipase Tempo reacional (h) Conversao (%) ee (%)
A N435 65 74 =299
B BCL 21 51 =99

Analisando os dados da Tabela 5, percebe-se que na condi¢céo A, a conversao
de 74% deveria acarretar um excesso enantiomérico bem abaixo do alcangado. O
problema encontrado no monitoramento dessas reacdes foi o de que a solubilidade
de 3 € maior do que a de 4 no meio aquoso, o que prejudicou os dados obtidos. Apesar
disso, a analise da mesma aliquota feita posteriormente em coluna de fase quiral

mostrou o excesso reportado.
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Para a condi¢ao B, a aliquota da extracdo analisada apresentou resultado mais
condizente entre conversdo e excesso enantiomérico, demonstrado na Figura 31.
Percebe-se a auséncia dos picos referentes a (R)-4, totalmente convertido a (R)-3, e

a (S)-3, que nao foi produzido devido a conversdo de muito lenta de (S)-4.

Figura 31 — Cromatograma da aliquota da extragdo da condig¢éo B.
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Fonte: autor.

O monitoramento de ambas as reacgdes na coluna de fase quiral demonstrou que

0 excesso enantiomérico manteve-se em valor = 99% durante todo o tempo reacional.

4.3 Imobilizagao enzimatica em esferas de alginato de calcio

A imobilizagdo em alginato de calcio é frequentemente realizada na forma de
esferas. Para isso, uma solugdo contendo alginato de sédio e a enzima a ser
imobilizada é gotejada por uma seringa em solucéo de cloreto de calcio, formando as
esferas instantaneamente, como apresentado na Figura 32.

Para avaliar o tamanho das esferas obtidas por esse método, realizou-se um
estudo relacionando os didametros das agulhas disponiveis no laboratério e o tamanho

das esferas de alginato de calcio obtidas. Os dados sdo mostrados na Tabela 5.
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Figura 32 — Método de imobilizagao por gotejamento.
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Fonte: autor.

Tabela 5 — Didmetros das agulhas e das esferas produzidas.

Diametro médio esferas de

Agulha n°® Didmetro agulha (mm) alginato (mm)
1 0’7 1,6
2 1,4 24
3 2.0 2,5

Visto que a agulha de menor didmetro disponivel produzia esferas de 1,6 mm de
diametro em média, um sistema para redugdo do tamanho das gotas formadas
precisou ser construido. Optou-se por um método no qual a agulha de extrusao
encontra-se rodeada por um jato de ar cuja fungdo é a de expulsar as gotas
rapidamente da ponta da agulha (Orive et al., 2006), evitando seu crescimento pela
acao da tensao superficial da solugéo. A Figura 33 apresenta o esquema do sistema
construido.

Uma pecga metalica em forma de T (Figura 34.a) foi cortada e uma agulha foi
presa a pega pela parte interior (Figura 34.b). O sistema de extrusdo foi montado com
uma bomba de ar da marca Master® (Figura 34.c) acoplada a uma valvula dupla de
plastico (Figura 34.d), que regulava a vazao de ar e se ligava a pega metalica por uma

mangueira, conduzindo o jato de ar até o entorno da agulha.
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Figura 33 — Sistema construido para redugédo do tamanho das esferas de alginato de calcio
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Fonte: autor.

Figura 34 — Partes do sistema de extrusdo. a) pega metalica em T; b) agulha presa a peca metalica; c)

bomba de ar Master®; d) valvula dupla de plastico; e) sistema de extrusao.
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Fonte: autor.
As esferas de alginato tiveram seu didmetro reduzido de média 1,6 mm para
média de 1,0 mm pela a¢ao do jato de ar na extrusao utilizando a agulha n°® 1.
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4.4 Resolucao cinética do 1-feniletanol (3) pela hidrélise do

acetato de 1-feniletila (4) com enzimas imobilizadas

Estabelecida uma condicado 6tima de reagao, como a verificada no item 4.2.3, e
a metodologia de imobilizagdo dos biocatalisadores em alginato de calcio, reportada
no item 4.3, realizou-se entao a resolucéo cinética de 3 pela hidrélise de 4 na presenca
da lipase de Burkholderia cepacia imobilizada (Figura 35).

