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RESUMO

Os antibioticos sdo considerados uma das descobertas de maior sucesso na histdria da
medicina. Contudo, a producéo destes farmacos via rota quimica gera efluentes nocivos.
Sendo um intermediario para a sintese enzimética de importantes antibidticos [-
lactamicos, o éster metilico de D-fenilglicina (Phenylglycine Methyl Ester -PGME) é
produzido com o uso de reagentes altamente toxicos, com baixa enantiosseletividade do
produto. Processos enzimaticos tém surgido como alternativa promissora e sustentavel
para a sintese de antibioticos e seus intermediarios, e as lipases se destacam por catalisar
uma variedade de reagdes. Assim, este trabalho visou o desenvolvimento de uma rota
enzimatica inédita para a sintese de PMGE a partir da reacdo de esterificagdo do
aminoacido D-fenilglicina (Phenylglycine- PG) com metanol catalisada por lipases
comerciais. O estudo inicial avaliou os solventes favoraveis a solubilidade da PG, todavia
este mostrou-se pouco soluvel nos solventes testados, demandando-se adicdo de acido
cloridrico 0,5 M ou liguido iénico para se observar alguma solubilidade. Investigou-se a
especificidade de uma gama de lipases frente a atividade de hidrélise do PGME, de forma
a verificar que as lipases avaliadas apresentaram bom desempenho na hidrolise, com
potencial para catalisar a reacdo inversa (esterificacdo), com destaque para a lipase B de
Candida antarctica que rendeu maior taxa de reacdo e melhor afinidade pelo substrato
com base nos parametros cinéeticos de Michaelis-Menten. Um novo meétodo de
cromatografia gasosa foi implementado para separar e caracterizar o PGME, cuja
estratégia é pouco explorada na literatura. Diferentes ensaios de reacdo de esterificacdo
foram realizados e, somente com o auxilio da técnica de cromatografia liquida acoplada
a um espectbmetro de massas (LC/MS) pbde-se comprovar a sintese do éster, que
apresentou baixas conversfes, mesmo assim, mostrando-se inédito na literatura. Ha
escassas informacdes sobre a reacdo via rota enzimatica para producdo do PGME, assim,

o0 estudo desenvolvido podera contribuir para um avanco do conhecimento nesta area.

Palavras-chaves: Ester metilico de D-fenilglicina, D-fenilglicina, lipases, esterificagdo e

hidroélise.
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ABSTRACT

Antibiotics are considered one of the most successful discoveries in the history of
medicine. However, the production of these drugs via chemical route generates harmful
effluents. Being an intermediate for the enzymatic synthesis of important B-lactam
antibiotics, D-phenylglycine methyl ester (PGME) is produced using highly toxic
reagents, with low product enantioselectivity. Enzymatic processes have emerged as a
promising and sustainable alternative for the synthesis of antibiotics and their
intermediates, and lipases stand out for catalyzing a variety of reactions. Thus, this work
aimed to develop an unprecedented enzymatic route for the synthesis of PMGE from the
esterification reaction of the amino acid D-phenylglycine (Phenylglycine-PG) with
methanol catalyzed by commercial lipases. The initial study evaluated solvents favorable
to PG solubility, however it proved to be poorly soluble in the solvents tested, requiring
the addition of 0.5 M hydrochloric acid or ionic liquid to observe any solubility. The
specificity of a range of lipases in relation to the hydrolysis activity of PGME was
investigated, in order to verify that the lipases evaluated showed good performance in
hydrolysis, with the potential to catalyze the reverse reaction (esterification), with
emphasis on lipase B from Candida antarctica which yielded higher reaction rate and
better substrate affinity based on Michaelis-Menten kinetic parameters. A new gas
chromatography method was implemented to separate and characterize PGME, whose
strategy is little explored in the literature. Different esterification reaction tests were
carried out and only with the aid of the liquid chromatography technique coupled to a
mass spectrometer (LC/MS) it was possible to prove the synthesis of the ester, which
showed low conversions, even so, showing itself to be unprecedented in the literature.
There is limited information about the reaction via the enzymatic route o produce PGME,
therefore, the study developed could contribute to the advancement of knowledge in this

area.

Keywords: D-phenylglycine methyl ester, D-phenylglycine, lipases, esterification and

hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

O sucesso do uso clinico dos antibidticos contra infecgdes bacterianas resultou na
sua larga producdo industrial via rota quimica (DENG et al., 2016). Por outro lado, a
industria farmacéutica é considerada uma das mais poluidoras gerando uma grande
quantidade de efluentes, responsaveis pela significativa poluicdo da vida aquatica
(BIELEN et al., 2017).

Em termos gerais, a industria farmacéutica compreende: (I) as unidades de
fabricacdo de ingredientes farmacéuticos ativos (active pharmaceutical ingrediente -API)
que produzem as matérias-primas e os intermediarios da sintese dos antibidticos, e (I1) as
unidades de fabricacdo de formulag¢des farmacéuticas acabadas (formulations or finished
pharmaceutical product - FPP) que combinam os ativos para produzir o produto final
(KOTWANI; JOSHI; KALONI, 2021). Nas dltimas décadas, os paises em
desenvolvimento (principalmente india e China) emergiram como principais instalaces
de fabricacdo de APIs para o setor farmacéutico, escolhidos justamente pelas suas préaticas
precarias de gerenciamento de efluentes e descarte inadequado (GOTHWAL;
THATIKONDA, 2017).

O éster metilico de D-fenilglicina (Phenylglycine Methyl Ester -PGME) é um
composto de interesse para a industria farmacéutica, pois desempenha papel crucial como
intermediario para a sintese enzimatica do antibiotico semissintético ampicilina
(MCDONALD; BOMMARIUS; ROUSSEAU, 2017; WANG et al., 2015). A principal
via de producdo industrial do PGME ocorre por rota quimica classica pela reacdo de
Strecker, com  processos caracterizados por desvantagens como baixa
enantiosseletividade, protecdo e desprotecdo de grupos reativos com uso de solventes
organoclorados toxicos, responsaveis por gerar residuos ndo reciclaveis e prejudiciais ao
meio ambiente (PRASAD; BISAI; SINGH, 2004; WU et al., 2014; ZHOU; WU; LI,
2017).

Até o momento, pouco se discute sobre a producdo de PGME via rota enzimatica,
apesar da (PG) ser produzida industrialmente pela rota das hidantoinases
(LEUCHTENBERGER; HUTHMACHER; DRAUZ, 2005), e o antibiotico ampicilina
pode tambem ser produzido pela reacdo catalisada pela enzima Penicilina G acilase
(PGA), utilizando-se o PGME como doador acila (PAN et al., 2008).



Deste modo, o PGME permanece como um insumo farmacéutico, da cadeia
produtiva citada, cuja rota bioquimica € industrialmente inexistente. Assim, a sintese
enzimética do PGME surge como uma rota com potencial produtivo pouco explorado e
escassa de informacGes, associada as vantagens de um processo ambientalmente

amigavel.

Mediante a progressiva poluicdo causada por efluentes gerados no processo de
fabricagdo dos intermediarios de antibidticos, com enfoque no PGME, torna-se
importante a busca por novas rotas biocataliticas para sua sintese que ndo gerem efluentes
nocivos ao meio ambiente (BIELEN et al., 2017), e neste cenario os processos de catalise
enzimaticos se destacam dentre as biotecnologias atuais como alternativas promissoras e
sustentaveis devido ao baixo impacto ao meio ambiente (NAGAR; GUPTA, 2021,
SHELDON; WOODLEY, 2018).

Produzidas por organismos Vvivos, as enzimas Sdo proteinas que atuam como
catalisadores em inimeras reacdes bioquimicas, e cujas principais vantagens de uso estdo
relacionadas a alta especificidade destes catalisadores, que atuam sob condic¢Ges brandas
de reacdo (pH, pressdo e temperatura) e, além disso, sdo facilmente biodegradaveis com
baixa toxidade quando atingem o meio ambiente apds o seu uso na producdo industrial
(KATSIMPOURAS; STEPHANOPOULOQOS, 2021). Dentre as enzimas com aplicacao
industrial destacam-se as lipases (EC 3.1.1.3, triacilglicerol hidrolase), que pertencem a
classe das hidrolases e catalisam a hidrolise de triglicerideos em diglicerideos,
monoglicerideos, glicerol e acidos graxos na interface organico-aquosa. Além disso,
catalisam diversas reacOes, incluindo esterificacdo, transesterificacdo (alcodlise),

acidolise e aminolise em meio ndo aquoso (PATEL et al., 2019).

As lipases podem ser extraidas de plantas e animais, contudo, as de origem
microbianas representam a classe de enzimas mais utilizadas devido a sua facilidade de
manipulagdo genética, estabilidade em amplas faixas de temperatura e pH, especificidade
do substrato e altos rendimentos (KANMANI; ARAVIND; KUMARESAN, 2015). Um
dos principais entraves para a aplicacao de enzimas livres (soluveis) na producao em larga
escala é o alto custo desse biocatalisador, devido a falta de estabilidade operacional e a
sua ndo reutilizacdo. Para superar estes obstaculos, tem-se proposto a imobilizacdo das
enzimas que resulta na minimizacgdo dos custos do processo pois a forma imobilizada €

mais estavel na presenca de solventes organicos e em condi¢des de pH adversos e, além



disso, pode ser recuperada e reutilizada muitos ciclos, retendo-se a atividade por longos
periodos (DICOSIMO et al., 2013; THANGARAJ; SOLOMON, 2019).

Assim, diante ao presente cenario de escassa producgdo na literatura sobre a sintese
enzimética do PGME, o presente trabalho tem como proposta a inédita sintese enzimatica
deste éster catalisada por lipases, e a investigacdo da viabilidade desta quanto aos
rendimentos reacionais. A potencial rota a ser desenvolvida apresenta beneficios
ambientais, uma vez que a reacdo-alvo (esterificacdo) catalisada pelas lipases por
definicdo ocorre em condicGes operacionais amenas, gera apenas agua como Unico

subproduto, além de permitir uma facil separacéo do produto.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma rota enzimatica para a
sintese de PGME a partir do aminoacido nao proteinogénico D-fenilglicina catalisada

por lipases comerciais e investigar a viabilidade desta.

2.2. Objetivos especificos

e Definir o meio reacional para a sintese do PGME, realizando-se a escolha do
solvente organico para compor 0 meio, associado a baixa atividade de agua e
favoravel a solubilidade da D-fenilglicina;

e Avaliar a resposta de solubilidade da D-fenilglicina na presenca de cossolventes,
tais como, liquido iénico, &cido ou base;

e Selecionar a lipase com maior especificidade pelas reacdes de hidrolise e sintese
do PGME;

e Caracterizar o PGME sintetizado pela rota enzimatica, catalisada pelas lipases

comerciais.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Antibidticos B-lactamicos

Os antibioticos sdo agentes quimioterapicos naturais ou sintéticos produzidos para
erradicar infeccbes bacterianas por meio de mecanismos bactericidas, ou restringir a
reproducdo bacteriana (ou crescimento) pelos processos bacteriostaticos (ZHOU et al.,
2022). Com base na fonte dos quais séo isolados, os antibidticos sdo agrupados em: (1)
compostos naturais; (1) antibidticos semissintéticos, os quais sdo produtos naturais
estruturalmente  modificados; e (lll) antibidticos sintéticos. Os antibidticos sdo
comumente classificados conforme suas estruturas moleculares, modo de agéo e espectro
de atividade, sendo classificados em B-lactdmicos, macrolideos, tetraciclinas,
aminoglicosideos, sulfonamidas e quinolonas (ETEBU; ARIKEKPAR, 2016; PANCU et
al., 2021).

Dentre os agentes antibacterianos em uso clinico, os -lactdmicos constituem uma
das classes mais antigas e populares de antibioticos. Os B-lactamicos consistem em todos
os agentes antibioticos que apresentam em suas estruturas moleculares o anel 3-lactamico
(Figura 1) que atua como grupo farmacoforico, abrangendo os derivados da penicilina,
cefalosporinas, monobactamicos ¢ carbapemémicos. Os B-lactdmicos sdo a classe de
antibidticos mais comumente prescritos, ttm uma ampla gama terapéutica, raramente sao
toxicos e demonstraram forte eficécia clinica usando regimes empiricos com doses fixas
(HORN et al., 2020). O mecanismo de agdo dos B-lactamicos estd baseado no blogueio
da formacéo da parede celular bacteriana ap0s a inibicdo das enzimas transpeptidase, as
quais estdo envolvidas nos estagios finais de reticulacdo da camada de peptidoglicano, o
que consequentemente enfraquece a parede celular e leva a morte da célula bacteriana
(BUSH; BRADFORD, 2016).



Monobactimicos Carbapemémicos

Figura 1 - Estrutura quimica das principais classes de antibioticos B-lactamicos, com

destaque para o nticleo B-lactamico em verde. Fonte: (VRANCIANU et al., 2020).

3.1.1. Penicilinas

As penicilinas consistem em um dos mais antigos e importantes grupo de
antibioticos utilizado no tratamento de infeccGes. O primeiro membro desde grupo, a
benzilpenilicina, foi descoberto em 1928 pelo bacteriologista escocés Alexander Fleming,
0 qual observou a inibicdo do crescimento bacteriano das coldnias de Staphylococcus
aureus em placas de &gar contaminada por um fungo do género Penicillium (Penicillium
notatum) e, assim, postulou que o fungo foi capaz de produzir um composto que inibe a
bactéria e, em 1929, conseguiu isolar a molécula ativa e a denominou de “penicilina”

(UDDIN et al., 2021).

Apesar da busca por agentes antibacterianos, Fleming e sua equipe néo
conseguiram purificar e produzir quantidades significativas do principio ativo para testar
a substancia, chegando-se a conclusdo de que a penicilina era instavel para ser utilizada
clinicamente e, dessa forma, a pesquisa foi interrompida. Em 1939, Ernst Boris Chain e
Howard Florey retomaram as pesquisas de Fleming e conseguiram com sSucesso 0
isolamento da penicilina, atingindo-se sua producdo em escala industrial em 1940. Em
1941, Edward Abraham realizou a purificacdo cromatografica da penicilina fazendo os
primeiros experimentos focados na avaliagdo de seu efeito antimicrobiano. Em 1943, o
pesquisador Robert Robinson elucidou a estrutura quimica da penicilina, a qual forneceu
0S meios para a sintese futura. Tais descobertas conjuntas concederam a Fleming, Chain

e Florey o primeiro Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1945. Somente apds a



Segunda Guerra Mundial, em 1946, a penicilina foi introduzida no mercado utilizada no
tratamento de infec¢Bes bacterianas causadas principalmente por estafilococos, dando
inicio a uma nova era para a medicina, a era dos antibioticos (LIMA et al., 2020;
SAMANIDOU; EVAGGELOPOULOU; PAPADOYANNIS, 2006).

Quanto a informacdo quimica, as penicilinas consistem em uma classe dos
antibidticos B-lactdmicos, cuja estrutura base consiste na fusdo do anel tiazolidina e o anel
B-lactamico que d& origem ao nucleo comum entre todas as penicilinas, o &cido 6-amino
penicilanico (6-APA) (Figura 2). A integridade das estruturas do anel central,
particularmente o anel B-lactdmico, é essencial para a atividade antibacteriana, portanto,
qualquer alteragbes quimicas no nucleo 6-APA podem ocasionar a inativacdo do
antibidtico, enquanto que cadeia lateral com dimensbes variadas diferenciam as
penicilinas umas das outras e, além disso, esta cadeia é responsavel pelos espectros de
atividade antibacteriana e propriedades farmacoldgicas especificas dos diferentes tipos de
penicilina (DOIl; CHAMBERS, 2015).
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Figura 2 - Estrutura quimica comum a todas as penicilinas, sendo o anel B-lactdmico
indicado em verde e o anel tiazolidina em vermelho, os quais formam o nicleo 6-APA.
Fonte: (DEMIRCI et al., 2014).

3.1.1.1. Ampicilina

Preparada pela primeira vez por Doyle et al. (1961), a ampicilina (acido 6-[2-
amino-2-fenilacetamida] penicilina) (Figura 3) foi o primeiro antibiotico B-lactdmico
semissintético introduzido no mercado, sendo um derivado da penicilina G a partir da
adicdo de um grupo amino em sua cadeia lateral, que tornou a ampicilina um farmaco
com mais amplo espectro de atividade em comparacdo com as penicilinas iniciais.

Atualmente, este farmaco € utilizado para o tratamento de diversas infec¢Bes bacterianas



incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas devido ao seu amplo espectro e
baixa toxicidade e, além disso, apresenta boa resisténcia em condigdes acidas,
possibilitando administragéo oral eficaz. A atividade e estabilidade da ampicilina se deve
sobretudo a presenca do grupo amino livre na posi¢do N-acil da cadeia lateral do nucleo
da penicilina e, portanto, o grupo a-amino desempenha um papel importante na atividade,
devido a capacidade de atravessar as barreiras da parede celular bacteriana
(AHMADINEJAD; TALEBI TRAI, 2019; TOLOMELLLI et al., 2020).

NH,

OH

Figura 3 - Representacdo bidimensional da estrutura quimica da ampicilina, com destaque

em vermelho para o grupo a-amino. Fonte: Autor

3.2. Sintese quimica de antibidticos B-lactamicos

A produgdo de antibidticos B-lactamicos pode ser realizada por duas rotas:
quimica e enzimatica. Atualmente, a producdo industrial de ampicilina e de outros
antibioticos semissintéticos (amoxicilina, dentre outros) é feita majoritariamente por rota
quimica, devido sobretudo ao alto rendimento de 90% (DENG et al., 2016). Em escala
industrial, dois processos quimicos tém sido frequentemente aplicados para o
acoplamento de cadeias laterais ao grupo amino de 6-APA. A rota do cloreto de acila
requer etapas adicionais de protecdo do carboxilato ligado ao 6-APA usando agentes
sililantes como N, O-bis(trimetilsilil) acetamida (BSA), seguida pela adi¢éo do cloreto de
acetila correspondente ao meio reacional e, por fim ocorre a hidrolise que gera a
ampicilina (Figura 4, Rota A). Uma segunda rota sintética tem sido usada para a sintese
de outra penicilina, a amoxicilina, que se baseia na preparacdo do Dane anidrido, seguido
pela adicdo do sal de 6-APA trietilamina. Esta reacdo requer baixissima temperatura de
CH2Cl; (-50 °C) e hidrélise em pH acido (pH igual a 1) que produz amoxicilina conforme
esquematizado na Figura 4 (Rota B) (ISMALAJ; DE BORGGRAEVE, 2022).



