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RESUMO

Neste trabalho foram imobilizadas lipases de diferentes fontes em organo-
gel e avaliados sua eficiéncia em reagOes de transesterificagdo.

Inicialmente foi estudado a cinética das reagdes de transesterificagdo dos
alcanoatos de p-nitrofenila com élcoois secundarios racémicos, utilizando hexano
como solvente externo e¢ C.V. lipase imobilizada em. organo-gel a 25°C.
Observou-se que com este solvente a reagdo ocorreu, porém o produto da reagéo
p-nitrofenol ndo 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, ¢ este foi o solvente utilizado para os estudos
cinéticos nas reagdes de transesterificagdo dos alcanoatos de p-nitrofenila com
alcoois secundarios racémicos. Os valores das | constantes de velocidades
observadas obtidas para as reagfes de transesterificagdo do laurato, octanoato e
acetato de p-nitrofenila com os alcoois secundarios racémicos, diminui a medida
que sdo utilizados 4lcoois de cadeia carbonica menores, independente do éster
utilizado.

Estudou-se também, o efeito da temperatura (20 - 30°C) para a reagdo de
transesterificagio do laurato de p-nitrofenila com os (%)-2-octanol e (*)-2-
hexanol, acetonitrila como solvente externo e C.V. lipase 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, ndo sendo assim
viavel a realiza¢do do experimento em temperaturas superiores.

As lipases de Chromobacterium viscosum, Pseudomonas sp, Microbial e
Lipolase, imobilizadas em organo-gel de hexano foram usadas como

biocatalisadores na reagdo de transesterificagdo enantiosseletiva do laurato de p-
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nitrofenila com (+)-2-octanol e (+)-2-hexanol. Os melhores sistemas para a
resolugio destes alcoois, 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 resolugdo do (+)-2-octanol utilizando
hexano como solvente externo (ee, 51%).

Foi avaliado o efeito da atividade de diferentes lipases imobilizadas em
MBG via reagdes de transesterificagdo em dois solventes, acetonitrila € hexano.
Uma série de ésteres foi sintetizada usando laurato de p-nitrofenila e alcoois
alifaticos primarios de cadeia linear e secundirios racémicos. Os melhores
rendimentos (70-96%) foram obtidos com a C.V lipase € hexano como solvente
externo. Com esta mesma enzima utilizando acetonitrila como solvente externo os
rendimentos ficaram em torno de 30%.

Foi também estudado o grau de impedimento imposto pelas barreiras
difusionais de ésteres quando estes passam do meio reacional para o organo-gel e
vice-versa, através de medidas de coeficiente de difusdo (D) dos benzoatos e
alcanoatos de alquilas. Foram obtidos valores de coeficiente de difusdo dos
benzoatos de etila, butila, octila, cetila e sec-butila ¢ do laurato, octanoato e
acetato de p-nitrofenila, em organo-gel de hexano, cicloexano e heptano. Como
solvente externo, utilizaram-se o hexano, cicloexéno, heptano, dodecano,
acetonitrila e 1,4-dioxano.

Também foi estudado o efeito da temperatura para a difusdo do laurato de
p-nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando liexano como solvente externo.

A partir destes resultados foi possivel determinar os parimetros termodindmicos

( Ea, AH?, AG*, AS*).



ABSTRACT

In this work lipases of different sources were immobilized in organo-gel
(MBG) their and efficiency were avaliated in transesterification reactions.

Firstly it was studied the kinetics of transesterification reactions
transesterification 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 from 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 from the organo-gel. Acetonitrile was the most effective, and so-this
was used for the kinetic studies in the transesterification reactions of p-
nitrophenyl alcanoates with racemic secondary alcohols. The observed rate
constants for the transesterification 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
transesterification 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



xxii
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 (ee;=51%).

It was also avaliated the acﬁvity effect of different lipases immobilized in>
MBG via transesterification reactions in two solvents, acetonitrile and hexane. A
series of esteres was synthesized using p-nitrophenyl laurate and unbrached
aliphatic primary and secondary racemic alcohols. The best yelds in esters were
obtained with C.V. lipase 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-mitrophenyl laurate
diffusion in organo-gel of hexane, with hexane as external solvent. From these

results, the thermodynamic parameters Ea, AH?, AG?, AS* were obtained.
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INTRODUCAO:

1.1. Justificativa do trabalho

No momento, os processos tecnoldgicos € biotecnolégicos vém sendo
universalmente considerados como alternativas consistentes para geragdo de
bens e prestagdo de servigos.! A sociedade humana, neste momento de virada de
século, estd consciente das necessidades da implementagdo de tecnologias
baseadas em matérias primas renovaveis e adequadas sob o ponto de vista
energético e de preservagdo do meio ambiente.

A busca de uma metodologia mais eficiente para a utilizagdo de enzimas
em sintese orginica levou a uma procura incessante de um sistema que melhor
se adaptasse as condigdes sintéticas desejadas. A utilidade e a praticidade do uso
de enzimas como catalisadores quirais em sintese orginica estio bem
documentadas. A sua aplica¢do na obtengdo de “synthons” enantiomericamente
puros em sinteses assimétricas de produtos naturais, de interesse académico e
farmacéutico, é particularmente importante. Esterases, lipases € oxidoredutases
sio enzimas de utilidade comprovada nesta area.’ Portanto, enzimas como
catalisadores tém notaveis propriedades, mas uma caracteristica as faz
especialmente valiosas para sintese organica, ou seja, elas sdo seletivas.?

Afim de utilizar enzimas em sintese organica, muitas técnicas vém sendo
empregadas apresentando vantagens e desvantagens em suas aplicagdes em
meio organico.

A imobilizagdo de enzimas € uma das mais impoxtantés técnicas na
aplicagio da catalise enzimatica para reagdes sintéticas em solventes orginicos.
Por razdes praticas e econémicas, ¢ muitas vezes vantajoso usar enzimas

suportadas.”
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Entre varios suportes descritos na literatura, para imobilizar enzimas na
aplicagdo em meio orginico, deve-se mencionar que o organo-gel supera muitas
das dificuldades previamente encontradas quando utilizam-se métodos mais
tradicionais tais como: dispersdo direta de enzimas em p6 em solvente organico,
modificagdes quimicas das enzimas hidrofilicas tornando-as mais soliveis em
solventes apolares, uso de sistema bifasico, e imobilizagdo em suportes solidos.
O sistema de organo-gel oferece vantagens em termos do fato que seu uso
facilita a recuperagido do produto desejado da reagdo bem\c,‘omo'a reutilizagdo
do mesmo.* }'

As enzimas imobilizadas em organo-gel, evitam o contato direto com o
solvente orginico que é desfavoravel para a catalise enzimatica e agsim ficam
protegidas contra a desnaturagao.

Um outro ponto importante no liso da imobilizagdo 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
¢ utilizado para imobilizar enzimas e efetuar reagdes de esterificagdo e
transesterificagdo, ha um grande efeito do meio no rendimento de formagéo de
ésteres. Portanto, também sera quantificado o grau de impedimento imposto
pelas barreiras difusionais encontradas pelos ésteres benzoatos de alquila e
alcanoatos de p-nitrofenila, através de medidas de coeficiente de difusdo (D),
quando estes passam do organo-gel para o solvente externo. Pretende-se
verificar s h4 ou ndo uma relagio entre os rendimentos nas reagdes de
esterificagdo e transesterificagdo com os valores de D, afim de adequar um
melhor siétema para as condigbes sintéticas desejadas com enzimas
imobilizadas em organo-gel (MBG).

Assim, como contribui¢do para o emprego de biocatalisadores em meio
orgénico, serdo avaliadas as atividades de diferentes lipases através de medidas

cinéticas e¢ termodindmicas em reag¢des de transesterificagdo enantiosseletivas,
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afim de otimizar as condi¢Ges para o emprego dos mesmos na sintese orgéanica

moderna.

1.2 ENZIMAS E SUAS APLICACOES:
1.2.1 Definigédo de Enzi'mas

Enzimas podem ser definidas como catalisadores de reages quimicas em
sistemas biolégicos.” Sdo geralmente de natureza protéica, apresentam alta
especificidade de reagdo e tem grande poder catalitico. As enzimas protéicas sdo
proteinas de alto peso molecular formadas por subunidades conhecidas como
aminodcidos, ligados entre si por ligagdes peptidicas. Possuem em suas
estruturas grupos polares tais como COOH, OH, NH,, SH ¢ CONH,, que atuam
como catalisadores. Sua atividade e estrutura mais estavel sdo mantidas em meio
aquoso. As enzimas vém sendo utilizadas por varias décadas, sendo que sua
natureza estrutural tormou-se conhecida apenas recentemente. Possuem
estruturas complexas de cadeias polipeptidicas, sendo que poucas tém sua
estrutura tridimensional definida na literatﬁra. Por exemplo, a Figura 1 mostra a

estrutura tridimensional da lisozima.>*
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* Sdo catalisadores altamente eficientes, sendo que as velocidades das reagdes

catalisadas por enzimas podem ser até 10'> vezes mais rapidas do que as

correspondentes ndo catalisadas.
* Podem também ser usadas no tratamento de residuos e materiais bioldgicos,

pois sdo biodegradaveis, o que as torna rapidamente absorvidas pela natureza.
Portanto, a industria atual enfrenta um enorme desafio. Ela deve proteger
0 meio ambiente e a0 mesmo tempo produzir bens, servigos € empregos de que a
sociedade necessita. Sendo assim, a medida em que a conservagdo dos recursos
naturais € a prote¢do do meio ambiente vdo se tornando uma questio de
crescente importancia, abre-se o caminho para novas aplicagdes de enzimas em

diferentes areas industriais.’
1.2.2 Especifidade das Enzimas

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

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

mamiferos preenchem melhor tais critérios.
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1.2.3 Algumas Consideracdes Mecanisticas das Enzimas
1.2.3.1 - Mecanismo de Ac¢do
Grande parte das reagdes catalisadas por enzimas envolvem a quebra ou

formagdo de ligagdes covalentes. Por exemplo, na equagdo 1 o grupamento G €

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

A reagdo global envolve a quebra da ligagdo D-G e a formagdo de uma

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

Esquema I
Portanto, as enzimas reagem via a formagdo de um complexo enzima-

substrato para posteriormente formar produtos (Equacéo 2 e Figura 2).

k | <}
E + S «<————>I[ES] ——FE + P eq. 2
K.y
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Substrato Enzima-Substrato

Figura 2 - Representagdo esquematica para a formagdo do complexo enzima-

substrato.’

Entre as teorias e racionalizagdes que tem sido desenvolvidas para
entender catalise enzimatica, o modelo mais ilustrativo € o mecanismo
desenvolvido por Emil Fischer em 1894, que mostra a interagdo entre o

substrato e a enzima por analogia com um conjunto "chave e fechadura”.'*"?
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Figura 3 - Representagdo da formagdo de um complexo ES segundo a hipotese

do modelo de Fischer."!

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

da década de sessenta, recebeu consideravel apoio experimental € tem como

caracteristica essencial a flexibilidade da regido do centro ativo.'""
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x
= b

(o7

Enzima

Complexo Enzima-Substrato

Figura 4 - Representac¢do de encaixe induzido por uma alteragdo da proteina

(segundo Koshland)."

O modelo de Fischer (Figura 3), presume que o centro ativo € pré-
formado para encaixar o substrato, € no modelo do encaixe induzido, o substrato
induz uma mudancga conformacional no sitio ativo da enzima (Figura 4).

A regra de trés pontos foi outra teoria criada por A. G. Ogston para
explicar a enantiosseletividade das enzimas."’

Enzimas sdo catalisadores e, consequentemente, nio podem alterar o
equilibrio de uma reagdo quimica. Isso significa que elas aceleram a reagdo
direta e sua reversa, multiplicando as velocidades pelo mesmo fator.

As enzimas aceleram as reagdes pelo decréscimo do AG", a barreira de

ativacdo. A combinagio do substrato com a enzima cria uma nova via de reagéo
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cuja energia do estado de transi¢do é menor do que a da rea¢@o na auséncia de

enzima (Figura §).

I\

Energia

#
S
#
Ea
H
ES
#
Ea
E+S
ES
E+P
EP

Progresso da reagédo

Figura 5 - Diagrama de energia de reagdo catalisada (preto) vs ndo catalisada
(azul) enzimaticamente. S = substrato, P = produto, E = enzima,
ES = complexo enzima-substrato, # denota estado de transigdo, Ea=

energia de ativagio.

A utilizagdo das enzimas como catalisadores em sintese organica ¢ bem
conhecida. A alta estereosseletividade e regiosseletividade frente a substratos
sdo as principais caracteristicas. Contudo, ainda tem -se encontrado algumas
dificuldades em inclui-las em resolu¢do enantiosseletiva em sintese organica,
pois frequentemente as enzimas catalisam as reagdes em meio aquoso, mas a

. % 2 . . Avio 1013
agua nio ¢ um meio ideal para muitos processos organicos.
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e >, 53
W Sty
w5

Lightidtbee Crin v

Figura 1 - Estrutura tridimensional da [isozima.

Os principais beneficios de utilizar enzimas serdo descritos a seguir:
e Sio catalisadores extremamente versateis, existindo um processo enzimatico
equivalente com varios tipos de reagdes organicas.
 Atuam melhor a temperaturas e condigdes moderadas, normalmente a

temperatura ambiente ¢ em pH proximo a neutralidade. Estas condigdes
minimizam problemas de isomerizagdo, racemizagdo, rearranjos, etc..., que

freqiientemente permeiam a metodologia tradicional.
* Sio altamente especificas, o que significa poucos efeitos e sub-produtos

indesejaveis no processo de formagdo de produtos.
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Toda estereosseletividade das enzimas origina-se da diferenga de energia
entre os complexos enzima-substrato no estado de transigido [ES]#. Supondo uma
reagdo enantiosseletiva com ambos substratos enantioméricos A ¢ B (eq. 3).
Devido ao envolvimento quiral do sitio 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 transigéo [EAY e
[EB]". O resultado ¢ a diferencga na energia de ativagdo para ambos substratos
enantioméricos, € como conseqiiéncia, um enantidmero reage mais rapidamente
que o outro (Figura 6). O valor da diferenga em energia livre, expressa como

AAG?, fornece uma medida direta da seletividade da reagdo.' "’

[EA)——————» E + P
A
eq.3

7N

{EB} ————» E + Q
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Fale

E+AocuB

COORDENADA DERFACAO

Figura 6 - Diagrama de energia para uma reagdo enantiosseletiva catalisada por
enzima. E = enzima, A e B = substratos enatioméricos, P ¢ Q =
produtos enantioméricos, #  denota estado de transigdo, AAG? =

diferenga em energia livre.
1.2.4. Aplicacdes de Enzimas em Sintese Organica

Na ultima década, as reag¢des catalisadas por enzimas aumentaram dentro
da quimica orginica sintética. Estima-se que das 25.000 enzimas presentes na
natureza, cerca de 2.800 foram classificadas e perto de 400 sdo comercializadas
de uma forma pura."

Nos ultimos anos o interesse em utilizar enzimas como catalisadores tem
aumentado devido a sua alta versatilidade e as condigdes suaves de tempéréturas
e pH em que se realizam as reagdes."’

A utilizagdo de enzimas em meio aquoso foi extensivamente usada em

processos cataliticos, tanto na area tecnologica como cientifica, por vérios anos.
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Porém, seu uso tornou-se limitado, pelo fato de muitos substratos serem pouco
soluveis em 4gua, o que necessitava de grande volume reacional e

procedimentos de separagdo muito mais complicados. O uso de solventes

orginicos em reagdes enzimaticas superou este problema, e o desenvolvimento-- - -

de novos métodos de imobilizagdo permitiu que varias reagdes pudessem se
tornar viaveis.'®!” A adigio de uma quantidade moderada de solvente orginico,
¢ uma forma direta de aumentar a solubilidade de substratos hidrofébicos ¢ de
tornar a reagdo possivel.

