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dimetila (2) catalisada por lipases
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RESUMO

As enzimas em sua maioria sdo catalisadores de natureza protéica. Sao
versateis, existindo um processo enzimatico equivalente para varios tipos de
reagcdes organicas. Técnicas de imobilizacdo vem sendo desenvolvidas para
fornecer estabilidade para enzimas em meio organico, facilitando sua recuperagao
e reutilizacao.

O ponto de partida desse trabalho foi a imobilizacdo das lipases de
Rhyzopous oryzae (LRO, 50mg - 150000u/g) ou de Mucor javanicus (LMJ, 50mg -
10000u/g) em filmes de carbdximetilcelulose(CMC,500mg em 25mL de agua),
poli(alcool vinilico) (PVA, 500mg em 25mL de agua) e de PVA/CMC (250 mg de
cada polimero em 25mL de agua) e a utilizagdo desses sistemas na catalise de
reacdes de esterificacdo em quantidades equimolares de acido e alcool, utilizando
n-hexano como solvente externo.

Primeiramente foram feitas reag¢des utilizando as LRO e LMJ livres como
biocatalisadores na esterificagcdo dos acidos laurico e estearico com n-pentanol.
Foram efetuados também estudos de esterificacido dos acidos decandico, laurico,
miristico, palmitico e estearico com n-pentanol utilizando a LRO e a LMJ
imobilizadas em fiimes de CMC, PVA e CMC:PVA(1:1). A maioria dos ésteres
formaram-se em rendimentos quantitativos, exceto para os acidos decandico e
miristico que apresentaram 51% e 68% respectivamente de conversdo em éster
quando foi utilizado o sistema LRO/CMC:PVA.

Na sequéncia foram feitas reacdes de esterificagcdo dos acidos insaturados
4-pentendico, sorbico, 2-octendico, linoleico e oleico com o n-pentanol. Os
resultados obtidos mostraram que de forma geral os ésteres derivados do acido
oleico foram obtidos em maiores conversdes (>90%). Também, pode-se destacar
o resultado obtido na esterificacdo do acido linoleico com o sistema LRO/CMC
(72%).

Na continuidade do trabalho, efetuaram-se estudos de esterificagdo do
acido laurico com etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, octanol, decanol e
octadecanol, utilizando as enzimas LRO e LMJ, imobilizadas em filmes de CMC,
PVA e CMC:PVA. As melhores conversdes em ésteres foram obtidas para alcoois
de 2 a 5 atomos de carbono (>99%) em todos os sistemas. Para os alcoois de
cadeia maiores as conversdes foram de aproximadamente 80% com a LMJ
imobilizada. Féz-se também um estudo de esterificacdo do acido laurico com os
alcoois ramificados como o isopropanol, terc-butanol e isobutanol utilizando os
sistemas descritos anteriormente. Nestas reagdes de esterificagdo n&o foram
detectadas a formacdo de produtos, evidenciando a importancia de efeitos
estéreos.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a viabilidade do uso de
lipases imobilizadas em materiais poliméricos para a obtencdo de ésteres
alquilicos de cadeias médias e longas com bons rendimentos, e em condi¢gdes
brandas de reacao.



1. INTRODUCAO
1.1 Enzimas

Enzimas sdo proteinas que catalisam muitas reacdes bioldgicas in vivo.'
Elas agem como catalisadores eficientes capazes de aumentar muito a velocidade
da reacdo, sobre as reacbes nao catalisadas. As enzimas sao altamente
especificas e capazes de diferenciar esterecisdmeros de certos compostos, além
de serem finamente ajustadas por meio de regular o processo.

As caracteristicas de uma enzima é a sua relativa instabilidade em meio
organico, alto custo, o que leva a algumas limitagbes de seu uso na sintese
catalitica.?

Por outro lado, enzimas apresentam varias propriedades que as tornam
atrativas como catalisadores para biotransformacgdes. S&o versateis, existindo um
processo enzimatico equivalente com os varios tipos de reagbes organicas.
Diversos processos no metabolismo animal sdo regidos pelas enzimas. As

vantagens de utiliza-las como catalisadores s&o:>

v Alta velocidade de reagao: As velocidades de reagdes catalisadas, por
enzimas, podem ser de 10° a 10" vezes mais rapidas que as correspondentes
nao catalisadas.

v' Atuam em condigdes suaves: As reagdes,em geral, ocorrem em condi¢coes
suaves de temperatura, abaixo de 100°C, sob pressdo atmosférica e em meio de
pH e concentracdo salina praticamente constante. Estas condicbes minimizam
problemas de isomerizacdo, racemizagao, rearranjos, etc..., que frequentemente
permeiam a metodologia tradicional.

v" Apresentam diversos tipos de seletividade: quimiosseletividade,
regiosseletividade e diastereoseletividade, e também enantiosseletividade. Nas
reacgoes, raramente formam-se subprodutos.

v Capacidade de regular processos: A atividade catalitica de muitas enzimas
varia dependendo da concentragcdo de outras substancias que nao sado seus

substratos.
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v' Catalisam um grande numero de reagdes: Como aceleram a velocidade da
reacao sem alterar o equilibrio termodinamico, elas podem catalisar um grande

numero de reacgdes.

