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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um reator biocatalitico de leito fixo para utilizagdo em
uma reacgao de resolucao cinética enzimatica em fluxo continuo de um alcool terciario
biciclico catalisada pela lipase A de Candida antarctica. Apés o design e montagem
do biorreator, foi proposto um protocolo de resolugéao cinética do substrato 1-tetralol e,
juntamente a isso, foram fixados parametros (temperatura, concentragao de substrato)
e modificados outros parametros reacionais com a finalidade de otimizar este
processo. O primeiro parametro analisado foi a escolha do composto atuante como
doador de acila, onde foi possivel avaliar o comportamento da reagao na presenca de
dois doadores diferentes. Apds isso, realizou-se um estudo da influéncia da taxa de
fluxo aplicada ao sistema, o tempo de residéncia associado e como a variagao desse
parametro altera a cinética da reagdo. Entdo, realizou-se também uma analise da
influéncia do solvente utilizado sobre a eficacia do sistema, repetindo a reacao de
resolugao cinética na presenca de um escopo de solventes de polaridades distintas.
A melhor condi¢cao obtida para a realizagao da resolucéo foi utilizando butirato de vinila
como doador de acila, a uma taxa de fluxo de 3 mL/h e usando isooctano como
solvente. Os dados obtidos se mostraram muito promissores e o resultado da
condi¢do 6tima alcangada €, atualmente, o melhor resultado reportado na literatura de
resolucdo cinética enzimatica com o substrato utilizado. Dessa forma, a utilizacdo do
reator biocatalitico e das condi¢cdes reacionais estudadas se mostra como uma
excelente estratégia na aplicagéo de resolugdo de centros assimétricos em blocos

construtores de diversas moléculas.

Palavras chave: resolugéo cinética enzimatica, fluxo continuo, alcool terciario



ABSTRACT

In this work, a packed-bed biocatalytic reactor was developed for use in an enzymatic
kinetic resolution reaction in continuous flow of a tertiary bicyclic alcohol catalyzed by
lipase A from Candida antarctica. After the design and assembly of the bioreactor, a
kinetic resolution protocol of the 1-tetralol substrate was proposed and while some
parameters were fixed (temperature, substrate concentration), others were modified to
optimize this process. The first parameter analyzed was the choice of the compound
acting as an acyl donor, where it was possible to evaluate the behavior of the reaction
in the presence of two different donors. After that, a study was carried out of the
influence of the flow rate applied to the system, the associated residence time and how
the variation of this parameter alters the reaction kinetics. Then, an analysis of the
influence of the solvent used on the system was also carried out by repeating the
kinetic resolution reactions in the presence of a scope of solvents of different polarities.
The best condition obtained to carry out the resolution was using vinyl butyrate as acyl
donor, at a flow rate of 3 mL/h and using isooctane as solvent. The data obtained is
very promising and the result of the optimal condition achieved is, currently, the best
result reported in the literature of enzymatic kinetic resolution of the substrates used.
Thus, the use of the biocatalytic reactor and the studied reaction conditions proves to
be an excellent strategy in the application of the resolution of asymmetric centers in

building blocks of different molecules.

Keywords: enzymatic kinetic resolution, continuous flow, tertiaty alcohol
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1) INTRODUGAO

1.1) Lipases

A utilizacado de lipases como catalisadores em diversas reacbes de sintese
organica tem crescido em grande numero nos ultimos anos devido, principalmente, a
sua elevada estereosseletividade e ao seu baixo custo. Estas vantagens séo
excepcionalmente interessantes para o avango da producéo académica nas areas de
biocatalise e quimica verde. (CHEN et al., 2018)

Entre as lipases mais utilizadas, podemos destacar as variantes A e B isoladas
da levedura Candida antarctica, conhecidas pela sigla CAL-A (Candida antarctica
lipase-A) e CAL-B (Candida antarctica lipase-B), que s&o excelentes catalisadores
para sinteses estereoespecificas. (CHRISTENSEN et al., 2002)

1.2) Histéria das lipases da Candida antarctica

A origem e a descoberta da levedura Candida antarctica sao fatores que tornam
as propriedades de suas lipases ainda mais interessantes, pois esta levedura foi
descoberta e isolada no final dos anos 80 sob uma camada de 3 a 5 metros de gelo
no fundo do lago Vanda (Figura 1), na Antartica (ALCANTARA et al., 2021). No inicio,
este microorganismo recebeu a classificagdo de Sporobolomyces antarcticus e desde
entdo recebeu diversas outras classificagdes até que fosse adotada a mais recente:
Candida antarctica (ALCANTARA et al., 2021). Esta levedura é uma das 154 espécies
do género Candida sp, carregando o titulo de ser a produtora de duas o/ hidrolases:
a CAL-A e a CAL-B que apresentam propriedades uUnicas e valiosas para diversos
processos quimicos industriais. Ambas as lipases A e B foram isoladas, purificadas,
caracterizadas e atualmente sao produzidas na expressao do fungo Aspergillus
oryzae (ALCANTARA et al., 2021).

15



Figura 1: Foto do lago Vanda e sua localizagdo no mapa da Antartica. (CHINH et al.,
2015)

1.3) Lipase B de Candida antarctica - CAL-B

A CAL-B apresenta uma cadeia de 317 aminoacidos, um peso molecular de 33
Da, um ponto isoelétrico igual a 6 (pl = 6) e se mostra mais estavel em uma faixa de
pH alcalino (CHRISTENSEN et al., 2002). O seu sitio ativo (Figura 2) € composto por
uma triade catalitica, composta pelos aminoacidos Asp187, His224 e Ser105 e é,
indubitavelmente, a lipase mais utilizada em reagdes biocataliticas até os dias de hoje
(ALCANTARA et al., 2021).

A) B)

Q
OG{?‘ «272/\ .\3

e 273

Figura 2: A) Estrutura de difragao de raios-x da CAL-B (PDB: 1LBT); B) representagao
de seu sitio ativo (CIANCI et al., 2015).

Uma das propriedades interessantes a se destacar da CAL-B é a sua

termoestabilidade. Esta enzima, em sua forma livre, mantém sua atividade relativa em
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cerca de 60% em temperaturas proximas a 55°C, o que reflete uma excelente
termoestabilidade dado que sua temperatura étima (100% de atividade relativa) € em
40°C. Esta termoestabilidade se mostra ainda mais positiva quando se tratando da
enzima em sua forma imobilizada em que se observa a manutencéo de cerca de 80%
em temperaturas préximas a 100°C (CLARSON et al., 2013)

A CAL-B é famosa especialmente na area de biocatalise por sua aplicacido em
sinteses regiosseletivas, sinteses enantiosseletivas e processamento de Oleos e
gorduras. Ela é comercializada, principalmente, na sua forma imobilizada conhecida
como Novozym® 435 em que a imobilizag&o é realizada utilizando uma resina acrilica
macroporosa (ALCANTARA et al., 2021).

