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Resumo

Neste trabalho, lipases de varias fontes foram imobilizadas nos polimeros
poli(éxido de etileno) (PEO), poli(acido acrilico) (Carbopol) e blendas PEQ/Carbopol.
Posteriormente, as atividades enzimaticas foram avaliadas em reagdes de esterificagdo do acido
laurico com n-pentanol, em meio orgénico. Pardmetros tais como tempo e temperatura de
reagdo, concentragdo de enzima no suporte e meio reacional foram avaliados. A aplicagio
destes suportes para esterificagdes enantiosseletivas de alcoois secundarios foi estudada para a
reagdo do acido laurico com (R,S)-2-octanol, catalisada pelas lipases de Candida cilindracea
(CCL) e Pseudomonas sp. (PSL) imobilizadas em PEQ. A imobiliza¢do foi realizada mediante
dissolugdo do polimero em 4gua e adigdo do biocatalisador, com posterior evaporagio do
solvente para formag@o e obtengdo dos suportes. Estes foram caracterizados e a presenca de
enzima foi constatada através de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e analises
térmicas de Termogravimetria (TG) e Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC). As lipases
utilizadas foram as de Candida cilindracea, Pancreatica do porco, Rhizomucor miehei,
Aspergillus oryzae, Mucor miehei, Aspergillus niger, Rhyzopus oryzae, Candida rugosa,
Mucor javanicus e Pseudomonas sp.. A analise dos resultados iniciais mostrou que o PEO foi
o melhor suporte para a imobilizagdo das lipases, principalmente porque este ndo causa a
inativagdo dos biocatalisadores. Além disto, a solugdo polimérica do PEO possui pH 6,5,
indicando que nio foram necessarias corre¢des no pH do meio para realizar a imobilizagdo. Os
sistemas mais estudados foram os das lipases de Candida cilindracea e Pseudomonas sp.,
imobilizadas em PEO. As micrografias de MEV mostraram uma homogeneidade completa do
suporte € que as enzimas estdo localizadas preferencialmente na superficie do polimero. Os
termogramas de TG mostraram a decomposi¢do das lipases ¢ do PEO em 250 e 400 °C,
respectivamente. As analises de DSC indicaram as transi¢des referentes as enzimas e ao PEO
puro. Na esterificagdo do 4cido laurico com n-pentanol, os suportes PEQO/CCL e PEO/PSL
apresentaram uma maior convers3o em éster a medida que aumentaram o tempo, a
temperatura de reagdo e a concentragdo de enzima no suporte. Para o suporte PEQ/CCL, os
melhores valores de percentagem de conversio em éster foram obtidos em n-hexano, e para o
suporte PEO/PSL em n-heptano. Na reagdo de esterificagdo enantiosseletiva, as lipases CCL e
PSL foram mais seletivas a 25 °C. O R-(-)-2-octanol foi obtido com ee de 86 e 98%,
respectivamente. A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que o PEO pode ser utilizado
para a imobilizagdo de lipases, pois forma filmes homogéneos e as enzimas mantém sua

atividade catalitica.



Abstract

In this work, lipases from different sources were immobilized in the polymers
poly(oxyethylene) (PEO), poly(acrylic acid) (Carbopol) and PEO/Carbopol blends and their
efficiency was evaluated in esterification reactions of lauric acid with n-pentanol, in organic
media. Parameters such as time and temperature reaction, enzyme concentration in support
and reactional media, were also evaluated. The application of these supports in enantioselective
esterification of secondary alcohols was studied for the reaction of lauric acid with (R,S)-2-
octanol catalyzed by lipases of Candida cilindracea (CCL) and Pseudomonas sp. (PSL)
immobilized in PEO. The immobilization was performed by dissolving the polymer in water,
with further solvent evaporation for obtaining these supports. They were characterized and the
enzyme presence confirmed by Scanning Electronic Microscopy (SEM), thermal analysis of
Thermogravimetry (TG) and Differential Scanning Calorimetry (DSC). The lipases used were
Candida cilindracea, porcine pancreas, Rhizomucor miehei, Aspergillus oryzae, Mucor
miehei, Aspergillus niger, Rhyzopus oryzae, Candida rugosa, Mucor javanicus and
Pseudomonas sp.. From the analysis of initial results, PEO was used as support for lipases
immobiliiation, mainly due to the fact fhat no biocatalyst inactivation was observed. Moreover,
PEO solution has a pH of 6.5, indicating that a pH correction for the immobilization process is
not necessary. The most studied systems were of Candida cilindracea and Pseudomonas sp.
lipases immobilized in PEQ. SEM micrographs showed a total support homogeneity and that
the enzymes are preferentially located on the polymer surface. TG thermograms showed lipases
and PEO decompositions in 250 and 400°C, respectively. DSC analysis indicated the
transitions related to enzymes and pure PEO. In the esterification of lauric acid with n-
pentanol, PEO/CCL and PEO/PSL supports showed higher ester conversion values as time,
reaction temperature and enzyme concentration in support increased. For CCL/PEO support
the higher ester conversion values were obtained in n-hexane, and for PEQ/PSL in n-hepténe.
In the enantioselective esterification reaction, CCL and PSL lipases were more selective at
25°C. The R-(-)-2-octanol was obtained with enantiomeric excess’ of 85 and 98% using CCL
and PSL, respectively. From the obtained results, it is concluded that PEO can be used as
support for lipases immobilization, as it forms homogeneous films and the enzymes maintain

their catalytic activity.



CAPITULO L Introducio 1

1. INTRODUCAO

1.1. Defini¢éio de Polimeros

Polimeros sio macromoléculas que apresentam massa molar da ordem de
10> a 10° g mol" e em cuja estrutura encontram-se unidades de repetigdo, denominadas
“meros”. Essas macromoléculas apresentam caracteristicas proprias que podem ser diferentes
das propriedades que decorrem da natureza quimica dos atomos ou dos grupos de atomos que
as constituem. Essas propriedades decorrem de interagdes intra ou inter moleculares do tipo
ligagdes de hidrogénio, dipolo - dipolo ou de Van der Waals.'

Ao contrario de moléculas simples, os polimeros podem apresentar uma grande
variagdo de massa molar que estd diretamente relacionada com o numero de repeti¢des da
unidade monomérica. Esse grau de repeti¢do da unidade monomérica é denominado de grau
de polimerizagdo. Geralmente, os polimeros apresentam uma larga faixa de massa molar,
devido a dificuldade de se controlar o grau de polimerizagio durante a sintese.'

S@o conhecidos muitos polimeros, com propriedades e aplicagdes especificas.
Nas ultimas décadas tém-se aumentado o interesse pela mistura fisica desses polimeros.
Misturas de dois ou mais polimeros sdo denominadas blendas poliméricas. As mesmas podem
apresentar propriedades intermediarias ou superiores as dos componentes puros que as
constituem. Essas modificagdes podem fazer com que este material adquira propriedades
especificas, com um custo menor do que a sintese de um novo polimero.?

Polimeros ou plasticos estdo intimamente relacionados com nossa vida
cotidiana, em eletrodomésticos, automéveis, embalagens, cosméticos, etc. Polimeros podem
~ ser naturais, como o amido e proteinas; ou sintéticos, como poli(oxido de etileno), nailon e
poli(acido acrilico). O Carbopol, um poli(acido acrilico) com ligagdes cruzadas, € muito

- utilizado na industria de cosméticos, em géis, shampoos e cremes.'



CAPITULO I Introduciio 2

Além das aplicagdes usuais, os polimeros vém sendo utilizados como suporte
para a imobilizagdo de enzimas. Entre estes, encontram-se o poli(metil—metacrilato)3, o

poli(es’cireno),4 o poli(cloreto de vinila),” ¢ o poli(propileno),7’ 8

o poli(etileno),’
o poli(uretano’ e a poli(acrilamida)."

Em comparagdo com outros suportes, tais como silica, alumina e celite,
polimeros hidrofobicos como poli(etileno) e poli(propileno), levam a um aumento da
atividade de enzimas da classe das lipases.11 Nestes suportes, as enzimas sdo facilmente
adsorvidas. O aumento da atividade de lipases imobilizadas também foi verificado em resinas
de poli(éster acrilico), tais como a XAD-7. Resinas de troca idnica vém sendo utilizadas para
a imobilizagdo e reagdes em solventes orgz‘micos.12 '

Poli(uretano) foi utilizado na imobilizagdo de enzimas para a sintese de
aspartame, em acetato de etila.”

Neste trabalho, os polimeros poli(dxido de etileno) (PEO), poli(acido acrilico)
(Carbopol) e blendas poliméricas PEO/Carbopol foram utilizados para a imobilizagdo de
lipases, a fim de se avaliar a aplicagdo destes suportes nas reagdes de esterificagdo, em meio

organico.

1.2. Defini¢io de Enzimas

Enzimas sdo biomoléculas formadas por subunidades conhecidas como
aminoacidos, possuindo em suas estruturas grupos polares, tais como COOH, OH, NH,, SH e
CONH,, que podem atuar como catalisadores.'* Os residuos de aminoacidos ligam-se
covalentemente, formando longos polimeros ndo-ramificados. Estes estdo unidos em um
arranjo “cabega-cauda”, mediante ligagdes amidicas, denominadas ligagdes peptidicas. As
mesmas surgem pela eliminagdo de agua do grupo carboxilico de um aminoacido e de um
o-aminogrupo do aminoacido subseqﬂente.” As enzimas possuem estruturas complexas,
sendo que poucas tém sua estrutura tridimensional resolvida. Um exemplo € a o-

quimiotripsina (Figura 1).'



CAPITULO L Introduciio : 3

Estas biomoléculas apresentam especificidade e poder catalitico superiores aos
catalisadores produzidos sinteticamente.'” Sua atividade catalitica depende da integridade da
sua conformagio protéica nativa (estrutura tridimensional). A desnaturagdo ou dissociagdo de

) . - . T
uma enzima em subunidades pode eliminar a atividade catalitica.

Figura 1. Estrutura tridimensional da a-quimiotripsina.

Ao contrario dos catalisadores inorganicos, como Aacidos, bases, metais e
oxidos metalicos, as enzimas sdo muito especificas. Em outras palavras, cada enzima pode
hidrolisar ou sintetizar um composto particular. Em alguns casos, sua a¢io pode ser limitada a
ligagBes especificas dentro dos compostos com os quais reagem. Além disso, as enzimas sdo
catalisadores extremamente versateis, existindo um processo enzimatico equivalente para as

diferentes reagdes organicas classicas.'®
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As reagdes catalisadas por enzimas ocorrem em condigdes suaves,
normalmente em temperaturas na faixa de 20-40°C (preferencialmente proximo a 30°C) e em
faixa de pH de 5-8 (pH proximo do neutro). Sdo altamente eficientes, aumentando a
velocidade das reagdes na ordem de 10'? vezes e geralmente muito seletivas em termos dos
tipos de reagdes catalisadas, com relagdo a estrutura e estereoquimica do substrato e do
produto. Esta propriedade constitui a especificidade de uma enzima, sendo uma caracteristica
importante para a sua utilizagio em sintese organica."” |

Existem mais de 2000 enzimas catalogadas. Os grupos sdo classificados de
acordo com o tipo de reag@o catalisada. A Tabela 1 apresenta a classificagio das enzimas,

segundo a Unido Internacional de Bioquimica (IUB).%

Tabela 1. Classificagido das enzimas, segundo a IUB.

Grupo Tipo de Reagio

Oxidorredutases Catalisam reagdes de oxi-redugio, envolvendo oxigenagio (CH — C - OH)

Transferases Catalisam a transferéncia de grupos, tais como acila, agucares, fosforila e
aldeido ou cetona, de uma molécula para outra.