Figura 35 — Reagao da resolugao cinética enzimatica de 3 pela hidrélise de 4 com lipases imobilizadas
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Fonte: autor.

Em tempo reacional de 31 horas, a conversao atingida foi de 49% com excesso

enantiomeérico = 99%, como apresentado no cromatograma da Figura 36.

Figura 36 — Cromatograma referente a extracdo do meio reacional da resolugdo cinética enzimatica de
3 pela hidrdlise de 4 na coluna HYDRODEX (-3P.
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Fonte: autor.
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Com o monitoramento realizado para esta reagao, percebeu-se, como mostrado
na Figura 37, que a converséo de 4 em 3 foi gradual e com ee = 99% durante todo o
processo. O comportamento da lipase também foi bastante similar aquele previsto
para a cinética enzimatica: conversdao mais acentuada no inicio da reacdo e
diminuicdo da velocidade conforme o substrato € consumido, caracterizando o estado

estacionario da enzima.

Figura 37 — Perfil cinético e excessos enantioméricos da resolu¢do cinética enzimatica de 3 pela
hidrélise de 4 na presenca de lipase imobilizada.
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Fonte: autor.

4.5 Construgcao dos mini biorreatores e resolugao cinética do

1-feniletanol (3) em fluxo continuo

A fim de transpor o sistema em batelada estudado para um fluxo continuo, a
construgao dos mini biorreatores foi feita levando-se em consideragao o tamanho das
esferas de alginato de calcio nas quais o biocatalisador fora imobilizado.

A principio, construiu-se um reator utilizando uma seringa de vidro (reator A) de
1,0 mL (Figura 38a). Feitas as devidas adaptagbes para encaixe das mangueiras da
bomba peristaltica, as medidas deste reator foram definidas em 5,5 cm de

comprimento x 0,8 cm de didmetro. Realizou-se entdo um teste que consistia no
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preenchimento do mesmo com células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em
esferas de alginato de célcio e passagem de uma solugéo de glicose 6,6 g L™, visando
avaliar sua estabilidade. Devido ao didmetro reduzido, o empacotamento das esferas
foi dificultado e a vazao permitida pela extremidade inferior da seringa ndo suportava
o fluxo minimo da bomba peristaltica utilizada. Outros reatores foram entao
idealizados.

Procurando aumentar o didmetro para facilitar o empacotamento das esferas,
decidiu-se construir um segundo reator (reator B), dessa vez utilizando uma seringa
de plastico de 5,0 mL (Figura 38b). Adaptacbes também foram realizadas para
encaixe apropriado das mangueiras da bomba peristaltica e as medidas deste reator
foram definidas em 3,5 cm de comprimento x 1,3 cm de didmetro. Esferas de alginato
de calcio foram produzidas para avaliar o empacotamento e a vazdo do reator
preenchido, percebendo uma notavel melhora quando comparado ao reator A. O

reator B foi entdo utilizado para aplicagao da resolucéo cinética de 3.

Figura 38 — Mini Biorreatores, a) Biorreator A, b) Biorreator B.

Fonte: autor.
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As condicdes e resultados da resolucio cinética no reator B sdo apresentados

na Tabela 6.

Tabela 6 — Condic¢des e resultados da resolugdo cinética enzimatica em fluxo continuo para o reator B.