Entretanto, apesar dos holofotes na lipase CAL-B serem facilmente justificados
por sua alta aplicabilidade e facil manipulagéo, a lipase também apresenta suas
limitacdes, sendo a principal delas o tamanho restrito de seu sitio ativo. O fato de a
CAL-B apresentar um sitio ativo mais reduzido a torna uma opcdo muito viavel para
resolugdes cinéticas dinamicas envolvendo moléculas menores e menos impedidas
estericamente, porém, também atua como uma barreira que impede a utilizagao de
substratos mais volumosos e com maior impedimento estérico.

Comparando com a CAL-B, a CAL-A também apresenta propriedades uUnicas e
dignas de destaque e infelizmente ndo recebe a atengcdo que Ihe é merecida. O
proximo item tem como objetivo esclarecer e expor a vasta gama de aplicagdes que a
CAL-A tem a oferecer para as mais diversas aplicacbes tanto na area académica

quanto nos processos industriais.

1.4) Lipase A de Candida antarctica - CAL-A

A lipase CAL-A é formada por uma cadeia de 431 aminoacidos, apresenta um
peso molecular de 45 kDa, possui ponto isoelétrico igual a 7,5 (pl = 7,5), se apresenta
mais estavel em uma faixa de pH acido, e o seu sitio ativo (Figura 3) € composto pela
triade catalitica Asp334, His366 e Ser184 apresentando uma termoestabilidade
formidavel, o que faz dela uma excelente op¢ao nas mais diversas rotas de sintese
organica (CHRISTENSEN et al.,2002). A CAL-A, a principio, foi expressa em Pichia
pastoris com um rendimento elevado e foi purificada utilizando uma coluna de troca
ibnica e, apos a purificacédo, apresentou seu pico de atividade na temperatura de 50°C
e pH =7,0 (ALCANTARA et al., 2021).
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A) B)

Supostos residuos da
cavidade oxianion

Figura 3: A) Estrutura de difracdo de raios-x da CAL-A (PDB: 3GUU); B)
Representagéao de seu sitio ativo (BORNSCHEUER et al., 2011)

Posteriormente, outros estudos revelaram que a lipase A poderia ser também
expressa nas leveduras Saccharomyces cerevisiae, Hansenula polymorpha e
Kluyveromyces lactis em que, na ultima, foi detectada a maior termoestabilidade,
podendo a lipase manter cerca de 70% de sua atividade em uma incubacao a
temperatura de 60°C (ALCANTARA et al; 2021). A purificacdo da CAL-A é comumente
realizada utilizando cromatografia com hidroxiapatita devido ao alto rendimento
associado a esta técnica, mas pode ser realizada também através de técnicas de
purificacdo de proteinas mediadas por proteases (ALCANTARA et al., 2021).

Entre as varias propriedades interessantes que a CAL-A apresenta, € valido um
destaque maior a sua termoestabilidade inigualavel em sua forma livre, podendo
permanecer ativa e trabalhando com alta eficiéncia em temperaturas superiores a
90°C, o que faz dela ndo s6 mais termoestavel que a CAL-B livre, mas também mais
termoestavel que a grande maioria das lipases selvagens conhecidas (BARGEMAN
et al., 2005). Esta termoestabilidade singular da CAL-A faz com que ela seja uma
opcgao incrivel de biocatalisador em diversos processos quimicos que se mostram
mais funcionais em temperaturas elevadas (BARGEMAN et al., 2005).

Além disso, a CAL-A também apresenta a propriedade singular de ser uma das
unicas lipases selvagens conhecidas capaz de atuar como catalisador em resolugdes
cinéticas de aminas e alcoois terciarios volumosos e com elevado impedimento
estérico devido a sua preferéncia em catalisar reagbes de transferéncia de grupos
acila em aminas ou alcoois em relagao a reagdes de hidrélise dos mesmos ainda que

se tratando de moléculas volumosas (ALCANTARA et al., 2021). Esta propriedade é
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devido ao volume do seu sitio ativo, que permite a entrada e acomodacgao de cadeias
volumosas em seu interior. Diferentemente de outras enzimas, que apresentam seu
sitio ativo menor e nao permite que grupos volumosos se acomodem
significativamente, interferindo de modo negativo na cinética da reacgéo.

Uma das regides do sitio ativo das lipases cujo tamanho apresenta maior
influéncia na acomodagao do substrato € a regido denominada “cavidade oxianion”.
Esta cavidade é formada por residuos de aminoacidos que possuem grupos N-H
disponiveis estericamente e sua fungao € a de estabilizar a carga negativa do oxigénio
durante o intermediario tetraédrico formado no mecanismo enzimatico através de
ligacdes de hidrogénio (BRYAN et al., 1986). As cavidades oxianion sao classificadas
pelo seu tamanho e divididas em 3 classes: GX; GGGX e Y. Cavidades GX
apresentam um tamanho reduzido, enquanto as cavidades GGGX e Y apresentam um
tamanho mais elevado (Figura 4), sendo as ultimas diferenciadas pela sequéncia de
aminoacidos que compdem a regiao da cavidade (BAUER et al., 2020). Aenzima CAL-
A possui sua cavidade oxianion classificada como Y, diferentemente da CAL-B, que
apresenta sua cavidade oxianion classificada como GX (Fonte: Lipase Engineering
Database), ou seja, a CAL-A permite a entrada e acomodagao de substratos mais

volumosos em relagdo a CAL-B.

A) B)

< ITAune~l de .
igacao de acila

Cavidade
oxianion

b
4

Figura 4: A) Representagdo de uma cavidade oxianion de classe GGGX-type em que
nédo ha impedimento estérico com o substrato;, B) Representagcdo de uma cavidade
oxidnion de classe GX-type em que ha impedimento estérico com o substrato.
(BORNSCHEUER et al., 2002)

Entrada para a cavidade de ligacao

Em reagdes de processamento de oOleos e gorduras, a CAL-A apresenta,

também, um diferencial que é sua preferéncia por reagdes envolvendo acidos graxos
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de cadeia longa em relagdo a acidos graxos de cadeia curta e foi observada uma
seletividade em reagdes de hidrélise de triglicerideos insaturados em que a enzima
demonstra preferir a catalise de reacdes Sn2. Esta propriedade de reconhecer acidos
graxos insaturados se mostrou presente apds estudos publicados revelarem que,
diferentemente das outras lipases, a CAL-A realizou a esterificagado do acido elaidico
(trans) cerca de 15 vezes mais rapido do que do acido oleico (cis) (BARGEMAN et al.,
2005).

