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RESUMO

Neste trabalho foram imobilizadas lipases de diferentes fontes em organo- 

gel e avahados sua eficiência em reações de transesterificação.

Iniciahnente foi estudado a cinética das reações de transesterificação dos 

alcanoatos de p-nitrofenila com álcoois secundários racêmicos, utilizando hexano 

como solvente externo e C.V. lipase imobilizada em organo-gel a 25°C. 

Observou-se que com este solvente a reação ocorreu, porém o produto da reação 

p-nitrofenol não se difunde do organo-gel para o solvente externo. A partir destes 

resultados foram realizados alguns testes variando-se a polaridade do solvente 

com a finalidade de extrair o p-nitrofenol do interior do organo-gel. A acetonitrila 

mostrou-se a mais eficiente, e este foi o solvente utilizado para os estudos 

cinéticos nas reações de transesterificação dos alcanoatos de p-nitrofenila com 

álcoois secundários racêmicos. Os valores das constantes de velocidades 

observadas obtidas para as reações de transesterificação do laurato, octanoato e 

acetato de p-nitrofenila com os álcoois secundários racêmicos, dmunui a medida 

que são utilizados álcoois de cadeia carbônica menores, independente do éster 

utilizado.
Estudou-se também, o efeito da temperatura (20 - 30°C) para a reação de 

transesterificação do laurato de p-nitrofenila com os (±)-2-octanol e (±)-2- 

hexanol, acetonitrila como solvente externo e C.V. hpase imobilizada em organo- 

gel. Para temperaturas superiores a 30°C pode ocorrer uma maior flexibilidade 

na estrutura polimérica da gelatina que forma o organo-gel, não sendo assim 

viável a realização do experimento em temperaturas superiores.

As lipases de Chromobacterium viscosum, Pseudomonas sp, Microbial e 

Lipolase, imobilizadas em organo-gel de hexano foram usadas como 

biocatahsadores na reação de transesterificação enantiosseletiva do laurato de p-
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nitrofenila com (±)-2-octanol e (±)-2-hexanol. Os melhores sistemas para a 

resolução destes álcoois, foram com C. V. lipase imobilizada em MBG de hexano 

e hexano ou acetonitrila como solventes externos. Os valores de 

enantiosseletividade (E) foram baixos, sendo que obteve-se os melhores 

resultados de excessos enantioméricos para resolução do (±)-2-octanol utilizando 

hexano como solvente extemo (eep 51%).

Foi avahado o efeito da atividade de diferentes lipases imobilizadas em 

MBG via reações de transesterificação em dois solventes, acetonitrila e hexano. 

Uma série de ésteres foi sintetizada usando laurato de p-nitrofenila e álcoois 

alifáticos primários de cadeia linear e secundários racêmicos. Os melhores 

rendimentos (70-96%) foram obtidos com a C.V.hpase e hexano como solvente 

extemo. Com esta mesma enzima utihzando acetonitrila como solvente extemo os 

rendimentos ficaram em tomo de 30%.

Foi também estudado o grau de impedimento imposto pelas barreiras 

difiisionais de ésteres quando estes passam do meio reacional para o organo-gel e 

vice-versa, através de medidas de coeficiente de difiisão (D) dos benzoatos e 

alcanoatos de alquilas. Foram obtidos valores de coeficiente de difiisão dos 

benzoatos de etila, butila, octila, cetila e sec-butila e do laurato, octanoato e 

acetato de p-nitrofenila, em organo-gel de hexano, cicloexano e heptano. Como 

solvente extemo, utilizaram-se o hexano, cicloexano, heptano, dodecano, 

acetonitrila e 1,4-dioxano.

Também foi estudado o efeito da temperatura para a difiisão do laurato de 

p-nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente extemo. 

A partir destes resultados foi possível determinar os parâmetros termodinâmicos 

(Ea,AH'',AG^ AS^).
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ABSTRACT

In this work lipases of different sources were immobilized in organo-gel 

(MBG) their and efficiency were avaliated in transestérification reactions.

Firstly it was studied the kinetics of transestérification reactions 

transestérification of p-nitrophenyl alcanoates with racemic secondary alcohols, 

using hexane as external solvent and C.V. lipase immobilized in organo-gel at 

25 °C. With this solvent the reaction occured but the product, p-nitrophenol, did 

not spread out fi"om the gel to the external solvent. From these results, it was 

realized some tests changing the solvent polarity in order to extract the p- 

nitrophenol fi’om the organo-gel. Acetonitrile was the most effective, and so this 

was used for the kinetic studies in the transestérification reactions of p- 

nitrophenyl alcanoates with racemic secondary Eilcohols. The observed rate 

constants for the transestérification reactions of p-nitrophenyl laurate, octanoate 

and acetate with these alcohols, decreased as alcohols carbon chain decreases 

regardless the ester structure.

It was also studied, the temperature effect in the reaction of p-nitrophenyl 

laurate with (±)-2- octanol and (±)-2- hexanol with acetonitrile as external solvent 

and C. V. lipase immobilized in organo-gel. For temperatures superior than 30°C, 

probably occur a higher flexibility in the gelatin polimeric structure in the organo

gel, and so it is not possible to realize experiments above this value.

C. V.; Pseudomonas sp, Microbial and Lipolase lipases immobilized in 

organo-gel of hexane were used as biocatalyts in the enantioselective 

transestérification reactions of p-nitrophenyl laurate with (±)-2- octanol and (±)- 

2- hexanol. The best systems for the resolution of these alcohols, were with C.V. 

lipase immobihzed in MBG of hexane and hexane or acetonitrile as external
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solvent. The enantioselective values (E) were low, and the best enantiomeric 

excess values were obtained for the resolution (±)-2- octanol using hexane as 

external solvent (eep=51%).

It was also avaliated the activity effect of different lipases immobilized in 

MBG via transestérification reactions in two solvents, acetonitrile and hexane. A 

series of esteres was syntiiesized using p-nitrophenyl laurate and unbrached 

aliphatic primary and secondary racemic alcohols. The best yelds in esters were 

obtained with C.V. hpase and hexane as external solvent (70-96%). With this 

enzyme using acetonitrile as external solvent, the esters yields were in the range 

of 30%.
It was also studied the degree of esteres diffusional barriers when they go 

from the organo-gel to the organic solvent through diffusion coefficient 

measurements (D) of alkyl benzoates and p-nitrophenyl alcanoates. It was 

obtained D values for ethyl, butyl, octyl, cetyl and sec-butyl benzoates and p- 

nitrophenyl laurate, octanoate and acetate in organo-gel of hexane , cyclohexane 

and heptane. As external solvent, it was used hexane, cyclohexane, heptane, 

dodecane, acetonitrile and 1,4-dioxane.

Finally, it was studied the temperature effect for p-nitrophenyl laurate 

difiRision in organo-gel of hexane, with hexane as external solvent. From these 

results, the thermodynamic parameters Ea, AĤ , AG*, AŜ , were obtained.



Capítulo 1 - Introdução

INTRODUÇÃO: 

1.1. Justificativa do trabalho

No momento, os processos tecnológicos e biotecnológicos vêm sendo 

miiversalmente considerados como alternativas consistentes para geração de 

bens e prestação de serviços/ A sociedade humana, neste momento de virada de 

século, está consciente das necessidades da implementação de tecnologias 

baseadas em matérias primas renováveis e adequadas sob o ponto de vista 

energético e de preservação do meio ambiente.
A busca de uma metodologia mais eficiente para a utilização de enzimas 

em síntese orgânica levou a uma procura incessante de um sistema que melhor 

se adaptasse às condições sintéticas desejadas. A utilidade e a praticidade do uso 

de enzimas como catalisadores quirais em síntese orgânica estão bem 

documentadas. A sua aplicação na obtenção de “synthons” enantiomericamente 
puros em sínteses assimétricas de produtos naturais, de interesse acadêmico e 

farmacêutico, é particularmente importante. Esterases, lipases e oxidoredutases 
são enzimas de utilidade comprovada nesta área.  ̂ Portanto, enzimas como 

catalisadores têm notáveis propriedades, mas uma característica as faz 

especialmente valiosas para síntese orgânica, ou seja, elas são seletivas.^
Afim de utilizar enzimas em síntese orgânica, muitas técnicas vêm sendo 

empregadas apresentando vantagens e desvantagens em suas aplicações em 

meio orgânico.
A imobilização de enzimas é uma das mais importantes técnicas na 

aplicação da catálise enzimática para reações sintéticas em solventes orgânicos. 

Por razões práticas e econômicas, é muitas vezes vantajoso usar enzimas 

suportadas."^
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Entre vários suportes descritos na literatura, para imobilizar enzimas na 

aplicação em meio orgânico, deve-se mencionar que o organo-gel supera muitas 

das dificuldades previamente encontradas quando utilizam-se métodos mais 

tradicionais tais como: dispersão direta de enzimas em pó em solvente orgânico, 

modificações químicas das enzimas hidrofilicas tomando-as mais solúveis em 

solventes apoiares, uso de sistema bifásico, e imobilização em suportes sólidos. 

O sistema de organo-gel oferece vantagens em termos do fato que seu uso 

facilita a recuperação do produto desejado da reação bem como a reutilização 

domesmo."^
As enzimas imobilizadas em organo-gel, evitam o contato direto com o 

solvente orgânico que é desfavorável para a catálise enzimática e assim ficam 

protegidas contra a desnaturação.
Um outro ponto importante no uso da imobilização de enzimas em 

organo-gel, é que estudos anteriores demonstraram que a estrutura do organo- 

gel, é altamente dependente do solvente. Foi verificado que quando este sistema 

é utilizado para imobilizar enzimas e efetuar reações de esterificação e 

transesterificação, há um grande efeito do meio no rendimento de formação de 

ésteres. Portanto, também será quantificado o grau de impedimento imposto 

pelas barreiras difiisionais encontradas pelos ésteres benzoatos de alquila e 

alcanoatos de p-nitrofenila, através de medidas de coeficiente de difijsão (D), 

quando estes passam do organo-gel para o solvente externo. Pretende-se 

verificar se há ou não uma relação entre os rendimentos nas reações de 

esterificação e transesterificação com os valores de D, afim de adequar um 

melhor sistema para as condições sintéticas desejadas com enzimas 

imobilizadas em organo-gel (MBG).
Assim, como contribuição para o emprego de biocatalisadores em meio 

orgânico, serão avaliadas as atividades de diferentes lipases através de medidas 

cinéticas e termodinâmicas em reações de transesterificação enantiosseletivas.
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afim de otimizar as condições para o emprego dos mesmos na síntese orgânica 

moderna.

1.2 ENZIMAS E SUAS APLICAÇÕES;

1.2.1 Definição de Enzimas

Enzimas podem ser definidas como catalisadores de reações químicas em 

sistemas biológicos.^ São geralmente de natureza protéica, apresentam alta 

especificidade de reação e tem grande poder catalítico. As enzimas protéicas são 

proteínas de alto peso molecular formadas por subunidades conhecidas como 

aminoácidos, ligados entre si por ligações peptídicas. Possuem em suas 

estruturas grupos polares tais como COOH, OH, NH2 , SH e CONH2, que atuam 

como catalisadores. Sua atividade e estrutura mais estável são mantidas em meio 

aquoso. As enzimas vêm sendo utilizadas por várias décadas, sendo que sua 

natureza estrutural tomou-se conhecida apenas recentemente. Possuem 

estmturas complexas de cadeias polipeptídicas, sendo que poucas têm sua 

estrutura tridimensional definida na literatura. Por exemplo, a Figura 1 mostra a 

estrutura tridimensional da lisozima.^’̂
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• São catalisadores altamente eficientes, sendo que as velocidades das reações
10

catalisadas por enzimas podem ser até 10 vezes mais rápidas do que as 

correspondentes não catalisadas.

• Podem também ser usadas no tratamento de resíduos e materiais biológicos,

pois são biodegradáveis, o que as toma rapidamente absorvidas pela natureza.

Portanto, a indústria atual enfrenta um enorme desafio. Ela deve proteger 

o meio ambiente e ao mesmo tempo produzir bens, serviços e empregos de que a 

sociedade necessita. Sendo assim, a medida em que a conservação dos recursos 

naturais e a proteção do meio ambiente vão se tomando uma questão de 

crescente importância, abre-se o caminho para novas aplicações de enzimas em 

diferentes áreas industriais.^

1.2.2 Especifídade das Enzimas

A especificidade das enzimas é a característica mais importante para a 

exploração e uso em síntese orgânica. A capacidade com que discriminam entre 

as características estmturais e estereoquímicas de seus substratos determina sua
Q

atividade sintética.
A utilização de enzimas para aplicações em síntese orgânica depende da 

sua aceitação por vários tipos de substratos, enquanto retêm a sua habilidade 

para operar estereoespecificamente nas diversas reações químicas. Uma 

quantidade razoável de enzimas satisfaz estas características, e geralmente as de 

mamíferos preenchem melhor tais critérios.
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1.2.3 Algumas Considerações Mecanísticas das Enzimas

1.2.3.1 - Mecanismo de Ação

Grande parte das reações catalisadas por enzimas envolvem a quebra ou 

formação de ligações covalentes. Por exemplo, na equação 1 o grupamento G é 

transferido de um grupo doador D-G para um grupo receptor A.

A reação global envolve a quebra da ligação D-G e a formação de uma 

nova ligação A-G, sendo melhor representado pelo Esquema 1.

Esquema I

Portanto, as enzimas reagem via a formação de um complexo enzima- 

substrato para posteriormente formar produtos (Equação 2 e Figura 2).
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Substrato ^&izima-Substrato Produto

Figura 2 - Representação esquemática para a formação do complexo enzima- 

substrato.^

Entre as teorias e racionalizações que tem sido desenvolvidas para 

entender catálise enzimática, o modelo mais ilustrativo é o mecanismo 

desenvolvido por Emil Fischer em 1894, que mostra a interação entre o 

substrato e a enzima por analogia com um conjunto "chave e fechadura”.
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Complexo Enzima-Substrato 
(ES)

Figura 3 - Representação da formação de um complexo ES segundo a hipótese

do modelo de Fischer.11

O mecanismo do encaixe induzido de Koshland Jr. desenvolvido no final 

da década de sessenta, recebeu considerável apoio experimental e tem como 

característica essencial a flexibilidade da região do centro ativo.
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Figura 4 - Representação de encaixe induzido por uma alteração da proteína 

(segundo Koshland)/^

O modelo de Fischer (Figura 3), presume que o centro ativo é pré- 

formado para encaixar o substrato, e no modelo do encaixe induzido, o substrato 

induz uma mudança conformacional no sítio ativo da enzima (Figura 4).
A regra de três pontos foi outra teoria criada por A. G. Ogston para 

explicar a enantiosseletividade das enzimas/^
Enzimas são catalisadores e, consequentemente, não podem alterar o 

equilíbrio de uma reação química. Isso significa que elas aceleram a reação 

direta e sua reversa, multiplicando as velocidades pelo mesmo fator.

As enzimas aceleram as reações pelo decréscimo do AĜ , a barreira de 

ativação. A combinação do substrato com a enzima cria uma nova via de reação
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cuja energia do estado de transição é menor do que a da reação na ausência de 

enzima (Figura 5).

Figura 5 - Diagrama de energia de reação catalisada (preto) não catalisada 

(azul) enzimaticamente. S = substrato, P = produto, E = enzima, 

ES = complexo enzima-substrato, denota estado de transição, Ea = 

energia de ativação.

A utilização das enzimas como catalisadores em síntese orgânica é bem 

conhecida. A alta estereosseletividade e regiosseletividade frente a substratos 

são as principais características. Contudo, ainda tem -se encontrado algumas 

dificuldades em incluí-las em resolução enantiosseletiva em síntese orgânica, 

pois frequentemente as enzimas catalisam as reações em meio aquoso, mas a 

água não é um meio ideal para muitos processos orgânicos.
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Figura 1 - Estrutura tridimensional da lisozima.

Os principais benefícios de utilizar enzimas serão descritos a seguir:

• São catalisadores extremamente versáteis, existindo um processo enzimático 

equivalente com vários tipos de reações orgânicas.

• Atuam melhor a temperaturas e condições moderadas, normalmente à 

temperatura ambiente e em pH próximo à neutralidade. Estas condições 

minimizam problemas de isomerização, racemização, rearranjos, etc..., que 

freqüentemente permeiam a metodologia tradicional.

• São altamente específicas, o que significa poucos efeitos e sub-produtos 

indesejáveis no processo de formação de produtos.
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Toda estereosseletividade das enzimas origina-se da diferença de energia 

entre os complexos enzima-substrato no estado de transição [ES] . Supondo uma 

reação enantiosseletiva com ambos substratos enantioméricos A e B (eq. 3). 

Devido ao envolvimento quiral do sítio ativo da enzima, os complexos enzima- 

substrato diastereoméricos formados, [EA] e [EB], os quais possuem diferentes 

valores de energia livre (AG) para seus respectivos estados de transição [EA] e 

[EB] .̂ O resultado é a diferença na energia de ativação para ambos substratos 

enantioméricos, e como conseqüência, um enantiômero reage mais rapidamente 

que o outro (Figura 6). O valor da diferença em energia livre, expressa como 

AAG ,̂ fornece uma medida direta da seletividade da reação.'®’̂ ^

eq. 3
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COORDENADA DE REAÇAO

Figura 6 - Diagrama de energia para uma reação enantiosseletiva catalisada por 
enzima. E = enzima, A e B = substratos enatioméricos, P e Q = 

produtos enantioméricos, denota estado de transição, AAG = 

diferença em energia livre.

