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RESUMO

Neste trabalho, foi estudado o grau de impedimento imposto pelas
barreiras difusionais de ésteres quando estes passam do meio reacional para o
gel e vice-versa, através de medidas do coeficiente de difusdo (D), segundo o
tratamento de Crooks. Foram obtidos valores do coeficiente de difusdo (D) dos
benzoatos de etila, n-butila, n-octila, n-cetila e sec-butila, em organo-gel
formado pela adicdo de gelatina a uma microemulsio Agua-éleo (w/o) de
Aerosol O-T em n-hexano (MBG). Como - solvente externo, utilizou-se o
n-hexano, ciclohexano, heptano, acetonitrila e 1,4-dioxano.

Estudou-se, também, a atividade catalitica de lipases imobilizadas em
MBG na reacio de transesterificacdo do octanoato de p-nitrofenila com alcoois
alifaticos (n-pentanol, n-hexanol, n-octanol e 2-butanol) em acetonitrila e
1,4-dioxano como solvente externo a 25°C. Parametros tais como o nimero de
atomos de carbono e ramificacées na cadeia do alcool bem como o tipo de
lipase utilizada, foram discutidos em termos da eficiéncia catalitica das
enzimas imobilizadas em MBG. De maneira geral, os alcoois primarios sao
mais reativos que os secundarios , independente do solvente externo utilizado.
Em todas as reacdes estudadas a C.V. lipase apresentou maior atividade
catalitica que a lipase Microbial e Pseudomonas sp.



ABSTRACT

In this work, it was studied the hindrance degree imposed by the diffusional
barriers of the esters, when they pass from the reactional media to the organo-gel
and vice-versa; through measurements of diffusion coefﬁcient\ (D) according to the
Crook’s treatment. It was obtained values of diffusion coefficient (D) for ethyl, n-
butyl, n-octyl e n-cetyl and sec-butyl benzoates in a organo-gel formed by the
addition of gelatin in a water-in-oil microemulsion (W/QO) of Aerosol O-T in n-
hexane (MBG). As external solvent it was used n-hexane, cyclohexane, heptane,

acetonitrile and 1,4-dioxane.

¢ The catalytic activity of C.V. lipase immobilized in MBG, was also studied in
the transesterification reaction of p-nitrophenyl octanoate with aliphatic alcohols
(n-pentanol, n-hexanol, n-octanol and 2-butanol) using acetonitrile and 1,4-dioxane
as external solvent, at 25°C. Parameters such as carbon chain length and branching
in the alcohols, as well as the activity of lipases from three different sources, were
discussed in terms of the enzyme efficiency when immobilized in MBG. In general,
primary alcohols were more reactive than the secundary one independent of the
external solvent. In all studied reactions the catalytic efficiency of C.V. lipase was

higher than Microbial and Pseudomonas sp.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAQO
1.1 - OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

A busca de uma metodologia mais eficiente para a utilizagdo de
enzimas em sintese organica levou a uma busca incessante de um sistema
que melhor se adaptasse as condigdes sintéticas desejadas. A
imobilizagdo de enzimas em organo-gel é um exemplo da aplicagdo da
catalise enzimatica em reagdes sintéticas envolvendo solventes organicos.

O organo-gel é formado pela adigdo de gelatina a uma microemulsio
agua-6leo formada por um surfactante aniénico ( por exemplo, o
Aerosol O-T) e um solvente apolar, tal como o n-hexano (MBG).
Verificou-se que quando este sistema ¢ utilizado para imobilizar enzimas
c¢om a finalidade de efetuar reacdes de esterificagdo, ha um grande efeito
do solvente no rendimento dos ésteres formados.(’) Estas evidéncias
sugeriram que a velocidade de difusdo do substrato depende do meio
reacional.

Na tentativa de quantificar o grau de impedimento imposto pelas
barreiras difusionais encontradas pelos ésteres quando estes passam do
meio reacional para o gel e vice-versa, pretende-se determinar os
coeficientes de difusdo para o sistema organo-gel (MBG). Utilizou-se
para este propdsito a técnica desenvolvida por Crooks para determinar o
coeficiente de difusdo do azul de bromofenol em gel de agar.®

Um outro objetivo do presente estudo é o de fazer a imobiliza¢do de
varias lipases (por exemplo, Chromobacterium Viscosum lipase, lipase
Microbial e lipase Pseudomonas sp) em organo-géis (MBG) para estudar
reagdes de transesterificagdo. Estas rea¢c6es podem ser representadas, de
maneira geral, através da equagdo 1.

RCOOR' + R"OH — RCOOR" + R’OH (eq.1)

Sera utilizado o octanoato de p-nitrofenila e diferentes alcoois
alifaticos, tais como o n-pentanol, n-hexanol, n-octanol e
2-butanol. Os dados obtidos nos permitirdo avaliar atividade das enzimas
imobilizadas em MBG, nesta reagdo de transesterificagéo.



1.2- DIFUSAO

Difusdo significa o movimento de uma particula para, ao acaso,
colidir com outras particulas ¢ é um fenémeno fisico-quimico de grande
importancia pratica e teodrica. A difusdo pode ser responsavel pelas
alteragdes ocorridas nas velocidades de muitas reagdes quimicas,
constituindo um processo espontdneo de transporte de massa num sistema
fisico-quimico, por efeito do gradiente de concentragio.

1.2.1 - VELOCIDADE DE LIBERACAO DE DROGAS
CONTROLADAS POR DIFUSAO

Durante os ultimos anos varios trabalhos foram concentrados no
desenvolvimento de uma técnica para controlar o desprendimento de
drogas nos organismos vivos em quantidades desejadas.C®* Assim, tais
drogas desprendidas fornecem um sistema em que a velocidade de
liberagdo ¢ controlada e determinada de acordo com as quantidades
desejadas, ficando assim, insensivel as variagdes bioldgicas.

Uma das técnicas mais bem sucedidas e de grande importidncia no
procedimento para uma forma correta de dosagem foi o uso do processo
de difusdo para a determinacdo da velocidade de desprendimento da
droga.®

Muitas reagdes quimicas biologicas ou de interesse industrial podem
ser controladas por difusdo, sendo que estas envolvem um transporte de
massa de um determinado substrato por efeito de um gradiente de
concentragdo.’®) Por exemplo, a reagio de hidrélise do mnicotinato de
metila foi estudada em sistema bifasico (dgua e tetracloreto de carbono)
e a sua velocidade foi controlada pelo transporte do substrato até a
interface, por difusdo, obtendo-se assim o acido nicotinico ¢ o metanol
(equagdo 2).

O + H0 ——> @ + CH30H
N

N
(eq. 2)



A encapsulagdo de agentes farmacologicamente ativos dentro de
uma capsula de gel “softgel”, pode oferecer uma melhor adsorgdo e maior
biodisponibilidade da droga.

Durante muitos anos a industria vem utilizando para a encapsulagdo
de drogas gel de gelatina (softgel). Alguns produtos farmacéuticos tais
como a Nifedina, Ciclosporina e¢ Termazepam ja tiveram uma boa
aceitagdo no mercado, quando encapsuladas em gel.

Essencialmente um "softgel" fornece uma solugdo ou suspensdo da
droga dentro da capsula do gel. Através da ruptura da capsula no gastro-
intestinal, o contetddo interno se espalha livremente. Drogas solubilizadas
em "softgel" podem ter uma velocidade de adsorgdo superior e ser de
grande biodisponibilidade se compararmos com a forma de dosagem
tradicional.”

1.2.2 - DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE DIFUSAO

Uma das maiores dificuldades, é a de se encontrar uma técnica
experimental apropriada para a determinag¢do do coeficiente de difusio,
considerando-se que este processo € lento e requer muito tempo
experimental.

Em 1976, Moskovits e Darewlany® descreveram um trabalho que
relata um experimento no qual uma solugido concentrada foi colocada no
interior de uma bolsa de dialise. A bolsa foi suspendida em um grande
volume de solvente, com agitagdo lenta. Com o passar do tempo eles
observaram um aumento na concentrag¢do do soluto, no solvente ao qual a
bolsa de dialise estava exposta. Com estes dados eles determinaram o
coeficiente de difusio. A desvantagem deste experimento é que a
quantidade medida ndo é o coeficiente de difusdo simples, mas o
coeficiente de permeabilidade da membrana de didlise. Assim ndo &
possivel comparar estes dados com os da literatura.

Em 1980, Irina® relatou uma metodologia experimental, usando um
espectrofotdometro € um calorimetro para a determina¢io do coeficiente
de difusdo de varios sais ( KNOj3, AgNO3, LiNO3 e CoCly . 6H7O )
em agua.



A difusdo dos cristais em dgua foi acompanhada através da absorgéo
maxima dos sais. A maior desvantagem deste método é a demora na
realizagdo do experimento, que requer cerca de 40 horas, desde o inicio
até o término do processo.

No mesmo ano, Clifford!® descreveu uma técnica de medidas de
coeficiente de difusdo em uma cela construida na forma de "Y", com uma
torneira central contendo no interior uma solugdo de sacarose, que
difundia-se em contato com o solvente. Posteriormente este solvente era
analisado. Este método pode ser considerado preciso, mas requer algumas
habilidades manuais e varias horas para mostrar o progresso de difusdo
com o tempo. _

Posteriormente, Crooks® desenvolveu uma metodologia para
determinar o coeficiente de difusio do azul do bromofenol em gel de
agar. A difusdo de uma substincia altamente colorida como o azul de
bromofenol pode ser acompanhada espectrofotométricamente e dados
mais efetivos sdo observados visualmente. Neste experimento um grama
de agar foi aquecido e dissolvido em uma solugdo de aproximadamente
35 mg de azul de bromofenol em 50 mL de agua. O gel, apos alguns
minutos de agitagdo, mas ainda no estado liquido, foi colocado em um
tubo com aproximadamente 10 cm de comprimento € 2 cm de didmetro,
preparado para reté-lo. O tubo contendo o gel foi entdo colocado num
suporte que permitia que este fosse introduzido no interior de um becker
de 250 mL, contendo 150 mL de agua com o solvente. O tubo permaneceu
suspenso a aproximadamente 2 cm do fundo do becker. O solvente do
becker foi mantido vigorosa e constantemente sob agitagdo. Amostras do
solvente foram retiradas a intervalos de tempo determinados e foram
feitas as leituras de absorbancia a 590 nm, que é a regido de absorgio
maxima do azul de bromofenol.

Os valores de absorbiancia foram tratados matematicamente de
acordo com a equagédo 3.

Mt/Mo = (A¢/Ao) (V7 Vi) (Vo Vo) (eq. 3).

onde:



M¢t/Mo = fra¢do do soluto difundido no tempo t.

At = absorbancia no tempo t

A, = absorbancia da solugdo do substrato para determinar A,

V¢ = volume inicial da solugio do substrato no gel.