A caracteristica de instabilidade em meio orginico, a faixa limitada de
substrato especifico e o alto custo, tém sido considerados como os problemas
mais sérios para o uso de enzimas como catalisadores sintéticos. A percepgéo,
portanto, que elas sdo intrinsicamente limitadas como catalisadores mudou nos
Gltimos anos devido aos novos desenvolvimentos em quimica e biologia e as
novas exigéncias industriais. Atualmente, um grande numero de reagdes
orginicas podem ser realizadas com o uso de enzimas.

Entre todos os tipos de reagdes catalisadas por enzimas, as transformagoes
hidroliticas, envolvendo a formagdo de ligagdes imidicas e éster podem ocorrer
facilmente usando proteases, esterases ou lipases. Quando a enzima estd
operando em um ambiente que tem baixa concentragido de dgua, qualquer outro
nucledfilo pode competir com a agua e formar o produto a partir de um
intermediario acil-enzima, levando assim a varias transformagGes sinteticamente
uteis. Durante o curso da reagdo catalisada enzimaticamente, qualquer tipo de
quiralidade do substrato é reconhecida pela enzima, e isto causa uma preferéncia
para as duas diregdes possiveis com relagio a estereoquimica da reagdo. Para a
industria farmacéutica a utilizagdo de enzimas como reagentes quirais €m meio
orginico ¢ de grande importincia, visto que muitas drogas (farmacos) sdo

comercializadas em sua forma racémica, ou seja impura.'®"
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As enzimas em muitos casos s3o0 utilizadas como a unica maneira possivel
‘de se detectar dois enintidmeros de um composto quiral e, obter uma forma
pura. Portanto, as enzimas representam uma classe de catalisadores quirais
potencialmente ativos e Uteis para uma ampla faixa de transformagdes

(Figura 7)."

ILH R' /&N}IR"
idrolise
: H,0 R'NH , - amindlise
de
ésteres
Intermediario
R"OH acil - enzima H,0,
OR 2
Transferéncia formac;ﬁo de
de grupo acila pericidos

Figura 7 - Algumas possibilidades de 'transformag:c”)es organicas utilizando

catalise enzimatica.

As enzimas hidroliticas sdo os biocatalisadores mais comumente usados
em sintese orginica. Nesta classe estdo incluidas 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 sintese organica
As lipases sdo enzimas que catalisam a hidréolise de triglicerideos para

formar acidos graxos livres e glicerol. Estas enzimas sdo classificadas como

hidrolases e apresentam peso molecular entre 40-50 kda com cerca de 300
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residuos de aminoacidos.® As lipases sdo glicoproteinas nas quais a parte
glicosilada hidrofébica circunda o sitio ativo. Elas tém sido isoladas de uma
variedade de tecidos de animais e plantas, podendo ser também produzidas por
processsos de fermentago usando varias espécies de microrganismos (fungos e
bactérias).”!

As vantagens de se utilizar lipases em meio organico, deve-se
principalmente ao fato do baixo custo, disponibilidade comercial, a versatilidade
catalitica, nio requerem cofatores, sdo regioespecificas para a posigdo 1,3 de
triglicerideos, sdo estereosseletivas e atuam em uma faixa de pH e temperatura

2122 A5 reagBes catalisadas por lipases incluem esterificagGes,

bastante grande.
transesterificagbes, amidagdo, sintese de peptideos e a formagdo de lactonas
macrociclicas. A sintese de compostos orgdnicos quirais via reagdes de
transesterificagdo enantiosseletiva de ésteres, sdo de interesse porque fornecem
um método facil para a preparagdo de alcoois e acidos opticamente ativos.
Mecanisticamente, a sintese enzimatica de ésteres ou reagdo enzimatica de
transesterificacio tem algumas caracteristicas em comum com as reagdes da
quimica classica correspondente, mas os principios que governam a
especificidade estereoquimica sdo diferentes € assim justificam a sua
utilizagdo.

Varios estudos para a utilizagio de lipases em sintese orginica tem sido
direcionados para sintese (conversio) assimétrica, um dos temas mais
importantes da sintese orginica moderna e, de grande interesse para a industria
farmacéutica, visto que a atividade biolégica de muitas farmacos (drogas)
racémicos muitas vezes reside em um unico enantidmero.'®'**?® Drogas como"
Naproxen®’ (agente antiinﬂamatério),..Dropropizina28 (agente antitussigeno),
Cloranfenicol”® (agente antimicrobial), Atenolol® (usado no tratamento da
hipertenséo) e Taxol*® (usado no combate ao cincer) tém sido resolvidos por

catalise enzimatica.
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A resolugio de alcoois racémicos tem sido feita explorando as
. . . - . rye 31,32 , .
propriedades enantiosseletivas de enzimas hidroliticas.” ™ Os élcoois

opticamente ativos podem ser obtidos em solugdes aquosas por hidrolises

33-37

estereosseletivas dos correspondentes ésteres racémicos, por esterificagGes

13, 3841

em solvente organico e por transesterifica¢des dos correspondentes alcoois

racémicos.**>°

A escolha do método depende de muitos fatores tais como
selecdo de um biocatalisador disponivel, rendimento, pureza, velocidade da
reagdo, separagio dos produtos e estabilidade das enzimas. Em outras palavras, a
otimizég:ﬁo das condi¢des reacionais. Com a excegdo de certos dalcoois
estericamente impedidos, as lipases catalisam a acilagdo assimétrica de uma
ampla faixa de substratos ciclicos e aciclicos entre moderada e alta
enantiosseletividade.”

O Equema Il ilustra o fato de que 4lcoois quirais podem ser resolvidos
via reagdo de transesterificagdo catalisadas por lipases (PPL) em cicloexano € o

produto (1-fenil-propanol-2) foi obtido com uma pureza 6ptica de 100%.%

H
H i cicloexano,
* o) N

Esquema 11
O Esquema llI, mostra que o éster vinil-2-fendxipropandico pode ser
resolvido através da reagdo de transesterificagdo catalisada por lipase de
Aspergillus niger em cicloexano, sendo que o produto foi obtido com uma

pureza Optica de 90%.>’
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CH

Q—Oé‘,Hj—OC-CHZ + CH,OH —ECSPoneriy o @4}& —OCHf

Esquema 11
Outras aplicag¢Oes relevantes das lipases estio na induistria agroquimica e
na quimica fina na produg¢do de compostos enantioméricamente puros ou na
sintese produtos intermediarios.™®
O Esquema IV, mostra que o acido (R S)-o-fendxipropidnico foi
resolvido utilizando lipase de Cdndida Cilindrdcea , sendo que o produto foi

obtido com uma pureza dptica de 95%.

£O0CH,

H—%—CH,
CCL
cicloexano/H,O >

(R,S)

Esquema IV

O Esquema V, mostra a resolugdo enantiosseletiva de alcool alilico
utilizando a reagdo de hidrdlise do éster correspondente catalisada pela lipase de
Pseudomonas sp imobilizada em paladio. O produto de hidrolise (4lcool alilico)

foi obtido com uma pureza 6ptica de 96%.
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Ac OH
Pseudomonas sp
Yz Pd =
Ph Ph
e.e. =96%

Esquema V

Portanto, a utilizagdo de enzimas, e em especial as lipases, vem
oferecendo  excelentes possibilidades para obtengdo de compostos
enantiomericamente puros. O uso destes biocatalisadores em meio orginico vem
superando muitas das dificuldades encontradas quando utilizam-se métodos
quimicos tradicionais. Além disto, a biotecnologia quiral produz compostos de

uma forma mais pura.
1.2.6 Sitio Ativo da Lipase

Brady,” através de cristalografia de raios-x, determinou a estrutura da
lipase proveniente do fungo Mucor miehei. Esta lipase apresenta um centro
catalitico composto de trés aminodacidos ( Ser 144, His 257 e Asp 203) que'esté
localizado perto da superficie da molécula da proteina, mas ndo esta
completamente exposto. O centro ativo esta coberto por um segmento espiral

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

secgdo transversal mostrando apenas a alteragdo do inibidor com Ser
82, Ser 144 e His 257.

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

A atividade das lipases é aumentada na interface lipidio-dgua e este
fendmeno é conhecido como ativagdo interfacial. Esta caracteristica unica de
catalise interfacial faz com que as lipases mostrem um envolvimento

hidrofébico e as distingue de outras enzimas hidroliticas.®’
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1.2.7. Imobilizacio de Enzimas

A habilidade das enzimas para atuarem como catalisadores ja tem - sido
considerada por muitos anos, particularmente pela inddstria fann‘acéutica.61 A
imobilizagdo de enzimas é uma das técnicas mais importantes na aplicagdo de
catalise enzimatica para reagdes sintéticas em solventes orginicos.®®* Por
razdes praticas e econdmicas, é muitas vezes vantajoso usar enzimas
imobilizadas visto que, com poucas excegdes, elas sdo insolaveis em solventes
orginicos. Uma das grandes vantagens da imobilizagdo ¢ poder utilizar o
catalisador repetidamente sem consideravel perda da atividade catalitica.®*
Considerando a compatibilidade com a enzima, géis hidrofilicos tém sido
freqiientemente empregados como suportes enzimaticos. As vezes, a
enantiosseletividade é aumentada.®® Alguns sistemas que ja foram usados para
imobilizar enzimas sdo crisotila,’> Eupergit C,% celite,’” quitosana e quitina,®®

671 A modificagio de enzimas com

~agarose, Chromosorb e Sepharose.
polietilenoglicol que resulta em um p6 solivel em benzeno ou em
hidrocarbonetos clorados, também tem sido empre.gada.n'76 Outras técnicas que
superam os problemas da baixa solubilidade dos substratos, ¢ o uso de
surfactantes e micelas reversas.” >

A Figura 9 mostra alguns procedimentos que vém sendo utilizados nos

ultimos anos para imobilizar enzimas.
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l Imobilizacdo l

Ligacio cruzada

Suportes solidos

LR I
P M OD W

Em Matriz Por membranas

Figura 9 - Técnicas de imobilizagdo de enzimas. E = enzima, S = suporte.
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Nos utlimos anos, muitos estudos tém se voltado para a utilizagdo de

8391 As microemulsdes sdo

microemulsGes para imobilizagdo de enzimas.
misturas microscopicamente homogéneas, isotrdpicas € opticamente
transparente de agua, 6leo (hexano, heptano) e surfactante. As microemulsdes
podem ser divididas em dois tipos: microemulséo do tipo 6leo em 4gua (o/w) e
microemulséo do tipo agua em 6leo (w/o) (Figura 10). O nome “microemulsdo”
deriva do fato de que gotas de oleo no sistema (o/w), ou gotas de 4gua no
sistema (w/0), possuem um didmetro que varia de 50 a 500 A. Esta definigdo
ndo € aceita universalmente, € o termo microemulsdo é considerado por muitos
cientistas como goticulas muito pequenas em um meio 0rganico, € que o
tamanho das goticulas sejam da ordem de nanémetros (nm).”>**

As irlicroemulsﬁes sdo sistemas organizados, elas sdo faceis de serem
preparadas, sdo termodindmicamente estaveis e podem ser formadas apenas com
a mistura de seus componentes. Para as microemulsdes agua/dleo, o pardmetro
W) € a concentragio do surfactante é que definem sua composi¢do. O parametro

que define a estabilidade das microemulsGes € representado por Wy, onde:
Wy = [H20]} / [surfactante]

A gota de microemulsdo pode ser efetivamente considerada como um
microreator. Robinson e col., estudando as propriedades das microemulsdes,
concluiram que a sua estabilidade depende da concentragdo de oleo, agua e

surfactante presentes no meio.*
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Figura 10 - Diagrama de fases para sistemas agua/6leo/surfactante. A regido

g : 5 95
escura representa o dominio da microemulsdo.’

Haering e Luise™® descreveram o efeito da solubilizagdo de gelatina em
uma microemulsdo agua / 6leo (W/O) na formagdo do organo-gel. O fendémeno
de gelificagdo da solugdo, consiste em mais de 80% de solvente orgénico. Como
a concentra¢do de surfactante (AOT) ¢ relativamente alta, a distincia entre as
micelas da microemulsdo € pequena. Eles, entdo, propuseram que existia um
contato intermicelar ¢ a percolagdo da gelatina, j4 que esta se encontra em
excesso na solugdo. As moléculas de gelatina ligariam uma micela a outra.
Inicialmente, isto ocorre de maneira dindmica e apés a gelificagdo da gelatina
na microfase aquosa todo o sistema ficaria rigido. A transi¢do parece ser muito
complexa, por necessitar de agitagdo constante para a formagdo do gel.

Quellet e col.”' estudando o mesmo sistema, descreveram o processo
de gelificagdo em trés etapas. Primeiramente, a gelatina se dissolveria no
interior aquoso da micela ¢ formaria o que denominaram de "nanogel". Num

passo intermediario, haveria a percolagdo das nanofases € uma enorme



24
Capitulo I - Introducio

aglomeragdo de nanofases seria formada . Finalmente ocorreria a transigdo sol-
gel, envolvendo as nanofases interconectadas por pontes de hélices tipo
colageno.

0 organo-gel, ¢ obtido pelo resfriamento de uma solugdo previamente
aquecida a 55°C de Aerosol-OT (sulfosuccinato sodico de bis-2-etilexila) em
solvente orginico (hexano, heptano) e uma solu¢do aquosa de gelatina. O
sistema final é um gel homogéneo, cuja consisténcia e propriedades fisicas
dependem da concentragdo relativa de gelatina e agua. Varios 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 inglés “microemulsion-based gels”). A estrutura proposta por
Atkinson se forma através de uma mudanga na microestrutura da microemulsio
quando a mesma ¢é gelificada. Isto é, ocorre a formagdo de uma extensa rede de
canais de gelatina e agua rodeadas por uma camada de surfactante e, esta
estrutura devera estar em equilibrio com as gotas da solugdo micelar

(Figura 11)./0%1%
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Figura 11- Modelo proposto para a estrutura do organo-gel

Na tltima década, foi demonstrado que enzimas podem ser imobilizadas

no organo-gel, e utilizadas para catélise enzimatica em meio organico.'*1%
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O uso do sistema de organo-gel consiste portanto em uma alternativa para
a imobilizagio de enzimas, bem como sua utilizagdo na catalise enzimatica em

meio organico.
1.3. - Quiralidade e Atividade Biolégica

A existéncia de enzimas e receptores estereoespecificos no organismo
conduz as caracteristicas biologicas diferentes para as estruturas quirais. O
resultado desta agfio estereosseletiva pelos receptores protéicos é devido a
ocupagdo preferencial de um sitio receptor por um dos enantidbmeros. Como
consequéncia direta tem-se as mais diversas respostas biologicas para os
estereoisomeros. A Tabela 1 mostra alguns exemplos de atividades bioldgicas
exercidas por algumas drogas enantioméricamente puras € seus respectivos

efeitos biolégicos."’
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Tabela 1 - Exemplos de atividades bioldgicas exercidas por formas

enantioméricas puras de algumas drogas.”

Farmacos Efeitos

Etambutol Forma SS : tuberculostatico

forma RR : pode provocar cegueira

Penicilamina Forma S : anti-artrico

forma R : extremamente tOXico

Estrona Forma (+) : hormdnio estrogénico

forma (-) : inativo

adrenalina a forma levogira é 20 vezes mais ativa e

igualmente mais toxica

talidomida Forma R : sedativo
forma S : teratogénico
salbutamol Forma R(-) é 80 vezes mais ativo que a forma
S(+)
bupivacaina Forma (1) : ambos os isémeros possuem

atividade anestésica local, mas apenas os
isdmeros (-) apresenta a¢do vasoconstritora,

prolongando assim a a¢fo anestésica local.

anfetamina | a forma dextrogira é 2 vezes mais ativa que o
enantiémetro )
indacrinosa Forma (+) : agéo diurética e retengédo do 4cido
urico

“'Forma (-) : efeito uricostrico

clorfeniramina A atividade anti-histaminica é devida

essencialmente a configuragio S(+).
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Atualmente a “Food and Drug Administration” (FDA)-USA e outros
orgios semelhantes da comunidade Européia e do Japdo estabeleceram novos
protocolos que devem ser seguidos para a liberagdo de uma nova droga, em
especial se sua estrutura é quiral. O uso de uma mistura racémica para novos
medicamentos sO é permitida se todos os ensaios clinicos e toxilogicos forem
realizados com cada enantidmero isoladamente e comparados com aqueles
envolvendo a mistura racémica.'® Portanto a aplicagdo da resolugdo enzimatica

na industria farmacéutica € promissora e extensa.
1.4 - Determinacio da Enantiosseletividade das Enzimas

Quando uma rea¢do que leva a formagdo de enantiémeros provoca a
preponderancia de um sobre a sua imagem especular, a reagdo se diz
enantiosseletiva. A fim de que a reagdo seja enantiosseletiva, é preciso que haja
a influéncia de um reagente ou de um solvente ou ainda de catalisadores que
sejam quirais.