Hidrolases =~ |Promovem a reagdo de hidrolise de ésteres, amidas, lactonas, peptideos e
outros grupos contendo fungdo C - N, bem como a hidratagdo de ligagdes
C = C e epoxidos.

Liases Catalisam reagdes de adigGes, geralmente de HX, a duplas ligagdes, tais
como C=C, C=N, C = 0 e reagdes reversas.

Isomerases Catalisam a migragdo de duplas ligagdes ou fingdes oxigenadas,
racemizagao e rearranjos.

Lipases Catalisam a formagao de ligagdes C - O, C - S, C - C e de éster fosfatos.

Fonte: Unifio Internacional de Bioquimica, 1995.

Cada enzima ¢ identificada por um codigo, consistindo de quatro nimeros
separados por pontos. O primeiro digito do codigo mostra a qual classe pertence a enzima. O
segundo e o terceiro digito descrevem o tipo de reagdo catalisada. O quarto digito define o

substrato. A Enzyme Comission (EC) designou a cada enzima um nome sistematico, além do
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nome trivial ja existente. Este nome sistematico é obtido a paﬁir do substrato ou substratos
com o sufixo “ase”, indicando a natureza do processo catalitico, com excegdo das enzimas
proteoliticas que normalmente apresentam o sufixo “ina” 22

Como 'exemplo, tem-se a creatina-quinase (nome trivial) que possui o nome
sistematico ATP: creatina-fosforotransferase, baseado na reagdo que catalisa. Seu numero de
'classiﬁcagﬁo ¢ EC 2.7.3.2. O primeiro digito (2) indica o nome da classe (transferases), o
Segundo digito (7) indica a reagdo de transferéncia do grupo fosforila, o terceiro digito (3)

indica que as fosforotransferases apresentam um grupo nitrogénio como aceptor, € 0 quarto

digito (2) indica a creatina-quinase.”
1.2.1. Catélise Enzimatica
As enzimas se combinam com o substrato, formando um complexo

enzima/substrato e posteriormente se separam, formando o produto e a enzima livre. A

Figura 2 expressa este processo.'®

s Substrato

EnzmafSubstrato  Enzima Produto

Figura 2. Mecanismo de atuagio das enzimas.

Apenas uma regido restrita da enzima esta envolvida no processo de catalise. A
mesma ¢ denominada de sitio ativo ou sitio catalitico. A Figura 1 evidencia os residuos de
aminoacidos que constituem o sitio ativo da a-quimiotripsina, que ¢ formado pela histidina

57, serina 193 e 4cido aspartico 102.'°
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Emil Fischer, em 1894, propds que a interagio entre a enzima e o substrato era
analoga a um conjunto “chave-fechadura”. Um modelo mais refinado para explicar as
propriedades das enzimas é o modelo do “encaixe induzido”, proposto por Koshland Jr., no
final da década de sessenta. No modelo de Emil Fischer, presume-se que o centro ativo é
pré-formado para encaixar o substrato. No modelo do encaixe induzido, o substrato induz a
uma mudanga conformacional na enzima. Assim, os residuos de aminoacidos sdo
posicionados em uma orientagdo espacial favoravel, ocorrendo a formagdo do complexo
enzima/substrato. A seqiiéncia exata das etapas envolvidas nas mudangas da conformagéo
induzida pelo substrato, ainda ndo foram totalmente estudadas, e existem varias
possibilidades. |

As enzimas aumentam a velocidade de reagdo, diminuindo a energia de
ativagdo (Ea) entre reagentes e produtos. A capacidade catalitica ¢ devido a aproximag@o
favoravel entre substrato e enzima para formar o complexo enzima/substrato.” A Figura 3
apresenta o diagrama de energia livre, em fungdo da coordenada de rea¢do para uma reagéo
ndo catalisada (1) e uma catalisada por enzima ().

De maneira geral, em sintese organica, a utilizacdo de enzimas estd associada a
trés caracteristicas principais: > **

¢ Quimiosseletividade: como as enzimas atuam em grupos funcionais
especificos, fungdes quimicas sensiveis a reagdes através de métodos sintéticos classicos,
podem ser preservadas. Por exemplo, na hidrélise de um éster ndo ocorre a quebra de uma
ligagdo acetal.

o Regiosseletividade: as enzimas podem distinguir grupos funcionais que
estdo situados em regides diferentes do substrato. |

¢ Enantiosseletividade: as enzimas sio formadas de L-aminoacidos. Devido a
isto, a quiralidade do substrato pode ser reconhecida. Assim, um substrato pro-quiral pode
reagir e formar um produto quiral, € o par de enantidmeros em uma mistura se reagir com

velocidades diferentes, leva 4 resolugdo cinética.
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Para explicar a enantiosseletividade das enzimas, A.G. Ogston introduziu uma
nova teoria, denominada “regra de trés pontos”. A mesma indica que a enantiossele¢do do
substrato é realizada em um espago tridimensional. Como consequéncia disto, existe somente

trés pontos de encaixe do substrato ao sitio ativo (B’, C°, D’) (Figura 4). 5

Estado de transigdo

Energia livie ———————

Reagentes

AG

Produtos

Coordenada de reagip ——

Figura 3. Diagrama de energia livre em fung¢@o da coordenada de reagdo para uma reagdao ndo
catalisada (1) e uma reacgio catalisada por enzima (2). Ea € a energia de ativagio e

AG ° a varia¢io da energia livre padrio entre reagentes e produtos.
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Substrato

D/l\ . '_']?, | .

Sitio ativo da enzima

Figura 4. Representagio da ligagio de um substrato por trés pontos ao sitio ativo enzimatico,

segundo A.G. Ogston.

A catéalise enzimatica depende do meio no qual se encontra a enzima.
Geralmente, a catalise ¢ mais favoravel em meio aquoso. Entretanto, estudos realizados
anteriormente, mostram que estes biocatalisadores podem catalisar reagdes, em uma ampla

variedade de solventes orgénicos. 2%
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1.2.2. Lipases

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam
reagdes de esterificagdo, tioesterificacdo, hidrolise de triglicerideos, entre outras. Elas tém
sido isoladas de uma ampla variedade de tecidos de animais e plantas, sendo também
produzidas por processos de fermentagio (fungos e bactérias).”

A Tabela 2 apresenta algumas aplicagdes das lipases em varios setores
industriais.*” *' Atualmente, elas vém sendo muito utilizadas em sintese orgénica, devido a
enantio e estereosseletividade, versatilidade catalitica, disponibilidade comercial, baixo custo,
a n3o necessidade de cofatores, por catalisarem reagdes especificas para posi¢des 1, 3 de

triglicerideos, e por atuarem em uma ampla faixa de pH e em temperaturas que variam de

20-70 °C. %

Tabela 2. Aplicac¢des de lipases.

Setor Industrial

Aplicacéo

Detergentes
Téxtil

Rages animais
Fermentagao
Vinhos e sucos
Agucares
Oleos e gorduras
Papel
Cosméticos
Laticinios
Quimico

Medicamentos

Remogdo de proteinas, gorduras, amido

Alvejamento, remocdo de gomas

Complemento enzimatico

Fermentagdo do malte, fermentos

Clareamento e filtragdo, conservagdo do aroma
Degradagéo de polissacarideos

Sintese de ésteres, hidrolise de triglicerideos
Clareamento

Limpeza de lentes de contato, limpeza dentaria
Maturagdo de queijos, modificagdo de proteinas do leite
Sinteses de compostos quirais, hidrélises de ésteres e amidas

Formulagdes digestivas

Fonte: Adaptado de www.novo.dlk e Gandhi, N. N., 1997.


http://www.novo.dlk
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A Figura 5 mostra a estrutura tridimensional de uma lipase.29

314 (Heparina314)

Figura 5. Estrutura tridimensional de uma lipase do péncreas humano.

Dentre as lipases mais comumente utilizadas em sintese organica, destacam-se

373237 o Pseudomonas.® ¥ 3" Lipases obtidas destas e de outras

as do género Candida
fontes, foram imobilizadas em PEQ, Carbopol e blenda PEO/Carbopol e as atividades

cataliticas foram avaliadas em reagGes de esterificag@o, em solventes orgénicos.
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1.2.2.1. Lipases do Género Candida

As lipases de Candida lipolytica, Candida antarctica (LCA) e Candida
cilindracea (CCL), atualmente denominada Candida rugosa, sdo muito utilizadas em sintese
organica. A Figura 6 exemplifica a reagdo de resolug:’cib do naproxen, um antiinflamatério,
utilizando-se a CCL. A resolugdo torna-se necessaria, pois o enantidmero S € cerca de 28

o o a 35
vezes mais ativo do que o enantiomero R.

CH;

: CH— COOCg
CH; CH.0” ': .:

S-éster, ee = 100%
CgOH, CCL

CH—COOH
CH.0 isooctano/etanol ,

(7:3)

CH— COOH
(R, S)-naproxen 50°C. 11 dias
CH:0

R-naproxen, ee = 12%

Figura 6. Reagdo de esterificagdo enantiosseletiva do naproxen, em meio orgénico.

Akoh e col. utilizaram a LCA na reagdo de esterificagdo do geraniol com acido
acético em hexano, sendo que o acetato correspondente foi obtido com alto rendimento

(Figura 7).%’

CH .OH LCA, 24h CH ,00CCH 3
+ CH ;COOH E—
n-hexano

"30€C

geraniol acetato de geranoila, 85 %

Figura 7. Reacdo de esterificagdo do geraniol com acido acético, em hexano.
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Yang e col. utilizaram a CCL, imobilizada em nailon, na reacdo de
esterificagdo regiosseletiva da diol lactona com S-(+)-acido-2-metilbutirico. O produto obtido
foi a lovastatina, um farmaco de grande importancia na industria farmacéutica, por diminuir

os niveis de colesterol (Figura 8).+

HO o}
O
HO
o}
CH3 Niilo/CCL
+ OH —_—
H,C n-hexano
CH nC
diol lactona . S-(+)-dcido-2-metilbutirico lovastatina

Figura 8. Reagdo de esterificagio da diol lactona com S-(+)-acido-2-metilbutirico, em

hexano.

Sabe-se que o meio reacional utilizado influencia na enantiosseletividade da
CCL. Por exemplo, na reagdo de esterificagio do racemato do acido 2-(4-clorofenoxi)
propidnico com n-butanol, a formagdo do enantidmero R ocorre preferencialmente em
n-hexano, isooctano e tolueno, enquanto que em diclorometano, acetona, n-butanol e THF,
forma-se preferencialmente o enantidmero s.*

Celia e col. estudaram o efeito do meio reacional na reagdo de
transesterificagdo do (+/-)-trans-2-fenil-1-cicloexanol com acetato de vinila, catalisada pela
CCL. Em todos os solventes (decano, hexano, dioxano, benzeno, acetona, etc), a enzima
mostrou preferéncia pelo isdmero (1R, 2S)-(-)-trans-2-fenil-1-cicloexanol, sendo 0 excesso

enantiomérico do produto (ee,) de 100% (Figura 9).%
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Ph

OH
Ph oL (18, 2R)-(+)-trans-2-fenil- 1 -cicloexanol
Oi + CH3CO,CH ==H , —0» + +  CH;COH
OH acetato de vinila 40T, 1681 Ph acetaldeido
(+/-)-trans-2-fenil-1 -cicloexanol .
"OCOCH ;

acetato (1R, 28)-(-)-trans-2-fenil-1cicloexila

Figura 9. Reacdo de transesterifica¢do do (+/-)-trans-2-fenil-1-cicloexanol com acetato de

vinila, em meio orgénico.

