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RESUMO

O objetivo principal deste trabalho € estudar a utilizagdo da enzima CV lipase em
sfntese orgdnica, através da sua imobilizagdo em sistema de organo-gel de ciclo-
hexano. 4 ‘

Inicialmente, fez-se um levantamento bibliografico detalhado sobre a utilizagio

de enzimas em reagGes em solvente organico. Os principais trabalhos de pesquisadores
desta 4rea foram discutidos, no que tange 3s sua idéias, hipéteses, experimentos e
teorias que se tornaram as bases deste campo de conhecimento.

O foco principal do estudo € a caracterizag3o do sistema de organo-gel, no que
concerne as suas propriedades ffsico-quimicas, bem como a sua posterior utilizago na
imobilizagdo da enzima CV lipase para a sintese de. ésteres alquilicos, tioésteres
alquflicos e arilicos, e amidas.

Nas reagoes de sfntese de ésteres alquilicos, pardmetros como 0 nimero de
carbonos, ramificagdes e insaturagdes na cadeia dos dcidos foram associados com a
efici€ncia catalitica da enzima CV lipase. O efeito do solvente foi também estudado,
com relagdo A efici€éncia da reagio de esterificagdo do 4cido ol€ico com o 4lcool 1-
pentanol, visando estabelecer uma correlagdo entre a polaridade do solvente € a
otimizagdo do meio reacional. As reagSes de sintese de tioésteres e amidas foram
executadas para se verificar a atividade da enzima CV lipase frente a substratos
contendo os grupamentos SH e NH; nas reagdes com 4cido ol€ico.

Os resultados destas sinteses foram comparados entre si ¢ com dados da
literatura para se estabelecer a eficiéncia da enzima CV lipase em relagdo a outras
enzimas, e também a efici€ncia deste sistema frente a outras metodologias jd descritas

na literatura para a sintese enzimética em solvente organico.
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ABSTRACT

This work studies the utilization of the CV lipase enzyme in organic synthesis,
immobilized in a microemulsion-based ofgano-gel of cyclohexane. -

4 Initially, a detailed literature review on the application of enzymes in organic

synthesis is presented. The main works that investigated this area are discussed with

respect to their ideas, hypotheses, experiments and theories which made up the basis

of this field of knowledge. _ ' ‘ _

The main research focus is the characterization of the microemulsion-based
organo-gel as regards its physicochemical properties along with its subsequent use in
the CV lipase immobilization. The resulting medium is, thus, used for executing
syntheses of esters, thioesters and amides.

In the ester syntheses, parameters such as numbers of carbons, branches and
insaturation of acid chains were associated with the catalytical efficiency of the CV
lipase. The solvent effect was also studied concerning its relation to the efficiency of
esterification reactions, aiming to identify the relation between the solvent polarity and
the reactional medium optimization. Syntheses of amide and thioester were used for
verifying the CV lipase activity concemning the substrates which contain SH and NH,
functional groups. -

The results of those synthesés were compared with each other and with data
obtained from the literature, in order to analyse the efficiency of the CV lipase
compared to other enzymes, and the efficiency of the microemulsion-based organo-gel
compared to the remaining methodologicS prescribed for enzymatic synthesis in

organic solvents.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O objetivo deste Capitulo € relatar a histdria da utilizagdo de enzimas em sintese
orgidnica, dando énfase a reagdes executadas em solventes apolares. O Capitulo
apresentard, em ordem cronoldgica, os trabalhos dos pesquisadores desta édrea, suas
idéias e hipéteses, técnicas e experimentos €, conseqiientemente, suas conclusdes, em
forma de teorias que se tornaram as bases deste campo da Quimica Orgénica.

Serdo descritas, as técnicas de utilizagdo de enzimas em sintese orgénica, a saber:
enzimas em sistemas bifdsicos, enzimas fisicamente imobilizadas, enzimas
quimicamente modificadas, enzimas em suspensio, enzimas em micelas reversas e,
finalmente, enzimas em organo-gel.

A evolugdo das técnicas caracteriza a busca de metodologias cada vez mais
aperfeigoadas de utilizagdo das enzimas em sintese organica. Assim, com o passar do
tempo, as falhas ou desvantagens das técnicas ja existentes foram sendo eliminadas
com alteragdes no procedimento de execugdo das mesmas ou através da sua
substitui¢io por técnicas mais avangadas.

Este capitulo, neste contexto, introduz os conhecimentos necessdrios para o
entendimento dos demais capitulos que irdo abordar a utilizagdo da enzima
Chromobacterium viscosum lipase (CV lipase), imobilizada em sistema de organo-gel,
na execuc¢do de sinteses de ésteres, tioésteres € amidas, dando énfase aos aspectos

gerais do sistema de organo-gel e aos efeitos dos solventes nas reagdes executadas.

1.1. ENZIMAS

As enzimas sempre constituiram um grupo de proteinas muito especial desde a
sua descoberta na natureza, tendo sido utilizadas em vérios campos de conhecimento
cientifico. Sua utilizagdo em reagdes de sintese € particularmente vantajosa devido 2
sua alta efici€ncia catalitica e a sua capacidade de reagir em condigdes muito suaves de
temperatura ¢ pH. Porém, a maior vantagem das enzimas reside na sua alta, muitas
vezes absoluta, estéreo e regioespecificidade [1].

As enzimas sdo comumente utilizadas em reagdes em meio aquoso, devido 2 sua
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_alta solubilidade e atividade nesse meio, e por este ser o0 meio no qual as enzimas sdo
encontradas na natureza (atividade biol6gica). »

O interesse na utilizagdo de enzimas em meio ndo aquoso € devido as diversas
vantagens que este meio proporciona. Algumas dessas vantagens foram apresentadas
pof Zaks e Klibanov {2], sendo listadas a seguir: )

- alta solubilidade da maioria dos compostos orginicos em solventes nao

aquosos;

- alta estabilidade das enzimas em solventes org?mico_s;

- possibilidade de executar reagdes invidveis em 4gua, devido a restrigdes

cinéticas e termodinamicas;

- relativa facilidade de isolamento dos produtos do meio 6rgﬁnico, em

comparagio com a dgua;

- insolubilidade das enzimas em solvente organico, facilitando o seu isolamento

do meio e reutilizagio, eliminado assim a necessidade de imobilizagio;

- prevengio de reagdes colaterais, como a hidrdlise causada pela dgua.

1.2. ENZIMA EM SOLVENTE ORGANICO

Os principais sistemas para utilizagdo de enzimas em solvente orginico sdo:
- sistema bifdsico, enzimas fisicamente imobilizadas ou quimicamente modificadas,

enzimas em suspensao, enzimas em micelas reversas e enzimas em organo-gel.

1.2.1. Sistema Bifasico

O primeiro trabalho utilizando enzimas em solvente organico foi desenvolvido
por Reese e Mandels em 1958 [3]. O trabalho consistiu num sistema bifésico contendo
dgua e solvente organico imiscfvel em dgua, utilizado para sinteses em média escala
| preparativa. O sistema era composto de uma coluna na qual a fase estaciondria
consistia em uma solugdo aquosa de enzima adsorvida em celulose e a fase mével
consistia em um solvente organico com os substratos e produtos nele dissolvidos.

Em 1977, Klibanov [4] utilizou enzimas em sistema bifdsico composto por 4gua
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" e solvente orgénico imiscivel em dgua. Neste sistema, a enzima € dissolvida na fase
aquosa, o que a protege de uma possivel desnaturagdo causada pelo solvente organico
do sistema. Os substratos ficam dissolvidos no solvente orginico que, por agitagdo, sdo
transferidos para a fase aquosa, onde sio catalisados pela enzima. Os produtos
formados retornam para a fase organica. O equilibrio qufmico da reagdo neste sistema
bifésico € controlado por diferentes coeficientes de parti¢do dos substratos e produtos.

Uma revis3o razoavelmente completa dos diversos trabalhos que utilizaram este
sistema € apresentada por Carrea [S] e Seminov (1].

As principais vantagens do sistema bifdsico s3o [5]:

reagOes de substratos insoliiveis em dgua podem ser feitas em um volume

substancialmente reduzido da mistura reagente;

o produto pode ser facilmente separado do biocatalisador;

a inibigdo enzimdtica causada por substratos ou produtos € minimizada, devido

i baixa concentragio dos mesmos na fase aquosa, lugar onde se situa a enzima;

reagdes termodinamicamente desfavordveis em meio aquoso tomam-se
vidveis. Por exemplo, enzimas hidroliticas podem ser utilizadas em reagGes de

esterificagdo, transesterificagio e sintese de peptideos.

As desvantagens deste sistema sdo:

- desativagdo ou inibigdo da enzima pelo solvente (que pode ser minimizada pela
escolha adequada do sélvente [5h;

- necessidade do sistema ficar sob agitagdo permanente para acelerar a reagido
(1l | .

- alta concentragao de enzima no sistema, variando de 5 a 20 mg/ml [6];

- perda da atividade enzimdtica cada vez que o sistema € utilizado para sintese
em repetidas reagdes (Kirchner [6] observou uma perda de cerca de 10% em

cada reagdo efetuada).

1.2.2. Enzimas Fisicamente Imobilizadas ou Quimicamente Modificadas

Em 1976, Blain e colaboradores [7] usaram micélio liofilizado de fungo em

suspensdo em solvente organico. O sistema foi descrito (8] como tendo a enzima
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convenientemente imobilizada numa fase sélida (hicélio). Em decorréncia, o sistema
é de fécil preparagdo, eliminando ainda a necessidade de purificagio e imobilizagdo da
enzima. Gancet, utilizando o mesmo sistema [9], concluiu que a célula morta do
micélio constitui uma forma de enzima imobilizada muito ativa em solvente orgénico.

Em 1983, Inada e colaboradores [10] promoveram a modificagdo quimica da
enzima com polietileno glicol, um composto com propriedades anfifilicas. A natureza
hidrofilica do polietileno glicol possibilita solubilizar enzimas em solugdes aquosas.
Sua natureza hidrofébica toma a enzima modificada capaz de atuar em ambientes
hidrofébicos [11]. A enzima assim modificada tem 80% da atividade da enzima ndo
modificada, sendo ativa em vérios solventes organicos. '

Em 1985, Marlot [12] fez reagGes com enzimas em solvente orgénico, utilizando
- uma técnica de imobilizagdo de enzima em suportes sélidos hidrofilicos, tais como:
spherosil XOB015 e XOB075, poulenc, celite, vidro poroso, alumina e titdnia. Outros
autores utilizaram a técnica de imobilizagdo fisica utilizando os seguintes suportes:
silica gel [13] [14], vidro poroso [15], agarose [16], nylon [17], hyflo super cell [18].

Suckling [19] analisou os dois métodos acima e suas conclusdes foram as
seguintes: as técnicas de imobilizagdo fisica impdem uma barreira para os substratos
encontrarem O sitio ativo da enzima; as técnicas de modificagdo quimica além de
modificarem o ambiente da molécula da enzima também restringem o acesso do
substrato ao sitio ativo. |

A estabilidade das enzimas fisicamente imobilizadas € maior que as
quimicamente modificadas. As técnicas de imobilizagdo ndo aumentam a estabilidade
térmica das enzimas, mas podem aumentar a faixa de pH 6timo ou mudé-lo para outro
valor de pH.

Quanto mais soliivel for o suporte da enzima no meio reagente, mais reativa serd
a preparagdo. Em contrapartida, um suporte insoliivel tem a conveniéncia de ser mais

prético na recuperagdo da enzima para reutilizagdo.

1.2.3. Enzimas em Suspensao

Em 1986, Klibanov [20] propds a utilizagdo de enzimas em seu estado sélido
para reagbes em meio organico. A este sistema foi dada a denominagdo de “reagses
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enzimdticas em suspensdo em solventes orginicos”. Neste. mesmo ano, o autor
publicou uma revisdo dos primeiros trabalhos realizados pelo seu grupo de pesquisa,
utilizando a esta metodologia [21]. ‘

Desde entdo, muitos outros pesquisadores vém utilizando enzimas em suspensdo
para os mais diversos tipos de reagdo de sintese em solvente organico [22] [23] [24]
[25] [26] (27] (28] [29] (30] [31]).

Quando uma enzima em pé € adicionada em um solvente orginico, ela apresenté
uma atividade catalitica aceitdvel, especialmente se as seguintes condi¢des forem
‘atendidas [32]: _ o

- solventes hidrofébicos sdo preferidos aos hidrofilicos, embora algumas

enzimas permanegam cataliticamente ativas mesmo em solventes orginicos
hidrofilicos;
- - algumas enzimas requerem a adig@o de dgua ao solvente organico seco;

- as enzimas em pé sdo preparadas (liofilizadas) a partir de solugdes aquosas a

um pH étimo para a atividade enzimdtica;

- como as enzimas sdo quase todas insoliveis em solventes orginicos, as

‘particulas da enzima devem ser suficientemente pequenas e sua suspensio deve.

ser continuamente agitada para minimizar limitagdes difusionais.

As vantagens deste sistema quando comparado com o sistema bifdsico sdo as
seguintes [21]:

- simplicidade metodolégica: a enzima e os substratos s3o adicionados ao
solvente organico;

- possibilidade de aumento na estabilidade da enzima;

- possibilidade de mudanga na especificidade do substrato;

- facilidade de isolamento da enzima no meio reagente (pbr filtragdo) e sua
subsegiiente reutilizagdo [2].

As desvantagens deste sistema sd0 as seguintes:

- inibigdo da atividade enzimdtica pelo solvente (cada enzima possui uma
sensibilidade diferente para cada solvente);

- necessidade de agitagdo da suspensio para a obtengio de melhores resultados;
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- alta concentragdo enzimdtica relativa, variando de 2 mg/ml a 50 mg/ml [24]
[29] [31]; |
- - perda em massa da enzima cada vez que a mesma € filtrada do meio reacional

para a sua subseqtiente reutilizagdo.

1.2.4. Enzimas em Micelas Reversas

O primeiro trabalho mostrando a possibilidade de solubilizar enzimas em
micelas reversas foi publicado em 1977 por Martinek [33]. Neste método, a enzima fica
dissolvida na porgdo aquosa do centro da micela reversa, onde ela retém suas
propriedades cataliticas originais e fica protegida da agdo do solvente organico, que
permanece do lado de fora da micela. Além disso, todas as caracteristicas das sinteses
em solventes orgdnicos hidrofébicos também sio mantidas, a saber: efeitos da |
solvatagdo, solubilidade dos componentes e efeitos termodindmicos [34)].

Nos 15 anos que se seguiram a este primeiro trabalho, o campo de enzimas
imobilizadas em micelas reversas foi extensivamente pesquisado, sendo que vdrias
revisdes bibliogréficas estio dispom’veis na literatura [34] [35] [36]. A descri¢do a
seguir procura elucidar alguns aspectos associados a micelas reversas e 2 sua utilizagdo
na imobilizagdo enzimdtica.

A estrutura da micela reversa € descrita [34] como uma associagdo de moléculas
do surfactante em um solvente apolar. A parte interna da micela reversa é formada pela
parte polar do surfactante e é capaz de solubilizar substincias polares como a dgua. A

_parte exterior da micela reversa € formada pela parte hidrofébica do surfactante (cadeia
‘hidrocarbdnica) que fica em contato com o solvente ao seu redor (Figura 1.1).

A formagdo da micela reversa ¢ dependente da concentragdo dos seus trés
componentes, 4gua, O6leo (solvente orginico) e surfactante de um sistema de
microemulsdo. Na realidade, a micela reversa ¢ uma das muitas possibilidades que um
sistema de microemulsdo pode assumir [37] - Figura 1.2.

Uma das caracteristicas mais apreciéveis nas micelas reversas € que o interior da
sua cavidade central € um micro-meio aquoso com propriedades fisico-quimicas muito

diferentes dos sistemas aquosos comuns. Esta € uma das razdes pelas quais a micela
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reversa € tdo eficiente em acelerar a velocidade de reagdes [38). Esta aceleragio pode
ser explicada pelo fato dos reagentes tornarem-se concentrados, devido: ao seu
confinamento ‘'na micela; 2 agdo catalitica dos grupos polares das moléculas do

surfactante; 2 fixagdo rigida e/ou orientagdo das moléculas do reagente no interior da
.cavidade da micela.

periferia
micelar

|

FIGURA 1.1 - Estrutura da micela reversa de AOT [36])

Além disso, dentro da cavidade da micela reversa existem diferengas de
propriedades fisico-quimicas de um ponto para putro, com diferentes polaridades e
viscosidades. Essas diferengas sdo explicadas pela presenga de camadas de 4gua de
hidratagdo ligadas em diferentes nfveis [34]. '

O trabalho mais recente nesta 4drea [39] mostra que existem trés tipos diferentes
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de 4gua dentro da micela reversa. O primeiro tipo € a dgua “ligada”, que compde a
camada de hidratag:éo primdria e secunddria do surfactante. 'Ovsegundo tipo € a dgua-
“livre”, que fica preenchendo o restante da cavidade da micela reversa. O terceiro tipo
¢ a 4gua “bloqueada” na interfase.

- O pH da 4gua da cavidade da micela reversa € diferente do pH da 4gua de origem |
(4gua que foi utilizada para se fazer a solugio micelar), devido 2 alta concentragdo de
cargas elétricas provenientes da ionizagdo dos grupos polares das moléculas do
surfactante [34). B

A atividade nucleofilica da 4gua solubilizada por uma micela reversa de Aerosol
OT (Di-2-etilhexil sulfosuccinato de sédio - AOT) € pelo menos 103 a 108 vezes mais

| alta do que na 4gua comum [40] [41].
Um dos surfactantes mais utilizados para se obter tﬁicelas reversas € o AOT -

Figura 1.3.

AN, cristal liquido
surfactante %l (amelar)

O/H,0 H,0/0

gota de o A . -
microemulsio . \ gota de microemulsao
L \
. / N \\ \\ \\ )

micela A2

o= icela rever
7N % micela reversa

agua oleo

FIGURA 1.2 - Diagrama de fase de uma solug3o de 4gua/Sleo/surfactante (a regiso sombreada
denota a microemulsdo) [37]
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FIGURA 1.3 - Estrutura do surfactante AOT (Di-2-etihexil sulfosuccinato de sédio)

Suas principais caracteristicas sao [42]:

- dissolve-se em 6leo a uma temperatura relativamente baixa e solubiliza grande
quantidade de dgua; por outro lado, dissolve-se em 4gua a uma temperatura
relativamente alta e solubiliza u'ma‘grande quantidade de 6leo;

- possui propriedades hidrofilicas-lipofilicas melhor balanceadas que os demais
surfactantes ionicos, por possuir duas cadeias hidrocarbdnicas;

- sua camada fica essencialmente localizada na interface 6leo/dgua, podendo
assumir uma grande variag¢ao de curvaturas [35];

- uma molécula de AOT € hidratada por 12 moléculas de dgua (dgua ligada) [39}.

Um dos pardmetros dos sistemas de microemulsdo é o W, que é a razio molar
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~ entre [H,0} e [surfactante)). Se o W, for mantido constante, o raio da micela também
permanecerd constante, independentemente dos demais parimetros do sistema. O
aumento das qUantidades de 4gua e surfactantes, de forma a manter W, constante,
implica no aumento do nimero de micelas. | _

Q'uando a quantidade de d4gua aumenta em relagdo A quantidade de surfactante,

levando a um aumento de W, o tamanho da micela aumenta. A titulo de ilustragdo,

quando W, aumenta de 0 a 50, hd um aumento noraio da micela de 17 para 120 A4
Com o aumento da quantidade de 4gua no centro da micela, as diferengas em
~propriedades fisico-quimicas entre a dgua micelar € a d4gua comum ficam menos

pronunciadas [41] - Figura 1.4.

-—-= Surfactante

FIGURA 1.4 - Efeito da quantidade de 4gua e surfactante em sistema de micela reversa
[41]: (1) [surfactante] é constante, [H,O] aumenta: dimensdo micelar aumenta; (2)
{[surfactante] e [H,O} aumentam em igual proporgdo: dimensao micelar € constante,
mas o nimero de micclas aumenta; (3) [surfactante] aumenta, [H,0] € constante:
dimensio micelar diminui ¢ o nimero de micelas aumenta.

A solubilizagdo de proteina em micela reversa ocorre espontaneamente [41]. A
simples adi¢@o da enzima liofilizada ou a injeg@o de uma solugdo de proteina dentro de
um sistema contendo surfactante, solvente orgénicd € égua ¢ suficiente para que
solubilizagdo se complete. A agitagdo do sistema ‘?ajuda a estabelecer o equilibrio mais
rapidamente.

Neste contexto, alguns fatos devem ser observados. Quando W, é muito baixo
(menor que 2), as proteinas s3o pouco soliveis em micelas reversas. A solubilizagdo
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4 come¢a a partir de um certo valor de W, além do qual o aumento da hidratagio do

surfactante é acompanhado por um aumento linear de solubilidade da proteina, até

:alcangar uma concentragdo compardvel a obtida em dgua pura. ApSs um certo valor de
W, a quantidade proteica solubilizada permanece constante, o que indica a existéncia
. de um limite de solubilidade do sistema, que € determinado por uma quantidade

minima de surfactante necessdria para solubilizar a molécula da proteina [43] - Figura -

1.5

08

0.4}

0 20 X0 0
[H,0)/[AOT]

Concentracao Protéica (mM)

FIGURA 1.5 - Dcpendéncia da concentragdo maxima de proteina com o grau de
hidratag3o do surfactante (quimiotripsina solubilizada num sistema AOT 0,1 M em
octano) (41]

Segundo Martinek [41], a localizagdo da enzima dentro da micela depende da sua
natureza. Assim, a enzima hidrofilica localiza-se no centro da micela e rodeada por
uma camada de dgua e outra de surfactante que protege a enzima contra a inativagao
pelo solvente organico. Uma enzima interfacial interage com a camada interfacial da
micela, e uma enzima hidrofébica fica, em principio, em contato com o solvente
organico (Figura 1.6). : |

Alguns modelos foram sugeridos para desérever a estrutura organizacional de
uma micela contendo enzima, por exemplo, uma enzima hidrofilica.