Na natureza, onde a maioria das reagdes sdo enantiosseletivas, as
influéncias quirais provém de moléculas de proteinas denominadas enzimas. As
enzimas nio s6 tem a capacidade de acelerar enormemente as reagdes, que
seriam muito lentas na sua auséncia, mas tem também a capacidade de exercer
espetacular influéncia quiral sobre a reagdo. As enzimas tem esta propriedade
por serem, elas proprias, quirais e possuirem sitios ativos onde as moléculas do
reagente ligam-se, momentaneamente, durante a reagdo. Estes sitios ativos sdo
quirais ¢ somente um dos enantidmeros ajusta-se a0 mesmo € pode sofrer a
reacgio. A formulagdo de expressOes efetivas para determinagdo dos trés

110

parametros chaves sdo descritos na literatura: = a) a extensdo de conversdo de

substratos racémicos; b) a pureza Optica, expressa como excesso enantiomérico
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(ee) do produto ou do substrato que permanece sem reagir €; c) a razio
enantiomérica (E).

O rendimento quimico maximo de uma resolugdo cinética biocatalitica é
50% para cada enanti6mero, isto €, quando apenas um dos enantiémeros: tem
reagido completamente. O resultado do processo € descrito pelo excesso
enantiomérico do produto (ee,) e do substrato que ndo reagiu (ee,), sendo o
rendimento fornecido pelo grau de conversdo da reagéo (c).

A razdo enantiomérica (E) é um pardmetro que estd relacionado com o
excesso enantiomérico € o grau de conversdo. Em resolugédo biocatalitica ela é
definida como a razdo de k../ Ky para dois enantidmeros. Enquanto o excesso
enantiomérico é uma propriedade do produto, a razdo enantiomérica &
caracteristica do processo. A razio enantiomérica descreve a
enantiosseletividade ou melhor a enantioespecificidade de um certo substrato e
uma enzima especifica, sob condi¢des fisicas particulares (solvente,
temperatura, pH, etc.). Para um processo irreversivel, tal como hidrélise
biocatalitica, pode-se determinar E quando ee,, ee, € ¢ sdo medidos, utilizando

as Eqﬁacﬁes 45e6.'"!

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

eq. 6

Reagdes de transesterificagdo ou esterificagdo catalisada por lipases em
sistema bifasico (agua/ solvente orginico) ou meio orgéanico anidro também
obedecem a equagdo homocompetitiva convencional quando esta € irreversivel.
No inicio do estagio da reagdo, pouco produto é formado, sendo que,
normalmente a reversibilidade da reagdo torna-se um problema significante
somente quando a conversdo esta ao redor de 40%, ou maior.

As reagbes enzimaticas de esterificagdo ou transesterificagio em meio
aquoso ou em sistema bifasico (agua/solvente organico) sdo reagles de
equilibrio, visto que sdo utilizadas grandes quantidades de agua. Quando sédo
utilizadas lipases imobilizadas em organo-gel para efetuar estas conversdes em
solventes orginicos, elas s3o mais seletivas, pois sdo utilizadas pequenas
quantidades de agua. Portanto, nio existe o problema de competitividade de

reagdo quando esta ¢ irreversivel.''?

1.5 - Métodos Analiﬁcos Aplicados na Determina¢do do Excesso

Enantiomérico de Compostos Opticamente Ativos.

Como os enantidmeros ndo apresentam diferengas fisicas € nem . ..

quimicas, ndo podem ser analisadas pelos métodos comuns. Estes

estereoisdmeros necessitam ser analisados por técnicas analiticas especiais, tanto
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do ponto de vista qualitativos como quantitativos. Alguns métodos empregados

na analise de enantidmeros sero citados a seguir:

- Ressonincia Magnética Nuclear (RMN);

- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Cromatografia Gas-
Liquido (CGL);

- Birrefringéncia circular e dispersdo optica rotatoria (ORD: Optical Rotatory

Dispersion);

- Dicroismo Circular (CD: Circular Dichroism).

- Rotagdo optica (o)

A técnica utilizada para o desenvolvimento deste trabalho foi a
polarimetria, um dos métodos cldssicos espectrais para a determinagdo do
excesso enantiomérico ou pureza optica de uma amostra.

Ainda, é o mais simples e mais utilizado para se determinar a pureza
optica de um liquido, gas ou solugdo de um composto opticamente ativo. Mede-
se empregando um polarimetro que consiste basicamente em dois prismas de
Nicol, um atuando como polarizador ¢ outro como analisador. Essa técnica
possui o inconveniente de exigir uma quantidade relativamente grande de
amostra (da ordem de mg), o que as vezes ndo € disponivel, podendo ser usado
também para a analise qualitativa de um dado composto.’

Assim, utilizando-se um polarimetro, determina-se o angulo do desvio da
luz polarizada provocada por uma amostra (rotagdo Optica). Uma vez
determinada a rota¢do Optica experimental, esta é convertida para rotagdo Optica

especifica pela Equacio 7 .

[o]p= —& eq. 7
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[a]TD = rotag¢do Optica especifica

o = rotagdo optica observada

1 = comprimento da cela polarimétrica, em decimetros

¢ = concentragdo da solugdo, em gramas de soluto por mililitro de solugdo (para

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

Através da rotagdo Optica especifica da amostra, pode-se determinar a
pureza Otica (e.e.) pela relagio entre a calculada, determinada

experimentalmente, e a do enantidmero puro encontrado na literatura.'2

1.6 - DIFUSAO
1.6.1 - Definicio de Difusio

Difusdo significa 0 movimento de uma particula para, ao acaso, colidir
| com outras particulas sendo um fen6meno fisico-quimico de grande importiancia
pratica e tedrica. A difusdo pode ser responsavel pelas alteragdes ocorridas nas
velocidades de muitas reagdes quimicas, constituindo um processo espontineo
de transporte de massa num sistema fisico-quimico, por efeito do gradiente de

‘ concentrag:.'?lo.113
1.6.2 - Liberag¢io de Drogas em Sistema Bioldgico Controlada por Difusio

Durante os ultimos anos varios trabalhos foram concentrados no

desenvolvimento de uma técnica para controlar o desprendimento de drogas nos

114,115

organismos vivos em quantidades desejadas. Assim, tais drogas

desprendidas fornecem um sistema em que a velocidade de liberagdo €
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controlada e determinada de acordo com as quantidades desejadas, ficando
insensivel s variagdes biologicas.''°

Uma das técnicas mais bem sucedidas ¢ de grande importincia no
procedimento para uma forma correta de dosagem foi o uso do processo de
difusdo para o controle da velocidade de desprendimento da droga.'’

Muitas reagdes quimicas em sistemas biologicas ou de interesse industrial
podem ser controladas por difusdo, sendo que estas envolvem um transporte de
massa de um determinado substrato por efeito de um gradiente de
concentrag¢do.''® Por exemplo, a reagdo de hidrélise do nicotinato de metila foi
estudada em sistema Dbifisico (dgua e tetracloreto de carbono) e a sua
velocidade foi controlada pelo transporte do substrato até a interface, por

difusdo, obtendo-se assim o acido nicotinico e 0 metanol (Esquema VI ).

OOCH3 : . /COOH
Q + H0 —— @ + CH30
N

N

Esquema VI

A encapsulagdo de agentes farmacologicamente ativos dentro de uma
capsula de gel, pode oferecer uma melhor adsor¢do e maior biodisponibilidade
da droga.

Durante muitos anos a industria vem utilizando para a encapsulagio de
drogas gel de gelatina (softgel). Alguns produtos farmacéuticos tais como a
Nifedina, Ciclosporina e Termazepam ja tiveram uma boa aceitagdo no mercado,
quando encapsuladas em gel.'"®
Essencialmente um "softgel" fornece uma solugdo ou suspensdo da droga

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

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



34
Capitulo I - Introducio

podem ter uma velocidade de adsor¢gdo superior e ser de grande

biodisponibilidade se compararmos com a forma de distribuigdo tradicional.''®
1.6.3 - Determinacio do Coeficiente de Difusdo

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

Em 1976, Moskovits e Darewlany''® descreveram um trabalho que relata
um experimento no qual uma solugdo concentrada foi colocada no interior de
uma bolsa de dialise. A bolsa foi suspensa em um grande volume de solvente,
com agitagdo lenta. Com o passar do tempo eles observaram um aumento na
concentragdo do soluto, no solvente ao qual a bolsa de dialise estava exposta.
Com estes dados eles determinaram o coeficiente de difusdo. A desvantagem
deste experimento é que a quantidade medida ndo € o coeficiente de difusdo
simples, mas o coeficiente de permeabilidade da membrana de dialise. Assim
ndo é possivel comparar estes dados com os da literatura. Em 1980, Irina'®
relatou uma metodologia experimental, usando um espectrofotometro € um
calorimetro para a determinagdo do coeficiente de difusdo de varios sais
( KNO3, AgNO3, LiNO3 e CoClp . 6H0 ) em agua. A difusdo dos cristais
em 4agua foi acompanhada através da absor¢io méxima dos sais. A maior
desvantagem deste método é a demora na realiza¢do do experimento, que requer
cerca de 40 horas, desde o inicio até o término do processo.

21 desenvolveu uma metodologia para determinar o

Mais tarde, Crooks
coeficiente de difusdo do azul do -bromofenol em gel de 4agar, consistindo
basicamente na leitura de absorbincia de aliquotas de amostras do solvente a
590 nm, que € regido de absor¢do maxima do azul do bromofenol. Esta técnica

foi utilizada para o desenvolvimento deste trabalho.'*!
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O coeficiente de difusdo pode ainda ser medido utilizando outras técnicas
diferentes. Entre os métodos mais comumente usados estdo a cela de

diafragma'?, RMN'? e dipersdo Taylor-Aris.'?*"'**
1.7 - OBJETIVOS

1.7.1 - Objetivo Geral

Afim de poder contribuir para a aplicagdo de enzimas em sintese orgénica,
tem-se como objetivo geral  avaliar a estabilidade, atividade e
estereosseletividade das enzimas imobilizadas em organo-gel nas reagdes de
transesterificagdo em meio orginico, bem como quantificar a velocidade de
difusdo de alcanoatos de p-nitrofenila e de benzoatos de alquila quando estes

passam do organo-gel para o solvente externo.
1.7.2 - Objetivos Especificos

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

resolugdo enantiosseletiva em reagdes de transesterificagdo;

1.7.2.2 - Avaliar efeitos do comprimento da cadeia hidrocarbdnica dos alcoois e
dos ésteres nas reagles de transesterificagdo catalisadas por lipases
imobilizadas em organo-gel, bem como a utilizagio de diferentes

solventes organicos nestas reagdes;

1.7.2.3 - Avaliar o efeito da temperatura nas reagdes de transesterificagdo dos

alcanoatos de p-nitrofenila com alcoois racémicos secundarios;
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1.7.2.4 - Quantificar o grau de impedimento imposto pelas barreiras difusionais
encontrados pelos ésteres (alcanoatos de p-nitrofenila) quando estes

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

coeficiente de difusdo (D);

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

difusdo do laurato de p-nitrofenila em organo-gel de hexano.
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PARTE EXPERIMENTAL:
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 especifica de 3970 unidades/mg de so6lido, Lipase de Pseudomonas sp
(Genzyme Biochemical Ltd), com atividade especifica de 1900 unidades/mg de
solido, Lipase Microbial (Genzyme Biochemical Ltd), com atividade especifica
de 1600 unidades/mg de sdlido, Lipolase (Novo Nordisk Ltd), com atividade
especifica 100 KLU/G". Os solventes hexano, heptano, cicloexano, 1,4-dioxano,
dodecano e acetonitrila foram todos de pureza analitica. Foram também
utilizados solventes e substratos comerciais, purificados quando necessario. Os
benzoatos de alquila foram preparados de acordo com a literatura e
caracterizados por IV ¢ RMN'H. Os ésteres laurato, octanoato ¢ acetato de p-
nitrofenila foram adquiridos comercialmente pela Sigma Chemical CO. O
surfactante Aerosol O-T (sulfosuccinato sddico de bis-2-etilhexila) (D-0885 lote
120H0456) € a gelatina em po (tipo A: Bloom 300) foram também adquiridos
comercialmente pela Sigma. A silica 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
analitica. Para efetuar as reagdes foi utilizado um banho maria tipo Dubnoff TE

093 da Tecnal.
2.2 - Caracterizacdo dos Compostos -

Os ésteres (produtos) obtidos nas reagdes de transesterificagdo catalisadas

*Uma unidade de lipase (LU) é definida como a quantidade de enzima que libera Imicromol de dcido butirico por minuto sob as
condi¢des padrio, ou seja pH =7,0; 30°C; 4,8% (w/v) tributirina e 0,095% (w/v) de goma ardbica.
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por enzimas (lipases) imobilizadas em MBG e os benzoatos de alquilas obtidos
segundo método classico da literatura, foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas. Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando um
espectrofotometro Perkin Elmer modelo FT-IR 16PC.

Os espectros de RMN'H foram obtidos em um espectrometro Bruker AC
200 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. Estudos
cinéticos foram realizados em um espectrofotdmetro modelo Beckman DU-65.
As medidas de rotagdo Optica foram determinadas em um polarimetro modelo
Polartronic E da Schmidt e Haensch.

Os indices de refragdo foram obtidos com um refratdmetro da Carl Zeiss
Jena, a 20°C.

2.3 - Enzimas Imobilizadas em Organo-gel

2.3.1- Preparagdo do Organo-gel'*>'*

O organo-gel (MBG) foi preparado pela adigdo de uma solug¢do de
Aerosol-OT em hexano a 55°C a uma segunda solugdo de gelatina em agua
também a 55°C'**'®. A mistura foi entfio agitada vigorosa e manualmente, e
deixada esfriar a temperatura ambiente para formar um gel rigido ¢ estavel. A
composi¢do do organo-gel utilizado foi a seguinte: 1,40g de gelatina, 2,15 mL
de 4agua destilada, 4,00 mL de solugdo de Aerosol-OT 0,5M, e 2,20 mL do
solvente hexano (W = 59,72). A microemulsdo agua-6leo contendo a enzima
foi preparada injetando 0,25 mL de uma solugdo aquosa de enzima com
concentragdo de 10 mg/mL, quando a enzima era soélida ¢ 0,5 mL quando -a
enzima se apresentava em solugdo aquosa, na solugdo de Aerosol-OT. Apods
estabiliza¢do a temperatura ambiente, os géis foram armazenados em “freezer”

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

preparados.
AOT + solvente
55°C por
' /5 mnutes
solugio micelar
aque%oda
maria até agelatina | )
dissolver [
agitaciio manual
até ingir a
temperatura gel transparente
ou
solug@o micelar

Figura 12 - Preparagéo do organo-gel
2.3.2 - Preparacao do Meio Reacional

Os géis contendo enzima imobilizada foram retirados do “freezer”,
rapidamente separados dos tubos de ensaio, e cortados em secgdes regulares de
~ 125 mm>, e entfio removidos para um Erlenmeyer contendo 30 mL de hexano,
estando assim prontos para serem utilizados nas reagdes de transesterificagdo em

meio orginico (Figura 13).
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eguebra do tubo o [ |
separacdo do gel
congelado

gel em solvenie
organico

Figura 13 - Preparagdo do meio reacional do sistema organo-gel.