1.2.2.2. Lipases do Género Pseudomonas

As lipases isoladas de diferentes espécies de Pseudomonas, possuem alta
seletividade na reagdo de hidrolise de ésteres a alcoois secundarios e sua correspondente
reacdo reversa. As lipases Pseudomonas sp. (PSL), disponiveis comercialmente, possuem
uma preferéncia estereoquimica para a configuragdo R, em centros reacionais de alcoois
secundarios.”” A preferéncia estereoquimica leva ao desenvolvimento de um modelo de sitio
ativo, semelhante ao das enzimas colesterol esterase e Candida cilindracea (Figura 10).**

A eficiéncia e estabilidade foi melhorada quando a enzima foi imobilizada em
poli(éster acrilico) (resinas XAD-7 e XAD-8),** ** celite® e gelatina.*® O baixo custo, alta
seletividade e estabilidade da PSL, sdo atrativos interessantes para sua utilizagdo em sintese
organica.**

A Figura 11 apresenta como exemplo a rea¢do de hidrélise enantiosseletiva de

um éster com um centro pro-quiral, catalisada pela PSL.**
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Nascimento e col. utilizaram a PSL para a resolu¢do enzimatica de alcoois
secundarios, em n-hexano. Os élcoois (-)-2-hexanol e (-)-2-octanol, foram obtidos com ee, de

97 ¢ 95 %, respectivamente. *°

Ser (0] '
Asp-CO ;" —— = *tHN N/\ © ‘
2 n
N~ H/ O
A I"')\
C.

B

Figura 10. Modelo de sitio ativo para as lipases de Pseudomonas sp., Candida cilindracea e
colesterol esterase. Onde A = cadeia pequena, B = cadeia média e C = cadeia

longa para substratos ésteres.

@ O S(CH)RCOMe
N @ S(CH)nCO,Me

eep (%)
418
>98
79

w5

l PSL

~S(CH)nCOMe

S(CH»)nCO,H

Figura 11. Reacdo de hidrolise seletiva de um éster.
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Ivanov e col. estudaram a reagdo de transesterificagdo do (R,S)-1-feniletanol
com acetato de vinila, catalisada pela lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF). O R-acetato

e o S-alcool foram obtidos com alta pureza dtica (ee > 99%) (Figura 12).%

OH /lk
/& i \/O eldeido i ’ :
Me Ph - acetaldeido /[\
Me Ph

Q 2¢

(R,S)1-feniletanol acetato de vinila R-acetato S-alcool

Figura 12. Reagdo de transesterificagdo enantiosseletiva do (R,S)-1-feniletanol com acetato

de vinila, em meio orgénico.

Catoni e col. utilizaram a PSL imobilizada em ACR-silica gel. A reagdo de
esterificagdo do 1-feniletanol com anidrido acético, foi realizada em diferentes solventes
organicos. Observou-se que a percentagem de conversao € o ee, sdo altamente dependentes do
solvente utilizado na reagdo. Em CHCl3, a conversdo foi de 36% e o ee, = 93%. Entretanto,

em DMF, a conversdo diminui para 2% e o ee, para 50%.%

1.2.3. Resolucio Enzimatica

A utilizagdo de lipases em aplicagbes sintéticas tem envolvido a conversdo
assimétrica, que € um dos temas centrais em sintese organica. A industria farmacéutica tem
demostrado grande interesse, devido a atividade biologica de muitas drogas racémicas
residirem em somente um enantiémero.” Mais de 50% das drogas comercializadas sdo

quirais. Entretanto, somente 10% destas sdo vendidas em sua forma enantiomericamente pura.
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Exemplos de pares de enantidmeros, que possuem diferengas em sua atividade

farmacolégica, sio citados abaixo.*®

e A S-warfarina € 6 vezes mais ativa como anticoagulante do que o seu
enantiomero R (Figura 13(A)),

¢ O S-propanolol é utilizado no tratamento de hipertensio e angina. Entretanto,
o seu enantidmero R age como contraceptivo (Figura 13(B)),

e O alcaldide (-)-levorfanol € um potente analgésico. O enantidmero (+)

apresenta propriedade antitussigena, mas ndo ¢ empregado na medicina (Figura 13(C)).

o /) 0" """\ NHiPr
. H/ "'OH
" CH,COMe OO
OH Ph
& (B)
/NMG

HO

©

Figura 13. Estruturas; (A) S-warfarina, (B) S-propanolol e (C) (-)-levorfanol.

Alcoois s3o excelentes compostos para serem utilizados em sintese organica,
devido a sua versatilidade quimica e facilidade de convers@o para outra classe de compostos.
A resolugdo de alcoois racémicos vem sendo estudada, utilizando-se enzimas
hidroliticas. Os alcoois opticamente ativos podem ser obtidos em solugdes aquosas por
. L qe , a e 39 . .
hidrélise dos correspondentes ésteres racémicos,” por esterificagdes em solvente

49, 50

organico e por transesterificagdes dos correspondentes alcoois racémicos. *°
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A escolha do método depende de muitos fatores, tais como selecdo do
biocatalisador, rendimento, pureza, velocidade da reagdo, separagio dos produtos e
estabilidade das enzimas.

A utilizagdo de enzimas em sintese organica vém sendo de grande importancia.
A grande dificuldade esta em estabilizar estes catalisadores em meio organico para
reutilizagdo, uma vez que algumas enzimas, dependendo do tipo, fonte, pureza e reago a ser
catalisada, possuem custo elevado. A metodologia que vem sendo utilizada para estabilizar

estes catalisadores € a imobilizagdo em suportes organicos e inorganicos.

1.2.4. Imobilizacio de Enzimas

As enzimas podem sofrer inativagio por fatores quimicos, fisicos ou
biologicos. Para a sua utilizagdo em meio orgdnico € necessario que a mesma seja estavel,
mantenha sua atividade catalitica e estereosseletividade *! Devido a isto, novas técnicas vém
sendo desenvolvidas para a utilizagdo de enzimas neste meio, com sua posterior recuperagio e
reutilizacdo.’

A imobilizagio em diferentes suportes ¢ uma das técnicas mais importantes e
que vem sendo utilizada na aplicagdo de catalise enzimatica para reagdes sintéticas, em
solventes organicos.> *” 2 Por razoes praticas e econémicas, ¢ freqiientemente vantajoso
utilizar enzimas imo.bilizadas sobre suportes solidos, por serem faceis de manusear, serem
recuperados em qualquer tempo da reagdo e serem reutilizados repetidamente, sem
consideravel perda da atividade catalitica.’® *> >

A atividade catalitica esta relacionada a manutengio da estrutura terciaria, a
nivel do sitio ativo enzimatico. Os processos de imobilizagdo devem, portanto, fazer uso de

métodos brandos e bem controlados, respeitando a sua estrutura nativa.?*

3,40 28, 42, 54, 55

Sistemas como celite, silica,?” *¢ organo gel, *” ¥ gel

59, 60, 61

polimeros,
, 52 .. 3 . . n qs .
de agar,”” amberlite’ e crisotila, vém sendo utilizados como suportes para enzimas,

microorganismos e células inteiras.
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Celia e col. observaram um aumento na atividade da lipase de Candida
cilindracea (CCL), apds sua imobilizagdo em gotas de poli(acido acrilico). A atividade foi
determinada com a tributirina, a pH 74 e 37 °C. As atividades foram de 3,0 e
4.5 neq min" mg™ para a CCL livre e imobilizadd, respectivamente. >

Moreno e col. obtiveram um aumento na atividade da CCL quando imobilizada
ein silica, alumina e agarose.>*

A Figura 14 mostra alguns procedimentos recentes que vém sendo- utilizados

para a imobilizagdo de enzimas.

$——— Imobilizagdo —;

Suportes solidos R Por ligagdo
# ...
‘L ® Am3
| 3 P
o [ ® « [
T T
1 1
. ® . _@
§d§°"95° adsorgho (N
iBnica ou covalente ligagho cruzada co-ligagéo cruzada
interacio hidrefébica
. a— T
Em matriz Por membrana

| ® 23S
- @ '\.oo{J @ .......... ereresesd
AUst RS o [0

gel ou polimero micela reversa ocas membranas

Figura 14. Técnicas utilizadas para a imobilizagio de enzimas, sendo E = enzima e

S= suporte.
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1.3. Rotagiio Optica

Desde 1960, o método mais utilizado na determinagdo da pureza enantiomérica
de uma substincia quimica € a rotagdo Optica, medida no comprimento de onda do sddio,
mercurio ou outra fonte. A polarimetria ¢ um dos métodos classicos espectrais para a
determinagdo do excesso enantiomérico ou pureza optica de uma amostra. Utilizando-se um
polarimetro, determina-se o 4ngulo de rotagdo da luz polarizada provocada por uma amostra.
Parametros como temperatura, solvente, concentracdo, comprimento da luz incidente e
comprimento da cela influenciam na medida. Determinada a rotagdo Optica observada, a

. . ~ , . . . ~ 4
mesma ¢ convertida para rotagio optica especifica, através da Equagiio 1.*

[a]'p= _a (1)

l.¢c

onde,

[a]"p = rotagdo 6ptica especifica;

T = temperatura na qual foi realizada a medida;
o = rotagdo Optica observada,

| = comprimento da cela polarimétrica (dm);

¢ = concentragdo da solugdo (g mL™).

Através da rotagdo Optica da amostra, pode-se determinar a pureza Optica
relacionando-se o valor calculado (determinado experimentalmente) com o valor do
enantidmero puro encontrado na literatura. A pureza oOptica descreve a razio da mistura de
enantidmeros, em relagio ao enantidmero puro. Esta razdo é igual o excesso enantiomérico

(ee) que descreve a composigio da mistura.®
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1.4. Analises Térmicas e Morfologicas

A analise termogravimétrica (TG) é utilizada para analisar a decomposigio e a
perda de massa de diversos materiais, com o aumento da temperatura. Para enzimas, esta
técnica € utilizada para determinar a quantidade de 4gua presente na estrutura e a estabilidade .
frente a temperatura.®’ |

Para polimeros, determina-se a perda de massa com o aumento de temperatura.
A Figura 15 apresenta uma curva de TG e DTG (derivada da analise termogravimétrica),

mostrando a perda de massa do poli(6xido de etileno) com o aumento da temperatura.

G _ DTG
() ‘ (mg min?)
T —— [_/M ' 1o.00
' 10.20
50.00 \\ _--0.40
\ -
\ J-0.60
o00f-, . o, 4080
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00

Temperatura (°C)

Figura 15. Curva de TG e DTG do poli(6xido de etileno).

A calorimetria de varredura diferencial (DSC) possibilita a anélise de
transigdes térmicas de primeira e segunda ordem, em polimeros. Estas transi¢Ges dependem

em geral das diferentes formas em que um polimero pode cristalizar.
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Polimeros cristalinos, cujas moléculas estdo orientadas na sua estrutura,
apresentam transi¢do de primeira ordem e endotérmica denominada Tm (temperatura de fusio
cristalina). A temperatura na qual ocorre a orientagdo das cadeias poliméricas, € denominada
Tc (temperatura de cristalizagdo). Polimeros que ndo apresentam orientagdo das cadeias sio
denominados amorfos. Esses polimeros apresentam uma transi¢io de segunda ordem
denominada Tg (temperatura de transigdo vitrea), a partir da qual as regides amorfas adquirem
progressivamente a sua mobilidade. Polimeros semi-cristalinos sio aqueles que estdo
intermediarios aos cristalinos e amorfos, ou seja, parte das cadeias encontram-se ordenadas e
partes desordenadas. Como sdo polimeros intermediarios, apresentam Tg que seria uma
temperatura caracteristica de polimeros amorfos e também Tm e Tc, temperaturas que
caracterizam um polimero cristalino.?