1.5) Impacto da resolugao da estrutura cristalina

Muitas das aplicagdes biotecnolégicas da enzima CAL-A foram descobertas
apds a resolugdo de sua estrutura cristalina tridimensional através de técnicas
cristalograficas (ALCANTARA et al., 2021). Diferentemente de sua isoenzima, CAL-B,
cuja estrutura foi resolvida e publicada em 1994, a CAL-A teve sua estrutura cristalina
publicada somente em 2008 e, apds isso, varias hipéteses e especulagbes sobre a
mesma foram provadas erréneas, como a hipétese de a lipase A ndo apresentar uma
“tampa” que se acopla ao tunel de acesso ao sitio ativo e, portanto, seu sitio ativo se
mostrar livre e facilmente acessivel, 0 que seria incomum em relagao as demais a/f3
hidrolases (ALCANTARA et al., ORTIZ., 2021). Uma vez resolvida e publicada a
estrutura cristalina da CAL-A, foi possivel verificar a presenca de uma “tampa” bem
definida e que se mostra ndo so6 importante, mas também crucial para o mecanismo
de esterificacdo proposto pela lipase. Outra hipotese descartada apds a resolugao foi
a possibilidade de a CAL-A se mostrar uma lipase dependente de calcio para a
estabilidade de sua estrutura e ela mostrou ndo s6 uma auséncia de densidade de
calcio na estrutura de raios-X como também apresentou um efeito de desestabilizacio
na presenca de calcio (ALCANTARA et al., 2021).

Por fim, a resolugdo de sua estrutura tridimensional permitiu o inicio e a
continuidade de estudos sobre mutagénese, engenharia de proteinas e design
racional de enzimas de modo a criar enzimas mutantes a partir da estrutura da CAL-
A, criando a superfamilia “CAL-A like”, que apresenta cerca de 32 enzimas até o
momento, de modo a aumentar a aplicabilidade dessa lipase nos mais variados
processos € sinteses quimicas, provando a comunidade cientifica o valor nao
explorado da CAL-A e permitindo o avango em pesquisas na area de biocatalise e
sintese organica (ALCANTARA et al., 2021).
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1.6) A regra de Kazlauskas

Uma vez resolvidas a estrutura tridimensional da enzima, € possivel realizar
algumas previsdes e simulagdes de reagdes de sintese utilizando a CAL-A como
catalisador. Em se tratando de reacgdes envolvendo alcoois secundarios, € utilizada a
denominada “regra de Kazlauskas” desenvolvida e aplicada pelo professor Dr. Romas
J. Kazlauskas da Universidade de Minnesota nos Estados Unidos.

Aregra de Kazlauskas consiste em uma regra empirica para a previsao de qual
enantibmero de uma molécula contendo um alcool secundario sera favorecido em
uma reagao catalisada por lipase. Para a aplicagcado da regra, deve-se primeiramente
representar o substrato em sua férmula estrutural bidimensional centrada no carbono
quiral e de modo que o grupo hidroxila se encontre inclinado para tras do plano. Apos
isso, € necessario representar, também, o sitio ativo da lipase a ser utilizada em um
esquema bidimensional de forma que as cavidades da estrutura fiquem em foco. Por

fim, basta sobrepor ambas as representagdes (Figura 5) e analisar o encaixe dos

grupos substituintes do alcool nas cavidades da lipase (CHEN et al., 2018).

Figura 5: Representagdo esquematica da regra de Kazlauskas: A) Estrutura do (R)-
Feniletanol sobreposta a representagdo do sitio ativo da enzima, demonstrando um
encaixe assertivo; B) Estrutura do (S)-Feniletanol sobreposta a representagéo do sitio

ativo da enzima, demonstrando um encaixe nao assertivo. Fonte: autor

ApoOs realizada a sobreposigdo das representagdes, a regra dita que o

enantidmero cujos grupos substituintes se encaixaram nas cavidades da enzima com
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maior assertividade (grupo mais volumoso na cavidade mais volumosa e grupo menos
volumoso na cavidade menos volumosa) deve ser o enantibmero mais favoravel
cineticamente (maior velocidade de reagao) e, portanto, o produto formado a partir do
mesmo deve se mostrar em excesso ao final da reacéo (enantibmero da esquerda na
figura). Analogamente, o enantibmero cujos grupos substituintes n&o se encaixaram
de maneira tdo assertiva deve ser o enantidmero menos favorecido cineticamente e,
portanto, o produto formado a partir do mesmo deve se apresentar em menor
concentracao ao final da reagao (enantidmero da direita na figura).

Esta regra tem sido de grande importancia na previsdo dos enantibmeros
favorecidos em diversas reacdes de resolugdo cinética de alcoois secundarios

catalisadas por lipases (CHEN et al., 2018).

1.7) Aplicagbes da CAL-A

A enzima CAL-A apresenta uma grande variedade de aplicacbes na area de
sintese organica como catalisador. Entre estas aplicagdes, € possivel destacar sua
atuacado na catalise de reacdes de sintese de “blocos de construgdo” de diversos
farmacos que apresentam centro quiral em sua estrutura. A utilizacido da CAL-A em
reacbes como essas se mostra interessante devido a sua enantiosseletividade em
moléculas volumosas como, por exemplo, alcoois secundarios com substituintes de
elevado impedimento estérico (ANTHONSEN; FUGLSETH; HOFF; 2006). A utilizagéo
da CAL-A em sinteses quimioenzimaticas de algumas moléculas como (R)- e (S)-1-
(9H-fluoren-9-yl)ethanol (Figura 6) tem se mostrado interessante devido a sua alta
velocidade de reacdo e sua elevada seletividade enantiomérica durante o processo
(BALTER et al., 2013).

Lipase
HO Acetato de vinila
Solvente

oS N O'O O'

Figura 6: Reagéao de resolugéo cinética do (R/S)-1-(9H-fluoren-9-yl)ethanol
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Além de alcoois secundarios volumosos, a CAL-A também se prova uma
escolha vantajosa em reagbes de resolugdo cinética de aminas secundarias e
indolinas com centro quiral e substituintes volumosos que, por sua vez, também
podem ser utilizados como blocos de construgdo de uma gama de farmacos. Mais
uma vez, a enantiosseletividade da CAL-A e sua capacidade de acomodar grupos de
grande volume se mostram pecgas-chave para uma resolugédo cinética efetiva de
moléculas como estas e obtencdo de um rendimento satisfatério da reacao
(FERNANDEZ et al., 2006).