Porém, estes biocatalisadores apresentam algumas desvantagens, tais

como:

e Sao encontrados na natureza s6 em uma forma enantiomérica, a forma L.
¢ Requerem controle dos parametros reacionais tais como temperatura e pH.
e Apresentam uma maior atividade catalitica em agua;

e S&o propensos a sofrer inibigdo por agentes quimicos e fisicos.

e Podem causar alergias.
A Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBMB) divide as

enzimas em seis grandes classes, e cada uma em subclasses de acordo com o

tipo de reagéo que a mesma catalisa. (Tabela 1).4
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Tabela 1 — Classificagao das enzimas de acordo com a UIBMB.(ref)

Numero

Classe

Tipo de reacao catalisada

Subclasse

1

Oxidoredutases Transferéncia de elétrons ou remocéao de

Transferases

Hidrolases

Liases

Isomerases

Ligases

hidrogénio.

Reagbes de transferéncia de grupos.

Reacdes de hidrolise.

Reacbes de adigdo de grupos a dupla
ligacdo ou formagcdo de duplas ligagdes
por remogao de grupos.

Transferéncia de grupos detro da
molécula para produzir isbmeros.

Formagédo e clivagem de ligagbes C-C,
C-S, C-O e C-N e ésteres de fosfato.

Hidrogenases, oxidases,
peroxidases, etc.

Transaldolases,
transcetolases, etc.

Estearases, lipases,
peptidadases, fosfatases,
etc.

Descarboxilases,
cetoacidoliases,
hidroliases.

Racemases, epimerases,
oxirredutases, mutase,
etc.

Entretanto, a aplicagdo em quimica orgénica se restringe a cinco grupos, e as

enzimas hidroliticas s&o as mais utilizadas por nao requerem cofatores.

A funcéo de um catalisador € diminuir a barreira de energia entre os reagentes

e produtos. Esta habilidade é devido a capacidade de aproximar os substratos em

uma orientagéo tal que favorega a formagéo do complexo enzima-substrato (ES),

para posteriormente formar os produtos (Figura 1).*

O=0O
@d

E + S

1 ks

[ES] ——

O O
(5D D

E + P

Figura 1 - Representagao grafica de um mecanismo de agéo enzimatica.

12



1.2 Lipases - Classificagao e Fontes

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) s&o classificadas como
hidrolases e que atuam sobre ligacdes éster presentes em acilglicerdis, liberando
acidos graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de esterases. A
diferenciagdo de uma lipase e uma esterase (EC. 3.1.1.1) esta no fato que a
primeira catalisa reagdes de substratos insoluveis em agua enquanto que as

esterases agem em substratos soluveis.* ©

Estudos de raio-X mostram que as lipases apresentam uma estrutura
tridimensional formada por uma triade catalitica Ser-His-Asp/Glu, que se repete
em todas as estruturas.

As lipases sao muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo. Além disto, ndo requerem cofatores, atuam em uma
faixa de pH relativamente grande, sdo muito estaveis neste meio , apresentam
especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade.
Possuem a habilidade de catalisar reagcdes de esterificacdo, transterificagdes
(aciddlise, intereterificagao, alcoolise), amindlise e tiotransterificagdo em solvente
organico anidro, sistema bifasico e em solugdo micelar com alta especificidade.

A Figura 2, mostra a representagéo grafica da estrutura tridimensional da
lipase de Candida rugosa cujo sitio ativo € composto pela triade Ser209, His449 e

Glu341, e esté localizado no topo de uma B-folha préximo ao centro.”

Figura 2 — Representacao grafica da estrutura tridimensional da lipase da Candida

rugosa.’
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As o/p hidrolases apresentam um mecanismo catalitico comum para a
hidrélise de ésteres, o qual consiste em cinco etapas subseqlentes. A primeira
consiste na ligagcdo ao substrato, éster. A segunda a formagédo do primeiro
intermediario tetraédrico através do ataque do residuo de serina. O oxianion
formado € estabilizado por duas ou trés ligacbes de hidrogénio e este é
denominado de “cavidade oxianion”. A terceira, o rompimento da ligagéo éster. Na
quarta etapa ocorre a saida da porcdo alcool. Como ultima etapa, a hidrdlise do

complexo acil-enzima é realizada com a liberagdo dos produtos.® (Figura 3)

Figura 3 — Mecanismo proposto de hidrélise enzimatica de um éster.
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Diversos trabalhos de pesquisa estdo sendo realizados, visando a
otimizagao e o desenvolvimento de processos em escala industrial para sintese de
diversos ésteres de valor comercial. Recentemente, Pirozzi e Greco investigaram
a sintese do lactato de butila catalisada pela lipase de Candida antarctica via

transesterificacdo do lactato de etila.’ Equacao 1

(e} o
HaC HaC
HO CH 3 NN PN
%OACH3 + \/\/ 3 w)ko oHy T o CHy
OH OH

Eq.1

Outro exemplo, é o trabalho realizado por Yadav e Lathi, que fizeram um
estudo da sintese do laurato de citronela catalisada pela mesma lipase.™

Equacao 2

Os ésteres de acidos graxos e de terpenos sdo empregados na formulacao
de farmacos, cosmeéticos e alimentos, devido a suas propiedades higroscopicas,

emulsificantes e esfoliantes.

