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RESUMO

Enzimas solubilizadas em microemulsao agua-06leo em sistema de organo-
gel retém sua atividade catalitica e sua especificidade.

Neste trabalho verificou-se a eficiéncia catalitica da Chremobacterium
viscosum , CV lipase, imobilizada em organo-gel na sintese de ésteres alifaticos
derivados do acido oleico em n-hexano. Parametros, tais como, tamanho da cadeia
e ramificagfes proximas ao centro nucleofilico do alcool foram analisados e
associados com a eficiéncia catalitica da enzima imobilizada neste sistema.

A atividade de lipases de cinco diferentes fontes, imobilizado no organo-gel,
foi verificada na esterificacao do acido oleico com 1-pentanol a 25 0C em
n-hexano. A mesma reacao foi utilizada para demonstrar que a CV lipase
- imobilizada neste sistema pode ser utilizada em repetidas sinteses , no minimo
15 vezes, sem perda consideravel da atividade.

Os resultados obtidos foram comparados com 0S da literatura a fim de
mostrar a eficiéncia deste sistema em comparagao com 0S outros ja descritos
para a utilizacao de enzimas em solvente organico.



ABSTRACT

Enzymes solubilized in water-in-oil microemulsions based in organo-
gel, retain their catalytic activity and also their specificity. '
In this work the catalytic efficiency of Chromobacterium viscosum lipase ,
immobilized in organo-gel, was analysed through the synthesis of aliphatic
esteres derived from oleic acid in n-hexane, as an organic solvent at 25 OC.
Parameters such as chain length and branching near the nucleophilic centre of the
alcohols, were associated with the catalytic efficiency of the enzyme
immobilized in this system. _

The activity of lipases from five different sources immobilized in organo-
gel, was studied in the esterification of oleic acid with 1-pentanol at 25 0C. The
same reaction was utilized to show that CV lipase immobilized in organo-gel can
be re-used, for at least 135 times without loss of its activity.

The obtained results were compared with some reported in the literature, in
order to show the efficiency of this system when compared with others previously
described.
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CAP{TULO 1- INTRODUCAO

As enzimas sdo catalisadores de natureza proteica, produzidas pelos
organismos vivos. Nos sistemas bioldgicos, constituem a base das complexas e
variadas reagles que caracteriza os fendmenos vitais. Diversos processos no
metabolismo animal sdo regidos pelas enzimas e estes se realizam em condigdes
favoraveis para o individuo, sem liberagdo brusca de energia, a temperaturas fixas,
num meio de pH e concentragdo salina praticamente constante. As enzimas
produzidas pelos organismos vivos sé catalisam, habitualmente, um tipo de reagao
ou uma determinada reagao. As enzimas tem especificidade tdo marcada que, em
geral, atuam exclusivamente sobre substéncias de configuragdo precisa, por
exemplo, s6 reagem com 0s amino acidos que tém seu carbono a assimétrico, com
configuragao L e n3o revelam a menor atividade sobre formas idénticas desses
amino acidos que apresentam configuragao do tipo D. ,

As enzimas representam as substancias encarregadas de graduar a
velocidade de determinadas reagdes no interior das células. Como nas diversas
células se realizam uma infinidade de reagdes, deduz-se que exitam milhares de
enzimas.

A utilizagao das enzimas como catalisadores em sintese organica vem sendo
explorada a alguns anos [1][2][3]. O interesse em utiliza-1as como catalisadores é
devido a essa versatilidade e condigdes suaves em que realizam as reagdes. A alta
estereo e regioseletividade frente a substratos é também caracteristica das
enzimas [4]. Contudo, tem-se encontrado algumas dificuldades em inclui-1as no
arsenal de métodos sintéticos. Frequentemente as enzimas catalisam as reagoes
em meio aquoso, Mas a agua nao é um meio ideal para muitos processos organicos.
Para a quimica preparativa, seria melhor utilizar conversdes enzimaticas em
solvente organico por varias razdes [5] [38]):
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- substratos organicos dissolvem-se melhor em meio organico do que em
agua,

- 2 agua pode participar de reagfes laterais indesejaveis;

- 0 equilibrio termodinamico de muitos processos sao desfavoraveis em
agua;

- a recuperacdo dos produtos em solucdes aquosas sao muitas vezes
dificeis e caros;

- as enzimas podem ser mais estaveis em solvente organico do que em
agua

Pesquisas nesta area tem mostrado que muitas, sendo todas as enzimas,
podem catalisar rea¢des em solvente organico contendo ou ndo agua. Os principais
métodos de sintese utilizando enzimas como catalisadores em solvente organico
sao: sistemas bifasicos, enzimas fisicamente imobilizadas ou quimicamente
modificadas, enzimas em suspensdo, enzimas em micelas reversas e enzimas em
organo-gel.

1.1 - PRINCIPAIS METODOS PARA USO DE ENZIMAS EM SOLVENTE
ORGANICO.

1.1.1 - SISTEMA BIFASICO

Reese e Mandels em 1958 [6], foram os pioneiros a trabalhar com enzimas
em solvente organico. O método consistia de um sistema continuo de reagado com a
enzima em uma coluna de duas fases. A enzima (3-glucosidase ou invertase) era
dissolvida em um meio aquoso e retida em coluna por uma fase estacionaria, um
sélido hidrofilico, tal como celulose e a fase movel, num solvente organico
(1-butanol), no qual estavam dissolvidos 0s substratos.

0 sistema bifasico propriamente dito, segundo Semenov [7], foi utilizado
pela primeira vez em reagdes biocataliticas por Cremonesi e colaboradores, em
1973 [8] onde os autores testaram a atividade catalitica da B-hidroxiesteroide
dehidrogenase na desidrogenagao de esterdides e a enzima demonstrou atividade
por um longo periodo com alguns solventes organicos, tais como, 1-butanol,
diclorometano e éter etilico. Buckiand e colaboradores, em 1975 [9] utilizaram um
sistema bifasico para conversao do colesterol em colesten-4-eno-3-ona utilizando
a MNocardia sp.
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Martinek e colaboradores, em 1977 [15] propuseram que 0 sistema bifdsico
alteraria o equilibrio em reag¢fes catalisadas por enzimas. A enzima se localizaria
na fase aquosa na qual era protegida de desativagdo causada pelo solvente
organico, a solubilidade do solvente organico em agua seria baixa, provaveimente
menor do que 1% e portanto a enzima nao perderia a atividade catalitica e a sua
especificidade. O equilibrio seria alterado em dire¢do aos produtos, pois estes
estariam relativamente melhor solvatados na fase organica do que o material de
partida. Alguns trabalhos descrevem varios aspectos fisico-quimicos, tal como, a
mudanga do equilfbrio termodinamico de uma reagdo nestes sistemas
[rollv 1213114l

Klibanov e colaboradores, em 1977 [16] efetuaram a sintese do etil N-acetii-
L-triptofano em etanol e N-acetil-L-triptofano em um sistema bifasico agua-
cloroférmio. Quase 100% do produto foi obtido na preparagdo destes ésteres de
amino-acidos catalisada pela quimotripsina. Alguns autores tem usado outros
solventes organicos tais como: heptano ou éter diisopropilico [17], hexano ou
benzeno [18] para aumentar o rendimento das reagfes. Nestas condigdes a lipase
foi insoluvel no solvente organico e portanto nao desnaturada pelo mesmo, retendo
assim sua atividade catalftica.

As principais vantagens do sistema bifasico saol12]:

- reagdo de substratos insoliveis em agua, podem ser feitas em
volume reduzido de uma mistura de reagao;

- 0 produto pode ser facilmente separado do biocatalisador;

- a inibigdo da enzima por substratos ou produtos é minimizada devido a sua
baixa concentragdo na fase aquosa, onde esta se localiza;

- enzimas hidroliticas podem ser usadas em reagdes de transesterificagdo,
sintese de peptideos e reagdes de esterificagdes visto serem estas
reagdes termodinamicamente desfavoraveis em meio aquoso.

As desvantagens deste sistema sdo:

- inativagdo ou inibi¢d@o da enzima pelo solvente (minimizada peia escoiha
do solvente[12));

- sistema em agitagdo permante, para acelerar a reagao;

- perda da atividade enzimatica a cada repetigao.
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0 uso deste sistema em sintese é demonstrado por alguns autores, tais
como: sintese de ésteres e glicerideos catalisada por AhzZopus arrhizus [17],
sintese de ésteres e glicerideos catalisada por enzima em uma célula de fungo em
um sistema de rea¢do continua [18], preparacéo de ésteres e alcoois opticamente
ativos por transesterificacdo estereoseietiva catalisada por esterase em meio
organico [19] e obtencdo de compostos dpticamente ativos por transesterificagdo
(201,

1.1.2 - ENZIMAS FISICAMENTE IMOBILIZADAS OU QUIMICAMENTE
MODIFICADAS.

Marlot e colaboradores, em 1985 (21] utilizaram varias lipases imobilizadas
em suportes hidrofilicos, tais como: esferosil XOB 015 e esferosil XOB 075, celite,
vidro poroso, alumina, titania e poliuretano na sintese de butiratos e iauratos de
metila utilizando heptano como solvente.

Em 1986, Gillies e colaboradores [22] utilizaram_ lipase da Canaida
cylinaracea absorvida em silica gel, para sintese de butiratos de etila em heptano.
Neste caso a atividade da enzima diminuiu durante as repetigdes devido a
hidratagao.

Em 1990, Gancet [23] utilizou célula morta de micélio do Rrizopus arrhizus,
que é um sistema natural de lipase imobilisada, na hidrdlise e sintese de ligagdes
éster em solvente organico, e este fungo com o catalisador mostrou alta eficiéncia
e estabilidade operacional . Outros suportes foram desenvolvidos e utilizados em
sintese organica: agarose [24], nailon [25], Ayrio syper cel/[26].

Em 1984, Inada e colaboradores [27] modificaram a lipase da Pseuadomonas
Iluorescens e Candiaa cylinaracéa com polietileno glicol e estas foram faciimente
dissolvidas em solventes organicos para sintese de ésteres. O mesmo sistema fof
utilizado por Kodera e colaboradores em 1986 [28] e Nishio e colaboradores em
1988 [29], na preparagdo de acidos carboxilicos a-substituidos utilizando a lipase
da Candida cylindracea em benzeno e lipase da Pseuvdomonas 1raql 22396 na
sintese de ésteres de acidos graxos utilizando benzeno e hidrocarbonetos clorados
como solvente, respectivamente. Em 1990 [30] Inada publicou uma revisdo sobre o
uso de enzimas modificadas com polietileno glicol em processos biotecnoldgicos.

