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BIOESTERIFICACAO DO RAC-BUTAN-2-OL USANDO BROMELINA EM SUPORTE POLIMERICO
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RESUMO

A biocatdlise é um ramo da biotecnologia que visa a transformacdo quimica de um composto por uso de
enzimas de especificidade conhecida. Através dos tempos, o0 homem vem desenvolvendo esses processos por
meio da experimentacdo, sem se dar conta de sua origem e tem trazido bastantes beneficios a sociedade,
como por exemplo, nos processos fermentativos na producdo de alimentos ou bebidas. As fontes enzimaticas
sao diversas, podendo ser encontradas em microrganismos, animais, vegetais ou comerciais (enzimas
isoladas). As enzimas encontradas nas cascas do abacaxi (Ananas comosus L.), reportada na literatura como
agente biocatalitico pela presenca de uma lipase (bromelina), tem grande relevancia na quimica orgénica e
uma forte ligagdo com a sustentabilidade e a quimica verde, para a aplicagdo em novas tecnologias,
contribuindo para o conhecimento em Biotecnologia. Essas reagoes biocataliticas podem contribuir para o
desenvolvimento de produtos nas areas de energias, como a producao de biocombustiveis e farmacéutica,
como nos cosmeéticos e farmacos. Neste contexto, o presente projeto tem por finalidade verificar o potencial
biotecnoldgico das enzimas encontradas nas cascas do abacaxi (lipase) in natura, bem como, a utilizagao na
forma imobilizada a fim de realizar reagoes de esterificagdo, como € o caso do rac-butan-2-ol.
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INTRODUCAO

Muitos pesquisadores nos ultimos anos tém utilizado materiais vegetais como catalisadores naturais. Isso se
deve ao fato de que esses biocatalisadores possuem amplo potencial biotecnoldgico, principalmente para
aplicacdo no setor industrial, como agente de obtencdo de drogas, cosméticos, fungicidas e possuem grande
importancia sintética para producao de intermedidrios chaves quirais de interesse farmacoldgico e
agroquimico (CORDEL et al., 2007).

Os termos biocatalise ou biotransformagao, de maneira geral, abrangem os processos em que um catalisador
bioldgico é utilizado para a conversdo de um substrato em um ntmero limitado de etapas enzimaticas. As
biotransformacoes utilizando enzimas vegetais ou microrganismos vém sido utilizadas pelo homem desde os
primérdios na fabricacao de paes, bebidas alcdolicas e de derivados do leite em processos fermentativos
(JONG et al., 1992). Essas enzimas atuam como catalisadores especificos e quirais, pela alta versatilidade em
realizar varios tipos de reagdes organicas tais como: reagoes de diels-alder, rearranjo de COPE, reagdes
sigmatrdpicas [3,3], rearranjo de Claisen, entre outras (FABER, 2004). As reacoes biocataliticas sdo
usualmente seguras, podendo ocorrer em condigdes brandas de temperatura, pH préximo de neutro,
minimizando assim problemas de isomerizagdo, racemizacdo e epimerizagdo de centros estereogénicos, que
sao frequentes quando se usam catalisadores convencionais (FABER, 2004; SILVERMAN, 2002; ALMEIDA,
1995; BARALDI et al., 2004). As enzimas possuem trés tipos de seletividade: a quimiosseletividade, atuando
em um Unico tipo de grupo funcional, preservando assim outras fungdes existentes na molécula; a
regiosseletividade que podem distinguir grupos funcionais os quais estdo quimicamente situados em
diferentes regides no mesmo substrato e a enantiosseletividade, que prevé a estereoquimica do produto final,
ou seja, sua configuracdo absoluta, caso este composto ja possua centro estereogénico, ou seja um composto
com proquiralidade (FABER, 2004).

As lipases podem ser de origem animal (pancreatica, hepatica e gastrica), microbiana (bactérias e fungos) e
vegetal, com variagao em suas propriedades cataliticas. Lipases de origem microbiana ainda sao as mais
utilizadas, no entanto, o estudo de fontes vegetais (caule, folha e latex) tem crescido nos dltimos anos.

Além da hidrdlise, as lipases também podem catalisar outros tipos de reacdes quimicas como como
esterificagdo, transesterificacdo (interesterificagdo, alcéolises e aciddlises), amindlise (sintese de amidas) e
lactonizacao (RAMOS et al., 2011).