As reagOes de transesterificagdo foram realizadas adicionando em um
Erlenmeyer de 125 mL, 30 mL de hexano ou acetonitrila, quantidades
equimolares dos reagentes (geralmente 0,02 mol de cada) e 10g do organo-gel
contendo 10 mg de lipase de Chromobacterium viscosum, Lipolase, Microbial,
Pseudomonas sp, imobilizada em organb-gel (Figura 14).

As reagdes de transesterificagdo dos alcanoatos de p-nitrofenila com os
alcoois  alifaticos primarios € secundarios racémicos foram efetuadas sob
agitagdo em um banho-maria tipo Dubnoff termostatizado a 25°C (Figura 15),
acompanhadas por ccd (cromatografia de camada delgada) e RMN'H, por
aliquotas que foram periodicamente retiradas da mistura reacional. As mesmas
foram geralmente interrompidas quando o grau de conversdo se aproximou de
50%, ou quando ja estavam reagindo por um periodo de 7 dias quando o
solvente externo foi o hexano, ¢ um periodo de 15 dias quando o solvente

externo foi acetonitrila. Os ésteres, formados pela reagdo de transesteriﬁcag:ﬁo
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dos alcanoatos de p-nitrofenila com os alcoois alifaticos primarios e secundarios
racémicos, foram isolados por cromatografia em coluna com silica gel 60 ( 70-
230 mesh) utilizando como eluente hexano:acetato de etila (15:1). Os excessos
enantioméricos foram determinados por comparagdo das rotagdes 6pﬁcas
especificas dos ésteres determinados experimentalmente com os valores
reportados na literatura.

Todas as reagdes realizadas neste trabalho foram também efetuadas nas
mesmas condi¢gdes experimentais utilizando géis controle, isto €, sem enzima
imobilizada, ndo observando rea¢do nos periodos nos ‘quais se realizaram os

experimentos.

solvente organico™

MBG
contendo enzima

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

transesterificacdo.
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Figura 15 - Dubnoff TE 093 da Tecnal termostatizado, utilizado nas reagdes

de Transesterificagdo.

2.4 - Estudos Cinéticos

As cinéticas das reagdes de transesterificagdo do laurato, octanoato e
acetato de p-nitrofenila com os alcoois (+)-2-butanol, (£)-2-hexanol, (+)-2-
octanol e cicloexanol, foram acompanhadas espectrofotométricamente a 25°C.
Todas reagdes foram seguidas observando-se a formacgdo de um dos produtos da
reagdo, p-nitrofenol, em 307 nm.

As concentragdes dos alcanoatos de p-nitrofenila foram de 1,0 x 107'M,
enquanto as dos alcoois foram de 5,0 x 10°M, estando portanto os alcoois em
excesso com relagdo ao éster. Nestas condigdes a reagdo € de pseudo-primeira
ordem.

As constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem (Kops) foram
calculadas usando-se um programa interativo de computador, conforme a

Equacdo 8.
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Kobs = In ( Atoo - Atx )/ tx eq. 8

onde: |
Atoo = absorbéancia do p-nitrofenol em tempo infinito ( fornecido pelo programa)
Atx = absorbincia do produto ( p-nitrofenol ) no tempo "x"

tx =tempo "x" em segundos.

A partir dos dados experimentais de absorbancia e de tempo, obtém-se um
grafico de log ( Ateo - Atx ) em fungdo do tempo tx (s), cujo coeficiente angular
fornece o valor de kops.

As cinéticas das reagdes de transesterificagdo dos alcanoatos de p-
nitrofenila com os alcoois secundarios racémicos foram acompanhadas a 20°C,
25Ce30°C.

2.5 - Medidas do Coeficiente de Difusio
2.5.1 - Preparacéo da Coluna de Difusdo

Para medir os coeficientes de difusdo (D) foram utilizados tubos de
paredes grossas e sem fundo com aproximadamente 13 cm de comprimento e
1,9 cm de didmetro, apropriados para reter o gel, conforme mostrada na
Figura 16.

O organo-gel utilizado nas medidas de coeficiente de difusdo dos
alcanoatos de p-nitrofeniia, foi preparado conforme o procedimento descrito no
item 2.3.1.

Os ésteres, benzoatos de alquila, laurato, octanoato e acetato de p-
nitrofenila de concentra¢do inicial 0,IM foram dissolvidos no solvente

orginico (hexano, heptano ou cicloexano) o qual foi adicionado para fazer o
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gel. A concentragio final dos ésteres foi de 0,01M. O organo-gel, apds alguns
minutos de agita¢do, mas ainda no "estado liquido", foi colocado no tubo citado
acima, que tinha sido previamente colocado na posi¢do vertical sobre uma
pequena placa de petri. |

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

Em seguida, selou-se com parafilme a abertura superior do tubo para
evitar a evaporagdo do solvente, e este foi deixado esfriar a temperatura
ambiente. Posteriormente colocou-se na geladeira, € apds o gel estar totalmente

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

1.9 cm
A

13.0 cm <7

> 8.0 cm

\/

g e B _/

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

de difusdo dos alcanoatos de p-nitrofenila em organo-gel a 25°C.
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2.5.2 - Medidas Experimentais de Coeficientes de Difusdo em Organo-Gel

O procedimento geral de medidas dos coeficientes de difusdo esta
representado esquematicamente na Figura 17.

O tubo contendo o gel, apos 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
orginico (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 4 20 C, 25Ce 30°C.

O solvente (externo) do becker foi mantido constantemente sob agitagdo
magnética. Amostras do solvente foram retiradas em intervalos de tempo
determinados e fez-se as leituras das absorbancias em 226 nm, comprimento de
onda de absor¢do maxima dos benzoatos de alquila e 265 nm, comprimento de
onda de absor¢do maxima dos alcanoatos de p-nitrofenila.
| Os valores das absorbincias, de cada um dos experimentos, foram
tratados matematicamente de acordo as Equagdes 9 e 10."° A partir deste
tratamento matematico, obteve-se a Figura 17 que mostram a fragdo difundida
dos correspondentes ésteres (Mt/Mo) em fungdo da raiz quadrada do tempo

(t” %), em organo-géis e diferentes solventes externos.

Mt/Mo = (At/Ao) (Vi Vi) (Voi/ Vo) eq.9

onde:
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Mt/Mo = fragdo do soluto difundido no tempo t.

At = absorbéncia no tempo t

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

Vti = volume inicial da solugdo do substrato no gel.

V¢f = volume final da solugdo do substrato (volume do solvente no becker)
Vol = volume inicial da solugdo do substrato para determinar Ag

Vof = volume final da solugio do substrato para determinar Ag

Os resultados dos calculos, utilizando a equagdo 9 foram entdo

12
representados graficamente nas curvas por Mt/Mo em fungdo de t , que

respeitam a Equagiio 10:

Mt/Mo = 2(Dt/zL2)"2 | eq. 10

onde:
D = Coeficiente de difusdo

L = comprimento do gel no cilindro

Aplicou-se uma  regressio linear de primeira ordem na
Equagio 10, e obteve-se o valor do coeficiente de difusdo D em cm’.s™ para os

diferentes ésteres € com os varios solventes organicos estudados.
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Figura 17 - Procedimento experimental utilizado para as medidas dos

coeficientes de difusdo dos ésteres em organo-gel.
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2.6 - Preparacio dos Benzoatos de Alquila

Os benzoatos de alquilas foram preparados segundo métodos classicos da

134 Uma série de ésteres derivados do acido benzodico foi preparada,

literatura.
utilizando-se alcoois com cadeias carbOnicas variando de 4 a 16 atomos de
carbono.

A reagdo de esterificagdo do acido benzoéico com diferentes alcoois, de

maneira geral, pode ser representada conforme o Esquema VII .

Non o+ \OR

+ R-OH

R = C;Hs, C4Hy, CgHy7, Ci6Hss, sec-CsHy

Esquema VII

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

Ap6s o refluxo (4 a 16 horas ), adicionou-se a mistura reacional em um
funil de separagdo e lavou-se com solugdo aquosa.de bicarbonato de sodio para
eliminar o icido que ndo reagin. A seguir, extraiu-se os ésteres da fase orginica
com tetracloreto de carbono. A mistura foi seca sobre sulfato de magnésio ou

cloreto de célcio anidro. Os sais secantes foram filtrados, evaporou-se o solvente
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em evaporador rotatério, € obteve-se os ésteres. A purificagdo dos ésteres
(benzoato de etila, benzoato de butila, benzoato de sec-butila € benzoato de n-
octila) foi feita através de uma destilagdo simples, enquanto que o benzoato de
cetila que € um solido, foi recﬁstalizado em hexano. .

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

de medidas do indice de refragdo (Tabela 10, pagina 92).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO:

Este capitulo contém os resultados dos experimentos descritos no capitulo II,
apresentados na forma de diagramas, figuras e tabelas, devidamente discutidos para
uma melhor compreensao.

Todos os resultados obtidos nos experimentos feitos no laboratério, serdo
apresentados e discutidos, tenham sido eles bem sucedidos ou ndo. Esta abordagem
foi adotada com o intuito de se executar um estudo razoavelmente completo do
objeto da pesquisa. Assim, alguns aspectos que aparentemente possam parecer
negativos, contribuiram sem duvida para o entendimento das caracteristicas do
organo-gel e de sua utilizagdo potencial em sintese orgénica.

Para uma melhor compreensio os resultados serdo apresentados e discutidos

em duas partes:

12 Parte: Reagdes de transesterificagdo: Estudos cinéticos, resolugdo de alcoois
 secundérios racémicos e avaliagdo da atividade de diferentes lipases .

22 Parte: Determinagdo do coeficiente de difusdo de ésteres em organo-géis de

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

externo e da temperatura.

3.1 - Estudo Cinético Via Reacoes de Transesterificagdo Utilizando Enzimas

Imobilizadas em MBG.

O mecanismo reacional de um sistema quimico € geralmente proposto tendo
por base uma analise cinética e termodindmica dos valores de velocidades obtidas
numa grande variedade de condi¢Ges experimentais. Portanto, o principal objetivo

do estudo cinético em reagdes de transesterificagdo catalisadas por enzimas
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imobilizadas em MBG é de tentar propor um mecanismo provavel e, s6 assim
poder interpretar o comportamento dessas reagdes. De posse deste conhecimento
pode-se intervir criteriosamente sobre o sistema reacional, quer por alteragdes de
fatores externos (temperatura, pressio, etc. ) ou por alteragdes de fatores internos
(solvente, variagdo dos grupos substituintes nos substratos etc).

Através da analise cinética e termodindmica das reagdes de transesterificagéo
do laurato de p-nitrofenila com dalcoois secundarios racémicos, efetuou-se a
resolugdo enantiosseletiva dos alcoois (+)-2-octanol e (+)-2-hexanol, com C.V.

lipase imobilizada em organo-gel.

3.1.1 - Reagdes de Transesterificagio - Medidas Cinéticas

O estudo da velocidade das rea¢fes quimicas fornece informagdes valiosas
sobre como as transformagdes quimicas ocorrem na realidade. A velocidade de
uma reagio é a medida da rapidez com que se formam os produtos € se consomem
0s reagentes.

No presente trabalho, estudou-se a reagdo de transesterificagdo do laurato,
octanoato e acetato de p-nitrofenila com diversos alcoois secundarios racémicos de
cadeia carbOnica variando em comprimento de 4 a 8 atomos de carbono. As
reagdes foram efetuadas na presenga de C.V. lipase imobilizada em organo-gel
atuando como catalisador, a 25°C, utilizando como solvente externo a acetonitrila

As reagdes de transesterificagdo podem ser representadas de acordo com o

Esquema VL
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i

/O CR
@ + R'OH s o @ RCOOR'
25°C
O2N

NO2
R= CH3  CH2(CH2)5CH3 CH2(CH2)oCH3

R'= CH3CHCH2CH3, CH3CH(CH2)3CH3, CH3CH(CH2)sCH3
ciclo-CeHj1

Esquema VIII

As reagdes de transesterificagdo, mostradas no Esquema VI, foram
acompanhadas pela formag¢do do p-nitrofenol em fungdo do tempo, cuja absorgdo
maxima ¢ em 307 nm.

As constantes de velocidade de pseudo-primeira ordem ( Kgbs ) foram
calculadas usando-se um programa interativo de computador que usa a
Equagdo 8, pagina 43.

A partir dos dados experimentais de absorbincia ¢ de tempo,

obtiveram-se graficos de log (At, - Atx ) em fun¢do do tempo tx, cujos

coeficientes angulares forneceram os valores de kps.

Os ensaios preliminares foram realizados utilizando-se como solvente
externo o hexano havendo uma forte evidéncia de que a reagdo ocorreu, pois 0
organo-gel apresentou uma coloragio amarela no seu interior. Este fato foi um
indicio da formagdo do p-nitrofenol, um dos produtos da reacdo de
transesterificagdo. Porém, com este solvente, o p-nitrofenol ndo se difundiu
do organo-gel para o solvente externo. Esta dificuldade de difusdo deve-se ao fato
da falta de agdo de forg:as intermoleculares ( por ex. interagdes dipolo-dipolo,

transferéncia de cargas, etc.) possiveis entre o solvente (hexano) e o p-nitrofenol
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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,
cloroférmio, 1,4-dioxano e acetonitrila. O heptano e o cicloexano, analogos ao
hexano em termos de polaridade ndo extrairam o p-nitrofenol do organo-gel para
o solvente externo. Por outro lado, o cloroférmio destruiu completamente a
estrutura macroscépica original do organo-gel.

Resultados anilogos foram encontrados com a agua, acetona e dacido
acético.'””® Apenas a acetonitrila e 1,4-dioxano puderam ser utilizados como
solvente externo na reagdo de transesterificagdo, o que pode estar relacionado com
a capacidade destes solventes interagirem melhor com espécies idnicas ou
dipolares. Estes solventes, por serem mais polares (menor valor log P) mostraram
um comportamento niais efetivo nas intera¢des intermoleculares especificas € ndo
especificas como por exemplo as interagSes idnicas, interagdes dipolo-dipolo,
ligagSes de hidrogénio e transferéncia de cargas, etc., resultando na difusdo do p-
nitrofenol para o solvente externo.

Os resultados obtidos das constantes de velocidade observadas para as
reagdes de transesterificagdo dos alcanoatos de p-nitrofenila com alcoois

secundarios racémicos € o cicloexanol, estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores de constantes de velocidade observada (kobs) para reagéo de
transesterificagdo do laurato, octanoato e acetato de p-nirofenila com
diferentes alcoois secundarios racémicos e cicloexanol, catalisada pela

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

ésteres laurato de p- octanoato de p- acetato de p-
nitrofenila nitrofenila nitrofenila
Alcoois Kobs X 10%, '@ | K x 104, 57'® | Kkgpy x 10°, 57®
(+) 2-butanol | 2,21 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

(a) solvente: acetonitrila, enzima: C.V. lipase imobilizada em MBG. Os valores dos coeficientes de correlagio da reta
de log (Aw — At) vs t(s), foram sempre maiores que 0,99. Temperatura: 25°C. Os valores de k., apresentados sdo
médias de dois experimentos.

Os dados de constante de velocidade obtidas (Tabela 2), mostram que a C. V-
lipase ¢ um catalisador efetivo nas reagdes de transesterificacido dos alcanoatos de
p-nitrofenila com 4lcoois secundarios racémicos e o cicloexanol,
independentemente do comprimento da cadeia do 4lcool e do solvente utilizado.
Esta observagdo pode estar relacionada com atividade especifica da enzima, uma
vez que a C.V.lipase utilizada apresenta atividade especifica 3970 unidades/mg de
proteina. Resultados andlogos foram obtidos por Jesus e colaboradores, com a
Pseudomonas sp (1900 unidades/mg de proteina) e a lipase Microbial (1600
unidades/mg de proteina) na reagdo de transesterificagdo do octanoato de p-
nitrofenila com alcoois alifaticos primarios.'*® As reag6es foram também realizadas

nas mesmas condi¢des experimentais utilizando géis controle, ou seja, sem enzima
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imobilizada, e ndo foram observadas as formagdes dos produtos nos periodos nos
quais se realizaram os experimentos.

