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RESUMO

A cléssica reacdo de tia-Michael a qual envolve o dtomo de enxofre com o
nucleéfilo da reacdo, o nucledfilo geralmente é ativado utilizando-se os &4cidos de
Lewis. Entretanto, a utilizagdo destes é prejudicial ao meio ambiente. Nesse estudo
sistemdtico analisaram-se as enzimas como ativadores desta reacdo tendo como objetivo
propor uma inovac¢do no tocante ao uso de novos catalizadores para a reacdo de tia-
Michael sem a presenga de metais. As enzimas utilizadas como biocatalizadores foram a
lipase de pancreas suino (PPL), ou seja, a lipase em estado bruto, a Lipozyme® uma
lipase imobilizada, a quimosina e a papaina. Testaram-se diferentes solventes como
H,0, EtOH, DMSO e THF. Todas as reagdes foram realizadas a temperatura ambiente
no intuito de amenizar os danos ao meio ambiente, diminuindo assim a energia utilizada
e se enquadrando em mais um dos principios da Quimica Verde. Os resultados
observados para a reacdo entre cinamaldeido e tiofenol em 2 horas para a PPL no
solvente EtOH com 70% de rendimento, em 4 horas para a lipozyme® com 69% de
rendimento no solvente EtOH, 2 horas para a quimosina com 48% e 40% nos
respectivos solventes EtOH e THF demonstraram a eficiéncia das enzimas como
biocatalisadores. No tocante ao reaproveitamento a PPL foi reutilizada em 6 ciclos
obtendo o composto esperado com rendimentos considerdveis apenas em 2 ciclos. A
reacdo envolvendo 2-cicloexen-1-ona apresentou bons rendimentos sendo estes para a
PPL 76%, Liposyme® 68%, quimosina 70% e papaina 74%. A reag¢do envolvendo a
chalcona nao apresentou o composto de interesse no solvente EtOH, entretanto no
solvente cloroférmio apresentou conversdes 14% para a enzima Lipozyme® utilizando
0,04g, 40% de conversao para a enzima Lipozyme® na quantidade de 0,02g de enzima,
quimosina com 30% de conversdo no solvente THF e a enzima papaina apresentando
melhor conversio 51% A comprovacdo dos dados foi obtido através de andlises
realizadas pelo CG-MS e FTIR. A biotransformacdo ¢ uma inovagao recente, sendo
ainda pouco explorada em reagdes envolvendo adi¢do tia-Michael e se apresenta como
uma opcao vidvel no tocante as questdes ambientais.

Palavras chaves: Lipase, Lipozyme®,Quimosina, Papaina, tia-Michael
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ABSTRACT

The classic Aunt-Michael reaction which involves the sulfur atom of the reaction
with the nucleophile, the nucleophile is activated using Lewis acids, this systematic
study we analyzed the enzymes as activators of this reaction, with the proposed
innovative use of new catalysts for the reaction of Tia-Michael without the presence of
these metals. The goal is to test the catalytic power of enzymes lipase, Lipozyme
®,papain and chymosin. Tested different solvents such as H20, EtOH, DMSO and
THF. All reactions were performed at room temperature in order to minimize damage to
the environment, thus reducing the energy used in framing and most of the principles of
Green Chemistry. The results observed for the reaction between cinnamaldehyde and
thiophenol in 2 hours for the PLP in the solvent EtOH with 70% yield in 4 hours to
Lipozyme ® with 69% yield in the solvent EtOH, 2 hours for the 48% chymosin and
40% in the respective solvents EtOH and THF demonstrated the effectiveness of the
enzymes as biocatalysts. With regard to reuse the PPL was reused in 6 cycles getting the
expected compound with considerable income in just 2 cycles. The reaction involving
2-cicloexen-1-one showed good yields these being to PPL 76% Liposyme ® 68% 70%
chymosin and papain 74%. The reaction involving the chalcone not present the
compound of interest in the solvent EtOH, however in chloroform solvent showed 14%
conversion to using Lipozyme ® 0.04 g, 40% conversion Lipozyme ® in the amount of
0.02 g enzyme , chymosin with 30% conversion in THF solvent and showing better
converting enzyme papain 51% proof data was obtained by analysis by GC-MS and
FTIR. Biotransformation is a recent innovation, being still little explored in reactions
involving addition aunt, Michael and presents itself as a viable option with regard to

environmental issues.

Key words: Lipase, Lipozyme ®, Chymosin, Papain, thio-Michael
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1.INTRODUCAO

Reacdes com formagdo de compostos C-C sd@ao um dos pilares na quimica
organica . AdicGes conjugadas, tais como a adi¢do de Michael, representam as reacdes
fundamentais em quimica organica sintética voltadas para sintese de compostos
contendo a ligacdo carbono-carbono e carbono-heterodtomos . A reacio de Michael
caracteriza-se quando um nucleéfilo reage com um composto carbonilico a,f-
insaturado. Diversos sdo os tipos de nucledfilos que podem ser utilizados para tal
reacdo, sendo esta vastamente utilizada para a formacdo de ligacdes entre carbono e
diversos dtomos /.

Dentre os diversos tipos de nucle6filos, podemos citar a reacdo de tia-Michael a
qual envolve o dtomo de enxofre como nucle6filo da reacdo. Reacdes que resultem na
formacdo da ligacdo C-S sdao muito importantes, pois tal ligacio é encontrada em
diversos compostos que apresentam alguma acdo antibidtica, antimicrobiana,
anticancerigena, analgésica, anti-inflamatoria, antipsicotrépica ou até mesmo anti HIV
[4].

A reacdo de tia-Michael surge como uma das mais importantes metodologias
para se obter a ligacao C-S. Esta também apresenta uma vasta aplicagdo sintética para
(i) protecdo quimiosseletiva da dupla ligacdo em compostos carbonilicos a,p-
insaturados ), (ii) para gerar enolatos a partir dos compostos carbonilicos a,f-
insaturados ¥ e (iii) realizar a sintese de medicamentos importantes como Diltiazem 71,

Nesse contexto, muitos sistemas cataliticos tém sido desenvolvidos para a adicao

de tidis a compostos carbonilicos a,f-insaturados, dentre estes inclui-se os 4dcidos de

[8, 9] [10, 11]

Lewis , suportes solidos e liquidos 10nicos 112131 'No entanto, esses sistemas
sdo limitados decorrentes dos tempos de reagcdo longos, condi¢Oes relativamente
severas, o uso de catalisadores caros ou nao comerciais, € os rendimentos relativamente
baixos de produtos 4]

Frequentemente a reacdo de tia-Michael pode necessitar da ativagdo tanto do
aceptor de Michael (composto a,f-insaturado) quanto do nucleéfilo. No tocante ao
nucledfilo esta ativacdo pode ser realizada através da desprotonacdo do mesmo. J4 no
que se refere ao aceptor de Michael pode-se utilizar como ja explicitado, por exemplo,
(1) 4cidos de Lewis ou (ii) pela formacdo de intermedidrios reacionais decorrentes da

reacdo do grupamento carbonila com organocatalisadores. Para ambos os casos
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N

apresentados a interacdo do grupamento carbonila com &cidos de Lewis ou com
organocatalisadores conferem ao carbono f, quando da formacdo do intermedidrio, um
aumento de sua densidade de carga, ou seja, o tornando-o mais eletrofilico.

No tocante as reacOes de tia-Michael que envolvem &4cidos de Lewis como

1 7 . 2 ~
[5], porém diversos também sdao os

catalisadores, muito ¢é descrito na literatura
empecilhos que impossibilitam o emprego destes como catalisadores nestas reagdes,
dentre os quais é possivel citar a questdo ambiental. Isto porque geralmente estes dcidos
de Lewis sdo constituidos de dtomos de metais.

Tendo em vista esta problemdtica, muita atencdo vem sendo dispensada para a
obtencdo de organocatalisadores, pois os mesmos ndo apresentam toxicidade, sdo
facilmente retirados do meio reacional e podem ser empregados ndo somente uma tnica
vez. Tais principios estdo em pleno acordo com uma filosofia descrita nos anos 90
denominada Quimica Verde. Dentre o organocatalisador mais citado na literatura estd a
L-prolina.

A L-prolina ¢ um aminodcido natural, comercializada com o centro assimétrico
definido (quiralidade). Entretanto, a forma L é normalmente utilizada em uma grande
variedade de reacdes que podem ser catalisadas através deste simples aminoacido.

Outros pontos a serem salientados no tocante ao emprego da L-prolina como
organocatalisador nas reagdes de Michael sdo a seletividade presente neste tipo de
reacdo, a estereosseletividade, as quantidades dos catalisadores utilizados (10% mol) e
por fim o baixo tempo reacional "%,

Cabe neste ponto ressaltar que poucos sdo os catalisadores organicos
empregados nas reacdes de Michael, principalmente nas reacdes de tia-Michael e os
mais utilizados sdo os que apresentam em sua estrutura a por¢ao do aminoécido prolina.

Nesse sentido a biocatdlise € uma ferramenta eficiente e “verde” na quimica
moderna, a qual vem atraindo cada vez mais atencdo por sua excelente eficiéncia,

[17]

seletividade e condicdes reacionais leves © . O termo biocatélise aplica-se as reacdes

que sdo catalisadas por enzimas isoladas ou contidas em organismos bioldgicos e, a
rigor, as enzimas podem ser consideradas exatamente iguais a outros reagentes de acao
catalitica ordinariamente empregados em reagdes quimicas 18]

As enzimas presentes nos microrganismos € em outros organismos vivos podem
promover reagdes com altissimas quimio-, regio-, e estereosseletividades, em condicdes

brandas de pH, temperatura e pressdo .
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Pesquisas na drea de promiscuidade biocatalitica tem atraido grande atencdo de
quimicos e bioquimicos e essa nova tendéncia tende a ascender ainda mais, pois veio de
encontro a grande necessidade que € produzir uma infinidade de compostos essenciais a
humanidade, buscando rotas ambientalmente corretas.

