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THE USE OF LIPASES AS AGENTS OF KINETIC RESOLUTION OF ENANTIOMERS IN
ORGANIC SYNTHESIS: GENERAL ASPECTS OF SOLVENT'S INFLUENCE. In organic
synthesis, lipases are the most frequently used biocatalysts. They are efficient stereoselective
catalysts in the kinetic resolution of a wide variety of chiral compounds. The discovery that enzymes
possess catalytic activity in organic solvents has made it possible to address the question of reaction
medium influence on enzymatic specificity. Perhaps the most exciting and significant development
in this emerging area is the discovery that enzyme specificity, in particular enantioselectivity, can
be affected by changing from one organic solvent to another. This article discusses the scope and
possible mechanistic models of this phenomenon in hydrolases, specially lipases, as well as
directions of future research in the area.

Keywords: lipase enantioselectivity; solvent; mechanistic models.

INTRODUCAO na energia livre do sistema é avaliada. garal, estas formas de
abordagem tedrica estdo limitadas ao conhecimento prévio da es-
A utilizagdo de enzimas isoladas na transformagdo de comtrutura tridimensional da enzima estudada.
postos organicos é conhecida a mais de 100'aEosretanto, Outra abordagem esta4 baseada no estudo metodolégico de
foi somente a partir da segunda metade da Gltima década queuma determinada enzima ou sistema. Este tipo de avaliagdo
verdadeiro potencial que estes biocatalisadores representam esmpirica € Gtil para a obtencédo de informacdes e, além disso,
sintese organica comecou a ser explorado. Durante este periog@mde ser empregada diretamente na otimizacdo do processo in-
um grande nimero de reacGes catalisadas por enzimas foramstigado. Nos Ultimos anos, diferentes técnicas foram aperfei-
desenvolvidas e tornaram-se familiares aos quimicos orgénicogoadas ou desenvolvidas para o estudo e otimizagdo de bio-
Uma das principais contribuicdes deste tipo de metodologiaransformacées, como, por exemplo, imobilizaamodifica-
biossintética tem sido na obten¢@o de compostos enantiomericgéo enzimatica por engenharia genélicu via interagéo néo-
mente puros ou enriquecidos, geralmente intermediarios ou praezovalente imprinting)>, reincubacdo do produto ou do
dutos finais de rotas sintéticas estereocontrofadas substratd’, inibicdo enantiosseletiVy modificagdo do
Apesar da generalizagdo que este tema vem sofrendo, preubstraté, mapeamento do sitio atRfp estudo da variagéo do
porcionalmente pouco se sabe e se tem estudado sobre os fatelvente ¢olvent engineering” e estudo da variagdo dos doa-
res que determinam a especificidade da enzima durante undores acila em reacées de transesterificAcBestas, a técnica
determinada reacdo. A necessidade deste tipo de investigacgae utiliza o estudo da variagdo do solvente é a que apresenta
esta relacionada a dois fatores. O primeiro diz respeito ao fatmenor custo, maior flexibilidade e velocidade na execucgéo.
de que se amplia rapidamente o espectro de estruturas de A influéncia do solvente tem sido principalmente observada
substratos com os quais se espera que as enzimas sintetigeas transformagdes enantiosselefitdsA origem deste efeito
mente Uteis sejam capazes de trabalhar. O segundo, esta repde ser assim resumida: em se tratando resolugéo cinética de
cionado com a necessidade de se otimizar aquelas reagdes orgtentiomeros, por exemplo, a discriminagdo deve ser feita pela
ndo sdo obtidos resultados satisfatorios. enzima entre dois substratos que diferem somente no arranjo
Para o entendimento e otimizag&o dos processos enzimaticespacial de seus atomos. Exceto nagueles casos onde um dos
aqui salientados, ha dois tipos de abordagens, que podem semantibmeros simplesmente ndo é reconhecido pela enzima, a
realizadas de forma independente ou integrada. Uma delas é déiciéncia enantiosseletiva desta, para uma determinada reacéo,
natureza tedrica. Por exemplo, caso seja nossa intengéo invegependera essencialmente do arranjo estrutural do sitio ativo,
tigar se um determinado enantiomero de uma mistura racémicge forma que este reconhega preferencialmente um dos
vai ser reconhecido preferencialmente por uma enzima, ha dosnantiomeros. Em uma aproximagdo simples, como a estrutura
métodos, que envolvem estudo da dinamica molecular {BM) tridimensional de uma enzima depende das interacdes das ca-
estudo de perturbacdo da energia livre de Gibbs (PE&) deias laterais da proteina entre si e com o ambiente, nestes
sistema. Em um tipo de metodologia, mais simples, é possivelasos é possivel esperar que a influéncia do meio (solvente)
colocar um dos enantibmeros no sitio ativo da enzima e fazegeja um dos fatores determinantes da enantiosseletividade des-
uma simulacdo da dindmica molecular do sistema. Em outrga. Neste caso, a principal pergunta €, cqmecisamenteo
simulagdo, o segundo enantibmero é colocado no sitio. Postersolvente determina o perfil enantiosseletivo das reacdes catali-
ormente, € feita a analise das interacdes (por exemplo, nimesadas por enzimas? Ou seja, de um modo pratico, o emprego
de pontes de hidrogénio) dos enantibmeros nas diferentes simde um solvente especifico ird aumentar, diminuir ou néo influ-
lacBes. Outro tipo de estudo teérico, consiste em colocar um dasnciara a enantiosseletividade de determinada reacéo
enantibmeros no sitio ativo e, apods, lentamente transforma-lo nenzimatica? Em decorréncia de que, necessariamente, as
outro enantidmero. Durante esta transformacéo, a perturbacdbio)transformacdes devem ser conduzidas em algum meio
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(ambiente), surgiram na literatura, nos ultimos, anos varios tra- (
balhos tentando elucidar as questdes impostas por este tema.

Neste artigo, sd@o revisados e discutidos os principais aspectos o f o)\

que estdo relacionados com a influéncia do solvente sobre a Serldé {—mR,
enantiosseletividade de hidrolases, principalmente lipases. 6.