De maneira geral, foi observado que hd uma diminui¢do no valor da
constante de velocidade na reagdo de transesterificagdo do laurato e acetato de p-
nitrofenila com alcoois secundarios racémicos, a medida que sdo utilizados alcoois
com cadeias hidrocarbonicas menores. Na reagdo de transesterificagdo do octanoato
de p-nitrofenila com os diferentes alcoois estudados, os valores de Kgs foram
praticamente constantes. |

De acordo com a Tabela 2, o valor da constante de velocidade observada
para a reagdo entre o laurato de p-nitrofenila e o (+)-2-octanol em acetonitrila
com C.V.lipase imobilizada, é 3,31 x10™ s Utilizando octanoato e acetato de p-
nitrofenila observou-se uma diminuigdio no valor da constante de velocidade
observada, 2,71 x 10%s? e7,40x 107° s respectivamente. Observou-se também,
um pequeno aumento na constante de velocidade (kos) com dlcoois de cadeia
carbbnica maiores, independente do éster utilizado. Por exemplo, para a reagdo do
laurato de p-nitrofenila com (+)-2-butanol a constante de velocidade € igual a 2,21
x 10% s e com (+)-2-octanol é 3,31 x 107 s”. Ja-para a reagdo do octanoato de p-
nitrofenila com (%)-2-butanol a constante de velocidade ¢ igual a 2,16 x 10%ste
com o (+)-2-octanol € 2,71 x 10 s

De maneira geral, seria de se esperar uma diminuigdo na constante de
velocidade observada (ko»s) com o aumento da cadeia carbénica do alcool,
independente do éster (alcanoato) utilizado. No entanto, com o aumento da cadeia
alquilica do alcool observa-se um pequeno aumento de Kops. Este aumento pode ser
atribuido ao aumento da solubilidade destes substratos no meio reacional, ou seja,
ocorre um aumento das interagdes hidrofébicas entre o solvente, substrato e
produtos formados. Com o aumento da solubilidade dos substratos , mais

facilmente eles se aproximam da interface da microemulsdo no sistema de organo-
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gel onde se encontra o sitio ativo da enzima. Portanto, este aumento nos valores de
kos pode estar relacionado com a facilidade que estes substratos tem para se
encaixar no sitio catalitico da enzima e efetivar a catalise.

Para a reagdo de transesterificagdo dos alcanoatos de p-nitrofenila com o
cicloexanol, postula-se que os baixos valores de ks podem ser atribuidos ao efeito
de reconhecimento da enzima pela estrutura ciclica do alcool. Este alcool encontra-
se mais impedido estericamente, € ndo se aloja efetivamente no centro ativo da
enzima para que ocorra a catalise. Outro fato que pode interferir na aproximagao
do cicloexanol ao sitio ativo da enzima, ¢ a interagdo da cadeia ciclica deste alcool
com a parte apolar do surfactante impedindo desta forma a aproximagéo do centro
nucleofilico do alcool na superficie da microemulsdo no organo-gel, onde localiza-

se 0 sitio ativo da enzima.

3.1.2 — Efeito da Temperatura na Reagiio do Laurato de p-nitrofenila com (+)-
2-octanol e (+)-2-hexanol - Determinacio de Parametros

Termodinamicos

O efeito da temperatura foi estudado para a reagio de transesterificagdo 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 possivel determinar os parametros
termodindmicos.

Estas reagdes foram também acompanhadas pela formagdo do p-nitrofenol,
em 307 nm, para cada temperatura constante. Com a ajuda de um programa
interativo de computador, foram calculadas as constantes de velocidade aparente

(kebs) para as reagdes de transesterificagdo do laurato de p-nitrofenila com os
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alcoois secundarios racémicos citados acima. Os resultados obtidos sdo mostrados

na Tabela 3.

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

laurato de p-nitrofenila com alcoois secundarios racémicos, com C.V.

lipase imobilizada em MBG.
Temperatura, K (%) 2-octanol (+) 2-hexanol
10* Ko, s 10" Kopsy 5™
293,15 2,55 1,98
298,15 3,31 2,70
303,15 4,26 4,09

(a) Os valores de ki, so médias de dois experimentos. Os coeficientes de correlagdo foram maiores do que 0,998

De modo énélogo a0 que ocorre para maioria das reagdes quimicas, a
velocidade das reagdes catalisadas por enzimas geralmente aumenta com a
temperatura. Neste trabalho, considerou-se uma faixa de temperatura na qual a
enzima é estavel 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, ndo sendo viavel a realizagdo
do experimento em temperaturas superiores. Conforme citado anteriormente a
enzima pode sofrer alguma desnaturagdo em temperaturas mais elevadas.

Observa-se pela Tabela 3 que a velocidade da reagdo teve um pequeno
aumento na faixa de temperatura estudada, ou seja, de 20°C a 30°C.

Aplicando a equagdo linearizada de Arrhenius foi possivel determinar a

energia de ativagdo (E,) para o processo.
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Através de um grafico de

In do valor médio de kg versus 1/T

(Equagdes 11 e 12), obtém-se o coeficiente angular da reta, que ¢ igual a —E./R

(Figuras 18 e 19).

Ky = A . exp-Ea/RT

In kops =In A - E// RT

onde,
E. = energia de ativagdo (kcal/mol)

A = fator de freqiiéncia

eq. 11

eq. 12

R = constante dos gases = 1,980 cal. Kelvin”. mol

T= temperatura absoluta (Kelvin)
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Figura 18 - Variagao de ko em fungio da temperatura para a reagéo do laurato de

p-nitrofenila com (+)-2-octanol.
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Figura 19 - Variagdo de ks em fungdo da temperatura para a reag@o do laurato de
p-nitrofenila com (+)-2-hexanol.

O valor encontrado para a Ea, t:oi de 9,40 kcal/ mol para a reagdo do laurato
de p-nitrofenila com (+)-2-octanol (coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9982)
e 11,8 kcal/ mol para a reagdo do laurato de p-nitrofenila com (%)-2-hexanol
(coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9961).

O valor baixo de energia de ativagdo indica que as reagdes catalisadas por
enzimas imobilizadas em organo-gel sdo processos controlados por difusdo.!>'*7 A
energia de ativagdo destes processos é baixa, pois somente a area externa do MBG

12 A titulo de comparagdo, Vecchia

¢ que influencia na velocidade da reagfo.
estudou a reagdo de esterificagdo do acido 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 area superficial externa de contato do MBG com os
substratos, o que levou a formagéo de produtos com melhores rendimentos.'*
Aplicando a equagio de Eyring, pode-se entio determinar a entalpia de
ativaqﬁb (AHY), a energia de ativagdo (AG") e a entropia de ativagdio (AS*) para a
reacgio de transesterificagdo do laurato de p-nitrofenila com os alcoois secundarios

racémicos (£) 2-octanol e (+) 2-hexanol (Equagdo 13).

Kobs = (kpT)/h.exp™S# R exp 4 &1 eq. 13

onde: _

kg € a constante de Boltzmann = 1,38066 x 10 Joule. Kelvin™
h é a constante de Planck = 6,626 x 10 Joule. segundos

T é a temperatura absoluta, (Kelvin)

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

A Equacido 13 linearizada fornece a Equagio 14 que permite o calculo de

AHF, através do coeficiente angular.

Inkey/ T =1In A — AH*/ RT eq. 14

As Figuras 20 e 21, mostram o grafico de In kq,/ T versus 1/T para a reagdo
do laurato de p-nitrofenila com os alcoois secundarios racémicos, (+)-2-octanol e
(%)-2-hexanol. O valor de AH* determinado através do coeficiente angular foi 7,92

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

nitrofenila com (£)-2-octanol e (+)-2-hexanol, respectivamente.
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Figura 20 - Grafico de In Ks/T versus 1/T para a reagdo do laurato de p-nitrofenila

com (+)-2-octanol, solvente acetonitrila e temperaturas de 20 a 30°C.
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Figura 21 - Grafico de In Ks/T versus 1/T para a reagio do laurato de p-nitrofenila

com (£)-2-hexanol, solvente acetonitrila e temperaturas de 20 a 30°C.
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Os valores da energia livre de ativagdo (AG"), podem ser calculados para as
diferentes temperaturas nas quais realizaram-se os experimentos cinéticos,
diretamente pela equagio de Eyring, que pode ser rearranjada fornecendo a

Equacio 15.

AG! =RT In (ke T/hkas) | eq. 15

De acordo com a Equagio 15 os valores da energia livre de ativagdo (AGY),

podem ser calculados para cada temperatura (Tabela 4)

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

Temperatura (°K) AG* (Kcal.m'ol'l)a AG" (Kcal.mol'l)b ‘
293,15 48.8 49,0
298,15 49,5 49,6
303,15 50,2 50,2

(a) energia livre de ativagdo para a reagfio do laurato de p-nitrofenila com (+)-2-octanol. (b) energia livre de ativagio

para a reagdo do laurato de p-nitrofenila com (+)-2-hexanol.

Com os valores de AG" (Tabela 4) encontrados para cada temperatura, fez-se
a média geral. O valor médio de energia livre de ativagdo encontrado para a reagfo
do laurato de p-nitrofenila com (+)-2-octanol foi de 49,5 kcal/mol, ¢ para a reagdo

do laurato de p-nitrofenila com (+)-2-hexanol foi de 49,6 kcal/mol
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Com o valor médio da energia de ativagio, e com o valor da entalpia de
ativagdo, encontrado pelo grifico de Eyring, foi possivel calcular a entropia de

ativagdo, utilizando a Equagfo 16.

AG* = AR - TAS! eq. 16

O valor de AS* encontrado foi de —142 cal/mol.K para a reagdo do laurato de

p-nitrofenila com (+)-2-octanol, e —137 cal/mol.K para a reagdo do laurato de p-
nitrofenila com (+)-2-hexanol. Uma entropia de ativagdo negativa produzira um
fator de frequéncia muito baixo, sugerindo uma orientagéo especifica do substrato
com o sitio ativo da enzima na formagio do estado de transigéo.

No caso do estudo das reagOes de transesterificagdo em organo-gel, deve-se
também levar em consideragéo a influéncia da agitagdo, e da area superficial do gel
(MBG) na velocidade da difusdo do substrato para o meio reacional. Se forem
consideradas que estas influéncias estdo envolvidas no valor de Kos, entdo a
expressdo de velocidade torna-se um pouco mais complexa e requer assim estudos
mais detalhados para o sistema de organo-gel.

O mecanismo proposto para as reagdes de transesterificagdo dos alcanoatos
de p-nitrofenila com diferentes alcoois alifiticos ¢ 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 ligagdo éster deste substrato, e o p-nitrofenol é entdo liberado,
enquanto que o grupamento acila do substrato fica ligado por ligagdo covalente. A
seguir, o lcool 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:

O
Enz-H +(|I! —R —> Enz 4 OH
0 CI —R
g
Aol Enzima NO,
NO, - : p-nitrofenol
Alcanoato de
p-Nitrofenila
Segunda etapa:
N

Enz + R-OH———> Enz-H + C—R

| rRG™

C—R Alcanoato
” de alquila
0)
Intermediario
acil-enzima
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 difusdo dos substratos do meio reacional para o interior.
Sendo assim, a velocidade de formagdo dos produtos estd relacionada com a
velocidade de difusdo.

A Tabela 5 resume os dados dos pardmetros termodindmicos obtidos neste

trabalho, e que foram discutidos anteriormente.

Tabela 5 — Valores dos pardmetros termodindmicos obtidos para a reagdo de
transesterificagdo do laurato de p-nitrofenila com os alcoois

secundarios racémicos (+)-2-hexanol e (+)-2-octanol.

alcoois Ea (kealmol)  |[AH (keaVmol) |AG (keaVmol) |AS® (cal/mor)
(£)-2-hexanol 11,8 9.40 49.6 -137
(+)-2-octanol 9,40 7,92 49,5 -142

3.1.3 - Resolugio de Alcoois Secundirios Racémicos via Reacdes de

. Transesterificacio

A utilizagdo de enzimas como catalisadores em meio orginico vem
crescendo nos ultimos anos devido principalmente a necessidade de explorar as
propriedades enantiosseletivas desses biocatalisadores.'*'?

As lipases, por ndo utilizarem cofatores e pela grande disponibilidade
comercial vem tendo grande aplicagdo na sintese orginica assimétrica, seja na
hidrélise, transesterificagdo ou esterificagdo assimétrica de grupos acilas com
outros tipos de grupamento elétron-doadores.'"

A importincia de encontrar uma metodologia adequada para a resolugdo de

ésteres, acidos e alcoois racémicos atualmente é de grande interesse, porque estes



Capitulo III - Resultados e Discussao 66

compostos quirais sdo excelentes para serem utilizados em sintese organica pela
sua facilidade de conversdo em outras classes de compostos importantes.Como por
exemplo, a formagdo de amidas ciclicas, poliésteres e lactonas opticamente ativas.'!

Sabe-se que a habilidade das enzimas em discriminar os enantidomeros de
substratos racémicos estd no fato de serem compostas de L-aminoacidos e,
consequentemente, seus centros ativos constituirem um meio dissimétrico que €
apropriado para distinguir entre os enantiémeros. O isomero reativo, sera entdo
aquele que possui uma estrutura que melhor se encaixa no sitio ativo da enzima.'

O sistema de organo-gel foi utilizado anteriormente para resolugéo de alcoois
secundarios racémicos em reagdes de esterificagdo com grande sucesso.'” Portanto,
a percepgdo que poderia também funcionar para resolugéo de alcoois secundarios
racémicos em reagdes de transesterificagio era de grande interesse. Assim,
efetuaram-se algumas reagdes de transesterificagdo, para avaliar a possibilidade de
resolver alcoois secundarios racémicos por esta metodologia.

O trabalho de resolugdo consistiu em imobilizar as lipases de
‘Chromobacterium viscosum, Pseudomonas sp, Microbial e Lipolase (Novo), em
organo-gel de hexano e aplica-las na reagfo transesterificagdo enantiosseletiva de
alcoois secundarios racémicos (descritos na parte experimental). |

Para uma melhor sistematizagdo, a discussdo dos resultados obtidos na
resolugdo dos alcoois secundarios racémicos serd abordada considerando:

a) Comparagdo de diferentes lipases imobilizadas em organo-gel em reagles de
transesterificagao.

b) A resolugdo dos alcoois secundarios racémicos via reagdes de transesterificago,
catalisada pelas lipases imobilizada em organo-gel.
As reacdes de transesterificagdo enantiosseletivas foram realizadas conforme o

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

aliquotas que foram periodicamente retiradas da mistura reacional. As mesmas
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foram geralmente interrompidas quando o grau de conversdo se aproximou de 50%.
Os alcoois secundarios racémicos utilizados foram o (+)2-hexanol, (%)2-octanol.
Os ésteres, formados pela reagdo de transesterificagdo dos alcanoatos de p-
nitrofenila com os alcoois alifaticos secundarios racémicos foram isolados por
cromatografia em coluna com silica gel, utilizando como eluente hexano:acetato de
etila (15:1). Os produtos obtidos foram analisados por 1V, RMN'H e medidas de

rotagdo dptica.

i oH
/O CR . !
@ + (:l:) R'OH aceﬁ::ﬁi::wfﬁexm_’o + (- )RC OOR' + (+)Rl OH
02N ' NO2

R= CH2(CH2)9CH3

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

Esquema X

Os trabalhos foram iniciados com o estudo da reagdo de transesterfificagdo
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 alcoois, variando
o solvente externo ¢ 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
resolugdo dos alcoois em estudo, com relagdo as diferentes enzimas e solventes

 externos utilizados.
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Tabela 6- Comportamento dos 4lcoois (+)-2-octanol € o (+)-2-hexanol com relagéo
aos sistemas utilizados nas reagBes de transesterificagdo

enantiosseletivas com laurato de p-nitrofenila.