Luisi [36] sugeriu que a incorporagdo da molécula da proteina é invariavelmente

acompanhada por um aumento no tamanho da micela, e que a micela carregada contém
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mais surfactante-e 4gua do que a micela vazia, como resultado da redistribuigdo dos

componentes micelares entre as micelas carregadas ¢ micelas vazias (modelo de

solvente @. sH
orginico

camada de 4dgua).

FIGURA 1.6 - Representagao da interaglio de moléculas de substrato (S) distribuidos
num sistemas de micelas reversas com enzimas hidrofilicas (E1), enzima interfacial
(E2) e enzimas hidrofébicas (E3) (41]

Martinek [44] sugeriu que 0 aumento em tamanho s6 ocorre quando a cavidade
da micela vazia ¢ menor que a molécula da proteina. Nesse caso, hd um aumento no
nimero de agregagio, bem como no grau de hidratagdo do surfactante (modelo do
tamanho induzido). Por outro lado, se o interior da micela for aproximadamente igual
ao tamanho da molécula da proteina, nenhuma mudanga substancial deveria ocorrer no
tamanho da micela (modelo do tamanho fixo) - Figura 1.7.

O modelo do tamanho fixo apresenta um aspecto que foi muito discutido quando
da sua apresentago, que € o desaparecimento da d4gua que estava no interior da micela
vazia, que tem o seu lugar tomado pela molécula de proteina. Martinek [41] [45] usou
métodos fisicos (Espalhamento de Neutrons, Espectroscopia € Bc . NMR) para
elucidar o rearranjo estrutural que ocorre na micela com a insergdo de proteina. O
resultado obtido foi o seguinte: com o intuito de se manter fntegras todas as dimensdes
da micela, a camada de 4gua deve ser expelida do centro da micela, penetrando na
camada do surfactante. O centro da micela, por\sua vez, fica quase que totalmente
ocupado pela proteina (Figura 1.8).

O trabalho mais recente nesta drea [46] faz uma revisdo de todos os modelos
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propostos.e expde as suas ambi'giiidadés. Além disso, ele desenvolve um modelo
termodindmico para predizer os tamanhos das micelas com ou sem protefna, com base
nos seguintes pardmetros: forga idnica, tamanho e carga protéica, concentragio
protéica e conteiido de 4gua na fase micelar. O modelo foi testado e validado através
de-um experimento que utilizou Espalhamento de Neutrons (SANS) na monitoragdo
do tamanho das micelas.

micela molécula micela contendo
inicial protéica a proteina

FIGURA 1.7 - Modelo de solubilizagdo de moléculas protéicas em micelas reversas
[(41]: (a) Modelo da camada de 4gua; (b) Modelo do tamanho induzido; (c) Modelo
do tamanho fixo. :

Os resultados mostraram que o tamanho das micelas contendo proteina pode ser
menor ou maior que o das micelas sem proteina, e que € a energia das micelas com
protefna que tem uma contribuigdo dominante na energia livre do sistema micelar. O
modelo identifica a energia livre associada com a interagio de cargas simples dentro
das micelas ¢ entre as cargas das protefnas c‘ das micelas como a maior forga
eletrostdtica atuante responsdvel pela solubilizagdo protéica nesse sistema de
microemulsio carregado. A presenca de um corpo de baixa constante dielétrica (a
protefna) dentro da micela abaixa a energia eletrostdtica livre o suficiente para que até
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uma proteina carregada (condigdo desfavordvel) possa ser dissolvida.

solvente organico
CH;  CH,
{ 1
CH, CH,
] I
CH, CH,

I 1
CHy CH, CH, CHy
| 1 1 1
cHz bt CH CH haned CHz
. | I

nivel final da dgua

CH, CH, P
o % (com proteina)
| |
Oﬁc\ s 30
e nivel inicial da 4gua
567 nd (sem proteina)

cavidade da micela reversa
(contendo 4gua)

FIGURA 1.8 - Esquema da expulsdo da 4gua da cavidade da micela reversa de AOT
(Modelo do tamanho fixo) [41]

-Apesar das discussdes sobre como a proteina afeta o sistema de microemulsao
(e.g., afetando o tamanho da micela reversa), outra observag@o muito importante € que
os sistemas com micelas reversas afetam muito a atividade das enzimas neles
dissolvidas. A atividade enzimética em micelas reversas € muito maior que a atividade
em meio aquoso.

Martinek [41] propds uma hip6tese para explicar a superatividade das enzimas
em micelas reversas. Segundo Martinek, a superatividade € devido 2 alta rigidez da
camada de surfactante que envolve a enzima. Esta camada absorveria a excessiva
flutuagdo na organizagio da molécula da enzima, flutuagdo esta que é responsédvel pela
destrui¢do da conformagdo catalftica da enzima er§n dgua (Figura 1.9). Esta hip6tese se
baseia no fato de que a atividade da enzima € dependente do W,,. Cada enzima tem um
W, 6timo e, nessas condigdes, o didmetro da micela vazia € praticamente do tamanho

da molécula da enzima.
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Os trabalhos mai‘s recentes [47] sobre superatividade das enzimas em micelas

reversas mostram que o aumento da atividade ¢ causado pelos seguintes fatores:
‘ - 0 aumento da concentragdo de substratos nas imediagdes da superficie da

enzima, causado pelo afastametito do substrato da superficie carregada da -

micela;
- uma maior concentra¢io do substrato no pequeno volume do interior da micela
do que no volume total da solugdo micelar.

Assim, quando W, aumenta muito a atividade diminui por causa do aumento do
centro da micela (implicando na diminuigdo da concentragdo do substrato no interior
da mesma) e do aumento da carga absoluta da superficie da micela.

ativa nao ativa

FIGURA 1.9 - Esquema da eliminag3o da flutuag3o espontanea da estrutura protéica
dentro de uma micela reversa [41) :

Outros fatores que diminuem a atividade das enzimas em micelas reversas sdo o
aumento da constante dielétrica do meio e o aumento da concentragdo dos eletrélitos
em solugio. '

A concentragdo do surfactante também inﬂyenda muito o nfvel de atividade da
enzima. A superatividade s6 € observada em uma pequena concentragio do mesmo.

Quando essa concentragao aumenta muiio, a atividade enzimética pode ser até
menor do que a observada em solugdo aquosa. Isto € devido ao fato de que em grandes
concentragdes de surfactante o substrato particiona-se na camada do surfactante, e uma
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menor quantidade de substrato é disponivel.para a reagio no interior da micela.
As vantagens deste sistema sdo:

a eliminagdo da necessidade de agitagdo (o sistema é homogéneo);

a sua transparéncia Optica, 0 que o torna conveniente para estudos
espectroscopicos;

a sua fécil reprodutibilidade em termos de estrutura € dimensdes;

a sua estabilidade termodiniamica [37];

a apresentag@o de uma 4rea interfacial muito grande, o que torna a transferéncia
de massa dos substratos e produtos mais eficiente que em outros sistemas
bifésicos. '

As desvantagens deste sistema sio:

- adificuldade de recuperagdo da enzima do meio para uma possivel reutilizagdo
(48]

- uma maior dificuldade de isolamento dos produtos em relagdo a outros

sistemas bifdsicos.

1.2.5. Enzimas em Organo-gel

Em 1986, Haering e Luisi [49], investigando a solubilizagdo de gelatina em
micelas reversas, depararam-se com um fato que marcou o inicio de uma nova
metodologia para imobilizagdo de enzimas.

Os autores queriam investigar como o meio micelar poderia alterar o
comportamento gelificante da gelatina. Sua expectativa era de que a formagéo do gel
ocorresse dentro das micelas, resultando, eventualmente, numa solugdo micelar opaca
e, possivelmente, numa separagdo de fase do gel aquoso. Porém, algo completamente
diferente ocorreu: toda a solugdo micelar tornou-se gel. O fendmeno de gelificagio
mostrou-se reversivel, isto €, acima de 40 °C o gel se liquefaz e esta solugdo pode ser
transformada em gel novamente, tendo-se o cuidado de agitd-lo durante o
resfriamento, caso contrdrio, ocorre a separagdo de fase.

Os autores- descreveram ainda a preparagio do organo-gel, que consiste
basicamente em: adicionar a gelatina 2 solugdo micelar numa faixa de temperatura de
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40 a 45 °C e agitar a mistura até esfriar. Um aspécto que intrigou os pesquisadores foi
que a gelificagdo ndo ocorreu em todas as concentragdes de gelatina efou dgua. A
gelatina deve se encontrar em uma quantidade ligeiramente acima da sua solubilidade
médxima. Em quantidade de dgua muito pequeha (valores de W, abaixo de 20,

independentemente da concentragio de surfactante) ndo h4 formagio do gel, devido a

gelatina ndo poder ser dissolvida em quantidade suficiente para gelificar todo o |

sistema. QOutro dado importante € que a gelificagdo s6 ocorre acima de uma certa
concentragdo de surfactante. v
Haering e Luisi [49] ficaram impressionados com o fendmeno da gelificagdo da
solugdo, que consistia em mais de 80% de solvente orgz‘inicb, e descreveram uma
hipétese para explicar o fato. Assumindo que a gelatina € hidrossolivel, a mesma
ficaria inicialmente confinada no interior das micelas. Como a concentragdo de
surfactante (AOT) é relativamente alta, a distincia entre as micelas de microemulsio
€ pequena. Assim, eles assumiram que existia um contato intermicelar e a percolagdo
da gelatina, ja que esta se encontra em excesso na solugio. As moléculas de gelatina
ligariam uma micela a outra. Inicialmente, isto ocorre de maneira dindmica. Depois,
com a gelificagdo da gelatina na microfase aquosa, todo o sistema ficaria rigido. A
transicdo parece ser muito complexa, por necessitar de agitagdo constante para a
formagdo do gel. Os autores também sugeriram a utilizagdo deste sistema para a
imobilizag¢do enzimas.
No mesmo ano, Quellet e Heicke [50] estudaram o mesmo sistema €
descreveram o processo'de gelificagdio como tendo trés etapas. Primeiro, a gelatina se
_dissolveria no interior aquoso da micela e formaria o que denominaram de “nanogel”.
Este processo seria idéntico a gelificagdo da gelatina em dgua: formagdo de ligagoes
intra ¢ intermolecular da gelatina através da formagdo de segmentos helicoidais tipo
coldgeno. Depois, haveria a percolagio das nanofases e uma enorme aglomeragio de
nanofases seria formada. Por iltimo, ocorreria a transigdo sol-gel, envolvendo as
nanofases interconectadas por pontes de hélices tipo coldgeno. Estes resultados foram
obtidos por técnicas de Condutividade Elétrica, Dicroismo Circular, Espalhamento de
Luz e Rotagio Optica. Quellet € colaboradores reafirmam esta estrutura em 1987 [51],
1989 [52], 1990 [53] e 1991 [54] - Figura 1.10.
Em 1987, Luisi e colaboradores [55] estudaram o gel com técnicas de NMR.
Apesar da viscosidade do gel ser muito alta (perto de 1000 P), a mobilidade do solvente

Capitulo 1 - Introdugio

17



B (iso-octano) medida no organo-gel foi muito préxima a do solvente-puro. O tempo de
relaxagdo do surfactante AOT obtido foi préximo do valor do AOT em solugdes

. .micelares liquidas.

meio apolar

forma helicoidal
das moléculas
de gelatina

4 forma espiral das ~~__
J moléculas de gelatina

- FIGURA 1.10 - Modclo proposto para a estrutura do organo-gel (Modelo da percolagao) {50)

Em 1988, Luisi e colaboradores [56] voltaram a confirmar os resultados
anteriores € mostraram que o deslocamento quimico da dgua é muito similar ao de
dados publicados para micelas com alta concc*.ntmqﬁo de dgua. Baseados nesses
resultados, eles propuseram uma estrutura composta de uma rede muito rigida com
cavidades muito grandes. Eles assumiram que a gelatina, que € insolivel em solvente
organico, forma uma estrutura rodeada por moléculas de AOT, e que a 4gua ficaria
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entre as moléculas de gelatina e AOT.

Neste mesmo ano, Atkinson ¢ colaboradores [57], através de medidas de

condutividade ¢ espalhamento de neutrons, propuseram uma estrutura em que a
gelatina, que possui propriedades tensoativas, tem um papel interfacial junto com o

AOT. Atkinson ndo 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 dgua e surfactante podem coexistir na forma de micelas em equilibrio
dinamico com a rede hidratada de gelatina.

Em 1989, o mesmo grupo de pesquisadores (58] publicou resultados adicionais
na 4rea e concluiu que ocorre uma mudanga na microestrutura da microemuls3o
quando a mesma € gelificada. Isto €, ocorre a formagio de uma extensa rede de canais
de gelatina e 4gua rodeados por uma camada de surfactante ¢ que esta estrutura estaria
em equilibrio com as gotas de solugdo micelar (Figura 1.11). Atkinson e colaboradores
reafirmaram esta estrutura em suas publicagSes posteriores ( l99>1) [59] [60].

Os trabalhos mais recentes sobre a estrutura do organo-gel foram publicados por
Petit [61] [62]. Estes trabalhos analisaram os trés modelos propostos para a estrutura
do organo-gel (Figura 1.12). Seus resultados foram os seguintes:

a. Modelo da Estrutura Cilindrica (modelo de Luisi e colaboradores): este modelo .

¢ composto de uma microestrutura de moléculas de gelatina agregadas em uma rede
rigida rodeada por 4gua e AOT (Figura 1.12.a). Para os proponentes deste modelo,
a estrutura da gelatina € essencialmente conservada na 4gua, sendo que o papel da
dgua € hidratar a gelatina. Os cilindros conectados de gelatina sdo,
subseqiientemente, rodeados por uma mono-camada de AOT e pelo solvente
hidrof6bico. Este modelo € consistente com os valores de condutincia elétrica, mas
ndo permite uma explicagdo para a separagdo de fase observada no diagrama de
fase.

b. Modelo da Estrutura Cilindrica e Micelas Reversas (modelo de Atkinson e

colaboradores): neste modeloga rede de gelatina e as micelas reversas sio

independentes (Figura 1.12.b). A's micelas esféricas de AOT sdo fixadas pela rede
de gelatina protegidas pelo surfactante, independentemente das suas posigdes, como
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FIGURA 1.11 - Modelo proposto para a estrutura do organo-gel (Modelo de rede de gelatina) [58]
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“camada de surfactante (AOT)

FIGURA 1.12 - Modelos propostos para a estrutura do organo-gel {61]: (a)
Modelo da estrutura cilindrica; (b) Modelo da estrutura cilfndrica e micelas
reversas (c) Modelo das micelas reversas interconectadas pelos canais de

Gelatina.
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se estas ndo fossem conectadas pelos centros que contém 4gua. As partes
hidrofilicas da gelatina sdo cobertas pelo AOT. Este modelo permite explicar a
forma do diagrama de fases, mas ndo prediz a percolagio elétrica.

¢. Modelo das Micelas Reversas Interconectadas por Canais de Gelatina (modelo
de percolagiao de Quellet e colaboradores): este modelo € composto de micelas
contendo 4gua e parte da gelatina. Estas micelas reversas de AOT sdo conectadas
pela gelatina, sendo arranjadas em corddes helicoidais. Porém, elas ndo sdo cobertas
pelo surfactante (Figura 1.12.c). Para este sistema de micelas interconectadas, a
estrutura das micelas e a caracteristica do sistema dgua/AOT/iso-octano sio retidas

durante todo o processo de gelificagdo.

Segundo Petit, todas estas estruturas podem a priori existir em uma parte do
diagrama de fase. Os espectros de espalhamento de raio X (sensiveis para a gelatina e
dgua) e os espectros de neutrons (sé sensiveis ao centro aquoso da micela), obtidos
pelos seus respectivos proponentes, s3o consistentes com os modelos acima referidos’.
Entretanto, os espectros s3ao quantitativamente diferenies, apesar de serem
qualitativamente similares.

Petit realizou os seus experimentos de condutividade e espalhamento de raio X,
de neutrons e de luz com géis com composigdo igual ao ponto de saturagdo do
diagrama de fase. O ponto de saturagdo, segundo Petit, € o ponto no diagrama de fase
onde ocorre a jdngéo das diferentes regides do mesmo, e onde toda a dgua e toda a
gelatina estdo comprometidas com a estrutura. Os resultados de seus experimentos
mostraram que, no ponto de saturagado, a estrutura do gel esta de acordo com o modelo
de Quellet. Porém, Petit ressalta que as medidas que Atkinson realizou em 1989 [58]
foram feitas com gel com composigdo muito diferente da do ponto de saturagiao.

No experimento de Atkinson, o gel tinha composicdo igual a da fase de gel
transparente no diagrama de fases ((AOT] = 0,1 M, W, = 55 e 3,5% de gelatina). A
drea superficial da rede de gelatina era de 10° cm?/cm? e a do filme do surfactante era
de 3.10° cm%cm3. Nestas condi¢oes, 0 modelo da estrutura cilindrica e micelas

1. Petit n3o deixa claro se todos os experimentos foram realizados para os trés modelos
apresentados.
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" reversas pode ser adotado, devido 3 existéncia de uma quantidade de surfactante
suficiente para cobrir toda a gelatina e as micelas reversas independentes.

) De qualquer forma, independentemente do modelo adotado, as principais
caracteristicas do sistema de organo-gél, que se configuram como vantagens, 3o as
seguintes: ‘

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

- € insolivel em solventes hidrocarbdnicos;

- pode ser utilizado para imobilizar enzimas.

1.3. LIPASE

Segundo Gancet [9], a lipase é uma hidrolase classificada como esterase
(hidrolisa ligagdes éster). Esta enzima possui peso molecular entre 40 e 50 kDa, com
cerca de 300 residuos de amino4cidos. A lipase é uma glicoprotefna na qual a parte
gilicosilada hidréfila € posicionada opostamente 2 regido hidrofébica que circunda o

sitio ativo.

1.3.1. Estrutura Tridimensional e Sitio Ativo

~ Apesar da lipase ser amplamente utilizada nas mais variadas aplicagdes desde a
sua descoberta, somente em 1990 € que a sua estrutura tridimensional foi apresentada
em um trabalho realizado por Brady [63]. Brady, através de cristalografia de raio X,
determinou a estrutura da lipase proveniente do fungo Mucor miehei. Esta lipase €
constitufda por uma cadeia protéica simples, contendo 269 resfduos de amino4cidos,
com peso molecular de 29.472. Seu centro catalitico € composto de 3 amino4cidos: Ser
144, His 257, Asp 203 (Figura 1.13). O centro catalftico estd localizado perto da
superficie da molécula da proteina, mas ndo € completamente exposto ao solvente. O
centro ativo est4 coberto por um segmento espiral curto da molécula como se fosse
uma tampa. ‘




Brz.ozowskx [64], em 1991, publxcou um trabalho descrevendo em maiores
detalhes o sitio ativo da lipase do Mucor miehei (Figura 1.14). Brzozowski utilizou o
N-hexilclorofosfonato de etila que reage com a lipase, inibindo-a inteiramente. de
forma irreversivel. A inibigdo resulta na formagao de cristais que foram utilizados para

o estudo com raio X.

FIGURA 1.13 - Estrutura da lipase do Mucor miehei [63].

Brzozowski descreveu a intera¢do da lipase com o éster N-hexilclorofosfonato
de etila da seguinte forma. O mapa de densidade de elétrons (obtido por cristalografia
de raio X) mostrou que o segmento espiral (residuos 85-92) que servia de tampa do
sitio ativo havia se movido, expondo o sitio ativo que continha o inibidor. Uma ligagao
covalente foi formada entre o OY nucleofilico da Ser 144 e o dtomo de fésforo do
inibidor. O oxigénio carbonilico do éster parecia estar sendo estabilizado por
interagbes com o nitrogénio amidico e o grupo hidroxilico da Ser 82. Comparagdes
com a estrutura nativa da enzima mostraram que o Ser 82 assume uma conformagao
para a interagdo oxi-Gnion somente depois que a tampa se move, expondo assim o
centro ativo. O movimento da tampa expde os grupos catalfticos e cria uma superficie
apolar, que estabiliza o contato entre a enzima ¢ a interface lipidica, como pode ser
visto na Figura 1.15. Com base nestas informagdes, a interagdo de um éster com o sftio

ativo da lipase pode ser esquematizada como mostra a Figura 1.16.
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FIGURA 1,14 - Estrutura do sitio ativo da lipase do Mucor miehei na presenca do

N-hexilclorofosfonato de etila. ‘

a) sitio ativo completo e inibidor .

b) segfio transversal mostrando apenas a interag3o do inibidor com Ser 82, Ser
144 ¢ His 257 [64).