Quanto aos pontos apresentados e, com o objetivo de introduzir uma inovacao
no tocante ao uso de uma nova classe de biocatalisadores para reacdo de tia-Michael,
propds-se a utilizagdo das enzimas PPL (lipase tipo II em estado bruto obtida de
pancreas suino), a Lipozyme® (lipase imobilizada em resina de troca idnica), quimosina
e papaina na sintese das p-tioalcois e [-tiocetonas. Pesquisa essa que envolveu
diferentes solventes, reagentes e quantidades diferenciadas das enzimas.

A inovagdo para obtencdo destes compostos € a utilizacdo das enzimas, a qual é
de facil obten¢do e desempenha um papel catalitico em diversos tipos de reacdes
conforme descrito na literatura e também realizada em nosso laboratério. Além disso, a
reacdo via enzimdtica € uma grande inovacdo que estd condizendo com a filosofia de
Quimica Verde. Esta prioriza o meio ambiente e processos quimicos que nio agridam,
ou seja, menos agressivos dos que os tradicionais.

A sintese de compostos que possam vir a ser aplicados no combate ao cancer é
de suma importancia nos dias de hoje. Para tanto, a sintese de ligantes que possam vir a
ser utilizados para tal fim cumpre um papel primordial neste intuito. Portanto, com esta
finalidade, postulou-se inovar na obtencdo seletiva de compostos derivados de f-
tiocetonas e f-tioalcdois que possam ser utilizados como ligantes para a obtengcdo de
novos produtos.

Processos envolvendo enzimas sdo considerados processos ambientalmente
corretos, pois o catalisador € especifico, geralmente ndo produz subprodutos, pode ser
reutilizado sem a perda da eficiéncia por varias vezes e seu descarte ndo € agressivo ao
meio ambiente. J4 para o processo via quimica cldssica envolvendo tal metodologia
propiciaria a sua aplicagdo ndo somente no meio académico como também na industria
tendo em vista o baixo custo para a sintese proposta e a reutilizacdo dos catalisadores, o

que tornaria o processo mais barato e viavel.

LMH - Laboratério de Materiais Hibridos Pagina 3



Rizzo, P.V.S. Mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental -UFGD

Laboratorio de Materiais Hibridos

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

O objetivo deste estudo foi de utilizar enzimas para sintetizar f-tioalc6ois e f-

tiocetonas em reacgdes de tia-Michael,

2.2. Objetivos Especificos

Introducgido inovadora de biocatalizadores (enzimas) na reacao de tia-Michael.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Reaciao de tia-Michael

A reacdo de Michael, a qual envolve uma adi¢do de um nucleéfilo (doador de
Michael) a um eletréfilo (aceptor de Michael), apresentando este uma insaturagc@o entre
os carbonos a e f referente a um grupo retirador de elétrons (exemplos: NO,, cetona,
aldeido, éster, etc.). Esta reacdo apresenta o nome de seu primeiro executor Arthur
Michael, o qual executou em 1887 a reacdo entre o dietil malonato de sédio e o 2-

bromoacrilato de etila para a producdo de derivados do ciclopropano "*! (Esquema 1).

Esquema 1. Reagdo de tia-Michael.

EtOOC COOEt COOEt

Br. COOEt E E
tOOC\/COO t
+ e@ —_
N& COOEt COOEt

EtOOC
Br

Diversos nucle6filos foram utilizados concomitantemente com muitos aceptores

. 2 e PN ~ . e
de Michael ¥, Dentre estas modificacdes estd a reacio denominada tia-Michael a qual
envolve um nucledfilo de enxofre com aceptores de Michael. Esta reagdo surge como

uma das mais importantes metodologias para se obter a formacdo da ligacdo C-S. Esta
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também apresenta uma vasta aplicacdo sintética para (i) protecdo quimiosseletiva da
dupla ligagdo em compostos carbonilicos a,f-insaturados *°!, (ii) para gerar enolatos a
partir dos compostos carbonilicos a,f-insaturados '® e (iii) realizar a sintese de
medicamentos importantes como Ditilazem " (Figura 1). Este medicamento pertence ao
grupo das benzotiazepinas, um tipo de bloqueadores dos canais de cdlcio, cuja acdo se
da nos canais lentos de cdlcio das membranas celulares miocardicas e da musculatura
lisa dos vasos, diminuindo, desta forma, a entrada de calcio nas fibras musculares e
reduzindo a sua capacidade contréctil. Assim, os seus principais efeitos sdo seu poder
vasodilatador e depressor da fungdo cardfaca '/,

A reacdo de tia-Michael, como dito anteriormente, por muitas vezes necessita da
ativacdo tanto do aceptor de Michael (composto a,f-insaturado) quanto do doador de
Michael ou nucledfilo. A ativagdo mais importante citada na literatura é quanto se trata
do aceptor de Michael. Este, quando apresenta o grupamento carbonila, pode ser ativado
com organocatalisadores ou através de acidos de Lewis. A ativacdo do aceptor de
Michael por 4cidos de Lewis vem sendo muito estudado e dentre os exemplos de dcidos
de Lewis utilizados na reacdo de tia-Michael podemos citar Bi(OTf)3"**, InBr;",

Hf(OTf); "), alumina em DMSO *?!, InCL; **' e Cu(BF,),.xH,0 .

CH
2 o O
N )\\
CH
@ j‘.""o 3
5 A,
O—CHs

Figura 1: Estrutura do medicamento Ditialzem.

Porém, ha diversas desvantagens para as metodologias que empregam estes
acidos de Lewis como, por exemplo, o longo tempo reacional, a necessidade de altas
temperaturas, a utilizacdo destes sais com custo elevado, a necessidade de condi¢Oes

reacionais anidras, rendimentos dos produtos apenas moderado, utilizagdo de
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quantidade estequiométrica do catalisador e estes sais sdo agressivos a0 meio ambiente
[24]

Um fator importante apresentado pela reacdo de tia-Michael sdo seus produtos.
Alguns compostos obtidos através deste tipo de reagcdo sdo utilizados como precursores
de derivados pirazolinicos e isoxazolinicos °!. Tais compostos sdo de grande valia, pois
estdo presentes em diversos compostos que apresentem alguma atividade bioldgica

[26]

vincula, como por exemplo, a anti-inflamatérios e inibidores de leucdcito elastase

humana ",

Do exposto, fica evidente a necessidade de se obter esses importantes compostos
porem com a utilizacdo de novos tipos de catalisadores sem a presenca de metais.
Atualmente dentre os catalisadores que vem ganhando aten¢do mundialmente sdo os

biocatalisadores (enzimas, microrganismos e etc.)

3.2. Biocatalise

Os microorganismos sao responsaveis por uma série de transformacdes quimicas
com as quais o ser humano tem contato desde sua primitiva existéncia, mesmo sem
qualquer consciéncia disto. A preparagdo de vinhos, queijos, massas de paes e outros
produtos empregados no cotidiano do ser humano sdo exemplos de transformacdes
quimicas realizadas por microorganismos 181,

Muito se tem descrito sobre a capacidade dos microrganismos, plantas e animais,
como biocatalisadores, entretanto o uso destes sempre esteve presente em nossas vidas
cotidianas e atualmente estdo envolvidos em processos aprimorados sendo explorados
economicamente tanto em escala laboratorial quanto em escala industrial, para a
producdo de produtos essenciais a humanidade como alimentos, medicamentos entre
outros 2.

Uma das primeiras transformagdes quimicas conscientes que empregou
microorganismos foi a producdo da penicilina pelo fungo Penicillium notatum a qual foi
empregada como um potente bactericida em 1928 por Alexander Fleming 18],

A biotransformacdo, que € a alteracao quimica de algumas substancias utilizando

microorganismos ou enzimas isoladas, vem ganhando muita aten¢do, projetos que

focam esta temdtica vem obtendo espaco no meio cientifico decorrente de alguns fatores

como citado a seguir:
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1) transformacdes quimicas tradicionais empregam solventes e até mesmo
alguns reagentes nocivos ao meio ambiente;

2) as biotransformacgdes promovem produtos com alto grau de quimio-, regio- e
estereosseletividade em condicdes reacionais muito brandas;

3) reacdes biocatalisadas sdo aceleradas na ordem de 10° — 10° do que as
mesmas reagdes catalisadas quimicamente;

4) os catalisadores empregados em biotransformacdes sao biodegradaveis.

No tocante a questdo ambiental, as biotransformagdes estdo inseridas no
contexto de uma nova filosofia denominada Quimica Verde. Esta pode ser definida
como a utilizacdo de técnicas quimicas e metodologias que reduzam ou eliminem os
usos solventes, reagentes ou a geracdo de produtos e subprodutos que sdo nocivos a
satide humana ou ao ambiente !'®,

A quimica verde para a sintese quimica aborda os desafios futuros em trabalhar
com processos e produtos quimicos inventando novas reagdes que possam maximizar os
produtos desejados e minimizar subprodutos, concepcdo de novos esquemas
sintéticosque possam simplificar as operacdes em producdes quimicas, buscando
solucdes verdes inerentemente ambiental e ecologicamente benignas .

Sabe-se, que a drea da quimica € responsdvel por uma grande parcela da
contaminacdo ambiental atual. Fica, portanto, evidente que o quimico deve procurar
empregar cada vez mais esta tal filosofia em seu cotidiano para produzir o composto de
seu interesse € ndo agravar mais o processo de contaminagdo jd existente no planeta.

Nesse sentido os biocatalisadores surgem como uma nova tendéncia na drea da
quimica moderna.

Segundo Aires-Barros (29]

para a realizacdo da biocatdlise, € necessdario um
planejamento levando em conta algumas etapas, sendo que, uma vez identificada a
matéria prima mais adequada para substrato da bioconversdo pretendida, deve
selecionar o biocatalisador que apresente niveis adequados de atividade catalitica,
seletividade e estabilidade para operar nas condic¢des selecionadas de temperatura, forca
10nica, pH e natureza da solugdo tampao, concentragdo de substrato e produto e ainda na
eventual presenca de solventes orgénicos.

A biocatdlise é uma ferramenta importante na sintese organica, especialmente na

obtencdo de moléculas quirais por sinteses assimétricas ou por resolu¢do de racematos.

O procedimento mais comumente utilizado € feito através de células totais de
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microrganismos cultivados em meios apropriados, onde todo o maquindrio enzimdtico
estd disponivel, o que pode gerar uma mistura de produtos biotransformados *"'.