Takahashi e colaboradores, em 1987 [31] utilizaram lipase magnética
(particulas de FezO4 revestidas com lipase, proveniente da Pseudomonas Fragi,
modificada com polietileno glicol) dispersa em solventes organicos, tais como,
benzeno e 1,1,1-tricioroetano para sintese de lauratos de laurila.
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Suckiing {32] analisou os dois métodos , mencionados anteriormente, e
concluiu que a técnica de imobilizagdo fisica impde uma barreira para os
substratos encontrarem o sftio ativo da enzima e a modificagdo quimica além de
alterar 0 ambiente da enzima, pode restringir o acesso do substrato ao sitio ativo.
Holmberg [33] analisando o efeito da polaridade do meio na reatividade de
aminoacidos em sflica concluiu que a imobilizagZo covalente de uma proteina
resulta na reducdo da atividade biologica. A razdo para isto é que a ligagao na
superficie do s6lido ocorre ao acaso e isto interfere em partes vitais da molécula,
tal como, o sitio ativo.

Alguns autores vém utilizando esse metodo de imobilizagdo para oS mais
diversos tipos de reagfes de sintese em solvente organico tais como: sintese de
ésteres de alcoois terpénicos catalisada por lipase [34l, rea¢des de acilagdo em n-
hexano usando lipase em glicerol [3S], modificagcdo da lipase por diferentes
polimeros sintéticos para uso em cloroférmio [36] e identificacdo enzimatica de
ésteres diastereoisoméricos [37].

1.1.3 - ENZIMAS EM SUSPENSAO.

Em 1986, Klibanov [38] utilizou pela primeira vez enzimas em estado
s6lido para reagdes em meio organico. O sistema foi denominado como "reacdes
enzimaticas em suspensao em solvente organico”. No mesmo ano, 0 autor publicou
uma revisdo dos primeiros trabalhos realizados pelo seu grupo de pesquisa [39]
tais como: acilagdes regioseletivas de glicois catalisada por lipase [40], acilages
regioseletivas de agUcares catalisada por lipase [41], transesterificagbes e
esterificagfes assimétricas para  obtencdo de alcoois, acidos e ésteres
opticamente ativos [42], oxidagdo regioespecifica de fendis catalisada pela
polifenol oxidase [43] entre outros [44][45].

Este mesmo sistema foi utilizado por varios autores para catalise
enzimatica em solventes organicos nos Ultimos anos [461{47](48][49](S0].

Para que a enzima em po, em suspensdo, exerca uma atividade catalilica
aceitavel algumas regras devem ser seguidas [S1]:



solventes hidrofébicos sao melhores que 0s hidrofilicos;

algumas enzimas requerem a adigdo de agua ao solvente organico seco,

a enzima é liofilizada a partir de solugdes aquosas a pH 6timo para a
atividade enzimatica,

como as enzimas sdo insoluvels, em quase todos os solventes organicos,
as particulas de enzima devem ser suficientemente pequenas e sua
suspensdo deve ser continuamente agitada para minimizar as
limitagdes difusionais.

As vantagens deste sistema comparado com o sistema bifasico sao:

simplicidade metodologica;

possibilidade de aumento na estabilidade da enzima;

possibilidade de mudanca na especificidade do substrato;

facilidade de isolamento da enzima do meio reacionai (por filtragao) e
sua subsequente reutilizagao.

As desvantagens deste sistema s3o as seguintes:

inibigdo da atividade enzimatica pelo solvente (sensibilidade da enzima ¢
diferente para cada solvente),

necessidade de agitagao da suspensao;

concentragdo enzimatica alta , variando em alguns trabalhos de 2 g/mi
(50] a 800 mg/mL [49];

perda em massa da enzima frente a cada repeticao.



1.1.4 - ENZIMAS EM MICELAS REVERSAS

Micelas reversas [52] sdo0 agregados esferoidais 0S quais sdo formados
quando certos surfactantes sdo dissolvidos em solventes apolares. O surfactante
apresenta duas regides distintas: uma hidrofdbica formada por uma longa cadeia
contendo de 8 a 18 atomos de carbono, chamada “"cauda’, e uma outra hidrofiiica
formada por um grupo iénico ou polar sem carga, chamada "cabega”. Dependendo da
natureza do grupo de cabega, 0 surfactante pode ser classificado em catidnico,
anibnico, n3o anidnico ou neutro [S3].

Nas micelas reversas, a estrutura do agregado consiste de um nucieo polar
formado pelas "cabegas” do surfactante e na superficie situam-se 0S grupos
hidrofobicos (cauda) em contato com o solvente organico (figura 1.1). Devido a esta
dualidade estrutural, as micelas reversas tém a capacidade de solubilizar agua em
seu interior.

periferia
micelar

—

FIGURA 1.1- Estruturada micela reversa de Aerosol-0T [60].



A formacao de micelas reversas resulta num meio microscépico em solugao
com propriedades fisico-quimicas ( tais como polaridade, viscosidade
transparéncia optica) muito diferentes dos sistemas aquosos comuns. Esta é uma
das razbes pelas quais a micela reversa altera, algumas vezes drasticamente, a
velocidade e 0 mecanismo de muitas reagdes [S4)[SS)[S6]. Estas alteragdes tem
sido atribuidas a mudangas na reatividade e/ou nas concentrages locais dos
reagentes, resuitantes das interagdes entre as espécies reativas e a superficie
micelar.

A formag3do da micela reversa é dependente da concentragdo dos seus trés
componentes: agua, 6leo (solvente organico) e surfactante. Na realidade, a miceia
reversa é uma das possibilidades que um sistema de microemuisdo pode assumir
[S7). A palavra microemulsdo tem um significado amplamente diversificado
causando equivocos e confusdes. Segundo Danielsson [S8], a microemulsdo é
definida como um sistema de agua, 6leo (solvente organico) e surfactante, que
forma uma solugdo liquida, dpticamente isotropica e termodinamicamente estavel.
Esta defini¢cdo abrange as micelas reversas definidas anteriormente.

Um dos surfactantes mais apropriados para a formagao de microemulsado
agua-oleo é 0 Aerosol-OT (Di-2-etilhexil-sulfosuccinato de sodio) (figura 1.2).

()\\C/O\Cl{:\é/ \zcé
\CH
Na* O’3S— CH

CH, CH, CH,

IN/ \f s e

FIGURA 1.2 - Estrutur)a do surfactante Aerosol-0T (Di-2-etilhexil-sulfosuccinato
de sodio).




AS principals caracteristicas do Aerosol-0T s&o (59

- dissolve-se em 6leo a uma temperatura relativamente baixa e solubiliza
grande quantidade de agua. Por outro lado, dissolve-se em agua a uma
temperatura relativamente alta e solubiliza uma grande quantidade de

oleo;

-possui propriedades hidrofilicas-lipofilicas melhor balanceadas que 0S
demais surfactantes idnicos, por possuir duas cadefas hidrocar-

bénicas;

- sua camada fica essencialmente locaiizada na iInterface o6leo/agua,

podendo assumir uma grande variagdo de curvatura {60];

- uma molécula de surfactante € hidratada por 12 moleculas de agua (agua

Hgada)(61].

Existem basicamente dois tipos de microemulsao [S57] . microemulsdo oleo-
agua ( O/W) e microemulsdo agua-oleo (W/0) (figura 1.3). A microemulsao agua-
dleo forma-se preferenciaimente quando a solugdo € rica em 0leo € a microemulsdo
dleo-agua forma-se quando a solugdo € rica em agua. O tamanho das microgotas nas
microemulsdes variam de 1 a 10 nm. Quando as microgotas em sistemas agua-oleo
S80 pequenos as vezes Sdo chamadas de micelas reversas. A transi¢do micela
reversa para microemuliso, segundo alguns autores [62][63] para micelas de
Aerosol-0T, ocorre a uma fracdo molar de [Ho0l/[AOT] em torno de 10. Um valor
semelhante foi estabelecido para esta transi¢cdo em sistemas agua/oleatos de
potassio/benzeno [64]. A linha diviséria entre micela e microemulsdo nao é ainda

muito clara.

ANMMM..  cristal liquid
surfactante LU (Irz:fnela:'(;m °

gota de
microemulsao %
O/H,0

micela Iz

AR % micela reversa

dgua 6leo

ﬁ gota de microemulsio
H,0/0

FIGURA 1.3 - Diagrjiama de fase esquematico de uma solugdo dgua/bleo/surfactante
(regido sombreada representa o dominio da microemulsdo) [57].
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Estudos estruturais [64] de micelas de Aerosol-OT por espectroscopia de TF-
IR (infravermelho com transformada de Fourier), mostraram que no interior da
micela existem trés "tipos” de agua coexistindo no “coragdo” aquoso da microgota.
Estas sao: agua "ligada”, que compde a camada de hidratacao primaria e secundaria
do surfactante, agua "livre", que fica preenchendo o restante da cavidade da micela
reversa e por uitimo a agua "bloqueada” na interface. A estrutura e as propriedades
(acidez, microviscosidade e polaridade) destes trés tipos de agua tem sido
estudada por varios autores [65]66](671.

As propriedades fisicas e estruturais de uma microemulsdo sao dependente
da razao molar de agua e surfactante, denominada de W, ou R (W,=
[Ho0)/[surfactante]) [68]. Se a concentracdo de surfactante permanecer constante e
a concentrag3o de agua aumentar, a dimens3o micelar aumenta. Com o aumento
proporcional das concentragdes de surfactante e agua o numero de micelas
aumenta mas a dimensao da micela é constante. Finalmente, se a concentragao de
surfactante aumentar e a concentragao de agua for constante ocorrera um aumento
do numero de micelas e uma diminuigdo do tamanho micelar ( figura 1.4).

r
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o : ’
g%
s e
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— Agua

FIGURA 1.4 - Efeito da quantidade de 4gua e surfactante em sistema de
micela reversa:( 1) concentracdo do surfactante é
constante, [H20] aumenta (aumenta o grau de
hidratacgo): dimenso micelar aumenta e o nimero de
micelas diminui; (2) [surfactante] e [H>0] aumentam em
proporgdes iguais (grau de hidratagdo é constante):
dimensdo micelar permanece constante e o nimero de
micelas aumenta; ( 3) [surfactante] aumenta, [HX0) é
constante ( grau de hidratagdo diminui): a dimensgo
micelar diminui e o nlmero de micelas aumenta, [71].



A reatividade e a conformagao de proteinas solubilizadas em micelas
reversas, mudaria em fun¢ao dos parametros micelares, em particular em fungao
do W,. Com 0 aumento do W,, ou seja, com 0 aumento da quantidade de agua no
sistema, as propriedades fisico-quimicas entre a agua micelar e a agua comum
ficam menos pronunciadas, e a proteina contida na micela pode ser vista como um
microreator, cujas propriedades fisicas podem ser continuamente modificadas por
simples controle da quantidade de agua presente no sistema micelar [60][69].

A atividade catalitica de enzimas em micelas reversas, foi demonstrado
primeiramente por Martinek e colaboradores em 1977 [70], que utilizaram a
quimotripsina e a peroxidase solubilizadas em micelas de Aerosol-OT em octano
(ou benzeno), levados pelo fato de que a enzima neste sistema seria solubilizada no
interior da micela reversa protegida da desnaturagado, causada pelo solvente
organico, pela camada de surfactante.

Apods este trabalho iniciou-se uma extensa pesquisa neste campo. 0s grupos
mais ativos nesta area sdo os de: Martinek, em Moscou; Robinson, na Inglaterra;
Laane, nos Paises Baixos; Balasubramanian, na India e alguns grupos na Franga, tais
como os de Pileni, Waks, Biellmann.