Superficie Hidrof6bica

Superficie Hidrofébica
a—

FIGURA 1.15 - Estrutura atdmica da molécula da lipase nativa (a) e do complexo
enzima-substrato (b). Os 4tomos apolares estio sombreados. O aumento da
superficie apolar € nitida. O inibidor est4 mascarado pelo Trp 88 [64]

R (4lcool)
| /
Q e Ne His 257
Ser82 NH. v
':. O -nlllll"""l C I""""lllm OY Ser 144
Ser82 OH* A
R (4cido)

FIGURA 1.16 - Representac3o esquemética do complexo tetraédrico enzima-
substrato da lipase Mucor miehei (adaptada de [64))

1.3.2. Mecanismo de Aciao

O mecanismo mais provével de agio da lipase foi proposto por Gancet [9).
Segundo este mecanismo, a lipase forma um intermedidrio com o substrato,
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denominado acil-enzima, como mostra a Figura 1.17. Ap6s a sua formagido, o
intermedidrio € atacado pelo nucleéfilo que pode ser um 4lcool, um tiol ou uma amina.
" No caso da hidr6lise de ésteres, o nuclesfilo € a 4gua. |

— A

-C-R
@ ‘\ / @ ]
0
R-C-XR' AN ey
O .
FIGURA 1.17 - Mecanismo de fbrmagao do intermedidrio acil-enzima (adaptado
de [9]).
X=0,NH,S
Y =OH, NH,, SH
: enzima

Laumen [65], estudando a hidrdlise de ésteres, propds o mecanismo de agao
enzimdtica indicado no esquema abaixo. Este mecanismo revelou que a etapa
determinante da reagdio ¢é a transformagdo do complexo enzima-substrato no

intermedidrio acil-enzima.

’ KX 'kl . kz-[HzO]
Enzima + ROAc & (ROACc ... Enzima) & Enzima-Ac (+ROH) & Enzima + AcOH
k;.[ROH] k,

Diferentes velocidades de hidrélises foram observadas para cada um dos acetatos
estudados por Laumen, o que indica que a hidr6lise do intermedidrio acil-enzima néo
¢ a etapa determinante. Em conseqii€ncia, pode-se concluir que a transformagio do
complexo enzima-substrato no intermedidrio acil-enzima (k;) € a etapa determinante
de toda a reagao.

Todas essas consideragGes devem também ser vdlidas para a sintese de ésteres,
j4 que o mecanismo de ag3o da esterificagdo € o mesmo da hidrélise, porém no sentido
oposto.




1.3.3. Utilizagdo em Sintese Organica

A.Lipase ¢ uma enzima da classe das hidrolases, que tem como fungdo biol6gica
a .hid?élis_e e sintese de riacilglicer6is [16]. Ela € encontrada na natureza em seres
inferiores (i.e. bactérias e fungos), bem como em seres superiores (i.e. planta.s' [
animais). A Lipase € muito utilizada em sintese orgéanica, devido & sua grande”
disponibilidade e baixo custo, sendo ainda muito estdvel, além de ndo requerer a
utilizagdo de co-fatores [66]. '

Em 1900, Kastle ¢ Loevenhart [67] descreveram a sintese do butirato de etila,
usando um extrato de pincreas de porco, e acreditaram que a reagdo tinha: sido
catalisada pela agdo da lipase pancredtica. Outras publicagdes se seguiram usando
preparagdes ndo purificadas de lipases, principalmente na preparagio de ésteres como
os glicerideos. S6 mais tarde, em 1964, € que a sintese de glicerideos e monoésteres de
dcidos graxos foi catalisada por lipase purificada, proveniente de um fungo chamado
Aspergillus niger, num trabalho de Iwai e colaboradores (68].

A sintese de ésteres de 4cido oléico e dlcoois alifdticos primérios e secunddrios
ou dlcoois terpénicos catalisados por lipases foi descrita por Okumura e colaboradores
em 1979 [69] e Iwai e colaboradores em 1980 [70].

Zaks e Klibanov [71] demonstraram, em 1984, a utilizagdo de lipase em sistemas
com uma quantidade diminuta de 4gua. Anos antes, em 1981, Martinek [72] havia
relatado a utilizagdo de lipase em reagdes com solventes imisciveis em dgua.

O primeiro trabalho utilizando lipase em micelas reversas data de 1985, e foi
realizado por Han € Rhee [73]. A partir desta data vdrios autores utilizaram este sistema
para realizar sinteses catalisadas por lipases [74] [75] [76] [77] [78].

A escolha da utilizagdo de lipase em sistemas que sdo compostos poi micelas
reversas € devido ao fato de que a enzima € ativa quase que exclusivamente na interface
[79]. Assim, esses sistemas que s30 compostos por uma drea interfacial muito grande,
possibilitam um contato muito extenso entre enzima e substrato.

A utilizagdo de lipase em sistema de organo-gel foi publicada muito
recentemente, em 1991, por Rees e Nascimento [80] [81). Este foi o primeiro trabalho
em que uma lipase foi imobilizada nesse sistema para a utilizagio na execugdo de
reagdes de esterificagdo. |

Capftulo | - Introduco



As principais reagdes em que lipases sdo utilizadas’ como catalisadores em
solventes organicos sdo: esterificagio e transesterificagdo [9] [11] (12] (13] [14] [17]
: [82] [83], sinteses enantioseletivas (18] {22] [23] [26] [27][30] {31] [65] [84] [85]
- [96], sintese de amidas [28] [29], sintese de glicerfdeos [8]. - '

1.4. PLANO DE PESQUISA

O objetivo deste trabalho € estudar em maiores detalhes a enzima
Chromobacterium viscosum (CV) lipase imobilizada em sistema de organo-gel, e a sua
utilizagdo em sintese orgdnica. Uma maior €nfase serd dada ao estudo da importincia
do efeito do solvente na efici€ncia das reagdes desenvolvidas. '

O solvente selecionado para a maioria dos experimentos foi 0 ciclo-hexano,
devido a sua disponibilidade e em fungdo de nio existir nenhum relato de sua utilizagio
em organo-gel na literatura. Assim, serdo analisadas as caracteristicas do organo-gel
de ciclo-hexano, bem como o seu desempenho comparativamente a outros solventes
que foram previamente utilizados na literatura, como € o caso do n-heptano, do n-
hexano! e do iso-octano. '

Uma das caracteristicas do organo-gel de ciclo-hexano a ser estudada consiste na
identificagdo das pfoporgécs nas quais o solvente entraria em equilibrio com os demais
elementos participantes do sistema de organo-gel, resultando em um gel com
caracteristicas ideais para ser utilizado em reagdes (gel sélido transparente). Para isso,
desenvolver-se-4 um sistema onde a variagao da quantidade de gelatina ser4 estudada
, c;m relagdo 2 variagdo da quantidade de 4gua. Esta avaliagdo permitird o levantamento
das diversas fases que o sistema de organo-gel pode assumir, de acordo com o |
equilibrio entre seus componentes. Os resultados poderdo ser mostrados em um
diagrama onde as diversas fases do organo-gel serdo delimitadas e identificadas.
Comparagbes com diagramas de fase de organo-géis de outros solventes serdo
efetuadas e seus resultados discutidos.

Outra caracterfstica do organo-gel de ciclo-hexano que serd investigada € a sua
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susceptibilidadc a diversos solventes de uso comum em sfntese 6rgﬁnica, bem como a
diversos reagentes que poderiam servir como substratos de reagdes de esterificagdes.

Testes com o gel serio também efetuados para elucidar-se algumas questdes
referentes 2 sua estabilidade térmica € o seu pH. , v

" A enzima CV lipase serd imobilizada no organo-gel de ciclo-hexano e serd

estudada com relagdo 2 sua atividade e especificidade em reagSes de esterificagio. Para
tal, reagdes com diversos 4cidos e 1-pentanol serdo executadas. Além disso, utilizar-
se-4 a enzima para se realizar a sfntese de tioésteres ¢ amidas. |
' ~ Com o intito de se estudar o efeito do solvente na efici€ncia da reéqio de
esterificagdo catalisada por CV lipase imobilizada em organo-gel, a reagdo entre o
4cido ol€ico e o dlcool 1-pentanol serd tomada como modelo. Neste sentido, um
sistema de organo-gel, obtido com ciclo-hexano, serd avaliado frente aos seguintes
solventes: n-hexano, ciclo-hexano, n-heptano, n-octano, iso-octano, éter de petréleo,
tetracloreto de carbono, tolueno, clorofé6rmio, 1,4-dioxano, éter etilico, benzeno,
xileno e n-hexadecano. Este conjunto de reagdes permitirdi o levantamento da
dependeéncia, se existir, entre a efici€éncia da reagio e parametros tais como: polaridade,
constante dielétrica, momento de dipolo, coeficiente de difusdo, dentre outros. _

Espera-se, com estas investigagoes conhecer melhor o sistema de organo-gel e
identificd-lo mais adequadamente para utilizagdo em sintese de ésteres, tioésteres e
amidas, em laboratério de quimica orgéanica.




CAPITULO 2 - MATERIAIS E METODOS

Este capitulo descrevera emdetalhes os expenmentos realizados na investigagdo
dos tépicos de interesse, mencionados no Plano de Trabalho (Capitulo 1). O
procedimento experimental € apresentado através da indicagdo: ’
“ - dos componentes, reagentes e solventes utilizados; |

- do procedimento de preparagdo dos diversos tipos de organo-géis;

- da preparagdo do meio reacional; '

- dos métodos de obtengdo do diagrama de fase, das medidas de pH e

estabilidade térmica, dentre outras.

O texto a seguir procura abordar cada um desses aspectos.

2.1. COMPONENTES DO ORGANO-GEL

Os componentes do organo-gel foram obtidos das seguintes fontes:

- Di-2-etilhexil sulfosuccinato de sédio (Aerosol OT) e gelatina tipo A (Bloom
300) foram obtidos da Sigma e foram utilizados sem nenhuma purificagio
adicional.

- CV lipase (lote 6465) foi obtida da Genzyme Biochemicals Ltd (Inglaterra),
apresentando uma atividade especificade 3335 unidades mg’ Ldo po.

- Agua bi-destilada.

2.2. REAGENTES E SOLVENTES

Os demais reagentes e solventes utilizados consistiram nas seguintes marcas
comerciais:

- Merck: n-hexano,.ciclo-hexano, iso-octano, tolueno, cloroférmio, benzeno, n-

hexadecano, 1-butanol, 1-pentanol, dcido miristico, 4cido esteérico, 4cido
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»léurico, fenilamina, dodec'ilamin_a, etanotiol, 1-propanotiol, 2-butanotiol, 1-
dodecanotiol, tiofenol, p-metil tiofenol, silica 60 HF 245 (para . . d.), sflica
60 PF254 + 366 (para cromatografia de coluna).

- Sigma: 4cido palmitico, 4cido sérbico, dcido 4-metil valérico. -

- Riede - De Haen: n-octano, 4cido ol€ico, benzilamina.

- Vetec: éter de petréleo, 1, 4-dioxano, 1-pentanol.

- Aldrich: p-clorotiofenol. '

- Ecibra: xileno.

- Quimidrol: éter etilico.

- Reagen: tetracloreto de carbono.

- BDH: 1-decanol.

- J. T. Baker: n-heptano.

- FLUKA: p-toluidina.

As férmulas quimicas dos reagentes e solventes acima estdo apresentadas no
Anexo 2. '

2.3. PREPARACAO DO ORGANO-GEL
2.3.1. Procedimento Geral

O procedimento geral para a preparagdio do organo-gel estd apresentado
esquematicamente na Figura 2.1.a, consistindo basicamente no seguinte.

A gelatina foi misturada com 4gua a frio e colocada para dissolver a uma
temperatura de 55 °C, até a obtengao de uma solugdo liquida homogénea.

Uma segunda solugdo de AOT em solvente organico foi preparada e colocada
para estabilizar termicamente a 55 °C por 'aproximadamentc S minutos. A segunda
solugio foi entdo adicionada & primeira e agitada manual e vigorosamente, até atingir
a temperatura ambiente. , '

A solugdo de AOT foi obtida adicionando-se uma certa quantidade de uma
solugdo estoque de AOT a 0,5 M em solvente, mais uma certa quantidade do referido
solvente purd, até atingir-se a concentragdo de AOT desejada, o que varia de um
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gel transparente
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sc—% 55°C por § minutos
& G solucao micelar aquecida .
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dissolver
solugao de gelatina
agitacao manual até %

(b) Preparaciio do meio reacional

(a) Preparagio do gel

FIGURA 2.1 - Preparo do organo-gel ¢ do meio reacional
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..~ solvente para outro.

Os organo-géis utilizados em sinteses continham ainda 0,25 ml de uma solugio
de CV lipase em dgua numa concentragdo de 10 mg/ml. Esta solugdo foi previamente
injetada na solugdo de AOT em solvente organico. Uma solugdo transparente foi obtida
ap6s uma leve agitagdo. A concentragdo de enzima no organo-gel foi de 0,25 mg/ml.

Os géis, ap6s estabilizarem em temperatura ambiente, foram preservados em
“Freezer” a -20 °C até a sua utilizagdo nas reagdes.

2.3.2. Composic¢ao dos Diversos Organo-Géis

A composigdo para cada tipo de organo-gel para as reagdes foi a seguinte:

a. Organo-gel de Ciclo-Hexano:

O organo-gel de ciclo-hexano continha 1,4 g de gelatina, 2,5 ml de 4gua, 3,0 ml
de solugdode AOT 0,5M em ciclo-hexano e 3,1 ml de ciclo-hexano. O gel apresentou
W, = 92,59 ¢ uma concentragdo final de AOT = 0,15 M. ‘

b. Organo-gel de Heptano:

O organo-gel de heptano continha 1,4 g de gelatina, 2,0 ml de dgua, 4,0 ml de
solugdo de AOT, 0,5 M em heptano ¢ 2,6 ml de heptano. O gel apresentou W, = 55,55
e concentragdo final de AOT =0,2 M.

¢. Organo-géis de Hexano, Octano e Iso-Octano:
Os géis de hexano, octano e iso-octano continham cada um 1,4 g de gelatina, 2,15
~ml de 4gua, 4,0 ml de solugdo de AOT, 0,5 M em cada solvente e 2,2 ml do respectivo
solvente. O gel apresentou W, = 59,72 e concentragido final de AOT = 0,2 M.

d. Organo-gel de Xileno:

O organo-gel de xileno continha 1,4 g de gelatina, 1,8 ml de 4gua, 4,0 ml de
solugdo de AOT 0,5 M em xileno e 2,8 ml de xileno. O gel apresentou W, = 50,00 ¢
concentragdo final de AOT =0,2 M.
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"~ 24.DIAGRAMA DE FASES DO ORGANO-GEL EM CICLO-
HEXANO -

Para obter-se o diagrama de fases do organo-gel, vdrios géis foram preparados
com quantidades varidveis de gelatina e de 4gua. A concentragdo de AOT do sistema
foi sempre mantida constante em 0,1 M no volume final do gel. O modo de preparagio
do gel foi idéntico ao procedimento descrito no item 2.3.1. Contudo, "nesse
experimento os géis ndo continham enzima. .

Ap6s a preparagdo do gel, o mesmo foi deixado em repouso por 24 horas a
temperatura ambiente. O aspecto macroscépico do sistema foi analisado por avaliagdo
. visual. Tragou-se um diagrama de percentual de gelatina em fungdo de W,,, a partir do

qual as dreas das diferentes fases do gel foram delimitadas.

2.5.ESTABILIDADE TERMICA DO ORGANO-GEL

Alguns géis com diversas concentragdes de gelatina e com W, distintos foram
preparados e deixados a temperatura ambiente para estabilizar. ApSs 24 horas, os géis
foram colocados em banho-maria a 55 °C até liquefazerem-se. Em seguida, o sistema
foi agitado vigorosamente até alcangar a temperatura ambiente. O sistema permaneceu
a temperatura ambiente por 24 horas, tendo o seu aspecto macroscépico sido analisado
por avaliagdo visual, apds este periodo.

Este ciclo foi repetido tantas vezes quantas se fizeram necessdrias. Algumas
vezes, o gel foi mantido a -20°C por 24 horas. Apés este periodo o gel foi novamente

dissolvido a 55°C e deixado a temperatura ambiente para posterior avaliagio visual.

2.6. MEDIDAS DE pH DO ORGANO-GEL

Géis com diferentes concentragdes de gelatina, diferentes valores de W, ¢ baixa
viscosidade foram preparados para medidas de pH.

Apbs repouso de 24 horas a temperatura ambiente, o pH do gel foi medido,
utilizando-se um pHmetro Micronal B-374.
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O eletrodo do pHmetro foi calibrado com. solugGes padrdo. O pH do gel foi

-medido colocando-se o eletrodo diretamente no tubo de ensaio que o continha.

2.7.REACOES
2.7.1. Preparacio do Meio Reacional

O procedimento de preparagdo do meio racional para as reagdes de esterificagao,
tioesterificagdo e sintese de amidas segue a mesma representagdo esquemdtica das
Figuras 2.1.b e 2.2.a, consistindo basicamente no seguinte.

O gel foi retirado do “freezer”, separado do tubo de ensaio e cortado ainda
congelado em secgdes de aproximadamente 125 mm?>. Imediatamente em seguida, o
gel foi colocado em um erlenmeyer contendo 30 ml do solvente que seria utilizado na
reacdo. Deixou-se o gel a temperatura ambiente até a temperatura do mesmo
estabilizar-se (aproximadamente 25 °C). Os substratos foram adicionados na
proporgdo 1:1 (0,01 mol na maioria das reagdes). O sistema foi entdo deixado a 25 °C
por 24 horas (30 dias no caso da tibestcriﬁcaqﬁo) sob agitacdo suave (agitador
‘magnético marca Micro-Quimica, modelo AMA 102).

Decorrido o tempo de reagdo, os produtos e substratos remanescentes foram
separados do gel, através da decantag@o da solugdo reacional. A extragio do produto
retido no gel foi realizada por sucessivas lavagens do mesmo com o solvente orginico
puro.

Reagdes controle foram executadas paralelamente, utilizando-se géis sem

enzima.

2.7.2. Teste de Estabilidade do Organo-gel frente a Substratos e Solventes

Antes de proceder a prepara¢do do meio reacional, o gel foi testado em relagdo a
cada componente do mesmo.

Algumas secgdes do gel, preparado com a mesma composigdo do gel que foi
utilizado para as reagdes, porém ndo contendo a enzima, foram colocadas em contato

Capftulo 2 - Materiais ¢ Métodos



" e o agitacgao mégnética
suave por 24 horas
a25°C
controle por c.c.d. S

decantacao da
mistura reacional

hexano ou

hexano:éter
3:2

controle por c.c.d.

..................................................................................................

cwse

]
_ £
' &
3 : S
o
Final do LYV E:> P.F. g
Processo ‘ £
N.M.R. g
CA |

(a) Execucao da Reagio

.......

FIGURA 2.2 - Execug30 da reag30, purificacBo ¢ identificagso do produto

Capftulo 2 - Materiais e Métodos



com cada substrato e solvente isoladamente. O sistema foi deixado por 24 horas em

repouso, ap6s o qual suas caracteristicas macroscépicas foram avaliadas visualmente. -

Os solventes e substratos que causavam danos ao gel foramrejeitados, tendo sido
utilizados nas reagdes somente os solventes e substratos que nio causavam danos

estrutura macroscépica do gel.

2.73. Purificacao dos Produtos

O procedimento de purificagdo dos produtos estd representado
esquematicamente na Figura 2.2.b.

- Primeiramente, a solugdo reacional foi concentrada em rotavapor (marca Buche,
modelo RE 111). O concentrado foi tratado com 1 ml de trietilamina por alguns
minutos. Em seguida, 50 m! de hexano foram adicionados para promover a
precipitagdo do sal do dcido formado. Quando necessdrio, a solugdo foi colocada no
freezer para facilitar a precipitagdo. A solug@o foi, entdo, filtrada e o filtrado foi
concentrado em rotavapor. Finalmente, o produto foi separado dos reagentes
remanescentes, através de cromatografia rdpida a vécuo (“Flash chromatography”)
com silica 60 PF 254 + 366. O solvente utilizado foi o hexano ou uma mistura de
hexano e éter etilico (3:2 V/V).

2.7.4. Identificagao dos Produtos

O procedimento de identificagdio dos produtos estd representado
esquematicamente na Figura 2.2.c.

A identificagdo dos produtos durante as reag¢des e durante a purificagio foi feita
por cromatograﬁé de camada delgada (c. c. d.). Utilizou-se placas de silica (60 HF 254)
€ uma mistura de hexano e éter etilico 3:2 V/V como eluente. _

A identificagdo dos produtos purificados foi feita por espectroscopia de infra-
vermelho em aparelho Perkin Elmer - modelo 781, e por ressonidncia nuclear
magnética de préton (‘H RNM) em aparelho Varian EM 360L.

Medidas de ponto de fusdo (PF) foram feitas em aparelho de determinagdo do
Ponto de Fusdao (APF-301).
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CAPITULO 3 - APRESENTACAO E
DISCUSSAO DE RESULTADOS

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

A cada conjunto de resultados obtidos sio associados comentérios que procuram
comparar os mesmos com dados disponiveis na literatura. Como resultado dessas
comparagdes ¢ de uma série de andlises, algumas conclusdes e sugestdes sdo

apresentadas.

Todos os resultados obtidos com os experimentos laboratoriais s3o apresentados -

é discutidos, sejam eles decorrentes de experimentos bem sucedidos ou nio. Esta
abordagem foi adotada com o intuito de se executar um estudo razoavelmente
completo do objeto de pesquisa. Assim, alguns aspectos que aparentemente possam
parecer negativos, contribuiram sem ddvida alguma para o entendimento das
caracteristicas do organo-gel e da sua utilizagdo potencial na sintese de ésteres,

tioésteres e amidas.