V¢f = volume final da solugfio do substrato (volume do solvente no becker)
Vi = volume inicial da solugio do substrato para determinar Ao

V,f = volume final da solugfo do substrato para determinar Ay

Os resultados dos calculos, utilizando a equagdo 3 foram entdo representados
graficamente nas curvas por Mt/Mo em fungdo de t1/2, que respeitam a equagdo 4:

Mt/Mo = 2(Dt/nL2)72 (eq. 4)
onde:
D = Coeficiente de difusdo
L = comprimento do gel no cilindro

Aplicou-se uma regressio linear de primeira ordem na
equagdo 4 e obteve-se o coeficiente de difusdo do azul de bromofenol.

Neste trabalho determinou-se o coeficiente de difusdo de benzoatos
de alquila em organo-gel, (MBG), utilizando a técnica descrita acima.

Os valores de coeficiente de difusdo, podem estar relacionados com
o grau de interferéncia provocado pelos substratos (benzoatos de alquila)
e pelos solventes na estrutura do organo-gel.



1.3 - ENZIMAS E SUAS APLICACOES

Como foi citado anteriormente, neste trabalho, serdo utilizadas
enzimas como biocatalisadores em reagdo de transesterificagdo. A enzima
utilizada serd a lipase, uma esterase. Portanto, far-se-d& uma breve
descrigdo de lipases, sua aplicagdo em sintese orginica e alguns métodos
de imobilizagio.

1.3.1 - LIPASES

Enzimas s3o biocatalisadores que atuam sob condi¢Ses suaves de
reagcdes € com grande eficiéncia catalitica.

A lipase ¢ uma hidrolase que hidrolisa triacilglicerideos em acidos
graxos livres e glicerol. Esta enzima possui peso molecular entre 40 a 50
Kda, com cerca de 300 residuos de aminoacidos. A lipase é uma
glicoproteina na qual a parte glicosilada hidrofilica €é posicionada
opostamente a regido hidrofébica que circunda o sitio ativo.('!)

As lipases sio muito utilizadas em sintese orginica devido a
versatilidade catalitica, disponibilidade comercial, baixo custo e ndo
requerem a utilizacdo de cofatores.'®) Elas sdo estaveis em solvente
organico e tem grande habilidade de assumir diversas conformagfes para
acomodar substratos de varios tamanhos. Portanto, compostos que sido
instaveis em meio aquoso (anidridos, compostos halogenados etc.),
podem ser usados como substratos em meio nio aquoso.!'¥



1.3.2 - SITIO ATIVO DA LIPASE

Brady'¥, através de cristalografia de raios-x, determinou a
estrutura da lipase proveniente do fungo Mucor miehei. Esta lipase
apresenta um centro catalitico composto de trés aminoacidos (Ser 144,
His 257 e Asp 203) que esta localizado perto da superficie da molécula
da proteina, mas ndo estd completamente exposto ao solvente.

O centro ativo esta coberto por um segmento espiral curto da molécula
como se fosse uma tampa (Figura 1).

As lipases apresentam uma caracteristica catalitica comum: o
envolvimento de uma interface lipidio-agua em seu processo catalitico.

A atividade das lipases é aumentada na interface lipidio-agua e este
fendmeno é conhecido como ativacdo interfacial. Esta caracteristica finica
de catalise interfacial faz com que as lipases mostrem um envolvimento
hidrofébico e as distingue de outras enzimas hidroliticas.'
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Figura 1 - Estrutura do sitio ativo da lipase da Mucor miehei na presenca do
N-hexilclorofosfonato de etila. (a) sitio ativo completo e inibidor;
(b) seccdo transversal mostrando apenas a alteracio do inibidor
com Ser 82, Ser 144 e His 257.



1.3.3 - ESPECIFICIDADE DAS ENZIMAS

A especificidade das enzimas é a caracteristica mais importante
para a explorag¢do e uso em sintese orgénica. A capacidade com que as
enzimas discriminam entre as caracteristicas estruturais e estereoquimicas
de seus substratos determina sua atividade sintética.'®

A utilizacdo de enzimas para aplicagdes em sintese organica
depende da sua aceitagdo por varios tipos de substratos, enquanto retém a
sua habilidade para operar estereoespecificamente nas diversas reagdes
quimicas. Uma quantidade razoavel de enzimas satisfaz estas
caracteristicas, ¢ geralmente as de mamiferos preenchem melhor tais
critérios.

1.3.4 - ENZIMAS EM SINTESE ORGANICA

Em 1977, Klibanov!” utilizou enzimas em sistema bifasico
composto por dgua e solvente organico imiscivel em agua, admitindo que
enzimas tem um imenso potencial como catalisadores . Apesar disso, 0s
quimicos organicos ainda ndo aceitam muito usar enzimas em Seus
métodos sintéticos pelas seguintes razdes:

- As reagdes enzimdticas sdo geralmente conduzidas em meio aquoso,
porque este meio (solvente) é 6timo para manter a conformagéo
catalitica da enzima;

- A agua muitas vezes promove reversibilidade de reagées e decompde
varios reagentes ( por ex. anidridos e compostos halogenados);

- Muitos compostos de interesse para quimica organica sdo insoluveis
em agua, meio no qual as enzimas sio encontradas na natureza e
possuem alta solubilidade e atividade;

- O equilibrio termodindmico de muitos processos ¢ desfavoravel em
agua (ex. reagdes de esterificagdo, transesterificagdo e amidag¢do).
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Quando a agua € substituida por um solvente apolar, a enzima tende
a se reorganizar, implicando em mudang¢a conformacional e,
conseqiientemente o seu poder catalitico é reduzido.

A verificagdo de que as enzimas podem funcionar em meio ndo
aquoso tem eliminado muitas davidas sobre o uso destas como

catalisadores.
A especificidade do substrato frente a enzimas pode ser controlada

pelo solvente.(!®)

Recentemente, lipases tem sido imobilizadas em géis e utilizadas em
sintese. Uma grande variedade de ésteres estruturalmente diferentes,
foram sintetisados em escala preparativa.(!)

1.3.5 - CATALISE ENZIMATICA

Grande parte das reagdes catalisadas por enzimas envolvem a
quebra ou formagdo de ligagGes covalentes. Consideremos por exemplo a
equac¢do abaixo (equagdo 5)

D-G + A — A-G + D (eq.5)
onde um grupamento G ¢ transferido de um doador D-G para um receptor
A. A reagdo global envolve a quebra da ligagdo D-G e a formagdo de uma

nova ligagdo A-G, sendo melhor representada pela figura abaixo
(Figura 2).

D-G Enz A-G

D Enz-G A

Figura 2 - Representacdo geral de uma catilise enzimatica atuando na

quebra e formacio de ligacdes covalentes.
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Sendo assim, a enzima ¢ um reagente que se combina com o
substrato, formando um complexo enzima-substrato (Enz-S)'*) e que
posteriormente se decompde para formar um produto P, € a enzima livre
(equagdo 6).

k
Enz + § =—— Enz-S — Enz + P (eq.6)
k.1

Dois modelos explicam a catdlise enzimatica. O modelo de sitio
catalitico, proposto por Emil Fischer!’®’, mostra a interacdio entre o
substrato e a enzima por analogia com um conjunto "chave-fechadura” e
ainda é util para a compreensio de certas propriedades enzimaticas
(Figura 3).

ATy

]“

®
ES

Figura 3- Representacio da formac¢io de um complexo ES segundo a
hipotese do modelo de Fischer.
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O modelo do ‘"encaixe induzido" de Koshland!!®’ recebeu
consideravel apoio experimental ¢ tem como caracteristica essencial a
flexibilidade da regido do centro ativo. No modelo de Fischer, presume-
se que o centro ativo € pré-formado para encaixar o substrato. No modelo
do encaixe induzido o substrato induz uma mudang¢a conformacional na
enzima (Figura 4).

Figura 4- Representagio de um encaixe induzido por uma alteracfio estrutural
da proteina (segundo Koshland).
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A seqiiéncia exata dos eventos na mudanga de conformagio induzida
ainda ndo foi totalmente estabelecida e existem varias possibilidades
(Figura 5).

"\ Proteins ~ Protelna

}‘\\
A S Iy
% 1D - (2

y‘/CéPorotelna B
. N =R
: Substratos

v S RIS

N
Proteina

Figura 5- Representaciio das vias alternativas de reacgiio para obter uma
mudanc¢a conformacional induzida pelo substrato. A enzima sofre
primeiramente uma alteragio da conformaciio (A); em seguida,
liga-se ao substrato (B). Como alternativa pode haver primeiro a
ligagdio do substrato (C), com modific.ag:ﬁo subseqiiente de
conformacdo (D). Finalmente, ambos os processos podem ocorrer
de modo combinado (E) com isomerizacio na forma final.
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1.3.6 - ENZIMAS EM ORGANO-GEL : MODELOS PROPOSTOS
Em 1986, Haering e Luise®? trabalhando na investigagio da
solubilizagdo de gelatina em micelas reversas, depararam-se com um fato
que marcou o inicio de uma nova metodologia para imobilizagio de
enzimas. O objetivo dos autores neste trabalho era de investigar de que
forma o meio micelar poderia alterar o comportamento gelificante da
gelatina. A esperancga dos autores era de que ocorresse a formagdo do gel
dentro das micelas. Porém ocorreu algo completamente diferente: toda
solugdo micelar tornou-se gel. O fen6meno de gelificagio mostrou-se
reversivel, isto €, acima de 40°C o gel se liquefaz e esta solugfio pode ser
transformada em gel novamente, tendo-se o cuidado de agita-lo durante o
resfriamento, caso contrario ocorre a separagdo de fase.

Os autores descreveram ainda a preparagdo do organo-gel, que
consiste basicamente em adicionar a gelatina a uma solug¢do micelar numa
faixa de temperatura de 40°C a 45°C e agitar até esfriar. Um aspecto que
intrigou os pesquisadores foi que a gelificacdo ndo ocorreu em todas as
concentragdes de gelatina e/ou agua. A gelatina deve se encontrar em
quantidade ligeiramente acima da sua solubilidade maxima.

Haering e Luise'® ficaram impressionados com o fendmeno de
gelificagdo da solugdo, que consistia em mais de 80% de solvente
orgdnico, ¢ descreveram uma hipdtese para explicar o fato. Assumindo
que a gelatina € hidrossoltivel, a mesma ficaria inicialmente confinada no
interior das micelas.Como a concentragdo de surfactante (AOT) ¢é
relativamente alta, a distdncia entre as micelas da microemulsdo ¢é
pequena. Eles entio assumiram que existia um contato intermicelar e a
percolacdo da gelatina, ja que esta se encontra em excesso na solugdo. As
moléculas de gelatina ligariam uma micela a outra. Inicialmente, isto
ocorre de maneira dindmica e ap6s a gelificagdo da gelatina na microfase
aquosa todo o sistema ficaria rigido. A transi¢do parece ser muito
complexa, por necessitar de agitacdo constante para a formagido do gel.
Os autores também sugeriram que este sistema pode ser utilizado para
imobiliza¢do de enzimas.