1 "Ho L
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LIPASES R[Eo/\ Ju HN\ng a

. ~ . . L. 8L
As lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas presentes vf::ﬁ:cn Leul47 HO enol

em diversos organismos, incluindo animais, plantas, fungos e I
bactérias. Em seu ambiente natural, estas enzimas possuem a 0
funcdo de catalisar a hidrdlise de triacilglicerdis aos acidos % Ser146/\0(||3R1
graxos correspondentes e glicerol. Além das funcdes metabo/feri4¢ H ntermedidrio
cas, as lipases possuem um papel importante em biotecnologigtzima nativa enzima acilada

principalmente na indlstria do 6leo e dos alimelffos em
sintese organica, na preparagdo de compostos enantiomerica-
mente enriquecidd&® |
As lipases representam um grupo de biocatalisadores aces®;0-CR,
siveis e de baixo preco que, em geral, sdo flexiveis quanto a produto Sertit
sua especificidade. A diferen¢ca mais importante entre as “ver-
dadeiras” lipases e outras hidrolases, como as esterases, sdo as
interacdes fisico-quimicas com seus substratos. Em contraste
com as esterases, que apresentam atividade de Michaelis-
Menten normal, ou seja, a atividade da esterase aumenta con-
forme a concentracdo do substrato [S] aumenta, até um limite

R;0H
substrato

1
por saturacdo, as lipases ndo apresentam atividade enquarﬁ@“ra 2. Representacdo esquematica do mecanismo de uma reagéo

OH%_transestrificagéo entre um &lcool em um éster vinilico catalisada

seus substratos estdo presentes na solugdo em estado mon ; ; ; X
P ¢ JJor uma lipase délumicula lanuginosaBaseado em Holquigt alt®,

rico. Contudo, quando a concentracdo do substrato esta pré
ma ou ultrapassa o seu limite de solubilidade, ocorre um rapi-

do aumento na atividade da lipase. A razdo pela qual uma lipasgyolvidos no rearranjo de ligacées que ocorre durante o pro-
néo hidroliza substratos que estejam abaixo de uma concentrgasso catalitico. O primeiro estado de transigjoé(gerado
¢do minima (a concentragcdo micelar critica, CMC), porém sogyrante a transformagéo do complexo de Michaelis-Menten en-
mente em concentracdo acima desta, € chamad#iv£a0 e a enzima e o doador acila (éster vinilico) em uma espécie
interfacial. O mecanismo de ativagéo interfacial esta associadgntermediaria denominada enzima acilada. Normalmente, sdo
a mudangas conformacionais na enzima. empregados ésteres vinilicos como doadores acila. Nestes casos,
Existem duas metodologias biossintéticas que podem ser eng- enol formado apés a acilagio do residuo reativo da triade
pregadas na resolucdo de compostos racémicos através de lipagggalitica ¢ rapidamente transformado em seu tautdmero
e outras hidrolases. Por exemplo, conforme o esquema apresentacetaldeido), que é mais estavel, e volatil. Esta estratégia des-
do na Figura 1, o alcool ROH* e o acetato ROAc* opticamenteioca o equilibrio da reagio na direcdo dos produtos por impedir
enriquecidos podem ser obtidos através de transesterificacd@na possivel competicio nucleofilica entre o alcool formado
enzimatica entre ROH racémico e acetato de vinila, seguida dgesta etapa e o substrato. Reacdes de transesterificacso realiza-
hidrdlise quimica ou, alternativamente, através de esterificacagas com excesso de doador acila (éster vinilico) e em solventes
quimica seguida de hidrdlise enzimatica. Em ambos o0s casos, @ganicos anidros sio irreversiveis. O segundo estado de transi-
resolugdo enantiomérica é realizada na etapa biocatalitica. Depegro (1) ocorre quando a espécie intermediaria enzima-acilada é
dendo da enzima, substrato e condigbes experimentais utilizadagjyada pelo alcool FOH, formando um éster como produto.
podem ser obtidos diferentes enantidmeros de ROH* e ROAC}\ s estados de transiche Il , a carga negativa gerada sobre o

através do emprego das duas técnicas. oxigénio ap6s o ataque nucleofilico, é estabilizada através de
/f ligacdes de hidrogénio pelos residuos Ser83 e Leul4?, que for-
R-OH Enzima R¥OH + R*OAG + " mam o bols&o do oxianion na lipase Higmicula lanuginos¥.

As lipases sao especialmente estaveis em solventes organi-

(racé€mico) N0 (quirais) er) S | |
cos%?L A facilidade com que estas enzimas aceitam uma va-

Solvente Orginico

l Cromatografia riedade de substratos ndo-naturais e de tamanhos diversos, su-
gere que a espinha dorsal polipeptidica é flexivel e pode adotar

Acetilagiio diferentes conformag8es. Como consequéncia, a baixa barreira

Quimica de energia que é necessaria para que ocorram mudangas con-
Ensimitica m formacionais dificulta a modelagem e a previséo das intera-
. ¢bes estereoquimicas para este grupo de biocatalis&ores

Outra caracteristica das lipases é de que as esterificagdes por

ROAC Enzma  RFOH 4+ R*OAc — elas catalis_adas em solventes orgé~nicos_ séq _freqUentemente
(racémico) HzO,Tampiu. (quirais) Cromatografia mais enantiosseletivas que as reagoes hidroliticas correspon-
dentes em agda

O fato de que muitas enzimas mantém atividade catalitica
em solventes organicos ndo possui explicagdo simples. A hip6-
tese correntemente aceita é de que, quando a enzima é coloca-
da em um solvente orgénico anidro, esta € cineticanoamte
geladano estado nativo. Isto ocorre em parte devido a baixa

Na Figura 2 é mostrado o mecanismo geral para reagdo dsnstante dielétrica do meio, que produz uma maior efetividade
transesterificacdo de um alcool catalisada por uma lipase deas forcas eletrostaticas responsaveis pela manutengéo da es-
Humicula lanuginosaDois estados de transicéo diferentes estaotrutura enzimatick?%

Figura 1. Alternativasbiossintéticas que podem ser empregadas na
resolucéo enantiomérica ou esterificacéo direta de um alcool atravé
de hidrolases.

864 QUIMICA NOVA, 22(6) (1999)



Uma maior compreensdo sobre os mecanismos de ac¢do de h

lipases foi obtida a partir da resolugdo da estrutura cristalina

de vérias destas enzimas. Até o momento, foram caracterizadas -

as estruturas tridimensionais das lipases pancreética htfinana ik M -

do cavald®, e do porcé®, além de lipases fingicas de AGS | sty ABG

Rhizomucor mieh&, Geotrichum candiduff, Humicula G A5 g

lanuginos&®, Penicillium camerbertf®, Rhizopus delemét, s A [AGS‘.:‘\

Candida rugos#® (preliminarmente conhecida con@andida _'\.EES," '''''' ‘?“-." EtetP Bt

cylindraced, Candida antarcticd' e de lipases bacterianas de gz_s,

Pseudomonas qum%?e Chromobacterium viscosuh e ‘%

Pseudomonas cepacéa S N
; i Coordenada de Reagiio -

ASPECTOS FISICO-QUIMICOS SOBRE Figura 4. Diagrama de energia livre para um processo hipotético