1.2.4. Aplicações de Enzimas em Síntese Orgânica

Na última década, as reações catalisadas por enzimas aumentaram dentro 

da química orgânica sintética. Estima-se que das 25.000 enzimas presentes na 

natureza, cerca de 2.800 foram classificadas e perto de 400 são comercializadas 

de uma forma pura.̂ "*
Nos últimos anos o interesse em utilizar enzimas como catalisadores tem 

aumentado devido a sua alta versatilidade e as condições suaves de temperaturas 

e pH em que se realizam as reações.

A utilização de enzimas em meio aquoso foi extensivamente usada em 

processos catalíticos, tanto na área tecnológica como científica, por vários anos.



Porém, seu uso tomou-se limitado, pelo fato de muitos substratos serem pouco 

solúveis em água, o que necessitava de grande volume reacional e 

procedimentos de separação muito mais complicados. O uso de solventes 

orgânicos em reações enzimáticas superou este problema, e o desenvolvimento 

de novos métodos de imobilização permitiu que várias reações pudessem se 

tomar viáveis. A adição de uma quantidade moderada de solvente orgânico, 

é uma forma direta de aumentar a solubilidade de substratos hidrofóbicos e de 

tomar a reação possível.
A característica de instabilidade em meio orgânico, a faixa limitada de 

substrato específico e o alto custo, têm sido considerados como os problemas 
mais sérios para o uso de enzimas como catalisadores sintéticos. A percepção, 

portanto, que elas são intrinsicamente limitadas como catalisadores mudou nos 
últimos anos devido aos novos desenvolvimentos em química e biologia e às 

novas exigências industriais. Atualmente, um grande número de reações 

orgânicas podem ser realizadas com o uso de enzimas.
Entre todos os tipos de reações catalisadas por enzimas, as transformações 

hidrolíticas, envolvendo a formação de ligações imídicas e éster podem ocorrer 

facilmente usando proteases, esterases ou lipases. Quando a enzima está 

operando em um ambiente que tem baixa concentração de água, qualquer outro 

nucleófílo pode competir com a água e formar o produto a partir de um 

intermediário acil-enzima, levando assim a várias transformações sinteticamente 

úteis. Durante o curso da reação catalisada enzimáticamente, qualquer tipo de 

quiralidade do substrato é reconhecida pela enzima, e isto causa uma preferência 

para as duas direções possíveis com relação a estereoquímica da reação. Para a 

indústria farmacêutica a utilização de enzimas como reagentes quirais em meio 

orgânico é de grande importância, visto que muitas drogas (fármacos) são 

comercializadas em sua forma racêmica, ou seja impura.^*’̂ ^
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As enzimas em muitos casos são utilizadas como a única maneira possível 

de se detectar dois enântiômeros de um composto quiral e, obter uma forma 

pura. Portanto, as enzimas representam uma classe de catalisadores quirais 

potencialmente ativos e úteis para uma ampla faixa de transformações 

(Figura 7)."

Hidrólise
NHR"

R"0H

aminólise
de

ésteres

R" 'OR2
Transferência 
de grupo acila

XR -' 'O-OH 
formação de

Figura 7 - Algumas possibilidades de transformações orgânicas utilizando 

catálise enzimática.

As enzimas hidrolíticas são os biocatalisadores mais comumente usados 

em síntese orgânica. Nesta classe estão incluídas as amidases, proteases, 

esterases, nitrilases, fosfatases e epoxidases, sendo de particular e grande 

interesse para o nosso trabalho as lipases.

1.2.5. Lipases em síntese orgânica

As lipases são enzimas que catalisam a hidrólise de triglicerídeos para 

formar ácidos graxos livres e glicerol. Estas enzimas são classificadas como 

hidrolases e apresentam peso molecular entre 40-50 kda com cerca de 300



resíduos de aminoácidos.^® As lipases são glicoproteínas nas quais a parte

glicosilada hidrofóbica circunda o sítio ativo. Elas têm sido isoladas de uma

variedade de tecidos de animais e plantas, podendo ser também produzidas por

processsos de fermentação usando várias espécies de microrganismos (fungos e 
01bactérias).

As vantagens de se utilizar lipases em meio orgânico, deve-se 

principalmente ao fato do baixo custo, disponibilidade comercial, a versatilidade 

catalítica, não requerem cofatores, são regioespecífícas para a posição 1,3 de 

triglicerídeos, são estereosseletivas e atuam em uma faixa de pH e temperatura 

bastante grande.̂ *̂̂  ̂ As reações catalisadas por lipases incluem esterificações, 

transesterificações, amidação, síntese de peptídeos e a formação de lactonas 

macrocíclicas. A síntese de compostos orgânicos quirais via reações de 

transesterificação enantiosseletiva de ésteres, são de interesse porque fornecem 

um método fácil para a preparação de álcoois e ácidos opticamente ativos. 

Mecanisticamente, a síntese enzimática de ésteres ou reação enzimática de 

transesterificação tem algumas características em comum com as reações da 

química clássica correspondente, mas os princípios que governam a 
especificidade estereoquímica são diferentes e assim justificam a sua 

utilização.
Vários estudos para a utilização de lipases em síntese orgânica tem sido 

direcionados para síntese (conversão) assimétrica, um dos temas mais 

importantes da síntese orgânica moderna e, de grande interesse para a indústria 

farmacêutica, visto que a atividade biológica de muitas fármacos (drogas) 

racêmicos muitas vezes reside em um único e n a n t i ô m e r o . D r o g a s  como 

Naproxen^^ (agente antiinflamatório), Dropropizina^* (agente antitussígeno), 

Cloranfenicol^^ (agente antimicrobial), Atenolol̂ ® (usado no tratamento da 

hipertensão) e Taxol^  ̂ (usado no combate ao câncer) têm sido resolvidos por 

catálise enzimática.
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A resolução de álcoois racêmicos tem sido feita explorando as
31 32propriedades enantiosseletivas de enzimas hidrolíticas. ’ Os álcoois 

opticamente ativos podem ser obtidos em soluções aquosas por hidrólises 

estereosseletivas dos correspondentes ésteres racêmicos,^ '̂^  ̂ por esterifícações 

em solvente orgânico^^’ e por transesterifícações dos correspondentes álcoois 

racêmicos A escolha do método depende de muitos fatores tais como 

seleção de um biocatalisador disponível, rendimento, pureza, velocidade da 

reação, separação dos produtos e estabilidade das enzimas. Em outras palavras, a 

otimização das condições reacionais. Com a exceção de certos álcoois 

estericamente impedidos, as lipases catalisam a acilação assimétrica de uma 

ampla faixa de substratos cíclicos e acíclicos entre moderada e alta 

enantiosseletividade.^ '̂^^
O Equema II ilustra o fato de que álcoois quirais podem ser resolvidos 

via reação de transesterificação catalisadas por lipases (PPL) em cicloexano e o 

produto (l-fenil-propanol-2) foi obtido com uma pureza óptica de 100%.^^
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cicloexano.

Esquema II
O Esquema 111, mostra que o éster vinil-2-fenóxipropanóico pode ser 

resolvido através da reação de transesterificação catalisada por lipase de 

Aspergillus niger em cicloexano, sendo que o produto foi obtido com uma 

pureza óptica de 90%.^^
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Esquema 111

Outras aplicações relevantes das lipases estão na indústria agroquímica e 

na química fina na produção de compostos enantioméricamente puros ou na 

síntese produtos intermediários.^*

O Esquema IV, mostra que o ácido (i?,S)-a-fenóxipropiônico foi 

resolvido utilizando lipase de Cândida Cilindrácea , sendo que o produto foi 

obtido com uma pureza óptica de 95%.

yíOOCHa

CCL
cicloexano/H,0

(R) ee=95%

Esquema IV
O Esquema V, mostra a resolução enantiosseletiva de álcool alílico 

utilizando a reação de hidrólise do éster correspondente catalisada pela lipase de 

Pseudomonas sp imobilizada em paládio. O produto de hidrólise (álcool alílico)
58foi obtido com uma pureza óptica de 96%.
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Pseudomonas sp 

Pd

e.e. = 96%

Esquema V
Portanto, a utilização de enzimas, e em especial as lipases, vem 

oferecendo excelentes possibilidades para obtenção de compostos 

enantiomericamente puros. O uso destes biocatalisadores em meio orgâmco vem 

superando muitas das dificuldades encontradas quando utilizam-se métodos 

químicos tradicionais. Além disto, a biotecnologia quiral produz compostos de 

uma forma mais pura.

1.2.6 Sítio Ativo da Lipase

Brady,^  ̂ através de cristalografia de raios-x, determinou a estrutura da 

lipase proveniente do fungo Mucor miehei. Esta lipase apresenta um centro 

catalítico composto de três aminoácidos ( Ser 144, His 257 e Asp 203) que está 

localizado perto da superfície da molécula da proteína, mas não está 

completamente exposto. O centro ativo está coberto por um segmento espiral 

curto da molécula como se fosse uma tampa (Figura 8).
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Figura 8 - Estrutura do sítio ativo da lipase da Mucor Miehei na presença do N- 
hexilclorofosfonato de etila. (a) Sítio ativo completo e inibidor; (b) 

secção transversal mostrando apenas a alteração do inibidor com Ser 

82, Serl44eHis 257.

As lipases apresentam uma característica catalítica comum: o 

envolvimento de uma interface lipídio-água em seu processo catalítico.

A atividade das lipases é aumentada na interface lipídio-água e este 

fenômeno é conhecido como ativação interfacial. Esta característica única de 

catálise interfacial faz com que as lipases mostrem um envolvimento 

hidrofóbico e as distingue de outras enzimas hidrolíticas.
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1.2.7. Imobilização de Enzimas

A habilidade das enzimas para atuarem como catalisadores já tem sido 

considerada por muitos anos, particularmente pela indústria farmacêutica.^^ A 

imobilização de enzimas é uma das técnicas mais importantes na aplicação de 

catálise enzimática para reações sintéticas em solventes orgânicos.^ "̂^  ̂ Por 

razões práticas e econômicas, é muitas vezes vantajoso usar enzimas 

imobilizadas visto que, com poucas exceções, elas são insolúveis em solventes 

orgânicos. Uma das grandes vantagens da imobilização é poder utilizar o 

catalisador repetidamente sem considerável perda da atividade catalítica.^ 

Considerando a compatibilidade com a enzima, géis hidrofílicos têm sido 

freqüentemente empregados como suportes enzimáticos. As vezes, a 

enantiosseletividade é aumentada.^  ̂ Alguns sistemas que já foram usados para 

imobilizar enzimas são crisotila,^  ̂ Eupergit C,̂  ̂ celite,®̂  quitosana e quitina,^* 

agarose, Chromosorb e Sepharose.^^’̂  ̂ A modificação de enzimas com 

polietilenoglicol que resulta em um pó solúvel em benzeno ou em
V2 76 *hidrocarbonetos clorados, também tem sido empregada. ' Outras técnicas que 

superam os problemas da baixa solubilidade dos substratos, é o uso de 

surfactantes e micelas reversas.
A Figura 9 mostra alguns procedimentos que vêm sendo utilizados nos 

últimos anos para imobilizar enzimas.
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Figura 9 - Técnicas de imobilização de enzimas. E = enzima, S = suporte.



Nos útlimos anos, muitos estudos têm se voltado para a utilização de 

microemulsões para imobilização de enzimas.* '̂̂ * As microemulsões são 

misturas microscopicamente homogêneas, isotrópicas e opticamente 

fransparente de água, óleo (hexano, heptano) e surfactante. As microemulsões 

podem ser divididas em dois tipos: microemulsão do tipo óleo em água (o/w) e 

microemulsão do tipo água em óleo (w/o) (Figura 10). O nome “microemulsão” 

deriva do fato de que gotas de óleo no sistema (o/w), ou gotas de água no 

sistema (w/o), possuem um diâmetro que varia de 50 a 500 A. Esta definição 

não é aceita universalmente, e o termo microemulsão é considerado por muitos 

cientistas como gotículas muito pequenas em um meio orgânico, e que o 

tamanho das gotículas sejam da ordem de nanômetros (nm).̂ '̂̂ '̂
As microemulsões são sistemas organizados, elas são fáceis de serem 

preparadas, são termodinâmicamente estáveis e podem ser formadas apenas com 

a mistura de seus componentes. Para as microemulsões água/óleo, o parâmetro 

Wo e a concentração do surfactante é que definem sua composição. O parâmetro 
que define a estabilidade das microemulsões é representado por Wo, onde:

Wo = [H2O] / [surfactante]

A gota de microemulsão pode ser efetivamente considerada como um 

microreator. Robinson e col., estudando as propriedades das microemulsões, 

concluíram que a sua estabilidade depende da concentração de óleo, água e 

surfactante presentes no meio.*^
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Figura 10 - Diagrama de fases para sistemas água/óleo/surfactante. A região 

escura representa o domínio da microemulsão.^^

Haering e Luise^  ̂ descreveram o efeito da solubilização de gelatina em 

uma microemulsão água / óleo (W/O) na formação do organo-gel. O fenômeno 

de gelifícação da solução, consiste em mais de 80% de solvente orgânico. Como 

a concentração de surfactante (AOT) é relativamente alta, a distância entre as 

micelas da microemulsão é pequena. Eles, então, propuseram que existia um 

contato intermicelar e a percolação da gelatina, já que esta se encontra em 

excesso na solução. As moléculas de gelatina ligariam uma micela a outra. 

Inicialmente, isto ocorre de maneira dinâmica e após a gelifícação da gelatina 

na microfase aquosa todo o sistema ficaria rígido. A transição parece ser muito 

complexa, por necessitar de agitação constante para a formação do gel.

Quellet e col.̂ '̂̂ °° estudando o mesmo sistema, descreveram o processo 

de gelificação em três etapas. Primeiramente, a gelatina se dissolveria no 

interior aquoso da micela e formaria o que denominaram de "nanogel". Num 

passo intermediário, haveria a percolação das nanofases e uma enorme



aglomeração de nanofases seria formada . Finalmente ocorreria a transição sol- 

gel, envolvendo as nanofases interconectadas por pontes de hélices tipo 

colágeno.

O organo-gel, é obtido pelo resfriamento de uma solução previamente 

aquecida a 55°C de Aerosol-OT (sulfosuccinato sódico de bis-2-etilexila) em 

solvente orgânico (hexano, heptano) e uma solução aquosa de gelatina. O 

sistema final é um gel homogêneo, cuja consistência e propriedades físicas 

dependem da concentração relativa de gelatina e água. Vários estudos foram 

realizados na tentativa de se compreender este novo sistema.

Atkinson e col. propuseram uma estrutura para o sistema organo-gel ou 

MBG (do inglês “microemulsion-based gels”). A estrutura proposta por 

Atkinson se forma através de uma mudança na microestrutura da microemulsão 

quando a mesma é gelifícada. Isto é, ocorre a formação de uma extensa rede de 

canais de gelatina e água rodeadas por uma camada de surfactante e, esta 

estrutura deverá estar em equilíbrio com as gotas da solução micelar 

(Figura 11).̂ ®̂ ’*“
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canais de gelatina'
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Figura 11- Modelo proposto para a estrutura do organo-gel

Na última década, foi demonstrado que enzimas podem ser imobilizadas

no organo-gel, e utilizadas para catálise enzimática em meio orgânico. 103-109



O uso do sistema de organo-gel consiste portanto em uma alternativa para 

a imobilização de enzimas, bem como sua utilização na catálise enzimática em 

meio orgânico.

1.3. - Quíralidade e Atividade Biológica

A existência de enzimas e receptores estereoespecíficos no organismo 

conduz às características biológicas diferentes para as estruturas quirais. O 

resultado desta ação estereosseletiva pelos receptores protéicos é devido a 

ocupação preferencial de um sítio receptor por um dos enantiômeros. Como 

consequência direta tem-se as mais diversas respostas biológicas para os 

estereoisômeros. A Tabela 1 mostra alguns exemplos de atividades biológicas 

exercidas por algumas drogas enantioméricamente puras e seus respectivos 

efeitos biológicos.
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Tabela 1 - Exemplos de atividades biológicas exercidas por f 

enantioméricas puras de algumas drogas.*^

Fármacos Efeitos

Etambutol Forma SS : tuberculostático 

forma RR : pode provocar cegueira

Penicilamina Forma S : anti-artríco 

forma R : extremamente tóxico

Estrona Forma (+) ; hormônio estrogênico 

forma (-) : inativo

adrenalina a forma levógira é 20 vezes mais ativa e 

igualmente mais tóxica

talidomida Forma R : sedativo 
forma S : teratogênico

salbutamol Forma R(-) é 80 vezes mais ativo que a forma

S(+)

bupivacaína Forma (±) : ambos os isômeros possuem 

atividade anestésica local, mas apenas os 
isômeros (-) apresenta ação vasoconstritora.

prolongando assim a ação anestésica local.

anfetamina a forma dextrógira é 2 vezes mais ativa que o 

enantiômetro (-)

indacrinosa Forma (+) : ação diurética e retenção do ácido

úrico

Forma (-) : efeito uricosúrico

clorfeniramina A atividade anti-histamínica é devida 

essencialmente à configuração S{+).