Assim, a rota quimica para a producdo de antibidticos -lactamicos
semissintéticos ocorre em um processo complexo que requer a protecdo de grupos
reativos sob temperatura muito baixa (-30 °C a -50 °C), e com 0 uso de reagentes e
solventes altamente toxicos (ERGIN, 2021; OSPINA et al., 1996). Neste sentido, apesar
do elevado rendimento alcancado, esses processos quimicos tém sido criticados devido
ao uso de reagentes toxicos de dificil manuseio, que geram residuos nao reciclaveis e
trazem prejuizo ao ser humano e ao meio ambiente, além do alto consumo energético
associado (ISMALAJ; DE BORGGRAEVE, 2022). Ademais, a producédo industrial de
antibidticos B-lactamicos semissintéticos pela rota quimica tem sido limitada a paises em
desenvolvimento, cuja regulamentacdo ambiental ndo é rigorosa e onde as préaticas de
gerenciamento de efluentes sdo precarias (GOTHWAL; THATIKONDA, 2017).

Rota A; ampicilina, R=H

S + -
]:F NH, CI
N‘,)< + Cl

o] P
Oﬁo\ ' m CH,Clp, - 5°C
SiMe;
2 NH,
R
NH

Rota B; amoxicilina, R= OH 0 S

0 N\)<
o™ HoN ;

o z S, O%OH

| N\.)< / 4

HN + O T .
A o//'*O 1.CHgClp, -50 °C
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Et;NH
Ho o O 5]
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Figura 4 - Sintese industrial de ampicilina e amoxicilina via rota quimica, sendo: (1)-
molécula de 6-APA; (2)- produto da reacdo usando agentes sililantes para a protecdo do
carboxilato ligado ao 6-APA; (3)- cloreto de amino fenilacetil; (4)- ampicilina pela rota
A e amoxicilina pela rota B; (5)- Dane anidrido; (6)- sal de 6-APA trietilamina. Fonte:
(ISMALAJ; DE BORGGRAEVE, 2022).
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3.2.1. Sintese de antibidticos B-lactamicos via rota enzimatica

Nas Ultimas décadas, métodos biocataliticos tém sido estudados para producao de
antibioticos semissintéticos P-lactdmicos devido aos fatores desfavoraveis da rota
quimica convencional anteriormente citados (VOLPATO; C. RODRIGUES;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010a). A sintese enzimatica € um processo que oferece
grandes vantagens em relacdo ao quimico devido a sua alta seletividade, especificidade,
além de ser uma alternativa “verde” uma vez que o processo opera em condi¢des brandas
de reacdo (meio aquoso, pH neutro e temperaturas moderadas), com menores etapas de
processo, utilizando-se solvente ecoldgicos além da reciclagem e reutilizacdo das enzimas
imobilizadas (ERGIN, 2021).

Com base nos tipos de reacdo, o procedimento de biossintese de antibioticos
semissintéticos B-lactdmicos é dividido em sintese termodinamicamente controlada e
sintese cineticamente controlada (COBOS-PUC et al., 2020). A sintese controlada
termodinamicamente € um método simples baseado na formacdo direta da ligacéo
acilamida a partir de um doador acil ndo ativado (acido carboxilico livre) e um
aminoacido chave (nucleo do antibi6tico), em uma reacédo reversivel e inversa ao processo
de hidrdlise, cujo rendimento dos produtos da sintese direta é determinado pela constante
de equilibrio que depende da temperatura e do pH. Portanto, o rendimento da sintese
controlada termodinamicamente ndo depende das propriedades da enzima que apenas
acelera a velocidade da reagdo, diminuindo a energia de ativacdo do processo
(KUROCHKINA; SKLYARENKO, 2008).

Embora esta abordagem tenha sido aplicada com sucesso na sintese de alguns
antibioticos, sua eficiéncia é extremamente baixa, iSso porque esta requer o uso de
cosolventes organicos a fim reduzir significativamente a concentracdo de agua (produto
da hidrdlise) para favorecer o equilibrio no sentido da sintese do antibidtico, assim como
a forma ativa e ndo ionizada do doador de acil que é necessaria para deslocar o equilibrio
para a sintese, é geralmente gerada sob condi¢des de alta concentragdo de cossolvente
organico e baixo pH, tornando-se assim o meio dificilmente compativel com a atividade
e estabilidade da enzima (MATEO et al., 2005; PAN et al., 2022).

O segundo caso (controle cinético) é mais complexo, porém, devido as suas

condi¢des mais brandas de reacdo e rendimentos mais elevados do que o observado no
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processo controlado termodinamicamente, tornou-se uma estratégia mais popular. A
sintese controlada cineticamente é baseada no uso de um doador de acil ativado (como
éster ou amida do &cido carboxilico) para formar um intermediario acil-enzima que pode
ser posteriormente desacilado pelo nucleo 6-APA (Figura 5) para produzir o antibiotico
desejado. Os rendimentos maximos sao fundamentalmente dependentes das propriedades
cinéticas da enzima e do meio experimental, ambos mais influentes do que o efeito da
termodinamica do processo (MATEO et al., 2005). Apesar das vantagens mencionadas,
duas reagdes secundarias ocorrem paralelamente a reacdo principal de sintese do produto
antibiotico desejado, sendo estas a hidrolise primaria do doador acil ativado e hidrdlise
secundaria do produto formado (Figura 5). Como resultado, os rendimentos maximos
alcancados sao transitorios e dependem do equilibrio entre as atividades sintetase,
esterase e amidase da Penicilina G acilase (PGA) (VOLPATO; C. RODRIGUES;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

Doador de acil ativado 6-APA Antibiotico
NH,

NH, NH, ) I :

‘ S Sintese S
S /e, <
COOMet * N e s} N "

o : 0 :
E‘DOH COOH

Biocatilise

Hidrolise1 NH, Hidrolise2

N COOH #

Acido

Figura 5 - Reagdes envolvidas na sintese cineticamente controlada de antibidticos f-

lactdmicos. Fonte: (MATEO et al., 2005).

3.2.1.1. Sintese enzimatica da ampicilina

A produgdo de antibidticos B-lactdmicos semissintéticos como a amoxicilina,
ampicilina e cefalexina ja& foi inicialmente um processo exclusivamente quimico,
exigindo-se a utilizagdo de solventes organoclorados e produzindo-se grandes
guantidades de residuos contaminantes e, mediante a demanda por um processo

ambientalmente correto, a sintese enzimatica de antibidticos B-lactdmicos semissintéticos
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surge como uma “rota verde”, que € principalmente catalisada pela Penicilina G acilase
(PGA) (MCDONALD; BOMMARIUS; ROUSSEAU, 2017; WEGMAN et al., 2001).
Assim, a sintese de ampicilina via rota enzimatica (Figura 6) ocorre a partir da
condensacdo do nucleo 6-APA com PGME catalisada pela PGA de Escherichia coli, cuja
reacdo foi relatada pela primeira vez em 1963 (WEGMAN et al., 2001). Nas ultimas
décadas, a estratégia de controle cinético demonstrou ser eficiente na sintese enzimatica
de ampicilina, onde utiliza-se doador de acil ativo, como derivados éster ou amida de
fenilglicina. No decorrer da reacdo biocatalitica, o reagente PGME e a enzima PGA
formam primeiramente um complexo acil-enzima intermediario e, subsequentemente, a
ampicilina é produzida pelo ataque nucleofilico do 6-APA ao intermediario, enquanto a
fenilglicina é obtida pelo ataque realizado pela 4gua. Ou seja, a agua atua como nucledfilo
concorrente ao intermedidrio acil-enzima, de modo que a hidrdlise é um problema
inevitavel (PAN et al., 2008). A reducdo da atividade de dgua no meio de reacdo é
favoravel para a reacdo de sintese, assim, para impedir a atividade da agua séo utilizados
na literatura cossolventes organicos como o metanol (KIM; LEE, 1996) e etileno glicol
(WEI; YANG, 2003). Dessa forma, duas outras reaces indesejadas também s&o
catalisadas pela PGA e estdo envolvidas na sintese de ampicilina: hidrolise do PGME
pela PGA na presenca de agua para formar fenilglicina (PG) e metanol; hidrolise da
ampicilina, sintetizada pela reacdo principal, pela PGA na presenca de dgua para produzir
PG e 6-APA (FERREIRA; GIORDANO; GIORDANO, 2007). Embora a sintese
enzimatica da ampicilina tenha sido relatada desde 1963, o seu rendimento relativamente
baixo (40-60 %), altos custos de processo (matéria-prima e catalisador) e complicado
processamento downstream, impedem que 0s processos enzimaticos cheguem a escala de
producdo comercial (DENG et al., 2016; OSPINA et al., 1996).
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Figura 6 - Sintese enzimatica da ampicilina. Fonte: (DENG et al., 2016).

3.3. Aminoécidos

Aminoécidos (AAs) sdo substancias organicas que contém grupos amino (—NHz)
e acidos em sua estrutura molecular, que da origem ao seu nome. O grupo acido mais
conhecido consiste no acido carboxilico (—-COOH; presente na glicina, por exemplo),
porém esse radical pode incluir outras variedades de acidos, como o sulfénico (-SOzH,
presente na taurina), fosforico (—-PO4H>, presente na fosfoetanolamina) ou &cido fosfonico
(—POzH>, por exemplo o grupo 2-aminoetilfosfonato). Os AAs incorporados as proteinas
durante a traducdo do mRNA sdo chamados de proteinogénicos, dentre os quais existem
21 geneticamente codificados na natureza que ocorrem em humanos e outros animais,
bem como em virus e bactérias. Os AAs ndo utilizados como blocos de construcdo das
proteinas sdo conhecidos como ndo proteinogénicos (por exemplo, taurina, 4-
hidroxiprolina, 3-metilhistidina, B-alanina, citrulina, ornitina e homocisteina) e podem
ocorrer em certas proteinas, desde que haja modifica¢des pés-traducionais (WU, 2021).
Os diferentes &tomos de carbono presente nos AAs sao nomeados em sequéncia de acordo
com o alfabeto grego. Se o grupo amino estiver ligado ao carbono a, o AA ¢ designado
como o-AA. O 4atomo de hidrogénio que estd ligado ao carbono a ¢ chamado de a-
hidrogénio. Da mesma forma, se o grupo amino estiver ligado ao grupo B-, y-, 8-, ou &-
carbono, o AA ¢ designado -, y-, 6- ou e-AA, respectivamente (LEE; PENG; WU, 2013;
WU, 2021).

A capacidade de uma solugéo aquosa de um AA exibir atividade Optica e girar no
plano da luz polarizada foi observada pela primeira vez por L. Pasteur em 1851. Exceto
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pela glicina (0 AA mais simples da natureza com uma Unica cadeia lateral de hidrogénio),
todos os demais AAs podem apresentar formas de isdbmeros D e L, isto €, quando um
feixe de luz polarizada passa atraves da solugdo de um isdémero Gptico, a luz seré girada
para a direita (Dextrogiro-D) ou para a esquerda (Levogiro-L). Os L-AAs sdo geralmente
os isdmeros fisioldgicos mais abundantes e representam> 99,9% do total de AAs em
animais (BISCHOFF R; SCHLUTER H, 2012). Quanto aos D-AAs, foi relatado que
alguns destes estdo presentes tanto na forma livre quanto na forma ligada a peptideos no
reino animal, sendo que os D-AAs representam <0,02% do total de AAs no corpo de
mamiferos e aves e podem exceder 1% do total de AAs em certos moluscos marinhos
(ABE et al., 2005). Condic6es padrbes acida, alcalina ou ainda hidrolise enzimatica de
proteinas ndo afetam a configuracdo do isémero preexistente de AAs. No entanto, as
formas L- ou D-AAs podem perder sua atividade 6ptica (conhecida como racemizacao)
em solugbes altamente acidas ou alcalinas em temperaturas elevadas (por exemplo, T
>110°C) (GREENSTEIN; WINITZ, 1961).

Ademais, todos os AAs formam sais intramoleculares tanto no estado cristalino
quanto em solucdo aquosa, pois estes sao eletrolitos anfotéricos que podem atuar como
uma base ou um acido, aceptores ou doadores de um ion hidrogénio, respectivamente. A
essa estrutura, na qual uma molécula possui cargas elétricas positivas e negativas
coexistentes, é dado o nome de ion dipolar ou zwitterion. O termo “Zwitterion” é derivado
da palavra alema para “duplo” (zwitter) ¢ da palavra “ion”. Em uma solugdo aquosa, os
grupos carboxila e amino de um AA dissociam-se de maneira dependente do pH e,
portanto, os AA’s possuem suas duas respectivas constantes de dissociagdo (pKa), a
constante pKal para o grupo acido e pKa2 para o grupo amino. O pKa € o log negativo
da constante de dissociacdo acida (Ka) e uma medida da tendéncia de um grupo perder
um proton (H+) ou a forca de um acido. Um valor de pKa mais baixo indica um acido
mais forte, e pKa mais alto indica um &cido fraco, uma base. De forma relacionada, 0s
valores do ponto isoelétrico (pl) dos AAs em solucdes s@o baseados nas constantes de
dissociacdo de seu &cido e grupo amino. Logo, para um AA sem cadeia lateral ionizavel,
pl = (pKal + pKa2)/2 (GREENSTEIN; WINITZ, 1961; WU, 2021).

Quanto a solubilidade, os AA’s geralmente se tornam mais soliveis em solugdes
acidas ou alcalinas e com temperaturas elevadas, pois o pH de uma solucéo afeta sua
dissociagdo em formas idnicas, ligados aos valores de pKa do AA. Por exemplo, em

comparacdo com uma faixa de pH 3-8,5, um pH inferior a 3 ou superior a 8,5 pode
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aumentar a solubilidade da asparagina e da glutamina, bem como da tirosina, do acido
aspartico e do acido glutamico (NEEDHAM; PARUTA; GERRAUGHTY, 1971; WU,
2021).

3.4. D-fenilglicina e éster metilico de fenilglicina

Os L- e D-enantiomeros sdo a-aminoacidos opticamente ativos utilizados como
blocos de construcdo quirais pelas inddstrias farmacéutica, agroquimica e quimica
para a producdo de antibidticos semissintéticos, pesticidas, aditivos alimentares,
adocgantes e outros peptideos biologicamente ativos (CLEMENTE-JIMENEZ et al.,
2008; HOHNE; BORNSCHEUER, 2009). Uma classe de a-aminoacidos no
proteinogénicos (aminoacidos nao codificados pelo DNA, também denominados como
ndo naturais) importante consiste nas acilglicinas, sendo a fenilglicina, a 4-
hidroxifenilglicina e a 3,5-diidroxifenilglicina os representantes mais importantes desta
classe, uma vez que sdo encontradas mais comumente em produtos naturais
biologicamente ativos, como formadicina, ramoplanina, vancomicina e teicoplanina e
contribuem significativamente para a atividade bioldgica desses produtos naturais (FUSE
et al., 2016). Dessa forma, a L-fenilglicina é um aminoacido raro e ndo
proteinogénico, que ocorre apenas em alguns compostos como 0s antibi6ticos
estreptogramina pristinamycin PI de Streptomyces pristinaespiralis (MAST et al.,
2011) e virginiamicina S de Streptomyces virginiae (NINGSIH et al., 2011). Alem
da sua forma L, o endtiomero D-fenilglicina (Figura 7a) se destaca na inddstria
quimica fina uma vez que desempenha importante papel como precursor na
producdo de antibidticos B-lactamicos semissintéticos: penicilinas (ampicilina,
apalcilina, mezlocilina, pivampicilina, etc.) (STEVENAZZI et al.,, 2014) e
cefalosporinas (SCHMID et al., 2001).

O PGME (Figura 7b) € um composto derivado da fenilglicina, o qual é
oxidavel, facilmente polimerizavel, apresenta baixa estabilidade e € de dificil
conservacao. Tais problematicas sdo solucionadas com a formulacdo de éster metilico de
D-fenilglicina, que é a forma do éster mais comercialmente utilizada (SIGMAALDRICH,
2023) devido a sua alta estabilidade, possibilidade de existir na forma sélida e preservagéo
a longo prazo que facilitam o seu uso. Neste sentido, o (R)-(-)-2-cloridrato de éster

metilico de fenilglicina é caracterizado como um pd cristalino branco ou quase branco,
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que pode se apresentar na forma amarelada ou cinza ao ser misturado com impurezas ou
mediante absorcao de umidade (HUA, S; BAOSHU, L; KAI, R; ZHANG, J; WANG, Y;
XUEJUN, 2015).