O progresso no uso de enzimas e/ou células integrais na Quimica Orgénica
Sintética foi relativamente lento até os anos 50, quando o uso de microrganismos para
modificagdo de nicleos estereoidais foi estudado em laboratdrios industriais e
académicos ',

Entretanto o interesse por biocatdlise tem crescido nas ultimas décadas
principalmente em relagdo as enzimas isto porque estas sdo catalisadores altamente
seletivos que podem executar eficientes modificagdes quimicas de substratos em meios
ndio aquosos e ndo necessitam de cofatores na reacdo 2.

Nesse enfoque, a  biocatdlise tem recebido grande  atencdo
como uma ferramenta eficaz e verde para a sintese de produtos farmacéuticos,

. , . . 1
produtos quimicos, agricolas e intermediarios '),

3.3. Enzimas

Foi somente no final do século XIX que surgiram as primeiras evidéncias
cientificas de que os microrganismos possuem enzimas capazes de catalisar reagdes
quimicas. Assim sendo, Eduard Buchner recebeu o premio Nobel de quimica em 1907
por ter descrito o processo de fermentacdo na auséncia de células integras 331,

As enzimas sdo proteinas naturais responsaveis por catalisar reacdes quimicas
que ocorre no metabolismo de organismos vivos, podendo ser obtida de
microrganismos, plantas e animais. Como em toda reacdo catalitica, as enzimas
aceleram diversas reacdes, diminuindo a energia de ativacao 1341 Elas sdo formadas por
subunidades de aminodcidos e possuem em sua estrutura grupos polares tais como
COOH, OH, NH,, SH e CONH,. Todas possuem estruturas complexas de cadeias
polipeptidicas que se mantém estdveis em meio aquoso, entretanto, poucas possuem sua
estrutura tridimensional definida ou mesmo seu mecanismo de acdo descrito B3],

Fatibello-Filho e Vieira *® descreve que no processo de acdo das enzimas, hd
um centro ativo, local onde se processam as reagdes com determinados substratos. Esse
centro ativo é geralmente constituido de alguns residuos de aminodcidos da cadeia de

proteina e um grupo nao-protéico, sendo responsdvel pela atividade bioldgica da

enzima. Algumas enzimas dependem da sua prépria estrutura protéica (apoenzima) para
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exercer atividade, enquanto outras necessitam também de um ou mais componentes nao
proteicos chamados de cofatores. Os autores citam que esses cofatores podem ser ions
metélicos ou moléculas organicas denominadas de coenzimas, sendo que muitas
enzimas dependem de ambos. Outras enzimas possuem um grupo prostético que é
similar ao cofator, mas estd firmemente ligado a apoenzima. O complexo
cataliticamente ativo enzima-cofator ¢ denominado de haloenzima.

As razdes pelo quais as enzimas sdo amplamente empregadas em sintese
estereosseletivas sdo intimeras. Elas sdo catalisadores muito mais eficientes, podendo
ser empregadas em concentracdes de porcentagem molar de 107 al0™ % enquanto sdo
necessdrios de 0,1 a 1mol para os catalisadores quimicos **.

Em 1961 a Comissdao para enzimas (Enzyme Commission — EC) da Unido
Internacional de Bioquimica (IUB), estabeleceu uma classificacdo e dividiu em seis
classes, de acordo com a reacdo catalisada B7 S30 elas:

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

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

. 3° Hidrolases: Sao enzimas que catalisam reacdes de hidrélise. A
extensdo de grupos hidrolisdveis é muito grande, e incluem ésteres, amidas. , peptideos
e outras fungdes que contem grupos C-N, anidridos e muitos outros

. 4° Liases: Catalisam as reacdes de remocdo ou fixacdo de grupos

quimicos, envolvendo ligagdes C=C, C=N e C=0 de forma ndo hidrolitica. Sdo bons

exemplos as Dehidratases e as Descarboxilases.

. 5° Isomerases: Catalisam diversos tipos de isomeriza¢do, incluindo a
racemizacao.
. 6° Ligases: Sdo enzimas que catalisam reacOes de formacdo e novas

moléculas a partir de duas ji existentes. Nesta classe sdo denominadas
freqiientementesintetases, que produzem a formacgado C-O, C-S e C-N.
Sendo que as oxidorredutases e as hidrolases sdo as mais empregadas em sintese

na area de catalise enzimatica.
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As enzimas sdo catalisadores altamente seletivos que podem executar eficientes

. ~ L. . ~ 2
modificagdes quimicas de substratos em meios ndao aquososB]

. obtendo-se um alto
rendimento e com a possibilidade de reaproveitamento do mesmo.

A extraordindria seletividade das enzimas passou a ser explorada de forma cada
vez mais intensa, onde as caracteristicas mais importantes sao:

. Quimiosseletividade - atuam sobre um determinado grupamento quimico.

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

. Enantiosseletividade - as enzimas sdo feitas de L-aminodcidos e,
portanto, sdo catalisadores quirais. Como consequéncia, qualquer tipo de quiralidade

7z

presentena molécula do substrato € reconhecida na formagdo do complexo enzima
substrato %,

Entre as teorias desenvolvidas para explicar a catélise enzimdtica, um dos
modelos mais ilustrativos continua sendo a classica hipotese ‘“‘chave-fechadura”,
desenvolvida por Fisher (1894), todavia, este modelo falha ao ndo explicar porque
muitas enzimas podem converter ndo apenas substratos naturais, mas também
compostos ndo naturais possuindo algumas vezes estruturas bem distintas .

A regra de trés pontos foi outra teoria criada por A. G. Ogston (1948) para

. . .. . 38
explicar a enantiosseletividade das enzimas "°!

, considerando-se que a quiralidade é um
atributo espacial, para que a enantiosseletividade seja maxima, o substrato precisa estar
firmemente posicionado em trés dimensdes no sitio enzimatico. Para tal é necessario
que existam pelo menos trés pontos de ligacdo entre o substrato e o sitio ativo da
enzima 7,

Em 1958 Koshland prop6s o modelo do ajuste induzido para explicar o poder
catalitico e especificidade apresentada por enzimas. Segundo essa teoria, em alguns
casos, o sitio ativo adota a conformacgdo idonea s6 em presenca do substrato € a unido
do substrato ao sitio ativo da enzima, desencadeia uma troca conformacional (arranjo
espacial dos grupamentos R dos aminoécidos) que d4 lugar a formacdo do produto 381
Na tentativa de explicar esse fendmeno Dewar postulou uma teoria conhecida

como “teoria da desolvatacdo”, quando o substrato entra no sitio ativo da enzima, esta
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expulsa todas as moléculas de 4gua presentes, sendo que num ambiente anidro as
reacdes ocorrem mais facilmente, levando a um aumento da velocidade da reacdo "

A teoria apresentada anteriormente foi estendida a outra sendo esta “teoria da
solvatacdo-substituicdo”. Essa se baseia no fato de que a enzima ndo poderia
simplesmente expulsar todas as moléculas de dgua, pois esse processo seria
energeticamente desfavoravel, neste caso as moléculas de dgua seriam acomodadas em
outras partes da enzima liberando os possiveis substratos hidrofébicos e o sitio
hidrofébico das enzimas, favorecendo a formacdo do complexo enzima-substrato *>.

Tendo em vista esse crescente interesse nas enzimas os que mais se destacam
entre as maiores empresas produtoras de enzimas estdi a Amano Pharmaceuticals
(Japao), Novozyme (Dinamarca), Genencor International (USA), Unilever (Holanda),
Biocatalysts (Inglaterra) e MeitoSankyo (Japdo) .

Atualmente as enzimas estdo envolvidas em indmeros processos entre eles os
que mais as utilizam sdo na drea alimenticia na producdo de alimentos e bebidas, no
processamento de fibras téxteis, na industria de polpa e papel, na producdo de etanol,
em medicamentos e diagndsticos, na indudstria de cosméticos e como o foco deste
trabalho na sintese orgénica **.

Dentre as enzimas a mais utilizada na literatura de sintese de quimica organica
por apresentar melhores resultados e por nao necessitar de cofatores sao as lipases, que
catalisa a hidrdlise de ésteres de acidos carboxilicos em meio aquoso ou a reagdo

. A 40
inversa em solventes orginicos (401,

3.3.1. Lipases

Lipases (hidrolases de ésteres de triacilglicerol, EC 3.1.1.3) sdo enzimas ubiquas
que podem catalisar a hidrélise de gorduras e 6leos 41 Elas sdo muito utilizadas devido
a sua versatilidade catalitica, disponibilidade comercial e baixo custo, além de ndo
requererem cofatores ©*.

Os estudos de raio-X apresentaram que a estrutura tridimensional das lipases de
eucariotos e procariotos apresenta um padrdo conformacional comum, denominado de
conformagdo g, f-hidrolase, composto de uma sequéncia de a-hélices e folhas p-

pregueadas *!1,
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Este grupo de enzimas é uma ferramenta poderosa para catalisar ndo s6 a
hidrélise, mas também as reagdes de esterificacdo e transesterificacdo envolvendo
ésteres insoldveis em agua.

Entre todos os processos biocataliticos, o uso de lipases apresenta muitas
vantagens em comparacdo com outras transformacdes sintéticas, devido as moderadas
condicdes de reacdo e do nivel elevado de seletividade apresentado por este tipo de
catalisadores ', sendo também as enzimas mais empregadas nos processos
biocataliticos.

As lipases tém recebido uma grande atencdo como biocatalisadores industriais,
incluindo dreas laticinio como na hidrélise da gordura do leite, detergentes, limpeza de
superficies duras, processamento de papel, couro, inddstria quimica, agroquimica,
farmacéutica, nutri¢do, tratamento de esgotos, entre outras 401,

A estrutura tridimensional da lipase flingica de Rhizomucor miehei e da lipase
pancredtica (PPL) foram determinadas em 1990, desde entao, mais de onze estruturas
dessas enzimas ja foram determinadas, das quais, com excecdo da lipase pancredtica,
todas sdo de origem microbiana “* sendo que a PPL ndo necessita de cofatores, fato
esse que a torna mais atrativa, pois 0s mesmos sao de alto custo.