Localizada na regido nordeste, em Redencao no estado do Ceard, a sede da UNILAB situa-se na primeira
cidade brasileira a abolir a escraviddo, em 1883, cinco anos antes da Lei Aurea. A UNILAB foi implantada no
ambito de uma politica brasileira de expansdo da rede publica de educagao superior. Em atengao ao Plano
Nacional de Educacdao/PNE 2000-2010 e ao Plano de Desenvolvimento da Educa¢ao/PDE, lancado pelo
Presidente da Republica em abril de 2007, o governo brasileiro busca expandir a rede publica federal de
educacdo superior, especialmente em areas que promovam a descentralizacao e interiorizagdo, por meio da
criacao de ao menos uma instituicdo federal em cidades-polo do entorno regional.

A UNILAB esté vinculada as diretrizes e convengdes internacionais que reconhecem a educacao e a formagao
humana como elementos estruturantes para o desenvolvimento sustentavel da humanidade, no presente e
para as geracoes futuras. A ampliacdo da oferta de Cursos superiores se inscreve nesse esforco de mudar o
patamar da produgao e disseminacao do conhecimento. Movimento este no sentido de promover ndao somente
a democratizagdo do acesso e da permanéncia de estudantes outrora excluidos do ensino superior, mas
também oferecer as comunidades distantes dos grandes centros urbanos os beneficios agregados aos
projetos de pesquisa e extensao.

A questdo ambiental esta presente na pauta da sociedade brasileira e mundial. Entre outros, dois aspectos
sdo muito relevantes neste contexto: a questdao do aproveitamento dos recursos naturais.

Da mesma forma que no ensino, pesquisa e extensao, a UNILAB deve buscar exceléncia na gestao do
consumo de materiais, 4gua e energia além da preocupacdo na destinacdo adequada de seus residuos;
considerando os potenciais impactos que nos causara varios segmentos do seu entorno, o Macigo de Baturité,
bem como o seu potencial de difusdo e aperfeicoamento de ideias, conceitos e propostas, torna-se
recomendavel que, por meio de suas diversas unidades, adote bons exemplos de praticas ambientalmente
corretas.

Ao visar o problema, que se encontra na producao de compostos organicos quirais sem usar reagentes
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téxicos ou que agridam o meio ambiente é um grande desafio. Principalmente por se usar solugdes aquosas,
biodegradaveis e poucas rotas reacionais.

METODOLOGIA

12 Etapa - Imobilizagao das Enzimas

Para o processo de imobilizacdo das enzimas, o procedimento serd adaptado da metodologia de Kalogeris
(KALOGERIS et al., 2006). Onde serao utilizados a 300,0 mL da solucdo das casacas do abacaxi, 3,0 g de
poliacrilamida, que por sua vez estarad sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 2 horas até que
seja completada a miscibilidade dos materiais. Apos o fim da expansao das esferas de poliacrilamida, sera
deixado em repouso a temperatura ambiente por 20 horas. Ao fim deste periodo, a solugao contendo as
esferas é submetida a filtracao, e obtiveram-se entdo as enzimas imobilizadas. Apds filtragoes, seguira o
processo de lavagem das esferas com &gua destilada. Terminadas as lavagens, as esferas serdo deixadas a
secura a temperatura de 32°2C por dois dias, e apresentardao o aspecto esférico. Ao fim do processo as
enzimas imobilizadas serdo pesadas e desidratadas.

22 Etapa - Reagdo de esterificagdo via enzimética

O substrato a ser esterificado (butan-2-o0l) sera adicionado ao sistema enzimatico (enzimas imobilizadas em
poliacrilamida) com acetato de vinila ou anidrido acético ou outra material fonte de esterificacdo, em meio
organico (hexano, tetrahidrofurano ou éter etilico), de acordo com a literatura (MACHADO et al., 2008a e
2008b; FONSECA et al., 2013). Com os resultados encontrados, as reacdes poderao ser expandidas para
benzilagdo (utilizando anidrido benzoico) ou outras esterificacdes (anidrido ftalico). Numa primeira condigao,
sera sugerido (de acordo com a literatura ja citada) (FONSECA et al., 2013), 200mg de enzimas imobilizadas,
1,92 mmol do substrato, 1,92 mmol de doador de grupo acila em 20mL de hexano ou acetonitrila, sob
agitacdo mecéanica com velocidade de 150 rotagdes por minuto (rpm) a temperatura de 30°C e tempo de
reacao de 72 horas. A fase organica sera secada com sulfato de sddio. Em seguida, o solvente seré removido
por pressao reduzida.