Atualmente a “Food and Dnig Administration” (FDA)-USA e outros 

orgãos semelhantes da comunidade Européia e do Japão estabeleceram novos 

protocolos que devem ser seguidos para a liberação de uma nova droga, em 

especial se sua estrutura é quiral. O uso de uma mistura racêmica para novos 

medicamentos só é permitida se todos os ensaios clínicos e toxilógicos forem 

realizados com cada enantiômero isoladamente e comparados com aqueles 

envolvendo a mistura racêmica.^* Portanto a aplicação da resolução enzimática 

na indústria farmacêutica é promissora e extensa.

1.4 - Determinação da Enantiosseletividade das Enzimas

Quando uma reação que leva a formação de enantiômeros provoca a 

preponderância de um sobre a sua imagem especular, a reação se diz 

enantiosseletiva. A fim de que a reação seja enantiosseletiva, é preciso que haja 

a influência de um reagente ou de um solvente ou ainda de catalisadores que 

sejam quirais.
Na natureza, onde a maioria das reações são enantiosseletivas, as 

influências quirais provém de moléculas de proteínas denominadas enzimas. As 

enzimas não só tem a capacidade de acelerar enormemente as reações, que 

seriam muito lentas na sua ausência, mas tem também a capacidade de exercer 

espetacular influência quiral sobre a reação. As enzimas tem esta propriedade 

por serem, elas próprias, quirais e possuírem sítios ativos onde as moléculas do 

reagente ligam-se, momentaneamente, durante a reação. Estes sítios ativos são 

quirais e somente um dos enantiômeros ajusta-se ao mesmo e pode sofrer a 

reação. A formulação de expressões efetivas para determinação dos três 

parâmetros chaves são descritos na literatura: '̂® a) a extensão de conversão de 

substratos racêmicos; b) a pureza óptica, expressa como excesso enantiomérico
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(ee) do produto ou do substrato que permanece sem reagir e; c) a razão 

enantiomérica (E).

O rendimento químico máximo de uma resolução cinética biocatalítica é 

50% para cada enantiômero, isto é, quando apenas um dos enantiômeros tem 

reagido completamente. O resultado do processo é descrito pelo excesso 

enantiomérico do produto (eep) e do substrato que não reagiu (ee*), sendo o 

rendimento fornecido pelo grau de conversão da reação (c).

A razão enantiomérica (E) é um parâmetro que está relacionado com o 

excesso enantiomérico e o grau de conversão. Em resolução biocatalítica ela é 

definida como a razão de kcJ Km para dois enantiômeros. Enquanto o excesso 

enantiomérico é uma propriedade do produto, a razão enantiomérica é 

característica do processo. A razão enantiomérica descreve a 

enantiosseletividade ou melhor a enantioespecifícidade de um certo substrato e 

uma enzima específica, sob condições físicas particulares (solvente, 

temperatura, pH, etc.). Para um processo irreversível, tal como hidrólise 

biocatalítica, pode-se determinar E quando ee*, eCp e c são medidos, utilizando 

as Equações 4,5 e 6.̂ ^̂

eq.4

E =

l n [ ( l - c ) ( l - e e s ) l

In [(1- c) (1+ ee,)]

eq. 5



Capítulo I - Introdução
30

E =

In [(1 - c) (1 + eep)]

In [(1- c) (I -  eep)

eq. 6

Reações de transesterificação ou esterifícação catalisada por lipases em 

sistema bifásico (água/ solvente orgânico) ou meio orgânico anidro também 
obedecem a equação homocompetitiva convencional quando esta é irreversível. 

No início do estágio da reação, pouco produto é formado, sendo que, 

normalmente a reversibilidade da reação toma-se um problema signifícante 

somente quando a conversão está ao redor de 40%, ou maior.

As reações enzimáticas de esterifícação ou transesterificação em meio 

aquoso ou em sistema bifásico (água/solvente orgânico) são reações de 

equilíbrio, visto que são utilizadas grandes quantidades de água. Quando são 

utilizadas lipases imobilizadas em organo-gel para efetuar estas conversões em 

solventes orgânicos, elas são mais seletivas, pois são utilizadas pequenas 

quantidades de água. Portanto, não existe o problema de competitividade de 

reação quando esta é irreversível.

1.5 - Métodos Analíticos Aplicados na Determinação do Excesso 

Enantiomérico de Compostos Opticamente Ativos.

Como os enântiômeros não apresentam diferenças físicas e nem 

químicas, não podem ser analisadas pelos métodos comuns. Estes 

estereoisômeros necessitam ser analisados por técnicas analíticas especiais, tanto



do ponto de vista qualitativos como quantitativos. Alguns métodos empregados 

na análise de enantiômeros serão citados a seguir:

- Ressonância Magnética Nuclear (RMN);

- Cromatografía Líquida de Alta Eficiência (CLAE) e Cromatografia Gás-

Líquido (CGL);

- Birrefringência circular e dispersão óptica rotatória (ORD: Optical Rotatory 

Dispersion);
- Dicroismo Circular (CD: Circular Dichroism).

- Rotação óptica (a)
A técnica utilizada para o desenvolvimento deste trabalho foi a 

polarimetria, um dos métodos clássicos espectrais para a determinação do 

excesso enantiomérico ou pureza óptica de uma amostra.

Ainda, é o mais simples e mais utilizado para se determinar a pureza 

óptica de um líquido, gás ou solução de um composto opticamente ativo. Mede- 
se empregando um polarímetro que consiste basicamente em dois prismas de 

Nicol, um atuando como polarizador e outro como analisador. Essa técnica 

possui o inconveniente de exigir uma quantidade relativamente grande de 

amostra (da ordem de mg), o que às vezes não é disponível, podendo ser usado 

também para a análise qualitativa de um dado composto.^
Assim, utilizando-se um polarímetro, determina-se o ângulo do desvio da 

luz polarizada provocada por uma amostra (rotação óptica). Uma vez 

determinada a rotação óptica experimental, esta é convertida para rotação óptica 

específica pela Equação 7 .
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«T*
[a] D = rotação óptica específica

a  = rotação óptica observada

1 = comprimento da cela polarimétrica, em decímetros

c = concentração da solução, em gramas de soluto por mililitro de solução (para 

um líquido puro, substituir a densidade em g/mL)

Através da rotação óptica específica da amostra, pode-se determinar a 

pureza ótica (e.e.) pela relação entre a calculada, determinada 

experimentalmente, e a do enantiômero puro encontrado na literatura.“ ^

1.6 - DIFUSÃO

1.6.1 - Definição de Difiisão

Difusão significa o movimento de uma partícula para, ao acaso, colidir 

com outras partículas sendo um fenômeno físico-químico de grande importância 

prática e teórica. A difusão pode ser responsável pelas alterações ocorridas nas 
velocidades de muitas reações químicas, constituindo um processo espontâneo 

de transporte de massa num sistema fisico-químico, por efeito do gradiente de 

concentração.

1.6.2 - Liberação de Drogas em Sistema Biológico Controlada por Difusão

Durante os últimos anos vários trabalhos foram concentrados no 

desenvolvimento de uma técnica para controlar o desprendimento de drogas nos 

organismos vivos em quantidades d e s e j a d a s . A s s i m ,  tais drogas 

desprendidas fornecem um sistema em que a velocidade de liberação é
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controlada e determinada de acordo com as quantidades desejadas, ficando 

insensível às variações biológicas.

Uma das técnicas mais bem sucedidas e de grande importância no 

procedimento para uma forma correta de dosagem foi o uso do processo de 

difusão para o controle da velocidade de desprendimento da droga.

Muitas reações químicas em sistemas biológicas ou de interesse industrial 

podem ser controladas por difusão, sendo que estas envolvem um transporte de 

massa de um determinado substrato por efeito de um gradiente de 

concentração.^*  ̂Por exemplo, a reação de hidrólise do nicotinato de metila foi 

estudada em sistema bifásico (água e tetracloreto de carbono) e a sua 

velocidade foi controlada pelo transporte do substrato até a interface, por 

difusão, obtendo-se assim o ácido nicotínico e o metanol (Esquema V I).
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Esquema VI

A encapsulação de agentes farmacologicamente ativos dentro de uma 

cápsula de gel, pode oferecer uma melhor adsorção e maior biodisponibilidade 

da droga.
Durante muitos anos a indústria vem utilizando para a encapsulação de 

drogas gel de gelatina (softgel). Alguns produtos farmacêuticos tais como a 

Nifedina, Ciclosporina e Termazepam já tiveram uma boa aceitação no mercado,
1 1 Q

quando encapsuladas em gel.

Essencialmente um "softgel" fornece uma solução ou suspensão da droga 

dentro da cápsula do gel. Através da ruptura da cápsula no gastro-intestinal, o 

conteúdo interno se espalha livremente. Drogas solubilizadas em "softgel"



podem ter mna velocidade de adsorção superior e ser de grande 

biodisponibilidade se compararmos com a forma de distribuição tradicional.^^*

1.6.3 - Determinação do Coeficiente de Difusão

Uma das maiores dificuldades, é a de se encontrar uma técnica 

experimental apropriada para a determinação do coeficiente de difusão, 
considerando-se que este processo é lento e requer muito tempo experimental.

Em 1976, Moskovits e Darewlany^^  ̂descreveram um trabalho que relata 

um experimento no qual uma solução concentrada foi colocada no interior de 

uma bolsa de diálise. A bolsa foi suspensa em um grande volume de solvente, 

com agitação lenta. Com o passar do tempo eles observaram ma aumento na 

concentração do soluto, no solvente ao qual a bolsa de diálise estava exposta. 

Com estes dados eles determinaram o coeficiente de difusão. A desvantagem 

deste experimento é que a quantidade medida não é o coeficiente de difusão 

simples, mas o coeficiente de permeabilidade da membrana de diálise. Assim 

não é possível comparar estes dados com os da literatura. Em 1980, Irinâ ^® 

relatou uma metodologia experimental, usando um espectrofotômetro e um 

calorímetro para a determinação do coeficiente de difusão de vários sais 

( KNO3 , AgN0 3 , LÍNO3  e C0 CI2  . 6 H2 O ) em água. A difusão dos cristais 

em água foi acompanhada através da absorção máxima dos sais. A maior 

desvantagem deste método é a demora na realização do experimento, que requer 

cerca de 40 horas, desde o início até o término do processo.

Mais tarde, Crooks*^  ̂ desenvolveu uma metodologia para determinar o 

coeficiente de difusão do azul do bromofenol em gel de ágar, consistindo 

basicamente na leitura de absorbância de alíquotas de amostras do solvente a 

590 nm, que é região de absorção máxima do azul do bromofenol. Esta técnica 

foi utilizada para o desenvolvimento deste trabalho.^^^
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O coeficiente de difiisão pode ainda ser medido utilizando outras técnicas 

diferentes. Entre os métodos mais comumente usados estão a cela de 

diafi-agma*̂ ,̂ e dipersão Taylor-Aris.'^^''^'’

1.7 - OBJETIVOS

1.7.1 - Objetivo Geral

Afim de poder contribuir para a aplicação de enzimas em síntese orgânica, 

tem-se como objetivo geral avaliar a estabilidade, atividade e 

estereosseletividade das enzimas imobilizadas em organo-gel nas reações de 

transesterificação em meio orgânico, bem como quantificar a velocidade de 

difiisão de alcanoatos de p-nitrofenila e de benzoatos de alquila quando estes 

passam do organo-gel para o solvente externo.

1.7.2 - Objetivos Específicos

1.7.2.1 - Imobilizar lipase de Chromobacterium viscosum ( C.V.lipase), Lipolase
e lipase de Pseudomonas sp em organo-gel e aplicá-las na 

resolução enantiosseletiva em reações de transesterificação;

1.7.2.2 - Avaliar efeitos do comprimento da cadeia hidrocarbônica dos álcoois e

dos ésteres nas reações de transesterificação catalisadas por lipases 

imobilizadas em organo-gel, bem como a utilização de diferentes 

solventes orgânicos nestas reações;

1.7.2.3 - Avaliar o efeito da temperatura nas reações de transesterificação dos

alcanoatos de p-nitrofenila com álcoois racêmicos secundários;
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1.7.2.4 - Quantificar o grau de impedimento imposto pelas barreiras difiisionais

encontrados pelos ésteres (alcanoatos de p-nitrofenila) quando estes 

passam do organo-gel para o solvente externo através de medidas de 

coeficiente de difusão (D);

1.7.2.5 - Avaliar o efeito da temperatura na determinação do coeficiente de

difusão do laurato de p-nitrofenila em organo-gel de hexano.
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PARTE EXPERIMENTAL;
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2.1- Materiais e Métodos

As enzimas utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram a lipase de 

Chromobacterium viscosum (C.V lipase) (Genzyme Biochemical Ltd), com 

atividade específica de 3970 unidades/mg de sólido, Lipase de Pseudomonas sp 

(Genzyme Biochemical Ltd), com atividade específica de 1900 unidades/mg de 

sólido, Lipase Microbial (Genzyme Biochemical Ltd), com atividade específica 

de 1600 unidades/mg de sólido, Lipolase (Novo Nordisk Ltd), com atividade 

específica 100 KLU/G*. Os solventes hexano, heptano, cicloexano, 1,4-dioxano, 

dodecano e acetonitrila foram todos de pureza analítica. Foram também 

utihzados solventes e substratos comerciais, purificados quando necessário. Os 

benzoatos de alquila foram preparados de acordo com a literatura e 

caracterizados por IV e RMN^H. Os ésteres laurato, octanoato e acetato de p- 

nitrofenila foram adquiridos comercialmente pela Sigma Chemical CO. O 

surfactante Aerosol O-T (sulfosuccinato sódico de bis-2-etilhexila) (D-0885 lote 
120H0456) e a gelatina em pó (tipo A: Bloom 300) foram também adquiridos 

comercialmente pela Sigma. A síhca para cromatografia em coluna (70-230 

mesh) e em placa de camada delgada, foi adquirido comercialmente pela Merck. 

As vidrarias foram de Pyrex, e os demais reagentes utilizados eram de pureza 

analítica. Para efetuar as reações foi utilizado um banho maria tipo Dubnoff TE 

093 da Tecnal.

2.2 - Caracterização dos Compostos

Os ésteres (produtos) obtidos nas reações de transesterificação catalisadas
*lTma luddade de lipase (LU) é definida como a qnantidade de enzima que libera Imicromol de áddo butírico por minuto sob as 

condições padrão, ou seja pH = 7,0; 30°C; 4,8% (w/v) Mbntírina e 0,095% (w/v) de goma arábica.



por enzimas (lipases) imobilizadas em MBG e os benzoatos de alquilas obtidos 

segundo método clássico da literatura, foram caracterizados por técnicas 

espectroscópicas. Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando um 

espectrofotômetro Perkin Elmer modelo FT-IR 16PC.

Os espectros de RMN^H foram obtidos em um espectrômetro Bruker AC 

200 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrão interno. Estudos 

cinéticos foram realizados em um espectrofotômetro modelo Beckman DU-65. 

As medidas de rotação óptica foram determinadas em um polarímetro modelo 

Polartronic E da Schmidt e Haensch.

Os índices de refração foram obtidos com um refratômetro da Carl Zeiss 

Jena, a 20°C.

2.3 - Enzimas Imobilizadas em Organo-gel

2.3.1 - Preparação do Organo-gel^^^’*̂^

O organo-gel (MBG) foi preparado pela adição de uma solução de 

Aerosol-OT em hexano a 55®C a xmia segunda solução de gelatina em água 

também a 5 5 0 ^ 103,104 ^  mistura foi então agitada vigorosa e manualmente, e 

deixada esfriar a temperatura ambiente para formar um gel rígido e estável. A 

composição do organo-gel utilizado foi a seguinte: l,40g de gelatina, 2,15 mL 

de água destilada, 4,00 mL de solução de Aerosol-OT 0,5M, e 2,20 mL do 

solvente hexano (Wo = 59,72). A microemulsão água-óleo contendo a enzima 

foi preparada injetando 0,25 mL de uma solução aquosa de enzima com 

concentração de 10 mg/mL, quando a enzima era sólida e 0,5 mL quando a 

enzima se apresentava em solução aquosa, na solução de Aerosol-OT. Após 

estabilização a temperatura ambiente, os géis foram armazenados em '"‘'freezef'' 

por 24h no mínimo para serem utilizados posteriormente nas reações
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(Figura 12 ). Géis controle, isto é, sem enzima imobilizada também foram 

preparados.

do AOT + solvente

S5°Ç por 
5 numitfls

agua

gplatina

5S°Ceinbanliol 
matia até a gelatina 
dissolver

solução de 
gelatina

soluç^ micelar 
aquecida

agitação manual
até aUngir a 
temperatura gel transparente 

ou
solução micelar

Figura 12 - Preparação do organo-gel

2.3.2 - Preparação do Meio Reacional

Os géis contendo enzima imobilizada foram retirados do “freezer’\  

rapidamente separados dos tubos de ensaio, e cortados em secções regulares de 

= 125 mm ,̂ e então removidos para um Erlenmeyer contendo 30 mL de hexano, 

estando assim prontos para serem utilizados nas reações de transesterificação em 

meio orgânico (Figura 13).
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gel em solvente 
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Figura 13 - Preparação do meio reacional do sistema organo-gel.

As reações de transesterificação foram realizadas adicionando em um 

Erlenmeyer de 125 mL, 30 mL de hexano ou acetonitrila, quantidades 

equimolares dos reagentes (geralmente 0 , 0 2  mol de cada) e lOg do organo-gel 
contendo 10 mg de lipase de Chromobacterium viscosum, Lipolase, Microbial, 

Pseudomonas sp, imobilizada em organo-gel (Figura 14 ).