Quellet ¢ Heicke®!) estudaram o mesmo sistema e descreveram o
processo de gelificagdo em trés etapas. Primeiramente, a gelatina se
dissolveria no interior aquoso da micela e formaria o que denominaram de
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"nanogel”. Num passo intermediario, haveria a percolagdo das nanofases
e uma enorme aglomeracdo de nanofases seria formada . Finalmente
ocorreria a transigdo sol-gel, envolvendo as nanofases interconectadas
por pontes de hélices tipo colageno. Quellet e colaboradores reafirmaram
esta estrutura em 19873%), 19893 1990C% ¢ 1991.%%) (Figura 6)

meio apolar

forma helicoidal
das moléculas
de gelatina

" ~
formaespirai das ~__
J moléculas de gelatina

Figura 6- Modelo proposto para a estrutura do organo-gel ( Modelo da
percolacio).
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Atkinson e colaboradores®®®), através de medidas de condutividade e
espalhamento de néutrons, propuseram uma estrutura em que a gelatina,
que possuil propriedades tensoativas, tem um papel interfacial junto com o
AOT. Atkinson n3o acreditava que a gelatina entrasse em contato com a
fase oleosa , como seria requerido para ligar as micelas no modelo de
Quellet. Ele sugeriu que o excesso de agua e surfactante podem coexistir
na forma de micelas em equilibrio dindmico com a rede hidratada de
gelatina,

Em 1989, o mesmo grupo de pesquisadores®”’ publicou resultados
adicionais na area e concluiu que ocorre uma mudang¢a na microestrutura
da microemulsdo quando a mesma ¢ gelificada. Isto é, ocorre a formagio
de uma extensa rede de canais de gelatina e agua rodeada por uma
camada de surfactante e que esta estrutura estaria em equilibrio com as
gotas da solugdo micelar (Figura 7). Atkinson e colaboradores
reafirmaram esta estrutura em publica¢des posteriores.?®
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gotas de
microemulsio

periferia
micelar

_._i

Figura 7- Modelo proposto para a estrucura do organo-gel (Modelo de rede de
gelatina).
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Os trabalhos mais recentes sobre a estrutura do organo-gel foram
publicados por Petit.?°*? Estes trabalhos analisaram os trés modelos

para a estrutura do organo-gel (Figura 8).
Seus resultados foram os seguintes:

a) Modelo da Estrutura Cilindrica (modelo de Luise e colaboradores):
Este modelo é composto de uma microestrutura de moléculas de gelatina
agregadas em uma rede rigida rodeada por 4gua e AOT (Figura-8a). Para
os proponentes deste modelo, a estrutura da gelatina ¢ essencialmente
conservada na agua, cujo papel é hidratar a gelatina . Os cilindros
conectados a gelatina sdo subseqiientemente rodeados. Este modelo ¢é
consistente com os valores de condutincia elétrica, mas ndo permite uma
explicagdo para separagdo de fases observada no digrama de fase.

b) Modelo da Estrutura Cilindrica e Micelas Reversas ( modelo de
Atkinson e colaboradores): Neste modelo a rede de gelatina e as micelas
reversas sdo independentes (Figura-8b). As micelas esféricas de AOT sédo
fixadas pela rede de gelatina protegidas pelo surfactante,
independentemente das suas posi¢gdes, como se estas ndo fossem
conectadas pelos centros que contém a agua. As partes hidrofilicas da
gelatina sido cobertas pelo AOT. Este modelo permite explicar a forma
do diagrama de fases, mas nio prediz a percolagdo elétrica.

c¢) Modelos das Micelas Reversas Interconectadas por Canais de
Gelatina ( modelo da percolacdo de Quellet e colaboradores): Este
modelo é composto de micelas contendo agua e parte de gelatina. As
micelas reversas de AOT sédo conectadas pela gelatina, sendo arranjadas
em corddes helicoidais. Entretanto, elas ndo sdo cobertas pelo surfactante
(Figura-8c) . Para o sistema de micelas interconectadas, a estrutura das
micelas e as caracteristicas do sistema agua/AOT/solvente sdo retidas
durante todo o processo de gelificagdo.

Segundo Petit, todas estas estruturas podem a principio existir em
uma parte do diagrama de fase. Os espectros de espalhamento de raios-x
(sensivel para gelatina e dgua) e os espectros de néutrons sensiveis
somente ao centro aquosa da micela, sdo consistentes com os modelos
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acima referidos. Entretanto, os espectros s@0o quantitativamente
diferentes, apesar de serem qualitativamente similares.

Figura 8- Modelos propostos para a estrutura do organo-gel: (a) Modelo da
estrutura cilindrica; (b) Modelo da estrutura cilindrica em micelas
reversas; (¢) Modelo das micelas reversas interconectadas pelos

canais de gelatina.
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De qualquer forma, independentemente do modelo adotado, as
principais caracteristicas do sistema de organo-gel que se configuram
como vantagens, sdo as seguintes:

- Constitui uma solugao micelar sélida, transparente , possuindo todas
as vantagens do sistema de micelas reversas;

- E insoluvel em solventes hidrocarbénicos ( por exemplo, n-hexano,
heptano, n-octano, iso-octano, etc.);

- Pode ser utilizado para imobilizar enzimas ( por exemplo, esterases,
hidrolases).

1.3.7 - TRANSESTERIFICACAO CATALISADA POR LIPASES

Durante os dltimos anos, foi bem explorada a utilizagdo de enzimas
em solventes organicos nas reagbes de  esterificagdo e
transesterificagdo.®!% A imobilizagio é uma técnica muito importante
na aplicagdo de enzimas como catalisadores nas reagdes de sintese em
solventes organicos.®?

Atualmente, a aplicagdo de enzimas em transformag¢des orgédnicas de
laboratorio estd mum processo de crescente importincia e¢ ‘em rapida
expansdo. A aplicagdo das enzimas em reagbes mais complexas esta
ligada a trés aspectos principais:

I) As enzimas sdo extremamente versateis e catalisam um largo
espectro de reagdes;

IT) As enzimas podem ser catalisadores altamente eficientes
(velocidade cerca de 1012 vezes mais rapidas do que as reagdes
nio catalisadas);

IIT) As enzimas s&o geralmente muito seletivas, em termos dos tipos
de reagbes catalisadas, e com respeito a estrutura e estereoquimica
do substrato e do produto.
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Reagdes de esterificagiio e transesterificagio catalisadas por lipases
em solventes orginicos s3o mais seletivas que as correspondentes reagdes
hidroliticas em agua.®%

A resolugdo de alcoois racémicos pode ser realizada explorando a
habilidade de lipases imobilizadas para promover a esterificagdo ou
transesterificagfo.3%-38) Por exemplo, estudou-se a reagdo de
transesterificagdo do (R,S) 2-(p-clorofendxi)propionato de metila com o
n-butanol, catalisada por lipase, e obteve-se o trans éster R, com
pureza Optica de 97% e o § metil éster, com pureza Optica de 96%

( equagdo 7).

CH3CHCOOCH 3 CH3. HCOOBu CH3CHCOOCH3
+ n-BuOH lipg_sgs + é
1 Cl ‘
(R)

Cl
R,S) )
+
CH3;0H
n-Bu = -CH,CH,CH,CHj | (eq.7)

Em 1984, Klibanov ¢ Cambou®®”’ desenvolveram uma metodologia
para resolugdo de 4dlcoois racémicos através de reagdes de
transesterificacdo catalisada por lipases de cdndida cilindrdcea e
carboxil esterease do figado de porco, em sistema bifasico. -
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Por exemplo, estudou-se a rea¢do de transesterificacdo do acetato de etila
com alcoois racémicos tal como o (R,S) 3-metil-pentanol-1 em sistema
bifasico formado por dgua e solvente orgédnica imiscivel em agua (octano,
ciclohexano), e obteve-se apenas o trans éster R e o alcool §, com pureza
optica de 97%. Eles utilizaram como suporte poroso a sefarose € o
cromasorbe, aos quais eram adicionados uma solugdo enzimatica
(equagéo 8).

CH;CH,COOCH; + CH;CH,CH(CH3;)CH,CH,OH  ——
(R,S)

CH;CH,COOCH,CH,CH(CH;)CH,CH; + CH3;CH,CH(CH;)CH,CH,0H
(R) (S)

(eq.8)
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CAPITULO 2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo apresentaremos, em detalhes, 0s experimentos
realizados na investigagdo dos topicos do nosso interesse. O
procedimento experimental é apresentado obedecendo a seguinte ordem:

- materiais, reagentes, solventes e equipamentos;
- preparac¢do da coluna de difusdo e a preparagdo do organo-gel;

- preparacdo dos benzoatos de alquila e do meio reacional para a
reagdo de transesterificacio;

- estudo da reacdo de transesterificagdo, catalisada por lipases, do
octanoato de p-nitrofenila com alcoois alifaticos em organo-gel.

2.1.1 - REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os ésteres (benzoatos de alquila) foram preparados e caracterizados
de acordo com procedimento descritos na literatura e serdo descritos
posteriormente no item 2.5.1. Os alcoois etilico, n-butilico, cetilico,
n-octilico e sec-butilico, foram fornecidos pela Merck e o acido benzoico
pela Vetec.

Os solventes heptano, ciclohexano e 1,4-dioxano foram fornecidos
pela Merck, a acetonitrila e o n-hexano pela Vetec.

O Aecrosol O-T e a gelatina em pé ( tipo A : Bloom 300) foram
fornecidos pela Sigma; a silica gel 60 para cromatografia em coluna foi
fornecida pela Merck; a silica gel para cromatografia em placa foi
fornecida pela Vetec bem como o sulfato de magnésio, bicarbonato de
sodio e cloreto de calcio. Os demais reagentes de foram de pureza
analitica.
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A difusdo dos ésteres (benzoatos de alquila) em sistema de organo-
gel foi acompanhada em um espectrofotémetro UV/VIS, marca Beckman
DU-65.

Os produtos de esterificagio e transesterificagdo foram
caracterizados por espectroscopia de infravermelho utilizando um
aparelho Perkin Elmer Modelo 781, e por lH R.M.N., utilizando um
espectrofotometro Varian EM-360L 60 MHz ou um Brucker 200 MHz,
com TMS como referéncia interna.

Os indices de refragdo foram obtidos com um refratometro da Carl

Zeiss Jena, a 20°C.
Os rendimentos dos produtos foram determinados utilizando-se uma

balan¢a semi-analitica Marte A500.

2.1.2 - ENZIMAS UTILIZADAS

As enzimas utilizadas neste trabalho foram:

- Lipase de Pseudomonas sp, fornecida pela Genzyme Biochemicals
Ltd (Inglaterra). Atividade especifica de 1900 unidades/mg de
proteina. :

- Chromobacterium Viscosum (C.V.) lipase, fornecida pela Genzyme
Biochemicals Ltd (Inglaterra). Atividade especifica de 3970
unidades/ mg de proteina.