O uso de lipases em processos de interesterificacdo € no aproveitamento
de dleos de baixo custo para produgdo de analogos de manteiga de cacau. A
manteiga de cacau € um tipo de aditivo, que confere ao chocolate as
caracteristicas necessarias de cristalizagao e fusdo. Geralmente, os produtos de
chocolate contém 30% de manteiga de cacau. Esta, tendo um custo bem elevado,
levou o setor alimenticio a buscar solugdes mais econdmicas para a sua
substituicdo no processo, tendo os chamados analogos de manteiga de cacau
alcangando uma posi¢ao de destaque, sob ponto de vista técnico e econémico,

para aplicacdo na producéo de chocolates e seus derivados.

15



1.3 Métodos de imobilizagao de enzimas

Muitas enzimas nao sao suficientemente estaveis, diminuindo sua condigao
operacional e perdendo a atividade catalitica, sendo adequado para autoxidagao,
auto-digestao,e/ou desnaturagdo por meio do solvente.Visto que as enzimas sao
soluveis em agua, seu uso repetitivo € importante para assegurar processos
econdmicos, porém problematico pelo proprio fato de que dificultam sua
recuperacao a partir de sistemas aquosos e a separacao a partir de substratos e
produtos.

Para minimizar estes problemas, foram desenvolvidas técnicas de
imobilizacdo. Estas tem sido importante por proporcionar a reutilizacdo das
enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a estabilidade e
seletividade em solventes organicos. '?

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador
com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em
comparacgao a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma
atividade catalitica superior. Além disso, ndo deverao ocorrer alteracdes
estruturais bem como modificagdes no sitio ativo.

As vantagens da imobilizacdo, € que estas em geral, aumentam a
estabilidade das enzimas, sdo de baixo custo, faceis de separa-las, recupera-las e
reutiliza-as, o que possibilita operagdes continuas. Em alguns casos verifica-se um
aumento na atividade enzimatica.'* '?

As enzimas quando imobilizadas retém sua configuragao estrutural devido
as ligacdes de hidrogénio que ocorrem na superficie do material. Isto leva a uma
certa dificuldade de vibracdo da enzima, aumentando assim sua estabilidade
térmica.™

A Figura 4, mostra os pricipais métodos de imobilizagdo de enzimas.?
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Métodos paraImobilizacido de Enzimas

o] |
Ligagdo em Suportes Confinamento LigacaoCruzada
Solidos

d""ln

'
\QJI\Q )

Em Matriz Em microcapsula
(polimeros naturais e sintéticos) (agar, gelatina, quitosana) v

c =Enzima

(amberlite com hexametilenodiamina e

glutaraldeido)
»  AdsorcidoFisica (carvio ativo, K10)

—p» Adsor¢do Covalente(celulose, silica)

L p Adsorc¢dolonica (celulose)

Figura 4 - Métodos de imobilizagdo de enzimas

Neste trabalho, lipases foram imobilizadas em materiais poliméricos através
do método de adsorsédo, e a seguir sera feita uma breve descrigao deste método.
1.4 Imobilizagao por adsorsao

O procedimento de adsor¢cao de uma proteina € muito simples, A enzima é
imobilizada em um suporte soélido por ligacbes de baixa energia tais como

interacbes de van der Waals ou hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio e idnicas,

entre outras. A escolha de um deles depende de suas propriedades como forga
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mecanica, estabilidade fisica e quimica, carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade
de adsorgao de enzima e custo.™
A eficiéncia da adsorcdo de uma enzima em um suporte depende de
varios parametros tais como, tamanho da proteina a ser adsorvida, area
superficial do adsorvente, e principalmente da porosidade e tamanho do poros em
que a enzima € adsorvida no interior deste. Depende também da concentragédo da
enzima por massa do suporte. Em geral, este processo, € realizado em
temperatura constante.™
Na literatura existe um grande numero de publicagdes com aplicagdes de

lipases imobilizadas por adsorséo fisica.

Abbas e Comeau verificaram a habilidade catalitica da lipase da Mucor sp
imobilizada em Amberlite IRC50 na sintese de ésteres aromaticos em ciclohexano
a 30°C. Os acidos propidnico, butirico e caprdico, e os alcoois metanol, etanol,
alilico, butanol, isoamilico, geraniol, citronelol e farnesol foram utilizados em
quantidades equimolares. Os rendimentos foram diferenciados dependendo da
afinidade da lipase em relagdo a cadeia do acido e/ou do alcool. Conversdes
rapidas e com altos rendimentos, 92 e 98% foram observadas para o caprato de
metila e caprato de etila, respectivamente apds 4h de reagdo. Rendimentos de 95,
100 e 93% foram obtidos para o butirato de butila, caprato de butila e caprato de

alila, respectivamente apds 24h de reacéo.™

Maugard e Legov, estudaram a esterificagdo do retinol (Vitamina A) com
succinato de metila utilizando as lipases de Candida antarctica imobilizada em
resina acrilica, a de Rhizomucor miehei imobilizada em resina aniénica Duolite
568N, e as Pancreatica de Porco (LPP), Candida rugosa e de Rhizopus arrizus
na forma livre . Esta reagdo é dependente do solvente, e € 0 primeiro processo
descrito para a sintese de um derivado do retinol. O produto obtido € um carreador

de acido latico."® (Esquema 1)
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Lipase l =
e Y -
OH . e . o
! e}
Obe
Med

CH,0H
Q
2

Esquema 1 - Reacéao de esterificagdo do retinol (1) com succinato de dimetila (2)

catalisada por lipases.