A Figura 16 apresenta um comportamento tipico de uma curva de DSC para
um polimero semi-cristalino, onde sdo observadas as transi¢des endotérmicas (Tm e Tg) e a

exotérmica (Tc).

Te

Tg

Tm

Endo

T
0 50 100 150 200 _ 250

Temperatura (°C)

Figura 16. Curva de DSC da poli(amida 6, 10).
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Como sdo biopolimeros, és enzimas podem apresentar transi¢des térmicas com
um aumento de temperatura.® As técnicas de TG e DSC sdo utilizadés para verificar a
presenga da enzima no suporte polimérico.**

Analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) mostram a morfologia
da superficie e fratura (interior), bem como presenga de poros no material polimérico. Para
suportes constituidos de polimeros e enzimas, esta técnica.foi utilizada para verificar a
homogeneidade do sistema e se os biocatalisadores estdo localizados na superficie ou na
fratura do suporte polimérico.* >’

Griffithis e col. realizaram analises de MEV para o poli(estireno) (PS) e
suporte constituido de PS e células de Cirrobacter freundii. Foram observadas mudangas na
morfologia da fratura do material polimérico, indicando a presenca da célula no suporte.*

Células de Saccharomyces cerevisae, foram imobilizadas em crisotila. As
micrografias de MEV mostraram que as células estdo envolvidas pelas fibras da crisotila.®’ _

Analises de MEV foram realizadas para verificar a presenga de urease em
microcapsulas de quitosana e poli(alcool vinilico) (PVA). Foram observadas mudangas na

morfologia interna da microcapsula apds encapsulagdo da urease.*
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1.5. Objetivos

Os principais objetivos deste trabalho sédo:

e Imobilizagdo de lipases nos polimeros puros PEO e Carbopol e blendas

poliméricas PEO/Carbopol;

e Avaliagdo da estabilidade, determinacdo da morfologia e da presenga de
enzima no suporte (enzima/polimero), por microscopia eletronica de varredura (MEV) e

analises térmicas (DSC e TG);

e Determinacio da atividade enzimatica, através da reagdo de esterifica¢do do

acido laurico com n-pentanol;

e Verificagdo da possivel reutilizagdo do suporte e determinagdo da atividade

enzimatica apos sua estocagem, em solvente organico;

e Resolugdo do (R,S)-2-octanol, através da reagdo de esterificagdo

enantiosseletiva com acido laurico, catalisada por lipases;

e Determinagio da percentagem de conversio, através de RMN 'H;

e Caracterizagdo dos produtos através de RMN 'H, IV e [a]p'” <.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Materiais

Neste trabalho, os polimeros foram utilizados sem purificagdo prévia. As
estruturas dos monomeéros estdo relacionadas abaixo e o valor da massa molar (Mw) foi

fornecida pelo fabricante.

PEO: [poli(6éxido de etileno)]
Mw = 300.000 g mol™, Aldrich, lote 01729JZ

{cH,—cH,—o0 }n

Carbopol: [poli(acido acrilico)], com ligagdes cruzadas
Mw = superior a 700.000 g mol”', BF Goodrich, lote 934P

—(—CHQ——(|)H—)—n
C
¢ on

Os solventes e os reagentes foram: acido laurico (Vetec), n-hexano
(Grupo Quimica), n-heptano (Grupo Quimica), cicloexano (Vetec), acetona (Grupo Quimica),
n-pentanol (Vetec), (R,S)-2-octanol (Aldrich), acetato de etila (Grupo Quimica), etanol
(Merck), éter etilico (Vetec), cloroformio (Nuclear), sulfato de magnésio anidro (Vetec),
hidroxido de sodio (Vetec), bicarbonato de sodio (Vetec), silica para cromatografia de camada

delgada (Aldrich 0,05-0,20 mm), silica para coluna (Carlo Erba 70-200 mesh).
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As enzimas utilizadas neste trabalho, estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Enzimas utilizadas

Fontes de lipases Sigla Atividade Fornecedor/Lote

Candida cilindracea® CCL 905umg’ ®  Sigma/32H0702
Pancreatica do porco  PPL 135umg’ ®  Sigma/63H1027
Rhizomucor miehei PAL 1000LUg'®  Novo Nordisk /[LMN02011

Aspergillus oryzae LIL 100 KLU g’ Novo Nordisk /LAP1064
Mucor miehei LIZ 10,000 LU g"'® Novo Nordisk /LMN0013
Aspergillus niger A 120,000ug’®  Amano/LV05508

" Rhyzopus oryzae F 150,000 ug”’®  Amano/LFV05516
Candida rugosa AY 30,000ug’®  Amano/LAYV06517
Mucor javanicus M 10,000ug’'®  Amano/LMV01528
Pseudomonas sp. PSL 30,000ug? @ Amano/LPSAV09502

a: atualmente denominada Candida rugosa
Fonte: Fichas técnicas das lipases utilizadas

Por defini¢io™ 1 unidade de lipase (u) € a quantidade de enzima que libera
I micromol de 4cido graxo por minuto, utilizando-se dleo de oliva como substrato, a 37 °C,
sendo o pH 7,2 e 7,7 para a CCL e PPL, respectivamente.®’ |

Por definigao™, 1 unidade de lipase (LU) ¢ a quantidade de enzima que libera
1 micrqmol de acido butirico por minuto, utilizando-se tributirina como substrato, a pH 7,0 e
30°C. %

Por defmicao®, 1 unidade de lipase (u) é a quantidade de enzima que libera
I micromol de 4cido graxo por minuto, utilizando-se dleo de oliva como substrato, a pH 7,0 e

37°C. %
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2.2. Métodos

2.2.1. Preparacio dos Filmes com Enzimas Imobilizadas

Para a imobiliza¢@o das lipases nos polimeros puros (Carbopol e PEQ), foram
solubilizadas 500 mg do polimero em 25 mL de agua, com agitagdo constante por 12 horas.
Apos este periodo, adicionaram-se as enzimas, separadamente, em varias concentragdes. O
sistema foi mantido sob agitacdo constante por mais 4 horas. Evaporou-se o solvente para a
formagdo e obten¢do dos filmes (Esquema I). Todas as etapas de preparacio dos filmes

poliméricos com enzimas imobilizadas, foram realizadas a temperatura ambiente.

PEO ou Carbopol [Enzmas] =40, 80, 100 e 120 mg g'1
500 mgf25 mL de 4gua CCL, PPL, PAL, LIL,
agttacio por 12 horas LIZ, AJF, AY MePS
Agttagio por 4 horas
at a.

Evaporado do solvente
para formacdo dos filmes

PEO/CCL, PEO/PPL, PEO/PAL, PEQ/LIL, PEO/LIZ,
PEOG/A, PEO/F, PEC/AY, PEO/M, PEO/PS,
CAR/CCL, CAR/PPL, CAR/PAL e CAR/LIL

Esquema 1. Preparagdo dos filmes poliméricos com enzimas imobilizadas.
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Para a imobilizagdo de enzimas, em blendas poliméricas (Carbopol/PEO), os
polimeros foram solubilizados separadamente, em 12,5 mL de agua com agita¢do constante
por 12 horas. Apos este periodo, as solugdes contendo os polimeros foram misturadas e o
sistema foi mantido sob agitag¢do constante por mais 12 horas.

As amostras foram preparadas variando-se a composi¢do dos polimeros de
0-100% (m/m), sendo a massa total de 500 mg. A adig¢do de enzima e evaporagdo do solvente

foi idéntica ao procedimento efetuado com os polimeros puros.

2.2.2. Sintese dos Esteres

Os filmes, obtidos no item 2.2.1, foram cortados em sec¢des de volume
regulares de aproximadamente 3-4 mm”.

Em seguida, o filme foi colocado em um erlenmeyer contendo 30 mL do
solvente orgénico utilizado. Os reagentes (acido laurico e n-pentanol) foram adicionados na
propor¢do de 1:1 (0,005 moles). Para a reagdo do (R,S)-2-octanol com acido laurico,
utilizou-se 0,015 moles dos reagentes.

O sistema foi deixado sob agitagdo suave (agitador Dubnoff, com banho
termostatizado, MARCONI), de acordo com a temperatura e tempo necessario para a reagio
ocorrer. A reagdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada, utilizando-se como
eluente uma mistura de n-hexano:acetato de etila (15:1).

Ao término da reagdo, os produtos e substratos remanescentes foram separados
do filme, através de decaﬁtagﬁo, sendo este lavado varias vezes com solvente orgdnico para
remover os reagentes remanescentes e o produto. O solvente orgédnico foi evaporado em um
rotaevaporador RE111 da BUCHI. Aliquotas do produto bruto isolado, foram coletadas para
determinar a percentagem de conversio em éster por RMN 'H (Esquema II).

Nio ocorreu formagdo do produto na reagdo controle que foi realizada com os

suportes poliméricos sem enzima, sob as mesmas condigGes experimentais.
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Filmes cortados
3 -4 mm’

l ‘

(1:1) dcido laurico : n-pentannl (0,005 moles)
Reacio acompanhada (1:1) dcido liurico : 2-octanol (0,015 moles)

—* 30 mL do solvente orginico

Agitagio suave (Dubnof)
tempo e temperatura
pré-determinados

por ccd

Produto separado
por decantagio

Filme lavado com
solvente organico

Rendimento e Caracterizacdo dos
produtas RMN;}::I (CDCly), IV,

[o]]

Esquema I1. Sintese e caracterizagdo dos ésteres obtidos

2.2.3. Separacio e Purificacdo dos Produtos

Os produtos obtidos foram dissolvidos em 30 mL de éter etilico e féz-se a
extra¢do do acido laurico ndo reativo com solugdo de NaHCO; 10%. O éster e o alcool ndio
reativo foram separados por cromatografia em coluna. A coluna apresentava as dimensdes de
70 x 0,25 cm. A mesma foi preenchida com silica gel (40 cm), com didmetro de 70-200 mesh.
O eluente utilizado foi n-hexano:acetato de etila (15:1). Ap6s eluigdo do éster, substituiu-se o

eluente por n-hexano:acetato de etila (15:3) para obter o alcool ndo reativo.
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2.2.4. Hidrélise dos Esteres

O éster R-(-)-laurato de 2-octila foi hidrolisado ao correspondente alcool
‘reativo, em meio alcalino. O Esquema III mostra a sintese, purificagdo e hidrolise do
R-(-)-laurato de 2-octila, obtido via enzimatica.

Foi dissolvido 1 g do éster em 25 mL de NaOH 1 M, em etanol. A hidrélise foi
realizada sob refluxo suave por um periodo de 8 horas. O precipitado obtido (sal do acido
laurico) foi filtrado sob vacuo e lavado com éter etilico. Para garantir a total eliminagio
do acido, foram realizadas extra¢des consecutivas com solu¢do de NaHCO; 10%. A fase
etérea foi seca com sulfato de magnésio anidro e o solvente evaporado para a obtengdo do

alcool reativo puro.

2.2.5. Caracterizagiio dos Suportes e Produtos

Os espectros de IV foram obtidos em um espectrometro FTIR da PERKIN
ELMER modelo 16C e os espectros d¢ RMN 'H em um espectrometro BRUCKER AC
200 MHz, utilizando-se tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno e cloroférmio deuterado
como solvente.