3.1.DIAGRAMA DE FASES DO ORGANO-GEL DE CICLO-
HEXANO

0) 'expcrimemo de execugdo do diagrama de fase € de grande importéncia, pois
ele € o primeiro passo no estudo do sistema de organo-gel. O experimento em si foi um
trabalho drduo, lento € minucioso, cujos resultados obtidos para o organo-gel de ciclo-
hexano estdo sintetizados no diagrama da Figura 3.1. '

Na delimitagéo das dreas deste diagrama, cerca de 260 preparagdes diferentes de
| organo-gel foram preparados. A avaliagdo de cada um desses sistemas possibilitou,
assim, distinguir-se seis regides distintas, onde os componentes do sistema podem ou
ndo estar em equilibrio e, conseqiientemente, podendo ou ndo formar o gel. As
diferentes fases do sistema de organo-ge! t€ém uma relagéo estreita com a composigio
de seus componentes.
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Os itens a seguir discutem os aspectos relevantes do diagrama da Figura 3.1.

3.1.1. Regides de Separagio de Fase
a. Regiao

No diagrama da Figura 3.1,a regido I é denominada “separagdo de fase”, e € onde
o solvente orgénico ndo se mistura A gelatina hidratada. Esta regido se situa numa faixa
de valores de W, muito baixos, onde a quantidade de dgua € insuficiente para dissolver
a quantidade de gelatina presente no sistema.

A concentragdo de surfactante (AOT) na determinagdo do diagrama de fases foi
mantida constante. Assim, o aumento de W, estd relacionado diretamente com o
aumento de 4gua no sistema, j4 que W, = [H,O)J/[AOT].

A linha de separagdo desta fase no diagrama possui uma inclinag¢do, mostrando
uma relagdo entre 0 aumento da quantidade de gelatina e o aumento de dgua. Assim,
quando a quantidade de gelatina ¢ de 4,0%, a separagdo de fase ocorre para valores de
W, menores que 30,0. Porém, com o aumento da quantidade de gelatina para 9,5%, a

separagdo de fase passa a ocorrer para valores de W, de até 57,5.

b. Regiao II

A separacdo de fase também ocorre na regido II. Esta € uma regido de transigao
entre a regido I e a regido do gel transparente (regido IV). Nesta regido, uma pequena
quantidade de solvente se separa do organo-gel. Existe uma semelhanga na inclinagio
na linha de separagdo desta regiz'io com aregido 1V, eainclinagdo da linha de separagao
entre a regido I e esta regido. Isto mostra a dependéncia entre a quantidade de gelatina
e a quantidade de dgua. A tnica diferenga € que nesta regido a dgua j4 € suficiente para
solubilizar a gelatina e formar o gel, enquanto que na regido I isto ndo ocorre.

A separagdo do “solvente € explicada devido a quantidade de gelatina ser
insuficiente para gelificar todo o sistema. Isso € particularmente visivel na forma pela
qual esta regido é delimitada na sua parte superior. Quando a quantidade de gelatina ¢
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inferior a 8,0%, ocorre a separagdo de faseﬁhuma faixa de W, que varia de 50 a 61.
Quando a quantidade de gelatina ultrapassa 8,0% nesta mesma faixa de W, o gel se

forma.

3.1.2. Regido da Solugéb Micelar Liquida

A regido III € a regido onde o sistema forma uma solugdo micelar liquida
transparente, em fungio dos seus componentes se encontrarem em concentragdes que
possibilitem a formagdo de um sistema opticamente transparente €
termodinamicamente estdvel.

. Nesta regido, a concentragdo de dgua jd € suficiente para solubilizar toda a
gelatina, porém, esta dltima estd em quantidade muito baixa para gelificar o sistema. O
sistema permanece liquido, possuindo uma s6 fase, com quantidade de gelatina em
torno de 6,0%, numa faixa de W, de 37 a 83. Acima de W, = 83, um fendmeno
interessante ocorre: hd a gelificagdo do sistema (formagdo de um gel ligeiramente
opaco - regiz'io V) numa concentragao de gelatina acima de 4,5% (ao redor de 4,3% de
gelatina, quando W, esta entre 95 e 103). Este_'fato demonstra que a quantidade de d4gua
do sistema € também um fator determinante no processo de gelificagdo. Assim, uma
quantidade de gelatina que, a prior, era insuficiente para gelificar o sistema, passa

gelificd-lo com o aumento de sua hidratagio.

3.1.3. Regides de Formagcio do Gel
a. Regidao IV

A regido IV ¢ a regido onde hd a formagdo do gel transparente, sendo muito
ampla no sistema de organo-gel de ciclo-hexano, quando comparado com sistemas de
organo-géis de outros solventes. Esta € a regido onde os componentes do gel estao
todos em equilibrio, formando assim uma sé fase contfnua, sélida e transparente.

A formagio do gel transparente ocorre numa quantidade de gelatina: acima de
8,0%, para W, acima de 50; ao redor de 6,2%, para W,, acima de 55; entre 6,0 a 7,0%,
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‘quando W, varia de 70 a 83, e acima de 7,0%, quando W, € superior a 83. Estas
variagdes na formagao do gel sdo decorrentes dos diversos pontos de equilibrio que o
sistema atinge, quando as proporgdes de seus componentes sdo alteradas. No primeiro
segmento, quando W, estd entre 50 e 55, a quantidade de gelatina necesséria para

gelificar o sistema € maior (acima de 8,0%) do que quando W, estd acima de 55. Nesta -

regido, mais uma vez, a quantidade de 4gua tem um papel determinante na gelificag@o -

do sistema (ver item 3.1.2). Pode-se dizer que a hidratagdo da gelatina tem uma fungdo
muito importante na gelificagdo, assim como a concentragdo absoluta da gelatina.

b. Regites Ve VI

No segmento em que W, varia de 70 a 83, observa-se a transi¢do do gel
transparente para gel levemente opaco, quando a quantidade de gelatina varia de 6,0
para 7,0%. Nesta regido, novamente, o efeito da quantidade de dgua ¢ observado. O
sistema sai do seu equilibrio quando se aumenta muito o seu grau de hidratagdo. Assim,
o gel que era transparente passa a ficar ligeiramente opaco (o sistema deixa de ter uma
s6 fase, ou seja, deixa de ser uma solugdo micelar gelificada para ser uma su.spensio
gelificada).

A inclinagio da linha de separagdo entre as regides [V € V mostra que existe uma
dependéncia entre 0 aumento da quantidade de gelatina e o aumento da quantidade de
dgua. O sistema permanece transparente quando a quantidade de gelatina aumenta
proporcionalmente a quantidade de dgua. O sistema perde a transparéncia quando a
concentragdo de gelatina € mantida constante a0 mesmo tempo em que se aumenta a
concentragdo de dgua. .

Quando a quantidade de gelatina é superior a 7,0%, o sistema fica equilibrado,
mesmo com o aumento de dgua (W, variando de 83 a 105). O sistema s6 sai de
equilibrio novamente quando a quantidade de gelatina ultrapassa 8,0%, numa faixa de
W, entre 100 e 105, sendo que o gel torna-se levemente opaco. '

A transi¢do da regido V. (gel levemente opaco) para a regido VI (gel opaco)
ocorre, principalmente, com o aumento da quantidade de gelatina. Porém, em um
pequeno segmento do diagrama (quando W,, estd situado entre 101 a 103) o grau de
hidratagdo do sistema também determina a transigdo da regido V para a regido V1.
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 3.14. Anélise Comparativa

O diagrama de fases varia de um solvente para outro. Na literatura, o diagrama
de fases do iso-octano mostra-se consideravelmente diferente do dxagrama de ciclo-
hexano aqui aprescntado

Haering e Luisi [49] mostraram a existéncia de 4 regides distintas nos seus
experimentos (Figura 3.2).

% Gelatina (m/V da figua do centro micelar)

——

FIGURA 3.2 - Diagrama de fases do sistema de organo-gel em iso-octano, com (A) 0,1 M e
(B) 0,14 M AOT. Regides: (I) solug3o micelar liquida; (II) gel transparente; (IT) separagdo de
fase (o solvente separa-se do gel); (IV) separagao de fase (o solventc separa-se da gelatina
sélida) [49).

A distribuig@o das diversas regides do organo-gel de iso-octano € muito diferente
das regides do organo-gel de ciclo-hexano. O gel transparente de ciclo-hexano forma-
se numa quantidade mfnima de 6,2% de gelatina ¢ W, = 55, sendo que o gel
transparente de iso-octano forma-se numa quamidadé minima de 6,5% de gelatina e
| W, = 25, ambos sujeitos a um sistema com concentragdo de AOT = 0,1 M. Como a
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concentragio de gelatina nio se ap;resenta muito diferente, a gelificagdo dos dois
sistemas estd mais relacionada com a sua composi¢ao em égua e solvente orgénico.
Assim, para gelificar-se, o organo-gel de ciclo-hexano. néCessita de mais 4gua e,
conseqiientemente, menos solvente do que o organo-gel de iso-octano.

O diagrama de fases do iso-octano cobre uma faixa de valores de percentual de
W, menores do que as apresentadas no diagrama de fases do ciclo-hexano. Isso pode
explicar o fato das regides V e VI ndo aparecerem no diagrama do iso-octano de
Haering e Luisi [49). | N

Quellet e Eicke [50] publicaram um diagrama de fase do organo-gel de iso-
octano com concentragdo de AOT = 0,1 M e W,, = 60 no qual, conforme a duantidade

de gelatina progressivamente aumentava, o sistema ia passando pelas seguintes fases:

L Solugdo micelar liquida transparente (com concentragio de gelatina até 2,5%);

II.  Regido de transi¢do onde agregados macroscépicos gelificados coexistem com o
solvente (concentragio de gelatina entre 2,5 e 2,6%);

III.  Gel sélido transparente (concentracdo de gelatina de 2,6 a3,6%),

IV.  Regido de separagdo de fase com o solvente separando-se do gel (quahdo a

concentragdo de gelatina € superior a 3,6%).

Porém, Quellet [50] niio deixa clara se a regido de transigdo II € equivalente a
qualquer uma das regides de instabilidade do sistema de ciclo-hexano (i. e., regides I,
II, Ve VI

Nos dois diagramas de fase do sistema de iso-octano fica claro que, acima de uma

certa quantidade de gelatina, o gel transparente passa a apresentar separa¢do de

solvente do gel, o que nio ocorre no sistema de ciclo-hexano (para as condigdes e

concentragdes estudadas). No diagrama do ciclo-hexano, a regido de separagdo do
solvente do gel fica localizada antes da regido de formagdo do gel.

No diagrama de Haering e Luisi [49], a partir de uma certa quantidade de gelatina
(superior a 8,0% m/V do gel - que corresponde a 60% m/V da 4gua do centro micelar
- tanto com [AOT] = 0,1 M ou 0,14 M), ocorre a separagdo de fase da gelatina sélida,
independentemente de W,,. Isto ndo ocorre no diagrama de ciclo-hexano (ver item
3.1.1).
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1

- O diagrama de fase do sistema de organo-gel de hexano” também € distinto dos

diagramas de ciclo-hexano e iso-octano.

A principal conclusdo que pode ser deduzida dessas andlises comparativas, até o
momento, € de que cada solvente interage no sistema de organo-gel de uma forma
peculiar as suas estrutura e propriedades fisico-quimicas. Isto fica bem evidente
quando da preparagdo dos géis para serem utilizados em meios reacionais (item 2.3.2).
Para poder ser cortado e permanecer sem alteragdo quando em meio reacional, o gel
precisa apresentar boa consisténcia. A consisténcia do gel depende das prdporcées dos
seus componentes. Para se poder estudar os diversos géis em reagdes, alguns de seus
componentes foram mantidos constantes, como a concentragdo de gelatina a 1,4 g/10
ml de gel e a concentragdo de AOT = 0,2 M (com excegdo do organo-gel de ciclo-
hexano, onde [AOT] = 0,15 M). A consisténcia adequada foi obtida variando-se a
quantidade de 4gua, que € proporcional aos valores de W,,.

Assim, os géis de hexano, octano e iso-octano obtiveram uma boa consisténcia,
a um W, = 59,72. O géis de heptano e ciclo-hexano, por sua vez, apresentaram boa
consisténcia a W, = 55,55 e W, = 92,59, respectivamente.O organo-gel de xileno,
mesmo em W, = 50, ndo apresentou consisténcia adequada para ser cortado e utilizado
em reagoes.

Neste ponto, uma vez mais se manifesta o fendmeno no qual, para uma
concentragdo determinada de gelatina e concentragdes de AQOT ndo muito diferentes,
o organo-gel de ciclo-hexano possui caracteristicas similares as dos demais organo-

géis em faixas de W, muito diferentes.

Dois aspectos importantes foram observados, como conclusio do experimento e
das andlises feitas até entdo. Primeiro, a formagdo do gel depende do ajustamento das
quantidades de seus componentes, a saber: d4gua, surfactante, solvente (6leo) e gelatina.
Segundo, as condigdes de equilibrio entre esses componentes variam de um solvente
para outro. | '

Todas as avaliagdes apresentadas nos itens 3.1.1 a 3.1.3 sdo baseadas apenas na

1. O diagrama de fase do sistema de organo-gel com hexano ¢ estudado no trabalho de tese de
mestrado de Roberto Dalla Vecchia.
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estrutura macroscépica do sistema. Para uma avaliagio da estrutura microscépica ou
molecular, experimentos ffsico-qufmicos como RNM, espalhamento de luz, SANS,

dentre outros, se fazem necess4rios. Contudo, tais experimentos transcendem o escopo *

do presente trabalho.

A titulo de ilustragdo a seguir é apresentado um exemplo da literatura no qual a -

andlise do diagrama de fases do ciclo-hexano poderia ter complementado os resultados
obtidos e, consequentemente, levado a conclusdes mais completas.

Atkinson, no seu trabalho mais recente {60] fez um estudo comparativo da
estabilidade térmica de sistemas de microemulsio de n-heptano com ou sem gelatina.
Atkinson resolveu, entdo, substituir o n-hcpté.no por ciclo-hexano, j4 que este tltimo
pode formar sistema de microemuls@o estdvel a temperaturas superiores ao sistema de
microemulsio de n-heptano. O objetivo dessa substituicdo foi o de analisar o
comportamento dos dois sistemas a diferentes temperaturas, quando da adigdo de
gelatina. Porém, as andlises ndo puderam ser realizadas pois, segundo Atkinson, “o gel
ndo pode ser formado™ com o ciclo-hexano e que “o sistema permanece como um
fluido de baixa viscosidade em toda a faixa de W," utilizado (W, variou de 40 a 100).

Na realidade o organo-gel de ciclo-hexano ndo poderia ter se formado devido as
condi¢des que Atkinson utilizou para preparar o gel, pois a quantidade mdxima de
gelatina utilizada ndo ultrapassou 3,5% (m/V). A partir do diagrama de fases do ciclo-
hexano (Figura 3.1) fica claro que a quantidade minima necess4ria para a formagdo do
gel ransparente € em torno de 6,2% (m/V).

Atkinson poderia ter obtido resultados que permitissem a andlise comparativa
dos dois sistemas caso tivesse utilizado niveis de concenuaééo de gelatina compativeis
a gelificagao de ambos.

A partir do trabalho de Atkinson pode-se também conjecturar a existéncia de
uma relagao direta entre a quantidade de gelatina necessdria para gelificar o sistema e
o “limite superior de temperatura de fase da microemulsio”!
microemuls3o de ciclo-hexano, que possui um “limite superior de temperatura de fase”

. Assim, o sistema de

1. “limite superior d¢ temperatura de fase da microemuls3o”™ (“Upper tempetaumc phase
boundary”) € o limite de temperatura na qual o nimero de fases da microemuls3o passa de
um para dois.
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a uma temperatura maior do que o sistema com n-heptano, requer mais gelatina para
formar o organo-gel. Porém, experimentos adicionais si0 necess4rios para se verificar
esta suposigdo. '

3.2. ESTABILIDADE TERMICA DO ORGANO-GEL

Os resultados quanto 3 estabilidade térmica do organo-gel de ciclo-hexano estdo
apresentados na Tabela 3.1.

O sistema de organo-gel de ciclo-hexano apresenta-se como um sistema
termicamente reversivel, similarmente ao sistema de organo-gel de iso-octano [49].
Isto €, quando o sistema de organo-gel de ciclo-hexano € aquecido a temperaturas
superiores a 30 °C, ocorre a liquefagdo do sistema, sendo que o tempo de liquefagdo ¢
proporcional 3 quantidade de gelatina do sistema. O sistema volta s suas
caracteristicas iniciais quando o mesmo € deixado resfriar A temperatura ambiente.
Nesta fase de regelificagdo, a agitagdo vigorosa do sistema € imperativa para que o
mesmo nio sofra a separagio de fase. Isto &, certo volume de solvente se separa do gel,

formando assim um sistema com duas fases.

% Gelatina W, Niamero de Aparéncia
(m/V) Liquefacoes Macroscépica
6,2 72,2 12 ndo modificada
8,0 72 S ndo modificada
90 61,1 5 nio modificada

TABELA 3.1. Estabilidade térmica do organo-gel. Organo-gel de ciclo-
hexano com concentrag3o de AOT 0,1 M e temperatura de liquefagio 55°C.

A reversibilidade do sistema ndo depende da quantidade da gelatina nem do
- valor de W,,. Qualquer gel pode ser redissolvido e regelificado inimeras vezes. O tinica
restrigdio que deve ser observada consiste em manter-se o frasco que o contém
hermeticamente lacrado durante os procedimentos, evitando-se assim a evaporagio do
solvente e da dgua.

A ttulo de ilustragdo, no contexto do experimento, o gel com 6,2% de gelatina e
W, = 72,2 foi gelificado e colocado em um “freezer” por 24 horas. Decorrido este
perfodo, o gel foi submetido 2 liquefagdo a 55 °C. Mesmo nessas condigdes, nenhuma
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mudanga no aspecto macroscépico do gel foi observada apés a regelificagdo do
sistema. | . |

O gel pode ser estocado por vérios meses em “freezer” e descongelado alguns
minutos antes de ser utilizado em réagc')es. Para a maioria das reagdes realizadas neste
trabalho foram utilizados géis que permaneceram até seis meses estocados em
- “freezer”. O aspecto macroscépico dos géis, bem como a atividade da enzima neles
contida, ndio se mostraram diferentes das dos géis recém preparados. _

Quando o gel puro é armazenado em frasco hermeticamente lacrado, evitando
assim a evaporagdo de seus componentes, este pode permanecer A temperatura
‘ambiente por vérios meses sem que 0 mesmo apresente danos 2 sua estrutura
macroscopica. ’ ’

Quando o gel seccionado € armazenado em solvente apropriado (ver Tabela 3.3)
e em frasco hermeticamente lacrado, este pode permanecer até doze meses 2
temperatura ambiente, sem apresentar mudangas na sua estrutura (ver item 3.5).

Concluindo-se, o gel pode ser redissolvido tantas vezes quantas forem
necessérias. Isto é particularmente 1til especialmente se na primeira gelificagio o
sistema ndo tenha ficado bem homogéneo. O gel pode ser estocado 2 temperatura
ambiente ou até -20 °C, de acordo com as necessidades e caracteristicas da enzima

empregada.

3.3. MEDIDAS DO pH DE ORGANO-GEL

Os resultados das medidas do pH do organo-gel de ciclo-hexano estio

~ apresentados na Tabela 3.2.
% Gelatina (m/V) w, : pH
6,4 62 48
8,5 50 52

TABELA 3.2, Medidas de pH do organo-gel a 25°C.
Organo-gel de ciclo-hexano com concentragio de AOT 0,1
M.

Estas medidas estdo relacionadas com a solugdo micelar gelificada como um
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todo e ndo com o meio intra-micelar, dado que as medidas foram realizadas através da
técnica direta com pHmetro de eletrodo combinado.

Os resultados mostram l_euuras que sdo interpretadas como sendo prOvcnientes
da dissolugdo da gelatina no sistema. O pH do ponto isoidnico! de uma solugdo de
gelatina em 4gua deionizada situa-se na faixa de 4,8 a 5,0, quando a gelatina € obtida
por degradagdo alcalina do coldgeno-[88].

Pode-se observar também que os valores de pH ndo variam muito com a variag3o

da concentragdo da gelatina no sistema.

O pH do meio intra-micelar ndio pode ser medido diretamente [78]. Para se poder |

relacionar as medidas previamente relatadas com o micro-meio intra-micelar onde a
enzima esta situada, algumas inferéncias sobre os dados relatados na literatura fizeram-
se necessdrias.

Martinek [34], utilizando substdncias indicadoras e comparando suas medidas de
pKa quando dissolvidas em dgua pura e quando solubilizadas em micelas reversas,
chegou aos seguintes resultados: 0 micro-meio intra-micelar € geralmente mais 4cido
do que a solugdo aquosa inicial, no caso de um surfactante anidnico, e mais alcalino,
no caso do surfactante catidnico. Os valores de pH variam entre 1 a 2 unidades. Quando
um surfactante ndo idnico € utilizado, o pH ndo varia muito em relagio aquele da
solugdo aquosa inicial. '

Assim, se o sistema de organo- gel for analisado segundo os dois modelos de
estrutura propostos por Quellet e Atkinson, os resultados de pH do micro-meio intra-
micelar serdo diferentes.

De acordo com o modelo de Quellet, o pH do meio intra-micelar estaria mais
préximo do pH da solugdo da gelatina. Isto se deve ao fato de que este modelo prevé a
dissolugdo da gelatina dentro das micelas.

De acordo com o modelo de Atkinson, o pH do meio intra-micelar estaria mais
préximo do pH da dgua utilizada na preparagdo do meio. Neste caso, ndo hd a
contribuigdo da gelatina, porque a mesma ndo se encontra dissolvida no interior das
micelas.

Em todo o caso, para qualquer- um dos modelos, o pH do micro-meio intra-

1. Ponto isoi6nico: pH onde o nimero de H* removidos da molécula por dissociagdo & igual
A carga total dos grupos ionizados da proteina naquele pH [88].