Segundo Martinek, a solubilizagao de uma proteina em micelas reversas
ocorre espontaneamente [71], pela adicdo simples da enzima liofilizada ou a
injecao de uma solugdo de proteina dentro de um sistema contendo solvente
organico, agua e surfactante. A agitagao do sistema é necessaria para estabelecer
0 equilibrio mais rapidamente.

Quando uma proteina é solubilizada neste sistema, alguns fatos devem ser
levados em conta. Para vaiores baixos de Wy(menor que 2), as proteinas sao pouco
soluveis em sistemas de micelas reversas e pode-se esperar, também, alguma
interagao entre a superficie da proteina e a parede interna da micela, a qual podera
afetar o mecanismo de uma reagado. A solubilizagdo da proteina comega somente a
partir de certos valores de W,, além do qual um aumento do grau de hidratagao do
surfactante é acompanhado por um aumento linear na solubilidade da proteina, até
alcangar uma concentragao comparavel a obtida em solugdo aquosa. A figura 1.5
[67] mostra a solubilizagdo da a-quimotripsina. A mudanc¢a na linearidade da curva
possibilita estimar a solubilidade limite da proteina no sistema considerado, e
determinar a quantidade minima de detergente necessaria para solubilizar uma
proteina. Segundo Klyachko [72] a solubilizagdo da quimotripsina requer 100
moléculas de surfactante, que é aproximadamente a quantidade necessdaria para
cobrir toda a superficie da proteina com uma monocamada de surfactante.
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FIGURA 1.5 - Dependéncia da concentragdo maxima de
proteina (a-quimotripsina) solubilizada
num sistema AOT 0, 1M/octano em fungdo
?o ggau de hidrataggo do surfactante,

71]

O processo de solubilizagao de uma proteina em sistema de micelas
reversas, resulta na formagao de uma micela reversa hidratada contendo proteina.
0O sistema é termodinamicamente reversivel. Como resuitado, as moléculas de
enzima estdo localizadas na cavidade de agua no interior destas micelas ,
(figura 1.6). Assim, uma enzima hidrofilica (E) localiza-se no centro da micelae ¢
rodeada por uma camada de agua e outra de surfactante que protege a enzima
contra a inativagzo causada pelo solvente. Em uma enzima interfacial (Ez), a
superficie ativa da enzima (por exemplo, a lipase) pode interagir com a camada
interfacial da micela. Finalmente, moléculas de enzimas hidrobicas (Ez) podem, em
principio, ficar em contato com o solvente organico.



(|

solvente
organico

FIGURA 1.6 - Representagdo esquematica da interagdo
de substratos (s) distribuidos em um
sistema de micelas reversas com
enzimas hidrofilicas (E; ), enzima

interfacial (E2) e enzima hidrofobica
(E3), [71).

Quando as moléculas de proteina nao sio totalmente hidrofobicas (por
exemplo, bacteriorodopsinal), a molecula de enzima induz a formacgdo de um
agregado micelar como um haltere na qual a parte polar das moléculas de proteina
$40 incorporadas dentro da micela reversa, enguanto que a parte hidroféobica
central da proteina esta em contato com o solvente organico ( figura 1.7).
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FIGURA 1.7 - Representac8o esquematica do complexo rodopsina-
fosfolipidio em hexano. ( 1) lipidio; (2) &gua; (3)
e (4) fragmentos hidrofilicos e hidrofébicos da
molécula da proteina respectivamente, [71].
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Os modelos, anteriormente mencionados, de micelas reversas contendo
proteina é aceita por todos 0s autores que trabalham nesta area. Entretanto, existe
uma controvérsia consideravel com relagdo a organizagao estrutural. Dois
modelos de micelas reversas contendo enzimas sao discutidos na literatura
[69](71].

Luisi e colaboradores [S2][69] trabalhando com uma enzima hidrofilica,
consideram que a incorporagdo de uma molécuia de proteina em uma micela
reversa é invariaveimente acompanhada por um aumento do tamanho micelar,
sendo que a micela carregada contém mais surfactante e agua do que a micela
vazia, como resuitado da redistribuicao dos componentes micelares entre as
micelas carregadas e micelas vazias (modelo da camada de agua) ( figural.8a).

Martinek e colaboradores [71] assumem, também para uma enzima
hidrofilica, que tal aumento no tamanho ocorre somente quando a cavidade da
micela vazia é menor do que a molécuia de proteina. Neste caso a incorporagao da
proteina pode, em principio, resultar num aumento do nimero de agregagao, bem
como no grau de hidratagdo do surfactante (modelo do tamanho induzido)
(figura 1.8b). Por outro lado, se o tamanho da cavidade inicial da micela exceder
( ou ser aproximadamente igual) ao tamanho da molécula de proteina, a
incorporagao da proteina ndo causaria nenhum aumento substancial no tamanho da
micela reversa (modelo do tamanho fixo) (figura 1.8c). Medidas de
ultracentrifugagdo [73] confirmam a validade do modelo de tamanho fixo para
varias proteinas hidrofilicas soldveis em agua, tais como tripsina, quimotripsina,
lisozima, albumina de ovo, alcool dehidrogenase do figado de cavalo e y-globulina.
Estabeleceu-se que o aumento do volume da micela reversa, como resuitado da
incorporacdo da molécula de proteina, nac excede 10% do valor inicial, mesmo
quando a molécula de proteina e a cavidade de agua inicial forem do mesmo
tamanho. A micela reversa contendo a proteina, ou nzo, possui praticamente o
mesmo numero de moléculas de surfactante e agua, e isto quer dizer que a massa
observada no novo agregado (contendo a proteina) é igual a massa da proteina mais
amicelavazia.
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micela molécula micela contendo
Inicial protéica a protefna

FIGURA 1.8 - Modelos de solubilizagdo de moléculas de
proteinas em micelas reversas [66]): (a)
modelo da camada de aqua; (b) modelo do
tamanho induzide; (c¢) modelo do tamanho
fixo, [71].

Experimentos com métodos fisicos, tais como, espalhamento de néutrons,
espectroscopia de infravermelho e 13C-RMN [74]75] tem confirmado a validade do
modelo de tamanho fixo. Contudo, 0 modelo tem sido objeto de critica, porque
implica no desaparecimento da agua micelar quando a molécula de proteina &
incorporada, sem nenhuma perda apreciavel de massa. Através de 13C-RMN e
t1H-RMN foi possivel elucidar o rearranjo estrutural ocorrido na micela, com a
insercao da molécula de proteina, 0 qual mostrou o aparente desaparecimento da
agua.

Martinek [71] utflizou um sistema modelo: a-quimotripsina dissolvida em
micelas reversas de Aerosol-0T/octano que é descrito para assumir um modelo de
tamanho fixo por alguns autores [73]. Era conhecido que a dimensao da molécula de
a-quimotripsina poderia ser aproximada para uma esfera de volume em torno de
41000A3 com raio de 21,5A. O tamanho da cavidade da micela de Aerosol-OT em
octano depende do grau de hidratagdo do surfactante expresso pelo W, Martinek
utilizou Wo=12 e neste caso o raio da cavidade da micela é 22,1A. Isto significa
que 0 volume inicial da cavidade da micela vazia (45200A3) é ligeiramente maior
que a molécula de enzima, sendo esta a condi¢do requerida para a obtengao do
modelo de tamanho fixo (figura 1.8¢). De acordo com este modelo [7S], a quantidade
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de agua e 0 numero de agregagao do Aerosol-OT sdo as mesmas, para a micela
contendo ou nZo a enzima. Através de caiculos, foi demonstrado que as moleculas
de agua na micela contendo a enzima formaria uma camada de aproximadamente
6 A de espessura em torno da mesma. Para que as dimensdes da micela contendo a
enzima permanecesse inalterada, esta camada de agua, seria expelida da cavidade
da micela a qual esta completamente ocupada pela molécula de enzima, e
penetraria na camada de surfactante em diregao a fase organica. As medidas de
13C-RMN [74] confirmam as conclusdes acima descritas. A situacao ¢ mostrada na
figura 1.9.

solvente orginico
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T nivelinicial da dgua
so5 NS (sem protefna)

cavidade da micela reversa
(contendo dgua)

FIGURA 1.9 - Esquema da expulsdo da 4gua da cavidade da micela de
AOT com solubilizacdo de uma molécuia de proteina
( modelo do tamanho fixe), [71).

Rahaman, em 1991 [(75] fez uma revisdo dos modelos , para a incorporagdo de
uma molécula de proteina em sistemas micelares, expondo as ambiguidades entre
0S modelos propostos. 0s autores desenvolveram um modelo termodindmico para
elucidar o tamanho das micelas contendo ou n3o protefna, em fungdo de alguns
parametros, tais como: for¢a idnica, tamanho e carga da proteina, concentragao
proteica e conteddo de agua na fase micelar. Utilizando medidas de espaihamento
de néutrons (SANS), para predizer 0 tamanho das micelas, em sistemas micelares
de Aerosol-0T/isooctano utilizando a enzima a-quimotripsina, mostrou-se alguns
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detalhes sobre a natureza do complexo proteina-micela. As analises mostraram
que o tamanho da micela contendo enzima pode ser maior ou menor do que a micela
sem protefna, e é a energia das micelas com proteina que tem uma contribuigao
dominante na energia livre do sistema micelar. O modelo identifica a energia livre
associada com a interacdo de cargas simpies dentro das micelas como a maior
forca eletrostatica atuante responsavel pela solubilizagdo de proteinas nesse
sistema de microemulsdo carregada. A presenga de um corpo de constante
dielétrica baixa (a proteina) dentro da micela abaixa a energia elestrostatica livre
para que até uma proteina carregada (condigdo desfavoravel) possa ser dissolvida.

Um dos efeitos micelares mais notaveis sobre a enzima, é 0 aumento da sua

atividade (superatividade). Martinek [71] sugere a seguinte hip6tese para explicar
este fato: esta superatividade é devido a alta rigidez da camada de surfactante que
envolve a enzima. Esta camada de surfactante absorveria as excessivas flutuagdes
na organizacdo da molécula de enzima, sendo que estas flutuagdes seriam
responsaveis pela perda da conformagao catalitica da enzima em agua. Martinek
chega a esta conclusdo devido a evidéncias nos estudos da atividade catalitica de
enzimas solubilizadas em fun¢3o da microviscosidade do centro da miceia
(figura 1.10). Ruckenstein e Karpe, em 1990 [76] mostraram que a superatividade
das enzimas em micelas reversas € causada pelos seguintes fatores.

- 0 aumento da concentracdo de substratos proximos da superficie da
enzima, causado pelo afastamento do substrato da superficie
carregada da micela.

- uma maior concentragdo do substrato no pequeno volume do interior da
micela do que no volume total da solu¢do micelar.

ativa nao ativa

em dgua
W/
\O NSO
TN
.FlGURA 1.10 - Esquema da eliminagdo da flutuacdo espontanea
da estrutura da proteina dentro de uma micela

( flutuagdes as quais usualmente destroem a
conformagao catalitica em agua), [71].
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Para Wo com valores grandes e também a concentragao de surfactante sendo
grande a atividade enzimatica encontrada seria menor do que em meio aquoso,
devido ao fato do substrato distribuir-se na camada do surfactante, e uma menor
quantidade de substrato estar disponivel para a reagao no interior da micela. A
atividade enzimatica também depende da concentracao dos eletrélitos na solugao e
do aumento da constante dielétrica do meio.