- Lipase Microbial, fornecida pela Genzyme Biochemicals Ltd
(Inglaterra). Atividade especifica 1600 unidades/mg de proteina



2.2 - PREPARACAO DO ORGANO-GEL

O organo-gel (MBG) foi preparado pela adigdo de uma solugdo de
gelatina em agua a 55°C & uma segunda solugdo de Aerosol O-T em n-
hexano, também a 55°C. A mistura foi entdo agitada rigorosamente e
deixada esfriar a temperatura ambiente para dar um gel rigido e estavel.
Para o aquecimento das solug¢les utilizou-se um banho termostatizado
(Polyscience Series 9500).

A microemulsdo agua-6leo contendo a enzima foi preparada
injetando-se com o auxilio de uma microseringa 0,25 mL de uma solug¢do
aquosa de enzima na solugdo de AOT.

As solugdes de gelatina e de AOT com enzima foram
termostatizadas a 55°C, misturadas e agitadas fortemente até o
esfriamento. .

As quantidades de reagentes utilizados nos experimentos realizados
neste trabalho estdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1- Quantidades de reagentes utilizados na preparacio do organo-gel

organo-gel  Qtidade de  Qtidade de  Qtidade de  solvente
gelatina(g)  agua(mL) AOT 0,5M n-hexano

(mL) (mL)
com 1,40 2.15 4,00 2,20
enzima
controle 1,40 2,40 4,00 2,20

(a) a concentraciio da solucio de lipases (C.V.lipase, Pseudomonas sp e
Microbial) foi 10 mg/mL.
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2.3 - PREPARACAO DA COLUNA DE DIFUSAO

Os ésteres (benzoatos de alquila ) de concentragdo inicial 0,1M
foram dissolvidos no solvente n-hexano que foi adicionado para fazer o
gel ( preparado de acordo com procedimento descrito no item 2.2).
A concentragdo final dos ésteres no organo-gel foi de 0,01 M.

Os espectros de absorg¢do foram obtidos em um espectrofotémetro
UV/VIS Beckman DU-65. |

Para medir os coeficientes de difusdo foram foram utilizados tubos
de paredes grossas e sem fundo com aproximadamente 13 cm de
comprimento ¢ 1,9 cm de didmetro, apropriados para reter o gel,
conforme a Figura 9.

O organo-gel, apo6s alguns minutos de agitagdo, mas ainda no
"estado liquido", foi colocado no tubo citado acima, que tinha sido
previamente colocado na posi¢do vertical sobre uma pequena placa de
petri.

A quantidade de gel preparado (aproximadamente 40 mL) foi
suficiente para preencher aproximadamente 10 cm do tubo.

Em seguida, selou-se com parafilme a abertura superior do tubo
para evitar a evaporagdo do solvente, e este foi deixado esfriar a
temperatura ambiente. Posteriormente colocou-se na geladeira e apos o
gel estar totalmente congelado, procedeu-se a leitura do coeficiente de
difusdo conforme descrito no item 2.3.1.



1.9 cm

13,0 cm <<

> 8,0 cm

Figura 9 -Tubo de vidro utilizado nas medidas experimentais do coeficiente

de difusio.
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2.3.1 - MEDIDAS EXPERIMENTAIS DE COEFICIENTES DE
DIFUSAO EM ORGANO-GEL

O procedimento geral de medidas dos coeficientes de difusdo esta
representado esquematicamente na Figura 10.

O tubo contendo o gel, apos 24 horas na geladeira, foi retirado da

placa de petri e colocado num suporte que permitia que o tubo fosse
introduzido no centro de um becker com capacidade de 250 mL, contendo
100 mL de solvente ( solvente externo). O tubo permaneceu suspenso a
aproximadamente 2 cm do fundo do becker.
O solvente do becker foi mantido rigorosa € constantemente sob agitagdo
com auxilio de um agitador magnético. Amostras do solvente foram
retiradas em intervalos de tempos determinados e fez-se as leituras das
absorbancias em 226 nm (comprimento de onda de absor¢do maxima dos
benzoatos de alquila).



gel liquido E
4

coluna de vidro

placa de petri

solidificacdo do gel

<~
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Figura 10 - Procedimento experimental utilizado para as medidas dos
coeficientes de difusiio (de ésteres aromiticos) em organo-gel

de n-hexano.
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A metodologia descrita foi baseada nos experimentos de medidas de
coeficiente de difusdo desenvolvida por Crooks em 1989 (ver item 1.2.2
da introdugéo).

2.4 - ESTUDOS CINETICOS

As cinéticas das reagdes do octanoato de p-nitrofenila e os alcoois
n-pentanol, n-hexanol, n-octanol, 2-butanol, foram acompanhadas
espectrofotométricamente a 25°C. Estas rea¢des foram seguidas
observando-se a formagdo de um dos produtos da rea¢io, p-
nitrofenol, em 307nm.

A concentragdo do octanoato de p-nitrofenila foi de 1,0 x10-4M,
enquanto a dos alcoois foi de 5,0 x10'3M, estando portanto os alcoois
em excesso com relagdo ao éster. Nestas condigées a reagdo é de
pseudo-primeira ordem.

As constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem ( kobs )
foram calculadas usando-se um programa de computador®® que usa a
equagdo 9

kobs = log ( At - Atx ) / tx (eq.9)
onde:

Ats = absorbancia do éster em tempo infinito (fornecido pelo
programa)

Atx = absorbancia no tempo “x”
(13 2
tx = tempo “x”’em segundos

A partir dos dados experimentais de absorbidncia e de tempo,
obtém-se um grafico de log (Ats - Atx ) em fungdo do tempo tx, cujo
coeficiente angular fornece o valor de kobs.
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2.5 - REACOES
2.5.1 - PREPARACAO DOS BENZOATOS DE ALQUILA

Os benzoatos de alquila foram preparados segundo método classico
da literatura.®®) Uma série de ésteres derivados do 4cido benzéico foi
preparada, utilizando-se alcoois com cadeias carbdnicas variando de 4 a
16 atomos de carbonos.

A reacdo de esterificagdo, de maneira geral, pode ser formulada
conforme a equagio 10.

| .

()] "o + R-OH H ' OR + HY

(eq. 10)
compostol- R= C,H;
composto2- R= n-C,4H,
composto3- R= n-CgH,,
composto4- R=n-CcHjs;
compostoS- R= sec-C4Ho

As reagdes foram realizadas adicionando-se em um baldo de
250 mL, 35 a 50 mL de tolueno, 0,05 moles de acido benzdico e 0,05
moles do alcool. Como catalisador utilizou-se o acido sulfarico (algumas
gotas). Em seguida, a mistura reacional foi refluxada por 4 a 16 horas,
dependendo do tamanho da cadeia do alcool. As reagdes foram
acompanhadas pela formagdo da agua coletada através de um aparelho
Dean- Stark.

Apés o refluxo ( 4 a 16 horas), adicionou a mistura reacional em um
funil de separagdo e lavou-se com solugdo aquosa de bicarbonato de
sédio para eliminar o acido que ndo reagiu. A seguir, extraiu-se os
¢steres da fase orgdnica com tetracloreto de carbono. A mistura foi seca
sobre sulfato de magnésio ou cloreto de calcio anidro.



32

Os sais secantes foram filtrados, evaporou-se o solvente em evaporador
rotatorio; ¢ obteve-se os ésteres. A purificagdo dos ésteres (benzoato de
etila, benzoato de n-butila, benzoato de sec-butila e benzoato de n-octila)
foi feita através de uma destilagdo simples e o benzoato de cetila, que é
um solido, foi recristalizado em n-hexano.

Os produtos assim obtidos, foram caracterizados por IV e
'"H-RMN, além de medidas do indice de refragio (Tabela 2, pagina 35).

2.5.2 - PREPARACAO DO MEIO REACIONAL PARA AS
REACOES DE TRANSESTERIFICACAO VIA
CATALISE ENZIMATICA

Os organo-géis contendo a enzima, foram retirados do congelador e
rapidamente separados dos tubos de ensaio. Em seguida foram cortados
em secgdes de aproximadamente 125 mm3 e entdo colocados em um
erlenmeyer contendo o substrato (octanoato de p-nitrofenila e  o0s
correspondentes  alcoois  n-pentanol, n-hexanol, n-octanol e
2-butanol).

A reagdo de transesterificagdo pode ser representadas de acordo
com a equagdo 11.

]

(eq.11)
R = n-(CH2)4-CH3, n-(CH2)5-CH3, n-(CH2)7-CH3 € sec-C4H9
lipases = C. V., Microbial e Pseudomonas sp.



As reagbes foram realizadas adicionando-se a um erlenmeyer de 1> mL
de octanoato de p-nitrofenila de concentragdo 1,0 x 10-4 M e 15 mL de
alcool (n-pentanol, n-hexanol, n-octanol e 2-butanol) cuja
concentragido foi de 5 x 10-3 M. Esta concentragdo de alcool corresponde
a uma concentragdo 50 vezes maior do que a do octanoato de p-
nitrofenila. .

O equivalente a wum tubo de ensaio do organo-gel
( aproximadamente 10 mL) contendo a enzima, foi entdo adicionado ao
meio reacional e agitado em banho maria tipo Dubnoff termostatizado a
25°C durante aproximadamente duas horas.

As reagbes efetuadas estdo representadas na equagdo 11. As
enzimas utilizadas nas reagbes estio listadas no item 2.1.2.

Reagbes usando organo-géis controle (sem enzimas) foram
executadas paralelamente as reagbes catalisadas enzimaticamente, € nio
foi observada formagdo de produtos nestas condigdes (2 horas a 25°C).

{

2.5.3 - ISOLAMENTO. DO PRODUTO FINAL DA REACAO DE
TRANSESTERIFICACAO DO OCTANOATO DE
P-NITROFENILA COM O n-PENTANOL

Para confirmar a obtengdo do produto da reagdo de
transesterificagdo fez-se o isolamento do produto final da reag¢ido do
octanoato de p-nitrofenila com n-pentanol, em acetonitrila.

A reagdo foi realizada adicionando-se a um erlenmeyer 0,003
moles (0,78 g) de octanoato de p-nitrofenila e 0,15 moles
(13,20 g) do
n-pentanol em 30 mL de acetonitrila. O equivalente a um tubo de ensaio
de organo-gel ( aproximadamente 10 mL ) contendo a enzima foi entdo
adicionado ao meio reacional, ¢ a mistura agitada em banho maria
tipo Dubnoff, termostatizado a 25°C durante 48 horas. A reagdo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada, devido ao
aparecimento do trans éster. Usou-se como eluente uma mistura de
n-hexano/acetato de etila (15:1).
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Apoés a separagdo dos “géis” do meio reacional, a solug¢do foi
concentrada em um evaporador rotatorio. O produto obtido foi purificado
por cromatografia em coluna, usando-se como eluente uma mistura
de n-hexano/acetato de etila (15:1) até sair todo o éster, o que foi
acompanhado também por cromatografia em camada delgada. Apods ter
separado todo o octanoato de n-pentila, mudou-se o eluente para
acetona, para retirar o p-nitrofenol, um subproduto da reagdo.

O produto foi entdo caracterizado por 'H-RMN (ressonincia
magnética nuclear de proton) e IV (Infravermelho). Estes dados serdo
mostrados no proximo capitulo (Resultados e Discussio).
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CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSAQO

Este capitulo contém os resultados dos experimentos descritos
no capitulo 2, apresentados na forma de diagramas, figuras e tabelas,
devidamente discutidos para sua melhor compreenséo.