A Lipozyme® ¢ uma lipase imobilizada em resina de troca catidnica
(triacilglicerolhidrolases, CE 3.1.1.3; Lipozyme IM-77, 7,7 Baun / g) obtida de
Rhizomucor michei imobilizada pela Novozyme **'.

Nesse presente trabalho a preferéncia foi para a lipase de pancreas de suino em
estado bruto (PPL), a qual é uma mistura de vérias proteinas principalmente lipases e

esterases [44]

e a Liposyme® (lipase imobilizada em resina de troca catidnica) obtida de
Rhizomucor miehei com o intuito de desenvolver catalisadores enzimdticos para a

reacao de tia-Michael no desenvolvimento de f- tioalcodis e de /- tiocetonas.

3.3.2. Peptidases ou Proteases

As peptidases ou proteases sdo uma classe Unica se enzimas que catalisam a
hidrélise das proteinas através da clivagem das ligacOes peptidicas. As enzimas
proteoliticas sintetizadas por microrganismos tornaram-se atraentes para pesquisas

. . ~ . , . L. .. 28
devidas sua ampla aplicacdo nas diferentes dreas da industria e medicina '**.
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Na nomenclatura internacional de classificacdo de enzimas (EC), as peptidases
pertencem a classe 3 e subclasse 3.4, que ainda estéd dividida em dois grandes grupos: as
exopeptidases e as endopeptidases. Exoproteases foram diferenciadas de acordo com a
sua especificidade de substrato, como aminopeptidases, que sdo capazes de clivar os
péptidos do terminal N, e carboxipeptidases, que degradam os péptidos no terminal C.
Endoproteases sao classificados de acordo com seu mecanismo catalitico, o que implica
especificidade no sitio ativo da enzima !,

A base de dados MEROPS " (http://merops.sanger.ac.uk/), considera sete
familias de peptidases: aspdrtico, cisteina, dcido glutamico, metalo, asparagina, serina e
treonina, nas plantas, cinco classes de endoproteases foram descritos: serina, cisteina,
aspdrtico, treonina e metalo. Assim as peptidases constituem um grupo importante de
enzimas industriais atualmente em utilizacdo, sendo utilizado em industrias alimentares,
de detergente, mais recentemente, no processamento do couro e como agentes
terapéuticos 71,

A pesquisa de Lopez et al. (2010) ¥ investiga a protease de Leishmania para o
desenvolvimento de novos farmacos, pois nota-se que estas enzimas desempenham
importantes fungdes na fisiologia destes organismos, bem como na patologia por eles
causada e que a inibicdo destas enzimas por inibidores especificos pode constituir uma
importante estratégia para a producao de potentes farmacos.

Em seu trabalho Suzuki et al.(2006) “* pesquisou sobre o bloqueio dos
alérgenos como inibidores de protease onde em estes reduziram as respostas alérgicas
nos casos de rinite alérgica e outras doencas alérgicas. As doengas alérgicas, como rinite
alérgica, sdo causadas pelo excesso de producdo de anticorpos IgE para vdrios
alérgenos, a pesquisa se desenvolveu pois muitos alérgenos relatados sdo as proteases
que sdo cisteina, serina, dcido aspdrtico (4cido) proteases e metaloproteases, assim a
utilizacdo da conjugacio de E64 inibidor de protease de cisteina inibe a resposta de IgE
para os alérgenos.

Proteases ocupa o primeiro lugar no mercado mundial de enzimas, estimado em
EUA $ 3 bilhdes, ji que estas desempenham um papel importante na &rea de
biotecnologia, dadas as propriedades das mudancas fisicas, quimicas, biologicas e
imunoldgicos das proteinas sendo que a hidrélise de proteinas € realizada para melhoria
das caracteristicas nutricionais, retardando deterioracdo, de diferentes propriedades

T VL
funcionais .
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Dentre as peptidases as mais utilizadas no setor industrial sdo a quimosina
principalmente para a fabricacdo de queijos e a papaina como amaciante de carne **!.

Ainda n3o se encontra relatos do uso das peptidases ou proteases como
biocatalizadores em reacdes quimicas de tia-Michael, sendo que esta pesquisa iniciou-se
em nosso laboratério de materiais hibridos (LMH) na Universidade Federal da Grande

Dourados (UFGD) no ano de 2010 com Ana Silva Lima %,

3.3.2.1. Quimosina

A quimosina (EC 3.4.23.4), também conhecida como renina, ¢ um aspartil
protease encontrada no abomasso (quarto estdmago dos ruminantes) de bezerros

[51]

lactantes ou de outros ruminantes jovens = ', € secretada na sua forma natural, como um

precursor inativo, proquimosina, que € irreversivelmente convertida em quimosina ativa

através de protedlise limitada 2.

E a enzima preferida para producdo de queijo, sendo que o papel desta enzima
na digestdo € o de coagular o leite ingerido e produzir uma massa semiliquida
aumentando o tempo de permanéncia do leite no organismo e permitindo a acdo das
enzimas proteoliticas 1°*!. A industria dos lacticinios utiliza renina microbiana produzida
a partir de fontes de fungos, especialmente Rhizomucor pussillus, Rhizomucor miehei,
Endothica parasitica, Aspergillus oryzae, e Irpex lactis. Mais da metade da producao
mundial de queijo baseia-se coalho microbiano. No entanto, a quimosina de animais, o
qual d4 um sabor caracteristico ao queijo nativo, continua a aumentar uma vez que
existem problemas associados com queijos fabricados a partir de renina microbiana 541,

A engenharia de microrganismos modificados geneticamente pela técnica de
DNA recombinante foi realizada com a introdu¢@o do gene proquimosina de bovideos,
onde o mesmo foi expresso na bactéria Escherichia coli K2, esta foi a primeira enzima
de DNA recombinante aprovada pelo FDA para o uso em alimentos nos Estados Unidos

[28]

Bioquimicamente € uma proteina com cadeia polipeptidica Unica de 323
residuos de aminodcidos e massa molecular de 35600 Da !,

H4 muito que se sabe que a quimosina € segregada como um zimogénio inativo
chamado proquimosina, que possui um peso molecular de 40777 Da, cujo estado inativo

¢ mantido pelo propeptideo N-terminal. Existem duas formas alélicas de quimosina
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naturalmente produzidas de bezerros: quimosinas A e B que diferem em apenas um
residuo de aminodcido na posicdo 244: um aspartato na quimosina A e uma glicina na
quimosina B %,

A presenca desse aminoécidos garante uma maior afinidade da quimosina A pela
casefna k devido a uma estabilizacdo adicional eletrostatica adicional do complexo
caseina-k-quimosina, e uma maior estabilidade da quimosina B em pH baixos °°'.

Diferente das outras proteinas gdastricas asparticas que processam todas as
proteinas no limem gastrico, a quimosina € especifica para uma das proteinas do leite, a
caseina k, apresentando baixa atividade proteolitica sobre as outras proteinas e devido a

isto esta enzima tornou-se atraente para a inddstria de queijo ',

1 essa enzima é uma

Segundo a revista Food Ingredients Brasil (2011)
proteinase dcida que € um subproduto tradicional da industria ldctea e bovina, sendo que
mesmo antes da disseminac@o da encefalopatia espongiforme bovina (BSE) e sua forma
humana CID, o fornecimento da enzima quimosina de abomaso de bezerro pela
indudstria da carne era imprevisivel e insuficiente para atender a demanda global da
indudstria de queijo, o que contribuiu segundo a mesma revista para a utilizacdo de
alternativas microbiais produzidas pela indudstria de enzimas alimenticias que vao desde
proteinases dcidas fingicas (principalmente a partir de Rhizomucor miehei até a

quimosina de bezerro produzida por tecnologia de clonagem de genes *”'.

Silva BY

, integrante do laboratério LMH, realizou a primeira sintese utilizando-
se quimosina como catalisador aplicando esta enzima como biocatalisador na reacdo de
Mannich obtendo bons resultados. Em sua pesquisa Silva apresentou a sintese dos

compostos f-aminocetonicos (Esquema 2).

Esquema 2: Sintese de compostos f-aminocetonicos.

(0]
NH, O o) R;
+ | + )’L enzima
EE——
R Fh Solvente/48h/t.a
H R3 . R1 N Ph
R
R

Os resultados para a quimosina variaram entre 43 ¢ 80% de rendimento. Na
utilizacdo dos reagentes acetofenona e benzaldeido com solvente DMSO/H,0 (50% v/v)

o rendimento foi de 60%, em ciclohexanona e formaldeido em DMSO apresentou o
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mesmo rendimento de 60%, ja em ciclohexanona e formaldeido em THF apresentou o
melhor rendimento sendo este de 80% e com ciclohexanona e benzaldeido apresentou o

menor rendimento sendo este de 43%.

3.3.2.2. Papaina

A papaina (E.C. 3.4.22.2) € uma enzima proteolitica com massa molecular de

23406 Da, a qual possui uma cadeia de poilipetideos de 212 aminoacidos. Sua

importancia comercial deve-se aos variados usos nas industrias téxteis, farmacéutica,
L, . . - [58]
cosmética e alimenticia .

Na industria alimenticia, destaca-se sua acdo como amaciante de carnes, agindo

nas fibras musculares e nos componentes do tecido conectivo e na industria de bebidas é

usada para hidrolisar as proteinas de alto peso molecular na clarificacdo da cerveja,

evitando a turbidez deste produto durante seu armazenamento e refrigeracao prolongada
[49]

O latex obtido de frutos verdes do mamoeiro (Carica papaya) corresponde a
uma mistura de enzimas proteoliticas que incluem papaina, quimopapaina A e B (EC
3.4.22.6), papaia endopeptidase III, papaia endopeptidase IV, e papaia endopeptidase
Omega 1591,

A papaina € muito utilizada no tratamento de feridas, pois a mesma trata-se de
uma mistura complexa de enzimas proteoliticas e peroxidases, que causam a protedlise,
degradacdo de proteinas em aminodcidos, do tecido desvitalizado e da necrose, sem
alterar o tecido sadio, devido a uma antiprotease plasmdtica a ol-antitripsina, uma
globulina humana, presente somente no tecido sadio que inativa as proteases, impedindo
a degradacdo do tecido sdo 591

A papaina € soluvel em &4gua e glicerol e pouco solivel em etanol, éter e
cloroférmio € inativa ao reagir com agentes oxidantes como o ferro, oxigénio, derivados

[45]

de iodo, dgua oxigenada e nitrato de prata "', esses fatos explicam os rendimentos

considerdveis das reagdes deste trabalho com esta enzima.
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3.4. Influéncia do solvente

Em solventes organicos anidros de alta polaridade, as enzimas permanecem
cineticamente aprisionadas a sua conformacio nativa '®”. J4 em solventes organicos de
baixa constante dielétrica proporciona um aumento nas interagdes eletrostiticas dos
residuos carregados das proteinas o que causa diminuicdo da flexibilidade interna,
tornando as enzimas menos ativas e preservando a integridade estrutural da proteina °'.