As vantagens desse sistema sao:

- eliminagao da necessidade de agitagao;

- transparéncia 6ptica, o que o torna conveniente para estudos espectros-
copicos;

- facil reprodutibilidade em termos de estrutura e dimensoes;

- apresentacao de uma area interfacial muito grande , o que torna a transfe-
réncia de massa dos substratos e produtos mais eficiente que em
sistemas bifasicos.

As desvantagens deste sistema sao:

- dificuldade de recuperacdo da enzima do meio para um possivel
reutilizacao [75];

- dificuldade de isolamento dos produtos em relacao a outros sistemas
bifasicos.

Porém, as enzimas em sistemas de micelas reversas tem sido utilizadas
por varios autores em sintese organica, tais como: estudo cinético de reagdes
catalisadas por enzima (como quimotripsina, tripsina, pirofosfatase, peroxidase,
lactato dehidrogenase e piruvato quinase) [77]; reatividade da a-quimotripsina em
microemulsao agua-6leo na hidrolise da N-glutaril-L-fenilalanina-p-nitroanilida
(GNPA), N-succinil-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilida (SAAP) e o N-trans-cinamoil-
imidazol (t-CN1) [78]; oxidacdo do isobutanol para isobutiraldeido catalisada por
alcool desidrogenase [79]; hidrolise de ésteres de p-nitrofenila de acidos graxos
(C4-Ci6) catalisada por lipase [80]; atividade da w-amilase e celulase em micelas
reversas de Tween-80 em n.hexano na hidrélise de celulose e amido [81]; reacdes
de esterificacdo catalisada por lipase [82]; hidrélise do 6leo de Crambe (6leo
extraido da Crambre abyssinica que contém triglicerideos assimeétricos e com peso
molecular alto, sendo que 70% destes contém 60 atomos de carbono ou mais)
catalisada por lipase [83].



1.1.5 - ENZIMAS EM ORGANO-GEL

Haering e Luisi, em 1986 [84] investigando a solubilizacdo de gelatina em
sistema de microemulsdo agua/dleo, utilizando como surfactante Aerosol-OT,
chegaram a resultados bastante curiosos. Era conhecido que a gelatina formava gel,
isto era obtido por aquecimento de uma solugdo concentrada a temperaturas em
torno de 40 a 50 oC e posterior resfriamento a 30 0C [85). Era conhecido também
que ela se solubilizava em micelas reversas. Os autores acharam interessante
investigar como o0 ambiente micelar afetaria o comportamento da gelatina
gelificada. A expectativa era que a formagao do gel se daria dentro das micelas
reversas, eventualmente produzindo a opacidade da solugao micelar e
possivelmente a separagdo do gel aquoso. Para surpresa dos autores, algo
completamente diferente ocorreu. Toda a solugdo micelar tornou-se um gel. A
formagao deste mostrou-se reversivel, por aquecimento do gel acima de 400C, ele
torna-se liquido e esta solugdo pode ser transformada em gel novamente, tomando
0 cuidado de agita-1a durante o resfriamento, caso contrario, ocorreria a separagao
de fase.

A preparagdo do organo-gel foi descrita e consiste basicamante em:
adicionar a gelatina soélida a uma solugao micelar de Aerosol-OT/H20/isooctano
numa faixa de temperatura de 40 a SO 0C. A mistura é agitada vigorosamente até o
seu resfriamento. Um fato curioso ocorreu, a gelificagdo da microemulsao nao
aconteceu em todas as concentragdes de gelatina e/ou agua. A quantidade de
gelatina deve se encontrar em uma quantidade ligeiramente acima de sua
solubilidade maxima no sistema micelar. Quando a quantidade de agua € muito
pequena (vaiores de W, baixos) a formagao do gel ndo € possivel, devido a gelatina
nao poder ser dissolvida em gquantidades suficientes para gelificar todo o sistema.
Nao foram obtidos geis com W, abaixo de 20 apesar da alta concentragao do
surfactante.

A gelificagd@o da solugao, que consistia em mais de 80% de solvente organico
impressionou Haering e Luisi, levando-os a descrever uma hipotese sobre o
fendmeno: a gelatina, sendo um material solUvel em agua e insoluvel em fase
organica, é inicialmente confinada predominantemente no interior da micela
reversa. Isto deve-se a concentragao relativamente alta de surfactante (Aerosol-
OT) wutilizada, e a pequena distancia existente entre as microgotas
(aproximadamente 100A para W,=30). Eles assumiram que existia um extenso
contato intermicelar e que a percolagdo da gelatina estaria presente, ja que esta
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estava em excesso na solugdo. O sistema poderia ser descrito como uma molécuia
de gelatina interligando uma micela a outra. Inicialmente, da-se por um caminho
dindmico, com um rapido equilibrio entre as muitas configuragdes possiveis. Como
resultado da gelificagdo da gelatina, a microfase aquosa e todo o sistema sofre um
processo de enrijecimento com a formagdo de uma rede homogénea e continua.

A descricdo qualitativa, baseada na percolagdo micelar e conectada por
gelatina, ndo explicou muito bem como uma grande massa de solvente organico foi
capaz de produzir o gel. Segundo o0s autores a descrigdo termodindmica da
transigdo € muito complexa, devido a necessidade de extensiva agitagao para a
formagao do gel. Os autores sugeriram que este novo material poderia ser utiiizado
na imobilizagao de enzimas.

Quellet e Eicke [86] através de técnicas de espalhamento de luz, dicroismo
circular, condutividade elétrica e rotagdo oOptica, analisaram 0 mesmo sistema
descrito por Haering e Luisi. Quellet e Eicke chegaram a conclusdo de que o
processo global de gelificagcdo podia ser demonstrado através de trés etapas: a
primeira etapa seria a gelificagado do polipeptideo no interior miceiar formando um
nanogel, sendo 0 mecanismo de formagao idéntico ao de gelificag@o em agua pura,
que envolve a formagdo de ligagdes intra e intermolecular da gelatina com a
formagao de segmentos helicoidais do tipo colageno. Uma ‘segunda etapa do
processo seria a percolagdo das nanofases. Neste ponto, segundo 0os autores, 0
sistema passa por uma mudanga drastica na estrutura e nas suas propriedades
conectivas, e uma enorme agiomeragao de nanofases é formada. Os autores alegam
que a percolagdo das nanofases esta relacionada com a organizagdo das moleculas
de gelatina na interface agua/dleo com a formagao de segmentos helicoidais
estendendo-se para dentro da fase ¢leo. Esta suposicdo é reforgada pelo fato de
que tais segmentos sdo consideraveimente mais hidrofébicos do que um segmento
extendido, porque em segmentos helicoidais ocorre a protegdo dos grupos
carregados. Na terceira e Ultima etapa no processo de gelificagdao ocorre a
transicdo sol-gel, e nesta etapa ha formagdo de uma rede tridimensional
consistindo de nanofases interconectadas por pontes de hélice tipo colageno. Esta
estrutura foi reafirmada por Quellet e colaboradores em 1987 [87], 1989 (88],
1990[89] e 1991 [90)( figura 1.11).
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Capitani e colaboradores, em 1988 [91], estudaram a estrutura do gel
formado por Aerosol-OT/agua/isooctano por técnica de RMN, com o objetivo de
investigar a mobilidade do solvente neste sistema. Primeiramente os autores
mostraram que os valores de deslocamento quimico de prétons da agua neste
sistema, é muito similar aos dados publicados para micelas reversas com alta
concentragao de aqua. E em segundo, a mobilidade do solvente no gel € comparavel
com a do solvente puro, embora o resultado fosse inesperado, tendo em vista a alta
viscosidade do gel, em torno de 1000 Poise [92]. Apesar do aparente paradoxo, alta
viscosidade do gel e a alta mobilidade do solvente, eles propoem uma estrutura
compativel com estes dados. Segundo Capitani, ocorreria a formagao de uma rede
com uma estrutura muito rigida e com grandes cavidades. Como a gelatina ¢
insoluvel em solvente organico ela seria rodeada por moléeculas de surfactante, e
a agua ficaria entre as moléculas de gelatina e surfactante.

Atkinson e colaboradores, em 1988 [93], [94] em estudos preliminares,
através de técnicas de espalhamento de néutrons e medidas de condutividade
elétrica e difusdo, consideraram que a gelificagao de uma microemulsao ocorreria
com a formagao de uma rede de gelatina, envolvida por agua formando canais
condutores. Estes canais condutores sa@o envolvidos por uma monocamada de
surfactante a qual coexiste com microgotas de microemulsao. O modelo proposto
por Atkinson é identico ao proposto por Capitani e colaboradores (figura 1.12).
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FIGURA 1.12 - Madelo proposto para a estrutura do organo gel com formagao de
canais de gelatina em agua envolvidos por uma camada de
surfactante,(a) [93]1 [94] e (b) [98].
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No ano seguinte Atkinson e colaboradores [95] unindo os resuitados obtidos
anteriormente e juntamente com os dados de RMN, obtidos por Capitani [91],
propoem um novo modelo para a estrutura do gel. Durante o fendmeno da
gelificacdo ocorreria uma mudan¢a na microestrutura da microemuls3o, a qual
forma uma extensiva rede de canais de agua e gelatina, sendo que esta estrutura
estaria em equilibrio com as microgotas de microemuisao protegidas pelo
surfactante (figura 1.13). Atkinson confirma esta estrutura novamente em
trabaihos posteriores [96][97].

(a)

FIGURA 1 13 - Modelo proposto para a estrutura do organo gel com formacdo
de'uma rede de gt_elatina em agua em equilibrio com as
microgotas de microemulsdo, (a) [95] e (b) [98)
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Em 1991, Petit e colaboradores [98](99] realizaram medidas de
condutividade, espalhamento de raio-X e espalhamento de néutrons a fim de
analisar os trés modelos propostos para a estrutura do organo-gel. Os autores
concluem que cada uma das estruturas podem, a priori, existir em alguma parte do
diagrama de fase. O espectro de espalhamento de raio-X (sensivel a gelatina e
agua) e os espectros de néutrons (sensivel somente ao centro aquoso da micela)
sdo consistentes com 0s modelos propostos. Entretanto, 0s espectros sao
qualitativamente similares mas quantitativamente diferentes. Segundo os autores
o modelo proposto por Quellet esta em acordo com 0S ensaios e resuitados por eies
obtidos, enquanto que os modelos de Capitani e Atkinson estavam em acordo
parcial com 0s resultados. O modelo de Quellet permite, em particular, a previsao
dos espathamentos observados por Petit, bem como a zona de estabilidade da fase
gel no diagrama de fase. Cada um dos modelos propostos permite a variagao da
composi¢do para a qual a estrutura proposta poder ser formada. Por exemplo, para
obter a microestrutura proposta por Capitani, seria necessario uma quantidade de
surfactante grande para envolver todos os cilindros. Para obter a microestrutura
de Quellet a quantidade de gelatina necessaria é independente da quantidade de
agua da microemuisao.