Todos os resultados obtidos nos experimentos feitos no
laboratorio, serdo apresentados e discutidos, tenham sido eles bem
sucedidos ou ndo. Esta abordagem foi adotada com o intuito de se
executar um estudo razoavelmente completo do objeto da pesquisa.

Assim, alguns aspectos que aparentemente possam parecer
negativos, contribuiram sem divida para o entendimento das
caracteristicas do organo-gel ¢ de sua utilizagdo potencial em sintese
organica.

3.1 - IDENTIFICACAO DOS BENZOATOS DE ALQUILA

Alguns dados analiticos e espectroscopicos para os produtos
obtidos na esterificagio do acido benzdico com diferentes élcoois
alifaticos, estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados de rendimento, Rf, IV e indice de refracio para os
benzoatos de alquila

composto rendimento(%) Rf® IV v-C=0 indice de refra¢io’®
(cm™)® exp. literatura®®

1 94 0,58 1720 1,50 (1,50)

2 96 0,60 1721 1,48 (1,49)

3 52 0.57 1722 147 ( -)

4 86 0.55 1724 142 ( -)

5 47 0,59 1727 1,49 ( -)

(a) eluente n-hexano : acetato de etila 15 : 1
(b) filme, em cela de NaCl
(c) temperatura 25°C.
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A esterificagdo foi realizada refluxando-se com os alcoois ¢ o
acido benzodico por um tempo de 4 a 16 horas, dependendo da cadeia
carbdnica do alcool, conforme descutido anteriormente.

Os benzoatos de alquila obtidos, apresentaram rendimentos que
variaram de 47 a 96%. O menor rendimento foi obtido para a reag¢do entre
o acido benzdico e o 2-butanol, mostrando novamente a menor
reatividade dos alcoois secundarios em relagdo aos alcoois primarios.

Nos ¢ésteres de cadeia alquilicas normais, a absor¢do no
infravermelho do grupo carbonila ocorre em torno de 1740 cm-1. J4 nos
benzoatos de alquila, devido a conjugagdo do grupo fenila com a
carbonila, ocorre uma diminui¢do na freqiiéncia de estiramento e os
valores sdo observados na regido de 1720 cm-!, conforme mostrado na
Tabela 2.

A analise por 'H-RMN confirmou a pureza dos ésteres aromaticos
obtidos. Por exemplo, para os benzoatos de etila, n-butila, n-octila e
cetila observou-se um triplete centrado em 4,3 ppm, caracteristico do
grupo -CH,- ligado ao oxigénio do grupo éster. Ja para o benzoato de
sec-butila observou-se um multiplete centrado em 4,9 ppm, que ¢
caracteristico do grupo -CH- ligado ao oxigénio do grupo éster.

3.1.1 - CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS

- benzoato de etila : IV (NaCl) (cm™) 2982, 1720, 1602, 1452, 1368, 1276, 1174.
'HRMN (60 MHz, CDCl;/ TMS) 8 (ppm) 1,0 - 2,4 (m, 5H, CH;CH, ), 4,2
(t, 2H, CH,), 7,2 (s, SH, C4Hs)

- benzoato de n-butila : IV (NaCl) (cm™) 2960, 2874, 1720, 1602, 1456, 1386,
1276, 1176. 'HRMN (60 MHz, CDCl;/TMS) & (ppm) 1,0-24
(m, 9H, CH;3 (CH; )3) , 4,3 (t,2H, CH, ), 7,1 (s, SH, C¢Hs).
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- benzoato de sec-butila : IV (NaCl) (cm™ ) 2962, 2874, 1718, 1604, 1456, 1274,
1174. 'H RMN (60 MHz, CDCl;/ TMS) & (ppm) 1,0 - 2,4 (m, 8H, CH; ,CH:CH,)
5,0 (t, 1H, CH), 7.4 (s, SH, C¢Hs).

- benzoato de n-octila : IV (NaCl) (cm’] ) 2928, 2856, 1722, 1602, 1454, 1274,
1176."H RMN ( 60 Mhz, CDCl;/ TMS Yo (ppm) 1,0-24 (m, 17H, CH; (CH,)y)
, 4,2 (4, 2H, CH, ), 7.2 (s, 5H, CcHs).

- benzoato de cetila : IV (NaCl) (cm™ ) 2922, 2850, 1718, 1602, 1474, 1276, 1178.
'HRMN (60 MHz, CDCl3/ TMS) & (ppm) 1,0-2,4 (m, 33H, CH, (CH; )is) ,
4,2 (t,2H, CH, ), 7,1 (s, 5H, CgHs).

3.2- RESULTADOS DA MEDIDA DE COEFICIENTE DE
DIFUSAO

Os resultados obtidos das medidas de absorbédncia dos benzoatos de
alquila em fun¢do do tempo para cada sistema de organo-gel de
n-hexano em diferentes solventes externo estdo descritos nas Tabelas 3,
4,5, 6,e 7.



Tabela 3 - Medidas de absorbancia dos benzoatos de alquila em funcio do
tempo, em organo-gel de n-hexano, utilizando como solvente

externo n-hexano.

t(min.)  Abs. Abs. Abs. Abs. Abs.
composto 1 2 3 4 5

1 0,034 0,048 0,027 0,068 0,043
5 0,043 0,091 0,048 0,090 0,085
10 0,065 0,148 0,070 0,254 0,131
20 0,094 0,195 0,100‘ O;350 0,193
30 0,115 0,231 0,148 0,429 0,246
40 0,127 0,266 0,185 0,488 0,285
50 0,140 0,296 0,234 0,534 0,359
60 0,154 0,327 0,272 0,582 0,400
70 0,168 0,362 0,297 0,660 0,455
80 0,179 0,399 0,318 0,680 0,507
90 0,190 0,435 0,340 0,706 0,572
composto 1 (benzosto deetils) »  Ac=loi2
- composto 2 ( benzoato de n-butila) — A, = 1,064

- composto 3 (benzoato de n-octila) — A, = 1,850

- composto 4 (benzoato de cetila) — A, = 1,440

- composto 5 ( benzoato de sec-butila) — A, = 0,883
-O comprimento do organo-gel no cilindro,foi sempre 10 cm.



39

Tabela 4- Medidas de absorbincia dos benzoatos de alquila em funcio do
tempo, em organo-gel de n-hexano, utilizando como solvente

externo ciclohexano.

t(min.) Abs. Abs. Abs. Abs. Abs.
composto 1 2 3 4 5
1 0017 0032 0048 0030 0010
5 0,049 0,064 0,069 0,049 0,021
10 0,066 0,092 0,095 0,069 0,032
20 0,088 0,120 0,135. 0,091 0,050
30 0,107 0,146 0,173 0,109 0,065
40 0,136 0,169 0,220 0,126 0,078
50 0,156 0,192 0,252 0,145 0,101
60 0,174 0,210 0,271 0,154 0,116
70 0,208 0,228 0,323 0,168 0,131
80 0,216 0,250 0,343 0,181 0,143
90 0,227 0,265 0,358 0,191 0,160

- composto 1 (benzoato de etila) — A, = 1,042
- composto 2 (benzoato de n-butila) — A, = 1,064
- composto 3 (benzoato de n-octila) — A, = 1,850
- composto 4 (benzoato de cetila) —, A, = 1,440
- composto 5 (benzoato de sec-butila) —A, = 0,883
-O comprimento do organo-gel no cilindro,foi 9,5 cm para os compostos 1, 2
e 5e, 10 cm para os compostos 3 e 4.
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Tabela S - Medidas de absorbincia dos benzoatos de alquila em funcio do
tempo, em organo-gel de n-hexano, utilizando como solvente

externo heptano.

t(min.)  Abs. Abs. Abs. Abs. Abs.
composto 1 2 3 4 5
1 o0e2 0022 0024 0020 0023
5 0,050 0,063 0,063 0,051 0,029

10 0,065 0,097 0,116 0,071 0,036

20 0,086 0,126 0,174, 0,099 0,058

30 0,104 0,160 0,221 0,148 0,080

40 0,118 0,188 0,263 0,179 0,102

50 0,130 0,202 0,303 0,198 0,123

60 0,146 0,218 0,336 0,220 0,140

70 0,165 0,239 0,366 0,246 0,161

80 0,173 0,250 0,391 0,265 0,183

90 0,182 0,265 0,429 0,293 0,205
composto 1 (benzoato de etila) o Ae-todz '

-composto 2 (benzoato de n-butila — A, = 1,064
-composto 3 ( benzoato de n-octila) — A, = 1,850
-composto 4 (benzoato de cetila) - A, = 1,440
-composto 5 ( benzoato de sec-butila) — A, = 0,883
-O comprimento do organo-gel no cilindro, foi 9,0 cm para o composto 4, 9,5
cm para os compostos 1 e 2 e, 10 cm para os compostos 3 e 5.
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Tabela 6 - Medidas de absorbancia dos benzoatos de alquila em funcdo do
tempo, em organo-gel de n-hexano, utilizando como solvente

externa acetonitrila.

t(min.) Abs. Abs. Abs. Abs. Abs.
composto 1 2 3 4 5
1 002 0m9 o0l 0020 0011
5 0,063 0,050 0,031 0,030 0,017
10 0,098 0,075 0,055 0,038 0,026
20 0,143 0,104 0,085 . 0,063 0,036
30 0,183 0,124 0,120 0,083 0,041
40 0,216 0,142 0,149 0,102 0,047
50 0,248 0,161 0,176 0,109 0,061
60 0,271 0,182 0,195 0,121 0,075
70 0,292 0,199 0,208 | 0,146 0,082
80 0,313 0,216 0,227 0,166 0,089
90 0,336 0,237 0,240 0,178 0,098
composto 1 (benzosto dectil) - A,-1osz

-composto 2 (benzoato de n-butila) — A, = 1,064
-composto 3 (benzoato de n-octila) —» A, = 1,850
-composto 4 ( benzoato de cetila) — A, = 1,440
-composto 5 ( benzoato de sec-butila) — A, = 0,883
-O comprimento do ergano-gel no cilindro, foi 9,5 cm para os compostos 3 e
5 e, 10 cm para os compestos 1, 2 e 4.
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Tabela 7 - Medidas de absorbincia dos benzoatos de alquila em funcio do
tempo, em organo-gel de n-hexano, utilizando como solvente
externo 1,4-dioxano.

t(min.)  Abs. Abs. Abs. Abs. Abs.
composto 1 2 3 4 5

I 0008 0011 0015 0012 0021
5 0,046 0,038 0,068 0,022 0,051

10 0,085 0,055 0,095 0,050 0,064

20 0,127 0,091 0,124 0,072 0,097

30 0,176 0,117 0,154 0,097 0,125

40 0,222 0,156 0,179 0,114 0,153

50 0,260 0,180 0,205 0,130 0,166

60 0,281 0,225 0,227 0,140 0,184

70 0,294 0,240 0,250 0,149 0,195

80 0,301 0,267 0,264 0,167 0,218

90 0,329 0,297 0,278 0,176 0,235
composto 1 (benzoato de etils) > Av-Loi2

- composto 2 ( benzoato de n-butila) —» A, = 1,064
- composto 3 (benzoato de n-octila) — A, =1,850
- composto 4 ( benzoato de cetila) — A, = 1,440
- composto 5 ( benzoato desec-butila) — A, = 0,883
-O comprimento do organo-gel no cilindro, foi 9,0 cm para o composto 5 e,

10 cm para os compostos 1, 2, 3 e 4.
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Os valores das absorbancias, de cada um dos experimentos, foram
tratados matematicamente de acordo as equagdes 3 e 4 (item 1.2.2,
pagina 5). A partir deste tratamento matematico, obteve-se as Figuras 11,
12, 13, 14 e 15 que mostram a fragdo difundida dos correspondentes
ésteres (Mt/Mo) em fung¢do da raiz quadrada do tempo (t'?), em organo-
gel de n-hexano e diferentes solventes externos.

y = 7888504 + 268T2e~4x R'2=0995

0.03
.,/"f
0.02}
0.01}
40 60 80

t172(s)

Figura 11 - Fracio difundida do benzoato de etila, em funcio da raiz quadrada do tempo
em organo-gel de n-hexano utilizando como solvente externo n-hexano.
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y= -23413e-4 + 44875e-4x R2=0993
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Figura 12 - Fracio difundida do benzoato de n-butila, em funcio da raiz quadrada do

tempo em organo-gel de n-hexano utilizando como solvente externo n-hexano.