1
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micelar seria mais dcido do que as solugdes i(n.iciais de 4dgua e gelatina (modelo Quellet)
ou somente de dgua (modelo Atkinson), porque o surfactante AOT utilizado na

preparagdo do organo-gel € um surfactante anidnico.

34.ESTABILIDADE =~ DO. ORGANO-GEL FRENTE A
SUBSTRATOS E SOLVENTES

Este experimento objetiva verificar a estabilidade do sistema de organo-gel de
ciclo-hexano frente a cada um dos componentes do meio reacional. Para isso, o gel foi
colocado em contato com diversos solventes, dcidos, dlcoois, tidis € algumas aminas.
Em cada uma das situagdes, os testes foram realizados com os substratos dissolvidos
em ciclo-hexano. Apés 24 horas de-contato dos substratos e/ou solventes como-gel, 0
sistema foi avaliado visualmente. Os resultados das avaliagGes estdo descritos na
Tabela 3.3.

Este experimento € de vital importdncia para se estabelecer de imediato os -

- solventes e substratos que causam danos ao gel, evitando-se assim transtornos futuros
quando da preparagdo do meio reacional. O gel utilizado neste experimento nio
continha enzima, com o intuito de se evitar o desperdicio da mesma.

Os resultados da agdo das substincias sobre o gel foram associados com o

" coeficiente de partigio (log P) das mesmas. Este coeficiente é um indicador da

hidrofibicidade das substdncias. Como a hidrofibicidade estd relacionada com a

polaridade, pode-se assumir log P como a medida quantitativa da polaridade [89].

Os resultados da Tabela 3.3 mostram que, de um modo geral, as substincias com
log P de valores muito baixos provocam alteragdes na estrutura do gel,
independentemente da sua classificagdo como dcido, dlcool ou solvente.

No caso dos solventes, observou-se que o gel foi destruido quando log P era
menor ou igual a -1,30 e que, acima deste valor o gel fica opaco. O gel permanece
inalterado quando log P atinge o valor 0,60. Alguns solventes, como € o caso do
benzeno, tolueno e tetracloreto de carbono toraram o gel opaco, mesmo tendo log P
entre 2,00 e 3,00. Nenhuma hipétese foi formulada até o momento para explicar este
fato.
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~ Substancia ‘ log P Aspecto Macroscopico do Gel
SOLVENTES .
dgua : . - destréi o gel
dimetilsulféxido” -1,30 destr6i o gel
1,4-dioxano” _ -1,10 opaco
dimetilformamida’ - -1,00 opaco
acetona’ - 0,23 . opaco
acrilato de metila” 0,60 inalterado
éter etilico” 0.85 inalterado
acetofenona’ 1,80 inalterado
cloroférmio” 2,00 inalterado
benzeno 2,00 ' opaco
wolueno” 2,50 : opaco
tetracloreto de carbono” 3,00 levemente opaco
xileno” 3,10 inalterado
ciclo-hexano” 3,20 inalterado
hexano' . 3,50 inalterado
heptano” 4,00 inalterado
octano’ ' 4,50 inalterado
iso-octano 4,51 inalterado
hexadecano” 8,80 inalterado
éter de petréleo” - levemente opaco
ACIDOS
acético” ' -0,23 destréi o gel
acrilico 0,21 destréi o gel
propionico” 0.29 destroi o gel
butirico” 0,81 opaco
4-metil-valérico © 1,50 inalterado
sorbico : 1,69 inalterado
2-ctil-hexandico 2,88 inalterado
canforcarboxilico 3,09 inalterado
citronélico 3,55 inalterado
lurico " 495 inalterado
2(p-clorofenoxi)propidnico 590 inalterado
miristico 599 inalterado

TABELA 3.3 - Teste de suceptibilidade do organo-gel frente a diversas
substdncias quimicas.
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Substancia log P Aspecto Macroscépico do Gel
palmitico 7,03 inalterado
oldico ’ .70 inalterado
esiedrico 8,07 inalterado

ALCOOIS
etileno glicol - 1,90 ‘ . opaco
2-dimetilaminoetanol - opaco
metanol’ -0,76 : opaco
etanol® -0,24 opaco
n-propanol” 0,28 levemente opaco
3-dietilaminopropanol 045 opaco
n-butanol” : 0,80 levemente opaco
n-pemanol' 1,30 inalterado
ciclo-hexanol” 1,50 inalterado
n-hexanol” 1,80 inalterado
mentol ' 1,89 inalterado
n-octanol’ 2,90 inalterado

TIOIS
2-mercaptoctanol -0,43 inalterado
1,2-etanolditiol 1,04 inalterado
etanotiol , 1,22 inalterado
1-propanotiol 1,74 inalterado
2-butanotiol 226 . inalterado

" tiofenol ) 2,46 inalterado

p-metil-tiofenol 3,16 inalterado
p-cloro-tiofenol 3,67 inalterado
1-dodcecanotiol 6,41 inalterado

AMINAS .
benzilamina 1,70 inalterado
femilamina 1,87 inalterado
dodecilamina 5,57 levemente opaco®

TABELA 3.3 - Teste de suceptibilidade do organo-gel frente a diversas
substancias quimicas.

*  Valores de log P extraidos de [89). Os demais -valores de log P foram
calculados a partir das constantes dos fragmentos hidrofébicos, de acordo
com o método de Rckker [(90]. _

Este resultado sc deve, provavelmente, & presenga de 4gua na dodecilamina
utilizada.
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~ Os 4cidos tiveram um efeito mais dréstico sobre o gel e o destruiram em log P
menor ou igual a 0,29, o que ndo ocorreu com as demais classes de substincias
utilizadas. Contudo, os efeitos dos 4cidos sobre a estrutura do gel foram ainda
observados até log P igual a 81, regido na qu'al 0 MesSmo $e apresentou opaco. ‘

Os 4lcoois apresentaram efeitos mais suaves que os 4cidos e os solventes, dado
" que ndo destruiram o gel mesmo para valores de log P até -1,90. T

Os ti6is, por sua vez, apresentaram efeitos ainda mais suaves que os dlcoois. O
gel permanece inalterado na presenga de todos os ti6is testados, mesmo em log P igual
a- 0,43, o

Das aminas testadas, somente a dodecilamina apresentou um efeito degenerativo
sobre gel. Este resultado pode ser explicado pela agdo da dgua que contaminava a
dodecilamina, dado que este reagente estava sendo armazenado por um longo periodo
de tempo e em condigdes ndo muito favordveis.

Laane [89], estudando o efeito de solventes orginicos em sistemas de
biocatalisadores (enzimas), mostrou que a perda da atividade do biocatalisador estava
relacionada com a capacidade do solvente perturbar a interagéo vital e delicada entre
dgua e biocatalisador, através da penetragio do solvente dentro da camada de dgua que
estabiliza o biocatalisador ou por retirar esta camada de dgua.

A partir de seus resultados, Laane formulou as seguintes regras para biocatilise

em solvente orginico:

L. Solventes que possuem log P inferior a 2 ndo sdo adequados para sistemas de
biocatdlise, porque eles perturbam fortemente a interagdo 4gua-biocatalisador,

inativando ou desnaturando o biocatalisador.

II.  Solventes que possuem log P entre 2 e 4 perturbam fracamente a interagio 4gua-

biocatalisador e afetam a atividade do biocatalisador de maneira impredizivel.

III.  Solventes que possuem log P superior a 4 n3o perturbam a camada de 4gua,

deixando o biocatalisador no seu estado ativo.

Todas as informagdes acima podem servir de base para explicar a agdo das
substéncias (solventes, dcidos, dlcoois) em destruir o gel ou torné-lo opaco.
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A estrutura rigida do gel estd assoc1ada a rede de moléculas de gclauna que se
forma apés o resfriamento do sistema 2 tcmpcratura ambiente.

~ Aestrutura da rede de gelatina € estabilizada por uma camada de égua no modelo
de Atkinson [57]. No modelo de Quellet [50], a establhzacao € devido 2 ge]atma estar
dissolvida em 4dgua no interior da micela. . _

A partir dos dados acima, pode-se formular a seguinte hipétese para explicar os
efeitos causados ao gél pelas substincias utilizadas neste trabalho. Possivelmente, as
substdncias exercem uma ag3o sobre a estrutura da rede de gelatina similar aquela
exercida sobre as enzimas quando estas sio utilizadas em reagbes em solventes
organicos. Isto é, a interagdo entre a dgua e a gelatina € perwrbada, causando a
desnaturagdo da proteina €, com isso, provocando a destruigdo da estrutura do gel
quando esse efeito ¢ mdximo.

Percebe-se claramente que, conforme log P vai diminuindo, a agdo.sobre a
estrutura do gel vai ficando cada vez mais pronunciada. O gel, que é normalmente
transparente, vai se tornando gradativamente opaco na medida que log P diminui, até
o mesmo se dissolver completamente. Isto mostra que hd uma relagdo direta entre o
aumento do efeito degcnera.tivo e a diminuigio de log P.

Conclui-se entdo que para se ter éxito na confec¢io do meio reacional, e
conseqiiente utilizagdo do organo-gel como meio biocatalisador, € necessdrio que se
utilize solventes com log P maior ou igual a 0,60, dcidos com log P maior ou igual a

1,50, dlcoois com log P maior ou igual a 1,30 e tidis com log P maior ou igual a - 0,43.

3.5. TESTE DE EFICIENCIA DA CV LIPASE

Para este experimento trés tipos diferentes de géis de hexano foram utilizados,
sendo que os resultados estdo apresentados na Tabela 3.4.

Os géis foram preparados e utilizados em seguida nas reagdes de esterificagio do
dcido ol€ico com os seguintes 4lcoois: 1-butanol, 1-pentanol e 1-decanol. Apés o
término das mesmas, os géis foram armazenados em frascos hermeticamente lacrados
com uma quantidade de solvente suficiente para cobrir todo o gel. Os géis assim
permaneceram por aproximadamente 12 meses a temperatura ambiente. Apds este
perfodo, novas reagdes foram executadas, utilizando-se os mesmos substratos
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utilizados nas primeiras reagées.

Tempo de Rendimento Tempo de Rendimento | Eficiéncia

reagao do gel do gel recém reacao do gel do gel com 1 | enzimdtica

Alcool recém preparado com 1 ano de ano de apés1ano
preparado. (%) preparo . preparo (%)

(dias) S _ (dias) : (%)

1-butanol 9 88? , 9 - 62 70
1-pentanol 13 8s® 15 68 )
1-decanol 9 87" 8 76 87

TABELA 3.4 - Teste de eficiéncia da CV lipase em organo-gel.

As reagGes foram efetuadas com 10 ml de organo-gel de hexano seccionado em 30 ml de
hexano contendo 0,01 mol de dcido ol€ico e 0,01 mol de dlcool, apresentando [CV lipase] =
0,25 mg/ml do gel; [AOT] = 0,2 M e W, = 59,72. As reagdes foram submetidas a uma
temperatura de 25°C. As reagdcs efetuadas com gel de um ano foram submetidas a agitag3io
magnética suave.

a Resultados cedidos por Paulo C. Jesus [91]

b Resultados cedidos por Roberto Dalla Vecchia (lese de mesu'ado em andamento)

Decorrido o perfodo em qu’estﬁo, os géis ndo apresentaram nenhuma modificagdo
na estrutura macroscépica dos mesmos. Os solventes encontraram-se limpidos. A
eficiéncia da CV lipase permaneceu entre 70 e 87% da eficiéncia inicial. Isso mostra
que o sistema de organo-gel é muito estdvel, no que tange a conservagdo da eficiéncia
enzimdtica, mesmo em um periodo de tempo prolongado e em condigdes de
armazenamento a temperatura ambiente.

Outro aspecto importante observado foi que a eficiéncia catalitica da CV lipase,
apos 12 meses de armazenamento, € semelhante aos valores encontrados por Rees e
Nascimento [80], quando da sua utilizagdo em 15 reagdes consecutivas num periodo
total de 30 dias. A reagfo utilizada neste experimento foi a de esterificagdo do 4cido
decandico com o n-octanol em sistema de organo-gel em n-heptano a 25 °C. Apés 30
dias, a eficiéncia catalitica da CV lipase foi de 75%, aproximadamente.

Quando a CV lipase foi utilizada em sistema de micela reversa [74], uma perda
de 40% na sua eficiéncia foi observada, apds 6 dias de incubagio a 35 °C. |

Outros métodos usando enzimas em sintese orgnica revelaram uma perda de
eficiéncia similar, como € o caso da Candida cylindracea lipase, imobilizada em silica
gel [13], onde 40% de sua eficiéncia € perdida apés 24 dias de uso. Esta mesma enzima,
quando utilizada em sistema bifésico [6], perde 10% da sua eficiéncia a cada reagdo

Capfiulo 3 - Apresentaglo e Discussio de Resultados




. executada.
~ Concluindo-se, o sistema de organo-gel é um sistema que mantém a eficiéncia da
‘enzima em valores superiores a outros_sistemas € por intervalos de tempo também

superiores.

3.6. RETENCAO DO PRODUTO DA REACAO NO ORGANO-GEL

Ap6s o término das reages, o solvente foi decantado e o gel foi lavado com

solvente puro, para se retirar os substratos e produtos remanescentes ao redor das -

secgdes do gel. O gel, assim limpo, pode ser reutilizado em mais reagdes. Esta € mais
uma das caracteristicas importantes deste sistema: ser reutilizado indmeras vezes.
Entretanto, para que isso possa ser feito, o gel deve ser deixado imerso em solvente até
o momento da sua posterior utilizag3o.

Numa investigacdo do solvente no qual o gel ficou armazenado, notou-se a
existéncia de tragos de substratos e, principalmente, de uma quantidade aprecidvel de
produto. Como o gel tinha sido lavado com o solvente, previamente ao seu
armazenamento, a conclusdo a que se chegou € que as substincias encontradas no
solvente de armazenamento foram liberadas pelo gel.

" Para se determinar a quantidade de produto que fica retida no gel, procedeu-se a
sua extragdo. A extragdo do produto foi completada em um periodo de 24 horas.
Durante este perfodo, o gel foi deixado em contato com o solvente puro, e este foi
trocado 4 ou 5 vezes até o produto ndo ser mais detectado no seu contetido.

Os resultados da Tabela 3.5 mostram que uma quantidade considerdvel de
produtos fica retida no gel ap6s a reagdo. A difusio do produto de dentro do gel para o
solvente do meio reacional ndo € total. Certa quantidade de produto fica retida na
estrutura do gel, mais provavelmente na camada da interfase da micela reversa
(camada de AQT), onde a reagdo € catalisada pela CV lipase. A retengio do produto
pode ser explicada como sendo o resultado de um equilibrio da partigdo do produto
entre a camada do surfactante e o solvente.

Para que todo o produto possa ser removido do gel, a extragdo com o solvente

puro deve ser realizada logo ap6s o término da reagdo. A extragio do produto do gel se
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faz necessdria para se evitar perdas no rendimento da reagio € contaminagdes das

reagoes subsequentes.
. Solventeda | Tempo | Numerode | Rendimento | Produto | Rendimento
Alcool Reacao de Extra¢oes Inicial (%) | Retido no Total (%)
Reagdio Gel (%)
1-pentanol | ciclo-hexano 10h |- 4 9 9 88
1-decanol | hexano 8 dias 5 65 11 76

TABELA 3.5 - Reteng3o do produto da reago no organo-gel.

As reagBes foram efetnadas com 10 m! de organo-gel de hexano seccionado em 30 ml de solvente
contendo 0,01 mol de 4cido oléico e 0,01 mol de dlcool, apresentando [CV lipase] = 0,25 mg/ml
do gel; [AOT} =02 M e W, = 59,72. As reagles foram submetidas a agitagio magnética suave
a 25°C. A extraglio foi realizada com o mesmo solvente da reag3o. O gel ficou em contato com
o solvente sobre agitagio magnética até a extragio se completar (periodo de 24 horas).

Todas as reagbes apresentadas neste trabalho foram realizadas com o gel
rigorosamente isento de remanescentes de reagdes anteriores. Usando-se para isso o
método de extragdo descrito acima.

3.7.REACOES

Neste item serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos das reagdes
catalisadas pela CV lipase em sistema de organo-gel de ciclo-hexano.
Primeiramente, serdo abordadas as reagdes de esterificagdo entre o 1-pentanol e

diversos 4cidos de cadeias lineares longas, onde serd estudada a efici€ncia da reagdo de

esterificagdo com relagdo ao nimero de carbonos da cadeia do 4cido utilizado. Alguns
comentdrios sobre a eficiéncia das reagdes de esterificagdo, utilizando 4cidos de
cadeias ramificadas e cadeias insaturadas, também serdo encontradas neste ftem.

A seguir serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas reagdes de
esterificagdo do 4cido oléico com diversos ti6is. Nesta parte serdio desenvolvidas
andlises comparativas entre a efici€ncia das reagGes de esterificagdo descritas na
literatura utilizando dlcoois e a das reagdes com os tiGis apresentadas neste trabalho.

Por ltimo, os resultados das reagbes de sfntese de amidas serdo apresentados e
discutidos. Andlises comparativas entre a eficiéncia destas reagbes e das reagdes
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descritas na literatura serdo desenvolvidas para se determinar o melhor método de

sintese de amida, através da acilagdo enzimdtica de aminas.

3.7.1. Sintese de Esteres a partir de Diversos Acidos

Uma variedade de ésteres utilizando-se 4cidos com cadeias variando de 12 a 18
carbonos foi sintetizada pela primeira vez em sistema de organo-gel, com o propésito
de se identificar o melhor substrato para a enzima CV lipase. ,

Osk resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.6. Estes resultados
mostram que a CV lipase catalisa a esterificagdo de 4cidos de cadeias longas com bons
- rendimentos, e que o melhor substrato foi o 4cido ldurico.

Acido _ Produto Rendimento
(%)
CH,(CH;);oCOOH CH;(CH,);C(=0)-O-CsH, 90
CH4(CH,);6C00H CH3(CHg)16C(=0)-0-CsHy, 85
CH3(CHy)14COOH CH;(CH,),4C(=0)-0-CsHy, 83
CH,(CH,);CH=CH(CH;);COOH | CHy(CH;);CH=CH(CH,);7C(=0)-0-CsH ; 79
CH3(CH,);,COOH CH3(CHp),,C(=0)-0-CsHy, 71
(CH3),CHCH,CH,COOH (CHa3),CHCH,CH;C(=0)-O-CsH, 2
CH,CH=CHCH=CHCOOH® CH,CH=CHCH=CH-C(=0)-O-C;H,, 7

TABELA 3.6 - Sintese de éster catalisada pela CV lipase com diferentes 4cidos e 1-pentanol

As reagOes foram efetuadas com 10 ml de organo-gel de ciclo-hexano seccionado em 30 ml
de ciclo-hexano contendo 0,01 mol de cada substrato, apresentando [CV lipase] = 0,25 mg/
ml do gel; [AOT] =0,15 M e W, =92,59. As reagdes foram submetidas a agitag3o magnética
suave, sendo o tempo de reac3o de 24h a 25°C.

* Solvente = éter etilico.

Uma andlise comparativa destes resultados em reagdes de esterificagdo foi
desenvolvida utilizando-se os resultados da hidrélise catalisada pela CV lipase de um
trabalho feito por Sugiura [93] em 1975. A Figura 3.3 mostra o perfil do desempenho
da CV lipase em ambas as reagdes. E interessante ressaltar a mudanga de
especificidade em relagdo ao substrato, de acordo com o caminho da reagdo (sfntese ou
hidrélise de ésteres). A reagdo de hidrélise de ésteres € feita em sistema de emulsdo e
o melhor substrato € o &ster proveniente do 4cido palmfitico. A reagdo de hidrélise
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mostra que a velocidade da rcaqz‘xd ¢ proporcional ao nimero de carbonos. Esta

apresenta o seu maximo no dcido palmitico, caindo drasticamente com o aumento da

cadeia no 4cido estedrico que, alids, tem o menor valor de todos os demais 4cidos.
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FIGURA 3.3 - Comparagio entre dcidos linearcs com6 substratos para reagdes de esterificagdo e
hidrélise catalisadas pela CV lipase

esterificagao: CV lipase imobilizada em organo-gel de ciclo-hexano incubada por 24
horas a 25°C com 4cidos e 1-pentanol em ciclo-hexano. O rendimento da esterificagio foi
expresso como o rendimento relativo (%) do rendimento do laurato de pentila (90%).
hidrolise: emulsdo (solugio aquosa de polivinil dlcool a 2%) de metil éster incubada com
CV lipase a 37 °C por 20 minutos. A velocidade de hidrélise foi expressa como velocidade
relativa (%) da velocidade do palmitato de metila (800 pmol/min/mg de proteina) [92].

Capitulo 3 - Apresentagio e Discussio de Resultados




Na réagéo de esterificagdo, contudo, o melhor substrato € o 4cido l4urico, sendo
que seus resultados mostram-se opostos aos da reagdo de hidrélise.

Cbmé os dois tipos de rea¢des foram executadas pela mesma enzima, esperava-
se que a diferenga de especificidade estivesse relacionada com a diferenga no meio
reacional dos dois sistemas. Porém, isso nio foi observado. Na rea¢do de hidrélise, o
meio é uma emulsdo aquosa. Esperava-se que os substratos de cadeias mais curtas
fossem mais disponfveis 2 catdlise enzim4tica. O oposto poderia ser esperado na reagio
de esterificagdo em meio de solvente organico apolar, onde os substratos de cadeias
longas seriam mais disponfveis 2 catdlise.

Porém, como o meio reacional do sistema de organo-gel é muito mais complexo
do que um meio contendo somente solvente organico, dados referentes apenas a
solubilidade do substrato em solvente orgdnico n3o sdo suficientes para explicar
completamente a seletividade da reagio.