As reações de transesterificação dos alcanoatos de p-nitrofenila com os 

álcoois alifáticos primários e secundários racêmicos foram efetuadas sob 

agitação em um banho-maria tipo Dubnoff termostatizado a 25°C (Figura 15), 

acompanhadas por ccd (cromatografía de camada delgada) e RMN^H, por 

aliquotas que foram periodicamente retiradas da mistura reacional. As mesmas 

foram geralmente interrompidas quando o grau de conversão se aproximou de 

50%, ou quando já estavam reagindo por um período de 7 dias quando o 

solvente externo foi o hexano, e um período de 15 dias quando o solvente 

externo foi acetonitrila. Os ésteres, formados pela reação de transesterificação
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dos alcanoatos de p-nitrofenila com os álcoois alifáticos primários e secundários 

racêmicos, foram isolados por cromatografía em colxma com silica gel 60 ( 70- 

230 mesh) utilizando como eluente hexano:acetato de etila (15:1). Os excessos 

enantioméricos foram determinados por comparação das rotações ópticas 

específicas dos ésteres determinados experimentalmente com os valores 

reportados na literatura.

Todas as reações realizadas neste trabalho foram também efetuadas nas 

mesmas condições experimentais utilizando géis controle, isto é, sem enzima 

imobilizada, não observando reação nos periodos nos quais se realizaram os 

experimentos.

Figura 14 - Sistema de organo-gel (MBG) utilizado para realizar as reações de 

transesterificação.



42

Capítulo II - Parte Experimental

Figura 15 - Dubnoff TE 093 da Tecnal termostatizado, utilizado nas reações 

de Transesterificação.

2.4 - Estudos Cinéticos

As cinéticas das reações de transesterificação do laurato, octanoato e 

acetato de p-nitrofenila com os álcoois (±)-2 -butanol, (±)-2 -hexanol, (±)-2 - 

octaiiol e cicloexanol, foram acompanliadas espectrofotométricamente a 25°C. 

Todas reações foram seguidas observando-se a formação de um dos produtos da 

reação, p-nitrofenol, em 307 nm.
As concentrações dos alcanoatos de p-nitrofenila foram de 1,0 x lÔ ^M, 

enquanto as dos álcoois foram de 5,0 x 10'^M, estando portanto os álcoois em 

excesso com relação ao éster. Nestas condições a reação é de pseudo-primeira 

ordem.
As constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem (kobs) foram 

calculadas usando-se um programa interativo de computador, conforme a 

Equação 8 .
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kobs = In ( Atoo - Atx)/ tx I eq. 8

onde:

Atoo = absorbância do p-nitrofenol em tempo infinito ( fornecido pelo programa) 

Atx = absorbância do produto ( p-nitrofenol) no tempo "x" 

tx = tempo "x" em segundos.

A partir dos dados experimentais de absorbância e de tempo, obtém-se um 

gráfico de log ( Atoo - Atx ) em função do tempo tx (s), cujo coeficiente angular 

fornece o valor de kobs-
As cinéticas das reações de transesterificação dos alcanoatos de p- 

nitrofenila com os álcoois secundários racêmicos foram acompanhadas à 20”C, 

25 C e 30”C.

2.5 - Medidas do Coeficiente de Difusão

2.5.1 - Preparação da Coluna de Difusão

Para medir os coeficientes de difusão (D) foram utilizados tubos de 

paredes grossas e sem fundo com aproximadamente 13 cm de comprimento e

1,9 cm de diâmetro, apropriados para reter o gel, conforme mostrada na 

Figura 16.
O organo-gel utilizado nas medidas de coeficiente de difusão dos 

alcanoatos de p-nitrofenila, foi preparado conforme o procedimento descrito no 

item 2.3.1.

Os ésteres, benzoatos de alquila, laurato, octanoato e acetato de p- 

nitrofenila de concentração inicial 0,1M foram dissolvidos no solvente 

orgânico (hexano, heptano ou cicloexano) o qüal foi adicionado para fazer o
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gel. A concentração final dos ésteres foi de 0,0 IM. O organo-gel, após alguns 

minutos de agitação, mas ainda no "estado líquido", foi colocado no tubo citado 

acima, que tinha sido previamente colocado na posição vertical sobre uma 

pequena placa de petri.

A quantidade de gel preparado (aproximadamente 40 mL) foi suficiente 

para preencher aproximadamente 1 0  cm do tubo.

Em seguida, selou-se com parafílme a abertura superior do tubo para 

evitar a evaporação do solvente, e este foi deixado esfriar a temperatura 

ambiente. Posteriormente colocou-se na geladeira, e após o gel estar totahnente 

congelado, procedeu-se a leitura do coeficiente de difusão.

1 ,9  cm
___A.______

1 3 ,0  cm  c r

8 , 0  cm

Figura 16 - Tubo de vidro utilizado nas medidas experimentais do coeficiente 

de difiisão dos alcanoatos de p-nitrofenila em organo-gel a 25°C.



2.5.2 - Medidas Experimentais de Coeficientes de Difusão em Organo-Gel

O procedimento geral de medidas dos coeficientes de difiisão está 

representado esquematicamente na Figura 17.

O tubo contendo o gel, após 24 horas na geladeira, foi retirado da placa de 

Petri e colocado num suporte que permitia que este fosse introduzido no centro 

de um becker com capacidade de 250 mL, contendo 100 mL de solvente 

orgânico (solvente externo). O tubo permaneceu suspenso a aproximadamente 2 

cm do fundo do becker.
Os experimentos foram realizados utilizando-se como solvente externo 

hexano, heptano, cicloexano, dodecano, 1,4-dioxano e acetonitrila em diferentes 

temperaturas à 20°C, 25°C e 30°C.
O solvente (externo) do becker foi mantido constantemente sob agitação 

magnética. Amostras do solvente foram retiradas em intervalos de tempo 

determinados e fez-se as leituras das absorbâncias em 226 nm, comprimento de 

onda de absorção máxima dos benzoatos de alquila e 265 nm, comprimento de 

onda de absorção máxima dos alcanoatos de p-nitrofenila.
Os valores das absorbâncias, de cada um dos experimentos, foram 

tratados matematicamente de acordo as Equações 9 e 10.*̂ ® A partir deste 

tratamento matemático, obteve-se a Figura 17 que mostram a fração difundida 

dos correspondentes ésteres (Mt/Mo) em ftmção da raiz quadrada do tempo 

(t*̂ )̂, em organo-géis e diferentes solventes externos.
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Mt/Mo = (At/Ao) (V// Vti) (VqV Vq̂ ) eq.9

onde:



Mt/Mo = fração do soluto difundido no tempo t.

M  = absorbância no tempo t

Aq = absorbância da solução do substrato para determinar Ao

= volume inicial da solução do substrato no gel.

Vt^ = volume final da solução do substrato (volume do solvente no becker)

Vq‘ = volume inicial da solução do substrato para determinar Aq

Vq^ = volume final da solução do substrato para determinar Aq

Os resultados dos cálculos, utilizando a equação 9 foram então

representados graficamente nas curvas por Mt/Mo em função de t , que 

respeitam a Equação 10;
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Mt/Mo = 2 (Dt/7üL2 y/2 eq. 10

onde;

D = Coeficiente de difiisão 

L = comprimento do gel no cilindro

Aplicou-se uma regressão linear de primeira ordem na 
Equação 10, e obteve-se o valor do coeficiente de difiisão D em cm .̂s'* para os 

diferentes ésteres e com os vários solventes orgânicos estudados.
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Figura 17 - Procedimento experimental utilizado para as medidas dos 

coeficientes de difiisão dos ésteres em organo-gel.
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2.6 - Preparação dos Benzoatos de Alquila

Os benzoatos de alquilas foram preparados segundo métodos clássicos da 

literatura. Uma série de ésteres derivados do ácido benzóico foi preparada, 

utilizando-se álcoois com cadeias carbônicas variando de 4 a 16 átomos de 

carbono.
A reação de esterifícação do ácido benzóico com diferentes álcoois, de 

maneira geral, pode ser representada conforme o Esquema V II.

R-OH H+ + H2 O

R -  C2H5, C4H9, CsHiv, C16H33, sec-C4H9

Esquema VII
As reações foram realizadas adicionando-se em um balão de 250 mL, 35 a 

50 mL de tolueno, 0,05 mol de ácido benzóico e 0,05 mol de álcool. Como 

catalisador utilizou-se o ácido sulfurico ( algumas gotas). Em seguida, a mistura 

reacional foi refluxada por 4 a 16 horas, dependendo do tamanho da cadeia 

hidrocarbônica do álcool. As reações foram acompanhadas pela formação da 

água coletada através de uma aparelho Dean-Stark.
Após o refluxo (4 a 16 horas ), adicionou-se a mistura reacional em um 

fimil de separação e lavou-se com solução aquosa de bicarbonato de sódio para 

ehminar o ácido que não reagiu. A seguir, extraiu-se os ésteres da fase orgânica 

com tetracloreto de carbono. A mistura foi seca sobre sulfato de magnésio ou 

cloreto de cálcio anidro. Os sais secantes foram fíltrados, evaporou-se o solvente



em evaporador rotatório; e obteve-se os ésteres. A purificação dos ésteres 

(benzoato de etila, benzoato de butila, benzoato de sec-butila e benzoato de n- 

octila) foi feita através de uma destilação simples, enquanto que o benzoato de 

cetila que é um sólido, foi recristalizado em hexano.

Os produtos assim obtidos, foram caracterizados por IV e RMN^H, e 

de medidas do índice de refração (Tabela 10, página 92).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO;

Este capítulo contém os resultados dos experimentos descritos no capítulo II, 

apresentados na forma de diagramas, figuras e tabelas, devidamente discutidos para 

uma melhor compreensão.
Todos os resultados obtidos nos experimentos feitos no laboratório, serão 

apresentados e discutidos, tenham sido eles bem sucedidos ou não. Esta abordagem 

foi adotada com o intuito de se executar um estudo razoavelmente completo do 

objeto da pesquisa. Assim, alguns aspectos que aparentemente possam parecer 

negativos, contribuíram sem dúvida para o entendimento das características do 

organo-gel e de sua utilização potencial em síntese orgânica.

Para uma melhor compreensão os resultados serão apresentados e discutidos 

em duas partes:

1- Parte: Reações de transesterificação: Estudos cinéticos, resolução de álcoois
secundários racêmicos e avaliação da atividade de diferentes lipases .

2- Parte: Determinação do coeficiente de difusão de ésteres em organo-géis de

hexano, heptano e cicloexano, em fimção da polaridade do solvente 

externo e da temperatura.

3.1 - Estudo Cinético Via Reações de Transesterificação Utilizando Enzimas 

Imobilizadas em MBG.

O mecanismo reacional de um sistema químico é geralmente proposto tendo 

por base uma análise cinética e termodinâmica dos valores de velocidades obtidas 

numa grande variedade de condições experimentais. Portanto, o principal objetivo 

do estudo cinético em reações de transesterificação catalisadas por enzimas
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imobilizadas em MBG é de tentar propor um mecanismo provável e, só assim 

poder interpretar o comportamento dessas reações. De posse deste conhecimento 

pode-se intervir criteriosamente sobre o sistema reacional, quer por alterações de 

fatores externos (temperatura, pressão, etc. ) ou por alterações de fatores internos 

(solvente, variação dos grupos substituintes nos substratos etc).

Através da análise cinética e termodinâmica das reações de transesterificação 

do laurato de p-nitrofenila com álcoois secundários racêmicos, efetuou-se a 

resolução enantiosseletiva dos álcoois (±)-2-octanol e (±)-2-hexanol, com C.V. 

lipase imobilizada em organo-gel.

3.1.1 - Reações de Transesterificação - Medidas Cinéticas

O estudo da velocidade das reações químicas fornece informações valiosas 

sobre como as transformações químicas ocorrem na realidade. A velocidade de 

uma reação é a medida da rapidez com que se formam os produtos e se consomem 

os reagentes.
No presente trabalho, estudou-se a reação de transesterificação do laurato, 

octanoato e acetato de p-nitrofenila com diversos álcoois secundários racêmicos de 
cadeia carbônica variando em comprimento de 4 a 8  átomos de carbono. As 

reações foram efetuadas na presença de C.V. lipase imobilizada em organo-gel 

atuando como catalisador, a 25°C, utilizando como solvente externo a acetonitrila

As reações de transesterificação podem ser representadas de acordo com o 

Esquema Vlll.
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OCR

O2 N'
+ roH  O  + RCOOR'

V__ f j 25“C

R= CH3̂  CH2(CH2)5CH3̂  CH2(CH2)9CH3
N02

R'= CH3 CHCH2 CH3 ,CH3 CH(CH2 )3 CH3 , CH3CH(CH2)5CH3 
ciclo-CóHii

Esquema Vlll
As reações de transesterificação, mostradas no Esquema Vlll, foram 

acompanhadas pela formação do p-nitrofenol em fimção do tempo, cuja absorção 

máxima é em 307 nm.
As constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem ( kobs ) foram 

calculadas usando-se um programa interativo de computador que usa a 

Equação 8 , página 43.
A partir dos dados experimentais de absorbância e de tempo, 

obtiveram-se gráficos de log (At» - A^x ) em fimção do tempo tx, cujos

coeficientes angulares forneceram os valores de kobs-
Os ensaios preliminares foram realizados utilizando-se como solvente 

extemo o hexano havendo uma forte evidência de que a reação ocorreu, pois o 

organo-gel apresentou uma coloração amarela no seu interior. Este fato foi um 

indício da formação do p-nitrofenol, um dos produtos da reação de 
transesterificação. Porém, com este solvente, o p-nitrofenol não se difimdiu 

do organo-gel para o solvente extemo. Esta dificuldade de difiisão deve-se ao fato 

da falta de ação de forças intermoleculares ( por ex. interações dipolo-dipolo, 

transferência de cargas, etc.) possíveis entre o solvente (hexano) e 0  p-nitrofenol



A partir destes resultados, foram realizados alguns testes variando-se a 

polaridade do solvente com a finalidade de extrair o p-nitrofenol do interior do 

organo-gel. Os solventes utilizados foram os seguintes: heptano, cicloexano, 

clorofórmio, 1,4-dioxano e acetonitrila. O heptano e o cicloexano, análogos ao 

hexano em termos de polaridade não extrairam o p-nitrofenol do organo-gel para 

o solvente externo. Por outro lado, o clorofórmio destruiu completamente a 

estrutura macroscópica original do organo-gel.
Resultados análogos foram encontrados com a água, acetona e ácido 

acético.^^“̂ Apenas a acetonitrila e 1,4-dioxano puderam ser utilizados como 

solvente externo na reação de transesterificação, o que pode estar relacionado com 

a capacidade destes solventes interagirem melhor com espécies iônicas ou 

dipolares. Estes solventes, por serem mais polares (menor valor log P) mostraram 

um comportamento mais efetivo nas interações intermoleculares específicas e não 

específicas como por exemplo as interações iônicas, interações dipolo-dipolo, 

ligações de hidrogênio e transferência de cargas, etc., resultando na difiisão do p- 

nitrofenol para o solvente externo.
Os resultados obtidos das constantes de velocidade observadas para as 

reações de transesterificação dos alcanoatos de p-nitrofenila com álcoois 

secundários racêmicos e o cicloexanol, estão apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores de constantes de velocidade observada (kobs) para reação de

transesterificação do laurato, octanoato e acetato de p-nirofenila com 

diferentes álcoois secundários racêmicos e cicloexanol, catalisada pela 

C. V.lipase imobilizada em MBG de hexano a 25°C.

S. ésteres laurato de p- octanoato de p- acetato de p-

nitrofenila nitrofenila nitrofenila

Álcoois N. k«b, X 10^ k„bsX lO^ kobs X 1 0 ^

(±) 2-butanol 2 , 2 1 2,16 1,33

(±) 2-hexanol 2,70 2,33 2,70

(±) 2-octanol 3,31 2,71 7,40

cicloexanol 1,37 2,31 9,00

de log (Aoo -  At) vs: t(s), foram sempre maiores que 0,99. Temperatura; 25°C. Os valores de k<*s apresentados são 

médias de dois experimentos.

Os dados de constante de velocidade obtidas (Tabela 2), mostram que a C. K 

lipase é um catalisador efetivo nas reações de transesterificação dos alcanoatos de 

p-nitrofenila com álcoois secundários racêmicos e o cicloexanol, 

independentemente do comprimento da cadeia do álcool e do solvente utilizado. 