O PGME atua como um importante intermediario na sintese bioquimica da
penicilina semissintética ampicilina (MCDONALD; BOMMARIUS; ROUSSEAU,
2017), além dos antibidticos semissintéticos cefalosporinas cefaclor (ZHANG et al.,
2007) e cefalexina (BRUGGINK; ROOS; DE VROOM, 1998) e outros antibidticos
B-lactdmicos (SUN et al., 2016). Além disso, este composto também desempenha
papel essencial na producédo de fenilglicina opticamente ativa (LOU et al., 2006a),
tem sido usado como aditivo alimentar intermediario de um adocante artificial
(éster metilico de aspartil-a-fenilglicina) em varias industrias de alimentos (PIAO
et al., 2008), é utilizado para determinacdo de configuracdo absoluta de varios
acidos carboxilicos quirais (YABUUCHI; KUSUMI, 2000), tem sido relatado na
sintese de novos compostos antifingicos (YORUR-GORECI et al., 2021) entre
outras diversas aplicacdes. Tendo em vista a crescente necessidade de D-fenilglicina
enantiopura e seus derivados, a exemplo do PGME, ha uma constante busca por novos

métodos para producdo desses compostos (LOU et al., 2006a).

NH, NH,
OH OCH,

(@) (b)

Figura 7 - Estrutura quimica de: (a) fenilglicina, (b) PGME. Fonte: Autor

3.4.1. Sintese de fenilglicina e éster metilico de fenilglicina via rota quimica

Segundo Williams e Hendrix (1990), as arilglicinas séo um exemplo de uma classe
de a-aminoacidos dificeis de sintetizar na forma opticamente pura devido a facilidade
com que o proton da a-metetina pode sofrer racemizacdo base-catalisada, e como
resultado as arilglicinas em sua maioria sdo sintetizadas na forma racémica, havendo a
necessidade de aplicar a etapa posterior de resolucdo para separar 0s enantidmeros. A

sintese de arilglicinas racémicas é datada ha mais de 100 anos, sendo em 1878 relatada a
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sintese de fenilglicina por aquecimento do acido a-bromofenilacético com excesso de
hidroxido de aménio a 100-110 ° C, e em 1885 houve um dos primeiros preparos de
fenilglicina pela redugdo do acido benzoilformico fenil-hidrazona com amélgama de
sodio em hidroxido de sédio diluido. Foi somente a partir de partir de 1880 que varios
grupos comecaram a utilizar a sintese de Strecker para produzir a-aminofenilacetonitrila,
a qual foi hidrolisada a fenilglicina em acido cloridrico. Ao longo dos anos, a sintese de
Strecker tem sido o método mais amplamente utilizado para a sintese de arilglicinas
(WILLIAMS; HENDRIX, 1990).

Documentada pela primeira vez pelo quimico Adolph Strecker em 1850, a reacéao
de Strecker consiste na sintese de a-aminodcidos multicomponente mais antiga, cuja
reagdo compreende uma condensacdo de uma fonte de aldeido, amonia e cianeto, seguida
de hidrdlise subsequente do a-amino nitrila resultante (Figura 8) (GROGER, 2003). A
reacdo de Strecker € um método muito comum na industria devido a viabilidade
econdmica dos substratos utilizados no processo e a facilidade de obtencdo dos a-
aminoacidos, no entanto, este processo convencional apresenta como desvantagem o uso
de reagentes altamente toxicos como o cianeto e solventes organicos que geram residuos
prejudiciais ao meio ambiente, e além disso, a enantiosseletividade do produto obtido é
relativamente baixa, o que é indesejavel para producdo sustentavel de aminoacidos
enantiopuros (GROGER, 2003; ZHU; YUAN, 2022). A reacdo de Strecker assimétrica
tem sido relatada para a sintese de a-aminoécidos enantiopuros de iminas N-substituidas
sem a etapa de resolucdo, porém, requer complicadas e caras etapas de
protecao/desprotecdo de componentes quimicos, além da baixa eficiéncia (ZHOU; WU,
L1, 2017).

HoN-R?
fl\ Meio aquoso
+
R!” "R? Reagiio de condensagio de
HCN Sintese one - pot trés componentes
(R?=H; R3=H)

hydrolysis

Figura 8 - Reacdo de Strecker. Fonte: (GROGER, 2003).
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Ambas L e D-fenilglicina sdo industrialmente sintetizadas por meio da resolucéo
quimica classica de uma mistura racémica (WEGMAN et al., 2001), cujo processo de
producdo é baseado em matérias-primas petroquimicas (MOOSMANN et al., 2020). A
producdo de D-fenilglicina enantio-pura foi desenvolvida pela empresa DSM Chemicals
na década de 1970 e é utilizada até 0 momento atual, em um processo de cristalizacdo dos
sais diastereoméricos via o racemato, sendo este Ultimo obtido a partir de uma reacgéo de
Strecker em benzaldeido com cianeto, seguida de hidrolise do nitrilo, com o uso do acido
(+) -canfora-8-sulfonico opticamente puro em meio aquoso como agente de resolucao,
sendo o rendimento do processo igual a 68%. A L-fenilglicina é racemizada em uma etapa

separada e posteriormente reciclada (WEGMAN et al., 2001).

O método proposto por Prasad et al. (2004) para a sintese quimica de éster metilico
de (S)- fenilglicina também consiste em uma reacdo de Strecker, a qual ocorre pela a
adicdo de cianeto de trimetilsilila (TMSCN) a uma variedade de arilaldiminas na presenca
de LiClO 4 ou BF3-OEt> em acetonitrila. Segundo os autores, A N-tosil fenilaldimina é
tratada com TMSCN na presenga LiClO4 ou BF3-OEt, em acetonitrila, dando inicio a
reacdo de Strecker. A reacdo descrita ¢ avaliada pela sintese de um a-aminoacido quiral,
e dessa forma, a imina quiral 1 (Figura 9) é preparada pela condensacéo de (S) -(+) -1-(4-
metoxifenil) etilamina e benzaldeido na presenca de Na.SO 4 anidro em metano. O
tratamento de 1 com TMSCN a temperatura ambiente na presenca de BFz-Et.O ou
LiCIO 4 fornece uma mistura dos diasteredmeros 2 e 3 em uma propor¢éo de 4:1 e com
97% de rendimento. Os compostos 2 e 3 sao facilmente separaveis, onde o principal (S, S)
-diastereoisdmero 2 é tratado com 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) em
tampé&o diclorometano (DCM) -fosfato ou nitrato de amonio (CAN) em CHz CN-H20
(4:1) para remover o auxiliar quiral e, dessa forma, aminonitrilo quiral 4 é obtido com
91% de rendimento. O quiral 4 € tratado com metanol para fornecer éster metilico de
( S)-fenilglicina com alta enantiopureza e rendimento global de 62% (PRASAD; BISAI,
SINGH, 2004).
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Figura 9 - Sintese de éster metilico de (S)-fenilglicina a partir da adi¢do diastereosseletiva
de TMSCN a imina quiral 1. Fonte: (PRASAD; BISAI; SINGH, 2004).

Moody (2011), na patente US 8.039.662, forneceu um novo processo para a
sintese de ésteres metilicos de D-fenilglicina por meio da esterificacdo catalisada por
acido sulfarico. Para efeito de contextualizacdo, a partir da patente US Pat. n°
4.680.403 tornou-se conhecido um método de esterificacdo de aminoacidos com &cido
sulfurico como catalisador, cujo processo envolve o aquecimento do aminoacido em um
alcool na presenca do 4&cido. Contudo, este processo apresenta rendimentos
consideravelmente baixos e, portanto, outros pesquisadores propuseram otimizagoes,
como ocorreu na patente EP-A-0544205, onde a maior parte do alcool é adicionada na
forma liquida ou gasosa a mistura reacional, enquanto, a mesma quantidade de alcool €
destilada da mistura de reacdo. Apesar do alto rendimento a patente EP-A-0544205 é
caracterizada pelo alto consumo de alcool que torna o processo economicamente pouco
atrativo (MOODY, 2011).

Mediante a essas problematicas, Moody (2011) prop6s uma sintese de ésteres
metilicos de aminoacidos que seja econdmica e de baixo consumo de alcool. Segundo
este método, uma massa de D-fenilglicina foi suspensa em metanol, seguida pela adicédo
de &cido sulfarico concentrado, cuja mistura foi mantida em refluxo. No reator equipado
com unidade de refluxo/destilagdo com derivagdo, o metanol seco foi dosado a uma
velocidade de dosagem de 110 g/h, sendo o nivel dentro do reator mantido constante por

destilacdo na mesma taxa. O autor notou que o rendimento de PGME de 91% aumenta
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proporcionalmente com a maior adicdo de metanol, atingindo 94,7 %. Em um segundo
ensaio uma nova massa de D-fenilglicina foi suspensa em metanol e adicionou-se acido
sulfrico concentrado, sendo a mistura entdo mantida sob refluxo a pressdo reduzida de
atmosférica para 20 mBar usando uma bomba de vacuo. Uma segunda porg¢édo de metanol
foi adicionada e a mistura foi mantida em refluxo por 1 hora e novamente concentrada a
pressdo reduzida a vacuo. O procedimento foi repetido por mais trés vezes (adi¢do de
metanol, refluxo e concentracdo). Finalmente, adicionou-se metanol e a solugdo foi
submetida a refluxo durante mais uma hora e arrefecida até a temperatura ambiente. Ao
final, o rendimento de PGME foi 99,2%, e com este dado o autor pdde afirmar que o
segundo método fornece um rendimento superior e consome muito menos metanol para

a mesma proporgao.

3.4.2. Sintese enzimatica de fenilglicina

Até o presente momento nao ha nenhum registro da sintese enzimatica de PGME
reportado na literatura, apesar deste apresentar papel fundamental em processos
enziméaticos como doador de acil para a producdo dos antibioticos: cefalosporina
semissintética de segunda geracéo cefaclor (HUANG et al., 2018), cefalexina (FAN; L1I;
LIU, 2021) e a penicilina semissintética ampicilina (MCDONALD; BOMMARIUS;
ROUSSEAU, 2017), assim como é utilizado na hidrélise enzimatica para producao de D-

fenilglicina enantipura.

Por outro lado, muitas estratégias enzimaticas tém sido desenvolvidas para
produzir a-aminoacidos quirais ndo naturais, especialmente a D-fenilglicina, visto que 0s
processos biocataliticos sdo realizados em condi¢cdes menos severas como temperatura
ambiente e pressdo atmosférica e, além disso, 0s seus produtos quirais apresentam
excelente enantiosseletividade (ZHU; YUAN, 2022).

Uma rota enzimatica para D- fenilglicina proposta por Gokhale et al. (1996)
também tem sido empregada industrialmente (Figura 10), na qual o reagente DL-5-
fenilhidantoina é assimetricamente hidrolisado a D(-) N-Carbamoilfenilglicina
utilizando-se a enzima D-hidantoinase como catalizador. Posteriormente, uma segunda
etapa é aplicada para converter quimicamente a D(-) N-Carbamoilfenilglicina em D(-)

fenilglicina na presenca de NaNO, ou 0 mesmo processo pode ser catalisado
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enzimaticamente utilizando-se N-Carbamoil-Amidohidrolase de Agrobacterium
(GOKHALE et al., 1996). Atualmente, a D-fenilglicina e a D-4-hidroxifenilglicina
produzidas industrialmente também s&o obtidas por um processo que utiliza as duas
enzimas hidantoinase e a carbamoilase (LEUCHTENBERGER; HUTHMACHER;
DRAUZ, 2005b). A rota enzimética de hidantoinase usada para a sintese de aminoacidos
opticamente puros € um processo econémico, ambientalmente amigavel e eficiente
termos de consumo de energia quando comparado com outros meétodos

quimicos/quimioenzimaticos (ENGINEER et al., 2020).

(NH,) 2 CO3 o
CHO EE—
NaCN ,

H

NHCONH

D(-) N-Carbamoilfenilglicina

NaO,
ou
N-Carbamoil-

Amidohidrolase

D(-) fenilglicina

Figura 10 - Hidrdlise enzimatica de DL-5-fenilhidantoina e producédo de D(-) fenilglicina.
Fonte: (GOKHALE et al., 1996).

Outra estratégia de biossintese consiste na transaminacdo estereoinvertida
reversivel catalisada pela D-fenilglicina aminotransferase (D-PhgAT) de Pseudomonas
stutzeri ST-201, usando L-glutamato como substrato doador de amino em uma Unica
etapa para sintese de D-fenilglicina e D-4-hidroxifenilglicina. Apesar de ser possivel
sintetizar enzimaticamente em etapa Unica usando uma D-aminoacido aminotransferase,
0 uso desta e outras D-aminoacidos aminotransferases conhecidas apresentam como
desvantagem a baixa atividade de transaminacdo para formacéo de D-fenilglicina, assim
como tais enzimas aceitam apenas D-aminoacidos como doadores de grupos amino, e
devido ao alto custo dos D-aminoacidos sua aplicagdo é economicamente impraticavel
(JARIYACHAWALID et al., 2012).
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Uma rota enzimatica alternativa para sintese de (S)-fenilglicina é baseada na via
biossintética de alguns peptideos naturais encontrados em diferentes estreptomicetos,
cujos genes que codificam a sintese de (S)-fenilglicina sdo clonados a partir dos genomas
de cepas de Streptomyces (EPPINGER; GRONING; STOLZ, 2022). Um conjunto de
genes designados como pglA, pglB, pglC, pglD e pglE de biossintese de pristinamicina
de Streptomyces pristinaespiralis apresentam alta identidade de aminoacidos com
enzimas envolvidas na biossintese de aminoacidos ndo proteinogénicos como 4-
hidroxifenilglicina e 3,5-di-hidroxifenilglicina (AL TOMA et al., 2015; MAST et al.,
2011).

Os genes pgl sdo responsaveis pela formacdo de L-fenilglicina a partir de
fenilpiruvato, um composto da via metabdlica priméria do shikimate, sendo o
fenilpiruvato convertido em fenilacetil-CoA por pgIB e pglC (MAST et al., 2011). Com
base nas altas semelhancas dos produtos obtidos a partir dos genes pglB e pglC com as
subunidades a e B de piruvato desidrogenase de Mycobacterium avium inferiu-se que
ambos 0s genes trabalhem em conjunto como um complexo semelhante a esta
desidrogenase. Posteriormente, o gene pglA converte fenilacetil-CoA em benzoilformil-
CoA, sendo este ultimo convertido em benzoilformato pelo gene pglD e, por fim, obtém-
se L-fenilglicina a partir de benzoilformato pelo gene PglE (AL TOMA et al., 2015).
Com base em estudos de mutagénese de insercdo de genes em pgl mutantes de
Streptomyces pristinaespiralis, (MAST et al., 2011) demonstraram que o produto
formado pelo gene pgID apresenta similaridade em 53% com uma tioesterase tipo Il
de Amycolatopsis mediterranei, sugerindo assim que pglD apresenta a funcdo da
tioesterase hidrolitica liberando fenilglioxilato e CoA a partir de benzoilformil-
CoA. Além disso, o gene pglE foi investigado sobretudo devido a sua similaridade de
produto em 67% com a fenilglicina aminotransferase de Amycolatopsis balhimicina, o

que possibilita a conversdo de benzoilformato em fenilglicina (AL TOMA et al., 2015).

Mediante ao significativo valor agregado da L-fenilglicina e as vantagens ja
citadas dos processos enzimaticos, a biossintese de L-fenilglicina a partir de acido D-
mandélico tem sido relatada na literatura (FAN et al., 2015; RESCH; FABIAN;
KROUTIL, 2010; TANG et al., 2020). No estudo proposto por Tang et al., (2020), uma
cepa recombinante de E. coli., que expressa a producdo em cascata enzimatica e se
apresenta carregada com enzimas e genes codificantes, foi estabelecida para converséo

de é&cido D-mandélico em é&cido fenilglioxilico catalisada pela D-mandelato
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desidrogenase (DMDH), e subsequentemente o é&cido fenilglioxilico foi
enantiosseletivamente transformado em L-fenilglicina pela enzima leucina desidrogenase

utilizando-se formiato de s6dio como co-substrato (TANG et al., 2020).

Como uma extensdo de pesquisa sobre catalise enzimatica em Liquidos 16nicos,
(LOU et al., 2006a) descrevem a hidrdélise enantiosseletiva eficiente de D,L-éster metilico
de fenilglicina racémico em D-fenilglicina enantipura catalisada pela lipase B de Candida
antarctica (Novozym 435) imobilizada, a qual exibiu excelente atividade e
enantiosseletividade no sistema contendo o Liquido 16nico BMI-BF4 em comparagdo

com varios solventes organicos tipicos testados (Figura 11).
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Figura 11 - A hidrélise enzimatica de D,L-éster metilico de fenilglicina catalisada pela
lipase B de Candida antarctica imobilizada (Novozym 435) em um cossolvente liquido
ibnico (IL-Buffer). Fonte: (LOU et al., 2006).

3.5. Liquidos I6nicos

Compreendidos como uma classe de novos solventes, os LIs sdo sais organicos
encontrados na fase liquida a temperaturas abaixo de 100°C, que tem se destacado como
alternativas “verdes” frente aos solventes organicos volateis convencionais, visto que 0s
Lls ndo sdo inflamaveis, assim como ndo volateis ou toxicos e além de facilmente

reciclaveis. Além disso, sdo considerados favoraveis candidatos para compor sinteses
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quimicas devido as suas propriedades notaveis como potencial de solvéncia, estabilidade
térmica e suas propriedades fisico-quimicas de interesse (solubilidade, densidade,
viscosidade e hidrofobicidade) que podem ser ajustadas pela selecdo de diferentes
combinag@es de cations e anions e dos grupos substituintes (GHANDI, 2013).