Em 1987, Laane [89] publicou um trabalho relacionando o coeficiente de
particdo (log P) com a atividade de biocatalisadores em solvente orginico. Neste
trabalho, o autor mostra que log P € um indicador mais adequado do que o momento
de dipolo (D) e a constante dielétrica (€) para a medida da polaridade, quando
correlacionado com a atividade dos biocatalisadores. |

Pode-se aplicar os dados relacionados a log P mesmo em sistemas complexos
como micelas reversas, bastando para isso correlacionar os dados de log P dos
substratos (log Py), dos produtos (log Pp), da interfase (log P;) e da fase organica
continua (log Pg)). As correlagdes sdo as seguintes:

I.  llog P; - log Py deve ser minimo para se ter uma alta concentragdo do substrato
na interfase e, conseqiientemente, a sua catélise. ‘ '
II.  llog Py, - log Pyl deve ser méximo para manter a concentragio do substrato na
. fase organica baixa.
IIL. llog P; - log Pp) deve ser médximo e llog Py - log Pyl deve ser minimo para que o
produto passe imediatamente para a fase orginica ap6s a sua formagdo.

Estes valores estdo relacionados com o coeficiente de partigdo do substrato e do
produto nas diferentes fases do sistema, ou seja, na camada da interfase (surfactante)
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ou no meio organico (solvente) que contém as micelas.

A partir dessas informagdes, calculou-se a correlagdo entre log P dos diversos
componentes do sistema reacional utilizado na reagio de esteriﬁcaqio’ entre o 1-.
pentanol € os 4cidos de cadeia normal. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 3.7. ' ’

Acido log P | [log P;-log PJ | |log Py, - log Pyl | llog Py-log Pyl | [log Py, - log Pyl
Wurico (Crp) | 495 0,68 1,75 3,14 421
mirfstico (Cy4) | 599 1,72 2,9 4,18 525
palmitico (C1g) | 7.03 2,76 3.83 52 629
estedrico (Crg) | 8.07 3,80 4.87 6.2 733

TABELA 3.7 - Correlagio entre log P dos diversos componentes do sistema reacional, utilizado
para a sintese de ésteres, a partir do 1-pentanol e de diversos 4cidos de cadeia normal

a. log P; € o log P da interface que, neste caso, € o log P do AOT € aproximadamente 4,27.

b. log P, € 0 log P do solvente, isto &, log P do ciclo-hexano € igual a 3,20.

c. logP, éologPdoprodu(ofonnadonamcéo(log Poc12="7.41; log Pc14 = 8,45; log Ppcis
=9 49 log PpC18= l0.53)

Pode-se observar que o dcido ldurico é o melhor substrato, pois este possui o
menor valor de llog P; - log Pgl. Isto indica que este € o substrato que atinge a maior
concentragio na interfase da micela e, conseqiientemente, é catalisado mais
rapidamente que os demais substratos. Além disso, o 4cido ldurico possui também o
menor valor de llog Py - log Ppl.' Em conseqiiéncia, o seu produto passa mais
rapidamente para a fase orginica apds a sua formagio do que os produtos formados
pelos demais substratos.

A explicagdo para a catdlise do 4cido estedrico ser mais rdpida do que a dosl
4cidos miristico e palmitico reside no fato de que 0 mesmo possui o maiores valores
para llog Py, - iog Py ¢ llog P; - log Ppl. Estes valores estio associados,
respectivamente, com a baixa concentragdo do substrato na fase orgénica e a passagem
rdpida do produto para a fase orgénica, ao final da reagéo.

Outro dado interessante pode ser observado quando os resultados da reaqio de
esterificagdo catalisada pela CV lipase em sistema de organo-gel sdo comparados com
os resultados de reagdes de esterificagdo catalisadas por lipases de outras fontes, em
meios reacionais diferentes. A Figura 3.4 mostra que o melhor substrato para a reagio
de esterificagdo € o 4cido ldurico, € que este resultado independe da fonte da lipase.
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FIGURA 3.4 - Comparagdo entre dcidos lineares como substratos para reagdes de esterificagio
catalisada por urés tipos de lipase

- CV lipase imobilizada cm organo-gel de ciclo-hexano incubada por 24 horas a 25°C com
4cidos e 1-pentanol em ciclo-hexano. O rendimento da esterificagio foi expresso como 0
rendimento relativo (%) do rendimento do laurato de pentila (90%).

- Pseudomonas sp. lipase: (+/-) mentol e 4cidos foram adicionados ao caldo de cultura da
Pseudomonas sp. e a mistara foi agitada por 72 horas a 30°C. O produto foi extraido com
n-hexano ¢ purificado por cromatografia de coluna com silica gel (84]. O rendimento de
esterificacdo foi expresso como o rendimento relativo (%) do rendimento do laurato de -
mentila (53%).

- Céndida cylindracea lipase: esterificagdo do n-hexanol e 4cidos em sistema de micela
reversa de [AOT] = 0,1 M e iso-octano com W, = 11,1 a 25°C. A velocidade de
esterificagdo foi expressa como a velocidade relativa (%) da velocidade do laurato de
hexila [78].
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Rees e Nascimento [80] estudaram o comportamento de écid&s com cadeias -
- ramificadas e cadeias ciclicas, em reagdes de esterificagio catalisada pela CV lipase,
" em sistema de organo-gel de n-heptano. Seus resultados mostram que os 4cidos
ramificados ou ciclicos sofrem esterificagio em velocidade muito mais lenta que a
velocidade de esterificagdo dos 4cidos lineares.

No presente trabalho o mesmo efeito foi observado quando da utilizagdo do
4cido 4-metil-pentanéico em sistema de organo-gel de ciclo-hexano. A eficiéncia desta
reagdo de esterificagdo foi de apenas 26% em 24 horas de incubagio, resultado este que
¢ muito semelhante ao encontrado no sistema de organo-gel de n-heptano [80]. A
redugdo da atividade enzim4tica causada por esses substratos de cadeia ramificada ¢,
muito provavelmente, devido a problemas de acomodagdo dessas moléculas no sitio
ativo da enzima. ’

Outro aspecto que foi observado, quando da realizagdo das reagdes de
esterificagio, foi que um 4cido linear com apenas uma insaturagio na cadeia carbonica,
como o 4cido oléico, ¢ um bom substrato para a CV lipase. Este resultado pode ser
comparado com os resultados obtidos por Rees e Nascimento [80], quando da
utilizagdo de 4lcoois com uma insaturagdo na cadeia carbdnica. Os resultados obtidos
com estes 4lcoois insaturados n3o foram diferentes dos obtidos com 4lcoois de cadeia
normal. Adicionalmente, tanto a forma cis quanto a forma trans possui a mesma
eficiéncia nas reagbes de esterificagdo catalisadas pela CV lipase.

Entretanto, quando da utilizagdo de 4cido linear com duas insaturagdes na cadeia,
este trabalho mostra uma acentuada queda na efici€ncia da reagio de esterificagdo. O
rendimento da reagdo de esterificagéo do 4cido s6rbico foi de somente 7%.

Nesta reagdo, o éter etilico foi utilizado como solvente devido a restrigdes de
solubilidade do 4cido sérbico. As restrigSes de solubilidade dos substratos ou produtos
implicam na utilizagdo de solventes apropriados para cada composto. Porém, a
utilizagdo de diferentes solventes provoca alteragdes nos rendimentos das reagdes
realizadas em sfntese enzimdtica em sistema de organo-gel. O efeito do solvente na
reagdo de esterificagdo catalisada pela CV lipase € discutido no ftem 3.8 deste Capftulo.

Entretanto, pode-se antecipar que h4 uma queda de 52% no rendimento da reagdo
de esterificagdo entre o 4cido oléico e 1-pentanol, quando o n-octano € substituido pelo
éter etilico. A queda do rendimento da reagdo do 4cido sérbico (cadeia com duas
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ligagdes duplas) comparada com a do 4cido ldurico (cadeia saturada) foi de 92%.
| Comparando-se as quedas de rendimento obtidas nestas reagdes, observa-se que além
do efeito do sQlycnie (52%) existe uma contribuigdo adicional (40%) devida,
provavelmente, 3 estrutura do 4cido. Ou seja, a queda no rendimento é-causada pela
agdo combinada dos efeitos do solvente e da estrutura do 4cido s6rbico.

Com relagdo 2 estrutura do 4cido s6rbico, dois fatos podem estar ocorrendo: |

L. O impedimento estérico, causado pelo fato do volume da molécula com duas

. insaturagbes ser, como um todo, muito maior que o volume da molécula que

possui somente uma insatﬁrac;io (principalmente porque o 4cido sérbico possui
configuragdo trans, trans).;

II. A insaturagdo no 4cido sérbico estar mais perto da carbonila, exercendo assim
um impedimento estérico muito maior do que no caso do 4cido oléico. Este
ultimo possui a insaturag@o entre os carbonos nove e dez que é muito distante da
carbonila. Em conseqii€ncia, ele pode estar sendo “visto” pela enzima como um
4cido de cadeia normal, pois esta parte da molécula ndo interage no sitio ativo da
mesma, como acontece com os 4cidos com ramificagdes em carbonos muito
afastados da carbonila. '

As consideragdes acima referem-se unicamente ao efeito da estrutura do
substrato no rendimento da reacio. Contudo, € importante salientar que os efeitos
observados sdo resultantes da agdo combinada da estrutura do substrato e do efeito

solvente.

3.7.2. Sintese de Tioésteres a partir de Diversos Ti6is

Os tidis sdo substancias de grande importincia na sfntese organica, porque sio
reagentes ideais para a preparagdo de novos compostos qﬁe necessitem conter 4tomos
de enxofre. Recentemente, o interesse pelos tioésteres vem aumentando, especialmente
no caso dos acetil tioésteres porque essas substincias sdo intermedidrias na sfntese de
agentes anti-hipertensivos ¢ outras drogas de interesse clinico [26].
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Uma variedade de tioésteres foram sintetizados pela primeira vez neste trabalho
em sistema de organo-gel, com o propdsito de se verificar a atividade catalftica da
ennma cv hpase nessas reagdes.

Os resultados das sinteses de uoésteres estdo apresentados na Tabela 3 8. Estes
resultados mostram que a CV lipase catalisa as reagdes de esterificagdo entre o 4cido
oléico e os diversos ti6is. Porém, os rendimentos destas reagdes sio muito baixos
quando comparados com as reagdes com 4dlcoois. Além disso, o perfodo de incubagio
das reagdes foi de 30 dias, perfodo este muito longo quando comparado com as reaqées
de esterificagdo comuns catalisadas pela CV lipase.

Tiol Produto Rendimento

(%)
CH;3(CHy);,SH CH3(CH,)4;-S-(0O=)C-(CH2)7CH=CH(CH,)7CH, 340
CH,(CH,),SH CH3(CH3),-8-(0=)C-(CH,)yCH=CH(CH,);CH; 260
CH;CH,CH(CH,)SH | CH3CH,CH(CH,)-S-(0=)C-(CH,);CH=CH(CH,);CH; 100
CH;CH,SH CH3CH;,-$-(0=)C-(CHCH=CH(CH,);CH; 9,7
CeHs-SH CeHs-S-(0=)C-(CH3)7CH=CH(CH,);CH;3 9,0
p-CH3-C¢H,SH p-CH3-C¢H ¢-S-(0=)C-(CH2)yCH=CH(CH,);CH, 6,0
p-Cl-C¢H,SH p-C1-C¢H,4-S-O=)C-(CH3)yCH=CH(CH;);CH; 50

TABELA 3.8 - Sintese de tioésteres catalisada pela CV lipase com diferentes tiéis e 4cido oléico.

As reagOes foram efetuadas com 10 ml de organo-gel de ciclo-hexano seccionado em 30 ml de
ciclo-hexano contendo 0,01 mol de cada substrato, apresentando [CV lipase] = 0,25 mg/ml do
gel, [AOT] = 0,15 M e W, = 92,59. As rea¢Oes foram submetidas a agitagio magnética suave,
sendo o tempo de reagdo de 30 dias a 25°C. -

A reagio se mostra muito sensivel a mudangas da estrutura da molécula do tiol.
Desta forma, o encurtamento da cadeia carbonica, a presenga do anel benzénico, € a
existéncia do grupo SH em carbono secunddrio provocam uma dinﬁnuigﬁo no
rendimento da reagdo. '
Estes resultados quando analisados com resultados publicados por Rees e
. Nascimento [80] na utilizagdo da enzima CV lipase em reagdes de esterificagdo entre
o dcido decandico e diversos dlcoois, mostram que os tidis reagem de maneira
semelhante aos dlcoois em algumas circunstincias.
As reagdes com tiis secunddrios, similarmente as com 4lcoois secunddrios,
resultam numa diminuigdo no rendimento do produto, sendo que a queda no
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‘rendimento da reagdo do tiol secund4rio é relativamente mais pronunciada que a do -

4lcool secunddrio. De qualquer forma, a diminuigdo da atividade enzimética causada
pof' esses substratos €, muito provavelmente, devido a problemas de acomodagio
dessas moléculas no sftio ativo da énzima. _

As reagdes com o tiofenol e seus derivados apreséntarain uma queda no
rendimento dos produtos ainda maior do que no caso dos ti6is secundérios. Esta queda
no rendimento dos tidis que contém o anel benzénico é compardvel A diminui¢do no
rendimento da reagio do 4dlcool ciclo-hexanol no trabalho de Rees. Em ambos os casos
a presenga do anel benzénico na molécula do tiol e a presenga do ciclo na molécula do
4lcool devem provocar problemas de acomodagio no sftio ativo da enzima, j4 que os

volumes dessas moléculas sdo, sem divida, muito maiores que os volumes dos ti6is € -

dos dlcoois secunddrios.

O comportamento dos ti6is de cadeia normal ndo encontra qualquer semelhanga
com o comportamento dos dlcoois de cadeia normal. H4 uma queda no rendimento da
reagdo quando ti6is com cadeias mais curtas s3o utilizados.

Estes resultados podem ser explicados da seguinte maneira. Quando se examina
mais atentamente a correlagio entre o log P dos substratos de cadeia normal com os
diversos componentes do meio reacional, o que se observa € que o 1-dodecanotiol é
sem divida o melhor substrato péra esta sintese. Na Tabela 3.9 estio apresentados os
dados das correlagdes de log P para os trés tiéis de cadeia normal utilizados na sintese
de tioésteres em sistema de organo-gel de ciclo-hexano. Analisando-se esses dados,
conclui-se que o 1-dodecanotiol € catalisado mais rapidamente porque ele mantem a
sua concentragio na interfase mais alta, jd que possui o valor mais baixo para llog P; -
log Pgl. Isto significa que o 1-dodecanotiol tem uma afinidade muito maior para se
solubilizar na interfase que os outros dois ti6is.

Além disso, o 1-dodecanotiol possui o maior valor para llog Py, - log Py, o que
significa que a sua concentragio na fase orginica € mantida mais baixa que a dos outros
dois tiis. Este comportamento s6 vem a aumentar o deslocamento do 1-dodecanotiol
para a interfase, aumentando ainda mais a sua catdlise.

Adicionalmente, o produto formado na reagdo do 1-dodecanotiol passa mais
rapidamente para a fase orgénica, dado que o mesmo possui o maior de llog P; - log Ppl.
Este dado est4 relacionado com a maior afinidade do produto em se dissolver no meio
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orginico do que na interfase. Assim, a reagdo de esterificagdo deste Substrato é

deslocada para a formaqao do produto mais facxlmente o que as reaqoes do ctanouol e

do propanonol
Substrato llog P, - log Py} | llog Py - log PJ | llog P, - log Pyl | log Py - log P,
etanotiol (C,) 3,05 1.98 344 4.51
propanotiol (Cs) 2,53 146 396 503
dodecanotiol (C;,) 2,14 321 '8.63 970

TABELA 3.9 - Comrelago entre log P dos diversos componentes do sistema reacional, utilizado
para a sintese de tioésteres, a partir do 4cido oléico e de diversos tidis de cadeia normal

a. log P; é aproximadamente 4,27. .

b. log P,ol € igual a 3,20,
¢ o log P do produto formado na reag3o (log Ppcz = 7,71; log Py = 8,23 log Ppcy2

. log P,
c 05250)

Algumas modificagdes no meio reacional foram realizadas com o intuito de
melhorar a efici€ncia das reagoes, sendo os resultados apresentados na Tabela 3.10.
Uma melhoria significativa no rendimento da reagdo foi observada quando da
substitui¢do do ciclo-hexano pelo hexano como solvente do meio reacional. O
rendimento do produto na reagdo com o 2-butanotiol passou de 10 para 51%. Este
resultado pode ser explicado em fungdo do log P do hexano ser superior ao do ciclo-
hexano. De um modo geral, as reagdes de sintese enzimdtica em solvente orgdnico sdo

mais eficientes na medida em que log P aumenta (ver item 3.8).

Organo-gel Solvente Substrato Rendimento (%)
ciclo-hexano ciclo-hexano 2-butanotiol 10
ciclo-hexano* hexano | 2-butanotiol 51
ciclo-hexano ciclo-hexano 1-propanotiol 26
hexano hexano 1-propanotiol 21

TABELA 3.10 - Comparag3o entre a ulilizafao do ciclo-hexano e do hexano como solvente
na sintese de tioésteres.

As reacles foram efetuadas com 10 ml de gel seccionado em 30 ml de solvente contendo
0,01 mol de cada substrato, apresentando [CV lipase] = 025mg/mldogel Organo-gel de
ciclo-hexano apresentando [AOT] = 0,15 M e W, = 92,59. Organo-gel de hexano
apresentando [AOT] = 0,20 M e W, = 59,72. Asreaqbesforam submetidas a agitac8io
magnética suave, sendo o tempo de reagio de 30 dias a 25°C.
a Reaglo submetida a agitagio em banho Dubnoff. Resultado cedido por Gelson Emerin
Prudéncio (Estigio de Iniciaglo Cientifica em andamento).
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_ Além disso, o valor de llog Pg - log Pl para o hexano é maior que o valor para
o ciclo-hexano (Tabela 3.11). Isto implica dizer que o substrato é mantido em
' concentragdo mais baixa no hexano, deslocando-se para a interfase, onde € catalisado.
mais rapidén‘iente do que quando o solvente € o ciclo-hexano. ‘ ’
O valor de llog Py - log Ppl para o hexano € menor que o valor para o ciclo-
hexano. Assim, o produto formado pela reag@do em hexano passa mais rapidamente
para o solvente apds a sua formagdo do que quando o solvente € o ciclo-hexano.
Quando da tentativa de se obter resultados superiores com a troca do solvente na
execugdo do gel, a reagdo do 1-propanotiol ndo mostrou alteragbes significativas
(Tabela 3.10). Nenhuma hipétese foi formulada até o momento para explicar este fato.

Solventes [log Py, - log Pyl | llog Py, - log Py
hexano 1,24 5,60
ciclo-hexano 0,94 5,90

TABELA 3.11 - Corrclagio entre log P dos diversos
componentes do sistema reacional, utilizado para a sintese
de tioéster, a partir do 2-butanctiol e do 4cido oléico.

108 Phexano = 3.50; 108 Peicio-hexano = 3,205
10g Pgupstrato = 2,26; log Pprodulo =9,10.

Avaliando-se os resultados obtidos neste item, percebe-se que o sistema de
organo-gel é um bom meio para se proceder a sintese de tioésteres. Porém, a atividade
da enzima CV lipase mostrou-se muito baixa para este tipo de sintese.

Bianchi [26], estudando reaqc')es‘ de transesterificagdo com substratos que
continham na mesma molécula os grupamentos éster e tioéster, observou que as lipases
PPL (lipase pancredtica suina) € LP (Pseudomonas cepacea) demonstraram alta
quimioseletividade para o grupamento tioéster. Esta quimioseletividade estava
relacionada tanto com tioésteres provenientes de tidis primdrios do que com tidis
secundérios. As reagdes de Bianchi foram realizadas em sistemas de enzimas em
suspensdo.

Com base nos resultados de Bianchi, propde-se a utilizagdo das enzimas PPL e
LP em sinteses de tioésteres em sistema de organo-gel, visto que a atividade da CV
lipase mostrou-se muito baixa para estes tipos de substratos.
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3._7.3. Sintese de Amidas Através da Acilacao Enzimitica de Aminas

Algumas  tentativas de sintese de amidas foram desenvolvidas utilizando Ccv

lipase em sistema de organo-gel em ciclo-hexano, sendo os resultados apresentados na .

Tabela 3.12. A eficiéncia das reagBes foi muito baixa, apresentando os valores de
rendimentos dos produtos inferiores a 5%. - o

Amina Produto Rendimento (%)
CH3(CHy)|;NH,* CH;(CH,);N-(O=)C(CH,),-CH=CH(CH,);CH; inferiora 5
CeH 5-NH2" CeHs-N-(O=)C-(CH,)/CH=CH(CH,),CH,4 inferiora 5
Ce¢Hs-CHoNH,® CgHs-CHy-N-(0=)C-(CH2)7CH=CH(CH,);CH, inferiora 5

TABELA 3.12 - Sintese de amidas catalisada por CV lipase com diversas aminas e 4&cido oléico.

As reagdes foram efetuadas com 10 ml de organo-gel de ciclo-hexano seccionado em 30 ml
de ciclo-hexano contendo 0,01 mol de cada substrato, apresentando [CV lipase] = 0,75 mg/
ml do gel; [AOT] = 0,15 M e W, = 92,59. As reagbes foram submetidas a agitag3o magnética
suave a 25°C, com tempos de reagfo de 53*, S0P e 23¢ dias, respectivamente.