Esta observação pode estar relacionada com atividade específica da enzima, uma 

vez que a C.V.lipase utilizada apresenta atividade específica 3970 unidades/mg de 

proteína. Resultados análogos foram obtidos por Jesus e colaboradores, com a 

Pseudomonas sp (1900 unidades/mg de proteína) e a lipase Microbial 

unidades/mg de proteína) na reação de transesterificação do octanoato de p- 

nitrofenila com álcoois alifáticos pr imár ios . As reações foram também realizadas 

nas mesmas condições experimentais utilizando géis controle, ou seja, sem enzima



imobilizada, e não foram observadas as formações dos produtos nos períodos nos 

quais se realizaram os experimentos.
De maneira geral, foi observado que há uma diminuição no valor da 

constante de velocidade na reação de transesterificação do laurato e acetato de p- 

nitrofenila com álcoois secundários racêmicos, a medida que são utilizados álcoois 

com cadeias hidrocarbônicas menores. Na reação de transesterificação do octanoato 

de p-nitrofenila com os diferentes álcoois estudados, os valores de kobs foram 

praticamente constantes.
De acordo com a Tabela 2, o valor da constante de velocidade observada 

para a reação entre o laurato de p-nitrofenila e o (±)-2 -octanol em acetonitrila 
com C.V.lipase imobilizada, é 3,31 xlO"̂  s '\  Utilizando octanoato e acetato de p- 

nitrofenila observou-se uma diminuição no valor da constante de velocidade 
observada, 2,71 x 10^ s‘* e 7,40 x 10“  ̂s‘* respectivamente. Observou-se também, 

um pequeno aumento na constante de velocidade (kobs) com álcoois de cadeia 

carbônica maiores, independente do éster utilizado. Por exemplo, para a reação do 
laurato de p-nitrofenila com (±)-2 -butanol a constante de velocidade é igual a 2 , 2 1  

X 10^ e com (±)-2-octanol é 3,31 x 10^ s*. Já para a reação do octanoato de p- 

nitrofenila com (±)-2 -butanol a constante de velocidade é igual a 2,16 x 1 0 "̂  s'* e 

com o (±)-2 -octanol é 2,71 x 1 0 "̂  s'^
De maneira geral, seria de se esperar uma diminuição na constante de 

velocidade observada (kobs) com o aumento da cadeia carbônica do álcool, 

independente do éster (alcanoato) utilizado. No entanto, com o aumento da cadeia 

alquílica do álcool observa-se um pequeno aumento de kobs- Este aimiento pode ser 

atribuído ao aumento da solubilidade destes substratos no meio reacional, ou seja, 

ocorre um aumento das interações hidrofóbicas entre o solvente, substrato e 

produtos formados. Com o aumento da solubilidade dos substratos , mais 

facilmente eles se aproximam da interface da microemulsão no sistema de organo-
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gel onde se encontra o sítio ativo da enzima. Portanto, este aumento nos valores de 

kobs pode estar relacionado com a facilidade que estes substratos tem para se 

encaixar no sítio catalítico da enzima e efetivar a catálise.

Para a reação de transesterificação dos alcanoatos de p-nitrofenila com o 

cicloexanol, postula-se que os baixos valores de kobs podem ser atribuídos ao efeito 

de reconhecimento da enzima pela estrutura cíclica do álcool. Este álcool encontra- 

se mais impedido estericamente, e não se aloja efetivamente no centro ativo da 

enzima para que ocorra a catálise. Outro fato que pode interferir na aproximação 

do cicloexanol ao sítio ativo da enzima, é a interação da cadeia cíclica deste álcool 

com a parte apoiar do surfactante impedindo desta forma a aproximação do centro 

nucleofilico do álcool na superfície da microemulsão no organo-gel, onde localiza- 

se o sítio ativo da enzima.

3.1.2 -  Efeito da Temperatura na Reação do Laurato de p-nitrofenila com (±)- 
2-octanol e (±)-2-hexanol - Determinação de Parâmetros 

T ermodinâmicos

O efeito da temperatura foi estudado para a reação de transesterificação do 

laurato de p-nitrofenila com (±)-2 -octanol e (±)-2 -hexanol com acetonitrila como 

solvente externo e catalisada pela C.V. lipase imobilizada em organo-gel. A partir 

dos dados experimentais obtidos, foi possível determinar os parâmetros 

termodinâmicos.
Estas reações foram também acompanhadas pela formação do p-nitrofenol, 

em 307 nm, para cada temperatura constante. Com a ajuda de imi programa 

interativo de computador, foram calculadas as constantes de velocidade aparente 

(kobs) para as reações de transesterificação do laurato de p-nitrofenila com os
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álcoois secundários racêmicos citados acima. Os resultados obtidos são mostrados 

na Tabela 3.

Tabela 3 - Efeito da temperatura na constante de velocidade para a reação do 

laurato de p-nitrofenila com álcoois secundários racêmicos, com C.V. 

lipase imobilizada em MBG.

Temperatura, K

293.15

298.15

303.15

(±) 2 -octanol
1 0 ^  k o b s ,  S - ' “

2,55

3,31

4,26

(a) Os valores de kobs são médias de dois experimentos. Os coeficientes de correlação foram maiores do que 0,998

(±) 2 -hexanol
1 0 " k „ b s , s ‘ “

1,98

2,70

4,09

De modo análogo ao que ocorre para maioria das reações químicas, a 

velocidade das reações catalisadas por enzimas geralmente aumenta com a 

temperatura. Neste trabalho, considerou-se uma faixa de temperatura na qual a 

enzima é estável e mantém sua atividade integral ( 20°C a 30°C ).

Para temperaturas superiores a 30°C pode também ocorrer uma maior 

flexibilidade na estrutura polimérica da gelatina que forma o organo-gel. Além 

disto, o organo-gel perde sua rigidez e estabilidade, não sendo viável a realização 

do experimento em temperaturas superiores. Conforme citado anteriormente a 

enzima pode sofrer alguma desnaturação em temperaturas mais elevadas.

Observa-se pela Tabela 3 que a velocidade da reação teve um pequeno 

aumento na faixa de temperatura estudada, ou seja, de 20°C a 30°C.
Aplicando a equação linearizada de Arrhenius foi possível determinar a 

energia de ativação (E a ) para o processo.
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Através de um gráfico de In do valor médio de kobs versus 1/T 

(Equações 11 e 12), obtém-se o coeficiente angular da reta, que é igual a - E a /R  

(Figuras 18 e 19).

kobs = A . exp-Ea/RT eq. 1 1

eq. 1 2

onde,

Ea = energia de ativação (kcal/mol)

A = fator de freqüência
R = constante dos gases = 1,980 cal. Kelvin \  mol'  ̂

T= temperatura absoluta (Kelvin)

Figura 18 - Variação de kobs em fimção da temperatura para a reação do laurato de 

p-nitrofenila com (±)-2 -octanol.
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J5

1 /Tx 1 0 (̂K-̂ )

Figura 19 - Variação de kobs em fiinção da temperatura para a reação do laurato de 

p-nitrofenila com (±)-2 -hexanol.

O valor encontrado para a Ea, foi de 9,40 kcal/ mol para a reação do laurato 

de p-nitrofenila com (±)-2-octanol (coeficiente de correlação linear igual a 0,9982) 

e 1 1 , 8  kcal/ mol para a reação do laurato de p-nitrofenila com (±)-2 -hexanol 

(coeficiente de correlação linear igual a 0,9961).

O valor baixo de energia de ativação indica que as reações catalisadas por 

enzimas imobilizadas em organo-gel são processos controlados por difusão.” ’̂ A 

energia de ativação destes processos é baixa, pois somente a área externa do MBG 

é que influencia na velocidade da reação.”  ̂ A titulo de comparação, Vecchia 

estudou a reação de esterificação do ácido oleico com pentanol-1, utilizando C.V. 

lipase imobilizadas em organo-gel e obteve os mellhores rendimentos quando 

utilizou gel seccionado com volumes menores. Este resultado pode estar
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relacionado com a maior área superficial externa de contato do MBG com os 

substratos, o que levou a formação de produtos com melhores rendimentos.'^^

Aplicando a equação de Eyring, pode-se então determinar a entalpia de 

ativação (AH )̂, a energia de ativação (AG )̂ e a entropia de ativação (AS )̂ para a 

reação de transesterificação do laurato de p-nitrofenila com os álcoois secundários 

racêmicos (±) 2-octanol e (±) 2-hexanol (Equação 13).

kobs (KgTj/h.exp . exp eq. 13

onde:
kfi é a constante de Boltzmann = 1,38066 x 10'̂  Joule. Kelvin ' 

h é a constante de Planck = 6,626 x lO'̂ "* Joule, segundos 

T é a temperatura absoluta, (Kelvin)

R é a constante dos gases = 8,314 J/K.mol

A Equação 13 linearizada fornece a Equação 14 que permite o cálculo de 

AĤ , através do coeficiente angular.

eq. 14

As Figuras 20 e 21, mostram o gráfico de In kobs/ T versus 1/T para a reação 

do laurato de p-nitrofenila com os álcoois secundários racêmicos, (±)-2 -octanol e 

(±)-2-hexanol. O valor de AĤ  determinado através do coeficiente angular foi 7,92 

kcal/ mol (coeficiente de correlação linear igual a 0,9999) e 9,40 kcal/ mol
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(coeficiente de correlação linerar igual a 0,9998) para a reação do laurato de p- 

nitrofenila com (±)-2 -octanol e (±)-2 -hexanol, respectivamente.

Figura 20 - Gráfico de In kobs/T versus 1/T para a reação do laurato de p-nitrofenila 

com (±)-2-octanol, solvente acetonitrila e temperaturas de 20 à 30°C.

l/Tx 10̂ (K'̂ )

Figura 21 - Gráfico de In kobs/T versus 1/T para a reação do laurato de p-nitrofenila 

com (±)-2-hexanol, solvente acetonitrila e temperaturas de 20 à 30°C.
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Os valores da energia livre de ativação (AG )̂, podem ser calculados para as 

diferentes temperaturas nas quais realizaram-se os experimentos cinéticos, 

diretamente pela equação de Eyring, que pode ser rearranjada fornecendo a 

Equação 15.

eq. 15

De acordo com a Equação 15 os valores da energia livre de ativação (AG ), 

podem ser calculados para cada temperatura (Tabela 4)

Tabela 4 - Valores da energia livre de ativação (AG )̂ em diferentes temperaturas.

Temperatura (°K) AG*(Kcal.mor‘)̂ AG*' (Kcal.mor^)*’

293,15 48,8 49,0

298,15 49,5 49,6

303,15 50,2 50,2

(a) energia livre de ativação para a reação do laurato de p-nitrofenila com (±)-2-octanol. (b) energia livre de ativação 

para a reação do laurato de p-nitrofenila com (±)-2-hexanol.

Com os valores de AĜ  (Tabela 4) encontrados para cada temperatura, fez-se 

a média geral. O valor médio de energia livre de ativação encontrado para a reação 

do laurato de p-nitrofenila com (±)-2-octanol foi de 49,5 kcal/mol, e para a reação 

do laurato de p-nitrofenila com (±)-2-hexanol foi de 49,6 kcal/mol



Com o valor médio da energia de ativação, e com o valor da entalpia de 

ativação, encontrado pelo gráfico de Eyring, foi possível calcular a entropia de 

ativação, utilizando a Equação 16.
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AC/ = AĤ  -  TAŜ

O valor de AŜ  encontrado foi de -142 cal/mol.K para a reação do laurato de 

p-nitrofenila com (it)-2-octanol, e -137 cal/mol.K para a reação do laurato de p- 

nitrofenila com (±)-2-hexanol. Uma enfa-opia de ativação negativa produzirá um 

fator de frequência muito baixo, sugerindo uma orientação específica do substrato 

com o sítio ativo da enzima na formação do estado de transição.
No caso do estudo das reações de transesterificação em organo-gel, deve-se 

também levar em consideração a influência da agitação, e da área superficial do gel 
(MBG) na velocidade da difiisão do substrato para o meio reacional. Se forem 

consideradas que estas influências estão envolvidas no valor de kobs, então a 
expressão de velocidade toma-se um pouco mais complexa e requer assim estudos 

mais detalhados para o sistema de organo-gel.
O mecanismo proposto para as reações de transesterificação dos alcanoatos 

de p-nitrofenila com diferentes álcoois alifáticos é mostrado abaixo. Através do 

mecanismo proposto o substrato, alcanoatos de p-nitrofenila, em uma primeira 

etapa combinam-se com a enzima, formando um complexo enzima-substrato. Em 

seguida, quebra-se a ligação éster deste substrato, e o p-nitrofenol é então liberado, 

enquanto que o grupamento acila do subsfrato fica ligado por ligação covalente. A 

seguir, o álcool ataca o complexo acil-enzima, liberando o alcanoato de alquila e 

regenerando a enzima, conforme mostrado no Esquema IX.
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Primeira etapa:

0

Enz-H +C ----R
1

O

V
NO 2

Alcanoato de 
p-N itrofenila

Segunda etapa:

Enz + R-OH-

C----R

Intermediário
acil-enzima

Enz +

C ----R

Intermediário
Acil-Enzim a

X
V

N O 2
p-nitrofenol

%
Enz-H + C---- R

RCf^
Alcanoato 
de alquila

Esquema IX

Acredita-se que no sistema de organo-gel a entrada dos substratos até no 

interior da microestrutura da gelatina, onde encontra-se a microgota com a enzima
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aprisionada, ocorra por difusão dos substratos do meio reacional para o interior. 

Sendo assim, a velocidade de formação dos produtos está relacionada com a 

velocidade de difusão.
A Tabela 5 resume os dados dos parâmetros termodinâmicos obtidos neste 

trabalho, e que foram discutidos anteriormente.

Tabela 5 -  Valores dos parâmetros termodinâmicos obtidos para a reação de 

transesterificação do laurato de p-nitrofenila com os álcoois 

secundários racêmicos (±)-2 -hexanol e (±)-2 -octanol.

álcoois Ea (kcal/mol) AH  (kcal/mol) AG^ (kcal/mol) AS (cal/moi)

(±)-2 -hexanol 11,8 9,40 49,6 -137

(±)-2 -octanol 9,40 7,92 49,5 -142

3.1.3 - Resolução de Álcoois Secundários Racêmicos via Reações de 

Transesterificação

A utilização de enzimas como catalisadores em meio orgânico vem 

crescendo nos últimos anos devido principalmente a necessidade de explorar as 

propriedades enantiosseletivas desses biocatalisadores.*^’’̂ ^

As lipases, por não utilizarem cofatores e pela grande disponibilidade 

comercial vem tendo grande aplicação na síntese orgânica assimétrica, seja na

hidrólise, transesterificação ou esterificação assimétrica de grupos acilas com
112outros tipos de grupamento elétron-doadores.

A importância de encontrar uma metodologia adequada para a resolução de 

ésteres, ácidos e álcoois racêmicos atualmente é de grande interesse, porque estes



compostos quirais são excelentes para serem utilizados em síntese orgânica pela 

sua facilidade de conversão em outras classes de compostos importantes.Como por 

exemplo, a formação de amidas cíclicas, poliésteres e lactonas opticamente ativas.''

Sabe-se que a habilidade das enzimas em discriminar os enantiômeros de 

substratos racêmicos está no fato de serem compostas de L-aminoácidos e, 

consequentemente, seus centros ativos constituírem imi meio dissimétrico que é 

apropriado para distinguir entre os enantiômeros. O isômero reativo, será então 

aquele que possui uma estrutura que melhor se encaixa no sítio ativo da enzima."

O sistema de organo-gel foi utilizado anteriormente para resolução de álcoois 

secimdários racêmicos em reações de esterifícação com grande sucesso.'®  ̂Portanto, 

a percepção que poderia também funcionar para resolução de álcoois secundários 

racêmicos em reações de transesterificação era de grande interesse. Assim, 
efetuaram-se algumas reações de transesterificação, para avaliar a possibilidade de 

resolver álcoois secundários racêmicos por esta metodologia.
O trabalho de resolução consistiu em imobilizar as lipases de 

Chromobacterium viscosum, Pseudomonas sp, Microbial e Lipolase (Novo), em 

organo-gel de hexano e aplicá-las na reação transesterificação enantiosseletiva de 

álcoois secundários racêmicos (descritos na parte experimental).
Para uma melhor sistematização, a discussão dos resultados obtidos na 

resolução dos álcoois secundários racêmicos será abordada considerando:

a) Comparação de diferentes lipases imobilizadas em organo-gel em reações de 

transesterificação.
b) A resolução dos álcoois secundários racêmicos via reações de transesterificação, 

catalisada pelas lipases imobilizada em organo-gel.

As reações de transesterificação enantiosseletivas foram realizadas conforme o 

Esquema X, e foram acompanhadas por ccd e RMN'H através da análises de 

aliquotas que foram periodicamente retiradas da mistura reacional. As mesmas

Capítulo Hl - Resultados e Discussão____________________________________________
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foram geralmente interrompidas quando o grau de conversão se aproximou de 50%. 

Os álcoois secundários racêmicos utilizados foram o (±)2-hexanol, (±)2-octanol. 

Os ésteres, formados pela reação de transesterificação dos alcanoatos de p- 

nitrofenila com os álcoois alifáticos secundários racêmicos foram isolados por 

cromatografia em coluna com silica gel, utilizando como eluente hexanoiacetato de 

etila (15:1). Os produtos obtidos foram analisados por IV, RMN^H e medidas de 

rotação óptica.

R
%ase/MBG

+ (±) R'OH iT«iaiî onn:hMã5õ--

OH

Ç) + (-)RC00R' + (+)R'OHV
N0 2

R= CH2(CH2)9CH3

R'= (1) = CH3CH(CH2)3CH3, (2) = CH3CH(CH2)5CH3

Esquema X

Os trabalhos foram iniciados com o estudo da reação de transesterfífícação 

enantiosseletiva do laurato de p-nitrofenila com (±)2 -octanol e o (±)2 -hexanol, 

utilizando C. V. lipase imobilizada em MBG de hexano, e hexano ou acetonitrila 

como solventes externos . Posteriomente tentou-se resolver estes álcoois, variando 

o solvente extemo e a enzima a fim de melhorar os resultados de excesso 

enantiomérico obtidos anteriormente.