44



Mt/MO0

45

y= -24177-3 + 55601e-4x R2=099%
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Figura 13- Fracio difundida do benzoato de n-octila, em fungiio da raiz quadrada do tempo

em organo-gel de n-hexano utilizando como solvente externo n-hexano.
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Figura 14 - Fracfo difundida do benzoato de cetila, em funcio da raiz quadrada do tempo

y = 7.0425e-4 + 5.946%e-4x R"2=0.997
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em organo-gel de n-hexano utilizando como solvente externo n-hexano.
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Figura 15 - Fracio difundida do benzoato de sec-butila, em funciio da raiz quadrada do

tempo em organo-ge¢l de n-hexano utilizando como solvente externo n-hexano.
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A equacdo 9 mostra que um grafico de Mt/Mo versus t!2 (Figuras 11, 12, 13,
14 e 15) fornece uma linha reta cujos os gradientes (D) podem ser calculados.

Aplicou-se uma regressdo linear de primeira ordem as referidas curvas
(equagdo 12), e obteve-se seus repectivos coeficientes angulares
(a=2(D/nL2)"2. A partir destes valores, os correspondentes coeficientes de difusdo
(D) foram obtidos (equagdo 13): :

Mt/Mo =2 (Dt/nL2)”2 = y=ax+b (eq. 12)

D =(AL/2)2n (eq.13)
onde:
a = coeficiente angular da curva
L = comprimento do organo-gel no cilindro (cm)
7 = constante igual a 3,14159

Os resultados do coeficiente de difusdo dos benzoatos de alquila, assim
obtidos, utilizando diversos solventes externo estdo representado na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores de coeficiente de difusio (D) dos benzoatos de alquila em organo-gel de
n-hexano em diferentes solventes.

solvente lOg P R=C;H; R=n-C4H; R=n-CgH;; R= H-C16H34 R=sec-C;H,

Dx105(cm2/s)
hexano 3,50 0,57 1,60 2,40 2,80 0,70
ciclohexano 3,20 0,88 1,00 1,20 1,90 0,60
heptano 4,00 0,43 1,20 1,20 1,60 0,40
1,4-dioxano -1, 10 1,30 1,10 0,93 0,79 0,49

acetonitrila -1,33 1,40 0,65 0,54 0,36 0,23
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Os resultados mostram que a medida que aumenta a cadeia carbénica do éster,
ha em geral um favorecimento no aumento no coeficiente de difusdo quando o
solvente externo ¢ apolar.

Os valores do coeficiente de difusdo obtidos para os benzoatos de etila,
n-butila, n-octila e cetila com o n-hexano como solvente externo sdo respectivamente
0,57x10-3; 1,6x10-5; 2,4x10-5; 2,8x10-5 cm2/seg. O efeito da cadeia ¢ observado ao
se passar do benzoato de etila para os benzoatos de n-butila, n-octila e cetila, pois ha
um aumento no coeficiente de difusdo com o aumento na cadeia carbdnica do éster.
Resultados anédlogos sdo observados para a difusdo destes ésteres quando o solvente
externo € o heptano e ciclohexano, que sdo semelhantes ao n-hexano, em termos de
polaridade (ver valores de log P na Tabela 8). Observa-se também, que h4 uma
grande diminui¢do no coeficiente de difusio do benzoato de sec-butila quando
comparado com os benzoatos de cadeia alquilica normal, independente se o solvente
externo é n-hexano, heptano ou ciclohexano. Por exemplo, o valor do coeficiente de
difusdo para o benzoato de cetila ¢ 2,8 x 10° cm?/s e para o benzoato de sec-butila ¢
0,70 x 10° cm?s, utilizando  n-hexano  como solvente  externo  (ver
outros valores Tabela 8). A diminuig¢do no valor do coeficiente de difusdo (D) ao se
utilizar um éster de cadeia ramificada e solvente externo apolar, provavelmente esta
relacionado com efeitos estéricos ¢ uma maior dificuldade destes substratos
difundirem-se através da estrutura do organo-gel, que é formada por extensa e
ramificada rede de gelatina ( Figura 8 , pagina 20 ). :

Vecchia em 1993,49 estudou reagdes de esterificagdo do acido oleico com
diversos alcoois alifaticos, utilizando enzimas (lipases) imobilizadas em organo-gel de
n-hexano. Foi observado que ha uma diminui¢io no rendimento de esterificagdo do
acido oleico, a medida que se usa alcoois com ramificagées proxima a hidroxila.
Quanto maior o nimero de ramifica¢des, menor o rendimento sendo que no caso
do terc-butanol, a reagdo ndo ocorreu. Este efeito da diminuigio no rendimento
devido as ramificagbes na cadeia lateral do alcool, pode ser atribuida ao efeito de
reconhecimento da enzima, ou seja destes substratos impedidos estericamente nio
serem alojados efetivamente no centro ativo para que possa ocorrer a catalise.
Portanto, a variagdo no rendimento do produto neste sistema pode também estar
associado com o coeficiente de difusdo, pois este coeficiente indica a velocidade com
a qual os ésteres difundem-se do organo-gel para o meio reacional.
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Um outro aspecto interessante que deve ser observado € o efeito da polaridade
do meio. Aumentando a polaridade do solvente, observa-se um aumento na difusdo
para os benzoatos de cadeia carbonica pequena ( Dpenzoato etila = 1,40 x 10- -5
cm2/seg. em acetonitrila e 0,57 x 10” cm%seg. em n-hexano) e uma diminui¢do para
os benzoatos de cadeia longa ( Dpenzoato cetila = 0,36x10-6 cm2/seg. em acetonitrila
e 2,80 x 10° cm*/seg. em n-hexano).

Os valores do coeficiente de difusdo (D) do benzoato de sec-butila ndo
variaram significantemente em fung¢do do solvente externo, conforme mostrados na
Tabela 8. Observa-se apenas uma pequena diminui¢do em fungdo da polaridade do
solvente, sendo que o menor valor do coeficiente de difusdo foi obtido quando o
solvente externo € acetonitrila ( D = 0,23 x 10 cm™/seg.), que é o mais polar da
série.

Estes resultados podem estar associados com o coeficiente de parti¢do (log P)
dos solventes. Este coeficiente é um indicador da hidrofobicidade das substancias.
Como a hidrofibicidade esta relacionada com a polaridade, pode-se assumir log P
como a medida quantitativa da polaridade. Portanto, quanto menor o log P do
solvente, maior sera sua polaridade, e conseqiietemente apresenta uma melhor
afinidade por substratos de cadeias alquilicas menores. Pode-se também, observar
claramente que solventes que apresentam log P maiores (ver Tabela 8), interagem
melhor com substratos de cadeias alquilicas maiores, fazendo com que estes
difundam-se mais rapidamente. Isto indica que estes substratos sdo mais apolares do
que os corespondentes de cadeias alquilicas menores, em concordancia com
resultados anteriores de reagdes de esterificagdo em organo-gel “V

Outros solventes com polaridade intermediaria entre a acetonitrila € o n-hexano
foram testados, tais como o cloroférmio, tetrahidrofurano, acetato de etila ¢
diclorometano, a fim de utilizd-los como solvente externo, para se determinar o
coeficiente de difusdo. Porém, estes ndo foram adequados para o uso como solventes
externo para se efetuar a determinagdo do coeficiente de difusdo, ja que eles
absorvem na mesma regido dos benzoatos de alquila, que ¢ em 226 nm.
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3.3 - TRANSESTERIFICACAQ

Na hidrolise dos ésteres, a parte alcoolica é deslocada por um
reagente nucleofilico, H,O e na esterificagdo dos acidos, o alcool
comporta-se como reagente nucleofilico. Portanto, ndo deve nos
surpreender que um alcool seja capaz de deslocar outro alcool de um
¢ster.

A transesterificagdo pode ser catalisada por acidos ou bases. Nos
ultimos anos varios trabalhos envolvendo estas reag¢des estdo sendo
desenvolvidos, utilizando-se enzimas como catalisadores (4244

Os experimentos, efetuados neste trabalho, foram realizados a 25°C
como previamente descrito.

A reacdo de transesterificagdo ¢ mostrada na equacdo 11, pagina
32. Variou-se o numero de atomos de carbono dos alcoois, o tipo de
enzima imobilizada e o solvente externo (acetonitrila e 1,4-dioxano), e as
mesmas foram acompanhadas pela formagdo do p-nitrofenol cuja
absor¢do maxima é em 307nm.