O primeiro LI (nitrato de etilaménio) foi relatado em 1914 por Paul Walden, que
marcou o0 ponto de partida para a primeira geracdo de LIs, que é caracterizada pelo uso
de cétions de grandes volumes como 1,3-dialquil-imidazolio ou 1-alquilpiridinio, ao
passo que os anions sdo baseados principalmente em aluminato de halogénio (Al *3). Esta
geracdo, porém, apresentada desvantagens pela instabilidade em relagdo ao ar e a agua.
O intuito da geracdo seguinte foi entdo obter ILs estaveis a base do céation 1-etil-3-
metilimidazélio, e os anions alternativos [CH3CO2] -, [NO3] ~ e [BF4] 7, e cujos LlIs
resultantes foram mais faceis de manipular e despertaram atencéo cientifica devido as
suas propriedades particulares. Mais aperfeicoada, a terceira geracao de ILs (mais usuais)
exibe propriedades quimicas e fisicas ajustaveis, dependendo das aplicacdes desejadas
(FEDOROV; KORNYSHEV, 2014). Normalmente, a estrutura dos ILs combina cétions
organicos com anions que podem ser organicos ou ainda inorganicos, sendo apresentados
na Figura 12 alguns destes cations e anions mais comuns a serem utilizados para obter
ILs (CRUZ; CIACH, 2021).
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Figura 12 - Cations e anions tipicos para preparacdo de liquidos iénicos. Fonte: (CRUZ;
CIACH, 2021)
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De acordo com sua rota de sintese, os ILs sdo geralmente classificados como
liquidos i6nicos aprdticos (Aprotic lonic Liquids- APILS) e liquidos idnicos proticos
(Protic lonic Liquids- PILs). De maneira geral, os PILs sdo obtidos através da
transferéncia de protons de um acido de Brgnsted para uma base de Brgnsted enquanto
0s APILs sdo normalmente formados através de reacGes do tipo Menshutkin
(MARKUSSON et al., 2007). Em comparagdo com o0s APILs, os PILs geralmente
apresentam maior condutividade e fluidez, menores pontos de fusdo, sdo mais
econbmicos e de mais facil preparo pois sua sintese ndo envolve a formacdo de
subprodutos. No entanto, ha relatos na literatura sobre a capacidade dos PILs em formar
uma rede de ligac6es de hidrogénio o que a depender do caso pode limitar a ionicidade
dos PILs em comparagdo com os APILs (GHANDI, 2013).

No cenario de desenvolvimento de novos liquidos idnicos, Camargo et al. (2016)
relatam a sintese do liquido i6nico nomeado lactato de 2-hidroxi dietilambnio (2-
HDEAL), pertencente a uma familia recém-projetada de PILs, que inclui aminas
substituidas como cétions e acidos organicos desprotonados como anions. Ambas as
estruturas ibnicas no LI sdo de natureza organica e reinem uma massa molar
relativamente baixa, sem estruturas complexas ou grupos moleculares de perigo
potencial. Este LI é caracteristico pelo seu carater polar, capaz de dissolver solventes
polares e sais inorganicos, todos apresentando alta tolerancia a meios hidroxilicos.
Quanto a sua compreensao reoldgica, os autores verificaram que o 2-HDEAL é um fluido
ndo newtoniano cuja fluidez é influenciada pela tensdo e pela temperatura, com
afinamento mediante cisalhamento. Apesar da sua relevancia e do crescente nimero de
artigos cientificos relacionados, existe uma escassez de informacdo do seu uso em
diferentes reacGes, fundamentais para explorar seu potencial em novos processos
envolvendo liquidos iénicos (BARROS; ANDRADE; IGLESIAS, 2018).

Ademais, como bons solventes, os LIs podem dissolver muitos compostos
organicos, inorganicos, metalicos e poliméricos, etc. Devido as suas notaveis
propriedades fisico-quimicas, especialmente a boa solubilidade, os LlIs, sendo um novo
tipo de solvente, tém sido utilizados na comunidade quimica para quimica verde, como

solventes, surfactantes, solucdes, etc (TIAN et al., 2017).
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O numero de trabalhos na literatura que determinam solubilidades de aminoacidos
em LlIs puros é muito escasso (SOUTO-MONTERO; RODIL; SOTO, 2024). Por outro
lado, existem varios estudos com enfoque no efeito destes sais idnicos na solubilidade de
aminoacidos em agua. Por exemplo Vasantha et al. (2013) estudaram a solubilidade seis
aminoacidos (alanina, valina, leucina, histidina, triptofano e tirosina) em formulacdes
aquosas de LIs de amodnio e os resultados mostraram que 0S sais atuaram como
estabilizadores dos aminoécidos para sua solubilizacdo. Souto-Monteiro et al. (2024)
investigaram a solubilidade de varios aminoacidos constituintes da proteina colageno em
dois diferentes liquidos idnicos e com mistura dos mesmos em agua, e observaram que a
prolina apresenta alta solubilidade nos sistemas testados, devido sobretudo ao anel de
pirrolidina em sua estrutura. No entanto, o aminoacido glicina (mais abundante na
proteina estudada) apresenta solubilidade relativamente baixa no LI acetato justamente

por ndo conter cadeia hidrofébica.

3.6. Lipases

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolase, EC 3.1.1.3) pertencem a familia das
hidrolases que atuam nas ligacbes éster carboxilico, cuja funcdo natural consiste em
catalisar a hidrdlise de triglicerideos em diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos e
glicerol na interface 4gua-lipidio (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004). Além disso,
essas enzimas enantio e regioseletivamente realizam reac6es de sintese: esterificacdo e

reacOes de transesterificacdo em condi¢des nao aquosas (VANLEEUW et al., 2019).

3.6.1. Lipases microbianas

As lipases sdo amplamente encontradas na natureza, sendo produzidas por plantas,
animais e diversos microrganismos, onde estdo envolvidas no indispensavel metabolismo
de lipidios (PATEL et al., 2019). Todavia, as lipases de origem microbianas séo
comumente as mais utilizadas nos processos de biotecnologia devido a sua estabilidade
em amplas faixas de temperatura e pH, altos rendimentos, especificidade do substrato,
quimiosseletividade, menores custos de producdo e facilidade de manipulagdo genética.
Além disso, o cultivo de microrganismos é vantajoso devido a producdo em massa da
enzima em um periodo curto de tempo (ADETUNJI; OLANIRAN, 2021). Muitos

microrganismos sdo conhecidos como potenciais produtores de lipases, incluindo
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bactérias, fungos e leveduras (BHARATHI; RAJALAKSHMI, 2019). Dentre as
principais bactérias produtoras de lipases tem-se principalmente 0s géneros
Acinetobacter (GURURAJ et al., 2016), Arthrobacter (SHARMA; BARDHAN; PATEL,
2009), Bacillus (ISIAKA ADETUNJI; OLUFOLAHAN OLANIRAN, 2018),
Microbacterium (TRIPATHI et al., 2014) e Pseudomonas (FAISAL et al., 2014). A
maioria dos fungos produtores de lipase comercialmente importante pertence ao género
Aspergillus sp. (RAJAN; KUMAR; NAIR, 2011), Geotrichum sp. (MALDONADO et
al., 2016), Mucor sp. (ULKER; KARAOGLU, 2012), Penicillium sp. (PANDEY et al.,
2016) e Rhizopus sp. (RIYADI et al., 2017). Ademais, as leveduras incluindo os géneros
Candida (OLIVEIRA; FERNANDES; MARIANO, 2014), Cryptococus
(THIRUNAVUKARASU et al., 2008), Trichosporon (KUMAR et al., 2009),
Aureobasidium (LIU et al., 2008), e Rhodotorula (TASKIN et al., 2016) destacam-se na

literatura por seu potencial de producédo de lipases.

3.6.2. Estrutura e mecanismo catalitico das lipases

Estudos da estrutura tridimensional das lipases por cristalografia de raios-X
mostraram a presenga de uma dobra o/B-hidrolase conservada, que também €é observada
em muitas outras hidrolases como as esterases, proteases, entre outras (CASAS-GODOY
etal., 2012). A dobra da o/p hidrolase ¢ caracterizada pela presenga de uma folha B central
contendo oito fitas B paralelas, com excecdo da 2 que € antiparalela em relacdo as
demais, enquanto as fitas paralelas B3 a B8 sdo conectadas por a-hélices. A folha 3 central
possui uma torcao super-helicoidal a esquerda, gerando um angulo de aproximadamente
90° entre a primeira e a Gltima fita (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999). A bolsa de
ligacao das lipases estd presente nesta folha 3 central, caracterizada pelo sitio de ligagao
hidrofébico semelhante a uma “fenda” que pode estar localizado proximo a superficie da
proteina ou ainda sob a forma de “funil” ou “tanel” (Figura 13) (SARMAMH et al., 2018).
O sitio ativo das o/p hidrolases consiste em uma triade catalitica altamente conservada
formada por uma serina nucleofilica, aspartato/acido glutamico e histidina, de forma que
0 residuo de serina esta inserido na sequéncia Glicina-X-Serina-X-Glicina (GUPTA;
GUPTA; RATHI, 2004).
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Figura 13 - Diferentes formas do sitio ativo da lipase: A) tipo “tinel” B) tipo “funil” C)
tipo “fenda” proxima a superficie. Fonte: (PRAKASAN et al., 2016).

A triade catalitica (Ser-Asp/Glu-His) é semelhante a observada em serinas
proteases e, portanto, a catalise das lipases segue um mecanismo catalitico semelhante
destas enzimas. A hidroélise do substrato inicia com a ligacéo lipidica e o ataque catalitico
da serina ao carbono da ligacdo éster (Figura 14a), o que gera um intermedidrio tetraédrico
caracterizado pela formacao de uma carga negativa no &tomo de oxigénio da carbonila e
pela ligacdo de quatro &tomos ao carbono da carbonila rearranjado como um tetraedro
(Figura 14b). O intermediario € estabilizado por duas ligacdes de hidrogénio entre o
atomo de oxigénio carbonil carregado negativamente e os grupos -NH da cadeia principal
dos dois residuos de aminoacidos pertencentes ao hole oxianion. A nucleofilicidade do
residuo de serina é aumentada pela histidina catalitica, a qual um préton do grupo
hidroxila da serina é transferido e essa transferéncia € facilitada pelo préprio residuo
catalitico, que orienta o anel imidazol da histidina de forma a neutralizar a carga que é
gerada sobre ele. Subsequentemente, o prdton é doado ao atomo de oxigénio da ligacdo
éster, que é assim clivada, com a consequente liberacdo de alcool, enquanto a cadeia acila
é esterificada a serina nucleofilica (Figura 14c). O proximo passo é a desacilacdo, na qual
uma molécula de agua hidrolisa a ligagdo covalente, com a consequente liberacdo do
produto acil e a regeneracdo da enzima (Figura 14d) (BORRELLI; TRONO, 2015;
JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).
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Figura 14 - Mecanismo da reacdo de hidrolise das ligacOes ésteres catalisadas pela lipase,
onde o aspartato e histidina sdo mostrados em azul e verde, respectivamente; serina,
substrato e &gua sdo mostrados em preto; os residuos da cavidade de oxianion sao
mostrados em preto; os residuos da cavidade de oxidnion sdo mostrados em magenta. (a)
Ataque nucleofilico da hidroxila serina no carbono carbonilico da ligacdo éster; (b)
intermediario tetraédrico; (c) intermediario acil-enzima, alcool liberado e ataque pela
agua; (d) enzima livre e produto acil liberado. Fonte: (BORRELLI; TRONO, 2015).

Muitas lipases exibem um dominio mével denominado “tampa” (lid), que controla
0 acesso do substrato ao sitio catalitico, e cuja estrutura ¢ composta por uma ou mais o-
hélices de comprimento variavel com dois segmentos flexiveis em ambas as extremidades
que ligam a estrutura matriz da lipase (SARMAMH et al., 2018). Estudos de cristalografia
de Raio-x mostraram que este dominio € capaz de adotar duas conformacdes: fechado e
aberto, sendo o estado fechado caracterizado pelo ndo acesso do sitio ativo ao solvente
gue em consequéncia torna a superficie da enzima principalmente hidrofilica, inativando
a lipase; no estado aberto, a “tampa” afasta-se pela presenc¢a do substrato revelando uma
grande superficie hidrofébica (sitio ativo) acessivel ao substrato que torna a enzima
funcional (ANOBOM et al., 2014; PLEISS; FISCHER; SCHMID, 1998). A este
fendmeno denomina-se ativacao interfacial, o qual é exclusivo das lipases e inicialmente
foi considerado como uma caracteristica essencial e tipica de todas lipases
(NAGARAJAN, 2012). Todavia, lipases de Bacillus subtilis, Bacillus pumilis e Bacillus
licheniformis, ndo possuem o subdominio lid e, portanto, tém baixos pesos moleculares e

ndo apresentam ativagdo interfacial, demonstrando que a presenca de uma “tampa”
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hidrofobica ndo esta necessariamente correlacionada com a ativacao ou catalise da lipase
(BORRELLI; TRONO, 2015; JAEGER; DIUKSTRA; REETZ, 1999).

3.6.3. Seletividade das lipases

Durante a hidrdlise enzimatica dos triacilglicerois, as lipases podem apresentar
especificidade que pode ser dividida em tiposeletividade, regiosseletividade e
enatioespecificidade. A especificidade e a seletividade destas enzimas em catalisar
diferentes substratos podem ser determinadas pela complementaridade entre o substrato
e a enzima, bem como pelas interacBes particulares entre o substrato e os residuos
enzimaticos (ALBAYATI et al., 2020). A especificidade aos diferentes comprimentos de
cadeia de acidos graxos (cadeia curta, média ou longa), e o0 grau de instauracdo ou
saturacdo refere-se a tiposeletividade. Neste sentido, a lipase de Rhizomucor miehei
apresenta atividade maxima para tricaprilina que apresenta cadeia média (Cs), e baixa
atividade para triacilglicerdis insaturados, ao passo que a lipase de Humicola lanuginosa
mostrou uma atividade méxima para triacilgliceréis também de cadeia média (Cio)
(BERGER; SCHNEIDER, 1991).

Além disso, consiste em regiosseletividade a capacidade das lipases em distinguir
as posicdes acil de triacilglicerois de forma a hidrolisar grupos éster carboxilico primario
em sn-1 e sn-3 (lipases 1,3- especificas) ou mais raramente o grupo éster carboxilico
secundario em sn-2 (lipases 2- especificas). Neste sentido, as lipases podem ser agrupadas
em lipases sn-1,3-regiosseletivas, lipases sn-2-regiosseletivas e por fim lipases nédo
seletivas (POPPE et al., 2018; TONG; BUSK; LANGE, 2016). A maioria das lipases
microbianas hidrolisa as posi¢des sn-1 e sn-3 dos triglicerideos, e apenas algumas sao
capazes de hidrolisar a posicdo sn-2 (CASAS-GODOQY et al., 2012). Por exemplo, as
lipases de Pseudomonas sp. e Pseudomonas Aeruginosa, Rhizopus miehei e Candida
rugosa hidrolisam o susbtatro trioctanoina preferencialmente em sn-1, enquanto a lipase
B de Candida antarctica mostra preferéncia sn-3 (KAPOOR; GUPTA, 2012). As lipases
de Rhizopus oryzae (BEN SALAH et al., 2001) apresentam uma melhor especificidade
para hidroélise de acidos graxos em sn-3 como também estéo habilitadas a hidrolisar acidos
graxos em sn-1, da mesma forma que as lipases de Aspergillus niger (LI et al.,
2018), Thermomyces lanuginosus (CAO et al., 2016), Penicillium crustosum
(HASNAOUI et al.,, 2022) apresentam regiosseletividade sn-1,3. Poucas lipases
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apresentam qualquer preferéncia por acilglicerol na posicdo sn-2, a qual é observada
somente para as lipases de Geotrichum candidum e Staphylococcus (HORCHANI et al.,
2012). Por fim, as chamadas lipases nao regioespecificas consistem em algumas enzimas
consideradas robustas e geralmente muito mais rapidas que atuam em quaisquer posi¢oes
acil de triacilglicerois e que produzem 1,2 (2,3)-sn-diacilglicerois, bem como 1,3-sn-
diacilglicer6is como intermediarios de reagdo, resultando na quebra completa de
triacilglicerdis em glicerdis (PARK; PARK, 2022). Os principais exemplos de lipases ndo
especificas sdo: Staphylococcus aureus, Candida viscosum, Pseudomonas fluorescens,
Bacillus glumae e Bacillus cepacia (CASAS-GODOQY et al., 2012).

Ademais, a Ultima especificidade a ser abordada consiste na enantiosseletividade,
a qual ocorre quando as lipases demonstram preferéncia a um determinado enantiébmero
R ou S de uma molécula quiral em uma mistura de ambos racematos (MITCHELL et al.,
2008). As lipases tém sido amplamente utilizadas para a resolucéo de alcoois e acidos
carboxilicos através de hidrolises assimétricas dos ésteres correspondentes (KIRCHNER;
SCOLLAR; KLIBANOV, 1985). A titulo de exemplo, as lipases de Pseudomonas
cepacia imobilizadas em celite foram relatadas por (RASALKAR; POTDAR;
SALUNKHE, 2004) como catalizadores eficientes para a resolucéo de alcool em liquido
ibnico hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio [bmim]PFe. Outra importante
lipase destacada na literatura compreende a lipase de Thermomyces lanuginosus que tem
sido descrita como a melhor enzima nas resolugdes cinéticas de (Z)-4-trifenilmetoxi-2,3-
epoxibutan-1-ol, um bloco de construcdo quiral sinteticamente Util, e outra atuacdo
interessante desta enzima esta na resolucdo de uma di-hidropirimidona ativada por N3-
acetoximetil, um precursor do agente anti-hipertensivo de di-hidropirimidona
(FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

3.6.4. Reacdes catalisadas pelas lipases
3.6.4.1. Hidrdlise

Conforme visto anteriormente, as lipases séo hidrolases que atuam nas ligacoes
éster carboxilico presentes no substrato padrdo (triglicerol) para liberar diglicerol,
monoglicerol, glicerol e acidos graxos ilustrado na Figura 15. As lipases sdo Unicas
devido a sua natureza interfacial, ou seja, os substratos (lipidios) sdo insoliveis em agua,

enquanto as enzimas sdo solUveis e, portanto, catalisam as rea¢des na interface lipidio-
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agua envolvendo adsorcédo interfacial e subsequente catalise. No geral, as lipases nédo

requerem cofatores para sua atividade catalitica (NAGARAJAN, 2012).
0
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Figura 15 - Representacdo da reacdo de hidrdlise catalisada pela lipase. Fonte: (JIANG;
LOOS, 2016).