A INFLUENCIA DO SOLVENTE enantiosseletivis.
NA ENANTIOSSELETIVIDADE
DE UMA BIOTRANSFORMAGAO

insolGvel, obedece um modelo de catalise interfacial, mostrado

Em uma biotransformacéo, os substratos e os estados dm Figura 8°3?2 Este modelo representa a acdo da enzima

transicdo gerados durante o processo catalitico deveréo ser Bobre dois enantibmeros competidores S e S’ e assume que a
gados por interagbes multiplas ndo-covalentes com a superficigtapa catalitica ¢ irreversivel. Desde que as propriedades ativas
da enzima. Como conseqéncia, a forca de todas estas interge superficie dos dois enantidmeros séo idénticas, a rgkgo k
cOes seréa fortemente dependente da distancia e dos angulos éleconstante e independe das concentragbes relativas dos
interacdo da enzima com o substrato, resultando na formag&mantidmeros na interface. Como conseqiiéncia, a etapa onde a
de um sitio de ligagao altamente seletivo. A discriminagéo entrenzima penetra na interface adquirindo uma nova conformacgéo
dois enantibmeros é realizada pela enzima através de um sitinz* n&o participa do processo de discriminacdo do
catalitico, contendo trés pontos de ligagdo com o substratiocatalisador pelo enantibmero. Assim, a enantiosseletividade
onde sera gerado um intermediario tetraédrico, como, por exentte uma bioconversdo irreversivel em solventes organicos
plo, na Figura 3. Qualquer impedimento estérico devido a aranidros obedecer4 um processo homocompetitivo classico, des-
quitetura ou conformagéo da estrutura enzimatica podera auxerito pela equacaa.
liar a enzima a diferenciar estruturas semelhantes durante o
processo de interacdo com o substrato. Keat

cavidade de ligagdio 1

Glu 341 k18 Zk 8
R2 aleool] En.z
O ¢ ) kis at
: Enz* 35 Enz*S —3 Enz*+P
\H /\xr‘ 0, Riacitay | cavidade de ligagdo 2 1
~ . S
N H
2_/ /?>\O ksukd
. = O
His 4? ( : N\ Enz
) Ser 209 H\ N Ala 210
figagdo cindivel Ne/Gli 124 Figura 5. Modelo de mecanismo para catalise interfacial enzimatica.
Gli 123
Figura 3. Representacdo esquematica de um possivel complexo
tetraédrico enzima-substrato para uma reacéo de hidrélise de um ésterln([s]/[%]) - (kcat / Km)s 1
ou transesterificagdo de um alcool catalisada por uma lipase de In([S’]/[%]) (kcar/Km)S' (1)

Candida rugosaBaseado em Cygler, Mt al®.

Na equacéo 1,k/Kmn representa a constante de velocidade

A resolucéo cinética de um alcool ou éster catalisada poaparente de segunda ordem para a reac&o entre uma enzima e
lipase envolve a formacéo e colapso de diferentes pares dém substrato em uma concentragio infinitamente pequena; k
intermediarios diastereoisoméricos enzima-substrato, relaciona a constante catalitica, k& a constante de Michaelis e E é a
dos aos dois enantiomeros. Assim, o estado de transicdo qu&z&o enantiomériég um parametro quantitativo e qualitativo
determinara a enantiosseletividade de uma enzima ocorre déta enantiosseletividade do sistema. Embora a qualidade do pro-
rante a formagédo ou colapso do primeiro intermediario formaduto da resolucédo de um racemato seja caracterizada pelo ex-
do na etapa lenta. Para os casos onde a condicdo desso enantiomérico, a razdo enantiomérica (E) significa um
irreversibilidade e obedecida, a enantiosseletividade da bioparametro muito importante. Um valor elevado de E para um
transformacéo dependera somente da diferenca de energiiado par enzima-substrato é essencial para o sucesso de uma
(DAGY) entre os _estados de transicdo dos complexos ativadagsolugéo cinética, ja que isto assegura ndo apenas um excesso
Enz-S e Enz-$% conforme a relagdo de energia livre enantiomérico elevado, mas também um rendimento proporci-
estabelecida na Figura 4. onalmente alth®®. Para propdsitos praticos, um valor de E abai-

Em seu ambiente natural as lipases séo ativadas por um@ de 10 para qualquer biotransformagao torna-a inviavel como
interface lipidio-agua onde a fase apolar € formada pelos praim processo enantiosseletivo. Por outro lado, este pode ser
prios substratd$. Em geral, o aumento da atividade de uma considerado bom se estiver situado entre aproximadamente 10
lipase esti associado ao aumento da area da interface (ou c@n-30 e, acima disto, excelente. Os valores de E > 200 néo
centragéo do substrato na interfé€e mecanismo de catalise podem ser precisamente atribuidos como consegiiéncia das in-
enzimatica em solventes orgéanicos, onde a enzima permaneeertezas intrinsecas aos métodos analiticos de determinacéo do
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excesso enantiomérico (por exemplo, RMN, HPLC ou CG).Tabela 1. Influéncia do solvente na enantiosseletividade da
Acima deste patamar, uma pequena variagdo no excesseacdo de transesterificacdo entre 1 e acetato de vinila
enantiomérico do produto ou substrato provoca um significativecatalisada pela lipase do pancreas do porco (PPL) e pela
aumento no valor numérico de E. Dependendo do tipo de estudipozima IM*°,

realizado, a enantiosseletividade de biocatalisadores tém sido

; 3 . . . > Lipozima IM PPL
também expressa através da razdo entre as velocidades iniciais,
ng/ng:, ou razdo entre as constantes de especificidagék(Rs/ E [%lee [%]ee  Solvente [%1]ese ["/Zo]eRe E
(KcafKm)s, para os dois enantidmeros competidores. A relacdo ) ) ) )
entre 0s termos cinético, termodindmico e a enantiosseletividade 83 46 96 THF 30 >99 266
(E) de uma biotransformacédo é dada pela equacgéo 2. 82 59 96 hexano 8 70 86
57 79 92 cicloexano 6 66 5
Ve 50 71 92 tolueno 18 94 39
E- (ke / Kin)s —e RT @ 94 22 97 CHCl, 8  >99 214
(Keat / Ky )$" 106 48 97 CHQ 12 >99 225
64 >99 87 Ccd 14 >99 227
Para a energia de ligacio enzima-substrato (Enz-S e Enz-S’, /9 92 90 benzeno - - -
na Figura 3) ha a contribuicdo de varios componentes. No caso 83 35 97 _dioxano 26 >99 258
de reacdes enantiosseletivas irreversiveis, a magnitude de 69 71 94 IS0-0ctano - - -

AAG*, que serd a medida da discriminagdo da enzima pelos

enantibmeros, deve possuir um componente espacial e outro

eletrdnico, relacionados exclusivamente a enzima, ja que du- O efeito do solvente sobre a enantiosseletividade de lipases
rante o estado de transi¢do o substrato é removido do solventéem sendo objeto de estudo de varios grupos de pe&glisa
Portanto, as enzimas que possuem barreiras energéticas bai@®bora seja conhecido que o solvente afeta a especificidade
para transicbes conformacionais, isto €, enzimas que possue@as lipases em biotransformacGes enantiosseletivas, a raciona-
um comportamento do tipo encaixe induzidad(iced-fi}*, lizagdo dos mecanismos destes efeitos e o estabelecimento de
como as lipases, devem sofrer alteracbes no seu perfinodelos que permitam antecipar o comportamento de um de-
enantiosseletivo em solventes com caracteristicas fisico-quimterminado sistema ainda € incipiente. Como consequéncia, 0s
cas diferentes, ja que a capacidade de mobilidade conformacinétodos de otimizagdo que empregam a técnica de variagédo do
onal e a conformacdo desta deverdo experimentar variacdesolvente ainda séo empiricos, em geral baseados no conheci-
As enzimas que possuem conformagdes mais rigidas (isto #ento de sistemas semelhantes ou na escolha arbitraria de um
barreiras de energia elevadas para a quebra das ligagbes n@gterminado solvente. As principais abordagens que tém sido
covalentes), ndo devem passar por grandes transformacdes cqropostas para a elucidagdo dos mecanismos de influéncia do
formacionais ao adotarem a conformag&o catalitica ativa. Estegplvente no comportamento enantiosseletivo de biotransforma-
enzimas, que ndo seguem um modelo do tipo encaixe induzidedes sdo apresentadas a seguir.