Os resultados das medidas de absorbincia em fun¢do do tempo para
cada reagdo, estdo descritos nas Tabelas 9, 10, 11, 12, 13 ¢ 14.
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Tabela 9 - Medidas de absorbincias em funcio do tempo para reacio de
transesterificacao do octanoato de p-nitrofenila com diferentes
alcoois alifaticos (R-OH) com a C.V. lipase imobilizada em

organo-gel de n-hexano, utilizando como solvente externo

acetonitrila, a 25°C,

n-CsH“-OH n-C5H13-OH n-Can-OH SCC-C4H9-OH

5 0,139 0,146 0,139 0,130
10 0,148 0,160 0,145 0,139
15 0,160 0,172 0,151 0,150
20 0,171 0,181 0,160 0,158
25 0,182 0,191 0,167 0,162
30 0,193 0,198 0,174 0,172
35 0,203 0,203 0,181 0,178
40 0,205 0,205 0,188 0,187
45 0,209 0,211 0,195 0,195
50 0,211 0,215 0,199 0,201
55 0,213 0,218 0,202 0,206
60 0,217 0,220 0,205 0,218
65 0,223 0,223 0,209 0,222
70 0,225 0,227 0,214 0,227
75 0,227 0,228 0,217 0,235
80 0,230 0,232 0,220 0,239
85 0,233 0,235 0,223 0,242
90 0,237 0,237 0,225 0,245
95 0,238 0,238 0,224 0,247
100 0,240 0,239 0,223 0,248
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Tabela 10 - Medidas de absorbincia em funcio do tempo para a reaciio de
transesterificacio do octanoato de p-nitrofenila com diferentes
dlcoois alifaticos (R-OH) com lipase Pseudomonas sp imobilizada
em organo-gel de n-hexano, utilizando como solvente externo a

acetonitrila, a 25°C.

n-C5H11-OH n-C6H13-OH n-Can-OH SGC-C4H9-OH

5 0,140 0,144 0,136 0,141
10 0,165 0,150 0,147 0,147
15 0,196 0,161 0,150 0,156
20 0,208 0,167 0,151 0,160
25 0,218 0,176 0,152 0,163
30 0,227 0,179 0,154 0,166
35 0,238 0,184 0,157 0,168
40 0,246 0,186 0,160 0,170
45 0,256 0,190 0,165 0,172
50 0,264 0,193 0,171 0,174
55 0,270 0,196 0,178 0,177
60 0,275 0,199 0,188 0,180
65 0,282 0,202 0,195 0,183
70 0,288 0,205 0,201 0,186
75 0,290 0,208 0,207 0,189
80 0,294 0,212 0,217 0,192
85 0,296 0,215 0,226 0,194
90 0,297 0,218 0,230 0,195
95 0,298 0,220 0,232 0,196
100 0,299 0,221 0,234 0,197
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Tabela 11 - Medidas de absorbincia em fun¢io do tempo para a reacio de
transesterificacio do octanoato de p-nitrofenila com diferentes
alcoois alifatico (R-OH) com lipase Microbial imobilizada em
organo- gel de n-hexano, utilizando como solvente externo a

acetonitrila, a 25°C,

L L T T e R N L L L L L L L L LT Ty ——

n-CsH“-OH n-C6H13-OH n-Can-OH SCC-C4H9-OH

5 0,144 0,135 0,141 0,138
10 0,160 0,150 0,150 0,148
15 0,168 0,162 0,158 0,158
20 0,175 0,170 0,165 0,167
25 0,180 0,178 0,171 0,169
30 0,195 0,183 0,175 0,172
35 0,204 0,191 0,179 0,175
40 0,212 0,200 0,181 0,178
45 0,220 0,207 0,186 0,182
50 0,228 0215 0,190 0,185
55 0,236 0,223 0,192 0,188
60 0,240 0,230 0,195 0,191
65 0,248 0,235 0,200 0,194
70 0,254 0,240 0,203 0,196
75 0,260 0,244 0,205 0,200
80 0,264 0,249 0,205 0,205
85 0,268 0,253 0,211 0,208
90 0,270 0,256 0,215 0,212
95 0,272 0,258 0,218 0,215
100 0,274 0,259 0,220 0,216
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Tabela 12-Medidas de absobincia em funcio do tempo para a reagdo de
transesterificacio do octanoato de p-nitrofenila com diferentes
alcoois alifaticos (R-OH) com C.V. lipase imobilizada em organo-gel

de n-hexano, utilizando como solvente externo o 1,4-dioxano a 25°C.

n-CsHu-OH n-C6H13-OH n-CsH17-OH S€C-C4H9-OH

5 0,145 0,130 0,135 0,132
10 0,171 0,145 0,160 0,150
15 0,194 0,159 0,185 0,162
20 0,215 0,167 0,195 0,171
25 0,238 0,177 0,222 0,195
30 0,255 0,185 0,235 0,205
35 0,272 0,195 0,246 0,215
40 0,285 0,204 0,255 0,240
45 0,293 0,211 0,264 0,258
50 0,305 0,219 0,273 0,267
55 0,315 0,227 0,282 0,278
60 0,323 0,237 0,291 0,288
65 0,330 0,245 0,300 0,293
70 0,336 0,254 0,308 0,297
75 0,341 0,262 0,316 0,303
80 0,348 0,272 0,324 0,309
85 0,350 0,283 0,330 0,314
90 0,352 0,291 0,336 0,320
95 0,353 0,300 0,341 0,325
100 0,354 0,308 0,346 0,328
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Tabela 13 - Medidas de absorbincia em fun¢do do tempo para a reacio
de transesterificacdo do octanoato de p-nitrofenila com diferentes
dlcoois alifaticos (R-OH) com lipase Pseudomonas sp imobilizada
organo-gel de n-hexano, utilizando como solvente externo o
1.,4-dioxano, a 25°C.

t(min.) Abs Abs Abs Abs
n-CsH,;,;-OH n-CsH,3-OH n-CsH,;;,-OH sec-C,Hy-OH

5 0,130 0,130 0,136 0,140
10 0,155 0,140 0,158 0,151
15 0,169 0,150 0,176 0,157
20 0,183 0,159 0,192 0,165
25 0,195 0,168 0,210 0,172
30 0,206 0,177 0,227 0,184
35 0,217 0,188 0,239 0,194
40 0,226 0,198 0,252 0,200
45 0,233 0,205 0,266 0,210
50 0,240 0,213 0,280 0,215
55 0,246 0,220 0,294 0,221
60 0,251 0,226 0,307 0,229
65 0,257 0,232 0,316 0,236
70 0,262 0,240 0,328 0,242
75 0,266 0,245 0,339 0,248
80 0,270 0,250 0,350 0,255
85 0,273 0,255 0,360 0,260
90 0,276 0,259 0,368 0,263
95 0,278 0,261 0,374 0,265
100 0,282 0,262 0,378 0,266
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Tabela 14 - Medidas de absorbincia em funcido do tempo para a reacio de
transesterificacio do octanoato de p-nitrofenila com diferentes
alcoois alifaticos (R-OH) com [lipase Microbial imobilizadas
em organo-gel de n-hexano, utilizando como solvente externo

1,4- dioxano, a 25°C,

n-C5H11-OH n-C6H13-OH n-Can-OH sec-C4H9-OH

5 0,140 0,143 0,140 0,130
10 0,156 0,165 0,150 0,145
15 0,170 0,195 0,160 0,160
20 0,185 0,216 0,168 0,170
25 0,198 0,239 0,175 0,181
30 0,214 0,244 0,178 0,190
35 0,230 0,266 0,186 0,198
40 0,243 0,285 0,192 0,207
45 0,258 0,300 0,198 0,214
50 0,269 0.314 0,205 0,223
55 0,272 0,327 0,212 0,235
60 0,284 0,340 0,218 0,245
65 0,297 0,356 0,225 0,257
70 0,310 0,370 0,231 0,263
75 0,322 0,385 0,236 0,275
80 0,330 0,396 0,240 0,280
85 0,338 0,410 0,244 0,287
90 0,343 0,418 0,248 0,291
95 0,346 0,424 0,250 0,294
100 0,348 0,427 0,252 0,297
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As constantes de velocidade pseudo-primeira ordem (kobs) foram
calculadas usando-se um programa de computador que utiliza a
equagdo 9 (pagina 30), onde se obtém um grafico do logaritimo da
diferenca entre a absorbancia no tempo infinito da reag¢do e a absorbincia

no tempo "x", versus o tempo "x", em segundos. O coeficiente angular da
reta fornece o valor kobs.

Tabela 15- Valores das constantes de velocidade observada (kobs) para a
reaciio de transesterificacdo entre o octanoato de p-nitrofenila
com diferentes alcoois alifiaticos, utilizando como solvente
externo a acetonitrila e 1,4-dioxano, a 25°C.

enzima alcoois® Kobs x 104, s ¥
acetonitrila 1,4-dioxano
1-pentanol 4,56 4,54
C.V.lipase hexanol 4,03 4,08
octanol 3,27 2,63
2-butanol 1,74 2,04
lipase 1-pentanol 3,70 3,59
Pseudomonas hexanol 2,31 2,12
octanol 1,84 1,58
2-butanol 1,29 1,16
lipase 1-pentanol 2,17 1,80
Microbial hexanol 2,07 1,59
octanol 1,68 1,33
2-butanol 1,00 1,16

(a) Os valores dos coeficientes de correlacio da reta de log (Axo - At)
vs t(s), foram sempre maiores que 0,99.
(b) Concentragdo igual 5 x 1077 M.



3.3.1 - ANALISE DOS RESULTADOS OBTIDOS DAS REACOES
DE TRANSESTERIFICACAO

O estudo da velocidade das reacdes fornece informagdes valiosas
sobre como as transformag¢des quimicas ocorrem na realidade. A
velocidade de uma reagdo ¢ a medida da rapidez com que se formam os
produtos e se consomem 0s reagentes.

As concentragdes das espécies reagentes influenciam na velocidade
da reagdo. Deve-se entender que a equacdo de velocidade ndo pode ser
determinada a partir da expressdo da reacdo global, mas deve ser obtida a
partir das medidas experimentais de velocidades de reagio.

No presente trabalho, estudou-se a reacdo de transesterificagdo do
octanoato de p-nitrofenila com diversos alcoois alifaticos de cadeia
carbOnica variando-se o comprimento da mesma de 5 a 8 atomos de
carbono. As reagdes foram efetuadas na presenca de lipases imobilizadas
agindo como catalisadores, em sistema de organo-gel a 25°C, utilizando
como solvente externo a acetonitrila e 1,4-dioxano.

Os resultados obtidos das constantes de velocidade observadas
para as reaglOes de transesterificagdo estdo apresentados na
Tabela 15, pagina 58.

Os ensaios preliminares foram realizados, utilizando-se como
solvente o n-hexano havendo uma forte evidéncia de que a reagdo
ocorreu, pois 0 organo-gel apresentou uma coloragdo amarela no seu
interior, o que € um indicio da forma¢do do p-nitrofenol, um dos
produtos da reagcdo de tramsesterificagdo. Porém, com este
solvente, o p-nitrofenol ndo se difunde do organo-gel para o solvente
externo. Portanto, a fim de acompanhar o desenvolvimento da reagio,
realizou-se alguns testes variando a polaridade do solvente com a
finalidade de extrair o p-nitrofenol do interior do organo-gel. Os
solventes utilizados nos testes foram os seguintes: n-heptano,
ciclohexano, cloroférmio, 1,4-dioxano e acetonitrila. O n-heptano e
o ciclohexano, andalogos ao n-hexano em termos de polaridade nio
extrairam o p-nitrofenol do organo-gel para o solvente externo. Por
outro lado, o cloroférmio, destruiu a estrutura macroscopica original do
organo-gel. Resultados analogos foram encontrados com a agua, acetona
e acido acético™?.
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Apenas a acetonitrila e 1,4-dioxano, puderam ser utilizados como
solvente externo, na reacio de transesterificagio.