A Tabela 6  resume os resultados obtidos, no que se refere as tentativas de 

resolução dos álcoois em estudo, com relação as diferentes enzimas e solventes 

extemos utilizados.
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Tabela 6 - Comportamento dos álcoois (±)-2-octanol e o (±)-2-hexanol com relação 

aos sistemas utilizados nas reações de transesterificação 

enantiosseletivas com laurato de p-nitrofenila.

Álcoois

(±)-2 -octanol /(±)-2 -hexanol 

(±)-2 -octanol /(±)-2 -hexanol 

(±)-2 -octanol /(±)-2 -hexanol 

(±)-2 -octanol /(±)-2 -hexanol 

(±)-2 -octanol /(±)-2 -hexanol 

(±)-2 -octanol /(±)-2 -hexanol 

(±)-2 -octanol /(±)-2 -hexanol 

(±)-2 -octanol /(±)-2 -hexanol

Sistema de reação
MBG/C. V. lipaselh&Tíaxvd^  ̂

MBG/Pseudomonas sp/hexano^®  ̂

MBG/M/craô/a//hexano^“̂ 

MBG/Z,/>o/ase/hexanô “̂ 

MBG/C. V. //pase/acetonitrila^’’̂  

MBG/Pseud. sp/acetonitrila^^ 

MBG/M/croô/a//acetonitrila^^ 

MBG/L/po/aíe/acetonitrila^^

Resultados
Reagiu e resolveu 

Reagiu e não resolveu 

Reagiu e não resolveu 

Hidrolisou 

Reagiu e resolveu 

Reagiu e não resolveu 

Reagiu e não resolveu 

Hidrolisou

(a) o tempo de reação foi de 7 dias, temperatura de 25°C. (b) o tempo de reação foi de 15 dias, temperatura de 25°C.

A partir dos resultados citados acima, observa-se que os melhores sistemas 

de MBG para a resolução de álcoois racêmicos, é quando se utiliza C.V. lipase 
como biocatalisador, e hexano ou acetonitrila como solventes externos. Portanto, 

estes foram os solventes utilizados para a resolução dos álcoois racêmicos.
Além disto, como já citado, foram também realizadas as reações de 

transesterificação do laurato de p-nitrofenila com (±)-2 -octanol e hexano como 

solvente externo, utilizando outras lipases, tais como lipase Microbial, 
Pseudomonas sp e Lipolase. Para as reações de transesterificação do laurato de p- 

nitrofenila com (±)2-hexanol e (±)2-octanol catalisada pela Lipolase imobilizada 

em organo-gel a 25°C, observou-se que não há formação do éster, mas sim, o 

produto resultante da hidrólise formando o ácido láurico e o p-nitrofenol. Para 

a lipase Microbial e para Pseudomonas sp imobilizadas em MBG, observou-se a
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formação dos transésteres lam̂ ato de sec-octila e laurato de sec-hexila, mas não 

houve a resolução dos álcoois ( que foram caracterizados por I. V. e RMN'H).

As Figuras 22 e 23, mostram o espectro de RMN'H para o ácido laurico e 

o p-nitrofenol, respectivamente, resultante da reação do laurato de p-nitrofenila 

com (±)-2-octanol catalisada pela Lipolase imobilizada em organo-gel a 25°C, em 

CDCI3 . Este resultado pode estar associado com o fato de que a Lipolase foi a única 

enzima utilizada neste trabalho em solução aquosa, podendo assim alterar o 

conteúdo de água do sistema (MBG), e favorecer a hidrólise dos substratos 

ésteres)._______________________________________________________

Wí

i 
úYr:

Figura 22 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do ácido láurico em CDCI3.
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Figura 23 - Espectro de RMN^H (200 MHz) do p-nitrofenol em CDCI3/C3D6.
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A Figura 24, mostra o grau de conversão da reação transesterificação em 

função do tempo para o laurato de p-nitrofenila com o (±)-2 -octanol e (±)-2 - 

hexanol, catalisada pela C. V. lipase utilizando hexano como solvente extemo à 

25°C.

2 4 6

Tempo de reação (dias)

Figura 24 - Grau de conversão em função do tempo para a reação de 

transesterificação do laurato de p-nitrofenila com (■) (±)-2 -octanol 

e (O) (±)-2-hexanol catalisada pela C.V. lipase imobilizada em 

organo-gel utilizando como solvente extemo hexano, a 25°C.

Afim de avaliar o efeito do solvente na enantiosseletividade das lipases 

imobilizadas em organo-gel, foi estudada a resolução destes via reação de 

transesterificação, utilizando como solvente extemo acetonitrila.

A Figura 25, mostra o grau de conversão da reação transesterificação em 

fimção do tempo para a reação do laurato de p-nitrofenila com o (±)-2 -octanol e 

(±)-2-hexanol, em acetonitrila a 25°C.
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Tempo de reação (dias)

Figura 25 - Grau de conversão em função do tempo para a reação de 

transesterificação do laurato de p-nitrofenila com (■ ) (±)-2 -octanol 

e (O) (±)-2-hexanol catalisada pela C.V. lipase imobilizada em 

organo-gel utilizando como solvente externo acetonitrila, a 25°C.

Os graus de conversão foram estimados por RMN'H, pela a comparação da 

integração do multiplete metínico do éster formado ( centrado em 4,9 ppm para 

ésteres alifáticos) com a integração do multiplete metínico dos álcoois 

correspondentes ( centrado em 3,5-3,8  ppm para álcoois alifáticos).
Quando comparados os resultados obtidos para a reação de transesterificação 

do laurato de p-nitrofenila com os álcoois secundários racêmicos (±)-2 -octanol e 

(±)-2-hexanol, observa-se que a C. V.lipase é mais eficiente para a reação com (±)- 

2 -octanol, independente do solvente externo (hexano ou acetonitrila) e do tempo da 

reação. Por exemplo, o (-)-laurato de sec-octila foi obtido com o grau de conversão 

de 40%, utilizando hexano como solvente externo em 7 dias de reação. Quando



muda-se o solvente extemo de hexano para acetonitrila o mesmo composto foi 

obtido com o grau de conversão de 18% com um tempo de reação de 15 dias. O (- 

)laurato de sec-hexila foi obtido com grau de conversão de 36%, utilizando hexano 

como solvente extemo (tempo de reação 7 dias), e 14% utilizando acetonitrila 

como solvente extemo (tempo de reação de 15 dias).

Estas diferenças no grau de conversão provavelmente estão relacionadas com 

o encaixe mais adequado do substrato ao sítio ativo da enzima. Dependendo do 

tamanho do substrato e do solvente utilizado, o encaixe (ligação) será melhor, isto 

é, o complexo enzima substrato fica numa posição mais acessível para que ocorra o 

ataque nucleofílico do álcool.
Através destes resultados, verifíca-se também que há uma relação entre o 

grau de conversão usando diferentes álcoois com a polaridade do solvente extemo, 

e que o aumento da polaridade do solvente (menor log P) diminui a atividade 

catalítica da enzima independente do tamanho da cadeia carbônica do substrato. 

Este fato pode estar associado com as alterações na estmtura e no sítio ativo da 

enzima pela presença de solventes mais polares, o que deverá diminuir a atividade 

catalítica.'^*
Na Tabela 7, podem ser observados os resultados obtidos de porcentagens de 

conversão, valores do excesso enantiomérico para o produto e para o álcool não 

reativo e a razão enantiomérica para a reação de transesterificação enantiosseletiva 

do laurato de p-nitrofenila com álcoois secundários racêmicos (±)-2 -octanol e (±)-

2 -hexanol.
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Tabela 7- Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reação de 

transesterificação do laurato de p-nitrofenila com álcoois secundários 

racêmicos, com C.V.lipase imobilizada em organo-gel.

Álcoois solvente % de

conversão (c,CHCb)‘

eep (% r ees(®/

(±)2-hexanol

(±)2-hexanol

(±)2-octanol

(±)2-octanol

acetonitrila

hexano

acetonitrila

hexano

14

36

18

40

1,45

2,23

1,63

2,18

26

40

38

51

18

20

7

21

1,5

3.0 

2,4

4.0

(a) ee, é o excesso enantiomérico do isômero álcool não reativo; (b) eCp é o excesso enantiomérico do isômero éster 

reativo; (c) E é a razão enantiomérica calculada pela equação E = In [(1- c ).(l- ee»)] / In [(1- c).(l+  ee,)] onde c = 

eejeê  + eep.

Para a reação catalisada pela C. Vlipase imobilizada em organo-gel a 25®C, 

observou-se a formação dos ésteres, laurato de sec-hexila e laurato de sec-octila, e 
que a preferência é pelo enantiômero com rotação óptica negativa (-). Este 

resultado mostra que a C.V. lipase, é seletiva, considerando que o comprimento da 

cadeia hidrocarbônica do álcool não influencia na escolha do enantiômero reativo.

Os valores de rotação óptica experimentais foram comparados com os da 

literatura*®̂ , afim de determinar os excessos enantioméricos dos ésteres formados. 

Os excessos enantioméricos, para estas reações foram na faixa de 40 a 51%, 

quando foi utilizado hexano como solvente externo, e 26 a 38% quando foi 

utilizado acetonitrila como solvente externo, confirmando a enantiosseletividade da 

C. V. lipase imobilizada no sistema de MBG.

Os valores do grau de conversão estão relacionados com os valores de kobs, 

onde observa-se o mesmo efeito para os álcoois secundários racêmicos (±)-2 - 

octanol e (±)-2-hexanol. Como pode ser observado na Tabela 2, página 54 os



valores de kobs para a reação de transesterificação dos alcanoatos de p-nitrofenila 

com o (±)-2 -octanol foram sempre maiores do que aqueles para a mesma reação 

com o (±)-2-hexanol. Para a reação de transesterificação do laurato de p-nitrofenila 

com os álcoois (±)-2-octanol e (±)-2-hexanol, os valores de kobs foram 3,31 e 

2,70 X lO'^.s', respectivamente. Este aumento no grau de conversão e no kobs pode 

ocorrer devido ao aumento das interações hidrofóbicas, entre o ácool de cadeia 

alquílica maior, solvente e surfactante (AOT).

De acordo com estes resultados, observa-se que o solvente externo altera a 

enantiosseletividade da enzima, haja visto que em todos os sistemas biocatalíticos 

contendo solventes orgânicos, a atividade catalítica e a estabilidade são 

influenciadas pela natureza dos solventes.

A polaridade do solvente é extremamente importante. Uma diminuição da 

constante dielétrica do meio, leva a um aumento da interação eletrostática entre os 

resíduos carregados da enzima, o que leva a uma diminuição de sua flexibilidade, 

acompanhada pela redução da atividade catalítica. Por outro lado, a alta polaridade 

no sítio ativo da enzima, tem sido citado como um fator importante, no aumento da 

atividade catalítica. Tais mudanças, no sítio ativo ou perto dele, podem mudar a
*

ligação e/ou a conversão dos substratos e se a mudança da constante dielétrica for 

muito drástica pode afetar a estrutura tridimensional da enzima.

O conteúdo de água é outro fator que pode influenciar nas reações 

enzimáticas em meio o r g â n i c o . A  água ativa a enzima pelo aumento da 

flexibilidade interna de sua molécula da enzima. Sendo assim, solventes mais 

polares podem exercer uma ação sobre a estrutura da rede de gelatina, penetrando 

dentro da camada de água que estabiliza o biocatalisador ou retirando esta camada 

de água. Portanto, o decréscimo observado na enantiosseletividade pode estar 

relacionado com a interação da acetonitrila com a água, fazendo com que diminua a 

enantiosseletividade da enzima.
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Observa-se pelos dados mostrados na Tabela 7 , que quando a cadeia do 

álcool aumenta ocorre um aumento no grau de conversão, um aumento no excesso 

enantiomérico do éster formado e uma diminuição no excesso enantiomérico do 

substrato não reativo. Foi também observado um aumento na razão enantiomérica 

(E). Este dado fornece informações sobre a enantiosseletividade das enzimas para 

determinados substratos, sendo que quanto maior o valor de E mais 

enantiosseletiva é a enzima para o referido substrato.

Análises espectroscópicas de IV e RMN*H foram realizadas para todos os 

produtos obtidos nas reações de transesterificação enantiosseletivas e alguns destes 

estão mostrados nas Figuras 26 e 27.
A Figura 26, mostra o espectro de IV para o éster (-)-laurato de sec-octila 

onde pode-se observar a banda característica da carbonila de éster em 1738 cm \
A Figura 27, mostra o espectro de RMN*H para o (-)-laurato de sec-octila, 

em CDCI3. Observa-se um multiplete em 4,9 ppm que corresponde aos prótons 

metínicos (-CHOOC-) ligados ao oxigênio do grupo éster.
Outras regiões de absorção no IV e outros picos no RMN^H estão mostrados 

abaixo:

- laurato de sec-octila : IV (NaCl) (cm‘*) 2930, 2860,1738,1462,1354, 1254, 

1170. RMN^H (200 MHz, CDCI3 /TMS) ô (ppm) 1,0-2,5 ( m, 41H, 

CH3(CH2)ii CH3 CH3(CH2)5 ) , 4,9 ( m, IH, CH ), [a]exp= -  2,18 ( [aW ico= -  4,27

- laurato de sec-hexila : IV (NaCl) (cm'* ) 2960, 28660,1739,1458, 1351,1253, 

1168. RMN^H (200 MHz, CDCI3 /TMS) 6  (ppm) 1,0-2,5 ( m, 37 H, 

CH3(CH2)ii CH3 CH3(CH2)3 ) ,  4,9 (m ,lH ,CH),[a]e.p=-2,23 ([a]teôrico=-5,57 )‘"̂
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Figura 26 - Espectro de infravermelho do laurato de sec-octila em filme.
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Figura 27 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do (-)-laurato de sec-octila em CDCI3 .



3.1.4 - Atividade de Diferentes Lipases Imobilizadas em MBG em Reações de 

T ransesterificação

Ésteres podem ser obtidos enzimáticamente por síntese direta (ácido e álcool) 

ou por reações de transesterificação (éster e álcool). São compostos orgânicos com 

grande aplicação na indústria alimentícia como flavorizantes e aromatizantes. Estes 

compostos são sintetizados por métodos químicos, porém métodos enzimáticos 

estão tomando-se mais atrativos. Uma das enzimas mais utilizadas na formação de 

ésteres são as lipases.
Assim, afim de avaliar o efeito da atividade de diferentes lipases 

imobilizadas em MBG, uma série de ésteres foram sintetizados usando laurato de 

p-nitrofenila e álcoois alifáticos primários de cadeia linear e secundários racêmicos, 

via reações de transesterificação.
A reação foi realizada a 25°C com tempo de reação de 7 dias em hexano e 15 

dias em acetonitrila. As lipases (C.V. lipase, Microbial, Pseudomonas sp e 

Lipolase) mostraram uma atividade eficiente nestas reações. Os dados analíticos de 

rendimentos dos transésteres formados, são mostrados nas Tabelas 8  e 9

Inicialmente foram feitas reações variando-se o tamanho da cadeia do álcool. 

Foram realizados experimentos com álcoois alifáticos de 5 a 11 átomos de carbono 

na cadeia alquílica, utilizando hexano como solvente externo e C.V. lipase 

imobilizada em organo-gel. Em seguida, utüizaram-se álcoois secundários 

racêmicos no mesmo sistema e enzimas de outras fontes como por exemplo, 

Microbial, Pseudomonas sp e Lipolase.
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Tabela 8  - Rendimentos para reação de transesterificação laurato de p-nitrofenila 

com diferentes lipases e álcoois primários e secundários racêmicos, a

Álcoois C.V. Lipase 

Rend.(%f^

Lipolase

Rend.(%/‘’̂

Pseudomonas sp 

Rend(%)^‘=̂

Microbial 

Rend. (%)̂ *̂ ^

1 -pentanol 96 93 94 70

1 -octanol 8 8 83 85 63

1 -dodecanol 83 71 78 58

(±)2 -hexanol 72 58 (hid.) 61 50

(±)2 -octanol 80 46 (hid.) 53 43

(a)As reações foram reaüzadas utilizando 0,02 mol de substrato (1:1), solvente: hexano, enzima: C.

lipase imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (b) As reações foram realizadas utilizando 0,02 mol de 

substrato (1:1), solvente: hexano, enzima: lipolase imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (c) As 

reações foram realizadas utilizando 0,02 mol de substrato (1:1), solvente: hexano, enzima: lipase 

Pseudomonas sp imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (d) As reações foram realizadas utilizando 

0,02 mol de substrato (1:1), solvente: hexano, enzima: lipase Microbial imobilizada em MBG. 

Temperatura: 25°C. Os rendimentos foram determinados por RMN‘H.

A análise dos resultados obtidos mostra que com o aumento da cadeia 

carbônica do álcool, ocorre uma diminuição gradual no rendimento da reação, 

obtendo-se um melhor resultado para a reação do laurato de p-nitrofenila com o 

pentanol, independente da enzima utilizada, com rendimentos de 70 a 96%. Este 

crescimento pode ser atribuído ao aumento de uma melhor interação dos substratos 

com o sítio ativo da enzima.