As medidas de rotagdo optica foram realizadas em um polarimetro modelo
POLARTRONIC E da SCHMIDT + HAENSCH. As medidas foram realizadas a 17 °C, sendo
que as solugdes foram preparadas em cloroformio na concentragio de 16,4 .10 g mL".

A morfologia dos suportes foi obtida em um microscopio eletrénico de
varredura modelo PHILIPS X1.30. Os filmes com e sem as enzimas, foram fraturados em
nitrogénio liquido e analises foram realizadas na superficie e fratura (interior) do material.
Para as enzimas, realizou-se somente analise de superficie. As amostras foram metalizadas,
com uma fina camada de ouro, em um metalizador modelo P-S2 DIODE SPUTTERING
SYSTEM. |
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H
CH;(CH,)s— C *— OH +

CH;

(R, S) 2-octanol
(0,015 moles)

CH;3(CH3),0COOH

4cido laurico

(0,015 moles)

PEO/CCL ou PEO/PSL
T=250C,t=24 dias
n-hexano T=350C, t=15dias

H

*

CH;3(CHy)s—C

.

CHj _|_

alcool ndo reativo

H

CH,

OH CH;(CH:),,COOH

CH3(CH;)s — C— OOC(CH,);0CHj

R-(-)-laurato de 2-octila
éster opticamente ativo

sal do acido léun'co\/i Extragdo com NaHCO 3 10%

+

alcool ndo reativo

éster opticamente ativo

|

Separagdo em coluna de silica

l

l alcool ndo reativo puro |

Caracterizagio RMN 1H, IV
Medidas de rotagdo optica (ee 5)

Caracterizagio RMN 1H, IV
Medidas de rotagfo optica (ee

|

l éster opticamente ativo puro

Caracterizagio RMN 1H, IV
Medidas de rotagfio optica

L. _ Hidrdlise em meio alcalino
sal do geido la‘“’c"v\/i Extrago com NaHCO 3 10 %

._{ alcool reativo puro '

p)

Esquema III. Sintese, purificac¢do e hidrolise do R-(-)-laurato de 2-octila

30
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Para as andlises de calorimetria de varredura diferencial (DSC), utilizou-se um
DSC-50 da SHIMADZU. A analise termogravimétrica (TG), foi realizada em um TGA-50 da
SHIMADZU. Os parametros utilizados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros utilizados nas analises térmicas

Ahélise - Massa Taxa de aquecimento  Fluxo de N, Faixa de
(mg) (°C min) (mL min")  temperatura (°C)
DSC 5-10 5 50 25-250

TG 5-10 10 50 25-900
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3. Resultados e Discussio
3.1. Justificativa da Escolha do Polimero e Enzimas

Inicialmente foi determinada a percentagem de conversdo na reagdo de
esterificacio do acido laurico com n-pentanol (Equagiio 2), catalisada por lipases
imobilizadas em Carbopol, blenda PEOQ/Carbopol € PEO puro.

Essa rea¢do foi escolhida como padrdo, pois as lipases em geral, possuem uma
boa atividade frente a acidos de cadeia longa.’® ®® Para os polimeros puros PEO e Carbopol,
as reagdes foram realizadas a 25 ¢ 35°C por 30 horas, utilizando-se como meio reacional

n-hexano. A concentragdo de enzima foi de 100 mg g

Enzima/Polimero
CH;3(CH;);0COOH + CH 3(CH;);O0H — CH 3(CH;);0COO(CH,);,CH; + H,0 )

acido laurico n-pentanol laurato de n-pentila

A percentagem de conversdo foi determinada quantitativamente, através da
analise do espectro de RMN "H. O calculo foi estimado pela comparagio dos deslocamentos
quimicos dos grupos de protons metilénicos do alcool e do éster. Para o n-pentanol e o laurato
de n;pentila, observam-se tripletes em 3.65 (2H, CH,OH) e 4.06 ppm (2H, CHO),
respectivamente. Por exemplo, na ampliagdo do espectro mostrado de RMN 'H na Figura 17,
o grau de conversdo em éster foi de 65%. |

Primeiramente o Carbopol foi utilizado para a imobilizagdo das enzimas CCL,
PPL, PAL e LIL. Para as duas temperaturas estudadas (25 e 35 °C), ndo houve formagio do
produto utilizando-se as enzimas PPL, PAL e LIL. Estes resultados indicam, que
provavelmente este suporte causa a inativagdo destas enzimas, devido ao pH da solug@o
polimérica ser proximo a 3,0.

Estudos realizados anteriormente mostraram que a atividade enzimatica
depende do pH, sendo que a maioria das enzimas apresentam atividade maxima em pH

proximo da neutralidade > **
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Utilizando o suporte Carbopol/CCL o‘produto foi formado a 25 °C com um
grau de conversdo de 93%. Entretanto, a 35 °C o grau de conversdo foi 0%. Estes resultados
indicam que nesta temperatura, provavelmente ocorrem mudangas na conformagdo do
Carbopol e enzima, levando a inativagdo do biocatalisador. O aumento de 10 °C na
temperatura de reagdo também pode favorecer interagdes entre os grupos acidos do polimero
com os residuos de aminoacidos que constituem o sitio ativo desta enzima, decorrendo na

perda da sua atividade catalitica.

T HTesul

Figura 17. Regido ampliada do espectro de RMN 'H, evidenciando os grupos de protons
utilizados na determinagdo da percentagem de conversdo em éster, para a reagdo

de esterificagdo padrio.

Para avaliar de forma mais efetiva o efeito do Carbopol nos resultados obtidos
anteriormente, a CCL foi imobilizada na blenda PEQ/Carbopol e a reagdo de esterificagdo do
acido laurico com n-pentanol foi realizada a 25 e 35 °C, por 120 horas, em n-hexano. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Valores de percentagem de conversdo em éster obtidos com a CCL imobilizada na

blenda PEO/Carbopol.
Carbopol/PEO (%m/m) Conversio® (%)
25°C 35°C

100/0 93 0
80/20 80 0
60/40 55 0
50/50 75 0
40/60 50 10
20/80 65 60
10/90 70 66
0/100 74 86

a: obtida por RMN 'H, [enzima]: 100 mg g, tempo de reagdo: 120 horas, solvente: n-hexano

Quando a reagdo foi realizada na temperatura de 25 °C, observou-se que um
aumento na quantidade de PEO na blenda leva a uma diminui¢@o no grau de conversdo em
éster de 93% (Carbopol puro) para 74% (PEO puro). Entretanto, a 35 °C o aumento da
quantidade de PEO, levou a uma maior percentagem de conversdo em éster. Devido ao
Carbopol puro levar a inativagio da CCL a 35 °C, acredita-se que a reagdo esta ocorrendo
devido ao aumento gradativo de PEO na blenda. A Figura 18 mostra a inﬂuéhcia da
quantidade de PEO na blenda PEO/Carbopol em func¢do do grau de conversdo da reagéo de

esterificagdo padrdo catalisada pela CCL, a 25 e 35 °C.
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Figura 18. Influéncia da quantidade de PEO na blenda PEO/Carbopol em fungdo do grau de
conversio da reag¢do de esterificagdo padrdo, utilizando-se o suporte
PEO/Carbopol/CCL a (w) 25 °C e (o) 35 °C; [enzima]: 100 mg g, solvente:

n-hexano; tempo de reagdo: 120 horas.

CCL e outras lipases foram imobilizadas em PEO puro, para verificar a
aplicacdo deste polimero como suporte. Os resultados obtidos, em termos da percentagem de
éster formado (laurato de n-pentila), utilizando-se as diferentes enzimas imobilizadas em PEO
estdo apresentados na Tabela 6

Os dados apresentados na Tabela 6, indicam que as conversdes dos ésteres
dependem da fonte da lipase bem como da temperatura na qual foi realizada a reacdo de
esterificagio padrio. '

A Figura 19 apresenta o efeito da temperatura de reagdo sobre o grau de

conversio em éster, para as diversas lipases imobilizadas em PEO.
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Tabela 6. Valores de percentagem de conversdao em é€ster obtidos para as diversas lipases

imobilizadas em PEO.

Enzimas Conversio® (%)
25°C 35°C
PPL 22 6
CCL 43 53
A 64 22
AY 68 44
PAL 86 57
LIL 88 46
M 92 90
LIZ 97 95
F 100 97
PSL 100 98

a: obtida por RMN TH, [enzima]: 100 mg g, tempo de reagdo: 30 horas, solvente: n-hexano

Os melhores valores de conversdo foram obtidos, utilizando-se as enzimas F e
PSL (> 95%) imobilizadas em PEQO. O aumento da temperatura de reagio levou, para algumas
lipases, a uma diminui¢do da percentagem de conversio em éster. Entretanto, para a CCL
ocorreu um aumento no grau de conversdo com o aumento da temperatura de reagdo. Este
resultado foi concordante com estudos anteriores, para a reagdo de esterificagdo da diol
lactona com S-(+)-2-acido metilbutirico, catalisada pela CCL imobilizada em nailon.*

De maneira geral, estes resultados indicam que provavelmente esta ocorrendo
desnaturagdo das lipases com o aumento da temperatura, considerando que o polimero
mantém a sua integridade a nivel macroscopico ndo sendo observadas perdas de material no

solvente orgénico.
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Conversgo (%o)

PPL CCL A AY PAL LIL M LZ F  PSL
Enzimas imobilizadas em PEO

Figura 19. Valores de percentagem de conversdo em éster obtidos utilizando-se diversas
lipases imobilizadas em PEO, a 25 °C - e 35 °C %, [enzima]: 100 mg g,

solvente: n-hexano; tempo de reagdo: 30 horas.

A partir destes resultados iniciais, o PEO foi escolhido como suporte para a
imobilizagdo de lipases, visto que o0 mesmo mantém a atividade enzimatica a 25 e 35 °C e ndo
requer um ajuste do pH da solugdo polimérica, para realizar a imobilizagdo.

As enzimas escolhidas para o prosseguimento deste trabalho foram a CCL e
PSL. Embora a CCL tenha apresentado uma conversdo menor do que a PSL para a reag@o
padrdo, trabalhos anteriores mostram que a CCL foi enantiosseletiva para reagdes de
esterificagio de acidos racémicos com n-heptanol, em cicloexano.”? A PSL apresentou um
otimo valor de conversdo para a reagdo de esterificagdo padrio (>97 %) e a mesma foi
enantiosseletiva em reagdes de esterificagio de acidos alifaticos com alcoois secundarios

racémicos, em hexano.”

a: dados obtidos neste trabalho, vide tabela 6.
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3.2. Caracterizacio dos Suportes PEO/CCL e PEQ/PSL

A partir dos resultados obtidos e conforme ja mencionado, os suportes
PEO/CCL e PEO/PSL foram os mais estudados neste trabalho. A caracterizagio destes
suportes envolveu analises de miéroscopia eletronica de varredura (MEV) e térmicas de
termogravimetria (TG) e calorimetria de varredura diferencial (DSC), dos filmes poliméricos

com € sem enzimas.

3.2.L. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Analises de microscopia eletronica de varredura foram realizadas para verificar
a homogeneidade dos suportes e a presenga das enzimas. Estas foram efetuadas para as
enzimas CCL e PSL puras, para o PEO puro e suportes PEO/CCL e PEQ/PSL.

As Figuras 20 e 21 apresentam as micrografias das enzimas CCL e PSL puras,
respectivamente. A enzima PSL apresentou homogeneidade com relagio ao tamanho e
caracteristica dos grdos, como observado na Figura 21 B, apos um aumento de 800x. Por
outro lado, a CCL apresentou-se mais aglomerada indicando uma menor homogeneidade
nesta enzima (Figura 20 A).