3.6.4.2. Esterificagéo

Sob condigdes termodinamicas favoraveis (baixa atividade de agua), as lipases
catalisam uma variedade de reac6es de sintese que podem ser classificados em dois tipos
principais: reacdes de esterificacdo e transesterificacdo. A esterificacdo, de maneira geral,
é um processo de sintese termodinamicamente controlada que envolve o duplo
deslocamento entre o acido carboxilico livre (doador acil) e alcool (receptor acil) para
formacdo de éster e agua, como apresentado na Figura 16 (PARIKH; LANJEKAR,;
RATHOD, 2019; VILAS BOAS; DE CASTRO, 2022). A tioesterificacio e a amidacio
sdo reacOes semelhantes, que apresentam os respectivos tiol e amina como substratos
(CASAS-GODOY et al., 2012).
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Figura 16 - Reac0es de esterificacdo catalisadas pelas lipases. Fonte: (CASAS-GODOY
etal., 2012).

O mecanismo de esterificacao catalisada por lipases também é semelhante ao das
serina proteases, sendo ambos caracterizados por dois intermediarios tetraédricos, onde o
primeiro intermediario tetraédrico € formado pelo ataque nucleofilico do residuo serina
da triade catalitica ao acido carboxilico livre (doador acil). Este intermediario perde uma
molécula de agua para formar um complexo acil-enzima e posteriormente a molécula de
alcool (receptor acil) ataca o complexo (ataque nucleofilico) para dar origem ao segundo
intermediéario tetraédrico, que, por fim, este perde uma molécula de éster e a enzima
retorna a sua forma nativa. Ambos os intermediarios tetraédricos possuem um oxianion
que é estabilizado por ligacdes de hidrogénio aos atomos da proteina provenientes do hole
oxianion (GANDHI et al., 2000).

Termodinamicamente, a reacdo direta de sintese de éster é favorecida no inicio da
reacdo quando ha alta concentragdo dos reagentes, com a posicdo de equilibrio deslocada
para a direita, no entanto, a medida que as moléculas de dgua se acumulam no sistema
reacional, o equilibrio é deslocado para o sentido inverso (esquerda), favorecendo
a hidrolise do éster (ONOJA et al., 2018). Nesse sentido, o uso de peneiras moleculares
para controlar o excesso de agua na reagdo tem sido relatado como uma poderosa
ferramenta para melhorar o desempenho da reacdo enzimética uma vez que 0S

rendimentos de éster podem ser aumentados removendo o subproduto, ou seja, a agua, a
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fim de deslocar o equilibrio quimico para a formacéo do produto (FALLAVENA et al.,
2014; PARIKH; LANJEKAR; RATHOD, 2019). A reacdo de esterificacdo pode ocorrer
em sistemas com baixo teor de agua, com uso de solventes, ou mesmo em meios sem

solvente.

No processo quimico convencional, acidos como cido cloridrico e &cido sulfurico
sdo frequentemente utilizados como catalisadores da reacdo de esterificacdo, embora
existam desvantagens da sintese de ésteres realizada quimicamente devido ao custo
energeético associado as altas condi¢fes operacionais de temperatura e pressdo, além da
baixa especificidade destes catalisadores, caracterizadores pela degradacdo parcial dos
produtos e formacdo de subprodutos indesejados que requerem outras etapas de
purificacdo (VILAS BOAS; DE CASTRO, 2022). A esterificagdo catalisada por lipases
tem recebido importancia no campo da producéo de ésteres, visto que este € um processo
ambientalmente atraente que apresenta apenas agua como o unico subproduto resultante
e, além disso, ndo envolve o uso de solventes perigosos ao ser humano e ao meio ambiente
em contraste com 0s processos convencionais de sintese quimica (SARMAH et al., 2018).
Além disso, entre os fatores importantes que influenciam o rendimento de éster tem-—se
as concentracfes de enzimas e substratos, razdo molar, o valor de pH da reagdo e

temperatura, as taxas de mistura e o teor de agua (STERGIOU et al., 2013).

3.6.4.3. Transesterificagédo

O segundo tipo principal de reacdo catalisada pelas lipases consiste na
transesterificacdo, também chamada de alcodlise, a qual € uma reacdo reversivel em que
ocorre uma troca de um radical acila do grupo éster presente em triglicerideos (TAG) com
o grupo alquila de um alcool (Figura 17) semelhante a hidrélise para resultar na formacéao
de ésteres metilicos de acidos graxos (biodiesel) e glicerol bruto, em um processo de trés
etapas onde os triglicerideos sdo convertido em diglicerideos, seguido por
monoglicerideos (KANDASAMY et al., 2020; TAJUDDIN; LEE; WILSON, 2016).
Entre os alcoois que podem ser usados no processo de transesterificacdo tem-se o
metanol, etanol, propanol, butanol, alcool amilico etc, todavia, 0 metanol e o etanol sdo
os alcoois mais utilizados devido ao seu baixo custo e as vantagens quimicas (alcool polar
e de cadeia mais curta) (HANH et al., 2009).
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Figura 17 - Mecanismo de reacdo de transesterificacdo. Fonte: (THANGARASU;
ANAND, 2019).

Em termos gerais, o termo transesterificacao refere-se a troca de grupos entre um
éster e um alcool (alcodlise), ou ainda entre um éster e um acido (aciddlise), entre um
éster e um uma amina (aminolise), ou entre dois ésteres (interesterificagdo) (Figura 18)
(BORRELLI; TRONO, 2015).

Nesse contexto, de escassa producdo cientifica sobre a sintese enzimatica do
PGME, o presente trabalho tem como proposta a inédita sintese enzimatica deste éster
catalisada por lipases, as quais ndo tém sido empregadas com este intuito apesar da alta
eficiéncia em catalisar uma ampla gama de reacGes, incluindo-se a esterificacdo. A
investigacdo da solubilidade da PG em solventes orgénicos é um ponto crucial e tem a
contribuir diante o cenario limitado de solventes aquosos abordados na literatura. Além
disso, 0 2-HDEAL como um novo LI prético desenvolvido nos altimos anos € uma
alternativa promissora para a melhora da solubilidade do AA nédo proteinogénico PG,
devido as propriedades fisico-quimicas deste cossolvente. Sabendo-se da importancia dos
antibidticos para a saude e qualidade de vida, é crucial desenvolver pesquisas com o

enfoque em novas alternativas de sintese de seus intermediarios que aliem uma boa



36

producdo e processo sustentavel em todas suas etapas, utilizando um biocatalizador

biodegradavel por exemplo.

Transesterificacao

Acidolise

o) o) 0 0
T Jwes . A
R o~ R o” R1 o R2 o”

Aminolise

0 o) 0 0
J U N e
R o~ R1 N R1 B R2 N
H H

Alcoolise

0 0
/U\ _R3 4+ R-OH «——> /U\ _R2 + OH-R,
R1 0 R1 o

Interesterificagao
o] o] o] o]
Ao o, ) (e
<« > +
Ri o BT o Ri 5" R2 &

Figura 18 - ReacOes de transesterificacdo catalisadas pelas lipases. Fonte: (CASAS-
GODOY etal., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Lipases B de Candida antarctica na forma livre (CALB Liv) e imobilizada
(CALB IM, Novozym 435), lipase de Thermomyces lanuginosus livre (TLL Liv) e
Eversa® Transform 2.0 (EV Liv), lipase Pseudomonas Fluorescens (PFL liv) e de
pancreas de porco (PPL Liv) todas produzidas pela Novozymes, foram adquiridas da
Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, EUA), lipase de Thermomyces lanuginosus
imobilizada em Immobead 150 (TLL IM) foi adquirida da ChiralVision B.V. (Den Hoorn,
Holanda). A tributirina 97% e reagente Bradford foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Reagentes (R)-(-)-2-fenilglicina 99% (D-Phenylglycine - PG) e (R)-(-
)-2-éster metilico de D-fenilglicina 97% (D-Phenylglycine Methyl Ester -PGME) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Lactato de 2-hidroxi dietilamonio
(2-HDEAL) foi gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa do Departamento de
Engenharia Quimica, Universidade Federal da Bahia. Os reagentes utilizados em grau
analitico foram: metanol (&lcool metilico PA.ACS 1so), &cido cloridrico PA.ACS 36,5%,
heptano PA 99,5 %, todos produzidos pela Exodo Cientifica (Sumaré, SP, Brasil), acetato
de metila PA.ACS da Dinamica Ltda (Séo Paulo, SP, Brasil), metanol e 2-propanol grau
HPLC da Supelco® (St. Louis, MO, EUA), hidroxido de potéssio em lentilhas 85 % da
Neon Reagentes Analiticos (Suzano, SP, Brasil), fosfato de potassio monobasico e
bibasico anidro P.A da Synth® (Diadema, SP, Brasil).

4.2. Atividade enzimatica

A atividade hidrolitica das lipases estudadas foi baseada na metodologia descrita
por Beisson et al. (2000), com adaptacdes. O método consiste em adicionar um volume
de 25 pL da solugdo enzimatica a um meio reacional contendo uma mistura de 1,5 mL de
tributirina, 6 mL de tampéo fosfato de sdédio 100 mM a pH 7,4 e 16,5 mL de agua
destilada, condicionados em um reator encamisado de vidro borossilicato acoplado a um
Banho Ultratermostatizado Digital com cuba soldada (SL-152/18, SOLAB) (Piracicaba,
SP, Brasil). A reacao foi realizada a 37 °C durante 5 minutos aplicando-se uma agitacédo
de 650 rpm & mistura reacional. A atividade hidrolitica foi calculada a partir do consumo

de KOH 0,02 M necesséario para neutralizar o &cido butirico liberado na reacéo,
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monitorado por titulometria em um titulador Tritando 907 Metrohm (Herisau, Suica) A
atividade enzimatica foi expressa em TBU (unidade de hidrolise de tributirina), definida
pela quantidade de enzima necessdaria para liberar 1 pmol de 4cido butirico por minuto

nas condicdes de ensaio.

4.3. Avaliacdo de solubilidade da PG em meios com baixa atividade de dgua

Os ensaios de solubilidade da PG (Sb), nos solventes selecionados com baixa
atividade de agua, foram conduzidos com base na metodologia de Jauregi et al. (2001) e
Monteiro et al. (2021), com adaptacdes. Assim, massas com aproximadamente 10 mg de
PG foram medidas em Balanca Semi-micro Analitica (HPBG2285-ion, BEL) (Monza,
Italia), distribuidas em frascos de vidro ambar com tampa e capacidade de 60 mL. Um
volume de 10 mL do solvente (heptano ou acetato de metila) (Tabela 1) foi adicionado
aos frascos para as diferentes condi¢cdes avaliadas: presenca de acido (17 uL de HCI 0,5
M), base (120 pL de KOH 5 M) ou liquido i6nico prético 2-hidroxi lactato de
dietilaménio (2-HDEAL) (100 pL), ou ainda nenhum destes. Os recipientes foram
mantidos em uma Incubadora Shaker (SL-222/125, SOLAB) (Piracicaba, SP, Brasil),
com agitacdo de 250 rpm e aquecimento de 40 °C durante aproximadamente 20 horas
para favorecer a possivel dissolucdo do material. Apds o periodo descrito, a agitacdo foi
interrompida e as solugfes foram mantidas em repouso por 15 minutos a fim de aguardar
a precipitacdo do material ndo soltvel. Apds intervalo de repouso, aliquotas em duplicatas
de 1 mL da fase liquida (sobrenadante das suspensdes) foram coletadas e transferidas para
eppendorfs de 2 mL, aquecidos a 50 °C em agitador magnético com aquecimento (C-
MAG HS 7, IKA) (IKA® KS, Staufen, Alemanha), e sob exaustdo por 10h para remocao
dos solventes. Ap6s a secagem completa, 2 mL de uma solucdo de metanol/agua 1:1 (v/v)
foram adicionados em cada eppendorf para solubilizacdo completa do conteudo, seguida
por agitacdo intermediaria em agitador mini vortex (CRV-45X) CappRondo (Capp,
Nordhausen, Alemanha) e posterior filtragdo em seringa com filtro membrana PES 0,22
pm 30 mm Kasvi (Sao José dos Pinhais, Pr, Brasil). Posteriormente, as solu¢fes foram

condicionadas em vials de vidros para quantificacdo de PG por cromatografia liquida.
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Tabela 1 - Solventes ou sistema de solventes avaliados na solubilidade de fenilglicina
(PG).

Ensaio  Solvente (10 Base (KOH  Liquido l6nico  Acido (HCI

mL) 5M) (100 pL) 0,5 M)
Sh1 Heptano * * *
Sbh 2 Heptano 120 uL * *
Sb 3 Heptano * 2-HDEAL *
Sb4 AC de metila * * *
Sh5 AC de metila 120 pL * *
Sh 6 AC de metila * 2-HDEAL *
Sh7 AC de metila * * 17 pL

AC de metila: Acetato de metila; 2-HDEAL.: Liquido idnico 2-hidroxi lactato de dietilaménio.

4.4. Espectroscopia de varredura na faixa UV-Visivel

Para a espectroscopia de varredura na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis),
realizou-se o célculo da intensidade de luz absorvida pelas amostras, a partir da irradiagcdo
em uma ampla faixa de comprimentos de onda. Neste sentido, os espectros para a PG e
PGME foram obtidos em um espectdmetro UV-vis Thermo Scientifc, modelo Genesys
10S da Thermo Scientific (Waltham, MA, EUA) com faixa de varredura de 200 a 1000
nm, utilizando-se o Software Optional VISION lite 5. As solugdes dos compostos foram

preparadas nas concentracdes de 10 mM em tampao fosfato (70%) e metanol (30%).

4.5. Esterificacdo enzimatica

Um estudo foi conduzido a fim de obter-se PGME por esterificacdo enzimatica de
PG catalisada por lipases, na presenca de metanol e em solventes com baixa atividade de
agua. As reacdes de esterificacdo foram conduzidas em batelada em frascos de vidro
ambar, iniciadas pela adic¢éo de lipase comercial (diferentes cargas de enzima, em TBU/g
de PG) em uma mistura contendo solvente (heptano ou acetato de metila), metanol e PG
em uma propor¢do molar de 24:1 e KOH 5M (120 pL) ou HCI 0,5 M (17 pL) ou liquido

ibnico ndo comercial 2-HDEAL, a depender da estratégia adotada em cada ensaio. A
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reacao foi mantida sob agitacdo de 250 rpm em incubadora Shaker (SL-222/125, SOLAB)

em temperaturas na faixa de 30 a 50° C, por 3 a 7 dias, dependendo do ensaio.

4.6. Hidrdlise enzimatica

As reacOes de hidrolise foram realizadas a fim de avaliar a especificidade das
lipases em catalisar a hidrdlise do PGME em PG. A reacdo foi realizada em frascos de
vidro ambar com capacidade de 100 mL, contendo 50 mL de fosfato de s6dio 20 mM, pH
7, e lipases B de Candida antarctica (CALB), lipase de Thermomyces lanuginosus livre
(TLL) e Eversa® Transform 2.0 (EV), lipase Pseudomonas Fluorescens (PFL) e de
pancreas de porco (PPL) livres na razdo de 50000 TBU/ 0,1 g PGME, condicionados a
50 °C com agitacdo de 250 rpm por 96 horas em Incubadora Shaker (SL-222/125,
SOLAB). Durante a reacdo, foram coletadas amostras em intervalos de tempo definidos
(5 min, 10 min, 20 min, 40 min, 1 h, 1 he 10 min, Lhe 20 min, Lhe 40 min,2h,4h ,5
h,6h,24h,28h,48h,52h, 72 h, 76 h e 96 h) para acompanhar a quantidade de PGME
e PG no meio. As amostradas coletadas eram aquecidas a 90 °C por 5 minutos em banho
termostatico para desnaturacdo das enzimas presentes, interrompendo consequentemente
a catalise. Apos secagem, descrita na secdo 4.7, as amostras foram diluidas com volume
fixo de solvente metanol/agua na proporcao 1:1 (v/v), filtradas com seringa associada ao
filtro membrana PES 0,22 um 30 mm Kasvi e armazenadas para quantificacdo dos

compostos de interesse por cromatografia liquida.

4.7. Secagem

Amostras do meio de esterificacdo foram secas a 70 °C por 12 horas em estufa a
vacuo (SL-104, SOLAB), acoplada a uma bomba de vacuo (SL-60, SOLAB) para
remocao dos vapores para uma capela com exaustdo. Também foram realizados ensaio
de secagem a 30 °C por 24 horas em estufa a vacuo, bem como apenas a temperatura
ambiente por 48 horas sob exaustdo. Realizou-se também um ensaio de secagem de
amostras padroes de PG e PGME (10 mg) foram submetidas a secagem (condigéo I: 30°C
por 24 horas; e condigdo 11 70°C por 12h) em meios similares aos de reacdo enzimatica
para investigar se as amostras provenientes da reacéo de esterificacdo enzimatica sofriam

degradacéo ou hidrdlise indesejada nas temperaturas dos ensaios de secagem.
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4.8. Métodos cromatograficos

4.8.1. Caracterizacdo e quantificacdo de PG e PGME por cromatografia liquida

PG e PGME foram quantificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(High-performance liquid chromatography -HPLC). A separagdo cromatogréfica foi
realizada em um cromatografo Waters Alliance 2695 (Waters Co., Milford, CA, EUA),
equipado com uma coluna de adsorcdo hidrofébica (fase estacionaria) Phenomenex
Gemini C18 (Torrance, CA, EUA), cujas dimensdes séo 150 x 4,6 mm e tamanho de
particula de 5 um. A fase movel isocratica, constituida por 70% de tampao fosfato 20 mM
pH 7 e 30% de metanol, foi mantida a uma taxa de fluxo de 1 mL/min. O volume de

injecdo era de 20 pL e os analitos foram identificados em detector UV em 214 nm.