E relatado, também, a utilizagdo da CAL-A na catdlise da reacdo de
transesterificacdo no processo de resolucédo cinética de amino alcoois quirais e
volumosos na sintese de farmacos como a (S)-dapoxetina (Figura 7), um farmaco da
classe ISRS (Inibidor Seletivo de Recaptacdo de Serotonina). A realizagdo da
resolucdo cinética quimioenzimatica utilizando a CAL-A como catalisador apresentou
um elevado excesso enantiomérico e resultou em uma sintese eficiente (FERNANDEZ
et al., 2006).

NMBQ
O

Figura 7: Estrutura da (S)-dapoxetina

Outro processo quimico em que a CAL-A pode ser utilizada como catalisador é
na reagao de desimetrizacdo de meso-1,2-diaminas com substituintes volumosos.
Neste processo, a enzima atua na etapa de adicdo de um grupo dialil carbonato ao
nitrogénio da molécula contendo os grupos amina, formando 2 carbonos quirais e
desimetrizando a molécula (BERNARDO et al., 2014).

As lipases, de modo geral, podem ser utilizadas em reacdes de esterificacao,
transesterificagao e hidrélise de acidos graxos. Entretanto, estudos apontam que a
CAL-A se mostrou uma escolha particularmente interessante em reacbes de
esterificacdo de acidos graxos em meios abundantes em agua. No interior do seu sitio

ativo, a CAL-A apresentou uma interacao particular entre os residuos de aminoacido
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das cavidades e as moléculas de agua, permitindo que a reacao de esterificacdo seja
favorecida em relacéo a hidrélise. Esta interagao foi observada utilizando o alcool 2-
ethyl-1-hexanol como substrato para a esterificacéo e formagao da molécula do éster
derivado do acido 2-ethyl-1-hexyl palmitico que apresentou um rendimento proximo

de 100% em um meio com agua em excesso (BAECK et al., 2012).

1.8) Alcoois terciarios quirais

Os alcoois terciarios quirais compdem uma classe de moléculas que existe em
uma gama de compostos bioativos naturais e ndo-naturais e apresenta uma grande
variedade de aplicagbes nas mais diversas areas da quimica organica. Estes
compostos podem ser utilizados como “blocos de construgcado” na sintese de farmacos
ou de produtos naturais (Figura 8) e, portanto, garantir o controle do centro assimétrico
dessas moléculas se mostra uma etapa fundamental na sintese das mesmas (YUN-
LIN et al., 2022).
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Figura 8: Exemplos de moléculas que apresentam alcoois terciarios quirais em sua
estrutura (YUN-LIN et al., 2022)

Devido a sua caracteristica de apresentar um elevado impedimento estérico em

sua estrutura e forte tendéncia a formar intermediarios carbocatidnicos estaveis, os
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alcoois terciarios assimétricos se apresentam como um desafio para reagdes de
resolucdo que visam obter estes compostos com elevada pureza enantiomérica. A
quantidade de trabalhos reportados envolvendo a resolugdo desses substratos é
extremamente baixa e, dessa forma, propor rotas sintéticas eficientes para o controle
do centro estereogénico de alcoois terciarios se prova um estudo interessante para a

comunidade académica considerando a escassez de publicagdes neste campo.

1.9) Resolugao Cinética Enzimatica

A resolugdo cinética consiste na separacdo de dois enantibmeros de uma
molécula quiral através de uma reacao utilizando um catalisador rigorosamente
enantiosseletivo e que se promove devido a diferenga da constante de velocidade
entre ambos os enantidmeros pelo mecanismo proposto (Figura 9). Deste modo, uma
vez que a formagao do produto resultante do consumo do enantidmero mais rapido &
favorecida, é possivel separar as duas moléculas com elevada pureza 6ptica. Além
disso, considerando que em uma resolugdo cinética bem-sucedida um dos
enantibmeros sera totalmente consumido enquanto o outro permanece inalterado,
conclui-se que o rendimento maximo possivel de ser obtido através deste processo é
de 50% com um valor de excesso enantiomérico superior a 99% (ALMEIDA et al.,
2020).

k-(rapida
(R)-Substrato r(rapida) (R)-Produto
rendimento maximo
talisad de 50%
en:?\t?ol:saelztrivo k R > kS
(enzima) (ouvice versa)
ks (lenta)
(S)-Substrato * (S)-Produto

Figura 9: Esquema geral de uma resolugéo cinética enzimatica
A escolha do catalisador é o fator de maior influéncia na diferenciagao entre as

diversas resolucgdes cinéticas. A resolugao cinética enzimatica mais especificamente,

utiliza enzimas (comumente lipases) como catalisador quiral devido a sua propriedade
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inata de elevada enantiosseletividade e, portanto, propde uma rota biocatalitica que

se mostra mais verde, mais barata e mais sustentavel (ALMEIDA et al., 2020).

1.10) Quimica de fluxo continuo e reatores biocataliticos

Uma das estratégias possiveis de otimizagao de diversos processos quimicos
€ a implementacao de um regime de fluxo continuo ao sistema de modo a aumentar
a produtividade, facilitar o controle das variaveis, automatizar o processo, diminuir o
desperdicio de solventes e reduzir a formacéao de residuos. Além disso, a utilizagao
de reatores de fluxo continuo em processos quimicos industriais ou laboratoriais
funciona como uma técnica de otimizagdo ao aumentar a transferéncia de massa
dentro do sistema, aumentar a transferéncia de calor entre os componentes, aumentar
a superficie de contato no reator, possibilitar a implementacdo de catalisadores
homogéneos e heterogéneos, sistemas de analise em tempo real ou até mesmo
sistemas multifasicos (MELO et al., 2019).

O design de um sistema de fluxo utilizando um reator biocatalitico se apresenta
como uma tatica inteligente de otimizagado de um processo quimico visto que a quimica
de fluxo permite uma enorme variedade de adaptagcbes a fim de personalizar ao
maximo o sistema reacional para a reagao proposta. Mais especificamente, em se
tratando de reagdes que utilizam a técnica de catalise heterogénea, os reatores de
leito fixo se provam uma excelente opg¢ao para adaptar o sistema a um regime de fluxo
continuo, visto que sao reatores simples, de facil manuseio, eficientes em termos de
contato com o catalisador e permitem a utilizagdo de uma gama de catalisadores

heterogéneos (Figura 10).
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Figura 10: Representagdo de um reator de leito fixo (SEEBERGER et al., 2017 —
adaptado)

2) OBJETIVO:

Este trabalho tem como objetivo realizar a resolug&o cinética do alcool terciario
biciclico (rac)-1-methyl-1,2,3,4-tetrahydronaphtalen-1-ol utilizando a enzima CAL-A
imobilizada como biocatalisador em um regime de fluxo continuo e avaliar os
parametros de otimizagao deste processo tais como doadores de acila, solventes e

taxas de fluxo.