(non induced fit devem sofrer um grau menor de influéncia

do solvente no seu potencial enantiosseletivo. Variacdo conformacional induzida por solvente
COMO O SOLVENTE INELUENCIA A Embora hajam estudos anteric¥&5*2 o primeiro modelo
ENANTIOSSELETIVIDADE DE LIPASES? dinamico de sitio ativo, elaborado com a finalidade de raciona-

lizar o efeito das caracteristicas fisico-quimicas do solvente e
A magnitude do efeito do solvente sobre a enantiosseletid@ estrutura do substrato sobre a enantiosseletividade de rea-

vidade das lipases pode ser ilustrada a partir de em um recef0es catalisadas por lipases em solventes néo aquosos, foi pro-
te trabalho, realizado por KaminRa colaboradores. Foi re- POSto em 1991, por Fitzpatrick e KlibarfévEstes autores pro-
alizado um estudo sobre o efeito do solvente na enantiossel§Uraram estabelecer um modelo que permitisse prever a enan-
tividade da reacéo de transesterificacio entre 1-(2-furil)-etandjiosseletividade da subtilisina (uma serino-proteinase de
(1) e acetato de vinila, catalisada pela lipase do pancreas ddacillus licheniformiy em funcdo do solvente na reacéo de
porco (PPL) e pela lipozima IM (uma lipase Re&homucor tr_ansesterlflcaj;ao entre o alcool 1-fem|-etar&)le{ butirato de
mieheiimobilizada) (Equacdo 3). Os resultados obtidos po-Vinila (Equacéo 4). Neste estudo, foi observada uma correla-
dem ser observados na Tabela 1. Nas reacbes em que fefO_entre o aumento da enantiosseletividade da sybt,lllslna ea
empregada a PPL como biocatalisador, dentre os 8 solventé&dminuicdo do momento de dipolo e da constante dle_l_etrlca dos
utilizados, a enantiosseletividade (E) para a reacdo variou ersolventes empregados (Tabela 2). Este resultado foi interpreta-
tre 5, quando a reacdo foi conduzida em cicloexano, a 2610 com base no e,felto do solvente sobre a rqullld_ade confor-
para a reacdo que foi conduzida em THF. Quando a mesm®acional Qa proteina, segundo o_rpodelo de sitio atlyo_ apresen-
reacdo foi catalisada pela lipozima IM, dentre os 10 solventeado na Figura 6. Neste, o enantiomérdo substrato € ligado
utilizados, a enantiosseletividade (E) variou entre 50, quand@& €nzima segundo uma geometria denominada Modo Produti-
a reaco foi conduzida em tolueno, a 106, para a reacdo q®> onde o grupo fenila, mais volumoso, ocupa a cavidade
foi conduzida em cloroférmio. Estes resultados mostram qudnaior e o grupo metila a cavidade pequena. Ja o enantiomero
houve uma forte dependéncia da enantiosseletividade da Necessita, para reagir, ocupar o sitio de ligagéo conforme um
enzimas em funcéo do solvente empregado. Além disso, podddodo N&o-Produtivo, isto €, com o grupo fenila ocupando a
se também observar que as lipases apresentaram compor@@vidade menor e o grupo metila ocupando a cavidade maior,

mento distinto, sendo que a PPL foi consideravelmente mai§endo que, para que esta aproximacéo ocorra, este devera en-
influenciada pela variacdo do solvente. contrar um impedimento estérico maior do que o encontrado

pelo enantidmer&. A eficiéncia enantiosseletiva deste proces-
so depende da rigidez do sitio ativo. Quando a flexibilidade da

Q/ Lipase @/ .0 @) proteina aumenta (devido ao aumento da constante dielétrica
oy Acemtode O " ae do solvente), o impedimento estérico exerce menor influéncia,
. Solvene Ongnico 18 2R permitindo um aumento na reatividade do enantibniRro

que, como conseqliéncia, diminui a enantiosseletividade da
enzima. Foi observado que a enantiosseletividade da subtilisina
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obedeceu, na série de solventes empregados, uma correlagéstdo presentes dentro da cavidade hidréfoba do sitio de liga-
inversa e linear conforme o aumento do momento de dipolo €do da enzima, sendo que, como consequéncia, em solventes
da constante dielétrica dos solventes empregados. Por outtodrofobos ele é termodinamicamente menos favorecido do que
lado, nédo foi encontrada nenhuma correlacédo entre a enantiosm solventes hidrofilicos. Se enantidmero lento (menos reativo)
seletividade e a hidrofobicidade dos mesmos solventes. O modprecisa, para reagir, estar ligado ao sitio ativo de uma forma
suposto de ligagdo d&no sitio ativo da subtilisina foi poste- ‘“incorreta”, conseqiientemente ele deveréa deslocar algumas mo-
riormente comprovado por estudos de modelagem molétular Iéculas de dgua a menos que o enantibmero rapido (mais
reativo). Neste caso, em solventes hidréfobos o enantidbmero