Tabela 2 - Rendimentos analiticos da esterificacdo do retinol com succinato de

dimetila em diferentes solventes.

Solvente Rend.(%)* LCA Rend.(%) LRM Tempo(h)
n-hexano 75 77 50
4-metil-2-pentanona 26 20 50
alcool terc-amilico 24 17 50
dioxano 8 2 50
2- butanona 0 0 50
cicloexanona 0 0 50

(a) O grau de converséo foi determinado por HPLC através do consumo dos substratos. Nao foi observada
formagao de produto na auséncia de enzima.

A analise da Tabela 2 mostra que a esterificagao do retinol foi dependente
da natureza do solvente utilizado. Os autores salientam que este € o primeiro
processo enzimatico descrito, na sintese de éster derivado do retinol, com

excelentes rendimentos.
1.5 Esteres

Os ésteres (RCOOR") sdo compostos organicos que apresentam-se bem
distribuidos na natureza. Muitos deles sao ésteres de glicerina, chamados

glicerideos e sdo os constituintes principais dos oleos e das gorduras. Encontram-

se também em diversas esséncias de frutas e nestes casos sao constituidos de
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acidos monocarboxilicos de baixo peso molecular e alcooois de cadeia alquilicas
longas . Os ésteres de cadeia curta, tém odor caracteristico de frutas e flores,
tendo, portanto, grande aplicagdo industrial como flavorizantes e aromatizantes
além de estarem presentes em bebidas fermentadas, como no caso de vinhos,
onde pode-se identificar muitos acetatos, propionatos, hexanoatos e outros."’

Por exemplo:
NH, 0

O CHs CH
3
)L /\)\ O/
HsC (@] CH;

Acetato de Isoamila (banana) Antranilato e Metila (uva)

0]
@ )L
O/\CH3 H3C O

Fenilacetato de Etila (mel)

Acetato de Benzila (péssego)

(0]
O/\(
CHj3

Propionato de Iso-butila (rum)

Além deste uso, muitos ésteres e diésteres tém aplicagbes na sintese de
medicamentos. Como exemplo, na rota sintética do fenobarbital ha a presenca de
dois diésteres, o oxalato de dietila e o feniimalonato de dietila.’

Os acidos carboxilicos reagem com alcoois para formar ésteres através de

da reacao de condensacao conhecida como esterificagao, Equagao 3;
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o)
Joo o — 1.

Eq.3

As reacgdes de esterificagdo podem ser catalisadas por acidos ou bases. O

rendimento desta pode ser incrementado pela remocdo de agua da mistura

reacional assim que é formada.”® Esquema 2

H H
0 . o o H
I . I 2= el
c H —C—
R o~ R Do~ |\
O R
H
H
H ~
0 . ~at o) ‘
-H (0] -H,0 R
/Ll\ R l(l R R—(Jj)—O/
R (@] R/ \O/ ‘((!)"'
H™ H

Esquema 2 - Mecanismo de formacéo da ligagao éster catalisada por acido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Utilizar os materiais poliméricos carboximetilcelulose (CMC) e poli(alcool
vinilico) (PVA) puros ou em blendas, para a imobilizagdo das lipases de Rizopus
orizae (LRO) e Mucor javanicus (LMJ) e utilizagdo na sintese de ésteres alifaticos

em solvente organico.

2.2 Objetivos Especificos

¥ Preparar filmes e blendas poliméricas com os diferentes polimeros
(CMC e PVA);

v Determinar a quantidade de agua (Método de Karl-Fisher);

v Avaliar macroscépicamente a estabilidade dos filmes em diversos
solventes organicos

v Imobilizar as lipases LRO e LMJ nos filmes de CMC, PVA e blendas
de CMC:PVA (1:1)

¥ Avaliar a influéncia do tamanho da cadeia alquilica do acido
carboxilico e do alcool, utilizando as lipases LRO e LMJ imobilizadas nos
materiais poliméricos descritos acima;

v Reutilizar estes sistemas e comparar com as lipases na forma livre

(n&o imobilizadas).
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Reagentes

Neste trabalho, os polimeros foram utilizados sem purificacao prévia. As

estruturas dos monémeros estao relacionadas abaixo e o valor do peso molecular

(PM) foi fornecida pelo fabricante.

PVA: [poli(alcool vinilico). PM= 7200, Vetec, lote 970745

| — CHZCHZOH—}n

CMC: carbdximetilcelulose,PM médio de 250.000, Synth, lote 36755

Os solventes e reagentes de grau PA, sdo das seguintes procedéncias:

Aldrich: acido palmitico, acido trans- 2-octendico.

Merck: acido oléico, 2- butanol, tolueno,cicloexano.

Sigma-Aldrich: 1-hexanol, 1-octadecanol.

CAQ: alcool propilico normal, cloroféormio, diclorometano.