3) PARTE EXPERIMENTAL.:

3.1) Reagentes e solventes

Para a sintese do substrato, o alcool terciario biciclico, os reagentes utilizados
foram: 1-tetralona, solugdo de brometo de metiimagnésio (3 mol L' em éter dietilico),
tetrahidrofurano anidro. Enquanto para a sintese do padréao racémico dos ésteres, os
produtos das reacdes utilizando diferentes doadores de acila, foram utilizados os
reagentes: anidrido butanoico (para o éster proveniente do butirato de vinila), anidrido
aceético (para o éster proveniente do acetato de vinila), dimetilaminopiridina (DMAP) e
trietilamina. Para as resolugdes cinéticas enzimaticas realizadas, os reagentes
utilizados foram: acetato de vinila, butirato de vinila, heptano, isooctano, acetonitrila
grau PA (Neon), éter di-isopropilico, trifluorotolueno, acetato de etila grau PA. A lipase
utilizada nas resolugdes cinéticas foi a Candida antarctica lipase A imobilizada em
Immobead P150. Todas as extra¢des realizadas utilizaram acetato de etila grau PA
(Neon) e sulfato de magnésio (Vetec) como agente secante. Todas as analises de
cromatografia gasosa foram realizadas utilizando acetato de etila grau HPLC (Neon)
e todos os reagentes foram utilizados sem pré-tratamento. Os reagentes supracitados
de marca nao especificada foram obtidos comercialmente junto a empresa Sigma-
Aldrich®.

3.2) Reator biocatalitico de leito fixo

Para a realizagdo das resolugdes cinéticas enzimaticas em regime de fluxo

continuo, foi utilizado como reator uma coluna cromatografica Omnifit® EZ Solvent
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Plus com o diametro interno de 6,6 mm e comprimento de 100 mm que foi preenchida
com a enzima imobilizada. Esta coluna possui uma extremidade fixa e uma
extremidade ajustavel (Embolo) para ajustar o comprimento do leito fixo. O sistema de
fluxo foi aquecido em um sistema adaptado utilizando uma férma retangular de vidro
pirex e um mini termostato de aquario de 10W (Figura 11). O émbolo movel do reator
(coluna) foi ajustado de modo a permitir o empacotamento da enzima na quantidade

utilizada.

Substrato

Termostato

Frasco coletor

SRR

Reator de leito fixo
(coluna)

Bomba de seringa

Figura 11: montagem do sistema de fluxo continuo utilizado

3.3) Métodos cromatograficos

As anadlises cromatograficas de escolha foi a de Cromatografia Gasosa
acoplada a Detector de lonizagédo de Chama (CG-DIC) e o equipamento utilizado foi
um cromatografo gasoso SHIMADZU GC-2010 Plus equipado com injetor automatico
AOC-20i — acoplado a um detector de ionizagdo de chama, que pertence ao Milagre
Research Group (Instituto de Quimica — UNESP Araraquara). Para analises de rotina
e calculo de conversao foi utilizada a coluna HP-5MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym)
e o0 método utilizado foi: temperatura inicial de 80°C (mantida por 3 min), velocidade
de aquecimento de 30°C/min, temperatura final de 280°C (mantida por 5 min. As
temperaturas do injetor e do detector foam de 260°C e 280°C, respectivamente. Para
a determinagao dos excessos enantiomeéricos (ee) foram utilizadas as colunas de fase
estacionaria quiral CP-Chirasil-DEX-CB (25 m x 0,25 mm x 0,25 ym) e FS-Hydrodex
(25 m x 0,25 mm x 0,25 ym). O método utilizado na coluna Chirasil foi: temperatura

inicial de 110°C (mantida por 3 min), velocidades de aquecimento de 5°C/min até
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140°C (mantida por 3 min), 1°C/min até 150°C, e 10°C/min até temperatura final de
180°C (mantida por 5 min). O método utilzado na coluna Hydrodex foi: temperatura
inicial de 110°C (mantida por 3 min), velocidade de aquecimento de 5°C/min até 145°C
(mantida por 3 min), 5°C/min até 165°C (mantida por 3 min) e 3°C/min até a
temperatura final de 180°C (mantida por 10min). O injetor utilizado foi do tipo Split de
razdo 1:100, o gas de arraste foi hidrogénio a 1,22 mL min-' e o volume das injegbes

para todas as colunas utilizadas foi de 1 yL em concentragdo 0,25 a 1,5 mg mL-".

3.4) Sintese dos padroées reacionais

O substrato (rac)-1-methyl-1,2,3,4-tetrahydronaphtalen-1-ol (1-tetralol) utilizado
e os padrbes racémicos dos ésteres derivados foram sintetizados previamente pela
aluna de doutorado Laiza Araujo de Almeida, integrante do grupo de pesquisa Milagre
Lab, que conduz o segmento em batelada do projeto utilizando os mesmos padrdes

reacionais utilizados neste trabalho.

3.4.1) Sintese do 1-tetralol

H,C-MgBr
AN THF anidro
G N,, 0°C
2h 1
1-tetralona (rac)-1-tetralol

Figura 12: representagcdo esquematica da sintese do alcool racémico

O padrao racémico do alcool foi sintetizado através de uma reagao de Grignard
utilizando a solucdo de brometo de metilmagnésio em sob condicbes de atmosfera
inerte de N2 sendo tetrahidrofurano anidro o solvente de escolha (Figura 11). A sintese
se procedeu ao se adicionar 5 mmol do reagente 1-indanona e 2,5 mL de THF anidro

a um baldo de fundo redondo de 25 mL. Apds isso, foram adicionados 7,5 mmol de
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brometo de metilmagnésio em outro baldo de fundo redondo de 25 mL e a adigao
desta solugao a solugcédo da cetona foi realizada lentamente com o auxilio de uma
canula. Por fim, o sistema foi imerso em um banho de gelo a 0°C e a reacéao foi
finalizada apds 2h com um rendimento de 86%. A purificagdo do alcool sintetizado foi

realizada por recristalizagdo utilizando algumas gotas de heptano gelado.