rdpido sofre, proporcionalmente, uma maior diminuigdo na sua
oH OL\ reatividade do que o enantidbmero lento. O efeito disto é a di-
)0\ /\/([f\ _sbilisa A ] minuigdo da enantiosseletividade da reag&o.
Bunmmde Pr B (4)
Vinila
Solvenie Orginico 3R 4-8 [}
oH _subtilising /\‘/ﬁ)\ P /\)k e
Tabela 2.Enantiosseletividade da subtilisina na reacéo de tran/\i)k S NHACO ar imco (5)
sesterificacdo d8 em varios solventes organicos. Valores de P Orginico 65 "R
momento de dipolo e constantebdielétrica nédo foram apresenta-
dos no artig’. *EnantidmeroR; "enantiémeroS. Dependendo das caracteristicas estruturais e dos grupos fun-
keafKm, M Iminl  Enantiosseletividade cionais Iigat_jos ao carbo_no quiral, es_te~ tipo de fendmeno _podg
Solvente R RP (Keat K )5/ (Kead K m)R estar ,assomado aos efeitos de particéo do§ grupos funC|or_1a|s
_ do préprio substrafd. Por exemplo, na reacéo de transesteri-
1,4-dioxano 170 2,8 61 ficacdo entreN-acetil-2-cloroetil-fenilalanina ) e propanol,
benzeno 13 0,24 54 catalisada porAspergillus oryzae(Esquema 1), Tawaki e
trietilamina 330 6,9 48 Klibanov*® observaram uma reversédo completa da enantiosse-
THF 230 5,8 40 letividade da enzima, induzida a partir da mudanca do solvente.
piridina 43 14 31 Conforme pode ser observado na Tabela 3, enquanto que em
DMF 1,4 0,16 9 solventes hidrofilicos, como acetonitrila e DMF, o enantibmero
nitrometano 16 3,3 5 S de8 é mais reativo que o enantiomero R, foi observada uma
N-metll_-a_cetamlda 1,3 0,38 3 inversdo na ordem de reatividade destes em solventes
acetonitrila 48 16 3 hidr6fobos, como tolueno e tetraclorometano.
Modo Produtivo Modo Néio Produtive %
s OH
Enantiémero § Enantiémero R P Y Cct + NS
NHAc
i/\ i ’
\ Ser-0 \— Ser-o)k/\ Aspergillus oryzae
H \\\H H \\\H Solvente Orginico
Co
N
@ CH, 0 0
TN
cavidade cavidade Ph/\é)J\o/\cl P o7 >l
menor nor
cavidade cavidade NHA NHA
maior mator 8-R 8-S
Figura 6. Representacdo esquematica para os modos de ligacdo dos + ou +

enantlomerosR e S do alcoolsecfeniletanol (3) e o sitio da subtilisina

aciladd®. h
P O/\/ P]\/\:).LO/\/

NHAc¢ NHAc
9-8 9-R

Hidrofobicidade do solvente

Em geral, o efeito da hidrofobicidade do solvente sobre a
enantiosseletividade de biotransformagdes tem sido analisado em
termos de particdo, ou das moléculas de agua presentes nas ca- Esquema 1
vidades do sitio ativ8, ou dos grupos funcionais do substfato
Sakurai et af® observaram uma correlacéo linear entre a dife-
renca de energia livre de ativagmei) para a reacdo de tran- Este efeito foi racionalizado segundo um modelo de afini-
sesterificagdo entre o éstbFacetil-2-cloroetil-alaninag) e  dade entre os grupos do substrato e solvente (Figura 7). Nes-
propanol, catalisada pefabtilisinaem 13 solventes organicos, te, 0 Modo Produtivo de ligacdo (que favorece a converséo
e o logaritmo do coeficiente de particdo em Agua-octanol dested0 substrato) representa a situagdo onde o grupo hidroxila do
(log P). Para este sistema, foi verificada uma relagdo invers&esiduo serina (Ser) da triade catalitica esta em posicédo ade-
entre o valor dAAG?, e conseqgilentemente da enantiosseletivi-quada para o ataque nucleofilico sobre o carbono carbonilico
dade, e a hidrofobicidade dos solventes empregados, expresdg 8. Conforme aumenta a hidrofobicidade do solvente, a
em valores de lod®. Esta dependéncia foi interpretada como parte hidréfoba (grupo benzila) @esofre particdo para fora
sendo derivada da maior dificuldade encontrada no deslocamefo sitio ativo. Este modo favorece a reatividade do
to de moléculas de agua, presentes na cavidade hidréfoba @mantiomero R. Em solventes hidrofilicos, o grupo benzila é
sitio de ligagdo da enzima, em solventes hidréfobos durante @ocado por um grupo menos lipofilico, sendo que a geome-
processo de ligacdo enzima-substrato. A forca condutora destéia que a molécula deve adotar neste caso favorece a
processo surge do deslocamento das moléculas de agua qigatividade do enantiomero S.
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Tabela 3. Enantiosseletividade da subtilisina da Calrsberg na
reacdo de transesterificacdo 8em varios solventes orgéani- ont OJ\
cos. Valores de lo® ndo foram apresentados no arfiyo oH Peeudomonas s P

o A . NO2 + 02 6
3EnantiémeroR; PenantidmeroS. AN /ﬁ\o/\ s SN (6)

Solvente Organico
10 A

- — )10 [CRY
Velocidade inicialv

HMh* ; enantiossele- Recentemente, o grupo de Nakantlmstudou o efeito da
(mg de proteblna}) tividade estrutura da molécula do solvente na reacdo de esterificacdo
Solvente s R Ve/VR entre o sulcatoll2) e acetato de vinila, catalisada pela lipase
acetonitrila 0,85 0,12 7.1 de Pseudomonasp. (Equacgéo 7). Foi observado que o empre-
DME 0,017 0,003 5,7 go de alcanos e éteres lineares como solventes conduziu a bi-
piridina 0,65 0,15 4,3 otransformacéo a enantiosseletividades maiores do que quando
terc-butanol 1,4 0,83 1,7 foram empregados os solventes correspondentes ramificados.
dioxano 0,70 0,55 1,3 Da mesma forma, foi constatado que, em uma série homéloga
acetona 054 0,41 1,3 de cicloalcanos, a enantiosseletividade do sistema diminuiu
THE 1,2 0,93 1,3 conforme o aumento do numero de carbonos. Estas duas ulti-
cicloexanona 0.46 0.41 11 mas tendéncias foram explicadas em funcéo da maior facilida-
diclorometano 0’29 0’33 0 és de de incorporacdo das moléculas lineares, quando comparadas
3-octanona 0’16 0’22 0'73 com os derivados ramificados, ou com menor nimero de car-
nitrobenzeno 0’57 0'95 0‘60 bonos, no caso de solventes ciclicos, na cavidade menor do
acetato de terc-butila 1.4 32 0.44 sitio ativo da lipase. Conforme o modelo apresentado na Figu-
trietilamina 2’7’ 8,0‘ 0,3’4 ra _8,aque|es solventes que tém suas_mol_éculas mais facilmen-
MTBE 2.2 6.4 0,34 te |_ncorpora(jas nas ca_1V|daNdes dc_) sitio ativo t_gndem a retardar
cicloexano 3.2 12 0,27 mais a vz_aloudade de ligacéo efetiva ('.10 enantiomero lento, que
tolueno 0,82 3.2 0.26 precisa ligar-se segundo um modo né&o produtivo.
octano 2,9 12 0,24
tetraclorometano 1,4 8,9 0,19 j\
OH o
Meodo Produtive Maodo Nio Produtive )\/\i . j\o ~ Pseudomanas sp. )\/\;\ + /K/\/'\ (7)
Enantiémero 2 Solveate Orginico 12R 13§
S
CIEOC [
Ser-OH\ o\H \Ser-OIfQZ S‘\\\COEtC] \_scm-o{::
Cﬁz \NHAC _— H/ \NHAC
@ Enantidmero § Enantidmero R
Reagio inibida Reagio nio inibida
Enantidmero
R Figura 8. Mecanismo de inibicdo enantiosseletiva para a reagédo de
transesterificagdo entre sulcatoll?) e acetato de vinila catalisada
pela lipase PS. As moléculas que sao incorporadas nas cavidades do
sitio ativo diminuem a velocidade de reacao do enantibmero I&hto (
de 12, aumentando a enantiosseletividade da lipas&’.PS
CIEtOC H
Ser-OH\ ““‘\\CHZ \'Ser— ol ‘\\\\COEtCl . )
/C;\ C\ Adicdo de agua
LR — (i NHAC Reacdes de condensacdo em sistemas bifasicos séo reacdes
@ reversivei&®® Diferentemente dos processos irreversiveis, a pureza
Optica do substrato e do produto em reacgbes reversiveis é depen-