Sigma: acido estearico,acido miristico, acido linoleico, acido 4- pentendico.
Vetec: &cido laurico, acido sérbico, n-butanol, n-pentanol, acetona,
heptano.

Grupo Quimica: i-propanol, etanol.

BDH: 1-octanol.

Dinamica: éter etilico.

Quimibras: acetato de etila, alcool butilico.

F. Maia: hexano.
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As enzimas utilizadas neste trabalho estdo apresentadas na Tabela3.

Tabela 3 — Enzimas utilizadas.

Fonte de lipase Sigla  Atividade Fornecedor/Lote
Rhyzopus oryzae ROL  150,000Ug"'®  Amano/LFY1050362
Mucor javanicus MJL 10,000 Umg”’ @  Amano/LMV01528

(a)l unidade de lipase (u) ¢ a quantidade de enzima que libera 1 micromol de acido graxo por minuto,
utilizando-se 6leo de oliva como substrato, a pH 7,0 ¢ 37°C.*°

3.2 Preparacao dos materiais poliméricos

3.2.1 Imobilizacao de lipases em filmes de CMC

Em um béquer dissolveram-se 500 mg de CMC em 25 mL de agua com
agitacdo manual até total dissolugdo do polimero. Apos este periodo, 50mg de
lipases dissolvida em 1 mL de agua foi adicionada, e o sistema é agitado por mais
3 min. A solucdo resultante foi depositada em uma placa de poli(etileno) e
evaporou-se o solvente a temperatura ambiente. Desta forma obteve-se o filme de
CMC ap6s evaporagao da agua. O filme de CMC contendo a enzima é retirado,
cortado em pequenas secgdes e guardado em solvente organico para uso
posterior nas reagdes de esterificagao.

A Figura 5, mostra o procedimento experimental utilizado para a
preparagao dos filmes de CMC,PVA e CMC:PVA(1:1).
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ENZIMA

0,5g de polimero
25mL de agua

Apods 2hs.

Agitador magnético

Capela
= (24hs.)
<o oK o = o -
] Cortar em Placa de Petri
Polimero pequenos
Hexano 30 mL pedacgos

Figura 5 - Procedimento experimental utilizado na preparagcdo dos filmes e

blendas poliméricas.

3.2.2 Imobilizagao de lipases em filmes de PVA

Em um béquer dissolveram-se 500 mg de PVA em 25 mL de agua com
agitacdo constante por 3 horas a 40°C até total dissolugdo do polimero. Apds este
periodo, 50mg de lipases dissolvida em 1 mL de agua foi adicionada, e o sistema
€ agitado por mais 3 min. Para a formacédo e obtengdo do filme, seguiu-se o

mesmo procedimento citado anteriormente para o de CMC. (Figura 5)

3.2.3 Imobilizagao de lipases em blendas de CMC/PVA.

Em um béquer dissolveram-se 250 mg de PVA em 12.5 mL de agua com
agitacao constante por 3 horas a 40°C. Separadamente dissolveram-se 250 mg de
CMC em 12.5 mL de agua com agitagcdo manual até total dissolugdo do polimero.
Apos dissolucao, as solugdes foram misturadas e agitou-se por 5 min. Apos este
periodo, 50mg de lipase dissolvida em 1 mL de agua foi adicionada, e o sistema
agitado por mais 3 min. Para a obtengdo da blenda, seguiu-se o0 mesmo

procedimento citado anteriormente para o de CMC. (Figura 5)
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3.3 Preparacao do meio reacional — Procedimento geral

Os filmes e blendas obtidas foram cortados em secg¢des de volumes iguais
de aproximadamente 3-4 mm>. Em seguida, estes foram colocados em um
erlenmeyer contendo 25 mL de solvente orgénico. Os reagentes envolvidos na
reacao de esterificacdo foram adicionados na proporcao 1:1, a 35°C.

O sistema permaneceu sob agitacdo suave em um banho-maria
termostatizado (tipo Dubnoff) de acordo com o tempo de cada reacgao. A reacéo foi
acompanhada por cromatografia de camada delgada utilizando como eluente
hexano:acetato de etila (1:1). Ao término da reagado, os produtos e substratos
remanescentes foram separados do filme e/ou blenda, através de decantacéo,
sendo este lavados varias vezes com solvente organico para remover 0s
reagentes remanescentes e produtos. O solvente organico foi evaporado em um
rotaevaporador, e os produtos obtidos analisados e caracterizados por
ressonancia magnética de hidrogénio (RMN-'H). Para fins comparativos, foram
feitos testes com as lipases nao imobilizadas (forma livre).

Foram efetuadas também reacbes controle, isto € sob as mesmas
condicdes experimentais descritas acima, mas sem a presenca de enzima.

A Figura 6, mostra o procedimento experimental descrito acima.

TR - o <

Decantar

Banho termostatizado 24h, 35°C Rotaevaporador

s I
f ]

_/’ /'J -

1 .'I‘ A ﬂ 1 Produto + regentes

M \. VN remanescentes
I v W/ —_— _/.' 'ivr -

RMN'H, ccd.

Figura 6 - Preparacédo do meio recional e analise do produto.