Condicgoes
Fluxo (mL min") 0,92
Volume interno (mL) 3,1
Volume util (mL) 1,2
Taxa de diluigdo (min-') 0,77
Fluxo de 4 (mmol L-* min-1) 0,026
Tempo de residéncia (min) 1,3
Resultados
Rendimento (%) 39
Extensao de reacgao (%) 74
Grau de converséao (%) 9
Produtividade de 3 (mmol L' min") 0,16
Velocidade especifica de 3 (mmol L' min-' g) 5,4
eer (%) =99

O excesso enantiomérico atingido (= 99%) foi excelente, mas a conversao foi
inferior a 10%. Isso se deve ao fato de que a quantidade de substrato colocado em
fluxo no reator era superior a capacidade de conversao pelas lipases em um tempo
de residéncia baixo como o de 1,3 minuto. Portanto, (R)-4 ndo pbéde ser totalmente
convertido em (R)-3. O problema poderia ser sanado por duas solugdes: ou aumenta-
se o tempo de residéncia do reator, o que implicaria em diminuir o fluxo da bomba
peristaltica (ja se encontrava no minimo) ou aumentar as dimensdes do reator, ou
dilui-se ainda mais o substrato. Visto que o rendimento atingido foi relativamente
baixo, decidiu-se construir um novo reator com dimensdes maiores.

O reator C, mostrado na Figura 39, foi construido cortando-se as extremidades
de um tubo Falcon de 20 mL e adaptando-as para que as mangueiras da bomba
peristaltica pudessem ser devidamente colocadas. As medidas deste biorreator foram
definidas como 8,8 cm de comprimento e 1,6 cm de didmetro. Verificados bons
resultados nos testes com o empacotamento das esferas de alginato de calcio e a
vazao do reator, a resolucio cinética de 3 pela hidrélise de 4 foi realizada no biorreator
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C, mantendo-se a concentragdo do substrato e a propor¢cdo da massa de lipase por

volume de solucdo de alginato necessaria para total preenchimento.

Figura 39 — Reator C

' f

Fonte: autor.

Os resultados sédo apresentados na Tabela 7. Com o aumento do tempo de
residéncia em aproximadamente 3,6 vezes, observou-se mesma proporgao no
aumento da conversao de (R)-4 a (R)-3, correlacionando, portanto, as dimensdes do
mini biorreator a conversao atingida. O excesso enantiomérico continuou superior a
99%.

Considerando o rendimento tedrico maximo de 50% da resolugéo cinética, o
resultado obtido para a conversao, de 31%, implica que mais de 60% do rendimento

tedrico foi alcancgado.
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Tabela 7 — Condicdes e resultados da resolugéo cinética enzimatica em fluxo continuo para o reator C.

Condigoes
Fluxo (mL min-") 0,92
Volume interno (mL) 12,5
Volume util (mL) 4,4
Taxa de diluigdo (min-') 0,21
Fluxo de 4 (mmol L' min-") 0,031
Tempo de residéncia (min) 4,8
Resultados
Rendimento (%) 49
Extenséao de reacao (%) 74
Grau de converséao (%) 31
Produtividade de 3 (mmol L' min") 0,17
Velocidade especifica de 3 (mmol L' min-' g) 1,4

eer (%) =99
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5 Conclusao

Diversas condigdes reacionais para a resolugcdo cinética enzimatica da 1-
feniletilamina e do 1-feniletanol foram avaliadas, dentre elas a reacdo mais apropriada,
o tipo de lipase, a temperatura, o solvente reacional e o substrato. O melhor resultado
obtido foi para a resolugao cinética via hidrolise do acetato de 1-feniletila catalisada
pela lipase de Burkholderia cepacia a 40 °C, a qual obteve conversao de 51% e ee =
99%.

A mesma reacao foi novamente estudada para a presenca da lipase imobilizada
em esferas de alginato de calcio. O estudo cinético dessa condicao foi realizado,
observando-se um comportamento condizente com o padrao para reacoes
enzimaticas, e o excesso enantiomérico manteve-se superior a 99% durante toda a
reacao.

Por fim, o sistema estudado foi transposto a um mini biorreator construido para
realizar a reacdo em fluxo continuo. Os parametros da resolucao cinética foram
medidos e obteve-se como melhor resultado conversao de 31%, para a qual o ee
manteve-se = 99%, validando o uso do biorreator para a sintese assimétrica de blocos

construtores.
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