A separacdo cromatografica também foi realizada utilizando-se um sistema de
cromatografia liquida Waters, tendo-se com fase estacionéria uma coluna Waters Xbridge
BEH Phenyl (Waters Co., Milford, CA, EUA) de 150 mmx3,0 mm e 3,5 pum de tamanho
da particula. A fase movel, a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min, consistiu no seguinte
gradiente: 0 min, 30% B; 3 min, 45% B; 5 min, 50% B; 12 min, 80% B; 13 min, 30% B;
15 min, 30% B, sendo o eluente “A” formado por 0,1% (v/v) de acido formico em agua
Milli-Q e o eluente B formado por 0,1% (v/v) de &cido férmico em metanol. Todas as
analises foram realizadas a 25 ° C, volume de injecdo de 20 pL e os analitos detectados

por UV em 214 nm.

4.8.2. Caracterizacdo do éster PGME via cromatografia gasosa

A presenca de PGME nas amostras de reacdo foi investigada por cromatografia
gasosa (Gas chromatography-GC) em um cromatografo de fase gasosa 7890A (Agilent
Technologies, PA, EUA), equipado com um detector de ionizacdo a chama (FID) e injetor
do tipo split-splitless. A coluna empregada foi uma HP-5 (5%-fenil-metilpolissiloxano)
de 30 m x 0,320 mm de diametro x 0,25 um de espessura de filme (Agilent Technologies).
Utilizou-se gradiente de temperatura para realizacdo da separacdo cromatografica, sendo
a temperatura inicial 70 °C, e posteriormente, na taxa de 10° C/min, chegou-se a 250 °C,
ficando nesta temperatura por 1 minuto. As amostras foram dissolvidas em 300 pL de 2-
propanol grau HPLC, e o padréo foi preparado nas concentragcdes de 0,5 e 1,0 g/L em 2-

propanol e na concentracdo de 0,5 g/L em 2-propanol, contendo 100 pL de 2-HDEAL, a
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fim de analisar se o tempo de retencédo do analito se alterava na presenca de liquido idnico.

Neste caso, utilizou-se também como branco uma solucéo de 2-HDEAL em 2-propanol.

4.8.3. ldentificacdo de PGME por cromatografia liquida acoplada a espectrofotémetro

de massas

PGME foi identificado por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry- LC/MS) utilizando-se o
cromatdgrafo liquido de ultra performance Waters Acquity (Waters Co., Milford, CA,
EUA), composto por uma bomba quaternaria, com injetor automatico Waters Acquity H-
Class Sample Manager — Flow Through Needle, acoplado a um analisador de massa
Xevo-TQD (Waters Co., Milford, CA, EUA) com fonte de ionizacdo a pressdo
atmosférica do tipo electrospray (ESI), operando no modo positivo. Os cromatogramas e
espectros de massa foram registrados através do software Mass-Lynx. Para a otimizacgéo
das condicGes de ionizacao, preparou-se uma solucao padrdo de PGME na concentracdo
de 9,8 ug/mL utilizando-se uma solugdo de metanol e &gua na proporcao de 1:1 v/v como
diluente. Esta solucdo foi infundida no sistema a uma vazéo de 20 pL/min e as condic¢oes
estabelecidas foram: temperatura da fonte 150 °C, voltagem do capilar 3,7 kV,
temperatura de dessolvatacdo 400 °C, vazdo do gas de dessolvatacdo 1000 I/h. A energia
de colisdo (CE) e a voltagem do cone foram otimizadas, para cada transigéo, utilizando-
se 0 software MassLynx através da ferramenta de ajuste automatico Intellistart. A coluna
Waters Acquity UPLC BEH Fenil (100 x 2,1 mm; 1,7 um) foi utilizada para a separagao
cromatografica, que ocorreu no modo gradiente de elui¢do, sendo o solvente A = agua,
contendo 0,1% de &cido formico e o solvente B = metanol, contendo 0,1% de &cido

férmico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacdo do meio reacional e solubilidade da PG

Apesar da ampicilina permanecer como um dos antibioticos mais consumidos
mundialmente, os relatos de solubilidade deste e do seu produto de hidrolise enzimatica
(PG) sdo escassos na literatura em diferentes condi¢Ges operacionais, sobretudo em meios
ndo aquosos (FELIX; CHIAVONE-FILHO; MATTEDI, 2016; WADE; BENJAMIN,
2011). Diante da presente investigacdo da sintese enzimatica do éster, a avaliacdo da
solubilidade da PG em solventes com baixa ou nula atividade de agua foi uma etapa inicial
indispensavel no estudo desta rota, que é inédita na literatura, uma vez que em ambientes
aquosos as lipases apresentam natural preferéncia pela reacdo inversa (hidrdlise) a
esterificacdo desejada.

Assim, a solubilidade da PG foi avaliada seguindo-se as metodologias adaptadas
de Jauregi et al. (2001) e Monteiro et al. (2021), de forma que a matéria sélida de
fenilglicina foi adicionada aos solventes: heptano (solvente com propriedade apolar) e
acetato de metila (solvente com propriedade polar), ambos em conjunto com metanol 24:1
(com referéncia no nimero de mols de PG) adotado nas reagdes realizadas, e entdo as
amostras foram agitadas e aliquotas coletadas para caracterizacdo posterior em HPLC.
Quanto a solubilidade aparente, a PG manteve-se insollvel em ambos os solventes,
apresentando massa concentrada ao fundo do recipiente. A nula ou desprezivel
solubilidade tornou-se evidente no, na qual se constata que as massas de fenilglicina
adicionadas aos solventes (em conjunto com o0 metanol 24:1) ndo dissolveram em heptano
(Sb 1), assim como em acetato de metila (Sb 4). Tais resultados corroboram com as
pesquisas de Cohn e Edsall (1943), que destacam que a solubilidade dos AAs diminui em
sistemas de solventes organicos puros a um ponto consideravelmente baixo quando

comparado com a agua.

Ademais, a alcalinizacdo do meio em heptano ndo promoveu a solubilizacdo de
PG (Sb 2). Apesar de muito baixa (<0,1 mM) (Tabela 2), confirmou-se que a incluséo da
base foi vantajosa para a solubilizacdo da PG em KOH/AC (Sb 5). A acidificagdo com
HCI foi empregada apenas em acetato de metila para apoiar 0s ensaios de reacdo

enzimatica. Quando se acidificou 0 meio HCL/AC (Sb 7), a solubilidade da PG atingiu



44

um valor médio de 0,7476 = 0,0728 mM (Tabela 2), valor esse superior ao obtido em

acetato de metila alcalinizado.

Com base na pesquisa de Needham et al. (1971), que comprova aumento de
solubilidade de aminoécidos em solventes (aquosos ou ndo) mediante a adicdo de cido
ou base, adotou-se neste estudo a alcalinizagcdo em parte dos ensaios com adicdo de 120
puL de KOH 5M, atingindo-se pH em torno de 12-13, assim como se adotou também a
estratégia de acidificagdo com 17 pL de HCI 0,5 M atingindo-se pH 5, sendo ambas faixas
de pH escolhidas para exceder ou aproximar-se das constantes de dissociacdo (pKa) da
fenilglicina ( pKal= 1,71 + 0,06 e pKa2 = 9,00 + 0,05, a 30°C) com a finalidade de
promover uma melhora da solubilidade desta nos solventes selecionados (RUIZ et al.,
2002). Ampicilina e fenilglicina (PG) possuem em sua estrutura grupos amino e carboxila
que atribuem caracteristicas acidas e basicas coexistentes na mesma molécula e, devido
a isso, tais compostos podem em solucdo coexistir em trés diferentes formas ionicas
(catidnica, zwitteridnica e anidnica) de diferentes solubilidades, a depender do pH da
solugdo (FELIX; CHIAVONE-FILHO; MATTEDI, 2016). A faixa acida abaixo do pKal
ndo foi explorada devido a incompatibilidade com a estabilidade das lipases, que
desnatura em pH acido (AHMAD et al., 2010).

Tabela 2 - Solubilidade média da fenilglicina em acetato de metila e metanol (raz&o molar
24:1) na presenca de KOH, liquido i6nico prético (2-HDEAL) ou HCL.

Amostra Solubilidade média
(mM)
Sh5 KOH/AC 0,066 + 0
Sb 6 LI/AC 2,686 + 0,026
Sh7 HCL/AC 0,748 + 0,073

Devido as suas propriedades fisico-quimicas, os liquidos idnicos (LI’s) t€ém sido
utilizados como solventes, os quais sdo capazes de dissolver uma gama de compostos:
organicos, inorganicos, metalicos e poliméricos, etc (TIAN et al., 2017). Nesta
perspectiva, o liquido i6nico prético e ndo comercial 2-HDEAL foi utilizado como

cossolvente em um ambiente ausente de agua para investigar os efeitos da presenca deste
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na solubilidade da PG. O sistema LI/Heptano ndo possibilitou nenhuma solubilizacao de
PG, enquanto que o sistema LI/AC permitiu a maior solubilizacdo de PG nas condi¢cbes
avaliadas (Sb 6), atingindo uma solubilidade média de 2,686 + 0,026.

Segundo Hossain et al. (2017), o anion presente nos LI’s, para as solugdes
aquosas de aminoacidos, promove preferencialmente ligacdes as por¢des ndo polares dos
aminoéacidos hidrofobicos, exercendo importante papel na direcdo e magnitude dos
fendmenos de solubilidade em LI. Apesar do ambiente em solvente organico, 0s
resultados de melhores solubilidade, observados em acetato e LI, expressam de maneira
analoga o desempenho do anion carboxilico caracteristico do LI protico 2-HDEAL
(KULHAVY et al., 2016), que demonstrou desempenhar um papel importante para
promover uma melhora da solubilidade da PG em acetato de metila, devido sobretudo a

sua interagdo com a porcéao apolar na molécula (anel aromatico fenil).

A glicina é um aminoécido relativamente solUvel em dgua a temperatura ambiente
e muito insoltvel em solventes organicos, enquanto que a solubilidade da fenilglicina é
relativamente baixa em agua e, portanto, é frequentemente encontrado na forma sélida
(cristalina) no solvente (JAUREGI et al., 2001). E reportado que a solubilidade da PG em
agua € bem mais expressiva (por exemplo, 32,27 mM a 25 °C e pH 7,00) que aquela em
solugdes pouco aquosas (FELIX; CHIAVONE-FILHO; MATTEDI, 2016).

5.2. Espectroscopia

A espectroscopia de UV-Vis foi utilizada com o objetivo de obter informacdes
sobre a composicdo quimica de amostras de PG e PGME comerciais usadas como padrdes
analiticos. Os espectros de absor¢do UV-Vis de PG e PGME sdo apresentados na Figura
19, ambas na concentragdo de 10 mM em tampéo fosfato pH 7 (70 %) e metanol (30 %).
Observa-se absor¢do elevada de ambos 0s compostos na regido entre 200 e 275 nm, que
compreende a faixa do UV, exibindo a PG um méaximo de absor¢do em 226 nm e PGME
em 230 nm. Ademais, nota-se que as bandas de absor¢do para ambos 0s compostos
apresentaram comportamento similar com um decaimento exponencial ap0s 0 maximo
de absorc¢éo, seguidos por um segundo ponto maximo em comum em 256 nm. Resultados
semelhantes foram obtidos por Palumbo et al. (1981), os quais observaram absorcdo de
PG em &cido sulfirico na regido UV de 210-300 nm, com absorgdo méxima em 224.
Segundo Galo e Colombo (2009), o desempenho de todo o sistema Optico depende
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altamente do comprimento de ondas que € utilizado, pois em alguns casos, a exemplo de
sistemas refratores, as propriedades Opticas dos materiais se alteram com o comprimento
de onda. Ademais, ambos os compostos apresentam perfil de absor¢do muito proximos,
impedindo assim a utilizagdo desta técnica para caracterizar separadamente tais moléculas
em solucdes que contenham ambos PG e PGME. Ainda assim, tais resultados foram
importantes para confirmar o comprimento de onda a ser adotado nas demais técnicas de
caracterizacgdo que se utilizem de detector UV. Com base na metodologia de Wilson et al
(2009) e nos resultados obtidos desta espectroscopia, as amostras obtidas na reagéo de
sintese de PGME a partir de PG foram analisadas por cromatografia liquida acoplada a

um detector UV em 214 nm.

wwwww

D-fenilglicing

(a) (b)
Figura 19 - (a) espectros de absorcdo de fenilglicina (PG) e éster metilico de fenilglicina
(PGME) na regido UV-Vis (200-750 nm), (b) visualizacdo ampliada dos espectros de
absorcdo de PG e PGME na regido UV (<400 nm).

5.3. Atividade de hidrolise de tributirina

As atividades hidroliticas de tributirina catalisadas pelas lipases comerciais sdo
apresentadas na Tabela 3, as quais foram medidas com o intuito de se definir a carga de
enzima para as reacOes posteriores. Foram utilizadas entdo as lipases livres (nédo
imobilizadas) comerciais e de fonte microbiana: lipase B de Candida antarctica (CALB),
lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL), Eversa® Transform 2.0 (EV), de
Pseudomonas Fluorescens (PFL) e de origem animal: lipase de pancreas de porco (PPL)
e lipases imobilizadas de Candida antarctica (CALB IM) e de Thermomyces lanuginosus
(TLL IM).
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Tabela 3 - Atividades hidroliticas de lipases comerciais a 37°C e pH 7,0 usando tributirina
como substrato. As atividades sdo expressas em unidades de tributirina (TBU) por

mililitro (para lipases liquidas) ou por grama (para lipases sélidas).

Lipase/Unidades Atividade de

hidrolise (Ay)
CALB (TBU/mL) 12.330,11
CALB IM (TBU/qg) 3.065,907
TLL (TBU/mL) 68.888,61

TLL IM (TBU/g) 8.370,57

EV (TBU/mL) 77.128,10
PFL (TBU/Qg) 17.026,10
PPL (TBU/g) 30.162,14

CALB: lipase B de Candida antarctica; TLL: lipase de Thermomyces lanuginosus; EV: Eversa
Transform 2.0; PFL: lipase de Pseudomonas fluorescens; PPL: lipase de péncreas de porco; IM:

imobilizada.

5.4. Hidrolise de PGME

As concentragdes de PGME e PG, no meio reacional constituido de tampéo
fosfato de s6dio 20 mM e pH 7, foram monitoradas via técnica analitica em HPLC para
as amostras coletadas em intervalos de tempo definidos até atingir-se o tempo total da
batelada, com o intuito de avaliar a reacdo de hidrdlise de PGME catalisada pelas lipases
comerciais: de Candida antarctica tipo B (CALB), de Thermomyces lanuginosus (TLL),
Eversa® Transform 2.0 (EV), de Pseudomonas Fluorescens (PFL) e de pancreas de porco

(PPL), todas na forma livre.

A Figura 20 apresenta o perfil de conversdo de PGME em PG ao longo de 96
horas de ensaio, na qual se observa que o éster € mais rapidamente consumido pela reacao
catalisada pela lipase CALB, atingindo conversao de 100% de éster em PG ap0s 2 horas
de reacdo. As reacGes de hidrolise de PGME catalisadas por outras lipases também foram
eficientes, atingindo 100% de conversdo, porém em um tempo maior de hidrélise: 52
horas para as reagdes catalisadas por TLL e PPL e 72 horas para as reacdes catalisadas
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por EV e PFL. Conclui-se, portanto, que todas as lipases avaliadas sdo eficientes na

hidrolise de PGME, gerando equivalentemente PG.

1.0

0.8

0,61 i

0,4+

Conversio de PGME

0,2

0,0 T : ;
2 24 52 72 96
Tempo (h)

Figura 20 - Perfis de conversdo das hidrolises de PGME em PG catalisadas por lipases a
50°C e pH 7,0 em modo batelada. Vermelho: lipase B de Candida antarctica (CALB);
ciano: lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL); laranja: Eversa® Transform 2.0 (EV);

magenta: lipase de Pseudomonas Fluorescens (PFL) e azul: lipase de pancreas de porco.

Visando-se obter uma melhor compreensdo do desempenho destas lipases na
hidrélise do PGME, realizou-se um estudo comparativo dos parametros cinéticos Vmax
(taxa méaxima de reacdo) e Kn (constante de Michaelis-Menten) a partir dos mesmos
dados experimentais em tampéo fosfato de s6dio 20 mM e pH 7 a 50 °C. Para estimativa
dos parametros cinéticos, utilizou-se de regressdo ndo linear com minimizacéo da funcéo
objetivo, no qual os dados de concentragdo do substrato PGME ao longo tempo foram
ajustados a solucao de uma equacdo diferencial de Michaelis-Menten. Embora seja mais
desafiadora, a ferramenta computacional exibe mais eficiéncia quando comparado com o
método tradicional de ensaio de velocidades iniciais, que utiliza forma linearizada da
equacdo cinética (CHOI; REMPALA,; KIM, 2017). Desta maneira, as regressdes ndo
lineares, Figura 21, apresentaram bons ajustes dos dados preditos aos dados
experimentais, visto que o coeficiente de correlagdo R? calculado foi superior a 0,9

(Tabela 4), em todos os casos.
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Figura 21 - Regressdes néo lineares com ajuste da equagdo de Michaelis Menten para 0s
dados experimentais de concentracdo de PGME ao longo da reagéo de hidrolise catalisada
por: (a) CALB, (b) de TLL, (c) EV, (d) PFL e (e) PPL.
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Tabela 4 - Pardmetros cinéticos de Michaelis-Menten da hidrdlise do éster PGME
catalisada pelas diferentes lipases avaliadas, e o valor do coeficiente de correlacdo da

regressdo nao linear.