As constantes de velocidades obtidas nestas rea¢des no sistema
MBG, mostraram que as mesmas estdo associadas tanto com o tamanho
das cadeias hidrocarbonicas do substrato, bem como a atividade
especifica da enzima por miligrama de proteina usada.

Os dados de constante de velocidade, mostrados na Tabela 15,
mostram que a C.V. lipase € o catalisador mais efetivo nestas reagdes,
independentemente do comprimento da cadeia do alcool e do solvente
utilizado. Esta observagé@o pode ser relacionada com atividade especifica
das enzimas empregadas. Isto decorre do fato de que a C.V.lipase
utilizada foi a enzima com maior atividade especifica (3970 unidades/mg
de proteina), seguido pela Pseudomonas sp (1900 unidades/mg de
proteina) e a lipase microbial (1600 unidades/mg de proteina).

De acordo com a Tabela 15, o valor da constante de velocidade
observada para a reagdo entre o octanoato de p-nitrofenilae o
1-pentanol em acetonitrila com C.V.lipase imobilizada ¢ 4,56 x104 s’
Utilizando lipase Pseudomonas sp e lipase Microbial, com atividades
especifica inferiores que a da C.V.lipase, observou-se uma diminuig¢do no
valor da constante de velocidade observada (3,70 x 10 e2,17 x 10 5!
respectivamente). '

Porém, como o meio reacional do sistema de organo-gel é muito
mais complexo do que o meio contendo somente um solvente organico,
ou mistura deles dados referentes ao coeficiente de difusio sdo tuteis para
tentar explicar as alteragdes nas velocidades das reagdes.

De acordo com a Tabela 8, os coeficientes de difusdo para os
ésteres ( benzoatos de alquilas) em acetonitrila seguem a seguinte ordem
crescente: benzoato de sec-butila (D= 0,23x10° cm?/s)< benzoato de
cetila (D= 0,36x10 cm?/s)< benzoato de n-octila (D= 0,54x10° cm?/s)
< benzoato de n-butila (D= 0,65x10 cm?/s)< benzoato de etila (D=
1,4x10 cm?/s). Esta ordem crescente é semelhante 4 observada para as
constantes de velocidade nas reagGes de transesterificagdo com este
solvente: octanoato de  sec-butila < octanoato de n-octila <
octanoato de n-hexila < octanoato de n-pentila (Tabela 10).
Conforme pode-se observar, os coeficientes de difusdo e as constantes de
velocidade para a reacdo de transesterificagdo em acetonitrila aumentam
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a medida que o comprimento da cadeia carbOnica do substrato diminui.
Isto se deve ao fato do grau de interferéncia imposto pelas barreiras
difusionais encontrados pelos substratos que aumentam com o aumento
ou ramificagdo da cadeia alquilica lateral quando estes passam do
meio reacional para o gel e vice-versa.

A constante de velocidade obtida na reagdo de transesterifica¢do
entre o octanoato de p-nitrofenila e o 2-butanol com enzimas
imobilizadas em sistema MBG, mostra a baixa reatividade dos alcoois
secundarios em relagdo aos alcoois primarios, evidenciando também a
importancia do impedimento estérico imposto pelas barreiras difusionais
para substratos ramificados.

Um outro fator a ser considerado é o efeito da polaridade do meio.
Embora os dois solventes utilizados na reag¢do de transesterificagdo,
1,4-dioxano e acetonitrila, apresentem polaridades diferentes; ndo se
observou diferengas significantes nos valores das constantes de
velocidades observadas. Estas pequenas diferengas podem estar dentro da
faixa de erro experimental. Por exemplo, considerando a reag¢do entre
0 octanoato de  p-nitrofenila e o n-pentanol em
1,4-dioxano e acetonitrila, os valores de kobs sdo: 4,54 x 10*s! ¢ 4,56
x 107 s, respectivamente. Estes resultados podem estar também
associados com o coeficiente de partigdo (log P) das substincias, o qual
por sua vez esta relacionado com a polaridade. A partir destes
resultados, pode-se formular a seguinte hipdtese para explicar os efeitos
causados pelos solventes nestas reag¢des: possivelmente, os solventes
exercem uma ag¢do sobre a estrurura da rede de gelatina, penetrando
dentro da camada de agua que estabiliza o biocatalisador ou retirarando
esta camada de agua. Sendo assim, as pequenas diferenc¢as nos valores
das constantes de velocidades observadas para estes solventes
(1,4-dioxano e acetonitrila) podem estar relacionados com a pequena
diferenca do log P. Os valores de log P para o 1,4-dioxano e
acetonitrila sdo: -1,10 e -1,33 respectivamente.
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3.3.2 - IDENTIFICACAO DO OCTANOATO DE n-PENTILA

Os dados analiticos e espectroscopicos para o produto obtido da
transesterificagio do octanoato de p-nitrofenila € o n-pentanol, estdo
mostrados na Tabela 16.

Tabela 16 - Dados de rendimento, Rf, infravermelho (IV) e de ressonincia
magnética nuclear ('"H-RMN) do octanoato de n-pentila.

Composto Rendimento(%) Rf® IVv-C=0(cm™)® 'H-RMN(ppm)

-OCH,
octanoato
de 85 0,62 1738 4,2(t)
pentila

(a) eluente n-hexano : acetato de etila 15:1
(b) filme em cela de NaCl

A reag¢do de transesterificagdo do octanoato de p-nitrofenila com n-
pentanol foi realizada utilizando a C.V. lipase imobilizada em sistema
MBG. O produto da reagdo, octanoato de n-pentila, foi deslocado do
interior do meio catalitico para o solvente organico por difusio.

O produto, octanoato de n-pentila, foi obtido com rendimento de
85% o que mostra a eficiéncia da C.V. lipase como catalisador nas
reacdes de transesterificagdio. No espectro de infravermelho (Figura
16) observou-se uma banda forte em 1738 cm™', que é caracteristica de
carbonila de ésteres alifaticos.

A analise por '"H-RMN (Ressondncia Magnética Nuclear de préoton)
também confirmou a obteng¢do do trans éster. O espectro mostra um
triplete centrado em 4,2 ppm, que é caracteristico do grupo metilénico
(-CH,-) ligado ao oxigénio do grupo éster (Figura 17).
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Outras regides de absorgdo no IV e outros picos no 'H-RMN estao
mostrados abaixo:

- octanoato de n-amila : IV (NaCl) (cm™ ) 2930, 2860, 1738, 1462, 1354, 1254,
1170. 'THRMN ( 200 Mhz, CDCl;/ TMS) & (ppm) 1,0-2,4 ( m, 26H,
CH;3(CH2)s CH3(CHy)s ), 4.1 (t, 2H, CHy).

Trabalhos anteriores, mostraram que este novo sistema de organo-
gel (MBG) pode ser usado para imobilizar lipases e ser utilizado em
rea¢Oes de transesterificagdo. Por exemplo, a reagcdo do palmitato de etila
com o alcool miristico foi estudada, e obteve-se o palmitato de miristila
com rendimento de 30% ( equagdo 14).¢4%

MBG's
CH3(CH2)14C\O +  CH3(CHp)130H —
CHyCH;3 C.V.ipase
7z
CH3(CHp)14C, + CH3CH,OH

“O(CHy)13CH;3

(eq. 14)
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CAPITULO 4 - CONCLUSAO

Analisando-se 0s objetivos estabelecidos (capitulol), observa-se que os
mesmos foram alcangados. A seguir, estdo apresentadas as principais conclusdes que
foram obtidas a partir da execugdo deste trabalho.

1- A velocidade de difusdo ¢ favorecida para ésteres de cadeia alquilica longa
em meio apolar, visto que o coeficiente de difusdo aumenta com o aumento da

cadeia do substrato.

2 - O grau de impedimento impostos pelas barreiras difusionais ¢ maior quando
os substratos sdo ramificados ( por ex. benzoato de sec-butila).

3 - O aumento da polaridade do meio favorece a difusdo de substratos de cadeia
carbonica pequena.

4 - A determinagdo do coeficiente de difusdo, mostrou uma relagio entre o
rendimento da reagdo de esterificagdo ou transesterificagdo com a velocidade de
difusdo do substrato no organo-gel (MBG).

5- 0 sistema de MBG utiliza pequena quantidade de enzima (10 mg/ml), bem
menor que outros sistemas, € ¢ um método que pode ser amplamente utilizado
em solventes de baixa polaridade.

6 - Lipases imobilizadas em MBG resultaram num método bastante eficiente,
na reacgdo de transesterificagdo.

7-A C.Vliipase quando imobilizada em sistema de organo-gel € a mais ativa como
biocatalisador em reagdes de transesterificagdo, pois apresenta maior velocidade
se comparada com outras lipases ( lipase Microbial e lipase Pseudomonas sp).

8- A medida que se¢ aumenta a cadeia carbdnica do dalcool na reagdo de
transesterifica¢do a velocidade da reagdo diminui (kobs) o que também pode ser
atribuido a efeito estéricos € uma maior dificuldade dos reagentes chegarem até
a “ microgota” na microemulsdo agua-oleo, onde se encontra a enzima.
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Concluindo, a determinagdo do coeficiente de difusdo mostrou que as
diferencgas nos rendimentos das reagdes de esterificagdo, podem estar relacionadas
com as interferengas encontradas pelos substratos quando estes passam do meio para
o organo-gel ou vice-versa, ¢ o método de imobilizagdo de enzimas (MBG)
representa um significante melhoramento no seu uso em meio organico. O
procedimento descrito é rapido, simples ¢ pode ser facilmente repetido.

4.1 - PERSPECTIVAS FUTURAS

A seguir serdo apresentados algumas sugestdes para otimizagdo de alguns dos
experimentos apresentados no capitulo 3.

Com relagdo a investigacdo de questdes ainda pendentes sobre o sistema de
organo-gel em reagdes de transesterificagdo, com enzimas imobilizadas, propde-se:

a) areutilizagdo do sistema nas reacdes de transesterificagdo, com objetivo de avaliar
a perda ou ndo da atividade catalitica, bem como a sua estabilidade.

b) alterar as condi¢des das reagdes, variando por exemplo, a concentragio e solvente.
c) utilizar diferentes concentragbes de enzimas para avaliar a relagdo entre
velocidade

versus concentragdo ¢ determinar a constante catalitica.
d) utilizar lipases de diferentes fontes e com atividades especificas varidveis
e) determinar a velocidade de diferentes reagdes de transesterificagdo, por

cromatografia gasosa.

Quanto ao desenvolvimento do experimento para determinar o coeficiente de

difusdo de ésteres em organo-gel, propde-se:
a) verificar a existéncia de uma possivel relagdo entre o coeficiente de difusdo e

temperatura, aplicando esta metodologia para medidas do coeficiente de difusdo
de ésteres em temperaturas mais elevadas.



79.6

66

10

CH;~(CH,)¢-

2500
2000.0

CM-1

FIGURA 16 - Espectro de infravermelho do octanoato de n-pentila em filme em cela de
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FIGURA 17 - Espectro de 'H RMN 200 MHz do octanoato de n-pentila utilizando TMS

como referéncia interna e CDCl; como solvente.
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