3.4 Determinagao da conversao (%) e caracterizagao dos produtos

A pureza dos produtos foi determinada por cromatografia de camada
delgada (ccd), na qual utilizou-se silica gel como fase estacionaria e uma mistura
de n-hexano: acetato de etila (9:1) como eluente. Os valores de Rf para os ésteres
variaram de 0,60 - 0,80.

As percentagens de conversdao em produtos foram quantificadas por
RMN'H (BRUCKER AC 200MHz), utilizando CDCl3; como solvente e
tetrametilsilano(TMS) como referéncia interna. Estas foram calculadas
comparando a integragao do triplete metilénico do alcool correspondente (HO-
CH2-R’) em ~ 3,2 ppm , com o triplete metilénico do éster ( -OCH,-CH;R’) em ~
4,1 ppm.

(A) (B)
|

45 I 44 42 4,0 3.8 3.6 3.4 3.2
PP
Figura 7 - Regido do espectro de RMN'H salientando os picos dos prétons
metilénicos utilizados para o calculo da percentagem de conversdo em

éster.
3.5 Determinagédo da quantidade de agua (%) nos filmes poliméricos

A quantidade de agua presente nos filmes apds evaporagdo e a
temperatura ambiente (item 4.2.1), foi determinada por titulagdo pelo método de
Karl Fischer (633 Automatic Karl Fischer titrator, Metrohnm AG CH-9100 Herisau).
A massa dos filmes utilizada foi de 500 mg. Os experimentos foram realizados em

triplicata e os resultados apresentados como média destes valores. item 4.1
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4. Resultados e Discussoes

Neste trabalho foi avaliado o uso de CMC, PVA e blenda CMC:PVA(1:1)
como suportes para imobilizacdo das lipases LRO e LMJ. Estes sistemas foram
utilizados como biocatalisadores em reacdes de esterificacdo. (Equagao 4)

Foi verificada a estabilidade em diversos solventes organicos e determinou-
se a quantidade de agua nos filmes, bem como efetuaram-se testes de
reutilizagao.

Lipases/Filmes

RCOOH + ROH =—————— RCOOR’ + H)O

n-Hexano, 30°C

R = C47H3s5, C1sHa31, C13H27, C11H23, C17H31, Cq7H33, CsH7, CaH7, C7H13
R’ = CaHs, C3H7, C4Ho, CsH11, CsH13, CgH17, C1gHa7

4.1 Selecgao e estabilidade dos polimeros

Apoés a preparagao dos filmes, estes foram submetidos a uma analise do
teor de agua (Karl Fischer) e a testes de estabilidade macroscopica em diferentes
solventes. No primeiro experimento os resultados demonstraram que apos 24h e a
temperatura ambiente o filme de PVA apresentou aproximadamente 8%, o filme
de CMC 21% e a blenda polimérica 7% de sua massa em agua.

Esta quantidade de agua é necessaria e fundamental para a manutengcao
da estrutura terciaria das proteinas e de sua atividade.

Na sequencia os filmes foram cortados e transferidos para recipientes
herméticamente fechados e colocados em contato com diferentes solventes dentre
eles: acetona, acetato de etila, diclorometano, cloroférmio, acetonitrila, cicloexano,
heptano, tolueno a temperatura ambiente por 24 h. Apds este periodo nao foi
observada qualquer alteragcdo macroscopica nos filmes decorrentes da acao dos
diferentes solventes, exceto em tolueno, no qual o flme de CMC apresentou sinais

de deterioracéo.
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Apos estes testes, os filmes foram utilizados para imobilizagao de lipases

de diferentes fontes e os sistemas empregados em reagdes de esterificagao.

4.2 Esterificagdo dos acidos estearico e laurico com n-pentanol mediado

pelas lipases LRO e LMJ na sua forma livre

Primeiramente, foram feitas reag¢des utilizando as LRO e LMJ livres como
biocatalisadores na esterificagdo dos acidos laurico e estearico com n-pentanol
utilizando n-hexano como solvente externo. Féz-se também a reutilizacdo destas
lipases e as reagdes controle, isto € sem adicdo de enzima. Os resultados estao

demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4. Conversdo em éster (%) a partir dos acidos estearico e laurico com n-

pentanol com diferentes lipases.

Acidos LRO livre LMJ livre Reut.LRO Reut.LMJ S/enzima
Estearico 96 81 n. d. 89 n. d.
Laurico 37 79 n. d. 60 n. d.

Hexano 35°C, 24h. (a) determinado por RMN'H, n. d. = nao detectado.

Os resultados mostram que as maiores conversdes em éster foram obtidas
nas reacdes com a LRO e a LMJ, nas suas formas livres com o acido estearico.
Com o acido laurico os melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo da
LMJ.

Quando as lipases foram reutilizadas, somente as reagdes com a LMJ
apresentram rendimentos em éster, demonstrando que esta foi mais resistente ao
meio hidrofébico que a LRO. Este comportamento pode também ser devido a uma
maior afinidade desta enzima com o substrato e/ou produto formado.