Enzimas Vmax Km R?
(mM/h)  (mM)

CALB 61,48 3,67 0,99
TLL 1,57 5,81 0,91
EV 1,66 6,90 0,94
PFL 0,59 4,86 0,96
PPL 1,31 5,09 0,94

De maneira geral, Vmax representa a taxa maxima alcancada pelo sistema quando
todos os sitios ativos da enzima estdo saturados com substrato (toda a enzima esta na
forma de complexo enzima-substrato), indicando que o aumento indefinido da
concentracdo do substrato ndo aumenta a taxa de uma reacdo além do seu ponto maximo,
e a constante de Michaelis representa a concentragédo de substrato na qual Vmax/2, ou seja,
quando metade dos sitios ativos da enzima estdo saturado com substrato (DORAN, 2013).

Neste &mbito, e de acordo com a Tabela 4, nota-se que a lipase CALB apresentou
maior valor de Vmax indicando que esta enzima é mais eficiente dentre as avaliadas para
processar 0 substrato PGME mais rapidamente, o que é evidente dado o tempo
significativamente menor de reacdo (2 horas) para conversdo completa do éster em PG.
Além disso, a CALB demonstrou maior afinidade pelo substrato, uma vez que apresento
menor valor de Ky, frente a hidrolise do éster e, assim, pdde atingir metade da sua taxa
maxima de reagdo em concentragcdes menores de substrato. As demais lipases (TLL, EV,
PFL e PPL) também apresentaram significativo desempenho, dados que os valores do
pardmetro de Kn também s&o baixos e confirmam a afinidade das lipases pelo substrato,
apesar de apresentarem menores taxas de reagdo por unidade de tempo, que esta
correlacionado com a alta duragéo da reacao entre 48 e 52 horas para conversdo completa
do éster. O sistema catalisado pela PFL apresentou relativo desvio no ajuste aos dados
experimentais, mas, apesar de ligeiramente inferiores, 0s parametros cinéticos seguem a

mesma tendéncia das demais lipases TLL, EV e PPL.
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A ativacdo interfacial de lipases (incluindo TLL, EV, PFL e PPL) envolve
normalmente a abertura de uma longa hélice da “tampa”, cobrindo o sitio ativo na
auséncia de uma interface hidrofébica. Ao contrario da maioria das lipases, a CALB
possui um sitio ativo tipo fenda préximo a superficie da enzima, ademais, ndo possui uma
grande tampa helicoidal cobrindo a entrada do sitio ativo, logo, ndo exibe uma forte
ativacdo interfacial. Assim, esse carater interfacial embasa a forte interacdo com o PGME,
pelo facil acesso do substrato ao sitio ativo (HOCK et al., 2018). Assim, a confirmagéo
da hidrélise enziméatica de PGME fundamenta a possibilidade da seletividade destas
lipases em catalisar a reacdo inversa, esterificacdo, a qual se apresenta como uma
promissora e sustentdvel rota de producdo deste intermediario da producdo de

antibidticos.

5.5. Técnicas cromatograficas usadas na identificacdo de PGME sintetizado por rota
enzimatica

5.5.1. Caracterizacdo via cromatografia liquida

Com o objetivo de identificar PGME produzido pela reacdo de esterificacdo
catalisada por lipases, utilizou-se a caracterizacdo do éster por cromatografia liquida, a
qual foi inicialmente adaptada a partir da metodologia descrita por Wilson et al. (2009).
Desse modo, as amostras foram eluidas isocraticamente com uma mistura de 70% (v/v)
de tampéo fosfato 20 mM pH 7,4 e 30% (v/v) de metanol, e detector UV a 214 nm. Os
tempos de retencdo identificados foram 3,904 e 8,278 minutos para a fenilglicina (PG) e
éster metilico de fenilglicina (PGME) respectivamente, para o tempo de analise de 15

minutos em coluna C18.

Para o ensaio 1, dados da Tabela 5, definiu-se o heptano como solvente (fonte
apolar), metanol (razdo molar PG:metanol de 1:24) como doador do grupo metila, em
conjunto com a adi¢do de 120 puL de KOH 5M, sendo este ultimo utilizado para favorecer
a dificil solubilizacdo da PG. Uma vez que o método cromatografico citado se mostrou
apto para identificar e quantificar tais compostos, a técnica foi entdo aplicada para
caracterizar as amostras provenientes desta reacdo enzimatica 1, 10 mg de PG
condicionada a 30 °C e 250 rpm por sete dias. Os resultados do primeiro ensaio
demonstraram que em todos 0s casos, a deteccdo de éster foi nula por este metodo,

inferindo na ndo ocorréncia da reacdo de esterificacdo catalisada pelas lipases (Figura 22).
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Tabela 5 - Lipases e cargas enzimaticas (em TBU) usadas na esterificacdo de PG (ensaio
1) com metanol (razdo molar 1:24) a 30°C, 250 rpm, sete dias de reacdo, em heptano
alcalinizado (120 pL de KOH 5 M). Sendo a massa de 10 mg de PG adicionada em 5 mL

de solvente.

Amostra Solvente Lipase Volume (mL)  Carga

(5mL) ou massa de (TBU)
lipase ()

rl-1.1 Heptano CALB 1mL 12330,11
rl-1.2 Heptano CALB 1mL 12330,11
rl-2.1 Heptano CALB IM 0,011 g 33,72
rl-2.2 Heptano CALB IM 0,011 g 33,72
ri-3.1 Heptano PFL 0,011g 187,29
rl- 3.2 Heptano PFL 0,011g¢g 187,29
rl-4.1 Heptano TLL 1mL 68888,61
rl-4.2 Heptano TLL 1mL 68888,61
rl-5.1 Heptano TLLIM 0,011g¢g 92,08
ri-52 Heptano TLLIM 0,011g¢ 92,08
rl-6.1 Heptano EV 1mL 77128,10
rl-6.2 Heptano EV 1mL 77128,10
rl-7.1 Heptano PPL 0,011g¢g 331,78
ri-7.2 Heptano PPL 0,011g¢ 331,78
rl: reagdo 1.

A concentracdo do substrato remanescente nas amostras é significativamente
elevada (Figura 22a), evidenciada pelas curvas com tempo de retencdo media de 3,914
min, diante do padrdo comercial de PG (3,904 min), indicado que a massa de PG
fornecida ao final do processo € muito préxima a fornecida do comeco da rea¢do. Em
contrapartida, que as mesmas apresentaram apenas pequenos ruidos na faixa prevista para
0 padrdo de PGME, dado o elevado desvio (média= 8,055 min) com referéncia ao tempo
de retencdo do éster (8,278 min) e, portanto, ndo podem ser utilizados para comprovar a

presenca do éster nas amostras pos a reacdo. A carga em TBU/g das lipases livres foi
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consideravelmente maior do que a fornecida de lipases imobilizadas em suportes, e apesar

disso os meios dispondo-se de enzimas livres também ndo apresentaram concentragdes
de éster mensuraveis por este método.
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Figura 22 - Cromatograma do (a) padrdo comercial de PGME (em preto) sobreposto pelos
cromatogramas das amostras reacionais (demais cores); e (b) visdo ampliada do item

anterior, com destaque para a regido prevista com o respectivo tempo de retencao do éster
padréo.

O mesmo método foi aplicado novamente para caracterizar, por sua vez, as
amostras provenientes da reacdo enzimatica 2 (Tabela 6) com a mesma massa de
substrato, realizada a uma temperatura ligeiramente maior (40 °C) a fim de fornecer mais
energia para a lipase, condicionada também a 250 rpm por sete dias. Além do heptano, o
acetato de metila (solvente polar) também foi utilizado como solvente principal,
mantendo-se 0 metanol (razdo molar PG:metanol de 1:24), com ou sem adigdo de 120 pL
de solugdo de KOH 5M nos meios reacionais. Ao que se segue, os dados do ensaio 2

também ndo apresentam concentracdes do produto de interesse (Figura 23), apesar da
nova condicdo de temperatura.
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Tabela 6 - Lipases e cargas enzimaticas (em TBU) usadas na esterificacdo de PG (ensaio

2) com metanol (razdo molar 1:24) a 40°C, 250 rpm, 7 dias de reacdo, em diferentes

solventes. Uma massa de 10 mg de PG era adicionada em 5 mL de solvente.

Amostra  Solvente  Lipase  Volume (mL) Carga KOH5M
(5mL) oumassade  (TBU) (uL)
lipase ()
r2-BR  Acetato * * * *
r2-BR  Heptano * * * *
r2-1.1 Heptano EV 0,5mL 38564, 120
r2-1.2  Heptano EV 0,5mL 38564, 120
r2-2 Acetato EV 1mL 77128, *
r2-3 Heptano EV 1mL 77128, *
r2-41 Heptano CALB 1,755 mL 21639, 120
r2-4.2 Heptano CALB 1,755 mL 21639, 120
r2-5 Acetato CALB 0,5mL 6165,0 *
r2- 6 Heptano CALB 2 mL 24660, *
r2-7.1 Heptano TLL 1mL 68888, 120
r2-7.2  Heptano TLL 2 mL 137777 120
r2- 8 Acetato TLL 1,305 mL 89899, *
r2-9 Heptano TLL 1,305 mL 89899, *
r2 10 Acetato PPL 0,2128 ¢ 6418,5 *
r2-11 Heptano PPL 0,21283 g 6419,4 *

Minutos

Figura 23 - Visualizagdo ampla para a regido e tempo de retencdo prevista para o éster

padréo em preto, e as amostras do ensaio 2 em demais cores.
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Em acréscimo, realizou-se um ensaio 3 com os padrdes de PG e PGME, com a
finalidade de observar se a temperatura de secagem é um potencial interferente, nas
condicBes testadas, no sentido de promover hidrélise enzimatica ou quimica. Para isso,
utilizou-se a metodologia desenvolvida de cromatografia liquida em coluna Waters
Xbridge BEH Phenyl ¢ fase movel “A” formada por 0,1% (v/v) de acido formico em agua
Milli-Q e o eluente “B” formado por 0,1% (v/v) de &cido férmico em metanol. Os tempos
de retengdo identificados foram 3,604 e 7,203 minutos para a PG e PGME

respectivamente, para o tempo de andlise de 15 minutos.

Amostras de PG e PGME (10 mg) foram submetidas a secagem (30°C por 24
horas) em meios similares aos de reacao na presenca da lipase TLL (Tabela 7). Observa-
se que as amostras I-s1 a 1-s6 (Tabela 7), contendo individualmente 10 mg de PG,
apresentaram apenas pequenas perdas associadas ao manuseio, enquanto ndo houve
sintese de éster, ainda que em meios na presenca da lipase TLL (I-s4 a 1-6). Uma massa
de 10 mg de PGME foi utilizada nos ensaios de secagem (ensaios 1-s7 a 1-s12,), e no qual
se verificou hidrélise alcalina do PGME (ensaio 1-s7), com consumo de aproximadamente
13,1% da massa do ester. Em 1-s10, o consumo de éster foi fortemente promovido pela
associacdo entre hidrélise enzimatica catalisada pela lipase e hidrélise alcalina pela base
forte que resultaram em conversdao de PGME em PG acima de 96% durante 24 horas de
secagem a 30 °C. Em I-s11 e I-s12 observou-se hidrdlise de PGME, porém em menor
quantidade, devido a baixa quantidade de agua na formulacéo da lipase liquida.

Na segunda etapa do ensaio (I1), adotou-se uma temperatura de secagem maior,
de 70 °C e menor duracdo (12 horas) para remocao completa dos solventes, e cujos dados
sdo apresentados na Tabela 8. Nos ensaios I1-s1 a 11-s6 ndo foram observadas perdas de
PG e nem deteccdo de PGME, mesmo em meios na presenga de lipase (11-s5 e 11-s6).
Nos ensaios de secagem do PGME, nas mesmas condicdes acima, observaram perdas de
massa expressivas em meio alcalinizado sem ou com lipase (76,08% e 99,02%), ensaios
11-s8 e 11-s12, respectivamente) e menos expressivas na presenca somente de lipase, sem
adicdo de base (22-30%, 11-s13 e 11-s14).

Com base nos resultados de secagem apresentados, constata-se que a presenca de
agua, mesmo em baixas concentragcdes, € altamente prejudicial se a reacdo de
esterificacdo é desejada. Constata-se que a reacdo alvo (esterificacdo de PG em PGME)
deve ser conduzida na auséncia de agua ou em baixissimas concentra¢fes para evitar a

reacdo inversa (hidrolise). Entdo, ainda que o PGME seja sintetizado pela reacdo de
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esterificacdo, existe uma maior seletividade da lipase pela sua reacdo inversa, sobretudo

em temperaturas mais elevadas. Além disso, pode-se confirmar que ambos compostos,

nos solventes organicos avaliados, mantém sua integridade mediante temperaturas de

secagem relativamente altas, sem degradacéo por aquecimento.

Tabela 7 - Dados de secagem realizada a 30 °C e 24 h no ensaio 3 (etapa ), para avaliacdo

de ocorréncia de degradagdo dos padrbées PG e PGME, ou hidrolise indesejada.

Amostras  Solvente Sigla Enzima  TBU KOH Consumo  Producao
PG da (mL) 5M PG (%) PGME
lipase (%)

I-s1 Heptano * * * 120 4,902 0
pL

I-s2 Heptano * * * * 0 0

[-s3 Acetato * * * * 0 0

I-s4 Heptano TLL 05mL 3444431 120 3,214 0
pL

I-s5 Heptano TLL 0,5mL 3444431 * 5,301 0

I-s6 Acetato TLL 05mL 3444431 * 6,704 0

Amostras Consumo  Produgéo
PGME PGME PG (%)
(%)

I-s7 Heptano * * * 120 13,198 22,412
puL

[-s8 Heptano * * * * 0 0

I-s9 Acetato * * * * 0 0

1-s10 Heptano CALB 0,5mL 616506 120 98,020 96,419
puL

I-s11 Heptano CALB 0,5mL 6165,06 * 7,534 9,089

I-s12 Acetato CALB 05mL 6165,06 * 2,826 3,923
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Tabela 8 - Dados de secagem realizada a 70 °C e 12 h no ensaio 3 (etapa Il), para avaliacdo

de ocorréncia de degradacédo dos padrées PG e PGME, ou hidrolise indesejada.

Amostras Solvente  Sigla Enzima TBU KOH Consumo Producéo
PG da (mL) 5M PG (%) PGME
lipase (%)
I1-s1 Heptano * * * 120 pL 8,711 0
I1-s2 Acetato * * * * 0 0
I1-s3 Heptano * * * * 8,008 0
I1-s4 Heptano * * * * 3,663 0
11-s5 Heptano TLL  05mL 3444431 120uL 7,719 0
I1-s6 Heptano TLL  0,5mL 3444431 * 0 0
Amostras Consumo Producéo
PGME PGME PG (%)
(%)
11-s8 Heptano * * * 120 uL 76,0766 31,9143
11-s9 Heptano * * * * 0 0
11-s10 Acetato * * * * 0 0
[1-s11  Heptano * * * * 0 0
[1-s12  Heptano CALB 05mL 616506 120uL 99,021 92,758
[1-s13  Heptano CALB 05mL 6165,06 * 22,037 5,266
I1-s14  Acetato CALB 05mL 6165,06 * 30,331 3,927

A metodologia de cromatografia liquida em coluna Waters Xbridge BEH Phenyl

foi novamente utilizada, desta vez para o ensaio 4 (Tabela 9), o qual se difere dos

experimentos anteriores pela utilizacdo do liquido idnico prético 2-HDEAL com a mesma

massa de substrato (10 mg), realizado na temperatura de 40 °C, agitacdo de 250 rpm por

sete dias. Acetato de metila foi utilizado como solvente principal em todos 0s meios

reacionais, mantendo-se metanol com principal doador acil, com adic¢éo de 100 mg KOH

85 %. Os cromatogramas mostraram que a coluna utilizada ndo forneceu separacao

adequada dos analitos do ensaio 4, devido a co-eluicdo do cossolvente 2-HDEAL na

regido prevista para o padrdo de PGME, assim como os ruidos produzidos apresentaram

tempo de reten¢do muito distinto do tempo de retencdo do padréo (7,421 minutos), como
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visto na Figura 24. Logo, o resultado deste método foi inconclusivo, influenciado pela

presenca do liquido idnico, tornando necessaria a busca por um método adequado para

separar 0s analitos de interesse, permitindo identificar se houve ou ndo sintese do éster na

presenca de liquido iénico.

Tabela 9 - Lipases e cargas enzimaticas (em TBU) usadas na esterificacdo de PG (ensaio

4) com metanol (razdo molar 1:24) a 40 °C, 250 rpm, 7 dias de reacdo, em diferentes

solventes combinado com o cossolvente 2-HDEAL. Uma massa de 10 mg de PG era

adicionada em 5 mL de solvente.

Amostra Solvente  Lipase  Volume (mL)  Carga KOH 2-HDEAL
(5mL) ou massa de (TBU) (9) (uL)
lipase (g)

r4-1.1 Acetato CALB 1mL 12330,11 0,102 100
r4-1.2 Acetato CALB 1mL 12330,11 0,102 100
r4a-2  Acetato CALB 0,011¢g 33,72 0,102 100

r4- 3 Acetato EV 1mL 77128,10 * 100
r4-4.1  Acetato TLL 1mL 68888,61 0,102 100
r4-4.2  Acetato TLLIM 0,011¢g 92,08 0,102 100

2 .