32 Etapa - Flucidacdo estrutural dos compostos isolados

Substancias ativas ou nao terdo suas estruturas determinadas usando-se:

-Determinacgao das propriedades fisicas (ponto de fusao e rotagao especifica);

-Obtencao dos espectros de infravermelho, massas, ultravioleta, ressonancia magnética nuclear de 1H e 13C
unidimensionais;

-Anélise dos dados espectrais, proposigao estrutural.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados Fisicos do 2-butanol e 2-butanol acetilado:

Material de partida: C4H100

Férmula empirica: C4AH100

[a]d25=+13,52 (1,0) CHCI3

Peso molecular: 74,12 g/mol

Rf (10% AcOEt/Hexano): 0,6

RMN 1H (CDCI3, 500 MHZ): 6 3,53 (m, 1H, H-2), 3,46 (s, 1H, OH), 1,34-1,28 (m, 2H, H-3), 1,00 (d, 3H, H-1),
0,75 (t, 2H, H-4).

EM (IE+, m/z): 74 (3%), 59 (20%), 45 (92%).
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(R)-2-butanoL; [a]D = -13,52°; PE = 99,5°C; d = 0,808 g.mL-1
(S)-2-butanol; [a]D = +13,52°; PE = 99,5°C; d = 0,808 g.mL-1
(R,S)-2-butanol; [a]D = 0°; PE = 99,5°C; d = 0,808 g.mL-1

R-(-)-2-Acetoxibutano: 20% de rendimento, obtendo 17,5 mg a partir de 100mg de material de partida

Férmula empirica: C6H1202

[a]d25=-20 (1,0) CHCI3

Peso molecular: 116,16 g/mol

Rf (10% AcOEt/Hexano): 0,8

EM (IE+, m/z): 116 (2%), 87 (22%), 56 (20%), 43 (100%).

Separacgdo analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna Chiralsil Dex-CB: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min (130-160°C).
Tempo de retengao do isomero R: 6,796 min; Tempo de retencao do isomero
S: 6,956 min.

Calculo para obtencao do excesso enantiomérico:

Média dos alfas: [(-0,043)+(-0,044)+(-0,046)1/3 a 0,002g.mL-1, onde teremos:

-0,0442; Se 0,002g.mL-1 equivale a -0,0442, entdo qual o valor a 0,808g.mL-1 sera de -17,782 de observado.
Onde,

e.e. = 89% do isomero R

Produtos obtidos nas reacoes de bioesterificacao

Andlise Al Esferas (6)+substrato (Anidrido acético) - 44,58% (2-butanol acetilado)

Andlise A2 Esferas (12)+substrato (Acetato de etila) - 82,98% (4-hidroxi 4-metil-pentan-2-ona)
Andlise A3 Esferas (6)+substrato (Acetato de etila) - 76,69% (4-hidroxi 4-metil-pentan-2-ona)

Melhor condicao para reacao ocorrer
Quantidade de reagentes

6 esferas com enzimas imobilizadas
0,259 de 2-butanol

2,5mL de anidrido acético

CONCLUSOES

Portanto, no decorrer da pesquisa foi possivel verificar o potencial biotecnoldégico das cascas do abacaxi
(Ananas comosus L.) em reacoes de bioesterificagao do rac-butan-2-ol. Nesta perspectiva, definiu-se que a
partir das reagoes executadas formaram-se dois produtos um deles foi o 2-butanol acetilado e o outro foi o 4-
hidroxi-4-metil-2-penta-2-ona. Assim sendo, fez-se uma variacao dos fatores que impactaram diretamente na
reacao e pode-se concluir que a melhor condicdo é utilizando o 0,250g de 2-butanol, 6 esferas e 2,5mL de
anidrido acético. Deste modo, constatou-se ainda que o 2-butanol acetilado possui um excesso enantiométrico
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de 89% do isomero R.
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