As propriedades dos solventes como polaridade (1/¢), hidrofobicidade
(geralmente determinada como log PM), geometria molecular e habilidade de solvatacio
sdo essenciais a biocatdlise em meio organico. No entanto, ndo existem correlacdes de
cardter geral entre essas propriedades e a atividade e estabilidade enzimatica. O efeito
dos solventes é distinto para cada enzima. Enquanto lipases sdo mais estaveis em
solventes hidrofébicos (log P>2), a quimotripsina € mais estidvel em solventes
relativamente hidrofilicos e ndo foi notada nenhuma correlacdo entre a atividade da
polifenol oxidase e a hidrofobicidade de solventes desde que a atividade de dgua no
meio tivesse sido controlada 1%,

Apesar das numerosas excecodes, o parametro Log P € o que apresenta melhor
correlagdo com a atividade de enzimas e, geralmente, as enzimas sao mais estaveis em
solventes com cardter hidrofébico.

A forma como os solventes afetam a atividade enzimdtica e a
enantiosseletividade ainda ndo é bem compreendida e as hipdteses sugeridas para

[63]

explicar esse fendmeno apresentam discrepancias entre si . Pode-se observar nos

trabalhos que exploram esse tema a preocupacdo em salientar que os resultados

alcancados sao restritos aos sistemas estudados, evitando-se generalizagdes.

4. MATERIAIS

4.1. Catalisadores

Os biocatalisadores utilizados para obtengdo dos p-tioalcois e pf-tiocetonas

foram a lipase tipo II em estado bruto obtida de pancreas suino (PPL) (Sigma-Aldrich),

'Log P ¢ definido como o logaritmo do coeficiente de particio de uma substancia em um sistema padrio
de duas fases dgua/l-octanol.
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Liposyme® (lipase imobilizada em resina de troca catidnica) obtida de Rhizomucor
miehei da Sigma Chemical Company (St. Louis. USA), quimosina obtida de Aspergillus
niger var. awamori cedida pela empresa internacional Chr-Hansen e a papaina da

empresa INLAB.

4.2. Reagentes e solventes

Os reagentes empregados neste estudo foram: cinamaldeido (Vetec), tiofenol
(Sigma-Aldrich), borohidreto (Sigma-Aldrich), tetrahidrofurano (Vetec),
dimetilsulféxido (Vetec), hexano (Dindmica), etanol (CRQ), acetato de etila (Vetec),
todos com grau de pureza PA. Como secante nas reacdes foi utilizado o sulfato de s6dio
(Proquimios) grau de pureza PA. Para separacdo em coluna cromatografica foi usada

silica gel PA 70-230 Mesh.

4.3. Equipamentos

Os compostos obtidos foram caracterizados por RMN e por um cromatégrafo
gasoso modelo 431 GC (Varian) com as seguintes condicdes de operacdo: temperatura
do injetor: 280 °C, temperatura do detector: 280 °C, fluxo do gés de arraste: (He) 80 kPa
de pressdo, razao de split: splitless 1/25, fluxo na coluna: 1mL/min, temperatura do
forno: 250 °C e RMN de 1H e 13C, 300 MHz e 75 MHz, respectivamente, foram

registrados no espectrometro DPX-300 — Bruker
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5. METODOS

5.1. Sintese das f-tioalcéois com cinamaldeido e tiofenol.

Esquema 3. Descri¢do geral da biossintese de fS-tioalcdois.

|o T OH
|SH Biocatalisador NaBH,
N R _— >
‘ ph  Solvents/ t.a. ))); EtOH
(1 @) ) @

Em um baldo de uma boca de 50 mL, adicionou-se 1,0 mL (8,25mmol) do
cinamaldeido(1), 1,0 mL (8,18mmol) do tiofenol (2), e quantidades vardveis de
biocatalisador em 15,0 mL de solvente. A reagao processou-se com agitacao porquatro e
duas horas dependendo do biocatalisador e a temperatura ambiente. Apds esse tempo
filtrou-se a reacdo para retirada do biocatalisador. Para as reacdes executadas em meio
deem outros solventes que ndo o etanol (EtOH) o bruto de reagao foi rotoevaporado (3).
Somente quando a reacdo era executada em meio de EtOH processava-se apenas a
filtracdo. Para as reacdes executadas em outros solventes que ndao o EtOH e que foram
rotoevaporados foram adicionados 10 mL de EtOH. A todas foram adicionados 0,09 g
de borohidreto de sédio. O baldao reacional foi inserido em um equipamento de
ultrassom e deixado reagir por 30 min. Apds esse tempo a fase organica foi extraida
com acetato de etila e dgua. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio,
posteriormente filtrada e entdo, rotoevaporada, obtendo-se ao termino deste processo
uma fracdo amarelo oleosa a qual foi purificada por coluna cromatografica de silica gel,
sendo a razdo de silica/amostra utilizada de 30 g para cada 1g de composto tendo como
fase mével uma solug@o de hexano/acetato de etila 8:2. Este compostofoi analisado por
cromatografia gasosa, espectroscopia de infravermelho e por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono. Os dados espectroscOpicos
correspondem aos citados na literatura.

CG/MS [M(%)]: 344 (4,1); 135 (15,4); 105 (100)- (Anexo I).
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RMN'H, "*C e DEPT 135- (Anexo II ao IV).

5.2. Estudo de Reutilizacao do biocatalisador

O estudo da reutilizacdo do biocatalizador se processou com a lipase (PPL) nas
mesmas condicdes e em 2 horas. Para 2 g de produto utilizou-se as seguintes
quantidades dos reagentes: 1,0 mL de tiofenol, 1,0 mL de cinamaldeido e 0,4 g de
enzima lipase (PPL). A enzima foi reutilizada em seis ciclos sendo que em apenas dois
ciclos apresentaram rendimentos consideraveis.

No primeiro reaproveitamento obteve-se 0,236 g de enzima onde a reacdo foi
realizada para 1,18 g de produto com as seguintes quantidades de reagentes; 0,7 mL de
tiofenol e 0,6 mL de cinamaldeido, com rendimento de 24,4% (0,29 g). Para o segundo
reaproveitamento obteve-se 0,174 g de enzima sendo que a reacdo foi realizada para
0,87g de produto com as seguintes quantidades de reagentes 0,47 mL de tiofenol e 0,45
mL de cinamaldeido, com rendimento de 31,0% (0,27 g). No terceiro reaproveitamento
obteve-se 0,095g de enzima onde a reacdo foi realizada para 0,475 g do produto com as
seguintes quantidades de reagentes: 0,4 mL de tiofenol e 0,3 mL de cinamaldeido, com
rendimento de 2,9% (0,014 g). No quarto ciclo realizou-se a reacdo com 0,066 g de
enzima para realiza¢do de 0,33 do produto de reacdo, com as seguintes quantidades de
reagentes 0,2 mL de tiofenol e 0,2 mL de cinamaldeido, com rendimento de 6,3%

(0,021g). O quinto e sexto ciclo ndo se obteve o composto de interesse esperado.

5.3. Sintese das f -tiocetonas com 2- cicloexen-1-ona e tiofenol

Esquema 4. Descricdo geral da biossintese de f-tiocetonas com 2- cicloexen-1-ona e
tiofenol.

Laboratario de Materiais

0 SH
EtOH 8 mL
+
0,04g de Enzima
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Em um baldao de uma boca de 50 mL adicionou-se 0,9 g (9,38mmol) de 2-
cicloexenona, 1,24 mL de tiofenol (12,17 mmol) em 15 mL de EtOH e 0,4 das
respectivas enzimas: lipase (PPL), quimosina, Lipozyme® e papaina em 4 horas
reacionais.

CG/MS [M(%)]: 206 (100); 97 (85,3) — (Anexo V).

RMN'H, °C e DEPT 135- (Anexo VI ao VIII).

5.4. Sintese das f-tiocetonas utilizando como reagentes chalcona e tiofenol

Esquema 5. Descri¢cdo geral da biossintese de S-tiocetonas utilizando chalcona e tiofenol.

[¢] SH : S (0]
enzima
+ - -
O O solvente O O

No estudo da sintese de f-tiocetonas utilizando como reagentes chalcona e

tiofenol utilizou-se um balao de reagao de uma boca de 50 mL, adicionando-se 0,135 g
de chalcona (0,65mmol), 0,06 mL de tiofenol (0,58mmol) e 0,04 g das seguintes
enzimas lipase (PPL), Lipozyme®, quimosina e papaina, em 2 horas reacionais para 0,2
g de reacgdo, utilizado como solventes o EtOH oucloroférmio. A reagdo se procedeu em
temperatura ambiente e em rotacdo com barra magnética.
CG/MS [M(%)]: 207 (64,7); 131 (24,9); 105 (90,2); 77 (100) — (Anexo IX).
RMN'H, °C e DEPT 135- (Anexo X).
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1.Estudo sistematico da obtencdo de p-tioalcéois com cinamaldeido e

tiofenol.

6.1.1.Estudo da obtencao de f-tioalcéois com cinamaldeido e tiofenol com

lipase (PPL).