3.4.2) Sintese dos ésteres derivados do 1-tetralol

) o)
OH Rw)ko)LR.

DMAP

R, = CH;
Et;N

(f'(f(')-l I, 24h

0 0
OH Rz)J\()J\Rz

DMAP

Et;N

1t, 24h
(rac)-1 3

Figura 13: representacdo esquematica da sintese dos ésteres derivados

Os ésteres racémicos sintetizados foram os compostos 2 e 3 representados no
esquema acima e, os anidridos utilizados para a formacao destes produtos foram:
anidrido acético e anidrido butanoico, respectivamente.

As sinteses dos compostos 2 e 3 se procederam ao adicionar 0.3 mmol do
alcool racémico 1, 0,6 mmol de anidrido, 3 mL de trietilamina e 15 mg de DMAP a um
baldo volumétrico de 25 mL. As reacdes foram realizadas em temperatura ambiente e
finalizadas apés 24h obtendo um rendimento de 53% para o produto (rac)-2 e de 44%
para o produto (rac)-3. A purificagdo dos produtos foi realizada através de
cromatografia em coluna utilizando alumina neutra como fase estacionaria e acetato

de etila como fase movel.

30



3.5) Resolugoes cinéticas enzimaticas

Para a realizacio de todas as reagdes de resolugao cinética enzimatica, foram
utilizados 300 mg da enzima CAL-A imobilizada e empacotada na coluna Omnifit®.
Além disso, todas as resolugdes cinéticas foram conduzidas a uma temperatura fixa
de 30°C. Estes parametros foram escolhidos e fixados utilizando como base outras
publicagcdes da mesma area (AKAI et al., 2020) e dados prévios obtidos pelo grupo
em outros trabalhos (ALMEIDA et al., 2020).

3.5.1) Resolugao cinética utilizando acetato de vinila como doador
de grupo acila

Para a realizacdo desta reacdo, foram pesados e adicionados 35mg do
substrato (rac)-1 a um béquer de 50 mL. O substrato foi, entdo, solubilizado ao se
adicionar 200 mg de acetato de vinila e 10 mL de heptano. A solugéo foi agitada até a
completa solubilizagdo do alcool e foi transferida para uma seringa de vidro de 20 mL
que, por sua vez, foi encaixada em uma bomba de seringa e acoplada ao reator
biocatalitico de leito fixo. Entdo, a solugdo foi bombeada para o reator a um fluxo
determinado de 3 mL/h. A solucdo contendo o produto foi coletada em um frasco
Schott adaptado e acoplado ao sistema. Apdés a passagem completa da solugao
reacional, passou-se 5 mL de acetato de etila grau PA pelo reator a fim de limpa-lo de
qualquer resquicio de substrato que possa ter ficado retido no suporte da enzima,
arrastando-o consigo até o frasco de coleta.

A solucao coletada no final da reagao €, entdo, transferida para um baldao de
fundo redondo de 50 mL, rotaevaporada e levada a analise por CG-DIC, em que se
pode observar o consumo do reagente (R)-1 e a formagéao do produto (R)-2. Devido a
alta enantiosseletividade da enzima utilizada, o reagente (S)-1 devera se mostrar
inalterado e a formagéao do produto (S)-2 ndo deve ser observada (Figura 13).

Este procedimento experimental €, entéo, repetido na realizagdo das demais
reacgoes de resolugao cinética em que se avalia os efeitos observados na variagao do
grupo doador de acila, taxa de fluxo utilizada e solvente utilizado, respectivamente.
Os valores de massa de substrato, massa de doador de acila e volume de solvente se
mantém fixos nas demais resolugdes a fim de que os outros parametros sejam

avaliados.
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4) Resultados e discussao
4.1) Estratégia de trabalho

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar e otimizar as condi¢des
reacionais para o desenvolvimento de um biorreator de leito fixo para a realizagao da
resolugcao cinética enzimatica do alcool terciario (rac)-1 em um regime de fliuxo
continuo. A estratégia utilizada para o estudo dessa reagao consiste avaliar o efeito
da mudancga do agente doador de acila, da taxa de fluxo utilizada e do solvente de

escolha, respectivamente (Figura 14).

P ())k /\())K/\
Doador de Acila
OH
CAL-A
> -
30°C
(rac)-1 2 mL/h 5r1 (R)-2 ou (R)-3
3 mL/h> Fluxo Heptano
6 mL/h Isooctano

Solvente MeCN
DIPE
BTF

Figura 14: esquema do estudo da otimizagdo da resolugéo cinética enzimatica

4.2) Analise da cromatografica dos padroes sintetizados

4.2.1) Analise cromatografica do (rac)-1

Tendo em disposi¢éo o padrao analitico do (rac)-1, foi realizada uma analise de
cromatografia gasosa utilizando o CG-DIC, obtendo-se o cromatograma abaixo
(Figura 15) com a finalidade de determinar o tempo de retengéo (tr) do substrato na

coluna HP5-MS, utilizada para realizar as analises de rotina.
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Figura 15: cromatograma do substrato (rac)-1

Afigura mostra o cromatograma apresentando um pico unico de tr = 6,835 min,
demonstrando o alto grau de pureza do substrato.
Além disso, utilizou-se o padrao racémico do substrato para a analise cromatografica
no CG-DIC utilizando a coluna quiral para separar e determinar os tempos de retencéo
de cada um dos enantidmeros presentes. O cromatograma obtido é apresentado na
Figura 16 e permite a observacdo da total separacdo dos enantibmeros R e S do

substrato utilizado.
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Figura 16: cromatograma do substrato (rac)-1 em fase quiral
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4.2.2) Analise cromatografica dos ésteres (rac)-2 e (rac)-3

Partindo da mesma estratégia descrita no item acima, os padrdes sintetizados
dos compostos (rac)-2 e (rac)-3 foram analisados através da técnica de cromatografia
gasosa utilizando CG-DIC com as colunas HP5-MS e Chirasil com o objetivo de obter
o tempo de retencéo dos ésteres e a separagéo dos enantibmeros. Os cromatogramas
abaixo (Figuras 17 a 20) apresentam os dados obtidos para os compostos 2 e 3,

respectivamente.
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Figura 17: cromatograma do éster (rac)-2
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Figura 18: cromatograma do éster (rac)-2 em fase quiral

L (1,000 000

hax Intensity © 55,651,395

J Chromatagram
i Q
1o J\/\
] a
0.75-
0.50-
0.25-
0.00 Iy Jt
L/ A UL LA DU L LY DU L L P AL A DU L L UL L WL T 1
55 5.0 B4 7.0 75 g.0 85 9.0 95 100 min

Figura 19: cromatograma do éster (rac)-3
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Figura 20: cromatograma do éster (rac)-3 em fase quiral

4.3) Estudo da variagao do grupo doador de acila

O primeiro parametro a ser avaliado neste trabalho é o efeito da variagdo do
grupo doador de acila na resolugdo cinética enzimatica. O composto escolhido como
doador apresenta uma fungao essencial no mecanismo do ciclo catalitico da CAL-A
(Figura 21) e sua estrutura contribui consideravelmente para o andamento da reacéo.
Dessa forma, foram escolhidos os compostos acetato de vinila e butirato de vinila para

avaliar a influéncia da estrutura desses grupos na conversao da reagao.