Petit acrescenta que os experimentos feitos por Atkinson esta muito fora do
ponto de saturagdo - ponto no qual toda a agua e toda a gelatina sao necessarias
para formar uma estrutura estavel - onde eles realizaram seus experimentos, pois
0s calculos guantitativos do raio-X e espalhamento de néutrons em escala absoluta
sdo possiveis somente proximos a este ponto. O ponto escoihido por Atkinson
[Aerosoi-0T]=0,1M, W,=55 e 3,5% de gelatina estd localizado muito fora do ponto
de saturagao, mas esta incluido no dominio da fase gel no diagrama de fase. Petit
ressalta que o modeio proposto por Atkinson provaveimente também é correto ,
apenas ele trabalhou em uma parte diferente do diagrama de fase. O modelo
proposto por Atkinson pode ser adotado, devido a existéncia de uma quantidade de
surfactante para cobrir toda a gelatina e as micelas reversas independentes.

Independentemente do modelo adotado, as principais caracteristicas
(vantagens) do sistema de organo-gel s3o as seguintes:

- constitui uma solucdao micelar sélida, transparente, possuindo todas as
vantagens do sistema de micelas reversas descritas no item 1.2.4;

- € insoluvel em solventes hidrocarbénicos;

- pode ser utilizado para imobilizar enzimas;

- possui alta reprodutibilidade na sua preparagao;
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- possui uma area interfacial extremamente grande entre a fase aquosa e
organica (isto permite uma troca muito rapida dos substratos e 0s
produtos entre as fases,sem necessitar de agitagao mecanica).

A utilizacdo de enzimas em sistemas de organo-gel foi publicada
recentemente, em 1991, por Rees e Nascimento [100]J{101]. Os autores
imobilizaram a lipase de Chromobacterium viscosum ( CV lipase) na sintese de
uma variedade de ésteres simples utilizando alcoois de cadeia linear e acidos com
cadeias lineares, ramificadas e insaturadas. A esterificacdo foi realizada a uma
temperatura de 25 OC e a CV llpase mostrou uma catalise eficiente na
esterificacdo de acidos alifaticos de cadeias longas e médias e alcoois com
cadeias pequenas, médias e grandes. Os rendimentos foram superiores a 90%. A
utilizagdo deste sistema na resolucdo de alcoois quirais foi demonstrada para a
resoiugdo do (+/-) 2-octanol numa esterificagdo estereoseletiva com o acido
decandico catalisada por trés diferentes tipos de lipases, Chvromobacterim
viscosum, \ipase da Pseudomonas sp e lipase Microbial. Entre as lipases utilizadas,
a Chromobacterium viscosum mostrou maior eficiéncia com a obtengao do produto
com 92% de excesso enantiomerico.

AGUIAR [102], em 1992, utilizou o mesmo sistema na esterificacdo de
1-pentanol com varios acidos de cadeias lineares longas, na esterifica¢ao do acido
oléico com diversos tiéis e fez mais estudos sobre algumas propriedades fisico-
quimicas deste sistema. Apesar das vantagens citadas acima o sistema apresenta
algumas desvantagens, tais como:

- destruic¢do do gel por alguns solventes (por exempio,metanol) ou
substratos ( por exemplo: acido acetico);

- rendimentos muito baixo de esterificacdo com substratos estericamente
impedidos;

- baixa solubilidade de alguns substratos em solventes apolares ( por
exemplo: 4cido sorbico em n-hexano) [102].
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1.2 - LIPASE - ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL, SITI0 ATIVO E USOS.

A lipase é uma hidrolase classificada como uma esterase [23], possui um
peso molecular em torno de 40 a 50 KDa, com cerca de 300 residuos de
aminoacidos. As lipases sd0 enzimas extracelulares [103], produzidas por fungos
tal como Aspergillus mucor, RINzopus penicilitum, Geolrichum e por leveduras de
Turulopis e Candrda. As bactérias que produzem lipases Ssao APseudomonas,
Achromobacter e Staphylococcus. Destes organismos, somente Aspergi/ius, Mucor,
Rhizopus e Candida estdao comerciaimente disponiveis. A lipase é uma
glicoprotefna na quai a parte glicosilada hidrofilica € posicionada opostamente a
regido hidrofobica que circunda o sitio ativo.

A analise da estrutura secundaria das lipases, isto €, o modo pelo qual a
cadeia peptidica se dipde ao longo do seu maior eixo, bem como a analise da sua
estrutura terciaria, isto é, a forma em que a cadeia se dobra e se acomoda para
formar uma estrutura tridimensional, foi somente apresentada em 1990 por Brady
[104]. Foi determinada a estrutura da lipase proveniente do fungo Ar7zomucor
miehel, e esta € constituida por uma cadeia proteica simples, contendo 269
residuos de aminoacidos com peso molecular 29 422. O sitio ativo desta lipase €
composto por trés aminoacidos: Serina 144 (Ser144), Histidina 257 (His 257) e
Acido Aspartico 203 (Asp 203) . No mesmo ano Winkler e colaboradores [105]
publicaram a estrutura tridimensional da lipase pancreatica humana (LPH) que
cumpre um papel na hidrélise de triglicerideos em monoglicerideos e acidos graxos
livres. Através de cristalografia de raio-X, esta lipase apresentou uma cadeia
proteica simples com 449 residuos de aminoacidos. O sitio ativo € composto
também pelos resfduos de Ser, His e Asp, como na lipase proveniente do
Rhizomucor miehel, somente em posigdes diferentes: Ser 152, His 263 ¢ Asp 176
(figura 1.14). O sftio ativo hidrolitico situa-se na superficie e € coberto por um
segmento espiral curto e portanto inacessivel para o solvente. A ativagao
interfacial, uma propriedade caracteristica de enzimas lipofilicas, provavelmente
envolve a reorientagdo de baixo para cima, deixando assim o sitio ativo exposto.
Isto ocorre ndo somente em lipases pancreaticas, mas também em lipases
hepaticas e lipoproteinas homologas.
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FIGURA 1.14 -Estruturada lipase pancreatica humana [ 105].

Laumen e Schneider [106] propuseram um modelo de interacdo entre sitio
ativo da lipase da PFseuaomonas rluorescens  para hidrélise do (R,5)-3-
fenilbutanoato de metila (figura 1.15a). Os autores propuseram:
i) que 0S grupos carboxilicos formados ou hidrolisados devem estar
posicionados na cavidade D;
i1) a presenga de um hidrogénio na posicdo 3 ao grupo carboxilico do éster
formado ou hidrolisado, na cavidade C;
ii1) a auséncia de grupos fenil na posicdo & ao grupo carboxilico;
iv) que na cavidade A estao alojados os grupos alifaticos e aromaticos por
ser esta bastante grande;
V) que a cavidade B somente aloja cadeias alifaticas lineares, por ser
esta pequena.
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O modelo proposto do sitio ativo ndo previa a influéncia da quiralidade na
pOSicZ0 @ a0 grupo carboxilico, por exemplo na hidrélise estereoseletiva do (R,S)-2-
hidroxi-4-fenil butanoato de etila (figura 1.13b). Segundo Kloosterman e
colaboradores [107) a hidrélise poderia ser explicada assumindo uma pequena
cavidade acima do plano do centro quiral exclusiva para o hidrogénio (Figura 1.16).
Kloosterman e colaboradores alteraram sensiveimente o modelo proposto por
Laumen e Schneider sobre o sitio ativo da lipase da Pseudomonas Iluoréscens,
postulando uma cavidade extra E na qual somente hidrogénios podem ser alojados.
Kloosterman nao tinha certeza se 0s grupos X e R estdo direcionados em duas
cavidades diferentes B e F, ou se estes estariam em uma cavidade B bastante
grande que alojaria os dois grupos.

m H@ \ Hg

N A \\__smnalou l

FIGURA 1.15 - Modelo do sitio ativo da lipase da Pseudbmoness rluorescens - (a)
hidrolise do (R,S)-3-fenilbutancato de metila (—» = sitio
nucleofiiico), (b) hidrélise do (R,S)-2-hidroxi-4-fenilbutanoato
deetila, [107].
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FIGURA 1.16 -Modelo do sitio ativo postulado para a lipase da Pseudmonas
Tuorescens: 2- hidroxihexancato de etilaR = CHXH2;R'=H; X =
OH, n=2 e 2-hidroxi-4-fenilbutancato de etila: R = CgHs; R' = H; X=
OH; n=2,[107].

Um modelo bem detalhado da interagao do sitio ativo da enzima com 0
substrato foi proposta por Brzozowski e colaboradores [108], em 1991, para a
lipase do Ahrizomucor mieher, através de cristalografia de raio-X. Para investigar
a natureza das interacbes cataliticas e a mudanga estrutural associada com a
ativacdo da lipase, 0S autores reagiram a enzima com N-hexilclorofosfonato de
etila, estequiometricamente, com 0 objetivo de inibir a enzima irreverssiveimente
na sua forma ativa, permitindo assim a investigacao estrutural.

O mapa de densidade eletrénica mostrou que o segmento espiral ( residuos
85-92 ) moveu-se, expondo o sitio ativo que continha o0 inibidor. O modelo atémico
do inibidor e do sitio ativo mostrou uma ligagao covalente direta a qual foi
formada entre o Oy nucleofilico da Ser 144 e 0 atomo de fésforo do inibidor. O
oxigénio carbonilico do eéster parece ser estabilizado por uma interagao com o
nitrogénio amidico e a hidroxila da Ser 82 (figura 1.17 a,b). A cadeia amidica
contendo o nitrogénio da Leucina 145 poderia também estar envolvido, mas isto
nao foi completamente esclarecido. A estrutura tetraédrica do complexo, sitio
ativo e inibidor, proposta pelos autores é mostrado na figura 1.18.
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FIGURA 1.17 - Estrutura do sitio ativo da lipase do A/rizomeucor migher na
presenca do N-hexilclorofosfonato de etila: (@) sitio ativo complexoe
inibidor, (b) segdo transversal mostrando apenas a interagdo do
inibidor com Ser 82, Ser 144 e His 257, [ 108].
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FIGURA 1.18 - Representagdo esquemética do complexo tetraédrico
enzima substrato da lipase Rhrizomucor migher ,
[108].

A comparagao com a estrutura nativa mostrou que a Serina 82 assume uma
conformagao favoravel para a interagdo oxi-anion somente depois que a “tampa"
(parte hidrofobica) se move, expondo assim o sitio ativo. A formacao do oxi-anion
com a Ser 82 no complexo sugere que a parte da "tampa” sofreu um movimento,
tornando assim a enzima ativa.