Deve-se ressaltar que na auséncia de lipases e nas mesmas condi¢coes
experimentais, ndo houve a formacao do éster, o que demonstra a importancia do

biocatalisador nesta reagao.
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Outro resultado interessante deste experimento,é que a LRO perde
completamente sua atividade apds a primeira reutilizagao, dificultando e tornando

mais caros 0s processos biocatalitcos continuos.
4.3 Esterificagao de acidos carboxilicos saturados com n-pentanol

Foram efetuarados estudos da esterificacdo dos acidos decandico, laurico,
miristico, palmitico e estearico com n-pentanol utilizando a LRO e a LMJ

imobilizadas em filmes de CMC, PVA e CMC:PVA(1:1). Os resultados obtidos
estdo demonstrados na Figura 8 e 9.

Conversao (%)

Sistemas CMC:PVA

Figura 8 - Valores de conversao em éster (%) em fungédo dos acidos carboxilicos

e suportes utilizados com a LRO em n-hexano como solvente, a 35°C,
por 24h.

Através dos resultados apresentados na Figura 8, observa-se que a
maioria dos ésteres formados apresentaram rendimentos quantitativos, exceto
para os ésteres dos acidos decandico e miristico que formaram-se com 51% e
68%, respectivamente quando foi utilizado o sistema LRO/CMC:PVA.

De forma geral, os resultados obtidos demonstraram grande afinidade do
sistema com os substratos utilizados.
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Conversao (%)

Sistemas CMC:PVA 70

Figura 9 - Valores de conversao em éster (%) em fungdo dos acidos carboxilicos

e suportes utilizados, com a LMJ em n-hexano, a 35°C, por 24h.

Pbéde-se verificar através dos resultados apresentados na Figura 9 que a
maioria dos ésteres formados pelas reag¢des catalisadas pela LMJ imobilizada em
filmes de CMC, PVA e CMC:PVA apresentaram rendimentos de aproximadamente
90%, também indicando grande afinidade do sistema (suporte/enzima) com estes
substratos. Para o acido decandico os valores de conversao foram de ~50% em
éster, evidenciando assim provaveis efeitos estéreos e/ou hidrofébias.

A comparagao dos resultados apresentados nas duas figuras, demonstrou
que com a LRO imobilizada em filmes de CMC, PVA, CMC:PVA, obtem-se ésteres
alquilicos de cadeias longas (>10 atomos de carbono) com bons rendimentos
sendo portanto uma alternativa viavel para a obtengdo dos mesmos.

Esteres derivados do &cido oleico sdo encontrados no 6leo de baleia e

possui importantes aplicacbes em industrias de cosméticos, lubrificantes,

alimentos e farmacos.’
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4.4 Esterificagao dos acidos carboxilicos insaturados com n-pentanol

Na sequéncia foram feitas reacdes de esterificagcdo dos acidos insaturados
4-pentendico, sorbico, trans-2-octendico, linoleico e oleico com o n- pentanol. Os

resultados estdo demonstrados nas Figuras 10 e 11.

Conversoes(%)

linoleico (18,2)
oleico (18,1)

;o 2-octenoico (8,2)
Acidos s6rbico (6,2)

4-pentenoico (5,1)

Figura 10 - Valores de conversdo em éster (%) em fun¢do dos acidos carboxilicos

insaturados e suportes utilizados com a LRO em n-hexano, a 35°C,
por 24h.

Os resultados, obtidos e apresentados na Figura 10, mostram que em geral
as reacoOes de esterificacdo do acido oleico apresentaram as maiores conversdes
em éster, independente do suporte utilizado. Pode-se também destacar o
resultado obtido na esterificagdo do acido linoleico com o sistema LRO/CMC
(72%).

As baixas conversbes com os substratos podem ser devido a uma menor
afinidade da enzima com estes reagentes que apresentam insaturagcbes proximas
ao centro reacional. Deve-se mencionar também a possivel dificuldade de difusdo

dos mesmos pelo filme polimérico.
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Conversdes(%)

Figura 11 - Valores de conversdo em éster (%) em fun¢do dos acidos carboxilicos

insaturados e suportes utilizados com a LMJ em n-hexano, a 35°C, por
24h.

Na Figura 11 pode-se observar que as melhores conversbes em éster
foram obtidas para o acido oleico no sistema LMJ/CMC (83%) e para o acido
linoleico no sistema LMJ/CMC:PVA (73%). Para os outros acidos estudados as

conversdes foram menores que 50%, provavelmente devido aos mesmos efeitos

citados no experimento anterior.
4.5 Esterificagao dos alcoois de cadeias lineares com o acido laurico

Na continuidade do trabalho, efetuaram-se estudos de esterificacdo do
acido laurico com etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, octanol, decanol e

octadecanol, utilizando as enzimas LRO e LMJ, imobilizadas em filmes de CMC,
PVA e CMC:PVA. (Figuras 12 e 13)
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100

Conversdes(%)

Figura 12 - Valores de conversdo em éster (%) em fungédo dos alcoois saturados

e suportes utilizados com a LRO em n-hexano, a 35°C, por 24h.

A Figura 12 mostra que as melhores conversdes em ésteres foram obtidas
para alcoois de 2 a 5 atomos de carbono (>99%), para os alcoois de cadeia
maiores as conversdes foram de aproximadamente 80%, devido a grande
afinidade do sistema (suporte/enzima) com os substratos. Para o octadecanol a
conversdao em éster foi menor que 50% utilizando LRO imobilizada com os trés
sistemas. Estes resultados refletem a importancia dos efeitos estéreos em reacdes
biocatalisadas, e que substratos maiores ndo se encaixam adequadamente no

sitio ativo desta lipase.
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Figura 13 - Valores de conversao em éster (%) em fungdo dos alcoois saturados

e suportes utilizados com a LMJ em n-hexano, a 35°C, por 24h.