Ser
Asp His Ser
INA T foe— || =
A S\ A ;

doador de
acila

intermediario acil-enzima

Asp His Ser

I'\/ H /\=?:v ”cr)‘” HO”'. .\OJLR + enzima
SRR NG, S

Figura 21: representagdo esquematica do ciclo catalitico da CAL-A com o substrato

de interesse
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4.3.1) Acetato de vinila como doador de acila

o

OH /\O)k

CAL-A

30°C
3mL/h 51 (R)-2
Heptano

(rac)-1

Figura 22: representagcdo esquematica da resolugdo cinética enzimatica utilizando

acetato de vinila como doador de acila

A primeira resolugdo cinética realizada se procedeu utilizando o acetato de
vinila como grupo doador de acila e partindo do substrato racémico 1. A solugao
contendo o substrato e o doador de acila foi inserida no reator e, apds decorrido o
tempo da reagao (3h de reagao, com tempo de residéncia de 22,3 min), foi coletada,
rotaevaporada e analisada no CG-DIC. O cromatograma proveniente da reacgao é

representado pela Figura 23.
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Figura 23: cromatograma da reag¢do utilizando o acetato de vinila como doador de

acila

Através do cromatograma obtido € possivel concluir que a reagéo nao ocorreu,
uma vez que a presenca do éster 2 nao foi observada. Este resultado pressupde que,
nas condigdes reacionais propostas, a enzima utilizada nao apresenta atividade
catalitica com o acetato de vinila presente no meio, de forma a proporcionar a nao
formacgao do produto.

Dessa forma, fez-se necessaria a avaliagdo de outro doador de acila de

estrutura semelhante.

4.3.2) Butirato de vinila como doador de acila

0

OH P O/IK/\

CAL-A

30°C
3 mL/h @ (R)-3
Heptano

(rac)-1

Figura 24: representagcdo esquematica da resolugdo cinética enzimatica utilizando

butirato de vinila como doador de acila
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Para a resolucédo cinética enzimatica utilizando o butirato de vinila como doador
de acila foi utilizado o mesmo procedimento descrito no subitem acima e o

cromatograma obtido é repesentado pela Figura 25.
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Figura 25: cromatograma da reac&o utilizando butirato de vinila como doador de acila

Através do cromatograma obtido € possivel observar a formag¢ao nao sé do
produto (R)-3, mas também de um subproduto alceno formado a partir de uma reagao
de eliminagdo. As conversdes calculadas foram de 40% para o produto (R)-3 com
excesso enantiomérico de 99% e de 5% para o subproduto formado.

Considerando a analise dos dados coletados das resolugdes cinéticas
enzimaticas com variagdo do grupo doador de acila, foi possivel observar que a
utilizacdo do butirato de vinila se mostrou extremamente eficiente em relagdo ao
acetato de vinila e, portanto, seu uso foi fixado para as subsequentes reagdes de

resolucao cinética.

4.4) Estudo da variagao da taxa de fluxo

A taxa de fluxo escolhida para reacdes em fluxo continuo de faz uma variavel
de grande influéncia no sistema uma vez que a mesma dita a velocidade em que a
solugdo passa pelo reator e permanece em contato com o catalisador. O tempo
medido em que o substrato se apresenta no interior do reator € denominado "tempo

de residéncia” e é determinado de maneira inversamente proporcional a taxa de fluxo
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aplicada. Dessa forma, foram realizadas resolugdes cinéticas utilizando as mesmas
condicdes descritas no subitem anterior, mas em diferentes fluxos a fim de determinar
o tempo de residéncia associado a cada um e sua influéncia nas taxas de converséao.
Os cromatogramas obtidos foram apresentados nas Figuras 26, 27 e 28 e os dados

foram compilados na Tabela 1.
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Figura 26: cromatograma da rea¢do sob um fluxo de 3 mL/h
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Figura 27: cromatograma da reag&o sob um fluxo de 2 mL/h
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min

Tabela 1 — Resultados das resolugbées cinéticas variando as taxas de fluxo

22,3 40% 5%
2 24,3 42% 4%
3 11,2 27% 4%

Considerando os dados apresentados na Tabela 1, observou-se que a taxa de

fluxo mais otimizada para a realizacdo do processo € a de 3 mL/h visto que a

conversao associada a este valor é proporcionalmente maior em relagéo aos demais

fluxos testados e, portanto, foi a taxa fixada para os demais experimentos.

4.5) Estudo da variagao do solvente

Para a escolha dos solventes a serem utilizados na analise, foram considerados

os critérios de polaridade e posigao no guia de sustentabilidade de solventes fornecido

pela GlaxoSmithKline (GSK) apresentado abaixo.
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Figura 29: tabela de classificagdo de solventes da GSK (ALDER et al., 2016)
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Os solventes utilizados neste estudo foram escolhidos de modo a ndo serem

compostos classificados abaixo da linha alaranjada da tabela a fim de que a reagao

proposta seja o mais verde na medida do possivel.
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A polaridade dos solventes também se apresenta como uma propriedade
considerada importante para a otimizacdo da reacdo uma vez que influencia na
solubilidade do substrato no solvente e nas interagdes eletrénicas com o suporte de
imobilizacdo da enzima. Considerando estudos prévios do grupo de pesquisa
(ALMEIDA et al., 2020), solventes apolares tendem a permitir um bom funcionamento
das resolugdes de alcoois secundarios utilizando a enzima CAL-B e, portanto, foi o
ponto de partida para as analises deste trabalho.

Areacao utilizando heptano como solvente se procedeu de maneira satisfatoria,
como mostrado nos itens 4.3.2 e 4.4, apresentando uma converséo alta, com elevado
enantiosseletividade e baixa formagao do subproduto.