Estes valores sdo estimativas, dado que nessas concentragbes os produtos nido
puderam ser purificados pelos métodos utilizados nesse trabalho.

- Estes resultados podem ser atribuidos 2 falta de eficiéncia da enzima CV lipase
em catalisar as reagdes. Isto pode ser confirmado pelo trabalho de Kitaguchi [24], no
qual vdrias lipases de diversas fontes foram utilizadas na sintese enantioseletiva de
amidas, a partir da transesterificagido do butirato de fluoretila com a a-
metilbenzilamina. As reagdes foram efetuadas com suspensio de enzimas em vérios
solventes organicos. A lipase mais eficiente foi a PPL ¢ a CV lipase foi a enzima que
se mostrou a menos eficiente de todas as seis utilizadas.

Tuccio e colaboradores [28] realizaram sinteses de n-octil-alquilamidas
catalisadas por vérias lipases em meio orgénico, e os resultados foram de no mdximo
50% no rendimento dos produtos, apés uma semana de incubagdo da reagdo a 40 °C.
A enzima mais eficiente foi a lipase proveniente do fungo Rhizopus arrhizus. As
reagdes foram executadas em suspensdo da enzima em n-hexano.

Como o sistema de organo-gel mostrou-se mais efetivo nas reagdes de
esterificagdo comuns do que os sistemas em suspens3o, propds-se a sua utilizagdo na
sfntese de amidas. Porém, conclui-se que outras enzimas devam ser utilizadas para a
sfntese de amidas, haja visto os resultados insatisfat6rios obtidos com a CV lipase.
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Como a utilizag@o de outras enzimas nio faz parte do escopo desse trabai-ho, ficam aqui
registradas apenas as possfveis enzimas que possam ser utilizadas em sfntese de
amidas, quando imobilizadas em organo-gel, a saber: PPL, Rhizopus arrhizus lipase e
Quinﬁouipsina. Esta dltima deve ser eficiente porque € uma protease ¢ tem grande
atividade em catalisar reagdes em substratos com grupos funcionais amida.

* 3.8.EFEITO DO SOLVENTE NA EFICIENCIA DA REACAO DE
ESTERIFICACAO CATALISADA PELA CV LIPASE EM
SISTEMA DE ORGANO-GEL

O:s itens anteriores descreveram a'utilizaq:io do sistema de organo- gél em reagoes
de esterificagdo, nos aspectos concernentes ao gel propriamente dito ¢ aos diversos
substratos utilizados. Para concluir a abordagem do sistema de organo-gel em sintese
orginica, dados referentes & agdo dos solventes na efici€éncia da reagdo serdo aqui
descritos.

Viérios solventes foram utilizados com o propésito de estudar a eficiéncia da
reagdo de esterificagdo entre o 4cido oléico e o dlcool 1-pentanol. A reagio foi
catalisada pela CV lipase imobilizada em organo-gel de ciclo-hexano. Os resultados
obtidos estdo descritos na Tabela 3.13. _

A partir destes dados pode-se observar uma grande variagio na eficiéncia da
reagdo. Os valores variaram de um médximo de 88% no rendimento do produto, quando
o n-octano foi utilizado como solvente, até um valor de 7%, quando os solventes foram
o xileno ¢ o 1,4-dioxano. ,

Na tentativa de relacionar a eficiéncia da reagdo com a polaridade do solvente,
vérios indicadores, como o coeficiente de partigio (log P), a constante dielétrica (€) e
o momento de dipolo (D) foram utilizados. Estes indicadores estio listados na Tabela
3.14. ‘

Nido existe nenhuma correlagdo da eficiéncia da reagdo com os valores da
. constante dielétrica ou com os valores de momento de dipolo. Entretanto, existe uma
correlagdo nftida entre os valores log P ¢ os de rendimento dos produtos das reagdes,
que pode ser observada na curva em “S" descrita na Figura 3.5. Curvas similares sdo
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apresentadas por Laane [89), onde esta observagio é conﬁnnada pelo autor qué log P
¢ o Unico indicador da medida da polaridade do solvente que pode ser relacionado com
a eficiéncia dos biocatalisadores em sintese em meio orgamco

Solvenfe . Rendimento (%)
n-octano 88 -
iso-octano 83
n-heptano 82
ciclo-hexano : 79
n-hexano 78
éter de petrdleo 77
tolueno 70
tetracloreto de carbono 63
benzeno 45
éter etilico 42
clorof6rmio 12
“xileno
1,4-dioxano ' 7
n-hexadecano® -

TABELA 3.13 - Efeito do solvente na reaglio de
esterificagiio do écldo oléico com o 4lcool 1-
pentanol.

As reagles foram efetuadas com 10 ml de

. organo-gel de ciclo-hexano seccionado em 30
ml de solvente contendo 0,01 mol de cada
substrato, apresentando [CV lipase] = 0,25
mg/ml do gel; [AOT] = 0,15 M e W, = 92,59.
As reagles foram submetidas a agitaglo
magnética suave, sendo o tempo de reagao de
24h a 25°C.

* N3o foi possfvel separar o produto do solvente
devido ao seu ponto de ebuli¢io ser muito

. elevado (PE = 287°C) para se utilizar a
metodologia descrita no Capitulo 2.

Pode-se observar que quanto maior for o valor de log P do solvente, maior serd
a eficiéncia da reagdo na qual o solvente participa.

Concluindo-se, os melhores solventes para reagdes de esterificag@o catalisadas
pela CV lipase imobilizada em sistema de organo-gel sdo os que possuem valores de
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log P maiores ou iguais a 4. Este resultado est4 de acordo com os resultados obtidos
por Laane [89], para reagéés estudadas com enzimas em suspensdes em solvente
organico e com enzimas imobilizadas em micelas reversas.

Coeficiente de Constante Momento de
Solvente Particiio (log P) | Dielétrica (€) Dipolo (D)

octano 4,50 1,950 0,00
iso-octano 451 1,940 0,00
heptano : 4,00 1,920 0,00
ciclo-hexano 320 2,020 0,00
hexano 3,50 ' 1,890 0,08
éter de petréleo - - -
tolueno 2,50 2,568 045
tetracloreto de carbono 3,00 2,238 -
benzeno 2,00 2275 0,00
éter etilico 0,85 4,335 1,15
clorof6rmio 2,00 4,810 1,04
xileno . 3,10 2,570 0,62
1,4-dioxano -1,14 2,209 0,00

TABELA 3.14 - Indicadores de medida da polaridade dos solventes. Os
dados de log P foram retirados de [89] e os de constante dielétrica e
momento de dipolo foram retirados de [93]

3.9.RESUMO DOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS

As observagoes e conclusdes mais importantes obtidas a partir dos experimentos

previamente discutidos sdo as seguintes:
I. Com relagdo ao organo-gel de ciclo-hexano:
- O sistema de organo-gel pode ser formado a partir da utilizagdo do ciclo-
hexano como fase oleosa da solugdo micelar de AOT/4gua, bastando para isso

que a concentragio de gelatina do sistema esteja acima de 6,0%.

- O gel permanece transparente numa larga faixa de valores de concentragio de
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gelatina e W,

®etracioreto de carbono

éter.

Rendimento (%)
R
[—)
}

¢ cloroférmio

dioxanog ® sileno
R S S S
2 -1 0 1 2 3 4 5 6
- logP

FIGURA 3.5 - Relag3o do rendimento da reagio de esterificago entre o 4cido oléico
¢ o 1-pentanol com log P (coeficiente de parti¢io) dos solventes utilizados. Organo-
gel de ciclo-hexano, tempo de reag3o de 24 horas a 25 °C.

- O gel possui consisténcia apropriada para ser utilizado em reagdes onde a
concentragio de gelatina € de 14% (m/V) e W, = 92,59.

- O gel possui elevada estabilidade e reversibilidade térmica.

- O pH do gel € resultante da dissolugdo da gelatina no meio.

Capilo 3 - Apresentaciio e Discussio de Resuliados -



IL.

IIL

- O gel € estdvel quando em contato com: solventes com log P maiores ou iguais .

a 0,85; 4cidos com log P maiores ou iguais a 1,50; dlcoois com log P maiores
ou iguais a 1,30; e ti6is com log P maiores ou iguais a - 0,43. -

Com relagiio & enzima CV lipase imobilizada em sistema de organo-gel:

- A enzima permanece com uma atividade de até 87% quando imobilizada neste
sistema por um perfodo de até doze meses.

- A enzima € muito eficiente na catdlise de reagGes de esterificagdo entre o 1-
pentanol e diversos dcidos de cadeia linear. O melhor substrato encontrado para
esta enzima nas condigdes estudadas foi o 4cido l4urico. Acidos com cadeias
ramificadas ou cadeias com duas insaturagbes niao sdo substratos muito
adequados para a enzima em questio.

- A CV lipase ndao € muito eficiente na catdlise de reagdes de sintese de tioésteres

e de amidas.

- A CV lipase (da Genzyme) € extremamente ativa neste sistema numa
concentragio de 0,25 mg/ml.

Com relagdo a execugio das reagdes utilizando o organo-gel como suporte sélido

para imobilizar enzimas:

- Os melhores solventes para serem utilizados nas reagdes em organo-gel sdo
aqueles que possuem log P maior ou igual a 4,0.

- O gel deve ser submetido a extragdo dos possfveis remanescentes dos produtos
e substratos apds o término da reagfo, evitando-se assim a contaminagdo das
reagdes subseqiiente. '
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- As regras de otimizagdo de Laane para reagOes enzimdticas em suspensio em .

solventes organicos ou em micelas reversas podem também ser aplicadas para
as reaqécs enzimdticas em organo-gel. Isto €, os substratos devem ser
escolhidos de acordo com o surfactante € o solvente utilizados na reagio e/ou
com o produto que seré produzido.
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CAPITULO 4 - CONCLUSAO

Analisando-se os objetivos estabelecidos no Plano de Trabalho (Capitulo 1),
observa-se que os mesmos foram plenémente alcangados, no que tange a investigagao
das propriedades e uso do organo-gel de ciclo-hexano. A seguir estdo apresentadas as
principais conclusdes que foram obtidas a partir da execugio deste trabalho. Para que
essas informagdes fossem descritas de forma estruturada, as mesmas foram .
classificadas nos seguintes topicos. |

- caracterfsticas do sistema de organo-gel;

- imobilizag3o da enzima CV lipase e utilizagdo em reagoes;

- otimizagdo do meio reacional contendo organo-gel;

- andlise comparativa dos sistemas de imobilizagdo enzimitica para utilizagdo

em sintese organica.

4.1. CARACTERISTICAS DO SISTEMA DE ORGANO-GEL

A partir do diagrama de fases do organo-gel, pode-se concluir que a formagdo do
mesmo, para uma concentragdo determinada de surfactante, depende, de um modo
geral, das quantidades de gelatina, de 4gua e de solvente. As quantidades de gelatina e
de 4dgua variam consideravelmente de um sistema de organo-gel para outro. Esta
variagio ¢ determinada pelo solvente presente no sistema. Desta forma, cada solvente
interage no sistema de organo-gel de uma forma peculiar as suas estrutura e
propriedades fisico-quimicas.

O organo-gel de ciclo-hexano requer mais gelatina para gelificar-se (6,5% m/V)
quando comparado com os organo-géis de heptano (3,5%) [60] e hexano 4,5%); e
requer aproximadamente a mesma quantidade de gelatina que o sistema de organo-gel
de iso-octano (6,2% m/V) [49]. A quantidade de 4gua que o sistema de organo-gel de
ciclo-hexano requer para a sua gelificagdo € de aproximadamente o dobro das
quantidades de dgua dos demais sistemas.

A partir do diagrama de fases do ciclo-hexano pode-se verificar que este solvente

1. Dissertacio de Mestrado de Roberto Dalla Vecchia.
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forma um sistema homogéneo e estdvel (uanspane'ntc) numa larga faixa de valores de
concentragdo de gelatina e W, Isto € um indicativo de que este solvente tem uma
grande capacidade de formar uma estrutura apropriada 2 manutenq’éo. da microemulsio
gelificada. ' | .

. O organo-gel de ciclo-hexano possui caracteristicas apropriadas para ser -

utilizado na imobilizagdo de enzimas e, conseqiientemente, ser utilizado em sinteses
com solvente orginico, quando a sua composigio € de 14% (m/V) de gelatina e Wy =
92,59. Este sistema tem grande estabilidade e reversibilidade térmica, 0 que permite a
sua fusdo a temperaturas superiores a 30°C ¢ a sua regéliﬁcagﬁo tantas vezes quantas
se fizerem necessérias. A estrutura do organo-gel é também muito estdvel por vérios
meses, quando armazenado congelado a - 20°C, ou a temperatura ambiente, desde que
esteja submerso em solvente apropriado.

A estrutura do organo-gel de ciclo-hexano permanece estdvel (i. e., gel sélido e
transparente) na presenga de: solventes com log P maior ou igual a 0,85; 4cidos com
log P maior ou igual a 1,50; 4lcoois com log P maior ou igual a 1,30; e tidis com log P
maior ou igual a - 0,43. Quando na presenga de substincias mais hidrofilicas que as
supra-citadas, o gel € atacado e pode ser até totalmente destruido. O fato do organo-gel
ser menos estdvel na presenga de substéncias hidrofilicas € um indicio de que uma certa
quantidade de dgua € essencial na estabilizagdo da rede de gelatina do gel; e que o
solvente ou 0 substrato, que compete com a gelatina por esta quantidade de dgua, pode

destruir a rede de gelatina, provocando danos 3 estrutura do gel. Este fato € muito -

importante e deve ser considerado quando da preparagido do meio reacional para uma
determinada sintese. Assim, solventes e substratos devem ser escolhidos ndo somente
de acordo com a reagao a ser realizada, mas também considerando-se a sua agio sobre
o gel. -

4.2. IMOBILIZACAO DA ENZIMA CV LIPASE E UTILIZACAO
EM REACOES )

Quando o sistema de organo-gel € utilizado para imobilizar a enzima CV lipase,
esta permanece ativa no sistema por até 12 meses de armazenamento 2 temperatura
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ambiente, sendo que a sua efici€ncia permanece em torno de 87%.

A enzima CV lipase quando imobilizada em sistema de organo-gel de ciclo-
hexano € muito ativa na catdlise de reagGes de esterificagdo entre o 1-pentanol e
diversos 4cidos carquﬂicbs; Os 4cidos alqiu’licos de cadeia normal s3o os melhores
substratos, por ndo- possuirem: nenhum impedimento estérico, interagindo, assim,
facilmente com o sitio ativo da enzima. Através deste trabalho, e das andlises dos dados
da literatura, fica evidente que o melhor substrato para a enzima CV lipase € o 4cido
l4urico, independentemente do sistema utilizado para a imobilizagdo da enzima.

A enzima CV lipase ndo € muito ativa na catdlise de tioésteres. A substituigdo do
4tomo de oxigénio do dlcool por um enxofre no tiol resulta numa queda de rendimento
da reagdo. A atividade da enzima CV lipase é muito pequena para moléculas contendo
enxofre. Isto pode estar associado com a configuragdo da estrutura do complexo
enzima-substrato. A interagdo dos residuos dos aminodcidos do sitio ativo € mais
efetiva com o oxigénio do que com o enxofre. Isto pode estar associado ao tamanho do
dtomo de enxofre, que € muito maior do que o de oxigénio. ‘

A enzima CV lipase também mostrou-se pouco efetiva nas reagdes de acilagio

de aminas.

4.3. OTIMIZACAO DO MEIO REACIONAL CONTENDO
ORGANO-GEL

A partir de todos os experimentos realizados neste trabalho, alguns aspectos a
serem considerados na otimizagdo do meio reacional foram levantados. Os principais
- aspectos sdo a extragdo do produto retido no gel e a observagio do efeito do solvente
no meio reacional. _

Quanto a retengio do produto no gel, verificou-se que uma fragdo do produto da
catélise fica retida no gel apds o término da reagdo. Esta retengdo € resultado do
particionamento do produto entre o solvente da reagdo ¢ o gel. Desde que a enzima CV
lipase localiza-se na interfase (camada de surfactante) da micela reversa, pode-se
inferir que o produto fique particionado entre a interfase e o solvente. Para que a
difusdo do produto para fora do gel seja total, a sua extragdo com solvente puro se faz
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necesséria. Este procedimento permite a obtengdo de todo o produto sintetizado, além
de manter o gel isento de remanescentes da reagdo, possibilitando a sua reutilizagio.
Com referéncia ao efeito do solvente na eficiéncia da reagdo de esterificagéo,
detectou-se que os solventes com log P maior que 3 foram os que apresentaram
maiores rendimentos. Neste caso, a presenga de solventes mais hidrofilicos prejudica
a atividade da enzima no sistema. A perda da atividade enzimitica estd relacionada
com a capacidade dos solventes mais hidrofilicos desestabilizarem a interagdo entre a
4gua e a enzima. Com isso, os solventes provocam a perda da estrutura quaternéria da
enzima e, em conseqiiéncia, a conformagao do sftio ativo € destruida, resultando na sua
inativagdo. Assim, o solvente, dependendo da sua hidrofibicidade, pode causar dano 3
estrutura do gel e A estrutura da enzima, sendo que a estrutura da enzima € muito mais
sensfvel a este efeito que a estrutura do gcll.
Além de ter apresentado reagbes inéditas com o sistema de organo-gel, este
trabalho compilou um conjunto de regras praticas resultantes da andlise combinada de
- dados experimentais e da literatura, lteis 2 otimizagdo do rendimento das reagbes com
o organo-gel. Estas regras préticas sdo basicamente as seguintes: '
- 0 solvente e os substratos devem ter uma hidrofibicidade adequada para ndo
reduzirem a atividade enzimética e ndo provocarem danos 2 estrutura do gel;
- os substratos devem ser escolhidos de acordo com o surfactante utilizado no

organo-gel, com o solvente utilizado na reagao e com o produto da reag3o.

As regras préticas acima sio derivadas das regras de otimizagdo de Laane [84],
que levam em consideragdo os valores de log P de cada componente do sistema. Assim,
‘pode-se, de maneira teérica, prever o comportamento de um dado meio reacional
através dos cdlculos de log P de seus componentes. Caso a reagio nio s¢ mostre
teoricamente eficiente com os componentes calculados, pode-se melhor4-la com a
troca de qualquer um dos componentes do sistema, de forrha a obter-se uma

1. Os dados experimentais, andlises e conclusdes associados ao efeito do solvente fazem parte
de um “paper” em publicaglo no “Tetrahedron Letters”, sob o titulo “Enzyme-Catalysed
Esterifications in Microemulsion-Based Organo-gels”. Os demais assuntos deste trabalho
sBio tratados em um segundo. “paper” submetido a0 “Journal of Colloid Interface Science™,
sob o titulo “The Preparations of Microemulsion-based Gels of n-Hexane or Cyclohexane
for Enzyme Immobilization™.
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combinagdo adcquada de componentes. Desta forma, pode-se economizar tempo e
reagentes, além- dc se otumzar a quanndadc de reagdes necessdrias para se sintetizar o
produto de interesse. ”

4.4. ANALISE - COMPARATIVA DOS SISTEMAS DE
IMOBILIZACAO ENZIMATICA PARA UTILIZACAO EM
SiNTESE ORGANICA

Finalmente, com todos os dados discutidos até agora, realizou-se uma
comparagio entre o sistema de organo-gel e os demais sistemas descritos na literatura
para a sintese enzimdtica em solvente organico.

Os sistemas de enzimas fisicamente imobilizadas ou quimicamente modificadas
sdo os métodos mais complexos € demorados para se imobilizar enzimas. Apesar do
método de imobilizagdo fisica apresentar preparo mais simples que o método de
modificagdo quimica, o mesmo apresenta uma perda de at€é 40% na atividade
enzimética.

O sistema bifésico € de ficil preparagdo e os produtos s3o facilmente separados
do biocatalisador. A inibigdo da enzima, apesar de poder ser minimizada pela escolha
do solvente adequado, pode ser de até 10% em cada reag@o. As maiores desvantagens
deste sistema s3o a necessidade de agitagdo continua do meio reacional e a alta
concentragdo requerida para a enzima (5 a 20 mg/ml).

O sistema de suspensdo €, sem divida, o sistema de preparo mais simples. A
sepafac;ﬁo do produto € feita por filtragdo da enzima, o QUe leva sempre a uma pequena
perda de sua massa a cada filtragdo. A inativagdo da enzima € facilmente minimizada
pela escolha do solvente adequado. Porém, se o sistema ndo estiver sobre agitagio
contfnua, hd uma queda considerdvel no rendimento da reagdo. Outra desvantagem
reside na necessidade de alta concentragdo da enzima (2 a 50 mg/ml).

O sistema de micela reversa possui diversas caracterfsticas que 0 toma mais
adequado que os supra-citados. As principais vantagens deste sistema sdo as seguintes:

- ser de f4cil preparagio ¢ muito estdvel;

- seu meio reacional ndo requerer agitagio;
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- a concentragio de enzima necessdria para imobilizagdo s¢r consideravelmente
pequena;

- apresentar inibigdo enzimética pelos substratos muito reduzida;

- apresentar altos rendimentos em solventes com log P maior que quatro.

Suas principais desvantagens sdo a diffcil separagdo dos produtos do meio
reacional € a perda da atividade enzim4tica em até 40% apés a preparagdo do sistema.

O sistema de organo-gel, por sua similaridade, possui todas as vantagens do
sistema de micela reversa (com excegdo da necessidade de agitagdo contfnua,
requerida pelo sistema de organo-gel), sem apresentar as suas respectivas
desvantagens. Consegiientemente, este € sem divida o melhor método,
especialmente em termos:

- de facilidade de separagdo do produto do biocatalisador, bastando para isso a
decantagdo da mistura reacional;

- da baixa concentragio requerida pela enzima (0,25 mg/ml);

- da menor perda de atividade enzimdtica (no méximo de 20%).