dente de, além da conversdie da razdo enantioméria de uma
Figura 7. Representacdo esquematica dos modos de ligacdo doparametro adicional, a constante de equililktidNo caso de bio-
enantidmeros R e S deao sitio ativo deAspergillus oryzaeA cavi- transformacées reversiveis, o excesso enantiomérico obtido para o
dade maior representa o sitio hidrof6bico. O grupo hidroxila do resi- 554,19 ou substrato sera inversamente proporcional a magnitude
do & ; . o e K, e tera um 6timo quando o equilibrio do enantiémero rapido
0 éster somente nos modos _produtlvos de interagéo. Solventzs | do. O efeito d dicio 4 ~ d tali
hidrofilicos favorecem o enantibmero R enquanto que solvente or aicancado. elelo da adicac agua em reacoes cde catalise
hidréfobos favorecem enantiomero S &f& enzimatica foi estudado por Kitaguthe colaboradoes na reagéo
de esterificacdo entre o acidebromo-propidnico 14) e butanol,
catalisada por lipase dgandida rugosgCRL), em hexano (Equa-
Estrutura do solvente ¢ao 8). Para este sistema, como pode ser observado na Tabela 4
valor de E variou entre 17, para a reacéo catalisada em hexano, a
Nakamuré® e colaboradores, em trabalho sobre a influéncia81, quando a reacéo foi conduzida em hexai@/B1125% (v/v).
da estrutura do solvente na reacdo entre 1-nitro-propafpl ( Mustrant4®, por outro lado, verificou que a adi¢do de &gua provo-
e acetato de vinila catalisada peseudomonasp. (Equacdo cou um decréscimo na enantiossseletividade da CRL na reacéo de
6), estabeleceram um principio empirico para a escolha addransesterificagéo entre ibuprofen racémii) & pentanol, realiza-
quada de solventes em reacdes catalisadas por lipases, segumidoemn-hexano (Equaco 9). Os resultados obtidos por Mustfanta
o qual solventes ciclicos sdo mais adequados para que sejdifabela 5) mostram que a CRL apresentou comportamento distinto
alcancadas maiores enantiosseletividades. daquele observado por Kitaguthe colaboradores (Tabela 4).
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Tabela 4.Efeito da adigdo de agua sobre a enantiosseletividade da reagdo de transesterificagédce dnitanol catalisada por

uma lipase deCandida rugosa(CRL)*.
Quantidade de agua Velocidade inicial e.e.
adicionada(%) umol.ht.(mg)? Conversao(%) de 15-R (%) E
0,00 0,69 445 80 17
0,05 1,3 47,5 85 29
0,075 4,0 43 90 39
0,125 6,1 42 95 81

Tabela 5.Efeito da adicdo de agua sobre a enantiosseletividade da reacdo de transesterificaté® grenéanol catalisada por
uma lipase de&Candida rugosa(CRL)*".

Quantidade de e.e.
agua adicionada (mmol) conversdo(%) de 17-S (%) E
0,0 42 99 >100 (429)
1,0 24 98 >100 (133)
2,5 17 90 23
5,0 13 88 17
Br conseqiiéncia de fortes interagbes de natureza eletro€dtatica
H | o~y on )YO\N De acordo com a lei de Coulomb, a forca destas interagdes €
hexano /\3/ (8) inversamente proporcional a constante dielétrica, que é particu-
1 145 larmente alta para agua em relagdo aos solventes organicos. No

caso de enzimas ativas em solventes organicos, a adgua pode
atuar como lubrificante, fazendo ligagées com os grupos funci-

onais da proteina, assim atenuando a rigidez e, como consequ-
OH A . . . . ~ et .

Y\©)ﬁ( éncia, a capacidade de discriminagédo, do sitio ativo. Esta pode

cRL 16R © ser uma explicacdo para os casos em que ha queda na enantios-
}/\@)YOH _— + seletividade por adicdo de 4484 Outra possibilidade, surge

¢ eheane 9) do fato que, dependendo da concentracdo, a 4gua presente pode

16 >/\©/\[r0\/\/\ atuar de forma a aumentar significativamente a velocidade da
0 reacado reversa. Nesta situagdo, a enantiosseletividade da reagéo

178 cai abruptamente apds o enantibmero rapido ter alcancado o

equilibric™®® Em trabalho sobre a irreversibilidade de reagées de
Fitzpatrick e Klibanof®, verificaram que, na reacdo de transesterificagdo em solventes organicos na presenca de exces-
esterificacdo do alcodd por butirato de vinila em dioxano SO de ésteres vinilicos, Hogberg e colaboradérelsservaram
(Equacdo 4), a enantiosseletividadesdhtilisinadiminuiu sig- ~ que a presenca de agua pode promover uma segunda reacdo de
nificativamente pela adicio de 4gua, como pode ser observadsilacdo do sitio ativo, a partir do acetato formado pelo
na Tabela 6. Quando a mesma reagao foi realizada er@nantibmero mais reativo. Este fenbmeno causa uma diminui¢éo
acetonitrila, a adicdo de 0,4% (v/v) de agua produziu efeitdn0 valor de E apenas para a reagdo do substrato. O mecanismo
contrario, elevando a enantiosseletividade. pelo qual a reversibilidade se processa n&o foi esclarecido.
Nos casos em que ha o aumento da enantiosseletividade da
enzima devido a adi¢do de agua, ndo foram encontrados mode-
Tabela 6.Efeito da adi¢céo de agua sobre a enantiosseletividatos na literatura consultada que estabelecam um mecanismo
de da reacdo de transesterificacdo eBteebutirato de vinila  especifico ou geral para tal propriedade. A diferenca de com-
catalisada pela subtilisina da Carlsiférg portamento encontrada para a CRL pode ser indicativo da exis-
téncia de mais de uma forma de ligacdo do substrato com a

Quantidade de Enantiosseletividade e ; L .
agua adicionada (%) Solvente VRlVs superficie da lipase. Esta possibilidade esta d_e e}cordo com tra-
balho recente de modelagem molecular, que indicou a existén-

0,0 dioxano 50 cia de dois modos possiveis de ligagdo para acidos carboxilicos
0,2 dioxano 18 substituidos na posicdo 2, no sitio ativo da CRL53.
0,4 dioxano 14
0,0 acetonitrila 3,6 Adicéo de solventes organicos em reacgfes de hidrdlise
0,4 acetonitrila 54