A Figura 22 mostra as micrografias das fraturas do PEO e suportes PEO/CCL
e PEO/PSL. Néo foram observadas diferengas na morfologia de fratura do PEO puro e na
presenca das enzimas CCL e PSL. Por outro lado, a morfologia da superficie do PEO e
suportes com enzimas, indicam que as lipases estdo localizadas preferencialmente na
superficie do material polimérico (Figura 23). A superficie dos suportes apresentaram uma
homogeneidade completa, indicando que neste sistema o processo de imobilizagdo ocorreu

por adsorgdo das enzimas sobre o suporte polimérico.
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Figura 20. Micrografias da CCL pura: (A) aumento de 50x e (B) aumento de 800x.
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Figura 21. Micrografias da PSL pura: (A) aumento de 50x e (B) aumento de 800x.
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Figura 22. Micrografias das fraturas: (A) PEO puro, (B) suporte PEO/CCL e (C) supoﬂe
PEO/PSL, aumento de 1000x.
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Flgura 23. Micrografias das superficies: (A) PEO puro, (B) suporte PEO/CCL e (C) suporte
PEO/PSL, aumento de 50x.
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3.2.2. Analises Térmicas

Anilises termogravimétricas (TG) e de calorimetria de varredura diferencial
(DSC) foram realizadas com o objetivo de verificar a decomposigio, estabilidade e transigdes
térmicas dos suportes PEO/CCL e PEO/PSL.

A Tabela 7 apresenta os resultados de TG, obtidos para a CCL, PSL ¢ PEO
puro e suportes PEO/CCL e PEO/PSL. As curvas de TG e DTG estdo apresentadas na
Figura 24.

Tabela 7. Resultados obtidos na analise termogravimétrica

Material analisado  Temperatura (°C) Perda de massa® (%)

CCL 69 ' 3,50
252 42,00

PSL 65 1,25
274 16,70

PEO 428 97,00
PEO/CCL 38 1,35
237 3,68

406 85,25

PEO/PSL 419 83,35

a: perda de massa na temperatura indicada

Para a CCL ocorreu uma pequena perda de massa em 69 °C, devido a presenga
de agua na sua estrutura. A maior perda de massa foi observada em 252 °C, devido a
decomposi¢do do biocatalisador e da lactose. Esta enzima possui 30% de o-lactose
monohidratada na sua composigdo.®*

Para a PSL, foram observadas perdas de massa em 65 e 274 °C, devido a
presenca de dgua na sua estrutura e decomposigdo do biocatalisador, respectivamente. Para o

PEO, observou-se uma tnica perda de massa em 428 °C, devido a decomposi¢do do polimero.
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Figura 24, Curvas de TG e DTG: (A) PEO puro, (B) (----) CCL pura e (—) suporte
PEO/CCL e (C) (----) PSL pura e (—) suporte PEO/PSL.
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Para o suporte PEO/CCL, verificou-se perdas de massa em 38 e 237 °C,
referentes a presenca da CCL no suporte. A perda de massa em 406 °C indica a decomposigio
do PEO.

No suporte PEO/PSL, observou-se uma tnica perda de massa em 419 °C,
indicando que apds a imobilizagdo, a enzima (PSL) adquiriu uma maior estabilidade térmica.
Comportamento semelhante foi observado por Montero e col. apos a imobilizagdo de CCL em
poli(propileno).7

A Figura 25 mostra a curva de DSC para o PEO puro na qual foi observada

uma temperatura de fusdo (Tm) em 65 °C.

Endo

000 100.00 20000 “7300.00
Temperatura (“C)

Figura 25. Curva de DSC do PEO pufo.

A Figura 26 apresenta as curvas de DSC para a CCL pura e suporte PEO/CCL. '

Na curva de DSC da CCL pura, a transi¢do endotérmica em 73 °C indica a
perda de agua estrutural da enzima. A analise de TG confirmou esta perda em 69 °C. As
demais transigbes sdo tipicas da o-lactose monohidratada, sendo que as endotérmicas em
142, 210 e 220 °C correspondem a agua de cristalizagdo, fusdo e decomposicio da lactose,
respectivamente. A transi¢do exotérmica em 163 °C, corresponde a recristaliza¢do de uma

pequena porgdo amorfa da lactose.®
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Ap6s imobilizagdo da CCL em PEO (Figura 26 B), observaram-se as transi¢des

da CCL em 82 °C e da lactose em 120, 188 e 195 °C, respectivamente (Figura 26 C).
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Figura 26. Curvas de DSC: (A) CCL pura, (B) suporte PEO/CCL e (C) ampliagdo da regido
de 80-205 °C para o suporte PEQ/CCL.
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As diferengas nas temperaturas das transigdes referentes a enzima, apds
imobilizagdo da mesma em PEQ, indicam a ocorréncia de interagdes entre grupos éteres do
polimero e residuos de aminoacidos da enzima, perturbando o equilibrio térmico da mesma.

A Figura 27 apresenta as curvas de DSC para a PSL pura e suporte PEOQ/PSL.
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Figura 27. Curvas de DSC: (A) PSL pura, (B) suporte PEQ/PSL e (C) amplia¢do da regido de
96-102 °C para o suporte PEO/PSL.
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Para a PSL, a curva de DSC indica uma transi¢io endotérmica em 65 °C,
referente & perda de agua da estrutura da enzima, sendo confirmada pela analise de TG. As
demais transi¢cGes endotérmicas foram observadas em 176 °C e 232 °C e devem corresponder
a desnaturagdo e decomposigdo da PSL. Resultado semelhante foi observado por Zoungrana e
col., quando imobilizaram c-quimiotripsina em poli(estireno).**

Observaram-se transi¢des da PSL imobilizada em PEO, em 97,5 ¢ 98,8 °C
(Figura 27 C). A transi¢do endotérmica a 65 °C foi encoberta pela Tm do PEO
(Figura 27 B).

_ Para este suporte, a diferenga nas temperaturas das transi¢des térmicas foi
maior que para o suporte PEQ/CCL, indidativo de interagdes entre PEO e PSL. Estas
interagdes provavélmente foram responsaveis pelo aumento da estabilidade térmica deste

suporte (PEO/PSL) observado na analise termogravimétrica (TG).

3.3. Aplica¢@o dos Suportes para Reacoes em Meio Orginico

Inicialmente, realizou-se a reagdo de esterificagio do acido laurico com
n-pentanol em n-hexano (Equacdo 2) catalisadas pelas enzimas CCL e PSL em suspensdo
(método de Klibanov) e imobilizadas em PEO. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 8.

Este método foi utilizado pela primeira vez em 1986 por Alexander Klibanov
para efetuar reagdes sintéticas em meio organico, onde foi verificado que para a enzima em pd
exercer sua atividade catalitica, algumas regras devem ser seguidas. Por exemplo, solventes
hidrofébicos sdo melhores que hidrofilicos; algumas enzimas requerem a adigdo de agua ao
solvente organico; as particulas de enzima devem ser pequenas suficientes e a suspensio deve

. . Ce .. ~ . . .7
ser continuamente agitada para minimizar as limita¢des difusionais.”
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Tabela 8. Resultados obtidos na reagdo de esterificagdo do acido laurico com n-pentanol,

utilizando-se as enzimas em suspensio e imobilizadas em PEO y
Sistemas Conversio® (%)
25°C 35°C
ccr® 14 18
PSL® 9 7

PEO/CCL® : 11 . 40
PEO/PSL® 79 94

a: obtida por RMN ‘H, b: método de Klibanov, [enzima): 60 mg, c: [enzima] = 120 mg/g, tempo de reagdo: 8 horaé,

solvente: n-hexano

Os resultados obtidos indicam que apds a imobilizagdo em PEO, ocorreu um
aumento na atividade catalitica das enzimas CCL e PSL. Resultados semelhantes foram
observados por Bagi e col. que utilizaram suportes poliméricos como poli(acrilamida) e
poli(etileno-tereftalato), para a imobilizagdo da lipase pancredtica do porco ‘(PPL).IO o
aumento da atividade enzimatica da CCL foi também observado apds imobilizagdo em
poli(estireno)’ e poli(acido acrilico).”

Para a CCL imobilizada em PEO, o aumento na percentagem de conversdo em
éster ocorreu somente a 35 °C, indicando Que a imobiliza¢do da CCL em PEO, favoreceu a
catalise nesta temperatura.

Para a PSL, a percentagem de conversdo em produto foi maior apds sua
imobilizagdo em PEO, indicando que este suporte estabilizou a enzima para reagdes em meio
organico. O aumento da estabilidade da PSL no suporte PEO/PSL foi também confirmado

pelas analises de TG e DSC, citadas anteriormente.
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3.3.1. Efeito do Tempo de Reacido, Temperatura, Concentracio de Enzima e Meio
Reacional na Reacdo de Esterificacio Catalisada por CCL e PSL Imobilizadas
em PEQ

O tempo de reagdo, a temperatura e a concentragdo de enzima nos suportes
PEO/CCL e PEO/PSL, foram estudados simultaneamente, na reagdo de esterifica¢do do acido
laurico com n-pentanol (Equag¢io 2), em n-hexano. A Tabela 9 apresenta os valores de
percentagem de conversdo dos ésteres obtidos utilizando-se a CCL e PSL imobilizadas em
PEO.

Para os suportes PEO/CCL e PEO/PSL, observou-se uma maior percentagem
de conversdo em éster a medida que aumentou o tempo de reagdo, a temperatura e a
concentra¢do de enzima nos suportes. A conversdo maxima em éster (100%) foi obtida apos
30 e 192 horas de reagdo, para os suportes PEO/PSL e PEO/CCL, respectivamente. Isto indica
que a PSL foi mais efetiva que a CCL, nestas condi¢bes experimentais. '

Talon e col. observaram que o aumento do tempo de reagdo leva a uma maior
percentagem de conversdo, para reagdes de esterificagdo de acidos a alcoois alifaticos,
catalisadas pelas lipases de Staphylococcus warneri e Staphylococcus xylosus, imobilizadas
em silica gel.”®

Para os dois suportes estudados 4 medida que a concentragdio de enzima
aumenta, foi observado uma maior percentagem de conversio em éster devido a maior
quantidade de biocatalisador disponivel para a forma¢do do complexo enzima/substrato.
Entretanto nos dois sistemas estudados, a partir da concentragio de enzima de 100 mg g™, a
percentagem de conversdo em éster tornou-se independente da concentragio de enzima no
suporte, indicando que existe uma relagdo entre a concentragio do substrato e a quantidade de
enzima no suporte polimérico.

A Figura 28 mostra as percentagens de conversio em éster e'm fun¢do do
tempo de reagdo, para diferentes concentragdes de enzima nos suportes PEOQ/CCL e
PEO/PSL.
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A relagdo entre concentragio de enzima e substrato foi observada para a
Palatase M imobilizada em organo-gel. Existe uma concentragdo de enzima limite no
organo-gel, a partir da qual o aumento da mesma ndo influencia a percentagem de conversao

. ~ . ~ ;. . - 52
em éster, para reagdes de esterificagdo do acido laurico com n-pentanol, em hexano.

