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INTRODUCAO

As enzimas sdo macromoléculas catalisadoras de
sistemas biolégicos altamente eficientes e com uma
grande diversidade de reacgdes quimicas devido a sua
capacidade de se ligar especificamente a uma ampla
gama de moléculas. Grande parte das enzimas
conhecidas € proteina, a qual possui notaveis dispositivos
moleculares que determinam o perfil das transformacdes
quimicas, uma vez que estas possuem alto poder
catalitica e grande especificidade (BERG; TYMOCZKO &
STRYER, 2008).

A biocatélise esta se tornando uma importante ferramenta
com grande crescimento em companhias farmacéuticas e
de quimica fina para obtencdo de intermediarios
farmacéuticos e de ingredientes ativos farmacéuticos,
com o objetivo de aperfeigoar reagfes para 0 aumento da
estereosseletividade e do rendimento e das condi¢gbes de
reacao (ARNUM, 2007).

Com isso, analisando a caracteristica quimica de
determinados farmacos pertencentes a classe dos anti-
inflamatérios ndo esterdides, pode-se perceber que estes
sdo passiveis de sofrerem o processo de esterificagdo de
sua estrutura, bem como o Ibuprofeno, que possui um
acido carboxilico ligado a sua estrutura principal.

Dentro deste contexto, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a esterificacdo do farmaco conhecido
comercialmente como Ibuprofeno por meio de catdlise
enzimatica proporcionada por lipase, buscando a
obtencéo da funcdo éster e por consequéncia aumentar a
lipofilia da estrutura quimica, buscando aumentar o
potencial farmacoldgico. Vale ainda ressaltar que a
sintese via enzimética é considerada uma via reacional
limpa, ou seja, pouca producdo de residuos quimicos
além de bons rendimentos.

METODOLOGIA

Obtencéo do éster de Ibuprofeno

A metodologia utilizada segue o método ja relatado em
literatura no qual consiste na adicdo de 0,1 mg do
farmaco em questdo em 4 mL de &lcool octilico e 4 mL de
tampé&o pH e 0,125 mg lipase com agitacdo constante em
guantidades a serem testadas durante o desenvolvimento
da prética, variando as condi¢des reacionais de acordo
com os resultados obtidos

Rendimento e Caracterizagao

Para andlise dos resultados seréo utilizados os métodos
de titulometria volumétrica e cromatografia em camada
delgada, uma vez que a analise titulométrica consiste na
andlise quimica quantitativa feita pela determinagcdo do
volume de uma solucdo, cuja concentragdo é conhecida
com exatiddo, necessario para reagir quantitativamente
com um volume determinado da solugdo que contém a
substéncia a ser analisada, sendo que as solugfes
obtidas seréo tituladas com Hidréxido de potassio (KOH)
1,0 molar, com o objetivo de verificar o rendimento das

reacoes realizadas. Os demais reagentes séo de grau de
analitico.
Cromatografia em camada delgada (CCD)

A molécula obtida sera analisada qualitativamente através
de cromatografia em camada delgada — CCD, para
verificar a conversdo em éster. Para isso, a molécula sera
dissolvida em acetato de etila e aplicada em uma placa
cromatografica contendo silica como fase estacionaria. Os
padrbes empregados serdo o lbuprofeno e os &lcoois
alifaticos utilizados, também dissolvidos em acetato de
etila. A fase movel utilizada na cuba cromatogréfica sera
uma mistura de éter de petréleo, éter etilico e &cido
acético na proporcdo de 80:20:1, respectivamente. A
placa cromatografica, apés eluicdo, sera revelada com
lampada UV e vapor de iodo e o Ry das manchas dos
padrées e dos componentes das amostras sera
determinado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi utilizada a enzima lipase na sua forma
livre e determinado o seu melhor rendimento. Foram
realizados diversos experimentos, variando o pH e a
temperatura para a esterificacdo do farmaco lbuprofeno
com o objetivo de obter o melhor meio de reacéo.

Os tempos de 5 e 10 minutos foram adotados para
determinacdo da atividade enzimatica baseado em
pesquisas e trabalhos ja realizados por outros
pesquisadores como Aguiar e colaboradores (2010).
Dessa forma, foi necessério determinar a melhor faixa de
temperatura onde a lipase livre expressasse sua melhor
atividade catalitica para a esterificacao do farmaco.
Portanto, para a determinacdo da temperatura e pH
otimos para a lipase, variou-se a temperatura entre 25°C
e 37°C e o pH entre 6 e 8 nos experimentos que foram
utilizados o farmaco, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Determinagédo da atividade de esterificacéo da
lipase livre, dado em média de Unidade de Atividade (U)
Ensaio realizado na temperatura de 25°C

pH Atividade (U) Atividade (U)
5’ minutos 10’ minutos

6 172,8 110,4

7 140,8 35,2

8 57,6 14,4

Ensaio realizado na temperatura de 37°C

pH Atividade (U) Atividade (U)
5’ minutos 10’ minutos

6 0 0

7 0 0

8 0 0

Através dos resultados colocados na tabela acima, pode-
se observar que a atividade maxima ocorreu na
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temperatura de 25°C no tempo de 5 minutos quando
alcangou 172,8 U. Isso pode ter vindo a ocorrer, pois com
0 aumento da temperatura pode promover aumento da
velocidade de desnaturagdo térmica da lipase reduzindo,
portanto, a velocidade de formacao de produtos, ou seja,
37°C ndo é uma temperatura indicada para a atividade da
enzima por desnaturar e entao perder sua atividade.

Em relacdo ao pH, a esterificagdo enzimatica esta
correlacionada com o estado de ionizagéo de residuos de
aminoacidos da enzima que sdo essenciais a
esterificagdo. Como as enzimas sdo proteinas e contém
muitos grupos ionizaveis, estes podem estar em
diferentes estados de ionizac¢do, por isso, a atividade de
esterificacdo é restrita a uma faixa de pH e na maioria dos
casos ha um pH 6timo definido. Onde analisando os
dados, pode-se encontrar um pH 6timo mais acido, ou
seja, pH 6.

A CCD é método simples de andlise usado na separagéo
dos constituintes de uma mistura. Uma fina camada de
adsorvente (silica) € depositada sobre uma superficie
plana, os constituintes da amostra migram de forma
diferenciada, envolvendo interagGes intermoleculares
entre os constituintes, o eluente e o adsorvente utilizado
e, com isso, ocorre a separagdo dos constituintes da
amostra. A caracterizacdo do comportamento em CCD
das amostras foi realizada através da intensidade e valor
de Rf (distdncia percorrida pela amostra/ distancia
percorrida pelo solvente).

Apesar de ser um método simples de andlise, houve
dificuldade em aplicar a CCD, ndo tendo um resultado
satisfatorio.

CONCLUSAO

Ao término do trabalho e posterior andlise dos resultados
pode-se afirmar que a lipase livre possui uma o6tima
atividade, mas baixa resisténcia térmica. Observa-se que
a enzima trabalhou melhor na temperatura de 25°C que

em condicOes ideais de temperatura a atividade catalitica
da enzima pode aumentar como utilizar um alcool que
proporcione melhor atividade para a enzima, bem como
aumentar o tempo de atividade da enzima, podendo ter
um rendimento maior.

Testes preliminares foram realizados para dar inicio a
uma linha de pesquisa na area de sintese de farmacos
quirais por catalise enzimatica, pois a utlizacdo de
enzimas lipases na esterificacdo como biocatalisador
mostrou-se Util, possibilitando a obtencdo de compostos
opticamente puros e assim, promovendo desenvolvimento
na area de sintese de farmacos.
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