Alcoois Sistema de reagio Resultados
(£)-2-octanol /(i)-2-hexanol MBG/C.V. Iipase/hexano(a) Reagiu e resolveu
(£)-2-octanol /(+)-2-hexanol |MBG/Pseudomonas sp/hexano® | Reagiu e ndo resolveu
(+)-2-octanol /(+)-2-hexanol MBG/Microbial/hexano®™ Reagiu e ndo resolveu
(£)-2-octanol /(+)-2-hexanol MBG/Lipolase/hexano® Hidrolisou

(:t)-2-octanol /(£)-2-hexanol MBG/C.V. llpase/acetonitﬁla(b) Reagiu e resolveu
(%)-2-octanol /(+)-2-hexanol MBG/Pseud. sp/acetonitrila® Reagiu e ndo resolveu
(£)-2-octanol /(£)-2-hexanol MBG/Microbial/acetonitrila® Reagiu e ndo resolveu

(2)-2-octanol /(£)-2-hexanol l\/lBG/LtpoIase/acetonitrila(") Hidrolisou

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

A partir dos resultados citados acima, observa-se que os melhores sistemas
de MBG para a resolugdo de alcoois racémicos, ¢ quando se utiliza C.V. lipase
como biocatalisador, € hexano ou acetonitrila como solventes externos. Portanto,
estes foram os solventes utilizados para a resolugdo dos alcoois racémicos.

Além disto, como ja citado, foram também realizadas as reagdes de
transesterificagdo 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 rea¢0es de transesterificagdo do laurato de p-
nitrofenila com (£)2-hexanol e (+)2-octanol catalisada pela Lipolase imobilizada
em organo?‘gel a25°C, observou-se que nio ha formagio do éster, mas sim, o
produto resultante da hidrélise formando o acido laurico e o p-nitrofenol. Para

a lipase Microbial e para Pseudomonas sp imobilizadas em MBG, observou-se a
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formagdo dos transésteres laurato de sec-octila e laurato de sec-hexila, mas nio
houve a resolugdo dos alcoois ( que foram caracterizados por 1.V. e RMN'H).

As Figuras 22 ¢ 23, mostram o espectro de RMN'H para o acido laurico e
o p-nitrofenol, respectivamente, resultante da reagéo do laurato de p-nitrofenila
com (+)-2-octanol catalisada pela Lipolase imobilizada em organo-gel a 25°C, em
CDCl;. Este resultado pode estar associado com o fato de que a Lipolase foi a unica
enzima utilizada neste trabalho em solugdo aquosa, podendo assim alterar o
conteudo de agua do sistema (MBG), e favorecer a hidrolise dos substratos

(ésteres).

8 (ppm)

Figura 22 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do acido laurico em CDCl.
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5 (ppm)

Figura 23 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do p-nitrofenol em CDCl3/C3Dse.

70
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A Figura 24, mostra o grau de conversdo da reagdo transesterificagdo em
fungdo do tempo para o laurato de p-nitrofenila com o (*)-2-octanol e (+)-2-
hexanol, catalisada pela C.V. lipase utilizando hexano como solvente externo a

25°C.
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Figura 24 - Grau de conversio em fungdo do tempo para a reagdo de
transesterificagdo do laurato de p-nitrofenila com (M) (+)-2-octanol
e (0) (¥)-2-hexanol catalisada pela C.V. lipase imobilizada em

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

Afim de avaliar o efeito do solvente na enantiosseletividade das lipases
imobilizadas em organo-gel, foi estudada a resolugdo destes via reagdo de
transesterificag#o, utilizando como solvente externo acetonitrila.

A Figura 25, mostra o grau de conversdo da reagdo transesterificagdo em
fun¢dio do tempo para a reagdo do laurato de p-nitrofenila com o (+)-2-octanol e

(£)-2-hexanol, em acetonitrila a 25°C.
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Figura 25 - Grau de conversio em fungdo do tempo para a reagdo de
transesterificagdo do laurato de p-nitrofenila com (M) (+)-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 conversdo foram estimados por RMN'H, pela a comparagio da
integragdo do multiplete metinico do éster formado ( centrado em 4,9 ppm para
ésteres alifaticos) com a integragio do multiplete metinico dos  alcoois
correspondentes ( centrado em 3,5-3,8 ppm para alcoois alifaticos).

Quando comparados os resultados obtidos para a reagdo de transesterificagdo
do laurato de p-nitrofenila com os alcoois secundarios racémicos (+)-2-octanol e
(£)-2-hexanol, observa-se que a C.V.lipase ¢ mais eficiente para a reagdo com (%)-
2-octanol, independente do solvente externo (hexano ou acetonitrila) € do tempo da
reagdo. Por exemplo, o (-)-laurato de sec-octila foi obtido com o grau de conversdo

de 40%, utilizando hexano como solvente externo em 7 dias de reagdo. Quando
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muda-se o solvente externo de hexano para acetonitrila 0 mesmo composto foi
obtido com o grau de conversdo de 18% com um tempo de reagdo de 15 dias. O (-
)laurato de sec-hexila foi obtido com grau de conversdo de 36%, utilizando hexano
como solvente externo (tempo de reagdo 7 dias), e 14% utilizando acetonitrila
como solvente eXterno (tempo de reagdo de 15 dias).

Estas diferengas no grau de conversdo provavelmente estdo relacionadas com
o encaixe mais adequado do substrato ao sitio ativo da enzima. Dependendo do
tamanho do substrato e do solvente utilizado, o encaixe (ligagdo) sera melhor, isto
é, o complexo enzima substrato fica numa posigdo mais acessivel para que ocorra o
ataque nucleofilico do alcool.

Através destes resultados, verifica-se também que ha uma relagdo entre o
grau de conversdo usando diferentes alcoois com a polaridade do solvente externo,
e que o aumento da polaridade do solvente (menor log P) diminui a atividade
catalitica da enzima independente do tamanho da cadeia carbénica do substrato.
Este fato pode estar associado com as alteragdes na estrutura € no sitio ativo da
enzima pela presenga de solventes mais polares, o que devera diminuir a atividade
catalitica.'”®

Na Tabela 7, podem ser observados os resultados obtidos de porcentagens de
conversio, valores do excesso enantiomérico para o produto e para o alcool ndo
reativo e a razio enantiomérica para a reagdo de transesterificagdo enantiosseletiva
do laurato de p-nitrofenila com alcoois secundarios racémicos (+)-2-octanol e (£)-

2-hexanol.
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Tabela 7- Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reagdo de
transesterificagdo do laurato de p-nitrofenila com alcoois secundarios

racémicos, com C.V lipase imobilizada em organo-gel.

Alcoois solvente % de [a]®p | eep (%) | ees (%) E*

conversio | (c,CHCL)"

(+)2-hexanol | acetonitrila 14 - 1,45 26 18 1,5
(£)2-hexanol | hexano 36 -2,23 40 20 3,0
(+)2-octanol |acetonitrila 18 -1,63 38 7 2,4
(£)2-octanol |hexano 40 -2,18 51 21 4,0

(a) ee, é 0 excesso enantiomérico do isdmero dlcool ndo reativo; (b) ee, & o excesso enantiomérico do isdbmero éster
reativo; (c) E ¢ a razdo enantiomérica calculada pela equagdo E = In [(1- ¢).(1- ee;)] / In [(1- ¢).(1+ ee;)] onde ¢ =
ee/ ee, g, .

Para a reagdio catalisada pela C.V.lipase imobilizada em organo-gel a 25°C,
observou-se a formagdo dos ésteres, laurato de sec-hexila e laurato de sec-octila, e
que a preferéncia ¢é pelo enantibmero com rotagdo Optica negativa (-). Este
resultado mostra que a C.V. lipase, ¢ seletiva, considerando que o comprimento da
cadeia hidrocarbonica do alcool ndo influencia na escolha do enantiémero reativb.

Os valores de rotagdo Optica experimentais foram comparados com os da

literatura'®

, afim de determinar os excessos enantioméricos dos ésteres formados.
Os excessos enantioméricos, para estas reagdes foram na faixa de 40 a 51%,
quando foi utilizado hexano como solvente externo, ¢ 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 conversdo estdo relacionados com os valores de ks,
onde observa-se o mesmo efeito para os alcoois secunddrios racémicos (x)-2-

octanol e (£)-2-hexanol. Como pode ser observado na Tabela 2, pagina 54 os
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valores de ks para a reagdo de transesterificagdo dos alcanoatos de p-nitrofenila
com o (+)-2-octanol foram sempre maiores do que aqueles para a mesma reagdo
com o (£)-2-hexanol. Para a reag¢do de transesterificag@o do laurato de p-nitrofenila
com os alcoois (+)-2-octanol e (+)-2-hexanol, os valores de kus foram 3,31 e
2,70 x 10™*s', respectivamente. Este aumento no grau de conversdo € no ks pode
ocorrer devido ao aumento das interagdes hidrofobicas, entre o 4cool de cadeia
alquilica 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 biocataliticos
contendo solventes orginicos, a atividade catalitica e a estabilidade sdo
influenciadas pela natureza dos solventes.'****

A polaridade do solvente é extremamente importante. Uma diminui¢do da
constante dielétrica do meio, leva a um aumento da interagdo eletrostatica entre os -
residuos carregados da enzima, o que leva a uma diminuig¢do de sua flexibilidade,
acompanhada pela redugdo da atividade catalitica. Por outro lado, a alta polaridade
no sitio ativo da enzima, tem sido citado como um fator importante, no aumento da
atividade catalitica. Tais mudangas, no sitio ativo ou perto dele, podem mudar a
ligagdo e/ou a conversdo dos substratos e se a mudanga da constante dielétrica for
muito drastica pode afetar a estrutura tridimensional da enzima."*'"'*?

O conteudo de agua é outro fator que pode influenciar nas reagdes
enzimaticas em meio organico.'”>'* A 4gua ativa a enzima pelo aumento da
flexibilidade interna de sua molécula da enzima. Sendo assim, solventes mais
polares podem exercer uma agdo sobre a estrutura da rede de gelatina, penetrando
dentro da camada de 4gua que estabiliza o biocatalisador ou retirando esta camada
de agua. Portanto, o decréscimo observado na enantiosseletividade pode estar

relacionado com a interagio da acetonitrila com a agua, 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
alcool aumenta ocorre um aumento no grau de conversdo, um aumento no €xcesso
enantiomérico do éster formado e uma diminuig¢do no excesso enantiomérico do
substrato ndo reativo. Foi também observado um aumento na razdo enantiomérica
(E). Este dado fornece informagdes sobre a enantiosseletividade das enzimas para
determinados substratos, sendo que quanto maior o valor de E mais
enantiosseletiva € a enzima para o referido substrato.

Anilises espectroscopicas de IV ¢ RMN'H foram realizadas para todos os
produtos obtidos nas reagdes de transesterificagdo enantiosseletivas € alguns destes
estdo mostrados nas Figuras 26 ¢ 27.

A Figura 26, mostra o espectro de IV para o éster (-)-laurato de sec-octila
onde pode-se observar a banda caracteristica da carbonila de éster em 1738 cm™.

A Figura 27, mostra o espectro de RMN'H para o (-)-laurato de sec-octila,
em CDCIl;. Observa-se um multiplete em 4,9 ppm que corresponde aos protons
metinicos (-CHOOC-) ligados ao oxigénio do grupo éster.

Outras regides de absorgdo no IV e outros picos no RMN'H estdo mostrados

abaixo:

- laurato de sec-octila : IV (NaCl) (cm™ ) 2930, 2860, 1738, 1462, 1354, 1254,
1170. RMN'H (200 MHz, CDCl;/ TMS) & (ppm) 1,0-2,5 ( m, 41H,
CH3(CHy)i1 CH3 CH3(CHy)s ), 4,9 (m, 1H, CH), [ot]eg=— 2,18 ( [othotrico= — 4,27 )'”

- laurato de sec-hexila : IV (NaCl) (cm™ ) 2960, 28660, 1739, 1458, 1351, 1253,
1168. RMN'H (200 MHz, CDCl;/ TMS) & (ppm) 1,0-2,5 ( m, 37 H,
CH;(CH,);; CH; CH3(CHy);3 ), 4,9 (m, 1H, CH), [ot]ey= — 2,23 ( [othesrico™ — 5,57 )109
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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 CDCl;.
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3.1.4 - Atividade de Diferentes Lipases Imobilizadas em MBG em Reacdes de

Transesterificacao

Esteres podem ser obtidos enzimaticamente por sintese direta (acido e alcool)
ou por reagdes de transesterificagdo (éster e dlcool). Sdo compostos orgénicos com
grande aplicagdo na industria alimenticia como flavorizantes e aromatizantes. Estes
compostos sdo sintetizados por métodos quimicos, porém métodos enzimaticos
estdo tornando-se mais atrativos. Uma das enzimas mais utilizadas na formagdo de
ésteres sdo 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 alcoois alifaticos primarios de cadeia linear e secundarios racémicos,
via reagdes de transesterificagdo.

A reagdo foi realizada a 25°C com tempo de reagdo 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 reagdes. Os dados analiticos de
rendimentos dos transésteres formados, sdo mostrados nas Tabelas 8 ¢ 9

Inicialmente foram feitas reag6es variando-se o tamanho da cadeia do élcool.
Foram realizados experimentos com alcoois alifaticos de 5 a 11 atomos de carbono
na cadeia alquilica, utilizando hexano como solvente externo e¢ C.V. lipase
imobilizada em organo-gel. Em seguida, utilizaram-se alcoois secundarios
racémicos no mesmo sistema e enzimas de outras fontes como por exemplo,

Microbial, Pseudomonas sp e Lipolase.
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Tabela 8 - Rendimentos para reagdo de transesterificagdo laurato de p-nitrofenila

com diferentes lipases e alcoois primarios e secundarios racémicos, a

7500
Alcoois C.V. Lipase Lipolase Pseudomonas sp | Microbial
Rend.(%)® | Rend.(%)® Rend (%)© | Rend. (%)@
1-pentanol 96 93 94 70
1-octanol 88 83 85 63
1-dodecanol 83 71 78 58
(2)2-hexanol 72 58 (hid.) 61 50
(£)2-octanol 80 46 (hid.) 53 43

(a)As reagdes foram realizadas utilizando 0,02 mol de substrato (1:1), solvente: hexano, enzima: C.V.
lipase imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (b) As reagdes foram realizadas utilizando 0,02 mol de
substrato (1:1), solvente: hexano, enzima: lipolase imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (c) As
reagdes foram realizadas utilizando 0,02 mol de substrato (1:1), solvente: hexano, enzima: Ilipase
Pseudomonas sp imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (d) As reagdes 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 analise dos resultados obtidos mostra que com o aumento da cadeia
carbonica do alcool, ocorre uma diminui¢do gradual no rendimento da reagio,
obtendo-se um melhor resultado para a reagdo do laurato de p-nitrofenila com o
pentanol, independente da enzima utilizada, com rendimentos de 70 a 96%. Este
crescimento pode ser atribuido ao aumento de uma melhor interagio dos substratos
com o sitio ativo da enzima.

O efeito da diminui¢do no rendimento da reagdo causado pelo aumento da
cadeia carbdnica do alcool, é atribuido ao efeito de reconhecimento da enzima, ou

seja, substratos de cadeias carbOnicas maiores estdo impedidos estericamente, ndo
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se alojando efetivamente no centro ativo da enzima para que possa ocorrer a
catalise. Outro fator, que interfere na aproximagdo dos substratos de cadeias longas
com o centro ativo, ¢ a intera¢do destes substratos com a parte apolar do surfactante
impedindo a aproximagdo do centro nucleofilico do alcool na superficie da
microemulsdo onde esta localizado o sitio ativo.