Tabela 9. Resultados de percentagem de conversdo obtidos na reagdo de esterificagdo do

- acido laurico com n-pentanol, utilizando-se os suportes PEO/CCL ¢ PEO/PSL a

25e35°C.
Tempo de Reagdo (horas) Conversdo® (%) 25/35°C
PEO/CCL [Enzima] (mg g™)
‘ 40 80 100 120

4 0/0 0/0 0/0 0/0

8 0/0 9/13 11/16 _12/20
30 13/17 _ 23/30 26/49 28/48
120 80/82 92/93 97/97 96/98
192 100/100 100/100 100/100 100/100

PEO/PSL
- 4 28/40 37/67 49/73 50/73
6 - 42/58 60/76 65/85 65/87
8 57/62 . 66/79 61/88 64/92
10 66/84 80/96 80/90 79/95
24 87/90 94/95 86/95 96/100
30 78/93 91/98 98/100 99/100

a: obtida por RMN 'H, solvente: n-hexano
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De modo analogo a maioria das reagdes quimicas, a velocidade das reagyées
catalisadas por enzimas aumentam geralmente com a temperatura, dentro de uma faixa na
qual a enzima é estavel e mantém sua atividade catalitica. A temperatura 6tima de reagdo ¢
dependente de cada enzima, sendo que as mesmas sdo desnaturadas pelo calor ou tornam-se
inativas a medida que a temperatura aumenta.**

As percentagens de conversdes em éster foram superiores, Cjuando a
temperatura de reagio -aumentou de 25 para 35°C, indicando Que estas enzimas possuem
atividade catvalitica melhor nesta temperatura. O aumento da temperatura de reagéo favorece a
difusdo do substrato e produtos, levando a um aumento na percentagem de conversio.’

A Figura 29 apresenta os valores de percentagem de conversdo em fungdo do
tempo de reagdo para as enzimas CCLe PSL, imobilizadas em PEO a 25 e 35 °C.

Resultados semelhantes foram observados para a CCL imobilizada em resinas
de poli(éster acrilico). A enzima possui atividade maxima a 40 °C para reagdes de

esterificacdo do acido oleico com n-propanol em solventes organicos.”
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Figura 28. Percentagem de conversio em éster para a reagdo de esterificagdo padrio em

fungdo do tempo de reagdo a 25 °C, utilizando-se os suportes: (A) PEO/CCL e
(B) PEO/PSL; [enzima]: (m) 100 mg g e (¢) 120 mg g™'; solvente: n-hexano.
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Figura 29. Percentagem de conversdo em éster para a reagdo de esterificagdo padrio em
fun¢do do tempo de reagéo a (w) 25 °C e (o) 35 °C, utilizando-se os suportes:

(A) PEO/CCL e (B) PEO/PSL; [enzima]: 120 mg g'; solvente: n-hexano.

A seguir, avaliou-se o efeito do meio reacional ou seja o solvente orginico
utilizado na reagdo de esterificagio padrdo (Equacio 2) a 25 e 35 °C, para os suportes
PEO/CCL e PEO/PSL. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 10 e Figuras 30 e 31.

Na Figura 30, observou-se um aumento na conversao em €ster com o aumento
do tempo de reacdo para os solventes apolares n-hexano, n-heptano e cicloexano, para as
reagdes catalisadas pela CCL e PSL imobilizadas em PEO.

Para o suporte PEO/CCL os ésteres foram obtidos com boa conversdo (>80%),
quando os solventes externos utilizados foram n-hexano, n-heptano e cicloexano. Porém ao
utilizar acetona, um solvente bastante polar (log P = -0,23) nfio ocorreu a formagio do
produto. Solventes polares provavelmente levam a modifica¢gdes na estrutura da enzima,
diminuindo assim a sua atividade catalitica.”’

Os ésteres foram obtidos com grau de conversdes superiores a 95 % utilizando
o suporte PEO/PSL e n-hexano, n-heptano e cicloexano como solventes externos. Em acetona
ocorreu a formagdo do produto com percentagem de conversdao em éster inferior a 20 %. Este
resultado também € esperado considerando-se a alta polaridade do meio que pode desnaturar a

: 27
cnzima.
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Os resultados obtidos foram bastante coerentes com outros trabalhos descritos
na literatura que demonstraram que os melhores solventes orgénicos, para serem usados em

. /1. ~ . 26,28
biocatalise sdo os apolares, refletidos pelos valores de log P. 3,26,

Tabela 10. Resultados de percentagem de conversdo para a reagdo de esterificacdo do 4cido
laurico com n-pentanol catalisadas por CCL e PSL imobilizadas em PEO em

‘diferentes solventes organicos, a 25 ¢ 35 °C.

Tempo de Reagdo (horas) Conversio” (%), 25/35°C
PEO/CCL Acetona Cicloexano Hexano Heptano
’ log P* =-0,23 log P =320 logP=3,50 logP=4,0

4 0/ nd 7/3 0/0 0/5

8 0/nd 15/8 12/20 14/8
30 0/ nd 32/24 28/48 23/16
120 0/ nd 68/41 96/98 50/50

192 0/ nd 83/100 100/100 65/70

PEO/PSL
4 2/nd 74/94 50/73 80/100
6 | 2/nd 100/100  65/87 85/100
24 14/nd 100/100 96/100 100/100

a: obtida por RMN 'H, b: ref. 25, [enzima}: 120 mg g, P: polaridade do solvente, nd: néo determinado

Na Figura 31, observa-se a variag@o da percentagem de conversdo em €ster em
fungio do tempo de reacdo utilizando-se a CCL e PSL imobilizadas em PEO. A reagdo de
esterificagdo padrdo foi realizada a 25 e 35 °C, utilizando-se como solvente externo n-
heptano. Estes resultados sdo concordantes com os anteriores onde verifica-se que a 35 °C,
obtém-se as melhores percentagens de conversdo em éster, evidenciando a importancia do

ajuste de condigdes experimentais para uma catéalise mas efetiva.
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Figura 30. Percentagem de conversdo em éster para a reagdo de esterificagdo padrio em

Conversdo (%)
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funcdo do tempo de reagdo a 25°C, utilizando-se os suportes: (A) PEO/CCL e

(B) PEO/PSL; [enzima]: 120 mg g'l; solventes utilizados: (m) acetona,

(e) cicloexano, (a) n-hexano e (v) n-heptano.
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Figura 31. Percentagem de conversdo em éster para a reagdo de esterificagdo padrdo em

fungdo do tempo de reacdo a (w) 25 °C e (o) 35 °C, utilizando-se os suportes:

(A) PEO/CCL e (B) PEO/PSL; [enzima]: 120 mg g'; solvente: n-heptano.
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3.3.2. Reutilizacio dos suportes PEO/CCL e PEQ/PSL

A reutiliza¢do do biocatalisador ¢ um fator importante quando considera-se a
aplicagdo pratica de um determinado método sintético, especialmente quando o catalisador é
de alto custo. Para os dois suportes a reagdo de reutilizagéo estudada foi a esterificagdo padrio
(Equacdo 2) e a mesma foi realizada a 25 e 35 °C, em n-hexano, sendo a concentragdo do
biocatalisador de 120 mg g™'. Entre as reutilizagdes os suportes foram estocados em n-hexano
a temperatura ambiente. _

A Figura 32 apresenta os valores de percentagens de conversio em éster em
fun¢do do niimero de reutilizagdes, para os suportes PEO/CCL e PEQ/PSL.

Utilizando-se o suporte PEQO/CCL, a percentagem de conversio em éster
manteve-se na faixa de 11-17 % a 25 °C, e na faixa de 18-48 % a 35 °C. Para o suporte
PEO/PSL na faixa de 44-79 % a 25 °C, e na faixa de 58-94 % a 35 °C. Esta varia¢do na
percentagem de conversdo provavelmente foi devido a presenga de reagentes remanescentes e
produto no suporte polimérico e também devido a diminui¢io da atividade enzimatica apos
estocag'em e reutilizagdo em solventes organicos.

Na Figura 32, observa-se que a atividade enzimatica foi conservada apés
sucessivas reutilizagdes. Além disto ndo foram observadas mudangas na aparéncia fisica do
suporte (polimero) durante o periodo total do experimento (~ 120 dias).

A reutilizagdo dos suportes pode ser realizada com reagentes diferentes, pois
sucessivas lavagens com o solvente organico retiram todo o produto e reagentes
remanescentes do suporte.

Rezende e col. imobilizaram CCL em crisotila. As reagdes de reutilizagdo
foram realizadas com diversos acidos e alcoois de cadeia alifitica. Apos dez reutilizagdes os
produtos foram obtidos com rendimentos na faixa de 80-100%, dependendo do acido e alcool

utilizados no experimento.’!
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Figura 32. Percentagem de conversio em éster para a ‘rea(;éo de esterificagdo padrio em
funcdo do numero de reutilizagdes a (m) 25 °C e (o) 35 °C, utilizando-se os
suportes: (A) PEO/CCL e (B) PEO/PSL; [enzima]: 120 mg g'; solvente:

n-hexano; tempo de reagdo: 8 horas.

‘Duri e col. estudaram a imobilizagdo da lipase de Pseudomonas sp. em
poli(estireno). Apos oito reutilizacdes a enzima manteve sua atividade catalitica.® Isto indica
que € possivel a imobilizagdo de enzimas em suportes poliméricos, com sua posterior
reutilizagdo. A lipase de Candida Antarctica imobilizada em resina XAD-7 (poli(éster ‘
‘acrilico)), manteve sua atividade catalitica apds seis reutilizagées.5 !

O produto obtido (laurato de n-pentila) neste, e em outros experimentos foi
caracterizado por IV ¢ RMN 'H. Os espectros estdo apresentados no item 3.5 (caracterizagio
dos produtos). A pureza, em todos os experimentos, foi confirmada por cecd (Rf = 0,70,

hexano:acetato de etila (15:1)).
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3.3.4. Aplicacio dos Suportes PEO/CCL e PEO/PSL para a Resolu¢cio Enantiosseletiva
do (R, S)-2-octanol

A reagido de esterificagdo enantiosseletiva do (R,S)-2-octanol com acido laurico
foi realizada em n-hexano, a 25 e 35 °C utilizando-se ¢omo catalisadores as enzimas CCL e
PSL imobilizadas em PEO (Equagio 3). O R-éster fot submetido a hidrolise alcalina para a

obtengdo do R-alcool (Esquema HI, parte experimental).

o OH
/ é
CH3(CH3)10—C + C
' PN
OH H;C CeHy3
acido laurico (R,S)-2-octanol
PEO/CCl ou
n-hexano PEO/PSL 3)
[E]: 120 mg g-1
0
CH3(CH,);0—C
3(CH2)10 OH
0 H + H
>C \ e ¢ ~N
H;C CeHi3 H;C CeHi3
R-éster S-alcool

A percentagem de conversio em éster foi determinada quantitativamente,
através da analise do espectro de RMN 'H. O calculo da percentagem de conversio foi
estimado pela comparagdo dos deslocamentos quimicos dos protons do alcool e do éster. Para
o 2-octanol e o laurato de 2-octila sdo observados multipletes em 3.80 (1H, CHOH) e

4.88 ppm (1H, HCO), respectivamente (Figura 33).
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Figura 33. Regido ampliada do espectro de RMN 'H para o 2-octanol e laurato de 2-octila,

evidenciando os protons utilizados para a determinagdo da percentagem de
conversao em éster.

A Figura 34 apresenta as percentagens de conversdes em éster obtidas a 25 e
35 °C, em fungdo do tempo de reagdo para os suportes PEO/CCL ¢ PEO/PSL. Conforme

previsto para os dois suportes observou-se uma maior percentagem de conversio com o

aumento do tempo e temperatura de reagio.
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Figura 34. Percentagem de conversdo em éster para a reagdo de esterificagdo enantiosseletiva
em fungdo do tempo de reagdo a (m) 25 °C e (e) 35 °C, utilizando-se os suportes:
(A) PEO/CCL e (B) PEO/PSL; [enzima]: 120 mg g™'; solvente: n-hexano.
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A Tabela 11, apresenta as percentagens de conversdo obtidas, bem como os
valores de rotagdo Optica do R-éster, alcool reativo e alcool ndo reativo obtidos utilizando-se

CCL e PSL imobilizadas em PEO.