O solvente escolhido em seguida foi o isooctano e sua escolha parte do
principio de que a utilizagdo de um solvente apolar de maior cadeia e com maior
numero de ramificagdes (maior volume) possa influenciar positivamente no
andamento da reacao. Entretanto, durante a realizagdo do experimento, foi observada
uma menor solubilizagdo do substrato em isooctano, sendo a mesma possivel
somente apos a adicdo do doador de acila (butirato de vinila) a solugao e, além disso,
quando retiradas aliquotas da reagdao para o acompanhamento, foi detectada a
presenga do substrato retido no reator apds a passagem da solugdo. De modo a
facilitar a remocgao dos residuos de substrato retidos, foram realizadas limpezas na
coluna utilizando acetato de etila com o objetivo de retornar o alcool residual ao frasco
de coleta e permitir que os resultados obtidos sejam confiaveis. Os cromatogramas

obtidos apéds a limpeza e analise da reagao sdo apresentados pelas Figuras 30 e 31.
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Figura 30: cromatograma da resolugdo cinética enzimatica utilizando isooctano como

solvente
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Figura 31: cromatograma em fase quiral da resolugdo cinética enzimatica utilizando

isooctano como solvente

A partir dos cromatogramas acima, foi possivel calcular uma conversao de 48%
do produto (R)-3 com excesso enantiomérico superior a 99% e com formagao de 1%
do subproduto. Considerando que o valor de conversdao maximo de uma resolucao

cinética € de 50%, € possivel afirmar que a conversdo obtida nesta reacdo é
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extremamente préxima do ideal e, portanto, trata-se de uma resolugdo cinética
enzimatica otimizada.

A fim de contornar as problematica de solubilidade e retengao de substrato
supracitadas, foi proposta a realizacdo de resolugdes utilizando um escopo de
solventes polares e seu comportamento na reagao. Seguindo as opgdes propostas no
guia de solventes da GSK (Figura 30), foras escolhidos para teste os solventes polares:
Acetonitrila, éter di-isopropilico e trifluorotolueno. Os cromatogramas das reagdes sao

apresentados nas figuras 32, 33 e 34.
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Figura 32: cromatograma em fase quiral da resolucdo cinética enzimatica utilizando

acetonitrila como solvente
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Figura 33: cromatograma em fase quiral da resolugéo cinética enzimatica utilizando

DIPE como solvente
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Figura 34: cromatograma em fase quiral da resolugdo cinética enzimatica utilizando

BTF como solvente

A partir dos cromatogramas acima, foi possivel obter dos valores de conversao

e excesso enantiomérico que foram compilados e apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Resultado das resolugdes cinéticas variando o solvente

Conversao
Conversao
Entrada Solvente subproduto ee (%)
(R)-3 (%)
(%)
1 Heptano 40 5 >99
2 Isooctano 48 1 >99
3 MeCN <1 <1 n.d.
4 DIPE 31 46 73
5 BTF 18 6 >99

De acordo com os valores de conversao e excesso enantiomérico, € possivel
observar que as reacbes utilizando solventes apolares (heptano, isooctano) se
mostraram muito mais eficientes e otimizadas em relagdo as reacdes utilizando
solventes polares (MeCN, DIPE, BTF). Dessa forma, a estratégia de utilizar um
solvente polar para melhor solubilizagdo do substrato e minimizar a retengdo do
mesmo no reator foi descartada, mantendo-se as técnicas de solubilizagdo do

substrato no doador de acila e limpeza da coluna utilizando-se acetato de etila.

4.6) Estudo geral das condigdes reacionais

De modo a expor de maneira clara e objetiva os dados obtidos pelo estudo da
resolucao cinética enzimatica nas condigdes propostas, montou-se a Tabela 3 a fim

de permitir a melhor visualizagao das analises e otimizagao das condi¢cdes reacionais.
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Tabela 3 — Anélise dos resultados de otimizagdo das condigbes reacionais

Tempo de | Conversao
Fluxo Conversao
residéncia (R)-3 ee
Entrada | Solvente (mL/h) : subproduto
(min) (%) (%)
(%)
1 Heptano 2 24,3 42 4 >99
2 Heptano 6 11,2 27 4 >99
3 Heptano 3 22,3 40 5 >99
4 Isooctano 3 22,3 48 1 >99
5 MeCN 3 22,3 <1 <1 n.d.
6 DIPE 3 22,3 31 46 73
7 TFT 3 22,3 18 6 >99

A entrada destacada na tabela (Entrada 4) representa as condi¢des reacionais
otimizadas da resolugéo cinética enzimatica em regime de fluxo continuo em que se
obteve uma conversdo proxima da conversdao maxima possivel pelo protocolo de
resolucao cinética, com minima formagao de subproduto e com um baixo tempo de
residéncia. Este resultado se mostra atualmente o melhor resultado reportado para
reacdes de resolucio cinética enzimatica de alcoois terciarios, onde o ultimo resultado
publicado foi de uma conversao de 32% com excesso enantiomérico superior a 99%
em 48h de reacdo em um sistema de batelada utilizando DIPE como solvente de
escolha (AKAI et al., 2020).

5) Conclusao

A partir das reacdes de resolugao cinética realizadas nesse trabalho, foram
avaliados diversos parametros reacionais, dentre eles o grupo doador de acila, a taxa
de fluxo mais apropriada e o solvente utilizado. A reacéao utilizando acetato de vinila
nao se apresentou viavel uma vez que nao foi observada formagao do produto,
enquanto a reagcao com o butirato de vinila apresentou um alto valor de conversao.

Entre as taxas de fluxo avaliadas, o melhor fluxo utilizado foi o de 3 mL/h visto
que os demais fluxos apresentaram valores de conversao proporcionalmente menores.
Além disso, entre os solventes aplicados, os solventes apolares (heptano, isooctano)

apresentaram altos valores de conversdo e baixa formag¢ao de subproduto sendo o
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isooctano o solvente mais adequado, enquanto os solventes polares (MeCN, DIPE e
BTF) apresentaram baixos valores de converséo e elevada formagao de subproduto.

Visto isso, as condi¢des otimizadas para a realizag&o do protocolo de resolugao
cinética enzimatica foram utilizando o butirato de vinila como doador de acila, uma
taxa de fluxo de 3 mL/h e isooctano como solvente e, portanto, o uso do biorreator de
fluxo continuo e das condicdes reacionais estabelecidas se prova como valido e
aplicavel a resolugdo de centros quirais de blocos construtores. Além disso, este
trabalho se apresenta como o primeiro exemplo de uma resolugao cinética de alcoois
terciarios em regime de fluxo continuo e, com os resultados promissores obtidos, deve

contribuir significativamente para a comunidade cientifica.
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