Em primeiro lugar, examinou-se a eficiéncia catalitica de lipase de péncreas
suino (PPL) em diversos sistemas solventes. Foi testado tetrahidrofurano (THF), etanol
(EtOH), 4gua (H,O) e uma mistura de 50% v/v de dimetilsulféxido e 4gua
(DMSO/H,0). (EtOH constante dielétrica 24,3; THF: constante dielétrica 7,52 ; DMSO
constante dielétrica 46,7 e a H,O constante dielétrica 78,39) [64J.Curiosamente, foi
observado que as constantes dielétricas dos solventes apresentaram um efeito notavel
sobre a reacdo de tia-Michael biocatalisada (Figura 2). Pdde-se observar uma
preferéncia da atividade catalitica da enzima em solventes com alta constante dielétrica
(Figura 2). Verificou-se que os rendimentos mais elevados foram obtidos utilizando o
EtOH e DMSO/H,0 (Figura 2). A rea¢do em dgua nao produziu um bom rendimento do
produto desejavel, devido a imiscibilidade dos materiais de partida em dgua. Uma
explicacdo para tal € que a apesar da adicdo de dgua possibilitar uma melhor solvatacio
sob a estrutura da enzima, e assim, ativar seu sitio reacional, esta adi¢do diminui
drasticamente a solubilidade dos compostos orgénicos no meio reacional °*. A mistura
de DMSO/H,O proporcionou melhor rendimento seguida da reacdo realizada no meio
de EtOH. Os correspondentes f-tio-adutos de Michael foram isolados em rendimentos
considerdveis sem qualquer cetona protegida como subproduto. Assim, decidiu-se
utilizar como solvente padrio o EtOH isto porque o EtOH é um solvente

ambientalmente correto.
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Figura 2. Rendimentos obtidos para as reacdes de tia-Michael biocatalisadas por PPL.

O efeito da quantidade de enzima na reacdo tia-Michael foi também investigado.
Como mostrado na Figura 3, intentou-se um procedimento reacional utilizando-se
0,2mL de cinamaldeido (1,59 mmol), 0,1 mL de tiofenol (0,98 mmol), 8 mL de EtOH,

com variadas quantidades de PPL em 2 horas. Os resultados da conversdo estio

apresentados na Figura 3.

120
100

Conversdo (%)

0,04 0,06 0,08 0,1

Quantidade de PPL (g)

B Rendimento M Variagdo de rendimento

Figura 3. Dados da conversao das reacdes para 0,2 g de produto final.
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A maior porcentagem de conversio foi utilizando-se 0,08 g de PPL. E notével
que com uma quantidade a mais de enzima na reagdo (0,1 g) de enzima sofre uma queda
diminuindo para 73% de conversdo, isso se deve pela formacdo de subprodutos
reacionais, adicionando-se tidis a carbonila. Além disso, quando se utiliza um processo
enzimdtico deve-se levar em conta a atividade enzimdtica ao longo do tempo. Segundo
Bon 1 a catdlise enzimitica é dirigida cineticamente pelo modelo de Michaelis-Menten
o qual prediz que o processo enzimdtico inicia-se conforme uma exponencial, com
velocidades reacionais e conversdo altissimas no que tange a interconversio do
complexo ativado enzima-substrato a produto, um segundo estdgio no qual observa-se
um equilibrio cinético desta mesma conversao e posterior, se assim for possivel, uma
degradacdo do produto a outro sub-produto. A primeira fase do processo enzimdtico
denomina-se fase log, e a tltima denominada fase lag.

Analisando-se os dados apresentados na Figura 3, pode-se observar que o
aumento da quantidade enzimadtica presente no meio reacional até a quantidade de 0,08¢g
proporciona um aumento na porcentagem de conversdo. Todavia, ao utilizarmos 0,1g
desta mesma enzima pelo mesmo periodo de tempo, observa-se o decaimento na
conversdao. Isto pode ser explicado, pois o equilibrio cinético € atingido mais
rapidamente com essa maior quantidade enzimética e, portanto, o produto de interesse é
obtido mais rapidamente. Todavia, com o passar do tempo, a fase lag também € mais
rapidamente atingida e o composto de interesse consumido diminuindo assim a
porcentagem de conversao.

Realizou-se uma nova abordagem para a produ¢do em escala de 0,5 g.

A reagdo se processou nas mesmas condi¢des apresentadas no procedimento
geral de obtencdo de f-tioalcodis alterando-se apenas as quantidades em gramas e nio
alterando-se a quantidade molar. A andlise dos dados indicou que a quantidade de
enzima que produz o maior rendimento reacional € 0,2 g (rendimento 98%) sendo que
este procedimento ndo passou a ser padrdo pelo fato das outras enzimas ndo
apresentarem melhorias nestas condi¢des. Cumpre informar que com o aumento da
quantidade de enzima o rendimento diminuiu. Este estd em plena conformidade com a

hipé6tese apresentada anteriormente quanto a cinética reacional (Figura 3).
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Figura 4. Estudo da quantidade de enzima versus rendimentos obtidos para o produto de tia-
Michael.

Verificou-se, portanto, que o rendimento mais elevado foi obtido utilizando-se
0,2g para 0,5g de reacdo final com 98% de rendimento e 0,4 g da PPL para 2g durante 2
horas com 70% de rendimento, todavia a porcentagem de conversdo obtida e
identificada no cromatdgrafo GC/MS para a mesma foi de 94%.

Estas condi¢cOes foram estabelecidas como uma condicdo padrdo como sendo
EtOH como solvente, 2 horas e 0,4 g do biocatalisador para entdo reproduzi-las com as

outras enzimas.

6.1.2.Estudo da obtencao de f-tioalcéois com cinamaldeido e tiofenol com a

Lypozime®.

Decidiu-se, para o prosseguimento dos estudos, utilizar uma lipase imobilizada,
a Liposyme® na reacdo de tia-Michael. As reacdes foram realizadas utilizando o
cinamaldeido e 0,1 g de tiofenol e Liposyme ® da mesma maneira do que a lipase de
pancreas suino (PPL) foi usada. O unico parametro mudado, neste momento, foi o
tempo e a concentracdo de enzima que, quando usado PPL foi de 2 horas com 0,4 g de
enzima e, quando empregado Liposyme ®, fo1 utilizado 4 horas a 0,2 g de enzima. Os

dados sdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Rendimentos obtidos para a reagdo de tia-Michael biocatalisada por Liposyme®

Como notado para a PPL, a Liposyme® apresentou o maior rendimento em
EtOH conforme apresentado na Figura 5. No entanto, ao contrdrio do que foi
encontrado para a PPL, meios reacionais de H,O ou DMSO/H,O diminuem
drasticamente os rendimentos. Mais uma vez pode-se verificar a grande influéncia do
efeito solvente na biocatdlise. H4 também para a Liposyme® a preferéncia por solventes
polares préticos (EtOH). Todavia, outros solventes polares como o DMSO e a 4gua ndo
proporcionaram rendimentos compardveis com os obtidos em EtOH. Isto porque, no
tocante a dgua, hd novamente a insolubilidade dos reagentes neste meio, ja no DMSO,
além de conter quantidade substancial de 4gua, 0 mesmo ndo é um solvente prético mas
sim polar. Todos esses fatores caracterizam a preferéncia por solventes polares préticos
pela Lyposime® como citado anteriormente.

Outro estudo realizado que envolveu a Liposyme® foi a avaliacdo da quantidade
de enzima no meio reacional frente ao rendimento apresentado por esta juntamente com
o fator temporal. Neste estudo, decorrente do valor agregado a enzima Liposyme®
realizou-se a reagdo agora em 2 horas em etanol variando-se a quantidade de enzima
adicionada no meio reacional. (Figura 6). Na Figura 6, pode-se observar que o melhor
resultado no tocante ao rendimento foi obtido com a utilizacdo de 0,6g de enzima (66%

de rendimento).
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Figura 6. Lipozyme® em 2hs de reacdo com diferentes quantidades de enzima.

Cumpre informar, através da andlise das Figuras 5 e 6 que hd algumas
possibilidades de obten¢do do composto utilizando-se a Liposyme® variando-se a
quantidade de enzima e o tempo reacional. Esta andlise estd sumarizada na Tabela 1.

Analisando-se a Tabela 1, podemos observar que a entrada 1 € a que produziu o
maior rendimento, porém em um tempo de 4horas, o maior tempo realizado para a
reacdo de tia-Michael envolvendo a Liposyme®. Todavia, a entrada 2 ja nos revela que
a reacdo contendo a mesma quantidade de enzima, quando comparada com a entrada 1,
proporciona um rendimento menor (ARendimento de 19 unidades a menos). Todavia o
custo necessdrio para a execugdo da reacdo para a entrada 2 foi de R$ 6,304 enquanto
para a entrada 1 foi de R$ 6,308. Portanto um AR$ de 0,004. Neste caso o fator
primordial é o valor numérico do rendimento que nos imporia realizarmos esta reacio
através da metodologia descrita na entrada 1.

Porém, se compararmos a entrada 1 com a entrada 3, a qual foi realizada com
0,4g de Liposyme® porém em um tempo reacional de 2 horas, podemos correlacionar e
concluir que a reacdo descrita na entrada 1 € a mais eficaz no tocante a valores de
rendimentos, na qual foi obtido um ARendimento de 6 unidades e com custo reacional
menor por um fator igual a duas vezes.

Por fim, a comparagdo entre a entrada 1 e a entrada 4 nos revela que a entrada
um mais uma vez € a metodologia mais correta a ser utilizada por ser esta a que envolve

um fator de trés vezes menos o valor obtido para a entrada 4. Apenas este valor é
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suficiente para garantir-nos uma confiabilidade na escolha da metodologia, isto porque

os rendimentos sdo praticamente os mesmos (ARendimento = 3 unidades).

Tabela 1. Estudo comparativo de custo da producdo de p-tioalcdois via biocatdlise

envolvendo a Liposyme®.