Concluindo-se, com base nas comparagdes acima, a principal contribuigdo deste
trabalho foi ter provado que a utilizag3o do sistema de organo-gel € a metodologia mais
adequada para a imobilizagdo de enzimas, objetivando a sua utilizagdo em sintese com

solvente orgéanico.

4.5. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

A seguir sdo apresentadas algumas sugestdes para a otimizagdo de alguns dos
experimentos apresentados no Capftulo 3, bem como para o desenvolvimento de
experimentos adicionais. '

Quanto 2 otimizagdo de alguns dos experimentos do Capftulo 3, propde-se a
substitui¢dao da enzima CV lipase por outras enzimas nas reagdes de tioesterificagio e
sintese de amidas, dado que a CV lipase apresenta uma atividade muito baixa nestas

_sfnteses. Algumas sugestdes de enzimas, possivelmente mais adequadas, sio as

seguintes:
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»Aa Reagoes de Tioesterificacao: PPL (L_ipasc Pancredtica Sufna) ¢ LP (Lipase da

- Pseudomonas cepacea).

b. Reagoes de Sintese de Amidas: PPL (Lipase Pancredtica Sufna), LipziSe do
Rhizopus Arrhizus € Quimiotripsina. -

Quanto ao desenvolvimento de experimentos adicionais para a investigagdo de
algumas das questdes ainda pendentes sobre o sistema de organo-gel, propde-se:

a. Verificar a existéncia de uma possfvel relagdo entre a quantidade de gelatina
necessdria para a gelificagdo do organo-gel e o “limite superior de temperatura de

il

fase da microemulsio” de uma séric de solventes (detalhes adicionais sdo

apresentados no Item 3.1.4).

b. Aplicar e validar a metodologia para medigdo do coeficiente de difusdo da p-
toluidina no sistema de organo-gel, com o ' objetivo de se medir o grau de
impedimento imposto pelas barreiras difusionais encontradas pelas substincias,
quando estas passam do meio reacional para o gel e vice-versa. Com base nestas
medidas de difusdo das substincias contidas no organo-gel, pode-se investigar o
grau de interferéncia provocado pelos solventes na estrutura do mesmo. A descrigdo
desta técnica, bem como sugestoes de experimentos nos quais a mesma pode ser

utilizada estdo apresentados no Anexo 3.
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ANEXO1

DADOS DE IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS

SINTETIZADOS
Produto Rf* | YC=0(cm™)® | YC=0(ecm!)®

acido ester
CH3(CHy);oC(=0)-0-CsH, 0,62 1712 1725
CH3(CHy),¢C(=0)-0-CsH 0,66 1700 1735
CH3(CH,)4C(=0)-0-CsHy; 0,58 1702 1730 .
CH3(CH,);CH=CH(CH,;C(=0)-0-CsH,, 0,56 1711 1715
CH;3(CHy),,C(=0)-O-CsH,, 0,65 1713 1740
(CH;),CHCH,CH,C(=0)-0-CsH 0,70 1700 1730
CH;CH=CHCH=CH-C(=0)-0-CsH; 0,63 1655 1700

TABELA Al.1 - Dados cromatogréficos e espectrais de I'V dos ésteres derivados do 4lcool
1-pentanol, sintetizados em sistema de organo-gel de ciclo-hexano (ICV lipase} =0,25mg/

ml de gel, tempo de reag3o 24h a 25°C).

a) As medidas de R; foram executadas em solugio hexano-éter 3:2.
b) Os espectros de IV foram realizados utilizando-se pastithas de KBr ou filmes.

Produto Rf* | YC=0(cm)®
ester
CH3(CHy)1}-5-(0=)YC-(CH,);CH=CH(CH,);CH,
CH;(CHy);-5-(0=)C-(CH2);CH=CH(CH,),CH, 0,61 1745
CH;3CH,CH(CHy)-S-(0=)C-(CH,);CH=CH(CH,),CH3 0,75 1715
CH;CH,-S-(0=)C-(CH,);CH=CH(CH,);CH; 0,75 1725
C¢Hs-S-(0=)C-(CH2)CH=CH(CH,),CH,4 0,67 1730
p-CHj3-CgH4-S(0=)C{(CH3)7CH=CH(CH,)7CH,4 0,64 1725
p-C1-CgH4-S-(0=)C-(CH,);CH=CH(CH,);CH; 0,76 1720

TABELA Al.2 - Dados cromatogrificos e espectrais de IV dos ésteres derivados do
&ido olgico, sintetizados em sistema de organo-gel de ciclo-hexano ([CV lipase] =
0,25mg/ml de gel, tempo de reaglo 30 dias a 25°C).
a) As medidas de R, foram executadas em solugio hexano-éter 3:2.
b) Os espectros de IV foram realizados utilizando-se pastilhas de KBr ou filmes.
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ANEXO 2

REAGENTES UTILIZADOS COM RESPECTIVAS FOR'MULAS

SOLVENTES

¢ acetofenona: C¢qHsCOCH,4
¢ benzeno: C¢Hg
* ciclo-hexano: CsH12
o dietiléter (éter etilico): C,H;OC,H;
¢ dimetilbenzeno (xileno): C¢H,(CH,),
¢ dimetilformamida: HOON(CH;),
o dimetilsulféxido (DMSO): (CH;),SO
e 1,4-dioxano: C;HgO,
- o heptano: C;H,¢
¢ hexadecano: C;¢Hi,
¢ hexano: CgH,,
e metilbenzeno (tolueno): CsH;CH,4
e octano: CgH,g
e propanona (acetona): CH;COCH,
"o tetraclorometano (tetracloreto de carbono): CCl,
¢ triclorometano (cloroférmio): CHCl,
* 2,2,4-trimetilpentano (iso-octano): CH,C(CH,),CH,CH(CH;)CH,

ACIDOS

-« acrilico: H,C=CHCOOH

butfrico: CH;(CH,),COOH _
3,7-dimetil-6-octenéico: (CH;),C=CH(CH,),CH(CH,)CH,COOH
dodecanéico (4cido ldurico): CHy(CH,),,COOH

* etandico (4cido acético): CH;COOH '

2-etithexanéico: CH4(CH,);CH(C,HYCOOH




e hexadecanéico (4cido palmitico): CH;(CH,),,COOH

. frans,transs2,4-hexadien6ico (4cido sérbico): CH3CH=CHCI{=CHCOOH
e 4-metilpentanGico (4-metilvalérico): CHyCH(CH,)(CH,),COOH |
e octadecanéico (4cido estedrico): CH,(CH,),(COOH

o cis-9-octadecanbico (4cido oléico): CH,(CH,),CH=CH(CH,);000H

¢ 2(p-clorofenoxi) propidnico: CH;CH(CIC(H,0)COOH

e tetradecanéico (4cido miristico): CH;(CH,),,COOH

ALCOOIS

n-butanol: CH;(CH,);OH

e ciclo-hexanol: C¢H;;OH

¢ 2-dimetilaminoetanol: (CH3)2N(CH2)2OH
¢ 3.dietilaminopropanol: (C,Hs),N(CH,);OH
e etanol: CH;CH,OH

e etileno glicol: HOCH,CH,OH

¢ n-hexanol: CH,;(CH,)sOH

e mentol: (2-CH(CH,;)CH,OH)(5-CH;)C¢H,OH
e metanol: CH;O0H

* n-octanol: CH;(CH,);OH

* n-pentanol: CH;(CHp),OH

 n-propanol: CH;(CH,),OH

TIOIS

e 2-butanotiol: CH;CH,CH(SH)CH,
e p-clorotiofenol: CICsH,SH

* 1-dodecanotiol: CH3(CH,);,SH

e p-metiltiofenol: CH;C¢H,SH

¢ 1-propanotiol: CH3(CH),SH

¢ tofenol: C¢HsSH




AMINAS

o benzilamina: C¢HsNH,
- o dodecilamina: CH3(CHp);;NH,
*_fenilamina: CgHsCH3NH,
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ANEXO 3

MEDIDAS DE COEFICIENTE DE DIFUSAO DA p-TOLUIDINA

A3.1. INTRODUCAO

A partir dos dados obtidos no Item 3.8 (Efeito do Solvente na Eficiéncia da
Reagdo de Esterificagdo Catalisada pela CV Lipase em Sistema de Organo-gel),
iniciou-se a investigagdo do efeito do solvente quando este participa da estrutura do
organo-gel. Para isto, organo-géis com diferentes hidrocarbonetos foram preparados.
Estes organo-géis foram utilizados na reagio de estcriﬁcaqz'io do 4cido oléico com o
dlcool 1-pentanol. As reagoés foram executadas em meio reacional contendo como
solvente 0 mesmo hidrocarboneto com o qual o gel foi preparado. Os rendimentos
obtidos nestas reagdes estdo apresentados na Tabela A3.1.

Solvente Rendimento (%)

n-hexano * 86

n-octano * _ 84
ciclo-hexano ® 79
n-heptano ¢ 68
iso-octano * 64

xileno ¢ gel pouco consistente
benzeno ndo forma gel
éter de petréleo n3o forma gel

TABELA A3.1 - Efeito do solvente na reag3o de
esterificagdo do 4&cido oléico com o 4lcool 1-
pentanol.

As reagdes foram efetuadas com 10 ml de
organo-gel seccionado em 30 mi de solvenie
contendo 0,01 mol de cada substrato,
apresentando [CV lipase] = 0,25 mg/ml do gel.
As reagbes foram submelidas a agitac3o
magnética suave, sendo 0 tempo de reaglio de
24h a 25°C.

a[AOT)=0,20 M e Wo = 59,72

b[AOT]} =0,15 M e W, =92,59

c¢[AOT] = 0,20 M e Wo = 55,55

d[AOT] = 0,20 M ¢ Wo = 50,00




Estes resultados apresentam-se diferentes dos resultados da Tabela 3.13, onde os

vérios solventes sio analisados somente quando participam do meio reacional de

rcac;éés realizadas com o organo-gel de ciclo-hexano. Percebe-se que o efeito do
solvente quando participante da estrutura do organo-gel € diferente do efeito do

solvente quando este estd somente na mistura reacional. Isto pode ser visto claramente
na forma como a sequéncia de solventes altera-se da Tabela 3.13 para a Tabela A3.1.

No Item 3.8 discute-se o efeito do solvente com base na sua hidrofibicidade,
- .quando associa-se a queda do rendimento da reagio com a diminuigdo do valor de log
P do solvente. Esperava-se um comportamento similar no experimento com o solvente
participando da estrutura do organo-gel. Porém, observou-se que, por exemplo, 0
hexano que possufa menor rendimento entre os cinco hidrocarbonetos no Item 3.8,
~ passou a ser o solvente de melhor rendimento quando participando da estrutura do
organo-gel.

Estes novos resultados, associados com os dados discutidos no Item 314
(Diagrama de Fases do Organo-gel de Ciclo-hexano - Andlise Comparativa), ou seja,
com as diferengas na composig¢ao do organo-gel de acordo com os diversos solventes,
demonstraram que a contribuigdo do solvente no interior da estrutura do organo-gel é
muito mais complexa do que se esperava. : |

A partir desta consideragdo, um novo experimento mostrou-se necessirio para se

poder medir as diferengas existentes entre os vérios organo-géis. O experimento teve

como objetivo medir o grau de impediriiento imposto pelas barreiras difusionais.

encontradas pelas substincias, quando estas passam do meio reacional para o gel e
vice-versa. Estas medidas de difusdo podem estar relacionadas com o grau de
interferéncia provocado pelos solventes na estrutura do organo-gel.

A seguir € apresentado o procedimento utilizado na realizagdo do experimento

em questao.

A3.2. METODO EXPERIMENTAL

O procedimento geral de medida do coeficiente de difusdo estd rcprescmado
esquematicamente na Figura A3.1.
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" gel liquido

solvente agitacio magnética

& anélise do solvente

Ly, — .
ABSORBANCIA (A) @ e —@_
% .
VI \
(-]
MM, = (AJ/Ag)-(VIyVi).(Vi/Vh) §> §.
-

~—% ' 12

<j> MM, = 2(DUrL2)Y2

FIGURA A3.1 - Medidas do coeficiente de difusio
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Os organo-géis de diferentes. solventes utilizados neste expeﬁmento foram
descritos no Item 2.3.2. Neste experimento foram utilizados géis sem enzima,
adotando-se o seguinte procedimento.

O corante (p-toluidina) foi dissolvido no solvente que foi adicionado para fazer
o gel. As concentragoes finais de corante no gel foram de: 2,2. 103 M para os organo-

géis de hexano, octano e iso-octano; 2,6.10° 3M parao organo—gcl de heptano; € 3,1.10°

IM para o de ciclo-hexano.

O espectro de absorgio, bem como uma curva de calibragio da p-toluidina for‘im
obtidos com espectrofotdmetro UV/Vis (marca Beckman DV-65).

A curva de calibragdo foi executada dissolvendo-se quantidades crescentes do
corante em hexano e medindo-se as respectivas absorbincias. Com esses dados,
tragou-se¢ um diagrama de absorbédncia em fhnqﬁo da concentragio do corante, para se
determinar em quais faixas de concentragdo a diluigdo do corante segue a Lei de Beer
(concentragdes que sdo linearmente proporcionais s respectivas absorbancias - Figura
A3.2).

As colunas para medir os coeficientes de difusdo foram montadas da seguinte
forma. Foram utilizados tubos de paredes grossas e sem fundo com aproximadamente
13 cm de comprimento e 1,9 cm de didmetro, preparados para reter o gel. O gel, apés
alguns minutos de agitagdo, mas ainda em estado liquido, foi colocado no tubo em
questdo, que tinha sido colocado na sua posigdo vertical sobre uma pequena placa de
Petri. A quantidade de gel preparada foi suficiente para préencher +/- 10 cm do
comprimento do tubo.

Em seguida, selou-se a abertura superior do tubo para evitar a evaporagdo do
solvente, deixando-se o gel esfriar a temperatura ambiente. Ap6s o gel estar bem
estabilizado, procedeu-se a leitura do coeficiente de difusdo da-seguinte maneira. O
tubo contendo o gel 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 (o mesmo solvente utilizado na confecgdo do gel). O tubo
permaneceu suspenso a aproximadamente 2 cm do fundo do becker. O solvente do
becker foi mantido vigorosa e constantemente sob agitagdo por agitador magnético.
Amostras do solvente foram retiradas a intervalos de tempo determinados e fez-se as
leituras de absorbancia a 287 nm. Uma solugdo 103 Molar de p-toluidina foi feita para
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cada solvente € sua absorbancia determinada (dcnominada"Ao).
A metodologia supra-descrita foi baseada nos experimentos de medida de
coeficiente de difusdo desenvolvidas por Crocks em 1989 [87].

Absorbincia

0,000 - + + + + — -+ —_ - + + P
0 2 4 6 8 10
Concentragao (10'4M)

FIGURA A3.2 - Curva de calibragdo para a p-toluidina em n-hexano

A3.3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

Os resultados das medidas de absorbancia da p-toluidina em fungio do tempo
para cada sistema de organo-gel estdo descritos na Tabela A3.2.




Tempo | Absorbincia | Absorbincia | Absorbinciado | Absorbancia | Absorbancia
| t (min) do hexano do octano ciclo-hexano do heptano | do iso-octano
1 0.126 0,108 0,190 0,165 0,117
2 0,140 - 0,187 - -

5 0,135 0,108 . 0214 0172 0,080
10 0,135 0,109 0.209 0,172 0,060

- 20 0,305 0,120 0,203 0,164 0,055
.30 0,149 0,113 0,200 0,170 0,062
40 0,154 0,116 - 0,212 0,172 0,060

50 - 0,120 - 0,180 0,060
55 0,164 - 0,195 - -

60 - 0,123 - 0213 - 0,065
70 0,163 - 0,125 0,170 0,185 0,074
90 0,170 0,123 0,170 0177 0,119
120 0,180 0,137 - 0,190 0,083
180 - - - - 0,086
Ao 1.460 1322 1,487 1,296 1,290

TABELA A3.2 - Medidas de absorbincia da p-toluidina para organo-géis de diferentes
hidrocarbonetos.

A= absorbancia da solug3o de p-toluidina 10-*M nos diversos solvents.

Os valores das absorbancias de cada organo-gel foram tratados matematicamente

de acordo com a seguinte equagdo.
MM, = (AJAQ)-(VI{Vi).(Vig Vi)

onde: . .

M /M, = fragdo do soluto difusional no tempo {.

A¢ = absorbincia no témpo ..

A, = absorbancia da solugdo de p-toluidina 10M. |

Vit = volume inicial da solugdo de p-toluidina (volume do solvente no organo-gel).
V', = volume final da solugdo de p-toluidina (volume do solvente no becker).

Vio = volume inicial da solugdo de p-toluidina para A (1 ml).

V'o = volume final da solugdo de p-toluidina para A, (10 ml).
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Os resultados destes cdlculos foram en_t?lo representados graficamente nas curvas
de MM, em fungdo de tV/2 apresentadas nas Figuras A3:3 a A3.7, que respeitam a
seguinte equagao: ‘ ‘

M/M, = 2(Dt/nL?)12

onde:

D = coeficiente de difusdo.- v

L =comprimento do cilindro de gel (i. e. 10 cm para hexano, octano € heptano, 9,5 cm
para o ciclo-hexano e 9,7 cm para o iso-octano).

Aplicou-se regressao linear de primeira ordem as referidas curvas,
MM, = 2(DUrLY)Y2 => Y = AX + B,

obteve-se 0s seus respectivos coeficientes angulares [A = 2(D/7rL2)1/ 2], a partir dos
quais os respectivos coeficientes de difusdo (D) podem ser obtidos:

D = (AL/2)%.

Os resultados de coeficiente de difus@o da p-toluidina para os diversos organo-
géis estdo apresentados na Tabela A3.3.

Solvente Rendimento (%) D (10°m%)
n-hexano 86 2,124
n-octano 84 0,755
ciclo-hexano 79 0,517
n-heptano 68 0,755
iso-octano 64 0,027

TABELA A3.3 - Cocficiente de difusio da p-toluidina para os diversos
organo-géis.

Os valores da Tabela A3.3 mostram que existe uma relagdo de proporcionalidade
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R M1/Mg = 0,00052.t12 + 0,10190
0,200+ |
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FIGURA A3.3 - Curva de coeficiente de difusio do hexano
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FIGURA A3.4 - Curva de coeficiente de difusdo do octano
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M1/Mg = - 0,00027.t2 + 0,16269
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FIGURA A3.5 - Curva de coeficiente de difusdo do ciclo-hexano
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0.075 1 M1/Mg = 0,00031.t2 + 0,14497
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FIGURA A3.6 - Curva de coeficiente de difusio do heptano
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FIGURA A3.7 - Curva de coeficiente de difusdo do iso-octano
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entre o rendimento da reag@o e o valor do coeficiente de difusdo de cada organo-gel
(com excegdo do organo-gel de ciclo-hexano). Isto pode ser um indicativo de que a
estrutura do organo-gel € ligeiramente diferente de um solvente para o outro.

A3.4. CONCLUSOES E SUGESTOES

Os resultados deste experimento ndo foram mencionados no Capftulo 3 pelos
seguintes motivos. Como pode ser visto na Tabela A3.2, os valores de absorbéncia sdo
muito baixos € estio numa regido de ndo linearidade da curva de calibragdo da p-
toluidina (Figura A3.2). Os valores baixos de absorbincia sdo resultantes da baixa
difusdo do corante, aliada 2 baixa concentragio do mesmo no gel.

A despeito dessas consideragdes, percebe-se que a metodologia adotada para a
medig¢do do coeificente de difusdo é plenamente aplicdvel ao estudo do organo-gel,
sendo que seus resultados j4 se mostram positivos no que se refere 3 medida de
diferengas de difusdo na p-toluidina, quando diferentes solventes participam da
estrutura do organo-gel.

Finalmente, propde-se a aplicagio desta mefodologia para se investigar algumas
das questdes ainda pendentes no que tange & estrutura do organo-gel e o seu impacto
nas reagdes com organo-gel. Um aspecto em particular a ser investigado consiste na
determinag@o da combinagdo mais adequada de solventes para utilizagdo no interior do
gel e no meio reacional, de forma a obter-se reagdes com rendimentos elevados.

Neste sentido, sugere-se a utilizagdo da metodologia proposta na repetigao do
experimento descrito acima, e na execugdo de experimentos adicionais com os

seguintes objetivos:

- Medir o coeficiente de difusdo de um soluto quando o solvente que participa da
estrutura do gel € diferente do solvente que circunda o gel. Desta forma, vinte e
cinco repetigdes adicionais do experimento de coeficiente de difusio sdo
necessdrias para estudar os cinco hidrocarbonetos citados neste trabalho.

- Realizar reagdes de esterificagdo com cada sistema de organo-gel com os diferentes
solventes no meio reacional. Isto comprende um mfnimo vinte e cinco combinagdes
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de meios reacionais e, consequentemente, vinte € cinco reagdes adicionais a serem
executadas. ‘

Os dois conjuntos de experimentos acima permitem avaliar-se a melhor
combinagao de solventes para a utilizag3o do organo-gel em sistema reacional.

Dada a abrangéncia de questdes como a acima, entende-se que a contribuigdo do
presente trabalho, neste aspecto em particular, deva restringir-se 3 proposig¢ao da
metodologia para a medigdo do coeficiente de difusdo. A aplicagdo e validagdo da
mesma na investigagdo de questdes como a levantada acima transcende o escopo do
 presente trabalho, devendo ser investigada em um segundo projeto de dissertagdo de
mestrado. '
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