Os rendimentos para estas reagbes no sistema MBG, também estio
associados com a atividade especifica da enzima por miligrama de proteina usada.
A C.V. lipase ( atividade especifica 3970 unidades/ mg de proteina) foi a enzima
mais eficiente no sistema MBG para estas reagdes, seguido pela Pseudomonas sp (
atividade especifica 1900 unidades/ mg de proteina), Microbial ( atividade
especifica 1600 unidades/ mg de proteina) e Lipolase ( atividade especifica 100
KLU/g). Resultados semelhantes foram observados por Jesus e colaboradores para
reagdes de esterificagdo de alcoois secundarios racémicos.'?’

Um outro fator a ser considerado é o efeito da polaridade do meio, ou seja, o

| efeito do solvente nestas reagdes. Para analisar-se o efeito do solvente nas reagdes
de transesterificagdo foram realizadas as mesmas reagées utilizando como solvente

externo acetonitrila. Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Rendimentos para as reagdes de transesterificagdo laurato de p-
nirofenila com diferentes lipases e alcoois primarios ¢ secundarios

racémicos, a25°C®.

Alcoois C.V. lipase Lipolase Pseudomonas| Microbial
Rend.(%)® Rend.(%)® | Rend (%)® | 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 reagdes foram realizadas utilizando 0,02 mol de substrato (1:1), solvente: acetonitrila, enzima: C.V.
lipase imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (b) As rea¢des foram realizadas utilizando 0,02 mol de
substrato (1:1), solvente: acetonitrila, enzima: lipolase imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (c) As
reagdes foram realizadas utilizando 0,02 mol de substrato (1:1), solvente: acetonitrila, enzima: lipase
Pseudomonas sp imobilizada em MBG. Temperatura: 25°C. (d) As reagdes foram realizadas utilizando
0,02 mol de substrato (1:1), solvente: acetonitrila, enzima: lipase Microbial simobilizada em MBG.

Temperatura: 25°C. Os rendimentos foram determinados por RMN'H.

Em todos os sistemas biocataliticos contendo solventes, a atividade catalitica
¢ a estabilidade da enzima s3o influenciadas pela natureza destes solventes. A
polaridade do solvente é extremamente importante. Sendo assim, uma maior
solvatagdo ou interagdo do solvente com o sitio ativo da enzima, podera levar a
uma reducdo de sua atividade catalitica.’>*"'*

Neste trabalho, observou-se que o rendimento das reagdes diminuiu com o
aumento da polaridade do solvente (dados mostrados nas Tabelas 8 e 9).

A presenga de um solvente orginico pode ser um problema para a inativagio

da enzima. A maneira como ocorre a interagdo dos solventes orginicos com a

molécula da enzima, e a influéncia que os solventes exercem sobre a estabilidade
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nido estd bem claro na literatura. Quando solventes misciveis em agua sdo
adicionados em concentra¢gdes moderadas, ndo sdo observados efeitos negativos
para enzima. Entretanto, quando grandes quantidades sdo necessanas para dissolver
o substrato, pode levar a inativagdo. O grau de inativagdo da enzima depende do
solvente usado para efetuar-se a reagdo, pois cada solvente interage de uma forma
diferente com o sitio ativo da enzima. A tendéncia dos solventes de inativar as
enzimas, nio depende unicamente da hidrofobicidade. Outras caracteristicas fisico-
quimicas s3o importantes, tais como: habilidade de solvatagdo e a geometria
molecular.*>1%

Todos os produtos obtidos foram caracterizados por técnicas

espectroscopicas de IV e RMN'H e serdo mostrados a seguir.
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Figura 28 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do laurato de pentila em CDCls.
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5 (ppm)

Figura 29 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do laurato de octila em CDCls.
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Figura 30 - Espectro de RMN'H (200 MHz) do laurato de dodecila em CDCl;.
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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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Figura 33 - Espectro de infravermelho do laurato de dodecila em filme.
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3.2 - DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE DIFUSAO

Para os estudos de determinagio de coeficiente de difusdo em organo-gel,
inicialmente foram preparados e caracterizados uma série de benzoatos de alquila.
Estes foram, posteriormente, suportados no organo-gel € determinado sua difusio
para diferentes solventes organicos.

A seguir sera descrito a identificagdo e caracterizagdo dos benzoatos de
alquila, embora alguns deles ja tenham sido descritos na literatura.'*

Os resultados obtidos para os coeficientes de difusdo, serdo discutidos em
termos da estrutura do substrato difundido (benzoato de alquila), composi¢do do
organo-gel e solvente externo. Também sera avaliada a difusdo dos alcanoatos de
p-nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente externo. O
efeito da temperatura também sera avaliado para a difusdo do laurato de p-

nitrofenila em organo-gel de hexano, com hexano como solvente externo.
3.2.1 - Identificacio e caracterizacdo dos benzoatos de alquila
Alguns dados analiticos e espectroscopicos para os produtos obtidos na

esterificagdo do acido benzbdico com diferentes alcoois alifaticos, sdo mostrados na

Tabela 10.
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Tabela 10 - Dados de rendimento, Rf, IV e indice de refragio para os

benzoatos de alquila.

Composto R

C,Hs
C4Ho
CsHyr
CieHss
sec-CsHo

N A W -

compdsto rendimento(%) | Rf® |1V v-C=0 |Indice de refragiio’
(cm™)® exp. Lit"¢
i 94 058 [1720 150  (1.50)
2 9 060 |1721 148 (149
3 52 057 {1722 147 ( -)
4 86 0,55 1724 1,42 ( -)
5 47 059 |1727 149 ( -)

(a) eluente n-hexano : acetato de etila 15 : 1 (b) filme, em cela de NaCl (c) temperatura 25°C.

A esterificagdo foi realizada refluxando-se o acido benzdico com os alcoois
por um tempo de 4 a 16 horas, dependendo da cadeia carbénica do alcool,
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 reagio entre o acido benzdico e o
2-butanol, mostrando novamente a menor reatividade dos alcoois secundarios em
relagdo aos alcoois primarios em reagdes de esterificagdo. Nos ésteres de cadeias

alquilicas normais, a absor¢do no infravermelho do grupo carbonila ocorre em

torno de 1740 cm-1. Para os benzoatos de alquila, devido & conjugagdio do grupo
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fenila com a carbonila, ocorre uma diminui¢do na freqiiéncia de estiramento e os
valores sdo observados na regido de 1720 cm‘l, conforme mostrado na Tabela 10.

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

em 4,9 ppm, que é caracteristico do grupo -CH- ligado ao oxigénio do grupo éster.

- benzoato de etila : IV (NaCl) (cm™) 2982, 1720, 1602, 1452, 1368, 1276, 1174.
RMN'H (200 MHz, CDCl;/ TMS) & (ppm) 1,0 - 2,4 (m, SH, CH;CH, ), 4,2 (&,
2H, CH2 )a 7a2 (S, SHa C6H5)

- benzoato de n-butila : IV (NaCl) (cm™) 2960, 2874, 1720, 1602, 1456, 1386,
1276, 1176. RMN'H (200MHz, CDCl;/ TMS) & (ppm) 1,0 -2,4
(m, 9H, CH;3 (CH; )3) , 4,3 (t,2H, CH; ), 7,1 (s, 5H, C¢Hs).

- benzoato de sec-butila : IV (NaCl) (cm™ ) 2962, 2874, 1718, 1604, 1456,
1274, 1174. RMN'H (200 MHz, CDCl; / TMS) & (ppm) 1,0 - 2,4 (m, 8H, CH;
,CH;CH,) 5,0 (t, 1H, CH), 7,4 (s, 5H, C¢Hs).

- benzoato de n-octila : IV (NaCl) (cm'1 ) 2928, 2856, 1722, 1602, 1454, 1274,
1176. RMN'H (200 MHz, CDCl;/ TMS ) & (ppm) 1,0 -24 (m, 17H, CH;
(CHy7), 4,2 (t,2H,CH;), 7,2 (s, SH, C¢Hs).
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- benzoato de cetila : [V (NaCl) (cm™ ) 2922, 2850, 1718, 1602, 1474, 1276, 1178.
RMN'H (200 MHz, CDCL;/ TMS) & (ppm) 1,0 -24 (m, 33H, CH; (CH; )i5) ,
42 (t,2H,CH,), 7,1 (s, SH, CeHs).

3.2.2 - Determinac¢ido do Coeficiente de Difusio de Benzoatos de Alquila em

Organo-gel

O sistema de organo-gel foi usado recentemente como uma alternativa para
imobiliza¢gdo de enzimas em meio orginico. Neste novo sistema a enzima fica
aprisionada no centro micelar da microemulsdo de agua/éleo (w/0), e a catalise
acontece por difusdo do substrato ao centro micelar e vice-versa. Dependendo do
6leo (hexano, heptano ou cicloexano) utilizado para preparar o organo-gel, foram
observados' rendimentos diferentes em reagdes de esterificagio e
transesterificagdo.'*® Acredita-se que estas diferengas nos rendimentos das reag¢des
possam estar associadas com a dificuldade do substrato em difundir-se do organo-
gel para o meio reactonal ou vice-versa.

A determinagdo experimental de valores de coeficiente de difusdo- podera
trazer mais informagSes de como a estrutura rigida do drgano-gel influencia na
formagdo de produtos quando enzimas sio imobilizadas neste suporte (sistema).

Os valores das absorbancias em fungdo do tempo, em cada um dos
experimentos, foram tratados matematicamente de acordo as equagdes 9 € 10 (item
2.5.2, pagina 45 ). A partir deste tratamento matematico obt€m-se curvas que
mostram a fragdo difundida (Mt/Mo) em fungédo do tempo.

Para ilustrar, a Figura 34 mostra a fragdo difundida (IMt/Mo) dos (benzoatos
de alquilas em fungdo da raiz quadrada do tempo (tl’z), em organo-gel de hexano

usando dodecano como solvente externo.
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Figura 34 — Fragdo difundida em fungdo do tempo a 25°C: a) benzoato de etila
(®); b) benzoato de butila (M) ; (c) benzoato de cetila (A) usando

dodecano como solvente externo.

172

2

A Equagio 9 (pagina 45), mostra que um grafico de Mt/Mo versus t
fornece uma linha reta cujos os gradientes (D) podem ser calculados, pela
Equacio 10 (pagina 46).

A partir deste tratamento, foram obtidos valores de D para os benzoatos de
alquila em organo-géis de hexano em fungdo de varios solventes orginicos

externos. Os dados sdo mostrados na Tabela 11 para todos os sistemas utilizados.
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Tabela 11 — Valores de Coeficiente de difusdo (D) para os benzoatos de alquila em

organo-gel de hexano a 25°C em fungdio da polaridade do solvente

externo.
" CgHsCOO-R
Dx105(cm?2/s)®
solvente Log P® R=CH; R=CHs R=CgH,, R=Cy¢Hss R=sec-C:H,
Viscosid. (cp) ®
Cicloexano 3,20 0,88 1,00 1,20 1,90 0,60
0,898
Hexano 3,50 0,57 1,60 2,40 2,80 0,70
0,298
Heptano 4,00 0,43 1,20 1,20 1,60 0,40
0,386
Dodecano 6,6 5,02 9,30 11,4 14,3 1,33
1,35
1,4-dioxano -1,1 1,30 1,10 0,93 0,79 0,49
1,322
Acetonitrila -1,3 1,40 0,65 0,54 0,36 0,23
0,345

(a) Coeficiente de Partigdo '*'; (b) referéncia > ; (c) média de dois valores experimentais, tempo total de difusio, 90

min.

Os resultados acima podem ser discutidos em termos da polaridade do
solvente externo (expressa em log P); comprimento da cadeia alquilica dos
benzoatos de alquila e a composi¢do do organo-gel. Para todos os experimentos, o
hexano foi utilizado como solvente para a preparagido do organo-gel.

Como pode ser observado, através dos dados mostrados na Tabela 11 e
Figura 35, em geral ha um aumento no valor do coeficiente de difusdo com o
aumento da cadeia carbonica dos benzoatos de alquila quando o solvente externo é
apolar como o cicloexano, hexano, heptano ou dodecano. Exceg¢des foram

observadas para o grupo sec-butil onde foram obtidos valores de D semelhantes,
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embora, 0s solventes organicos externos sejam diferentes em termos de polaridade

(dados mostrados na Tabela 11).

16
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Figura 35 — Valores de D para os benzoatos de alquila em fungdo do aumento da

cadeia alquilica em organo-gel de hexano a 25°C: a) cicloexano (A);
b) heptano (H); c)hexano (®); d) dodecano (V¥), como solvente

externo.

Usando organo-gel de hexano e hexano como solvente externo, 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 externos, a mesma tendéncia foi observada. Este resultado é
bastante coerente, pois estes solventes t€ém polaridade semelhante, apresentando
altos valores de log P. E interessante observar que os maiores valores de D foram
obtidos quando dodecano (Log P = 6,6) foi usado como solvente externo.
Novamente, estes valores aumentam com o aumento da cadeia carbOnica dos
benzoatos de alquila. Neste caso, sdo esperadas interagdes melhores entre a fase do

Oleo, substrato (benzoato de alquila) e a microestrutura de organo-gel, que
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conforme discutido anteriormente é formada por solvente
organico/surfactante/gelatina/agua .

Também ¢ interessante discutir, os valores de D para o mesmo substrato em
fung¢do da polaridade do solvente externo. Por exemplo, os valores de D para
benzoato de etila um substrato com cadeia alquilica 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 interagdes ocorrem entre o benzoato de cadeia alquilica pequena
(por exemplo, grupo de etila) e solventes mais polares como 1,4-dioxano e
acetonitrila. Excegdo foi observada quando dodecano ¢ usado como solvente
externo. Porém este resultado ndo 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
interagdo hidrofobica entre os ésteres de cadeia alquilica maior, solvente apolar e o
surfactante na microestrutura do MBG. Este aumento nas interagdes € devido a uma

maior solubilidade destes ésteres no meio organico.
3.2.2 - Efeito do Solvente na Composicio do Organo-gel.

Para verificar o efeito do solvente organico utilizado na composi¢do do
organo-gel, foram determinados os valores de D em organo-géis de hexano,
ciclohexano e heptano utilizando como solvente orginico os mesmos de sua
preparagdo e composi¢do. Os resultados obtidos para estas medidas sdo mostrados

na Tabela 12 ¢ Figura 36.
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Tabela 12 — Valores do Coeficiente de Difusdo (D) para os benzoatos de alquila

em organo-gel de hexano, cicloexano e heptano, a 25°C.

CsHsCOO-R
Dx105(cm?/s) @
solvente LogP R=CHs R=CH; Rg= Callis R=C,¢Hz4 R=sec-C,Ho
Cicloexano® 3,20 1,60 270 39 560 084
Hexano®™ 3,50 0,57 1,60 2,40 2,80 0,70
Heptano™ 4,00 0,70 1,60 2,60 3,20 0,74

(a) organo-gel de cicloexano com cicloexano como solvente externo, (b) organo-gel de hexano com hexano como
solvente externo, (c) organo-gel de heptano com heptano como solvente externo, (d) média de dois valores
experimentais; tempo total de difusdo 90 min.

Em geral, observa-se um aumento nos valores de D com 0 aumento da cadeia
carbonica dos benzoatos de alquila, com exce¢cdo do grupo sec-butil,
provavelmente devido a efeitos estéreos. Os valores dos coeficientes de difusdo
para o benzoato de etila, butila, octila e cetila em organo-gel de hexano utilizando
hexano como solvente externo foram respectivamente 0,57 x 10°; 1,60 x 10”; 2,40
x 10”; € 2,80 x 10°cm* 5™,

Foram observados resultados semelhantes para o organo-gel de heptano com
heptano como solvente externo, e para o organo-gel de cicloexano com cicloexano
como solvente externo, isto porque eles apresentam polaridade semelhante

(expressa através do log P).'”’
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Dx 10ent.s?
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Cadeia Carbonica

Figura 36 — Valores de D para os benzoatos de alquila em fungdo 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 (H).