A mudanga conformacional da “tampa” pode ser descrita como um movimento
simpies rigido da parte espiral ( residuos Leucina 85 - Acido Aspartico 91 ). [sto
consiste de uma translagao do centro de gravidade em torno de 8 A e uma rotagao
de 1670 em torno de um eixo quase paralelo a espiral (figura 1.19a,b). As analises
mostraram a existéncia de duas regifes claramente definidas que funcionam como
"dobradicas”, o tripeptidio 82-84 (trp) e o tetrapeptidio 92-95, um em cada lado da
“tampa“, e que permitem este movimento. A rotacdo da hélice em sentido contrario
ao sitio ativo, seu lado hidrolitico, deixa-0 exposto ao solvente na estrutura
nativa, e se torna parcialmente escondido na cavidade polar iniciaimente ocupada
por moléculas de agua bem ordenadas. Simultaneamente o lado hidrofébico da
“tampa” torna-se completamente exposto, expandindo grandemente a superficie em
torno do sitfo ativo (figura 1.19c¢,d). Assim, a exposigao dos residuos cataliticos é
acompanhada por um aumento marcante da nao polaridade em torno da superficie. A
ativagao interfacial é assim expiicada por uma estabilizacdo nesta superficie
apolar por um ambiente lipidico o qual, de fato, criaria uma enzima
cataliticamente competente, capaz de atacar moléculas de triglicerideos dentro da
fase lipidica.
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inibidor _Trpgs

FIGURA 1.19 - Diagrama representativo, representando a mudanca
conformacional na lipase do RArizamucor misher .
(&) enzima nativa;
(b) complexo enzima-inibidor;
(e) estrutura atémica da enzima nativa;
(d) estrutura atfmica do complexo enzima inibidor.
0 aumento da superficie apolar é nitida. O inibidor
esta mascarado pelo Trp 88, [108].

As lipases sao muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade, baixo custo, ndo requererem cofator, trabalharem numa faixa de
pH relativamente grande e serem muito estaveis [23]. Nos Ultimos anos seu uso em
sintese tem sido amplamente explorada nos mais diversos campos da sintese
organica. Ndo s¢ as lipases como também outras enzimas estdo sendo utilizadas.

As lipases sdo utilizadas como catalisadores em solvente organico
principalmente em: reagles de esterificagdao e  transesterificagao
[21)[22](231(261(27][29][31](49][100][101], sinteses assimétricas [110][111][112]
[113], sintese de amidas [46](47],sintese de glicerideos [114], sintese de lactonas
[115]



CAP{TULO 2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 - COMPONENTES DO ORGANO-GEL, REAGENTES E SOLVENTES.

Os componentes do organo gel, reagentes e solvente foram obtidos das
seguintes fontes:

- Di-2-etilhexil sulfosuccinato do sddio (Aerosol-OT) e gelatina Tipo A
(bloom 300) foram adquiridos da Sigma e foram utilizados sem nenhuma
purificacdo adicional.

- As enzimas C.V. Lipase, Llpase microbial e Lipase da pseudomonas sp
foram obtidas da Genzyme Blochemicals Ltd (Inglaterra), com atividade especifica
de 3335, 1600 e 1900 unidades mg-1 do po, respectivamente.

- Lipase da candida cylindracea obtida da Sigma, lote 29F-04419 com
atividade de 1010 unidades mg-! do p6. :

- Lipase do pancreas de porco (PPL), obtida da Sigma, n? 3126 com atividade
35-70 unidades mg-1 do po.

- Agua bi-destilada foi obtida no laboratorio de Quimica Analitica da UFSC.
- Reagentes e solventes foram obtidos também das seguintes fontes Merck,

Riedel-DeHaen, Vetec, Aldrich, Quimidrol, Reagen e BDH . Os solventes foram
purificados por destilagcao simples, caso necessario.
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2.2 - PREPARACAO DO ORGANO-GEL.

2.2.1 - PROCEDIMENTO GERAL PARA OBTENCAO DO ORGANO-GEL PARA
SINTESES.

0 organo-gel foi preparado adicionando uma solugdo de Aerosol-OT em
n- hexano a 55 0C a uma segunda solugdo de gelatina em agua também a S5 0C. A
mistura foi vigorosamente agitada manualmente, até atingir a temperatura
ambiente Foi obtido 10 mL (volume totai) de um gel estavel e rigido.

A composi¢do do organo-gel utilizado foi a seguinte: 1.4g de geiatina,
2,15mL de agua bi-destilada, 4,0mL de solugado de Aerosol-0OT, 0,5M, 2,2mL de
n-hexano e ainda 0,25mL de uma solugdo contendo as diferentes enzimas em agua
com concentragdo de 10 mg mL-1, sendo esta injetada na solugdo de Aerosol-0T em
n-hexano, obtendo uma concentragao de 0,25 mg mL-1 de enzima no organo-gel. Era
preparado imL de solug@o estoque de enzima, obtendo assim quatro géis. Apo6s
estabilizacdo a temperatura ambiente estes foram armazenados em “freezer” a
-20 0C até a sua utilizagdo nas reagdes.

Foi preparado um gel controle, possuindo as mesmas caracteristicas do gel
para reagdes sem enzima.

2.2.2 - PREPARACAO DO MEIO REACIONAL

0 gel foi retirado do “freezer” a -20 0C, sendo separado do tubo de ensaio e
ainda congelado foi cortado em secgbes de volume aproximadamente igual, 1235
mm3. Em sequida, o gel foi colocado em um erlenmeyer contendo 30mL de n.
hexano. 0s substratos, acido oleico ( acido octadecandico) e alcoois alifaticos ou
aromaticos, foram adicionados na propor¢do de 1:1 ( 0.01 mol em todas as
rea¢des). O sistema foi deixado em agitagdo suave, obtida por um agitador
magnético ( proveniente da Micro-Quimica, modelo AMA 102) por 10hs @ 25 9C, e a
reagao acompanhada por cromatografia de placa, usando como eluente uma mistura
n-hexano : éter, na propor¢do de 3:2 (v/v). Ao término da reagdo os produtos e
substratos remanescentes foram separados do gel, atraves de decantagdo, sendo
este lavado varias vezes com solvente organico.

Uma reagdo controle foi executada paralelamente, utilizando um gel com as
mesmas caracteristicas, apenas com a auséncia da enzima. Ndo houve formacgao de
produtos nestas condig¢des.
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2.2.3 - PURIFICACAO DOS PRODUTOS.

A solucdo de n-hexano contendo o produto e reagentes remanescentes, apés
separagao do gel foi concentrada em rotavapor ( marca Buchi, modelo RE 111). O
concentrado quando necessario foi tratado com imL de trietilamina, e em seguida
adicionado SOmL de n-hexano para promover a precipitacdo do sal do acido . A
solucdo é entdo filtrada, e o filtrado concentrado. Os produtos eram separados dos
reagentes remanescentes através de cromatografia rapida a vacuo ( “flash
chromatography”) utilizando-se silica . O solvente utilizado foi n-hexano.

2.2.4 - IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS.

A formagdo dos produtos foi acompanhada por cromatografia de camada
delgada (c.c.d) durante o decorrer da reagdo. A pureza do produto foi tambem
verificada por c.c.d. durante o decorrer da reacdo e apds purifica¢do. Utilizou-se
placas de silica e uma mistura de n-hexano e éter 3:2 (v/v) como eluente. Os
espectros de infravermelho foram feitos num aparelho da Perkin Elmer -modelo
781, e 0s espectros de ressonancia magnetica nuclear de préton (1H RMN) em
espectrometro Variam EM 360L.

2.2.5 - DIAGRAMA DE FASES DO ORGANO-GEL EM n-HEXANO.

O diagrama de fases do organo-gel foi obtido, preparando-se varios géis com
quantidades variaveis de gelatina e de agua. A concentragao de Aerosoi-OT do
sistema foi mantida constante em O0.1M no volume final do gel. O modo de
preparagao do gel foi idéntico ao procedimento descrito no item 2.2.1. Neste
experimento os geis ndo continham enzima.

Os geis apos preparados foram deixados em repouso por 24hs a temperatura
ambiente. O aspecto macroscépico do sistema foi analisado visualmente. Graficou-
se um diagrama de percentual de gelatina em fung¢do de Wo ( Wo =[H20)/[AOT] ),
apartir do qual as areas das diferentes fases do gel foram delimitadas.
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CAPITULO 3 - APRESENTAGAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

3.1 - DIAGRAMA DE FASE DO ORGANO-GEL DE n-HEXANO.

O estudo do diagrama de fase, do sistema H20/AOT/gelatina/n-hexano, é de
grande importancia para o entendimento de algumas propriedades fisico-quimicas
do organo-gel. Um dos grandes interesses, em construir o diagrama, era determinar
a quantidade minima de gelatina necessaria para a gelificagao do sistema. A
obtengao de um gel com uma rigidez alta, tal que pudesse ser cortado em secgdes
menores sem que 0 mesmo sofresse qualquer alteragao na realizagao das reacoes,
também foi estudada. A influéncia do solvente organico utilizado, n-hexano, foi
analisada e comparada com um sistema Hp0/AQT/gelatina/ciclo-hexano, mostrado
por AGUIAR [102]. Outra drea de interesse é a determinagao de uma regido onde a
forma final do gel fosse transparente, para efetuar posteriores estudos de reagdes
monitoradas por técnicas espectroscépicas, tal como ultra violeta.

A construgao do diagrama foi bastante trabalhoso. Para a delimitagao das
areas foram preparados 420 sistemas do organo-gel, seqguindo o procedimento
descrito no item 2.2.1 e neste caso o gel ndo continha enzima. A concentragdo do
surfactante, AOT, foi mantida constante, 0,1M, a uma temperatura de 250C. Foram
obtidas quatro regides distintas (figura 3.1). Os aspectos mais relevantes sobre 0
diagrama serao discutidos nos itens a seguir.
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FIGURA 3.1 - Diagrama de fase do sistema gelatina/H;0/n.hexano/

/A0T (0.1M). (1) Separago de fase { o solvente se
sepata da gelatina solida); (11) Separagao de fase { o
solvente separa-se do gel) (111) Solucdo rmcelar
liquida e 1Y) Formacdo de gel.

37



38

3.1.1 - REGIOES DE SEPARAGAO DE FASE.

a) Regiao |

Esta regido & denominada de “separagdo de fase”. Nesta regid ocorre a
separagdo do solvente organico (n-hexano) da gelatina sélida. Esta regido esta
compreendida em valores baixos de Wp, ou seja, a quantidade de agua presente no
sistema é insuficiente para solubilizar a gelatina, visto que a concentragao de
surfactante (AOT) é mantida constante, 0.1M, no experimento. Portanto o aumento
do Wp esta relacionado diretamente com o aumento de agua no sistema, pois Wo=
[H20)/[AOT]

A linha de separagdo entre as regides | e IV mostra uma relacao entre o
aumento da quantidade de gelatina e o aumento da quantidade de agua no sistema.
Assim, quando a quantidade de gelatina é de 3.4%, ocorre a separagao de fase com
valores de Wq igual a 20. Porém com o0 aumento do Wo, em torno de 43 a quantidade
de gelatina solubilizada no sistema passa para 7.0%.

AGUIAR em 1992 [102] mostra o diagrama de fase , figura 3.2, utilizando
como solvente o ciclo-hexano . A regido de "separagao de fase” com este solvente
também se encontra em valores baixos de Wp, mostrando que ha uma dependéncia
da quantidade de agua no sistema para ocorrer a formagéo do gel.