Entrada | Quantidade | Rendimento | Tempo | Consumo | Valor | Preco da Custo total da

de enzima (%) (h) do do Enzima Sintese (R$)
(2) agitador | KW/h | (R$/0,1g)
(W/h) (R$)

1 0,2 69 4 5 0,4408 | 3.15 0,008(Consumo)
+6,30 (enzima)
Total = 6,308

2 0,2 50 2 5 0,4408 | 3.15 0,004(Consumo)
+6,30 (enzima)
Total = 6,304

3 0,4 63 2 5 0.4408 | 3.15 0,004
(Consumo)

+12,6 (enzima)

Total =12,604

4 0,6 66 2 5 0.4408 | 3.15 0,004(Consumo)
+18,9 (enzima)

Total =18,904
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6.1.3. Estudo de reaproveitamento enzimatico.

Os dados para as reacdes que envolveram o reaproveitamento estdo contidos na
Tabela 2:

TABELA 2. Dados envolvendo o reaproveitamento da enzima PPL.

Experimento | Quantidade | AReaproveitamento | Rend. Custo da Custo
de enzima por enzimético (g)* quantidade por
ciclo (g) de enzima | grama de
na reacdo” produto
(R%/g)
1 0,400 - 70% 0,93 0,65
(1,4g)
2 0,236 0,164 (-41%) 24,4% -0,38 1,31
(0,29g)
3 0,174 0,062 (-26%) 31,0% -0,14-0,38 = 1,93
(0,27g) | -0,52
4 0,095 0,079 (-45%) 2,9% -0,18-0,52 = 50,0
(0,014g) | -0,70
5 0,066 0,0029 (-3%) 6,3% -0,006-0,70 33,6
(0,021g) | =
- 0,706

* AReaproveitamento = Quantidade de enzima obtida — Quantidade de enzima obtida no
passo anterior

1 Custo da lipase = R$ 233,00/ 100g

¥ Perda do quantitativo de lipase em reais (R$) acumulativo

Através dos dados apresentados na Tabela 2, o reaproveitamento apresenta custo
total da reagcdo varidvel. A primeira reacdo (experimento 1, Tabela 2) apresenta o custo
da reag@o no tocante a quantidade de enzima utilizada e um dado de suma importancia
que o custo em R$ para cada grama de composto obtido para os passo. No experimento

1 podemos observar que o custo enzimatico, em reais, € de R$ 0,93, todavia o custo
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para cada grama de composto produzido neste experimento, dado este que envolve o
rendimento obtido em cada experimento é de R$ 0,65. J4 para o segundo experimento
(Tabela 2) o custo com a perda da quantidade de enzima para o primeiro
reaproveitamento é de R$ 0,38 e que o custo de cada grama de composto produzido é de
R$ 1,31. Isto nos indica que ha uma perda da capacidade catalitica da enzima na
passagem do experimento 1 para o primeiro reaproveitamento além da perda do
quantitativo em massa da enzima (-41%, Tabela 2). Todavia, o segundo
reaproveitamento (experimento 3, Tabela 2) nos indica que hd uma perda no
quantitativo enziméatico de 26% e que ha também uma perda na eficiéncia catalitica da
enzima o que se reflete no custo para a producdo de cada grama do produto de interesse
(R$ 1,93). No terceiro reaproveitamento (entrada 4, Tabela 2) podemos observar que ha
uma perda do quantitativo em massa da enzima (-45%) todavia hd também um
decréscimo abrupto no rendimento reacional o que indica em um quase inativagdo da
enzima (2,9% rendimento). Estas probleméticas sdo totalmente transferidas para o custo
de producdo de cada grama de produto, tornando, assim,0 grama de produto mais caro
para todos os rendimentos (R$ 50,0). Por fim, o ultimo ciclo de reaproveitamento
também nos gera custos adicionais que tornaria este quarto ciclo

economicamentedesfavoravel.

6.1.4. Estudo da obtencao de f-tioalc6ois com cinamaldeido e tiofenol com a

enzima quimosina.

A pesquisa envolvendo a quimosina como catalisador em quatros horas

reacionais esta representada pela Figura 7.
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Figura 7. Reacdo utilizando a quimosina em 4 horas reacionais

A priori, como foi realizada com as enzimas lipase PPL e Lipozyme®,
examinou-se a eficiéncia catalitica de quimosina em diversos sistemas solventes.

Foi testado tetrahidrofurano (THF), etanol (EtOH), 4gua (H,O) e uma mistura de
50% v/v de dimetilsulf6xido e 4gua (DMSO/H,0). Os rendimentos apresentados para 4
horas de reacdo com 10% (0,2 g) de quimosina apds a purificagdo via coluna
cromatografica foram baixos ficando 26,7% no solvente THF, 6,2% no solvente EtOH,
6,2% no solvente dgua e 3,4% na mistura dos solventes DMSO 50%/ H,O 50%.

Para tentar melhorar o rendimento decidiu-se aumentar a quantidade de enzima
para 60% (0,8 g) de enzima no solvente que melhor obteve rendimento, curiosamente o
rendimento abaixou ficando com 15% de rendimento em 4 horas reacionais isso deve-se

provavelmente pela adicdo de tidis a carbonila formando assim subprodutos
indesejdveis.

A constante dielétrica € um ponto importante a se observar (EtOH constante
dielétrica 24,3; THF: constante dielétrica 7,52 ; DMSO constante dielétrica 46,7 e a
H,O constante dielétrica 78,39) '®*! sendo que foi observado que as constantes
dielétricas dos solventes apresentaram um efeito notavel sobre a reacdo de tia-Michael
biocatalisada (Figura 7).

Pdde-se observar uma preferéncia da atividade catalitica da enzima quimosina

em solventes com baixa constante dielétrica o que difere grandemente do resultado

observado para as enzimas lipase PPL e Lipozyme® onde as mesmas possuem uma
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preferéncia por constantes dielétricas altas. Curiosamente nota-se que no trabalho

apresentado por Lima "

que utilizou a quimosina como catalisador na reagcdo de
Mannich os melhores rendimentos foram obtidos em THF (80%), confirmando assim a
preferéncia desta enzima para o solvente THF.

A reacdo em dgua ndo produziu um bom rendimento do produto desejivel,
devido a imiscibilidade dos materiais de partida em dgua e a alta constante dielétrica. A
mistura de DMSO/H,O ndo favoreceua reacdao devido provavelmente as suas altas
constantes dielétricas.

Para uma otimizacdo do processo reacional passou-se a pesquisar a capacidade

catalitica da quimosina utilizando-se o procedimento reacional para a obtencdo de 2 g

de produto final e 0,2 g de enzima em 2 horas reacionais conforme apresentado pela

23
25 21
20 17
15
10
O T T T
THF H20

EtOH
Figura 8. Otimizacido da reagdo da quimosina utilizando-se 0,2 g de enzima em 2 horas

Figura 8.

Rendimento (%)

(6]

DMSO-H20

Solventes

reacionais conforme proposto no procedimento reacional.

Em 2 horas os melhores resultados, utilizando a quimosina como catalisador,
foram nos solventes EtOH e no THF, com 21 e 23% de rendimento respectivamente.
Confirmando assim a preferéncia desta enzima em THF.

Notavelmente em 2 horas os rendimentos para o s solventes DMSO/H,0O, H,O e
EtOH melhoraram os rendimentos apresentandoacréscimos de 15, 11 e 13%

respectivamente no rendimento. Este fato pode ser explicado pelo modelo anteriormente
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citado referente a Michaelis-Menten. A quimosina, em THF, ndo apresentou alteracdo
no rendimento reacional com a alteracdo do tempo reacional, indicando assim que,
possivelmente esta enzima neste meio reacional atinja o equilibrio cinético mais
tardiamente. Logo, a velocidade de formagdo do produto (colapso do complexo enzima-
substrato) ¢ a mesma referente a decomposi¢ao ou degradacdo do composto final. Ja os
demais meios reacionais (EtOH, H,O e DMSO/H,0) que sdo solventes polares, devem
proporcionar uma diminuicdo tanto da false log quanto da fase de equilibrio cinético
desta enzima. Isto fica evidente, pois ao diminuirmos o tempo reacional para a mesma
quantidade de reagentes, em um menor tempo, obtem-se um maior rendimento.
Portanto, solventes de alta polaridade aceleram o processo, todavia com o tempo

reacional de 4 horas, o processo ja se encontra na fase lag (Figura 9).

45 4

SOLVENTE
POLAR

SOLVENTE
APOLAR

1 2 2 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 9. Otimizacdo na quantidade de Quimosina em 2 horas reacionais.

Assim passamos a testar para uma otimizacdo uma quantidade maior de enzima
com os solventes que obtiveram melhores resultados sendo estes o EtOH e o THF.

Conforme informa a Figura 10.
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Figura 10. Testes reacionais levando em conta a quantidade enzimdtica na reac¢do e solventes

utilizados.

Na busca por melhorar os rendimentos reacionais da quimosina como
catalisador, testou-se também o EtOH com 0,4 g e 0,6 g da enzima proposta juntamente

com 0,4 g desta em meio de THF. Todavia, os dados obtidos para o EtOH e THF sdo

muito semelhantes.

6.1.5. Estudo da obtencao de f-tioalcéois com cinamaldeido e tiofenol com a

enzima Papaina.

Mesmo a papaina sendo uma protease e desse modo pudesse obter resultados
similares ao da quimosina, tal premissa ndo foi observada. Testou-se esta enzima em
meio de EtOH em 2 horas, utilizando-se 0,4 g de enzima, entretanto, ndo houve a
producdo do composto de interesse.

Como serd apresentado adiante nas reacdes nas quais se utilizou mesma
quantidade de enzima PPL, solvente EtOH, tiofenol juntamente com a 2-cicloexen-1-

ona, esta enzima apresentou bons rendimentos.
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6.2. Estudo sistematico da obtencao de f-tiocetonas com 2-cicloexen-1-ona e

tiofenol.

Estabelecido os padrdes através das reacdes com cinamaldeido e tiofenol
descrita como sendo 0,4 g de todas as enzimas anteriormente testadas, juntamente com
solvente EtOH, procedeu-se a reagdo agora para a sintese de fS-tiocetonas partindo-se
do tiofenol e da 2-cicloexen-1-ona por um periodo de 4 horas.
As reacOes foram processadas em um baldo de reacdo de 50 mL, onde
adicionou-se 0,9 g de 2-cicloexen-1-ona , 1,24 mL de tiofenol e 0,4 das respectivas
enzimas: lipase (PPL), quimosina, Lipozyme® e papaina, para 2 g de reacdo final em 4

horas. Os resultados apresentados foram bons, conforme representado na Figura 11.