O efeito da diminuição no rendimento da reação causado pelo aumento da 

cadeia carbônica do álcool, é atribuído ao efeito de reconhecimento da enzima, ou 

seja, substratos de cadeias carbônicas maiores estão impedidos estericamente, não



se alojando efetivamente no centro ativo da enzima para que possa ocorrer a 

catálise. Outro fator, que interfere na aproximação dos substratos de cadeias longas 

com o centro ativo, é a interação destes substratos com a parte apoiar do surfactante 

impedindo a aproximação do centro nucleofilico do álcool na superfície da 

microemulsão onde está localizado o sítio ativo.

Os rendimentos para estas reações no sistema MBG, também estão 

associados com a atividade específica da enzima por miligrama de proteína usada. 

A C.V. lipase ( atividade específica 3970 unidades/ mg de proteína) foi a enzima 

mais eficiente no sistema MBG para estas reações, seguido pela Pseudomonas sp ( 

atividade específica 1900 unidades/ mg de proteína), Microbial ( atividade 

específica 1600 unidades/ mg de proteína) e Lipolase ( atividade específica 100 

KLU/g). Resultados semelhantes foram observados por Jesus e colaboradores para 

reações de esterificação de álcoois secundários racêmicos.

Um outro fator a ser considerado é o efeito da polaridade do meio, ou seja, o 

efeito do solvente nestas reações. Para analisar-se o efeito do solvente nas reações 

de transesterificação foram realizadas as mesmas reações utilizando como solvente 

externo acetonitrila. Os resultados obtidos estão mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Rendimentos para as reações de transesterificação lam-ato de p- 

nirofenila com diferentes lipases e álcoois primários e secmidários 

racêmicos, a25°C^“l

Álcoois C.V. lipase 

Rená.(%t^

Lipolase

Rend.(%f^

Pseudomonas 

Rend̂ «/'̂ '̂̂ ^

Microbial

Rend.

1 -pentanol 38 32 34 28

1 -octanol 33 26 29 20

1 -dodecanol 29 22 25 18

(±)2 -hexanol 28 78 (hid.) 19 12

(±)2 -octanol 36 70 (hid.) 14 10

(a)As reações foram realizadas utilÍ2ando 0,02 mol de substrato (1:1), solvente: acetonitrila, enzima: C.V. 

lipase imobilizada em MBG. Tenqjeratura: 25°C (b) As reações foram realizadas utilizando 0,02 mol de 

substrato (1:1), solvente: acetonitrila, enzima: lipolase imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (c) As 

reações foram realizadas utilizando 0,02 mol de substrato (1:1), solvente: acetonitrila, enzima: lipase 

Pseudomonas sp imobilizada em MBG. Teirçeratura: 25°C. (d) As reações foram realizadas utilizando 

0,02 mol de substrato (1:1), solvente: acetonitrila, enzima: lipase Microbial simobilizada em MBG. 

Tenqjeratura: 25°C. Os rendimentos foram determinados por RMN‘H.

Em todos os sistemas biocatalíticos contendo solventes, a atividade catalítica 

e a estabilidade da enzima são influenciadas pela natureza destes solventes. A 
polaridade do solvente é extremamente importante. Sendo assim, uma maior 

solvatação ou interação do solvente com o sítio ativo da enzima, poderá levar a 

uma redução de sua atividade catalítica.

Neste trabalho, observou-se que o rendimento das reações diminuiu com o 

aumento da polaridade do solvente (dados mostrados nas Tabelas 8  e 9).

A presença de um solvente orgânico pode ser um problema para a inativação 

da enzima. A maneira como ocorre a interação dos solventes orgânicos com a 

molécula da enzima, e a influência que os solventes exercem sobre a estabilidade



não está bem claro na literatura. Quando solventes miscíveis em água são 

adicionados em concentrações moderadas, não são observados efeitos negativos 

para enzima. Entretanto, quando grandes quantidades são necessárias para dissolver 

o substrato, pode levar a inativação. O grau de inativação da enzima depende do 

solvente usado para efetuar-se a reação, pois cada solvente interage de uma forma 

diferente com o sítio ativo da enzima. A tendência dos solventes de inativar as 

enzimas, não depende unicamente da hidrofobicidade. Outras características físico- 

químicas são importantes, tais como: habilidade de solvatação e a geometria 

molecular.*^^’*̂^

Todos os produtos obtidos foram caracterizados por técnicas 

espectroscópicas de IV e RMN*H e serão mostrados a seguir.
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Figura 28 - Espectro de RMN^H (200 MHz) do laurato de pentila em CDCI3 .
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SC ppm )

Figura 29 - Espectro de RMN*H (200 MHz) do laurato de octila em CDCI3.
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Figura 30 - Espectro de RMN*H (200 MHz) do laurato de dodecila em CDCI3 .
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Figura 31 - Espectro de infravermelho do laurato de pentila em filme.
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Figura 32 - Espectro de infravermelho do laurato de octila em filme.
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aô

T(%)

9h

40»

r-""
/'■

no

lífciíl

li

adóo «00

(cm ’)

Figura 33 - Espectro de infravermelho do lam-ato de dodecila em filme.



3.2 - DETERMINAÇÃO DO COEFICIENTE DE DIFUSÃO

Para os estudos de determinação de coeficiente de difusão em organo-gel, 

inicialmente foram preparados e caracterizados uma série de benzoatos de alquila. 

Estes foram, posteriormente, suportados no organo-gel e determinado sua difusão 

para diferentes solventes orgânicos.

A seguir será descrito a identificação e caracterização dos benzoatos de 

alquila, embora alguns deles já tenham sido descritos na literatura.

Os resultados obtidos para os coeficientes de difusão, serão discutidos em 

termos da estrutura do substrato difimdido (benzoato de alquila), composição do 

organo-gel e solvente externo. Também será avaliada a difiisão dos alcanoatos de 

p-nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente externo. O 
efeito da temperatura também será avaliado para a difusão do laurato de p- 

nitrofenila em organo-gel de hexano, com hexano como solvente externo.

3.2.1 - Identificação e caracterização dos benzoatos de alquUa

Alguns dados analíticos e espectroscópicos para os produtos obtidos na 
esterificação do ácido benzóico com diferentes álcoois alifáticos, são mostrados na 

Tabela 10.
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Tabela 10 - Dados de rendimento, Rf, IV e índice de refração para os 

benzoatos de alquila.

O

- 0 - R

Composto R

1 CiHs
2 C4H9
3 CsHi7
4 C16H33
5 sec-C4H9

composto rendimento(%) IVv-C=0

(cm

índice de refraçãô *̂  ̂

exp. Lit*̂ ^

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

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

3 52 0,57 1722 1,47 ( - )
4 8 6 0,55 1724 1,42 ( - )
5 47 0,59 1727 1,49 ( - )

(a) eluente n-hexano : acetato de etila 15:1 (b) filme, em cela de NaO (c) temperatura 25°C

A esterificação foi realizada refluxando-se o ácido benzóico com os álcoois 

por um tempo de 4 a 16 horas, dependendo da cadeia carbônica do álcool, 

conforme descutido anteriormente (item 2.6, pagina 48).

Os benzoatos de alquila obtidos, apresentaram rendimentos que variaram de 

47 a 96%. O menor rendimento foi obtido para a reação entre o ácido benzóico e o 

2 -butanol, mostrando novamente a menor reatividade dos álcoois secimdários em 

relação aos álcoois primários em reações de esterificação. Nos ésteres de cadeias 

alquílicas normais, a absorção no infravermelho do grupo carbonila ocorre em

tomo de 1740 cm‘l. Para os benzoatos de alquila, devido á conjugação do grupo



fenila com a carbonila, ocorre uma diminuição na freqüência de estiramento e os

valores são observados na região de 1720 cm’l, conforme mostrado na Tabela 10.

A análise por *H-RMN confirmou a pureza dos ésteres aromáticos obtidos. 

Por exemplo, para os benzoatos de etila, n-butila, n-octila e cetila observou-se um 

triplete centrado em 4,3 ppm, característico do grupo -CH2- ligado ao oxigênio do 

grupo éster. Já para o benzoato de sec-butila observou-se um multiplete centrado 

em 4,9 ppm, que é característico do grupo -CH- ligado ao oxigênio do grupo éster.

- benzoato de etila : IV (NaCl) (cm'*) 2982, 1720, 1602, 1452, 1368, 1276, 1174. 

RMN^H (200 MHz, CDCI3 / IMS) ô (ppm) 1,0 - 2,4 (m, 5H, CH3CH2 ), 4,2 (t, 

2H,CH2),7,2 ( s , 5H, CéHs)

- benzoato de n-butíla : IV (NaCl) (cm *) 2960, 2874,1720, 1602,1456,1386, 

1276, 1176. RMN*H (200MHz, CDCI3 /TMS) S (ppm) 1,0-2,4

(m, 9H, CH3 (CH2 )3) , 4,3 (t, 2H, CH2 ), 7,1 (s, 5H, CôHs).

- benzoato de sec-butila : IV (NaCl) (cm * ) 2962, 2874, 1718, 1604, 1456, 

1274, 1174. RMN*H (200 MHz, CDCI3 / TMS) ô (ppm) 1,0 - 2,4 (m, 8 H, CH3 

,CH3CH2) 5,0 (t, IH, CH), 7,4 (s, 5H, Ceüs).

- benzoato de n-octila : IV (NaCl) (cm * ) 2928, 2856, 1722, 1602, 1454, 1274, 

1176. RMN*H (200 MHz, CDCI3 / TMS ) 5 (ppm) 1,0 - 2,4 (m, 17H, CH3 

(CH2)t) , 4,2 (t, 2H, CH2 ), 7,2 (s, 5H, Ceüs).
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- benzoato de cetila : IV (NaCl) (cm * ) 2922, 2850,1718,1602, 1474, 1276, 1178. 

RMN*H (2 0 0 MHz,CDCl3 /TM S)5 (ppm) 1,0-2,4 (m, 33H, CH3 (CH2 )i5) ,

4.2 (t, 2H, CH2 ), 7,1 (s, 5H, CeHs).

3.2.2 - Determinação do Coeficiente de Difusão de Benzoatos de Alquila em

Organo-gel

O sistema de organo-gel foi usado recentemente como uma alternativa para 

imobilização de enzimas em meio orgânico. Neste novo sistema a enzima fica 

aprisionada no centro micelar da microemulsão de água/óleo (w/o), e a catálise 

acontece por difusão do substrato ao centro micelar e vice-versa. Dependendo do 

óleo (hexano, heptano ou cicloexano) utilizado para preparar o organo-gel, foram 

observados rendimentos diferentes em reações de esterifícação e 

transesterifícação.'^^ Acredita-se que estas diferenças nos rendimentos das reações 
possam estar associadas com a difículdade do substrato em dif\mdir-se do organo- 

gel para o meio reacional ou vice-versa.
A determinação experimental de valores de coeficiente de difusão poderá 

trazer mais informações de como a estrutura rígida do organo-gel influencia na 

formação de produtos quando enzimas são imobilizadas neste suporte (sistema).

Os valores das absorbâncias em função do tempo, em cada um dos 

experimentos, foram tratados matematicamente de acordo as equações 9 e 10 (item 

2.5.2, página 45 ). A partir deste tratamento matemático obtêm-se curvas que 

mostram a fração difundida (Mt/Mo) em fimção do tempo.

Para ilustrar, a Figura 34 mostra a fração difundida (Mt/Mo) dos (benzoatos 

de alquilas em função da raiz quadrada do tempo (t^^), em organo-gel de hexano 

usando dodecano como solvente externo.
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Figura 34 -  Fração difundida em função do tempo à 25°C: a) benzoato de etila 
(•); b) benzoato de butila (■) ; (c) benzoato de cetila (A) usando 

dodecano como solvente externo.

A Equação 9 (página 45), mostra que um gráfico de MüMo versus 

fornece uma linha reta cujos os gradientes (D) podem ser calculados, pela 

Equação 10 (página 46).
A partir deste tratamento, foram obtidos valores de D para os benzoatos de 

alquila em organo-géis de hexano em fimção de vários solventes orgânicos 

externos. Os dados são mostrados na Tabela 11 para todos os sistemas utilizados.



Tabela 11 -  Valores de Coeficiente de difiisão (D) para os benzoatos de alquila em 

organo-gel de hexano a 25°C em fimção da polaridade do solvente 

extemo.
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CsHsCOO-R

Dxl05(cm2/sy"̂
solvente LogP^“̂ 

Viscosid. (cp)

R=C2Hs R=C4H9 R= CgH„ R=C,6H34 R=sec-C4H9

Cicloexano 3,20

0,898

0,88 1,00 1,20 1,90 0,60

Hexano 3,50

0,298

0,57 1,60 2,40 2,80 0,70

Heptano 4,00

0,386

0,43 1,20 1,20 1,60 0,40

Dodecano 6,6

1,35

5,02 9,30 11,4 14,3 1,33

1,4-dioxano -1.1
1,322

1,30 1,10 0,93 0,79 0,49

Acetonitrila -1,3
0,345

1,40 0,65 0,54 0,36 0,23

(a) Coeficiente de Partição (b) referência^; (c) média de dois valores experimentais, tempo total de difusão, 90 

min.

Os resultados acima podem ser discutidos em termos da polaridade do 

solvente extemo (expressa em log P); comprimento da cadeia alquílica dos 

benzoatos de alquila e a composição do organo-gel. Para todos os experimentos, o 

hexano foi utilizado como solvente para a preparação do organo-gel.

Como pode ser observado, através dos dados mostrados na Tabela 11 e 

Figura 35, em geral há um aumento no valor do coeficiente de difiisão com o 

aumento da cadeia carbônica dos benzoatos de alquila quando o solvente extemo é 

apoiar como o cicloexano, hexano, heptano ou dodecano. Exceções foram 

observadas para o grupo sec-butil onde foram obtidos valores de D semelhantes.
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embora, os solventes orgânicos externos sejam diferentes em termos de polaridade 

(dados mostrados na Tabela 11).

Cadeia carbônica

Figura 35 -  Valores de D para os benzoatos de alquila em função do aumento da 

cadeia alquílica em organo-gel de hexano a 25°C: a) cicloexano (A); 

b) heptano (■); c)hexano (•); d) dodecano (▼), como solvente 

extemo.

Usando organo-gel de hexano e hexano como solvente extemo, os valores de 

D obtidos para os benzoato etila, butila, octila e de cetila foram 0,57; 1,60; 2,40 e 

2,80 X 10'̂  cm .̂seg’*, respectivamente. Quando cicloexano ou heptano foram 

usados como solventes extemos, a mesma tendência foi observada. Este resultado é 

bastante coerente, pois estes solventes têm polaridade semelhante, apresentando 

altos valores de log P. É interessante observar que os maiores valores de D foram 

obtidos quando dodecano (Log P = 6,6) foi usado como solvente extemo. 

Novamente, estes valores aumentam com o aumento da cadeia carbônica dos 

benzoatos de alquila. Neste caso, são esperadas interações melhores entre a fase do 

óleo, substrato (benzoato de alquila) e a microestmtura de organo-gel, que



conforme discutido anteriormente é formada por solvente 

orgânico/surfactante/gelatina/água.

Também é interessante discutir, os valores de D para o mesmo substrato em 

função da polaridade do solvente externo. Por exemplo, os valores de D para 

benzoato de etila um substrato com cadeia alquílica pequena, em organo-gel de 

hexano aumentam com o aumento da polaridade do solvente. Como pode ser 

observado na Tabela 11, utilizando cicloexano, hexano, heptano, dodecano, 1,4- 

dioxano e acetonitrila como solventes externos os valores de D foram: 0,88; 0,57; 

0,43; 5,02; 1,30 e 1,40 x 10‘̂ cm .̂s' ;̂ respectivamente.

As melhores interações ocorrem entre o benzoato de cadeia alquílica pequena 

(por exemplo, grupo de etila) e solventes mais polares como 1,4-dioxano e 

acetonitrila. Exceção foi observada quando dodecano é usado como solvente 

externo. Porém este resultado não pode ser explicado somente em termos de log P 

( 6,6 para o dodecano).

Outro aspecto observado nos resultados obtidos, é que ocorre uma melhor 
interação hidrofóbica entre os ésteres de cadeia alquílica maior, solvente apoiar e o 

surfactante na microestrutura do MBG. Este aumento nas interações é devido a uma 

maior solubilidade destes ésteres no meio orgânico.

3.2.2 - Efeito do Solvente na Composição do Organo-gel.

Para verificar o efeito do solvente orgânico utilizado na composição do 

organo-gel, foram determinados os valores de D em organo-géis de hexano, 

ciclohexano e heptano utilizando como solvente orgânico os mesmos de sua 

preparação e composição. Os resultados obtidos para estas medidas são mostrados 

na Tabela 12 e Figura 36.
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Tabela 12 -  Valores do Coeficiente de Difusão (D) para os benzoatos de alquila 

em organo-gel de hexano, cicloexano e heptano, a 25°C.
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solvente LogP R=C2Hs R=C4H9

CíHsCOO-R

Dxl05(cm2/s) 

R= CgHn R=C,6H34 R=sec-C4Hg

Cicloexano^“̂ 3,20 1,60 2,70 3,90 5,60 0,84

Hexano^^ 3,50 0,57 1,60 2,40 2,80 0,70

Heptanô ®̂ 4,00 0,70 1,60 2,60 3,20 0,74

(a) organo-gel de cicloexano com cicloexano como solvente extemo, (b) organo-gel de hexano com hexano como 

solvente extemo, (c) organo-gel de heptano com heptano como solvente extemo, (d) média de dois valores 

experimentais; tempo total de difusão 90 min.