Em trabalho recente, Kinoshita e OPfthestudaram o efeito
da adicdo de solventes orgénicos na reacdo de hidrédlise de 2-
acetoOxi-6-metil-5-hepteno (acetato do sulcatt®) catalisada

Nas enzimas, ha uma pequena camada de hidratacdo gpela lipase PPS, uma lipase Rseudomonas cepac¢Bquacio
atua como componente primario do microambiente enzimético10). Conforme pode ser observado na Tabela 7, os solventes
servindo de tampd&o entre a superficie da enzima e o ambientgdicionados alteram o perfil enantiosseletivo da reacdo através
Em reagOes conduzidas em ambientes ndo aquosos, a interag® diferentes formas. Por exemplo, a adi¢édo de hexano, embora
entre os solventes organicos e as moléculas de agua ligadagehha aumentado a enantiosseletividade devido ao efeito de ini-
enzima controla a atividade enzimafts8abe-se que solventes bicdo sobre enantibmef® diminuiu a reatividade de ambos os
que sejam capazes de subtrair esta agua estrutural provocanegantidmeros. Por outro lado, 2,2-dimetilbutano, um solvente
inativacdo da enziMfd Uma caracteristica preponderante dascom caracteristica semelhante a do hexano, foi ativador dos dois
lipases em meio anidro ¢ a rigidez conformacional adqdffida enantidmeros, sem alterar a enantiosseletividade. A adicio de
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ciclopentano aumentou a enantiosseletividade da |ipBSele- de vérias destas enzimas, na forma nativa e/ou na forma de
vando a reatividade do enantibm&e diminuindo a reatividade complexo enzima-inibidor. Estudos realizados demonstraram a
do enantibmerd enquanto que, a adi¢cdo de cicloexano, apesaexisténcia de duas conformacgdes principais, denominas forma
da pequena diferenca de tamanho no anel, provocou efeito iffechada (inativéf?” e forma aberta (ativ&®® Na conforma-
verso no comportamento da enzima. Embora o mecanismo nagho fechada, o sitio ativo esta totalmente oculto sob um curto
esteja claro, estes resultados séo indicativo de que a principaegmento helicoide, formado por um ou maigps denomina-
forma de influéncia do solvente no comportamentodo tampa (d) ou aba flap). Na conformacao aberta, a tampa
enantiosseletivo da enzima decorreu de interages molecularés deslocada para fora do sitio ativo, deixando-o totalmente
entre sitios particulares da lipase e moléculas do solventeacessivel ao solvente e substrato. Neste movimento, o lado
Evidéncia recente de que isto pode ocorrer, foi obtida apés hidréfobo da tampa fica totalmente exposto, expandindo consi-
resolucdo da estrutura cristalina da lipase do pancreas do porderavelmente a superficie ndo polar do sitio ativo. Na lipase de
(PPL), a partir do complexo lipase-colipase-(éter monooctil-Rhizomucor mieheipor exemplo, durante o processo de ativa-
tetraetileno-glicélico, EMTG)2 Foi observado que, no cristal ¢&o, a espinha dorsal da tampa é deslocada um pouco mais que
do complexo, uma molécula de EMTG, um detergente ndo/ A, expandindo em aproximadamente 75/frea hidréfoba
idnico, foi incorporada ao sitio ativo da enzima durante a cris-da superficie da enzinta A ativacdo da lipase decorre da es-
talizacao. A presenca do detergente foi responsavel pela alteréabilizagdo da superficie ndo polar do sitio ativo, gerada pelo
¢ao da orientacdo de um dos residuos da triade cataliticapovimento da tampa, através do contato deste com um ambi-
His264. A importancia desta observacédo esta relacionada a rente apolar (interface lipidicd) Além da desobstrucéo espaci-
sultados obtidos em outro trabaifioa anélise de estruturas al e da formagéo da superficie hidréfoba, o movimento da tam-
tridimensionais de analogos de estado de transicdo enzimaga é fundamental para que um dos residuos responsaveis pela
inibidor para a hidrolise de ésteres metinicos, demonstrou québrmacdo do oxianion (Ser82) adquira uma conformacao favo-
a enantiosseletividade da CRL para estes substratos decorre divel para estabilizacdo do intermediario tetraédfic@ me-
destruicdo de uma ponte de hidrogénio entre o anel himidazézanismo verificado para este processo sugere que, durante a
lico da histidina da triade catalitica e o enantidbmero lento dativagdo, ocorre um movimento rigido do corpo da tampa na
substrato. Pode-se concluir que, em certos casos, a forma dipase deRhizomucor mieheiNeste tipo de movimenta
influéncia mais importante do solvente sobre a enantiosseletimaioria das cadeias principais e laterais voltam a posi¢cao ori-
vidade de lipases, decorre da atuacdo deste como moléculzinal apés o rearranjo conformaciotiaiConforme foi demons-
individual, e ndo como ambiente de solugé&o. trado para a lipase pancreatica humana (BPlgs arranjos
estruturais que ocorrem durante a reorganiza¢do da tampa sao
muito diferentes daqueles que ocorrem na lipaseldeomucor
j\ o Oj\ miehei Na HPL, assim como nas lipases@ndida tugosé_o_
J\/\i Lipase PPS J\/\/\ . M e Pseudomonas cepacféadyrante este processo ha modifica-
~ TreEa T O ~ (10) ¢ao na estrutura secundaria destas enzimas. Nestes casos, nédo
13 (BB I 12.R 138 ocorre um movimento de corpo rigido.

Nas lipases, a localizacdo topoldgica, comprimento e com-
plexidade envolvida no movimento da tampa, depende da fa-
milia e tamanho da enzifffa Em muitos casos, os rearranjos
envolvidos estdo diretamente relacionados com a criacdo de

As lipases existem dentro de um amplo espectro de tama!ma geometria adequada para formagéo do bolséo do oxianion
nhos e pesos moleculares. Em geral, as semelhancas entre &§u geracdo de uma superficie propria para contatos especifi-
suas seqiiéncias de amino-acidos estdo limitadas a curtas eXeS com o substrato. Estes dois processos estdo intimamente
tensdes localizadas em torno ao sitio ativo. Todas lipases, cofnvolvidos na capacidade de discriminagéo da enzima por mo-
excecdo das lipases pancreéticas, possuem um Gnico domini¢culas diferentes, ou seja, seletividade. A despeito do progres-
Estas enzimas compartilham um padrdo conformacional coso alcancado na elucidagdo dos mecanismos de ativagdo
mum, denominado conformac&w B de hidrolase, onde esta interfacial de diferentes lipag8s baseado principalmente em
situada a triade catalitica (Ser-His-Asp/Gtif. Este arranjo, estudos de raio-X, ainda existem lacunas na correlagdo entre
existente também nas esterases e outras enzimas relacionadatiyidade enzimatica e as propriedades da interface. Os dados
consiste de estruturg8 paralelas, flanqueadas em ambos osde difragdo de raio-X fornecem informacdo importante, mas
lados por hélicesr. Uma das caracteristicas mais conservadaspredominantemente estatica, sobre as estruturas das proteinas.
nas lipases é o cotovelo nucleofilico, uma aguda curvatura &m solugdo, o movimento da enzima pode ser bastante com-
contendo o residuo nucleofilico serina, posicionado entre um&lexo. Em particular, a forma com que a enzima aproxima-se
estruturaB e uma hélicen. do substrato e as interagées da enzima com a interface tem