Tabela 11. Medidas de rotagdo Optica do éster, alcoois reativo e ndo reativo para a reagdo de

esterifica¢do enantiosseletiva catalisada pela CCL e PSL, imobilizadas em PEO.

Suporte Conversdo® * [a]p'” R-éster  [ot]p’’ R-dlcool reativo  [0l]p’’ S-dlcool niio reativo
(%0)
25 35°C° 25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C
oCb
PEO/CCL 21 47 -6,1 -2,5 -85 -3,7 +2.4 +2,0

PEO/PSL 26 41 -71,3 -6,3 -9,7 -8,6 +0.9 +4,9

2

a: obtida por RMN 'H, [enzima]: 120 mg g", solvente: n-hexano, tempo de reagdo b: 24 dias e ¢: 15 dias

A CCL e a PSL imobilizadas em PEQ mostraram préferéncia na reacdo de
esterificagdo pelo enantidmero com rotagdo Optica negativa ou R. |

A Tabela 12 apresenta os valores de excessos enantioméricos do alcool reativo
e alcool ndo reativo e a razdo enantiomérica (Er) obtidos utilizando-se CCL e PSL
imobilizadas em PEO, a 25 e 35 °C.

A razdo enantiomérica (Er) fornece informagGes sobre a enantiosseletividade
das enzimas para determinados substratos. Quanto maior o valor de Er mais enantiosseletiva é
a enzima para o referido substrato.”?

Para o suporte PEO/CCL os valores de excessos enantioméricos para os
produtos foram 86 e 38 % a 25 e 35°C, respectivamente. Estes valores indicam que esta
enzima possui uma enantiosseletividade melhor a 25 °C, embora a conversio em produto

tenha sido menor do que a 35 °C.
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Tabela 12. Valores de excesso enantiomérico dos alcoois reativo e ndo reativo e razdo
enantiomérica para a reagdo de esterificagdo enantiosseletiva catalisada pela

CCL e PSL imobilizadas em PEQ.

Suporte ees (%) eep(%)° Er°

25°C 35°C 25°C 35°C 25°C 35°C

PEO/CCL 24 20 86 38 . 16 3

PEO/PSL 9 50 98 88 180 28

a: excesso enantiomérico do alcool ndo reativo, b: excesso enantiomérico do alcool reativo, a € b: por comparagio com dados
daref. 73, [a]p!’ R~(-)-2-octanol = -9,9, c: calculada pela equagdo E = In{(1-c).(1-ee;))/In[(1-c).(1+ee;)] onde ¢ = eefeestee,
dasref 72 e 74. .

Os valores de ee, obtidos foram bons comparando-se com os resultados de
Shih e col. para a reag¢do de esterificagdo do 2-butanol com N-Cbz-L-aminoacidos, catalisada
pela lipase pancreatica do porco (PPL) imobilizada em celite. O valor de ee para o R-éster foi
de 28,8%.%
A reacgdo de transesterificagdo do racemato do 2-metil-1-pentanol com acetato
de vinila em hexano, foi estudada por Zareviicka e col.. Utilizando-se a CCL e¢ PPL em
- suspensio, os (S)-ésteres foram obtidos com ee de 10 e 60%, respectivamente.®
Para o suporte PEO/PSL, os ee, foram 98 e 88 % a 25 e 35°C, respectivamente.
Estes valores novamente indicam que esta enzima foi mais seletiva a 25 °C. Estes valores sdo
 semelhantes aos obtidos com a PSL imobilizada em organo-gel, onde o (-)-2-octanol foi
obtido com ee de 95%.%
Os valores de ee do R-(-)-2-octanol e a razdo enantiomérica, indicam que as
enzimas CCL e PSL imobilizadas em PEO, foram mais seletivas quando a témperatura da
reacdo foi de 25 °C. A PSL foi o biocatalisador mais seletivo para o substrato (R,S)-2-octanol,

obtendo o R-alcool com ee, de 98%.
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_ Portanto, estes resultados indicam que os suportes PEO/CCL e¢ PEQ/PSL
podem ser utilizados para a resolugdo de alcoois secundarios racémicos, via reagio de
esterificag@o direta, em meio organico.

Os espectros de IV e RMN 'H para os ésteres e alcoois obtidos nesta reagdo

estdo apresentados no item 3.5

3.5. Caracterizacio dos Produtos

Abaixo estdo relacionados os dados espectroscopicos de IV de RMN 'H para

os ésteres e alcool obtidos via enzimatica.

e laurato de n-pentila: RMN 'H (Oppm, CDCl3), 4,05 (t, 2H, CH,00C), 2,29 (t, 2H, OOCCH,)
0,8-1,7 (m, 30H, CH; e CH3), IV (cm’™, filme), 1738 (C=0), 1174 e 1114 (C-0) (Figuras 35
e 36). '

e laurato de 2-octila; RMN 'H (8ppm, CDCl3), 4,9 (q, 1H, CHOOC), 2,4-1,0 (m, 39 H CH; ¢
CH;); IV (cm™, filme), 1740 (C=0), 1380 e 1200 (C-O) (Figuras 37 e 38).

e (-)-2-octanol: RMN 'H (8ppm, CDCl3), 3,9 (m, 1H, CHOH), 2,2-1,0 (m, 16H, CH; e CHj);
IV (cm™, filme), 3348 (OH), 1374 e 1114 (C-0) (Figuras 39 ¢ 40).
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Figura 36. Espectro de IV do laurato de n-pentila (filme).
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Figura 38. Espectro de IV do laurato de 2-octila (filme).
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4. CONCLUSOES
Através dos resultados obtidos neste trabalho as principais conclusdes s3o:

e Dados iniciais indicaram que o PEO € o suporte mais favoravel para a
imobiliza¢do de lipases, enquanto que o Carbopol e a blenda PEO/Carbopol necessitam de

ajustes no pH na solugdo polimérica, durante o processo de imobilizagdo,

¢ O aumento do grau de conversdo em €ster, apds imobiliza¢do das enzimas em
PEO, indicam que este suporte estabiliza as enzimas CCL e PSL para serem utilizadas em

meio organico,

e As micrografias dos suportes PEO/CCL e PEO/PSL, mostraram uma
completa homogeneidade destes sistema. As enzimas estdo localizadas preferencialmente na

superficie dos suportes, indicando que nestes sistemas a imobilizagio fot através de adsorgio

sobre o suporte polimérico;

¢ As analises de TG e DSC indicam que ocorreu uma perturbag¢do no equilibrio
térmico das enzimas CCL e PSL, apds imobilizagio em PEO, provavelmente devido a
interagdes entre suporte e enzima. O suporte PEO/PSL adquiriu uma estabilidade térmica

maior do que o suporte PEO/CCL,;

¢ O estudo do tempo, temperatura de reagdo e concentragdo de enzima para os
dois suportes indicam a dependéncia destes parametros na percentagem de conversio em

laurato de n-pentila;

e As reagdes estudadas mostraram-se dependentes do solvente orginico
externo. As melhores percentagens de conversio em éster foram obtidas utilizando-se

n-hexano, n-heptano e cicloexano para os suportes PEQ/CCL e PEO/PSL, respectivamente;
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o Sucessivas reutiliza¢des dos suportes PEO/CCL e PEO/PSL, indicam que os

mesmos podem ser utilizados sem perda consideravel da atividade catalitica da CCL e PSL,

em até dez experimentos,

e Na reagdo de esterificagdio enantiosseletiva do acido laurico com
(R,S)-2-octanol, os melhores resultados foram obtidos utilizando os sistemas PEQ/CCL e

PEQ/PSL a 25 °C, sendo que o R-(-)-2-octanol foi obtido com ee > 86%.
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6. Anexos-Produc¢ao Académica 1998-1999
6.1. Cursos Realizados
1999

e Principios Basicos de Filtragdo e suas Aplicagdes, Florianopolis, 15 jul.
e Purificagio de Agua para Laboratorio, Florianopolis, 15 jul.

e Mini-Curso de Biologia Molecular Estrutural, Campinas, 27-30 jul.

6.2. Participacio em Eventos

1998

¢ 21° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Pogos de Caldas, 25-28 mai.

o 14" International Conference on Physical Organic Chemistry and 4™ Latin American
Conference on Physical Organic Chemistry, Florianopolis, 16-21 ago.

¢ VIII International Macromolecular Colloquium, Canela, 07-10 set.

e VI Encontro de Quimica da Regido Sul, Maringa, 04-06 nov.

¢ VIII Seminario Catarinense de Iniciagdo Cientifica, Florianopolis,12-13 nov.
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6.3. Trabalhos Apresentados em Coloquios, Conferéncias, Congressos, Encontros e

Seminarios -
1998

* Crespo, J. S.; Nascimento, M. G.; Queiroz, N.; Soldi, V ; Aplicagdes Sintéticas de Lipases
Imobilizadas em Polimeros e Blendas Poliméricas. 21* Reuniio Anual da Sociedade

Brasileira de Quimica, Pogos de Caldas, 25-28 mai. (Q0-026)

e Crespo, J. S.; Soldi, V.; Kanis, L. A; Viel, F. C.; Pires, A. T. N.; Nascimento, M. G ;
Poly(ethyleneoxide)/Carbopol Blends: Crystallization, Morphology and Enzyme

Immobilization. VIII International Macromolecular Colloquium, Canela, 07-10 set.

* Crespo, J. S.; Bortolanzza, T. R.; Nascimento, M. G.; Soldi, V; Imobilizagdo de Lipases em

Poli(oxietileno). VI Encontro de Quimica .da Regio Sul, Maringa, 04-06 nov. (FQ-015)

* Crespo, J. S.; Bortolanzza, T. R.; Nascimento, M. G ; Soldi, V_; Imobilizagdo de Lipases em

Poli(oxietileno). VIII Seminario Catarinense de Iniciagdo Cientifica, Floriandpolis,
12-13 nov.

1999
* Crespo, J. S.; Nascimento, M. G.; Bortolanzza, T. R.; Soldi, V.; Atividade de Lipases

Imobilizadas em Materiais Poliméricos e Analises Morfologicas. 22° Reunido Anual da

Sociedade Brasileira de Quimica, Pogos de Caldas, 25-28 mai. (Q0-017)
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6.4. Trabalhos Submetidos e Aceitos em Congressos
1999

¢ Crespo, J. S.; Nascimento, M. G.; Soldi, V.; Synthetic Applications of Immobilized Lipases
on Poly (ethylene oxide). Biotrans 99-4" International Symposium on Biacatalysis and

Biotransformation, Italia, 26 set-1 out.

e Crespo, J. S.; Nascimento, M. G.; Soldi, V.; Utilizagio de poli(oxido de etileno) para a
Imobilizagdo de Lipases, ABPOL 99, Aguas de Lindoia, 17-20 out.

6.5. Publicacoes

e BARRA, G. M. O, CRESPO, J. S,, BERTOLINO, J. R, SOLDI, V., PIRES, A. T. N.
Maleic Anhydride Grafting on EPDM : Qualitative and Quantitative Determination.
J. Braz. Chem. Soc., p. 10, n. 1, p. 31-34, 1999.

e KANIS, L. A, VIEL, F. C., CRESPO, J. S., BERTOLINO, J. R., PIRES, A. T. N. SOLDIJ,
V. Study of Poly (ethylene oxide)/Carbopol Blends Through Thermal Analysis an

Infrared Spectroscopy. Polymer, (in press).