Minutos

Figura 24 - Cromatograma do padrdo comercial de PGME (vermelho) sobreposto pelos

cromatogramas das amostras reacionais com liquido idnico (todos em cinza).
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5.5.2. Caracterizacao via cromatografia gasosa

Vérias metodologias ja foram relatadas para caracterizacdo de PGME e anélise da
composigdo da mistura com o mesmo. Em geral, essas metodologias sdo baseadas em
cromatografia liquida (HPLC) utilizando mais especificamente detector ultravioleta (UV)
(LOU et al., 2006b; WILSON et al., 2009), conforme visto anteriormente no presente
estudo. Apesar da cromatografia gasosa (GC) possuir um campo de aplicagdo muito
amplo, sdo escassas as pesquisas na literatura que exploram esta técnica na caracterizacgao
do éster metilico de fenilglicina. De maneira geral, com o uso do detector de ionizacao de
chama e do detector de captura de elétrons, a cromatografia gasosa pode determinar
guantitativamente materiais presentes em concentracdes baixas (FAUZI; HAMEED;
KADHIM, 2017). Logo, devido a sua simplicidade, sensibilidade e eficacia na separacdo
de componentes de misturas, este método foi estudado para identificar e quantificar o
padrdo de PGME, assim como amostras obtidas pelas reacGes enzimaticas. Para isto,
utilizou-se o cromatdgrafo gasoso 7890A da Agilent Technologies, equipado com um
detector de ionizagdo a chama (FID) e coluna HP-5 (5%-fenil-metilpolissiloxano). Uma
vez que o enfoque foi a caracterizacdo do PGME, apenas o padréo do éster foi preparado
nas concentracdes de 0,5 e 1,0 g/L no solvente 2-propanol, como também 0,5 g/L em 2-
propanol e 100 uL de 2-HDEAL para analisar se o tempo de retencdo se alterava na

presenca liquido idnico.

O método implementado para GC em coluna HP-5 foi avaliado pela sua
capacidade de separacdo do padrdo e liquido ibnico, que anteriormente ndo pode ser
alcancada em coluna de cromatografia liquida. Logo, o método de GC foi projetado com
0 intuito de determinar uma alternativa para caracterizar o PGME, sobretudo nas
condicdes presentes, como também realizar a busca de teores do éster nas amostras do
ensaio 5 que passaram pela reacdo enzimatica na presenca de liquido i6nico 2-HDEAL.
Verifica-se na Figura 25 que a separacdo dos analitos na coluna foi eficaz, uma vez que
ndo houve problema de co-eluicdo entre o liquido i6nico em 2-propanol (Figura 25a) e o
éster nas concentragdes de 0,5 e 1 g/L preparadas em 2-propanol e 2-HDEAL (Figura
25b) e, em complemento, notou-se que o tempo de reten¢cdo do PGME (9,574 min) se
manteve estavel nas duas concentracdes injetadas, cuja curva gaussiana varia de maneira

proporcional com a concentracdo do padrao.
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Tempo (min)

(a)

= PDPGME 1 gL

— PD PGME 0.5 g/L.
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]
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(b)

— PD PGME 1 g/L

— PD PGME 0.5 g/L
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2
8
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(©)

Figura 25 - Cromatograma de GC: a) Liquido idnico 2-HDEAL em 2-propanol, b) PGME
nas concentracdes de 0,5 e 1 g/L (preparadas em 2-propanol e 2-HDEAL), em azul e
verde respectivamente, ¢) visualizagdo ampliada das curvas de éster no tempo de retencao
de 9,574 minutos.

O novo método foi entdo aplicado para caracterizar as amostras provenientes da

reacdo enzimatica 5 (Tabela 10) com a mesma massa de substrato, realizada na
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temperatura de 40 °C, a 250 rpm por sete dias, explorando por sua a vez o liquido iénico
e a solucdo de acido HCI 0,5 M como alternativas mais promissoras, dentre as estudadas,
para favorecer a dificil solubilizacdo do substrato e entdo possibilitar a sintese do éster
pela catalise das lipases. O acetato de metila foi utilizado como solvente principal apenas
nos meios reacionais que utilizaram metanol como doador acil 1:24 (r5- 1.1, 2.1, 3.1, 4.2,
5.1e6.1), pois as lipases sdo facilmente inativadas na presenca deste alcool que, portanto,
ndo deve ser predominante no meio, enquanto que alcoois de cadeias mais longas (etanol,
propanol e butanol) foram utilizados como solventes e doadores acil em substituicdo ao
metanol, com adi¢des de 17 uL. de HCI 0,5 M e 100 pL de 2-HDEAL. O diferencial deste
experimento também se fundamenta na escolha apenas das lipases comerciais
imobilizadas, a fim de se evitar a adicdo de agua no meio reacional presente nas

formulacdes liquidas de lipases.

Apesar disso, também nédo foi possivel detectar concentracbes do produto de
interesse no tempo de retencdo do padréo (9,574 min), enquanto 0s meios reacionais com
os alcoois de cadeias mais longas ndo puderam ser analisados com precisao pela falta do
padrdo de éster constituido por grupos etilicos, propilicos ou butilicos. Logo, 0s
resultados obtidos por método mais tradicionais ndo detectaram teores de PGME
sintetizado pela reacdo enzimatica, demandando entdo uso de técnicas de caracterizacdo

com maior poder de identificacdo e maior sensibilidade.
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Tabela 10 - Lipases e cargas enzimaticas (em TBU) usadas na esterificacdo de PG (ensaio

5) com metanol (razdo molar 1:24) a 40°C, 250 rpm, 7 dias de reacdo, em diferentes

solventes combinado com o cossolvente 2-HDEAL. Uma massa de 10 mg de PG era

adicionada em 5 mL de solvente.

Amostra Solvente  Lipase Massade Carga HCLO05 2-HDEAL
(5mL) lipase (g) (TBU) M (ul) (ML)
r5-1.1  Acetato TLLIM 0,024 200,89 * *
rs-1.2 Etanol TLL IM 0,024 200,89 * *
r5-1.3 Propanol TLL IM 0,024 200,89 * *
r5-1.4  Butanol TLL IM 0,024 200,89 * *
r5-2.1  Acetato TLLIM 0,024 200,89 17 *
r5-2.2 Etanol TLL IM 0,024 200,89 17 *
r5-2.3 Propanol TLL IM 0,024 200,89 17 *
r5-2.4  Butanol TLL IM 0,024 200,89 17 *
r5-3.1 Acetato TLLIM 0,024 200,89 * 100
r5- 3.2 Etanol TLL IM 0,024 200,89 * 100
r5-3.3 Propanol TLL IM 0,024 200,89 * 100
r5-3.4 Butanol TLL IM 0,024 200,89 * 100
r5>-4.1 Acetato CALB 0,066 202,35 * *
r5-4.2 Etanol CALB 0,066 202,35 * *
r5-4.3 Propanol CALB 0,066 202,35 * *
r5-4.4 Butanol CALB 0,066 202,35 * *
r>-5.1 Acetato CALB 0,066 202,35 17 *
r5-5.2 Etanol CALB 0,066 202,35 17 *
r5-5.3 Propanol CALB 0,066 202,35 17 *
r5-5.4 Butanol CALB 0,066 202,35 17 *
r>-6.1  Acetato CALB 0,066 202,35 * 100
r>-6.2  Etanol CALB 0,066 202,35 * 100
r5- 6.3 Propanol CALB 0,066 202,35 * 100
r5>- 6.4 Butanol CALB 0,066 202,35 * 100
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5.5.3. Identificacdo de PGME por LC/MS

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) é uma
técnica analitica poderosa usada para separagdo, identificacdo e quantificacdo de
compostos e, por estas razoes, foi selecionada para analisar as amostras provenientes do
ensaio 2 dado que o método oferece maior sensibilidade e seletividade na analise de tracos
de substancias em comparac¢édo ao HPLC e GC (MUKHERJEE, 2019), uma vez que estes
ultimos demonstraram ser in&beis em identificar PGME nos meios de produgéo deste por
esterificacdo enzimatica de PG com metanol.

A Figura 26 apresenta os cromatogramas dos meios reacionais (“brancos”) na
auséncia do biocatalizador, preparados com a finalidade de avaliar se a possivel sintese
do éster esta relacionada apenas com a catalise das lipases. Conforme visto em se¢des
anteriores, a PG ¢é predominantemente insoltvel nestes solventes sem a presenca de base
ou cossolvente e apesar disso 0 método atestou concentracdes de PGME, os quais foram
desconsiderados como vélidos e adotados entdo como valores de corte para eliminar
amostras com resultados falso-positivos. Tais concentra¢es foram desconsideradas visto
que pode haver contaminagdo por éster na formulacdo de PG 99%, assim como a
esterificacdo de aminoacidos somente é possivel em um processo catalisado por acidos
fortes (por exemplo o &cido sulfurico) e sob elevado aquecimento na presenca de um

alcool (MOODY, 2011), ou entdo a via catalisada por lipases que esta sendo investigada.

r2- BR AC r2-BRH

5.98
1937.72

100 100

5.99
1231.26

8.84.10.87_11.70

Concpgmg = 0,009 pg/mL Concpgyg = 0,013 pg/mL

(a) (b)
Figura 26 - Cromatograma LC-MS de amostras dos meios reacionais, na auséncia de
lipase: (a) Branco (Br) de PG em apenas metanol e acetato (AC), (b) Branco de PG em

apenas metanol e heptano (H).
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As concentracfes de PGME em pg/mL determinadas pelo LC/MS para o0s
“brancos” e demais amostras sdo apresentados na Tabela 11, com destaque para as
concentragdes consideradas relevantes devido aos valores ligeiramente superiores aos das

amostras sem catalizador.

A partir do LC/MS p6de-se quantificar as concentracdes de PGME para as reacdes
catalisadas pela lipase EV (Figura 27a), CALB (Figura 27b), TLL em KOH (Figura 27c)
e TLL (Figura 27d), cuja esterificagdo de PG foi investigada em acetato de metila ou
heptano com e sem adicdo de KOH, néo sendo realizadas analises dos demais ensaios
com adicdo de acido ou liquido i6nico em virtude da falta de disponibilidade técnica do
equipamento necessario. Apesar da baixissima solubilidade da PG em acetato,
comprovou-se a sintese do éster em todos os meios catalisados pelas lipases citadas
(amostras r2- 2, 5 e 8). Todavia, as conversdes de PG em PGME sdo extremamente baixas
e ndo ultrapassam 0,1 %. Como esperado, os meios alcalinos renderam menores
rendimentos comparaveis aos dados das amostras sem catalizador (“brancos”), o que esta
associado a desvantagem em haver adicdo de mais conteldo aquoso, que favorece a
reacdo inversa de hidrolise.

Tabela 11 - ConcentracGes de PGME determinadas pelo LC/MS para as amostras do

ensaio 2.

Amostra conc pemE

(Hg/ml)
r2BR AC 0,009
r2BRH 0,013
r2-1.1 0,004
r2-1.2 0,017
r2- 2 0,024
r2- 3 0,007
r2-4.1 0,017
r2- 4.2 0,012
r2-5 0,116
r2- 6 0
r2-7.1 0,015

r2-7.2 0,020
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r2- 8 0,079
r2-9 0,007
r2 10 0,006
r2-11 0,008
r2-2 r2-5
PGME
100‘_ 5.99 100+ PSS'LE -
3713.67 E 18504.21
o]
0 T '|HL"| T T min
5.0 10.0
COHCPGME = 0,024 l.l.g/ﬂlL ConCPGME = 0,116 ug/mL
(a) (b)
r2-7.2 r2- 8
100 PGME 100 s

12481.28

%

11.02 2.81

Concpgumg = 0,020 pg/mL Concpgymg = 0,079 pg/mL

(c) (d)

Figura 27 - Cromatograma LC-MS de amostras dos meios reacionais, na presenca de
lipase: (a) EV em acetato de metila; b) CALB em acetato de metila; ¢) TLL em heptano
e KOH d) TLL em acetato de metila. Todas submetidas a uma reacdo a 40°C, sob 250

rpm e sete dias de reacdo, massa de 10 mg de PG adicionada em 5 mL de solvente.
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Nota-se que de modo geral a lipase CALB apresentou desempenho ligeiramente
superior ao da lipase TLL e, sobretudo, da EV, informacao que complementa o estudo de
hidrélise em que se constatou o potencial da CALB em catalisar a reacao de esterificacao.
Em complemento, os dados obtidos sugerem melhores taxas de producdo de PGME
quando o acetato de metila é adotado como solvente principal, o qual possui maior
polaridade em comparagdo ao heptano, além de ser vantajoso por caracterizar-se como
substrato na producdo de PGME por uma reacdo de acidolise entre o éster da estrutura do

acetato de metila e o grupo &cido carboxilico presente na PG.

Ao contrério de outras propriedades comuns, cada lipase exibe uma seletividade
para diferentes substratos a depender da interacdo dos substratos com a bolsa acila
(MOHARANA; RAO, 2020). A bolsa de ligagéo das lipases é caracterizada por um sitio
hidrofébico, que permanece coberto pelo dominio mével “tampa” na auséncia de uma
interface lipidio-agua, resultando em um rearranjo da conformacéo da enzima que torna
0 sitio catalitico inacessivel ao substrato (SARMAH et al., 2018). Assim, € possivel
inferir que a baixa afinidade das lipases pelo substrato PG e, consequentemente baixa
seletividade pela esterificagdo, sdo afetadas sobretudo pela alta polaridade, seu
coeficiente de particdo (log P) (coeficiente hidrofobico/hidrofilo) e suas propriedades
fisico-quimica particulares que caracterizam os AA’s (ZBINDEN et al., 2005) que
dificultam a adsorcdo da PG no sitio ativo hidrofébico e tornam a sintese do éster pouco

viavel, confirmado pelas baixas concentracdes determinadas pelo LC/MS.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES FUTURAS

6.1. Conclusdes

Os solventes heptano e acetato de metila ndo se mostraram eficientes na
solubilizacdo de PG, sendo necessaria a adi¢do de solucao acida de HCI 0,5 M ou liquido
ibnico em acetato de metila para haver ligeira melhora. Portanto, a solubilidade da PG
mostrou-se como um grande gargalo, e um fator desfavoréavel para a interagdo das lipases
e 0 substrato PG.

A espectroscopia UV-Vis confirmou a propriedade de absorbancia da PG na
regido do UV, da mesma forma que o seu derivado PGME, necessario para confirmar o
comprimento de onda a ser adotado na técnica de caracterizacao via HPLC que se utiliza
do detector UV.

Um novo método de cromatografia gasosa foi implementado com eficacia para
separar e caracterizar o PGME, cuja possibilidade é pouco explorada na literatura,
sobretudo em solucdo com liquido idnico que pode atuar como interferente a depender da
técnica escolhida.

As lipases CALB, TLL, EV, PFL e PPL apresentaram excelente atividade de
hidrélise do éster PGME, convertendo-o totalmente em PG em todas bateladas. Todas as
lipases avaliadas exibiram favoraveis taxas de reacao (Vmax) € coeficientes de Michaelis-
Menten (Km) que comprovam eficiéncia destas enzimas em catalisar a reacdo, bem como
elevada afinidade pelo substrato PGME, dentre as quais a lipase B de Candida antarctica
se sobressai pelo menor tempo de reacdo e melhores valores de parametros cinéticos.

Quanto a reacdo de esterificacdo, foi revelado o promissor potencial das lipases
CALB, TLL e EV em catalisar a sintese do éster de interesse, principalmente a CALB em
solvente acetato de metila que apresentou relativo melhor desempenho em termos de
conversdes de PG em PGME, ainda que a reacdo tenha ocorrido em condicGes de baixa
solubilidade do reagente. Entretanto, a sintese do éster catalisado por lipases ainda ndo se
mostra viavel, dentro das condicbes testadas, evidenciado pelas baixissimas
concentragfes de PGME detectadas somente pela técnica LC/MS, que diferentemente da
cromatografia convencional € sensivel a tracos de compostos, até mesmo na escala de
microgramas/mL. A baixa atividade das lipases na esterificacdo da PG deve-se a sua baixa
afinidade por esse substrato, em consequéncia, sobretudo, das propriedades quimicas

deste amino&cido que interferem em sua solubilidade nos solventes e adsor¢do no sitio
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hidrofobico das lipases. Mediante a escassez de relatos de producdo do PGME catalisada
por lipases, o presente estudo fornece informacdes valiosas para contribuir para um

avanco do conhecimento nesta area.
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6.2. Sugestdes Futuras

Tendo-se por base os resultados obtidos nas etapas experimentais e a correlagdo
com a literatura, verifica-se que o estudo realizado se caracteriza como um ponto de
partida para a pesquisa de sintese enziméatica do PGME, havendo espacos para explorar

0 tema.

Assim, tem-se as seguintes sugestdes para trabalhos futuros:

e Avaliar o desempenho de outras enzimas comerciais de menores custos para a
hidrolise de éster metilico de fenilglicina;

e Validar as metodologias de Cromatografia Gasosa e Cromatografia Liquida
Acoplada ao a Espectrometria de Massas para determinacdo de PGME;

e Testar o bloqueio quimico do grupo amino na estrutura da fenilglicina a fim de
torna-la muito mais soltvel em solvente organico com baixa atividade de agua;

e Avaliar uma maior gama de liquidos i6nicos para a solubilizacdo da PG e reacao
de esterificacdo desta catalisada por lipases;

e Busca por solventes seguros e/ou solventes ecoldgicos para substituir o metanol
na producao do éster;

e Purificacdo/separacdo do éster sintetizado a partir da esterificacdo enzimatica.
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Figura Al - Cromatograma LC-MS para as concentra¢des do padrdo PGME injetado para
construcdo da curva padréo: (a) Padrdo PGME a 0,009 pg/mL, b) 0,020 pug/mL, c) 0,036
ug/mL, d) 0,073 pug/mL e e) 0,135 ug/mL, todas preparadas a partir de uma solugéo
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padrdo de PGME na concentragao de 9,8 pg/mL utilizando-se solucdo de metanol e 4gua
na proporc¢ao de 1:1 v/v como diluente.
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Figura A2 - Gréafico de resposta do detector pela concentracédo do padrdo PGME (ug/mL),
construido para calibracdo da injecdo pela técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC/MS).
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