Os aspectos basicos sobre os mecanismos de catalise da@pel importante no processo de ativagdo e reconhecimento. E
lipases, incluindo o processo de ativagdo interfacial, foraminteressante notar que, embora tenha sido demonstrado que o
elucidados a partir da resolucéo das estruturas tridimensionagolvente pode alterar a especificid¥deuimiosseletividad®,

Influéncia da tampa das lipases nos processos seletivos

Tabela 7.Efeito do solvente organico adicionado na reacao de hidréli48 datalisada pela lipase PPS RBeeudomonas cepacea
3Solventes adicionados a uma concentracédo de 16mg/ml (concentracéo limite para manter o sistema como um¥.dispers&o)

Solvente Adicionad@ 10%kg(h™Y) 10%kg(h™) E

nenhum 2,5%0,12 2,0%0,12 12,50,4
hexano 1,890,05 0,830,01 22,80,6
2,2-dimetil-butano 3,520,15 2,6%0,22 12,20,6
ciclopentano 2,940,09 1,160,08 24,81,4
cicloexano 2,010,09 2,220,11 9,0+0,2
benzeno 0,6%0,05 0,21#0,03 31,%3,3
diisopropil éter 2,920,08 1,4%0,07 19,%0,6

870 QUIMICA NOVA, 22(6) (1999)



regiosseletividad¥, seletividade proquirfl, esterosseletivida- ao movimento da tampa, varia ¢omme a lipase, é sugestivo de
de94 e estereoespecificidad® das lipases e outras hidrolases, que o solvente afeta estas enzimas segundo um mecarastiao
existem varios dados que indicam a independéncia do mecaular para cada uma delas.
nismo de agéo e estrutura enziméaticas do solverer exem- Em resumo, a forma com que o solvente afeta a enantiosse-
plo: (a) o emprego do método de Hammet na andlise detividade de lipases e outras hidrolases parece envolver a com-
clivagem de vérios fenil-acetatpsra-substituidos, catalisada posicdo de uma série de fatores, interdependentes ou néo, rela-
pela subtilisina em agua e em diferentes solventes organicosjonados com a estrutura do substrato e com os diferentes ni-
revelou que a estrutura do estado de transicdo para a acilac@eis de interacdo entre a enzima e o microambiente ou ambi-
da enzima € independente do solvente; (b) estudos cinéticos @mte de solugdo que a envolvem.
efeitos isotdpicos indicaram que o estado de transicdo para a
desacilagdo da subtilisina acilada ndo muda com o solvente) ESTADO DA ARTE
(c) estudos de RMN em estado soélido revelaram que a Unica
rede de ligac6es de hidrogénio existente na triade catalitica da Nos Gltimos anos, grande atengdo tem sido voltada para os
proteinasea-lise, é mantida intacta tanto em octano como emmecanismos que controlam o acessibilidade do substrato ao si-
acetona; (d) foram observadas estruturas indénticas para crie ativo das enzimas. O grande nimero de estruturas tridimen-
tais da subtilisina obtidos em agua e em acetonitrila. sionais de lipases nativas e de complexos enzima-inibidor foi
Em vista destes fatos, no estudo das lipases, torna-se imesponsavel pelo melhor entendimento de como funcionam
portante o exame do movimento dindmico da tampa durantestes biocatalisadores a nivel molecular. Contudo, muito pouco
a interacdo da enzima com o substrato. Infelizmente, os moé conhecido sobre a dindmica das interagfes destas enzimas,
vimentos dos looppeptidicos ocorrem em escalas de tempocom a interface e com o substrato, sob a influéncia de um
que ndo permitem, até o presente momento, o emprego dieterminado solvente. A importancia do emprego de métodos
métodos padrdes de dinamica molecular no estudo de modéedricos reside no fato de que é possivel, através da observa-
los atdbmicos completos de proteiffadNeste campo, méto- ¢&o de trajetérias de microssegundos, “ver” a dinamica da re-
dos alternativos, como dindmica browniana (DB) e dindmi-gido do sitio ativo em diferentes solventes. Por outro lado,
ca essencial (DE), foram recentemente utilizados na investimuitos outros dados experimentais e estruturais ainda sdo ne-
gacdo da dinamica da tanfpee da lipase deRhizomucor cessarios para a melhoria do entendimento sobre a
miehef®, em diferentes solventes. Estes estudos indicaranespecificidade das lipases.
gue a enzima é ativada conforme diminui a constante A capacidade atual da ciéncia em fornecer respostas para as
dielétrica do solvente e a tampa é movida para fora do sitiperguntas que estdo sendo feitas em torno do tema aqui discu-
ativo, através da estabilizacdo da interacdo entre os residudislo, pode ser ilustrada a partir de dois trabalhos recentes. Foi
Arg86 e Asp9%®. Na simulagéo realizada em hexanoato deobservado que, durante a reacdo de transesterificacdo do
metila, foi observado que uma molécula do éster penetrosulcatol, realizada em diclorometano, houve o aumento da enan-
na regido de encaixe do sitio atioEste movimento foi tiosseletividade da lipase dseudomonas cepacean funcéo
orientado através de interagdes hidréfobas entre o substratia conversdo do substréfoAtravés das investigagdes experi-
e os residuos Prol00 e Prol01. Foi observado que a cadeigentais realizadas e modelos teéricos analisados, os autores
alquila da molécula do hexanoato de metila moveu-se parado obtiveram explicagdo para este fendmeno Unico. Em estu-
abaixo do residuo Phe94, empurrando-o para cima. Possdos realizados por nosso grupo, foi observado uma correlacédo
velmente, este movimento foi responsavel pela ativacdo dantre o aumento da enantiosseletividade da lipase do pancreas
lipase, além de ter mudado significativamente a dindmica dao porco (PPL), em reacdes de transesterificacdo, e o aumento
tampa. Estes resultados estdo de acordo com trabalho prelia constante dielétrica e hidrofobicidade dos solventes empre-

minar realizado por Norin e colaboradat®s gado&®. Os resultados do estudo realizado foram indicativos
de que a PPL possui comportamento enantiosseletivo diferente
CONCLUSOES da maioria das lipases, sendo que nao foi possivel esclarecer a

razao pela qual este fenémeno ocorre. Independente da aborda-

O solvente pode alterar a especificidade, quimiosseletivigem utilizada, muitos detalhes moleculares da a¢éo das lipases
dade, regiosseletividade, seletividade proquiral e enantiosselevem ser ainda determinados. Em particular, o entendimento
letividade das lipases e outras hidrolases. Varios modelogos mecanismos moleculares que determinam a seletividade
foram propostos para explicar a mudanca da seletividade degnzimatica em solventes organicos.
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