Os valores do coeficiente de difusdo para o benzoato de sec-butila ndo
mudam significativamente em fung¢do do solvente utilizado para preparar o organo-
gel, conforme mostrado na Tabela 11.

Também, foi observado que ha uma grande diminui¢do no coeficiente de
difusdo para o benzoato de sec-butila quando comparou-se com os de cadeias
alquilicas normais, independentemente do 6leo utilizado para preparar o organo-
gel (hexano, heptano ou cicloexano), bem como do solvente externo. A diminuigdo
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. E observado que solventes organicos tém interagdes diferentes com
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gelatina e os outros componentes do sistema. Para o mesmo substrato, foram
obtidos valores de D diferentes dependendo do solvente organico utilizado para a
preparagdo do organo-gel.

Estudos prévios de diagramas de fase para cicloexano, heptano e hexano
mostraram a existéncia de quatro regides diferentes.'®"*” Aspectos -importantes
podem ser observados quando sdo comparados os diagramas de fase do cicloexano,
heptano e hexano. Independentemente do solvente organico, a formagdo do organo-
gel depende do ajuste de seus componentes (agua, AOT, solvente orginico 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
x 10® cm’s? em organo-gel de cicloexano, heptano e hexano, respectivamente,
com o mesmo 6leo como solvente externo. Novamente estes valores ndo podem ser
explicados s6 em termos de log P, e deve-se considerar a viscosidade destes
solventes orginicos. Como mostrado na Tabela 11, o hexano e heptano tém
viscosidade mais baixa que cicloexano; 0,298; 0,386 ¢ 0,898, respectivamente.
Provavelmente ha uma melhor interagdo entre os benzoatos de alquila e a
microestrutura do organo-gel que é formada de cicloexano (com o 6leo na sua
composi¢do). A mesma tendéncia é observada para os benzoatos de etila, butila €
cetila. Novamente, menores valores de D foram observados para o benzoato de sec-
butila.

Assim, a avaliagdo e determinagdo de valores de D nestes sistemas
diferentes, sdo importantes para fazer uma correlagdo de alguns resultados prévios
obtidos em termos de rendimentos de reagdes com as barreiras impostas na
estrutura rigida do organo-gel.

De acordo com os resultados obtidos de D, observou-se uma relagdo entre o
coeficiente de difusdo dos ésteres em organo-gel, com os rendimentos nas reagdes

. ~ . e . - 125
de esterificagdo e transesterificagdo para este sistema (MBG). Vecchia =, observou
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que para a reagdo de esterificagdo do acido oléico com diferentes alcoois primarios,
utilizando enzima imobilizada em MBG, e hexano como solvente, ocorre um
aumento no rendimento do produto formado (ésteres) a medida que aumenta a
cadeia alquilica do alcool. O mesmo foi observado para os valores do coeficiente
de difusdo, onde ocorre um aumento gradual do coeficiente de difusdo a medida
que aumenta a cadeia alquilica do éster. Jesus e colaboradores'®”, observaram o
mesmo tipo de comportamento para esterificagdo de alcoois secundarios racémicos

utilizando enzimas imobilizadas em MBG de hexano.

3.3 - Medidas de coeficientes de difusdo dos alcanoatos de p-nitrofenila em

organo-gel de hexano

Torna-se necessario determinar a velocidade de difusdo dos ésteres em
sistema de organo-gel, a fim de relacionar com os rendimentos das reagdes de
esterificagdo e transesterificacdo estudadas neste sistema. Utilizou-se também para
este proposito a técnica desenvolvida por Crooks para determinar o coeficiente de
difusdo do azul de bromofenol em gel de 4gar.'*!

Os resultados obtidos das medidas de absorbancia dos alcanoatos de p-
nitrofenila (acetato,octanoato e laurato) em fungdo do tempo em organo-gel de
hexano, utilizando hexano e acetonitrila como solventes externos, foram tratados
de acordo com as Equagdes 9 e 10 (paginas 45 e 46 ) .

A partir deste tratamento matematico, obteve-se as Figuras 37, ¢ 38, que
mostram a fragdo difundida dos alcanoatos de p-nitrofenila (Mt/Mo) em fungédo da
raiz quadrada do tempo (t'?), em organo-gel de hexano. O valor do coeficiente

angular fornece o valor de D, de acordo com a Equagéo 10, pagina 46.
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Figura 37 - Fragdo difundida do laurato de p-nitrofenila , em fungdo da raiz

quadrada do tempo, em organo-gel de hexano utilizando como

solvente externo hexano, a 25°C.
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Figura 38 -

Fragdo difundida do laurato de p-nitrofenila , em fungdo da raiz
quadrada do tempo, em organo-gel de hexano utilizando como

solvente externo acetonitrila, a 25°C.
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Os resultados do coeficiente de difusdo obtidos para os alcanoatos de p-
nitrofenila, utilizando como solvente externo hexano e acetonitrila, estio
apresentados na Tabela 13.

Os dados mostram que a medida que aumenta a cadeia alquilica do éster, ha
em geral um favorecimento no aumento no coeficiente de difusdo quando o
solvente externo € apolar ( hexano). O efeito da cadeia alquilica é observado
quando sdo analisados os valores de D para o acetato (D= 1,3x10°cm?/s) e para o
laurato (D= 3,2x10°cm?/s) de p-nitrofenila, pois ha um aumento no coeficiente de

difus@o com o aumento da cadeia alquilica do éster.

Tabela 13 - Valores de coeficiente de difusdo do laurato, octanoato e acetato de

p-nitrofenila, em sistema de organo-gel de cicloexano a 25 °C.

OzN@_O_C—R R= CHy,CH,(CH,)sCH,, CH,(CH,)sCH,

solvente logP R=CH,(CH;),CHj3 CH,(CH,)sCHj3; CH;

externo viscosid. (cp) D =10’ cm?/s

hexano 3,50 3,20 2,12 1,32
0,298

acetonitrila -1,33 0,40 1,31 2,70

0,345
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Um outro aspecto interessante que deve ser analisado € o efeito da polaridade
do meio. Aumentando a polaridade do solvente, observa-se um aumento no
coeficiente de difusdo para os ésteres de cadeia alquilica menor e uma diminuigio
para os ésteres de cadeia alquilica maior.

Por exemplo, quando utiliza-se hexano (maior log P) como solvente externo
o valor do coeficiente de difusdo do acetato de p-nitrofenila é 1,32 x 10°cm?/s e
para o laurato de p-nitrofenila é 3,20 x 10° cm®/s. Em acetonitrila (menor logP) o
valor do coeficiente de difusdo 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 variagdo no coeficiente de
difusdo € determinada pelo solvente externo presente no sistema; uma vez que os
outros parametros sdo mantidos constantes.

Estes resultados estdo associados com o coeficiente de partigdo (log P) dos
solventes. Portanto, quanto menor o log P do solvente, maior sera 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 intermedidria entre a acetonitrila € o n-
hexano foram testados, tais como o cloroférmio, tetrahidrofurano, acetato de etila e
diclorometano, a fim de utilizd-los como solventes externos, para se determinar o
coeficiente de difusdo. Porém, estes ndo foram adequados para se efetuar a
determinagdo do coeficiente de difusdo, ja que eles absorvem na mesma regido

dos alcanoatos de p-nitrofenila, que é em 256 nm.



Capitulo III - Resultados e Discussio 105

3.3.1 - Efeito da Temperatura na Difusdo do Laurato de p-nitrofenila

O efeito da temperatura foi estudado para difuséo do laurato de p-nitrofenila
em organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente externo. A partir dos
resultados experimentais obtidos, serd possivel determinar alguns pardmetros
termodinamicos.

A determinagdo do coeficiente de difusdo do laurato de p-nitrofenila foi
efetuada acompanhando a variagdo da absorbancia em fung¢ao do tempo em 256 nm
(absor¢do maxima do laurato de p-nitrofenila), para cada temperatura constante. A
metodologia e tratamento matematico utilizados sdo os mesmos que foram
descritos anteriormente no item 3.1.2, pagina 53.

Os dados obtidos para a difusdo do laurato de p-nitrofenila em diferentes

temperaturas, estdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores do coeficiente de difusdo para o laurato de p-nitrofenila em
organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente externo em

diferentes temperaturas.

Temperaturas (°C) Dx 10° cm®. s7®
20 2,49
25 320
30 5,01

(a) os valores de D foram sempre uma média de dois experimentos.

A velocidade de difusdo do laurato de p-nitrofenila aumenta com o aumento
da temperatura, dentro de uma faixa de temperatura estudada e na qual o organo-

gel € estavel (20 a 30°C). Para temperaturas superiores, o organo-gel perde sua
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rigidez e estabilidade, ndo sendo assim possivel a realizagdo do experimento em
temperaturas superiores, conforme discutido anteriormente para as reagdes de
transesterificagdo enantiosseletivas.

A Figura 39, mostra um grafico de In do valor médio de D versus 1/T

(Equacdo 12), de onde obtém-se o coeficiente angular da reta, que € igual a —E,/R .

9,9

-10,2

InD

-10,5

1 . 1 ) L
3,30 3,35 3,40

1T x 103K

Figura 39 - Variagdo de D em fungdo da temperatura para a difusdo do laurato de
p-nitrofenila em organo-gel de hexano , utilizando hexano como

solvente externo.

Utilizando a equagdo linearizada de Arrhenius foi possivel determinar a
energia de ativagdo (E,) para este processo.

O valor encontrado para a Ea, foi de 11,5 Kcal/ mol (coeficiente de
correlagdo linear igual a 0,996). Este valor baixo de energia de ativagdo € um

indicio de que o processo € lento e controlado por difusdo.
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Aplicando a equagdo de Eyring, pode-se entdo determinar outros parametros
termodindmicos, como a entalpia de ativagdo (AH"), a energia de ativagdo (AG" e
a entropia de ativagdo (AS").

A Equacdo de Eyring foi mostrada na pagina 60 (Equacio 13). A
Equacio 13 linearizada fornece a Equacio 14 (Pagina 60) que permite o calculo
de AH", através do coeficiente angular.

A Figuras 40 , mostra o grafico de In D/ T versus 1/T para a difusdo do
laurato de p-nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente
externo. O valor de AH" determinado através do coeficiente angular foi 11,5

Kcal/ mol, e o coeficiente de correlagdo linerar foi igual a 0,996.
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Figura 40 - Grafico de In kgy/T versus 1/T para a difusdo do laurato de p-
nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano como

solvente externo em temperaturas de 20 a 30°C.
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A equagdo de Eyring pode ser rearranjada fornecendo a Equagio 16 (pagina
62). Assim valores da energia livre de ativagdo (AG"), podem ser calculados para as
diferentes temperaturas nas quais realizafam-se os experimentos.

De acordo com a Equagdo 15 os valores da energia livre de ativagio (AG")
podem ser calculados para cada temperatura. O valor de AG* determinado
através da equagio rearranjada foi de 11,5 kcal/ mol.

Com o valor da energia de ativagdo, e com o valor da entalpia de ativagéo,
encontrado pelo grafico de Eyring, foi entdio possivel calcular a entropia de
ativagdo, utilizando a Equaciio 16, pagina 62. O valor de AS* encontrado foi de
~132 cal/mol.K. |

A Tabela 15 resume os dados dos pardmetros termodindmicos obtidos para
difusdo do laurato de p-nitrofenila em organo-gel de hexano, utilizando hexano

como solvente externo.

Tabela 15 — Valores dos pardmetros termodindmicos obtidos para a difusio do
laurato de p-nitrofenila em organb-gel de hexano, utilizando hexano

como solvente externo.

éster Ea (kcal/mol) AH? (kcal/mol) |AG* (kcal/mol) |[AS” (cal/mol)
Laurato de p- 11,5 11,5 50,9 -132
nitrofenila

Comparando os resultados termodindmicos obtidos de coeficiente de difusdo
com os valores obtidos para a reagdo de transesterificagdo do laurato de p-

nitrofenila com alcoois secundarios racémicos, observou-se uma relagdo efetiva

N



Capitulo III - Resultados e Discussio 109

entre os mesmos. Nestes sistemas foram obtidos valores baixos de energia de
ativagdo, o que indicam que estes processos sdo controlados por difusdo. Observou-
se também, que para a reagdo de transesterificagdo enantiosseletiva dos alcanoatos
de p-nitrofenila com diferentes alcoois secundarios racémicos, utilizando enzima
imobilizada em organo-gel, ¢ hexano como solvente externo, ocorre um aumento
no rendimento do produto formado (transéster), a medida que aumenta a cadeia
alquilica do alcool. Resultados semelhantes foram observados para os valores do
coeficiente de difusdo, pois o coeficiente de difusdo aumenta a medida que aumenta

a cadeia alquilica do substrato (éster).
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4 - CONCLUSOES:

A partir dos resultados obtidos, pode-se fazer algumas consideragdes finais
sobre a técnica de imobilizagdo de enzimas em organo-gel para sua utilizagdo em

reagdes de transesterificagio.

. O sistema de MBG utiliza pequena quantidade de enzima (10 mg/mL),
bem menor que outros sistemas, € ¢ um método que pode ser amplamente

utilizado em solventes de baixa polaridade.

. As lipases 1mobilizadas em MBG mostraram ser um método bastante
eficiente, para as reagGes de transesterificagdo dos alcanoatos de p-nitrofenila com

alcoois secundarios racémicos.

. A C.Vlipase quando imobilizada em sistema de organo-gel é a mais ativa
como catalisador em reagSes de transesterificagdio, pois apresenta maior
rendimento quando comparada com as outras lipases (Microbial, Lipolase e

Pseudomonas sp).

. Os baixos valores encontrados de energia de ativagdo e entalpia de ativagdo,
além de um valor de entropia negativo para a reagdo de transesterificagio, do
laurato de p-nitrofenila com os dlcoois secundarios racémicos, demonstra que neste
sistema as reagdes t€m velocidades controladas por difusido dos substratos do meio

reacional para o organo-gel e vice-versa.
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”~

*  Quando a C.V. lipase é imobilizada em organo-gel e utilizada na resolugfo
de alcoois secundarios racémicos via reagdes de transesterificagdo, este sistema

demonstrou preferéncia pelo enantidmero com rotagdo Optica negativa.

. As lipases  Microbial, lipolase e Pseudomonas sp, quando foram
imobilizadas em organo-gel e utilizadas na resolu¢do de alcoois secundarios
racémicos via reagdes de transesterificacdo, ndo foram eficientes, ou seja, ndo

resolveram os racematos.

. Os valores de enantiosseletividade (E) foram baixos, sendo que os melhores
resultados de excessos enantioméricos foram obtidos para resolugdo do (%)-2-
octanol (ee, 51%) em organo-gel de hexano, utilizando hexano como solvente

externo.

. Os melhores rendimentos (70-96%) foram obtidos com a C.V.lipase e
hexano como solvente externo. Com a mesma enzima, ¢ utilizando acetonitrila

como solvente externo os rendimentos ficaram em torno de 30%.

. A velocidade de difusdo é favorecida para ésteres de cadeia alquilica
longa em meio apolar, visto que o coeficiente de difusio aumenta com o
aumento da cadeia do substrato. Enquanto que o aumento da polaridade do

meio favorece a difusdo de substratos de cadeia carbdnica pequena.

. O grau de impedimento imposto pelas barreiras difusionais € maior

para substratos ramificados ( por ex. benzoato de sec-butila).



Capitulo IV —- Conclusoes 112

. Os valores do coeficiente de difusdo, mostraram uma relagdo entre o
rendimento da reagdo de esterificagdo ou transesterificagcdo com a velocidade de

difusdo do substrato no organo-gel (MBG).

Finalmente, a partir destes resultados, pode-se concluir que o organo-gel é
um sistema bastante eficiente para realizar reagdes de transesterificagdo enzimatica
em meio organico. Com relagdo aos baixos valores de excessos enantioméricos
encontrados, talvez estes possam ser melhorados utilizando enzimas mais puras ou

aumentando a sua concentragdo no meio reacional.
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