Os resultados apresentados na Figura 13 demonstram que novamente os
ésteres formados com alcoois de cadeias de 2 a 5 atomos de carbono
apresentaram as melhores conversdes (>99%). Para os alcoois de cadeias
maiores as conversdes obtidas foram menores que 50%, e provavelmente é

devido a efeitos estéreos, conforme discutido anteriormente.
4.6 Esterificagao do acido laurico com alcoois de cadeias ramificadas

Em seguida foram feitas reacdes de esterificacdo do acido laurico com os
alcoois ramificados como o isopropanol, terc-butanol e isobutanol, utilizando as
enzimas LRO e LMJ imobilizadas em filmes de CMC, PVA e CMC:PVA, em n-
hexano, a 35°C, por 24h.

Nestas reacdes de esterificagao ndo foram detectadas conversées em éster
com os sistemas utilizados. Estes resultados demonstram que nao ha afinidade do
sistema (suporte/enzima) com estes substratos, sugerindo que nao se ligam

efetivamente ao sitio catalitico das enzimas devido a impedimentos estéreos
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causados pelas ramificagcdes nas cadeias laterais dos alcoois proximas ao centro

nucleofilico, conseqiientemente néo favorecendo a formagéo do produto.?’

4.7 Influéncia do solvente na esterificagdo do acido laurico com n-pentanol
utilizando o sistema CMC/LRO

Outro estudo realizado foi o da utilizacdo dos filmes de CMC/LRO em
diversos solventes orgéanicos para a reagéo de esterificagdo do acido laurico com
n-pentanol. Os resultados obtidos em termos de conversao de laurato de n-pentila
em funcao dos valores de log de P dos diversos solventes estdo apresentados na
Figura 14.

100 — Solvente log P

Acetona -0,23

Acetonitrila -0,33

1 Acetato de Etila 0,71

80 Diclorometano 0,93

] Cloroférmio 2,00

Hexano 3,50

) Heptano 4,00
60 -
40
20

O | T

L rTrrrrrrTr T r T r Tt T
06 03 00 03 06 09 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42

log P

CReNeTEd o

Figura 14 - Valores de conversdo em laurato de n-pentila (%) em fungcédo da
polaridade do solvente (log P) com a LRO imobilizada em CMC, a
35°C.
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As conversodes obtidas neste experimento apresentaram concordancia com
o trabalho de Laane e col., no qual solventes com log P entre 2 e 4 sdo mais
indicados para o uso em biocatalise do que os com log P<2. Esta correlagéo entre
polaridade e atividade esta diretamente ligada a habilidade do solvente orgénico
em afetar (por exemplo, através de ligagdes de hidrogénio) a micro camada

aquosa que estabiliza as enzimas hidroliticas.??
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5 - CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, as principais concludes sao:

v" Os filmes de CMC e PVA sao estaveis em diversos solventes organicos.

v" Nas reacgdes controle (sem adicdo de enzimas) do acido laurico e estearico
com n-pentanol, ndo houve formacdo de produtos, evidenciando a
importancia do biocatalisador nestas reagdes.

v" Nas reagdes de esterificacdo do acido laurico e estearico com n-pentanol,
utilizando a LRO e LMJ livres as maiores de conversdes foram obtidas nas
reacdes com o acido estearico. Para o acido laurico os melhores resultados
foram obtidos quando utilizou-se a LMJ, demonstrando grande afinidade do
sistema (suporte/enzima) com estes substratos.

v Na reutilizacdo destas lipases, somente as reagbes com a LMJ
apresentaram boas conversdes em éster, mostrando que esta foi mais
resistente ao meio hidréfobico que a LRO.

v' De uma forma geral, utilizando os filmes de CMC, PVA e CMC:PVA(1:1)
como suportes para a imobilizagdo das lipases LRO e LMJ foram obtidos
ésteres derivados de &acidos e alcoois saturados em altas conversdes
(~99%), indicando que estas lipases mantém a atividade catalitica.

v' Para os acidos insaturados e alcoois de cadeias ramificadas os valores de
conversao foram menores que 50% tanto com LRO e LMJ, indicando uma
menor afinidade do sistema.

v Para os alcoois de cadeia ramificada ndo houve a formagdo de éster,
evidenciando a importancia dos efeitos estéreos em reagdes biocatalisadas.

v" Os resultados obtidos mostram a viabilidade do uso de materiais
polimeéricos como suportes para imobilizagdo de enzimas.
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6 - PERSPECTIVAS

v Realizar estudos sobre a influéncia do solvente com as LRO e LMJ em
filmes de PVA e CMC:PVA(1:1), nas reagdes de esterificagao realizadas
neste trabalho.

v' Testar a estabilidade de outras lipases imobilizadas nestes suportes.

v' Realizar estudos das interacdes filme/enzima através de medidas de DSC,

TGA e microscopia Optica.

v' Realizar testes variando o tempo e temperatura da reagao.
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