Em geral, observa-se um aumento nos valores de D com o aumento da cadeia 

carbônica dos benzoatos de alquila, com exceção do grupo sec-butil, 

provavelmente devido a efeitos estéreos. Os valores dos coeficientes de difusão 

para o benzoato de etila, butila, octila e cetila em organo-gel de hexano utilizando 

hexano como solvente extemo foram respectivamente 0,57 x 10' ;̂ 1,60 x 10' ;̂ 2,40 
X 10' ;̂ e 2,80 x 10‘̂ cm^.s'\

Foram observados resultados semelhantes para o organo-gel de heptano com 

heptano como solvente extemo, e para o organo-gel de cicloexano com cicloexano 

como solvente extemo, isto porque eles apresentam polaridade semelhante
1 ̂ 7(expressa através do log P).
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Cadeia Carbônica

Figura 36 -  Valores de D para os benzoatos de alquila em função do aumento da 

cadeia alquilica a 25°C. a)organo-gel de hexano com hexano como 

solvente externo (•); b)organo-gel de heptano com heptano como 

solvente externo (A); c))organo-gel de cicloexano com cicloexano 

como solvente externo (■).

Os valores do coeficiente de difusão para o benzoato de sec-butila não 

mudam significativamente em função do solvente utilizado para preparar o organo- 

gel, conforme mostrado na Tabela 11.
Também, foi observado que há uma grande diminuição no coeficiente de 

difusão para o benzoato de sec-butila quando comparou-se com os de cadeias 

alquílicas normais, independentemente do óleo utilizado para preparar o organo- 

gel (hexano, heptano ou cicloexano), bem como do solvente externo. A diminuição 

no valor de D para ésteres ramificados pode estar relacionada com efeitos de 

estéreos e com a dificuldade deste substratos para difundirem-se pela estrutura do 

organo-gel. É observado que solventes orgânicos têm interações diferentes com



gelatina e os outros componentes do sistema. Para o mesmo substrato, foram 

obtidos valores de D diferentes dependendo do solvente orgânico utilizado para a 

preparação do organo-gel.

Estudos prévios de diagramas de fase para cicloexano, heptano e hexano 

mostraram a existência de quatro regiões d i fe re n te s .A sp e c to s  importantes 

podem ser observados quando são comparados os diagramas de fase do cicloexano, 

heptano e hexano. Independentemente do solvente orgânico, a formação do organo- 

gel depende do ajuste de seus componentes (água, AOT, solvente orgânico e 

gelatina) que variam, por exemplo, de um solvente para o outro.

Os valores de D obtidos para o benzoato de octila foram de 3,90; 2,60 e 2,40
5 2 1x 10" cm .s' em organo-gel de cicloexano, heptano e hexano, respectivamente, 

com o mesmo óleo como solvente extemo. Novamente estes valores não podem ser 
explicados só em termos de log P, e deve-se considerar a viscosidade destes 

solventes orgânicos. Como mostrado na Tabela 11, o hexano e heptano têm 

viscosidade mais baixa que cicloexano; 0,298; 0,386 e 0,898, respectivamente. 

Provavelmente há uma melhor interação entre os benzoatos de alquila e a 

microestmtura do organo-gel que é formada de cicloexano (com o óleo na sua 

composição). A mesma tendência é observada para os benzoatos de etila, butila e 

cetila. Novamente, menores valores de D foram observados para o benzoato de sec- 
butila.

Assim, a avaliação e determinação de valores de D nestes sistemas 

diferentes, são importantes para fazer uma correlação de alguns resultados prévios 

obtidos em termos de rendimentos de reações com as barreiras impostas na 
estmtura rígida do organo-gel.

De acordo com os resultados obtidos de D, observou-se uma relação entre o 

coeficiente de difusão dos ésteres em organo-gel, com os rendimentos nas reações 

de esterifícação e transesterificação para este sistema (MBG). Vecchia*^ ,̂ observou
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que para a reação de esterifícação do ácido oléico com diferentes álcoois primários, 

utilizando enzima imobilizada em MBG, e hexano como solvente, ocorre um 

aumento no rendimento do produto formado (ésteres) a medida que aumenta a 

cadeia alquílica do álcool. O mesmo foi observado para os valores do coefíciente 

de difusão, onde ocorre um aumento gradual do coefíciente de difiisão a medida 

que aumenta a cadeia alquílica do éster. Jesus e colaboradores'® ,̂ observaram o 

mesmo tipo de comportamento para esterifícação de álcoois secundários racêmicos 

utilizando enzimas imobilizadas em MBG de hexano.

3.3 - Medidas de coeficientes de difusão dos alcanoatos de p-nitrofenila em 
organo-gel de hexano

Toma-se necessário determinar a velocidade de difusão dos ésteres em 

sistema de organo-gel, a fím de relacionar com os rendimentos das reações de 

esterifícação e transesterificação estudadas neste sistema. Utilizou-se também para 

este propósito a técnica desenvolvida por Crooks para determinar o coeficiente de 

difusão do azul de bromofenol em gel de ágar.'^'

Os resultados obtidos das medidas de absorbância dos alcanoatos de p- 
nitrofenila (acetato,octanoato e laurato) em função do tempo em organo-gel de 

hexano, utilizando hexano e acetonitrila como solventes extemos, foram tratados 
de acordo com as Equações 9 e 10 (páginas 45 e 46 ) .

A partir deste tratamento matemático, obteve-se as Figuras 37, e 38, que 

mostram a fração difimdida dos alcanoatos de p-nitrofenila (Mt/Mo) em função da 

raiz quadrada do tempo (t'^), em organo-gel de hexano. O valor do coeficiente 

angular fomece o valor de D, de acordo com a Equação 10, página 46.
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Figura 37 - Fração difundida do laurato de p-nitrofenila , em função da raiz 

quadrada do tempo, em organo-gel de hexano utilizando como 

solvente extemo hexano, a 25°C.

0,015 -

0,010 -

0,005 -

Figura 38 - Fração diíimdida do laurato de p-nitrofenila , em fimção da raiz 

quadrada do tempo, em organo-gel de hexano utilizando como 

solvente extemo acetonitrila, a 25°C.
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Os resultados do coeficiente de difiisão obtidos para os alcanoatos de p- 

nitrofenila, utilizando como solvente extemo hexano e acetonitrila, estão 

apresentados na Tabela 13.

Os dados mostram que a medida que aumenta a cadeia alquílica do éster, há 

em geral um favorecimento no aumento no coeficiente de difiisão quando o 

solvente extemo é apoiar ( hexano). O efeito da cadeia alquílica é observado 

quando são analisados os valores de D para o acetato (D= l,3xlO'^cmVs) e para o
5 2laurato (D= 3,2x10' cm /s) de p-nitrofenila, pois há um aumento no coeficiente de 

difiisão com o aumento da cadeia alquílica do éster.

Tabela 13 - Valores de coeficiente de difiisão do laurato, octanoato e acetato de 

p-nitrofenila, em sistema de organo-gel de cicloexano a 25 °C.

solvente log P R= CH2(CH2)9CH3 

extemo viscosid. (cp) 

hexano 3,50 3,20 

0,298

acetonitrila -1,33 0,40 

0,345

CH2(CH2)5CH3

D=10^cm^/s

2Õ2

1,31

CH3

1,32

2,70



Um outro aspecto interessante que deve ser analisado é o efeito da polaridade 

do meio. Aumentando a polaridade do solvente, observa-se um aumento no 

coeficiente de difusão para os ésteres de cadeia alquílica menor e uma diminuição 

para os ésteres de cadeia alquílica maior.

Por exemplo, quando utiliza-se hexano (maior log P) como solvente externo 

o valor do coeficiente de difusão do acetato de p-nitrofenila é 1,32 x 10‘̂ cmVs e 

para o laurato de p-nitrofenila é 3,20 x 10'̂  cm /̂s. Em acetonitrila (menor log P) o 

valor do coeficiente de difusão do acetato de p-nitrofenila é 2,70 x 10'^cm^/s e para 

o laurato de p-nitrofenila é 0,40 x 10'̂  cm /̂s. Esta variação no coeficiente de 

difiisão é determinada pelo solvente externo presente no sistema; uma vez que os 
outros parâmetros são mantidos constantes.

Estes resultados estão associados com o coeficiente de partição (log P) dos 

solventes. Portanto, quanto menor o log P do solvente, maior será sua polaridade, e 

maior afinidade por substratos de cadeias alquilicas menores. Pode-se também, 

observar claramente que solventes que apresentam log P maiores (ver Tabela 11), 

interagem melhor com substratos de cadeias alquilicas maiores, fazendo com que 

estes difundam-se mais rapidamente.

Outros solventes com polaridade intermediária entre a acetonitrila e o n- 
hexano foram testados, tais como o clorofórmio, tetrahidrofiirano, acetato de etila e 

diclorometano, a fim de utilizá-los como solventes externos, para se determinar o 
coeficiente de difusão. Porém, estes não foram adequados para se efetuar a 

determinação do coeficiente de difusão, já que eles absorvem na mesma região 

dos alcanoatos de p-nitrofenila, que é em 256 nm.
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3.3.1 - Efeito da Temperatura na Difusão do Laurato de p-nitrofenila

O efeito da temperatura foi estudado para difusão do laurato de p-nitrofenila 

em organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente externo. A partir dos 

resultados experimentais obtidos, será possível determinar alguns parâmetros 

termodinâmicos.

A determinação do coefíciente de difusão do laurato de p-nitrofenila foi 

efetuada acompanhando a variação da absorbância em fimçao do tempo em 256 nm 

(absorção máxima do laurato de p-nitrofenila), para cada temperatura constante. A 

metodologia e tratamento matemático utilizados são os mesmos que foram 
descritos anteriormente no item 3.L2, página 53.

Os dados obtidos para a difusão do laurato de p-nitrofenila em diferentes 
temperaturas, estão mostrados na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores do coefíciente de difusão para o laurato de p-nitrofenila em 
organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente externo em 

diferentes temperaturas.
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Temperaturas (°C) DxlO" cm^

20 2,49

25 3,20

30 5,01
(a) os valores de D foram sempre uma média de dois experimentos.

A velocidade de difusão do laurato de p-nitrofenila aumenta com o aumento 

da temperatura, dentro de uma faixa de temperatura estudada e na qual o organo- 

gel é estável (20 a 30°C). Para temperaturas superiores, o organo-gel perde sua
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rigidez e estabilidade, não sendo assim possível a realização do experimento em 

temperatm-as superiores, conforme discutido anteriormente para as reações de 

transesterificação enantiosseletivas.

A Figura 39, mostra um gráfico de In do valor médio de D versus 1/T 

(Equação 12), de onde obtém-se o coeficiente angular da reta, que é igual a -Ea/R  .

1/T x10^(K-'')

Figura 39 - Variação de D em função da temperatura para a difusão do laurato de 

p-nitrofenila em organo-gel de hexano , utilizando hexano como 

solvente extemo.

Utilizando a equação linearizada de Arrhenius foi possível determinar a 

energia de ativação (Ea) para este processo.
O valor encontrado para a Ea, foi de 11,5 Kcal/ mol (coeficiente de 

correlação linear igual a 0,996). Este valor baixo de energia de ativação é um 

indício de que o processo é lento e controlado por difusão.
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Aplicando a equação de Eyring, pode-se então determinar outros parâmetros 

termodinâmicos, como a entalpia de ativação (AH )̂, a energia de ativação (AG*) e 

a entropia de ativação (AS ).

A Equação de Eyring foi mostrada na página 60 (Equação 13). A 

Equação 13 linearizada fornece a Equação 14 (Página 60) que permite o cálculo 

de AH*, através do coeficiente angular.

A Figuras 40 , mostra o gráfico de In D/ T versus 1/T para a difiisão do 

laurato de p-nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente 

extemo. O valor de AH* determinado através do coeficiente angular foi 11,5 

Kcal/ mol, e o coeficiente de correlação linerar foi igual a 0,996.

1/Tx10 (̂K' )̂

Figura 40 - Gráfico de In kobs/T versus 1/T para a difusão do laurato de p- 

nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano como 

solvente extemo em temperaturas de 20 á 30°C.
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A equação de Eyring pode ser rearranjada fornecendo a Equação 16 (página 

62). Assim valores da energia livre de ativação (AG )̂, podem ser calculados para as 

diferentes temperaturas nas quais realizaram-se os experimentos.

De acordo com a Equação 15 os valores da energia livre de ativação (AG*) 

podem ser calculados para cada temperatura. O valor de AG* determinado 

através da equação rearranjada foi de 11,5 kcal/ mol.

Com o valor da energia de ativação, e com o valor da entalpia de ativação, 

encontrado pelo gráfico de Eyring, foi então possível calcular a entropia de 

ativação, utilizando a Equação 16, página 62. O valor de AS* encontrado foi de 

-132 cal/mol.K.

A Tabela 15 resume os dados dos parâmetros termodinâmicos obtidos para 
difusão do laurato de p-nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano 
como solvente externo.

Tabela 15 -  Valores dos parâmetros termodinâmicos obtidos para a difiisão do 

laurato de p-nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano 
como solvente externo.

éster Ea (kcal/mol) AH* (kcal/mol) AG* (kcal/mol) AS* (cai/moi)

Laurato de p- 

nitrofenila

11,5 11,5 50,9 -132

Comparando os resultados termodinâmicos obtidos de coeficiente de difusão 

com os valores obtidos para a reação de transesterificação do laurato de p- 

nitrofenila com álcoois secundários racêmicos, observou-se uma relação efetiva



entre os mesmos. Nestes sistemas foram obtidos valores baixos de energia de 

ativação, o que indicam que estes processos são controlados por difusão. Observou- 

se também, que para a reação de transesterificação enantiosseletiva dos alcanoatos 

de p-nitrofenila com diferentes álcoois secundários racêmicos, utilizando enzima 

imobilizada em organo-gel, e hexano como solvente extemo, ocorre um aumento 

no rendimento do produto formado (transéster), a medida que aumenta a cadeia 

alquílica do álcool. Resultados semelhantes foram observados para os valores do 

coeficiente de difusão, pois o coeficiente de difusão aumenta a medida que aumenta 

a cadeia alquílica do substrato (éster).
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4 - CONCLUSÕES:

A partir dos resultados obtidos, pode-se fazer algumas considerações finais 

sobre a técnica de imobilização de enzimas em organo-gel para sua utilização em 

reações de transesterificação.

• O sistema de MBG utiliza pequena quantidade de enzima (10 mg / mL), 

bem menor que outros sistemas, e é um método que pode ser amplamente 
utilizado em solventes de baixa polaridade.

• As lipases imobilizadas em MBG mostraram ser um método bastante 

eficiente, para as reações de transesterificação dos alcanoatos de p-nitrofenila com 
álcoois secundários racêmicos.

• A C.V.lipase quando imobilizada em sistema de organo-gel é a mais ativa 
como catalisador em reações de transesterificação, pois apresenta maior 

rendimento quando comparada com as outras lipases (Microbial, Lipolase e 
Pseudomonas sp).

Os baixos valores encontrados de energia de ativação e entalpia de ativação, 

além de um valor de entropia negativo para a reação de transesterificação, do 

laurato de p-nitrofenila com os álcoois secundários racêmicos, demonstra que neste 

sistema as reações têm velocidades controladas por difusão dos substratos do meio 
reacional para o organo-gel e vice-versa.

Capítulo IV -  Conclusões_________________________________________________  110



• Quando a C.V. lipase é imobilizada em organo-gel e utilizada na resolução 

de álcoois secundários racêmicos via reações de transesterificação, este sistema 

demonstrou preferência pelo enantiômero com rotação óptica negativa.

As lipases Microbial, lipolase e Pseudomonas sp, quando foram 

imobilizadas em organo-gel e utilizadas na resolução de álcoois secundários 

racêmicos via reações de transesterificação, não foram eficientes, ou seja, não 
resolveram os racematos.

Os valores de enantiosseletividade (E) foram baixos, sendo que os melhores 
resultados de excessos enantioméricos foram obtidos para resolução do (±)-2- 

octanol (eep 51%) em organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente 
extemo.

Os melhores rendimentos (70-96%) foram obtidos com a C.V.lipase e 

hexano como solvente extemo. Com a mesma enzima, e utilizando acetonitrila 
como solvente extemo os rendimentos ficaram em tomo de 30%.

• A velocidade de difusão é favorecida para ésteres de cadeia alquílica 

longa em meio apoiar, visto que o coeficiente de difiisão aumenta com o 

aumento da cadeia do substrato. Enquanto que o aumento da polaridade do 

meio favorece a difiisão de substratos de cadeia carbônica pequena.

O grau de impedimento imposto pelas barreiras difiisionais é maior 

para substratos ramificados ( por ex. benzoato de sec-butila).
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• Os valores do coefíciente de difiisão, mostraram uma relação entre o 

rendimento da reação de esterifícação ou transesterifícação com a velocidade de 
difiisão do substrato no organo-gel (MBG).

Finalmente, a partir destes resultados, pode-se concluir que o organo-gel é 

um sistema bastante efíciente para realizar reações de transesterifícação enzimática 

em meio orgânico. Com relação aos baixos valores de excessos enantioméricos 

encontrados, talvez estes possam ser melhorados utilizando enzimas mais puras ou 

aumentando a sua concentração no meio reacional.
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