HAERING e LUISI em 1986 [89] quando descreveram o procedimento que
permitia a formagao do gel, utilizaram um sistema de Hy0/AOT/isooctano, e ja
postularam que em valores baixos de Wp ndo ocorria a formagao do gel, porque nao
era possivel dissolver a gelatina no sistema.
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FIGURA 3.2 - Diagrama de fase do organo-gel de ciclo-hexanc/AQT

(0.1M). (1) Separacdo de fase ( o solvente se separa
da gelatina sdlida); (1) Separagao de fase o solvents
separa-se do gel); (111) Solugdo micelar iiquida e
(1Y) Formagao de gel.
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b) Regido II

Nesta regido ocorre também separagdo de fase. Neste caso uma peguena
quantidade de solvente se separa do gel. Nesta regido a quantidade de agua
presente € suficiente para solubilizar a gelatina e formar o gel. Esta separagao de
fase é explicada devido a quantidade insuficiente de gelatina presente, a qual
impossibilita a gelificag@o de todo o sistema.

No diagrama de fase do sistema Ho0/AOT/ciclo-hexano, mostrado por
AGUIAR, a regiao de separagao encontra-se em valores de Wp de aproximadamente
35,5 a 60 com porcentagem de gelatina de 6,0% a 8,0% Para o sistema
H,0/AOT/n.hexano a separagao ocorre em valores menores de porcentagem de
gelatina e Wq ocorrendo na faixa de 4,6% a 5,6% e 34 a 44 respectivamente. 1ss0
mostra a grande dependéncia que o sistema possui principalmente com relagao ao
solvente utilizado.

3.1.2 - REGIAO 111 - REGIAQ DA SOLUGAO MICELAR LiQUIDA.

Nesta regido ocorre a formagdo de uma solugdo micelar liquida e
transparente. Neste caso a quantidade de agua presente no sistema ja é suficiente
para solubilizar a gelatina, porém esta Ultima encontra-se em quantidade
insuficiente para gelificar o sistema. Analisando a linha que delimita as regides
[l e 1V, observa-se que a medida que aumenta a quantidade de agua, ou seja, que
aumenta o valor de Wy, a regido de solugdo micelar liquida tende a diminuir.
Experimentos com valores de Wy superiores a 70 mostram que ocorre a formagao
de solugdo micelar liquida ate valores de Wp 100 e com uma porcentagem de
gelatina de 2,7% Com quantidades maiores de gelatina, ocorre a formagao do
organo-gel. Comparando-se as figuras 3.1 e 3.2 pode-se perceber que 2
concentragao de gelatina requerida para a gelificagdao do sistema liquido é menor
(cerca de 4,5%) para n-hexano do que para o ciclo-hexano.
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3.1.3 - REGIAO |V - REGIAQ DE FORMACAO DE GEL

Na regiao IV ocorre a formacao de gel. Nesta regido 0s componentes do
organo-gel estdo em equilibrio, formando uma sé fase continua e solidificada. A
formacgdo de gel ocorre numa quantidade de gelatina: acima de 5,6% para Wp acima
de 37; em torno de 4,7% para Wo em torno de 45. Para valores de Wo acima de 45, a
quantidade de gelatina requerida para a formagado de gel varia de 4,5% a 3,2%. Deve-
se deixar claro que os valores referentes a porcentagem de gelatina sdo valores
aproximados, visto serem- estes bastante dificeis de serem determinados.

No diagrama a regiao sombreada corresponde a formagao de gel transparente.
Nesta faixa de concentragao encontra-se as condi¢des 6timas para a transparéncia
do organo-gel.

Comparando-se 0s dois diagramas de fase, observa-se que ambos s3o
qualitativamante similares. A principal diferenga encontra-se na linha de
transigao sol-gel.

3.2 - SINTESE DE ESTERES UTILIZANDO CV LIPASE IMOBILIZADA EM
ORGANO-GEL.

Uma série de ésteres foi sintetizada usando um acido de cadeia linear
contendo uma insaturagao, o acido oleico (acido octadecanoico) e alcoois variando
0 tamanho da cadeia. A esterificagdo foi realizada a 25 0C com um tempo de
incubagao de 10 hs em n-hexano como solvente externo. A CV lipase mostra uma
atividade catalitica eficiente na esterificagao do acido oleico com 4&lcoois
alifaticos de cadeias pequenas, médias e grandes.

Inicialmente foram feitas reagbes variando-se o tamanho da cadeia do
alcool. Foram realizados experimentos com alcoois contendo 2 a 18 atomos de
carbono, sendo a cadeia normal e saturada. Em seguida, utilizou-se alcoois com
ramificagbes proximas e afastadas do centro nucleofilico , contendo uma
insaturagao ou um nucleo benzénico também proximos ao grupo nucleofilico do
alcool. Os dados analiticos e espectrais sdo mostrados nas Tabelas 3.1 e 3.2.
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A analise dos resultados obtidos mostra que com 0 aumento da cadeia
carbdnica do alcool, ocorre um aumento gradual no rendimento da reag3o, chegando
a um valor maximo com i-octanol e 1-decanol. O mesmo efeito foi observado por
Okumura e colaboradores [109] na sintese de ésteres derivados do acido oleico
utilizando alcoois alifaticos primarios, secundarios e terpénicos catalisada por
quatro tipos diferentes de lipase em sistema homogéneo com agitagao. Rees e
Nascimento [101] observaram 0 mesmo efeito na sintese de ésteres derivados do
acido decandico. Este aumento no rendimento pode ser atribuido ao aumento da
solubilidade do alcool no meio reacional com o0 aumento da cadeia carbdnica, ou
seja, ocorre um aumento das interagdes hidrofébicas entre o solvente, surfactante
( Aerosol-OT) e o alcool. Com o0 aumento da solubilidade, mais facilmente o
substrato se aproxima da interface da microemuisdo gelificada onde se encontra o
sitio ativo da enzima.

Os dados espectrais, tabela 3.2, mostram claramente a obtengao dos esteres.
Os dados de infravermelho para deformagdo axial da C=0 de ésteres, encontram-se
no intervalo de 1720-1735 cm-1 e estes sao compativeis com o0s valores
encontrados na literatura [116], onde a deformacgédo axial da.C=0 de ésteres ocorre
na regiao de 1735-1750 cm-1. Os dados de 'H-RMN mostram um triplete (2H) na
regido compreendida de 3.80-4.30 ppm, correspondente aos prétons metilénicos -
CH>-0(C=0)R. 0s protons metinicos -CH=CH- da insaturacdo do acido oleico
encontram-se na regido de 5.20-5.60 ppm. A regiao de 0.90-3.20 ppm corresponde
aos protons dos grupos -CHz e -CHy-, aprarecendo como um muitiplete. As figuras
3.3 e 3.4 mostram, a titulo de exemplificagdo, os espectros de infravermelho e de
TH-RMN para o oleato de butanoila.

A esterificagdo do acido oleico com alcoois possuindo ramificagdes
proximas ao centro nucleofilico do alcool, mostra uma diminuicdo no rendimento,
qguanto maior o numero de ramificagdes. Por exemplo, com o alcool terc-butanol, a
reagao nao ocorre. A diminui¢gdo no rendimento causada pelas ramificagoes, pode
ser atribuida ao efeito de reconhecimento da enzima, ou seja, estes substratos
impedidos estericamente nao sao alojados efetivamente no centro ativo da enzima
para que possa ocorrer a catalise. Outro fator que pode interferir na aproximacao,
é a interagdo destas ramificagbes com a parte apolar do surfactante, impedindo a
aproximagao do centro nucleofilico do alcool na superficie da microemulsdo
gelificada onde se localiza o sitio ativo da enzima. Com o afastamento das
ramificagdes, por exemplo para o isobutanol e isopentanol, obtem-se os oleatos de
isopropila e isopentila com 47% e 89%, respectivamente, mostrando claramente
que o afastamento da ramificagao é um fator importante para que o sistema
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realize efetivamente a catalise. 0 mesmo efeito é observado para alcoois ciclicos,
por exemplo na esterificagao com o ciclo-hexanol o rendimento foi 61%. Rees e
Nascimento[101], observaram o mesmo efeito quando a ramificacdo situava-se
proxima ao centro eletrofflico de acidos. Por exemplo, na esterificagdo do acido
pentanoico e 2-metil-pentandico com n-octanol, o rendimento foi de 93% apds dois
dias de incubacdo e 10% em sete dias de incubacdo, respectivamente. Okumura e
colaboradores [109] observaram também o mesmo efeito com alcoois secundarios e
terciarios em sistema homogéneo com agitacdo.

0s dados de infravermelho mostram a banda de deformacdo axial da C=0 de
éster em 1735 cm-1. A analise dos espectros de 'H-RMN para 0s ésteres mostram
para 0 oleato de isopropiia (composto 12) um multiplete na regido de 3,80-4,10
ppm para o préton metinico -O-CH(CHz)2. Para o oleato de isobutila (composto 13)
um duplete na regido de 3,60-3,90 ppm referente aos protons metilénicos -0-CHo-
CH(CHz)o. Para o oleato de isopentila (composto 15) um triplete na regiao na regiao
de 4,00-4,20 ppm referentes aos prétons ~O-CHo-CHo-CH(CHz)2. Para o oleato de
ciclohexila um multiplete na ragido de 3,90-4,10 ppm referente ao -O-ciclohexil.
Para todos os ésteres, 0s protons -CH=CH- do acido aparecem na regido de 5,20-
5,60 ppm.

A presen¢a de uma insaturagao e de um anel benzénico proximo ao centro
nucleofilico do aicool tambeém diminuem significantemente o rendimento. Este
mesmo efeito foi observado por Okumura e colaboradores [109] para as quatro
diferentes lipases, sendo que o0 rendimento de ésteres oleicos com 0 alcool
benzilico ndo ultrapassou de 32% . A analise dos espectros de infravermelho e
TH-RMN mostra para o oleato de alila (composto 17) um duplete na regido de 4,40~
4,68 ppm referente aos proéotons -0-CHo-CH=CH, e para o oleato de benzila
(composto 18) um singlete em 5,20 ppm referente aos protons -0-CHo-fenil. 0s
protons -CH=CH- do acido novamente aparecem na regido de 5,40-5,60 ppm. Assim,
através da analise dos dados espectrais confirma-se a obtencao dos produtos.



TABELA 3.1 - Sintese de oleatos de alquila catalisada pela CV
lipase imobilizada em organo-gel em n.hexano a 25 0C.