76
74
72
70
68
66
64

Liposyme Quimosina Papaina

Rendimento (%)

Enzimas

Figura 11. Estudo de catilise enzimitica para a reagdo envolvendo a 2- cicloexen-1-ona e

tiofenol por 4 horas.

A Figura 11 apresenta que todas as reacdes apresentaram bons rendimentos,
sendo que novamente a lipase a mais pronunciada.

z

Um fato interessante a ser ressaltado € a presenca da atividade catalitica

apresentada pela papaina. Divergindo com a utilizacdo do cinamaldeidoetiofenol na
qual a papaina ndo apresentou atividade, com o 2-cicloexen-1-ona e tiofenol a mesma

forneceu rendimento de 74%.
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6.3.Estudo da obtencao de f-tiocetonas a partir da reacao entre a chalcona e

tiofenol.

As chalconas sdo moléculas abundantemente encontradas em diversas espécies
de plantas, tém apresentado intensa atividade farmacéutica (anti-inflamatdrias,
antitumorais, antimicrobiana, antiviral etc.), onde a mesma apresenta como

L. . . ~ 1
caracteristica peculiar sua pigmentacio amarelada '°'.

Assim apresentando esses
atributos tornou-se um reagente interessante na substituicdo do grupo cetdnico
acarretando, portanto na pesquisa da chalcona para a reacao de tia-Michael.

Para tal adicionou-se em um baldo reacional de 50 mL, 0,135 g de chalcona,
0,06 mL de tiofenol e 0,04 g das seguintes enzimas: PPL, Lipozyme®, quimosina e
papaina, em 10 mL de EtOH para 0,2 g de reacdo total.

O resultado da acdo das enzimas para a reagdo ndao produziu o composto de
interesse, dado esse confirmado por andlise espectrosmétrica via CG/MS.

Acreditou-se que o motivo de ndao formar o composto de interesse se procedia da
pouca solubilidade da chalcona em EtOH e nesse sentido testou-se novamente a reagao
nessas mesmas condigdes apenas mudando o solvente para o cloroférmio.

Em cloroférmio as reacdes apresentaramum melhoramento nos resultados. Os

dados estdo inseridos na Figura 12.
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Figura 12. Dados da conversio para a reagdo com chalcona e tiofenol no solvente Cloroférmio
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Ao contrdrio do que acontece com as demais reacdes anteriormente
apresentadas, a reacdo envolvendo a PPL e chalcona nio apresentou rendimento.

A Lipozyme® foi testada em duas quantidades enzimdtica. Na que envolveu
0,04g de enzima (situacdo Liposyme 1) a reacdo apresentou apenas 14% de conversao
referente ao composto de interesse. Todavia, quando hd uma diminui¢do na quantidade
enzimdtica para 0,02 g (situagdo Liposyme 2) houve um aumento da porcentagem de
conversao para 41% corroborando com os dados anteriormente apresentado que indicam
que para a Liposyme quantidades menores de enzima fornecem maiores rendimentos
reacionais. Isto porque, como explicado anteriormente esta enzima atinge a fase lag
muita mais rapidamente muito provavelmente decorrente de sua imobilizacdo.

A quimosina,que geralmente proporciona melhores rendimentos no solvente
THF, exibiu a conversao de 30%, provavelmente por causa do solvente cloroférmio que
apresenta constante dielétrica baixa de 4,8. Reforcando a preferéncia da quimosina por
solventes com baixa constantes dielétricas.

Entres as enzimas a que melhor apresentou conversdo foi a papaina, a qual

forneceu 51% de conversao do composto final.

7.CONCLUSAO

As enzimas testadas apresentaram potencial biocatalitico, porém a concentracao
das mesmas, o tempo de reagdo e o solvente utilizado sdo fundamentais para que a sua
atividade catalitica seja desencadeada com rendimentos apropriados.

Nas reacdes de cinamaldeido e tofenol utilizando a PPL em 4 horas reacionais
observa-se que o rendimento do composto de interesse foi maior em solventes como
EtOH e DMSO/H;O. A reacio com DMSO foi melhorada inserindo-se uma
porcentagem (50%) de agua no meio reacional. Isto porque dados na literatura
evidenciam indicios que as reacOes envolvendo catalisadores enzimaticos sdo melhores
executadas quando € inserida uma porcentagem de dgua ao solvente orgéinico (651,
Entretanto € sabido que o DMSO € um solvente toxico. Portanto, houve a preferénciada
troca desse solvente téxico por um ndo toxico e como o EtOH também apresentou
melhor desempenho juntamente com o DMSO, na otimizacdo do processo reacional foi
priorizado o solvente EtOH com o propodsito de estimular os principios da quimica

verde e contribuir com o ambiente.
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Posteriormente analisou a porcentagem Otima para essa enzima, sendo que a
mesma proporcionou melhores rendimentos quando se utilizou 0,2 para 0,5g de reacao
final e 0,4 g de enzima em para 2 g de reagdo final as reacdes foram realizadas em 2
horas reacionais apresentando 98% e 70% de rendimento via coluna cromatogréfica, e o
seu uso em quantidades diferentes desta resultou em uma diminui¢do no rendimento por
surgimentos de subprodutos.

Verificou-se a conversdao para producdo do composto de interesse em
quantidades menores, na qual para 0,2 g de reacdo final o melhor resultado apresentado
foi para a quantidade de 40 % de PPL com 98% de conversao.

O estudo do reaproveitamento enzimdtico ndo apresentou muitas vantagens
quanto, sugerindo e incentivando assim futuros trabalhos com a PPL imobilizada.

No tocante a analise do uso da Liposyme ® como biocatalisadores nas reagdes
de tia-Michael foi obtido melhores resultados utilizando-se 0,2 g de enzima no tempo de
4 horas reacionais no solvente EtOH.

Através do estudo de custo para as reagdes pdde-se verificar que a melhor
metodologia, no tocante a custos reacionais e rendimentos, foi a que envolveu 0,2 g de
Liposyme® por um periodo de 4 horas em meio de etanol.

Na reagcdo de cinamaldeido e tiofenol com a enzima quimosina os melhores
resultados apresentados foram com 20% de enzima em 2 horas reacionais. Como a
quimosina reagiu em mais tempo (4 horas), melhor com o solvente THF, esperava-se
que a mesma com 0,4 g de enzima obtivesse melhores rendimentos otimizando assim o
processo, entretanto nessas condicdes a enzima reagiu menos do que no solvente EtOH
ficando com 47,5% de rendimento em EtOH e 39,93% de rendimento em THF.
Provavelmente isso se deve pelo fato de surgir subprodutos reacionais quando se
aumenta a quantidade enzimatica, diminuindo assim o rendimento esperado.

A reacdo de cinamaldeido e Tiofenol com a enzima papaina ndo obteve o
composto esperado possivelmente por inativagdo da enzima pelo cinamaldeido, pois na
mesma situagdo reacional apenas trocando-se as cetonas, a mesma apresenta bons
resultados sendo 2- cicloexen-1-ona com 72,55% de conversao em 4 horas reacionais e
60% de conversdao em 2 horas reacionais. Como a chalcona € pouco soluvel em EtOH
no solvente cloroférmio entretanto com mesma quantidade de enzima a conversao foi de

51%.
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As reacOes com cinamaldeido e tiofenol chegaram ao composto de interesse
conforme comprovado pelos espectros de massas (Anexo 1) e no espectro de RMN de
'H e 13C (Anexo IT a0 IV).

A reacdo com 2-cicloexen-1-ona e tiofenol obteve melhores resultados com a
enzima quimosina a 20% tanto em 4 horas reacionais com 75% de conversdao quanto
para 2 horas reacionais obtendo 72% de conversdo. Seguida da PPL com 74,5% de
conversdo em 4 horas reacionais € 65,5% de conversdao em 2 horas reacionais.

Assim as enzimas mostraram poder catalitico também nas reacdes com 2-
cicloexen-1-ona e tiofenol conforme demonstra os anexos V ao VIII.

Com a chalcona e o tiofenol em EtOH as reacdes ndo obtiveram sucesso,
entretanto quando trocou-se o solvente ocorreu um aumento de rendimento nas
conversdes. Sendo que para essa situagdo reacional a melhor enzima catalitica foi a
Papaina com 51% de conversdo, seguida pela Lipozyme® a 10% com 41% de
conversdo. Corroborando assim para entender a preferéncia da papaina por baixas
constantes dielétricas. Portanto confirmando a atividade catalitica das enzimas nos
reagentes chalcona e o tiofenol esta os anexos IX e X.

Em suma no desafio da quimica moderna em encontrar meios reacionais mais
brandos e catalisadores ambientalmente corretos, observa-se que todas as enzimas
apresentadas proporcionaram bons rendimentos dependendo do meio reacional. Os
biocatalisadores proporcionaram rendimentos entre 6timos e considerdveis em tempo
reacionais curtos e em temperatura ambiente. A despeito disso, cumpre informar que

esta € a primeira descri¢ao de reagdo de tia-Michael biocatalisada.
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Anexo I: Espectro de massas do composto 3-fenil-3-feniltio-1-propanol
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Anexo II: Espectro de RMN de 'H , para o composto 3-fenil-3-feniltio- 1-propanol.
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Anexo III: Espectro de RMN de "°C , para o composto 3-fenil-3-feniltio- 1-propanol.
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Anexo IV: Espectro de RMN DEPT 135 para o composto 3-fenil-3-feniltio-1-propanol.
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Anexo V: Espectro de massas do composto 3-feniltio-ciclohexanona
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Anexo VI: Espectro de RMN 'H para o composto 3-feniltio-ciclohexanona.
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Anexo VII: Espectro de RMN "C para o composto 3-feniltio-ciclohexanona.
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Anexo VIII: Espectro de RMN DEPT 135 para o composto 3-feniltio-ciclohexanona.
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Anexo IX: Espectro de massas do composto 1,3-difenil-3-feniltio-propanona.
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Anexo X: Espectro de RMN de 'H , para o composto 1,3-difenil-3-feniltio-1-propanona.
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