Alcool Ester Rf ?| Rend. (%)
S :

~on 4

R—C

;0/\ 0,59 61

A\0H R—c':'\ o~ 0,57 64
o}

/\/\OH R‘C”\(/\/\ .0’70 63
,,O

PP R“C\o/\/\/ 0,69 68
Q
%

AN NoH| RO NN 0,57 72

O
Ao “"é'\o/f\/L\/ 0,62 80
A | L
_ p R—C~. o/(\/);\/ 0,70 82

Ao r—C. I N 0,50 68
8 8
//0 '
10 10
O
Aot | oA |0 |
12 12

Ao R-Cx o
14 14 0,57

74

0,83 - 47
R—C\O/\l/ 0,74 82

——ree- ndo reage

Ao | R-é'cio/\)\ 0,82 89

0,59 61

0
v \\/\OH R—(é'\o/\/ 0,51 60

O
&
@'CH:OH R-C\O/\© 0,51 52

(a) Nas medidas de Rf foi utilizada solucdo hexano: éter etilico 3:2 (v/v). As reagles
foram efetuadas com 10 mL de organo-gel de n-hexano seccionads em 30 mL de
n-hexano contendo 0,01 mol de cada substrato, apresentando [CY lipase]= 0,25 mg/mL
dogel; [AOT]= 0,2 Me Wg= 59,72.As reagles foram submetidas a agitagdo magnética
suave, sendo o tempo de reagdo de 10 hs a 25 OC.

R= CH3(CHp)7CH=CH(CH2)7-
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TABELA 3.2 - Dados espectrais de 1H-RMN e Infravermelho dos ésteres derivados
do acido oleico, sintetizados em sistema de organo-gel em n.hexano.

COMPOSTO PRODUTO oy (-CH2-00CR)e &y (-CH=CH-)a (v C=0)a
(ppm) (ppm) (cm-1)

1 R-0-CHx>-CH3 4,00-4,40 . S,40-5,60 1730

2 R-0-CHz-CHo-CH3 4,00-4,30 5,30-5,60 1735

3 R-0-CHxCHx-CHx-CH3 4,00-4,30 5,35-5,60 1735

4 R-0-CHp-(CH2)3-CH3 4,00-4,30 5,30-5,50 1725

S R-0-CHp-(CHp)4-CH3 3,90-4,10 5,20-5,50 1730

6 R-0-CHyp-(CH2)g-CH3 4,00-4,30 5,30-5,50 1730

7 R-0-CHy-(CH2)g-CH3 3,80-4,10 5,20-5,40 1730

8 R-0-CHx(CH3)1¢CH3 4,00-4,30 5,30-5,50 1730

9 R-0-CHz-(CH3)12-CHs 4,00-4,30 5,40-5,60 1740

10 R-0-CHp-(CHp)14-CH3 4,00-4,20 5,30-5,50 1720

N R-0-CHp-(CHp)16~CH3 4,10-4,30 5,40-5,60 1730

12 R-0-CH-(CH3)> ---- 5,20-5,40 1735

13 R-0-CHp-CH-(CH3)> 3,60-3,90 5,20-5,50 1735

14 R-0-C-(CHs)3 ---- -—-- ----

15 R-0-CHx-CH>-CH-(CH3)2 .4,00-4,20 5,30-5,60 1735

16 R-0-ciclo-hexil -—-- 5,40-5,60 1730

17 R-0-CHx-CH=CH> 4,40-4,68 5,40-5,60 1730

18 R-0~CHp-Ar 5,20 ' 5,40-5,60

1720

(a) Nadeterminagdo dos espectros de 1H-RMN utilizou-se TMS como referéncia interna e CCl4 como

solvente e 0s espectros de infravermelho foram feitos em cela de NaCl.

R= CH3(CH2)7CH=CH(CH>)+-C0-
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3.3 - ATIVIDADE DE LIPASES DE DIFERENTES FONTES

Com o intuito de compararmos a atividade de diferentes lipases, cinco
lipases de diferentes fontes foram estudadas. Os resultados estdao mostrados na
tabela 3.3. O experimento foi realizado a 25 OC utilizando 0S mesmos
procedimentos de preparagao, purificagao e identificacdo descritos nos itens 2.2.2,
2.2.3 e 224 O0Observou-se que a CV lipase foi a que apresentou maior atividade na
esterificacao do acido oleico com 1-pentanol, 68%. Nao foi observado formagao de
produto quando a reacao foi realizada com a lipase da Cangida cylindracea ou com
a Lipase Pancreatica de Porco (PPL) provavelmente devido a baixa atividade de
ambas, 1010 unidades mg-1(*) no caso da Canaida cy/inaracea e para a PPL 35-70
unidades mg-t. Todas as reagdes foram efetuadas com 10 mL de gel seccionado em
30 mL de solvente, n-hexano, contendo 0,01 mol de cada substrato com a
concentragao de enzima no gel de 0,25 mg mL-1. As reagGes foram realizadas com
agitagao magnética suave a 25 9C, durante 10 horas.

Tabela 3.3 - Esterificagao do acido oleico com 1-pentanol com lipases de
diferentes fontes.

fonte da lipase tempo de rendimento
incubagdo ( hs ) (%)
Chromobacterium viscosum 10 68
Microvial 10 62
Fseudomonas 10 55
Canaiada Cylinaracea 10 nao reage
Lipase Pancreatica de Porco 10 ndo reage

(*) Uma unidade hidrolisa 1yleq do &cido graxo a partir do trigliceridec em thsapH=7,7 a 370C.
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A titulo de comparagdo Okumura e colaboradores {108} utilizaram quatro
tipos de lipase provenientes das sequintes fontes:. Aspergi/lus niger, RhiZopus
adelemar, Geoltrichum candidum e Penicillium cyclopium na sintese de ésteres com
acido oleico el-pentanol em meio homogénea a 30 0C, por 16hs com agitagdo. A
lipase proveniente da Ahizopus delemar 101 a que mostrou uma melhor eficiéncia,
formando o produto com 68% de rendimento e com as demais o rendimento foi
abaixo de 36%. O resultado obtido em nosso sistema com a lipase Chromobacterium
viscosum  imobilizada em organo-gel é identico ao obtido pelos autores com a
lipase da Ahizopus delemar, mostrando assim que para cada fonte diferente de
lipase existe uma atividade especifica diferente.

3.4 - REUTILIZAGAO DO CATALISADOR

O reutilizagao de um catalisador € um fator importante quando consideramos
a aplicagdo pratica de um determinado método sintético, especialmente se o
- catalisador € de alto custo. A figura 3.4 mostra a atuagao da CV lipase imobiiizada
em organo-gel em repetidas sinteses do pentanoato de oleila (a reagao padrao
utilizada foi entre o acido oleico e 0 1-pentanol em n-hexano). O procedimento para
0 preparo do meio reacional, purificagao e identificacdo foi descrito nos itens
222,223 e 2.2.4 Os resultados obtidos sdao mostrados na figura 3.5. Através dos
dados obtidos, observa-se que o rendimento da reagdo manteve-se na faixa de 65 a
70%. Assim fica claro que a atividade catalitica da CV lipase, neste sistema,
mantém-se num nivel muito bom considerando o numero de repetigdes do
experimento. A enzima manteve-se ativa depois de 15 conversdes com um
rendimento em torno de 66%. Nao foram observados mudangas na aparéncia fisica
do gel durante o perfodo de duragao do experimento.
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FIGURA 3.5 - Reutitizagdo da CVY lipase imobilizada em organo-gel
na esterificagdo do 4cido oleico com 1-pentanol.

3.5 - USO DE COLUNA COM FLUXO CONTiNUO

A fim de testarmos um outro sistema para o uso do gel em sintese, montou-
Se uma coluna cromatografica como é mostrado na figura 3.6. Estudou-se a reag¢do
entre o acido oleico e o 1-octanol, pois esta apresentou um dos maiores
rendimentos utilizando a CV Tipase imobilizada em organo-gel (tabela 3.1). Qs
substratos e o solvente, n-hexano, foram adicionados na coluna com a ajuda de um
funil de separacgao, e controlou-se o fluxo de entrada e saida. A coluna foi
empacotada com 30 mL de gel  seccionado com volume de aproximadamente
S125 mm3, sendo que estes estavam em n-hexano na coluna, a uma temperatura de
25 0C. As reacdes foram efetuadas com 0,01 mol de cada substrato, apresentando
uma concentragao da enzima de 0,25 mg mL-1 no gel. A purificagao e identificagao
dos produtos foi através dos procedimentos citados nos itens 2.2.3 e 2.2.4. 0s
dados obtidos sao mostrados na tabela 3.4
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FIGURA 3.6 - Coluna de fluxo continua com CV lipase imobilizada em
organo-gel, para a esterifica¢do do 4cido oleico com
1 -octanol.

CH3( CH2) 7CH=CH( CH2) 7COOH + CH3(CH2)gCH20H —» CH3( CHy) 7CH=CH(CH2) 7CO00CH2(CH2)6CH3 + Hz0
acido oleico 1-octanol
(0,01M) (0,01M)

Tabela 3.4 - Reagado em coluna de fluxo continuo para a esterificagao do
acido oleico com 1-pentanol.

ALCOOL Fluxo ( mL min-1) tempo de reacdo  rendimento
(hs) (%)
3,75 9:35 42
I-octanol

1,25 11.00 70
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Através da tabela 3.4 pode-se observar claramente que quando o fluxo foi
diminuido e, portanto, o tempo da reacao aumentado o rendimento da reacao
aumentou de 28%. Comparando os dois sistemas, com agitagdo magnética e em
coluna com fluxo continuo, 0s rendimentos foram muito préximos, sendo 80% com
agitacao e 70% com coluna, comprovando assim a eficiéncia do sistema. Uma das
vantagens adicionais deste sistema € que 0 gel necessita de menos lavagens para
retirar 0s substratos remanescentes apds o término da reacdo. A mesma coluna
pode ser reutilizada com substratos diferentes [117], mostrando uma possivel
aplicacao industrial do método.
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CAPiTULO 4 - CONCLUSAO

As principais conclusdes obtidas apos a realizacdo do trabalho s3o;

® Através do diagrama de fase do organo-gel, conclue-se que a formagado do
mesmo, depende grandemente das quantidades de gelatina, de agua e de solvente.
AS quantidades de gelatina e de agua variam consideraveimente de um sistema de
organo-gel para outro. Esta variagdo € determinada pelo solvente presente no
sistema. Assim, cada solvente interage no sistema de uma forma peculiar
dependendo de sua estrutura e propriedades fisico-quimicas.

® A CV lipase imobilizada em sistema de organo-gel mostrou uma catalise
eficiente na esterificagcdo do acido oleico com alcoois alifaticos de cadeias
pequenas, médias e grandes.

® A analise comparativa entre cinco lipases mostrou que a CV lipase
apresenta uma melhor eficiéncia na esterificagdo do acido oleico com 1-pentanol
neste sistema. :

e A atividade da CV lipase em organo-gel mantém-se em um nivel muito
bom, sendo gque a mesma manteve-se ativa depois de 15 conversdes, mostrando
que a enzima pode ser reutilizada por um longo perfodo.

e A utilizacdo de organo-gel em coluna de fluxo continuo com enzima
imobilizada mostrou ser bastante eficiente. A principal vantagem quando
comparada com o sistema em agitagdo, € que um numero menor de lavagem era
necessaria para retirar todo o produto.

® O gel pode ser armazenado a uma temperatura de -20 0C e a enzima nao
perde sua atividade, que é confirmada pelos altos rendimentos dos ésteres obtidos.
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