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Perguntaram ao Dalai Lama:

“O que mais te surpreende na humanidade?”
E ele respondeu:

“Os homens... Porque perdem a saude para juntar dinheiro,
depois perdem o dinheiro para recuperar a satde”.

E por pensarem ansiosamente no futuro, esquecem do
presente de tal forma que acabam por ndo viver nem o
presente nem o futuro.

E vivem como se nunca fossem morrer... € morrem como se
nunca tivessem vivido...”



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo milagre da vida, por eu ser t&o feliz, pela satisfagdo que sinto
em ter passado por mais essa importante etapa, pel os momentos maravilhosos de alegria, de
estudo e de festa. Por eu ter conhecido pessoas incriveis, que sdo importantes pra mim, por
ter me dado a méo e me levantado nos momentos de dificuldade, e por fazer com que eu
aprenda com meus proprios erros.

A minha familia, onde estfo as pessoas que mais ano, pelas paavras de consolo e
pela for¢ca nos momentos de ansiedade. Sou grata especialmente a meus pais que sempre
me esperavam em casa com um Sorriso, que se preocupavam comigo quando eu chegava
tarde, quando tinha festa com os amigos, ou quando eu ficava doente. Por me depositarem
tanta confianca, protecéo e amor.

Agradeco a0 meu namorado Leonardo, por todo o amor, pelo carinho, pelas
palavras doces, pela alegria e confianca. Agradeco principamente pela sua parceria,
estando comigo quando eu mais precisava, me fazendo sorrir quando eu estava triste. Pela
tranquilidade que me transmite, fazendo com que eu esguecesse dos problemas. Por ser téo
especial e fundamental na minhavida, um principe que amo muito.

Agradeco aos amigos que fiz, pessoas que tornam nossos dias tdo mais felizes, pela
cooperacdo, pelos estudos em grupo, pelas festas. Em especial & Vanessa, a Nane, e a
Magda pelas gargalhadas nos momentos felizes, consolo nos momentos tristes. S&o0 amigas
deumavidainteiral

Agradeco especialmente a professora Maria da Graga Nascimento, por ter sido uma
orientadora presente, sempre disposta a nos receber e a nos ensinar. Por ter me dado a
chance de trabalhar em seu projeto de pesquisa, que foi um grande e importante
aprendizado.

Aos meus colegas do laboratorio, Vanessa, Damianni Cristiane, Patricia, Fernanda,
Alexandre, Marcelo, Thiago, Tiago, Isabel, Rosana, por terem me ensinado tantas coisas,
sempre dispostos a gjudar. Por termos trabalhado em grupo com cooperacéo, tornando o
ambiente de trabalho um lugar agradavel e alegre. Agradeco especialmente ao doutorando
Damianni, por ter sido fundamental na minha formagéo académica, e principalmente pela
amizade verdadeira.

Agradeco também a minha prima Cristina, uma grande amiga, alegre, companheira,
e um pouco “maluquinha”, que compartilhou varios momentos da minha vida académica
comigo.

A todos os professores do curso de Quimicada UFSC.

A professora Sonia Peduzzi de fisica, com a qual trabalhei por dois anos, que
pacientemente me ensinou a usar 0 computador. Foi meu primeiro servico e vou sempre
lembrar com muito carinho.

A central de andlises pelos servicos prestados.

A UFSC, CNPq e CAPES pelo suporte e apoio financeiro.

A Amano e Novozyme pela doacao das enzimas.



INDICE GERAL

RESUMO ...ttt sttt st st st b e et e be e s be e she e saeeeateeabeeabeeabeeabeesaeesneeenteenteenseeneeens 6
1 INTRODUGAQ ...ttt sttt essansessassessessessesssssnsensanes 7
O 0 g SRS 7
1.1.1. CataliSe ENZIMAEBLICAL......cviveereeieieesieir et 8
1.1.2. ClassifiCaga0 das ENZIMBS .........cccouriririiiisie ettt 9

1.2. Lipases— ClassifiCaga0 € FONLES ........cceiriiiresiesieseee et 10
1.3. IMODiliZAGA0 0B ENZIMBS........ccuiiiiieeieeeieiee et 14
1.3.1. Imobhilizacdo por Confinamento em Matriz POIIMErica........cccccvvveveieceece e, 18

R @0 o (0= (= I =041 7= 1 oo TSRS 19
L5, ESEIES. ..ottt bbbt 19
2. OBUIETIVOS ...ttt bbbttt £ttt ettt bbbt benenas 22
A I © o 1= LYo 1 = - | OSSR 22
2.2, ObjetiVOS ESPECITICOS ....cviivieeiiieciiee ettt sttt e sreenaesnesre e s 22
3. MATERIAISE METODOS .....ccuuiiiiieieeseesseeses e sssssssssssssesssesssssssssssssesssesssesssssssssssssssssnns 23
TNt 1V = (= = T S S 23
300 I T 2 PSR 23
3.1.2. POli(AICO0I VINITICO)....cccuiiiieiiciiiieiie ettt sttt e e s b e e b sneenesresnaenne s 23
3.1.3. REAGENIES € SOIVENLES..... oottt st s re et st e re e besreeaesreenee it 24

B2  IMIBLOUOS ...ttt bbbt b et e et Rt n et n s 25
3.2.1. Imobilizagdo de Lipasesem FIIMEeS e PVA ... 25
3.2.2. Preparacd0 do MEO REACIONE ........c.ecveiiiciieii ettt 25
3.2.3. Determinag&o da Quantidade de Agua nos Filmes POliMENicos...........ocuveeeecereereesnenn. 28

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ccoumriimreresmessseesssessssessssesssessssssssessssesssssssssssssssssssassssns 29
4.1. Determinac&o da Quantidade de Aguano FIlME de PVA .........ccoceeeveeicereeeeeeeseeeee e, 29
4.2. Selecdo de Lipases e Efeito do Doador ACHA..........cceoeeeeeinenisereeeeeses e 30

4.3, EFQITO 0O SOIVENLE ....eeeeeeeee ettt et ettt e e et e e et eeeeseeaasasareeeeeesesasassaeeeeeeresasssseeeeeesesanannns 34



4.4. Esterificagio de Acidos Graxos Insaturados com N-Pentanol ..............c..cceeeeeeeveeveerersrneenen. 35
4.5. Reutilizag@o e Tempo de Estocagem do BiocataliSador ...........cocvverereeeieenieseneseseeeeennens 38
4.6. Sintese do Estearato de iSO-PropilaL........cccciiiiiiiiiieie ettt 39
5. CONCLUSODES.......cvtreemmeemeesseeesseseseesseessssessss st sssssess st sss st sssssssssessssassssas 40
B. PERSPECT IV AS ...ttt ettt ettt b e s bt e et e s et e bt e ebeeebeesaeesneeenneenreeneens 41
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oveieeeeieeteeeseiesessiesssssessssssssssssssssassssssssssssssssssssnsnsanens 42
B AINEXQDS.... .ttt b b et et e e e e Rt et et e bt n e Re e are e nae e eareenenaee 47

INDICE DE FIGURAS

Figura 1 - Representagdo esquemédtica da estrutura tridimensiona da lipase de Pseudomonas

o= 0= T OO 11

Figura 2 - Algumas possibilidades de transformacdes organicas utilizando catalise enzimatica, a

partir de um intermedi&rio aCil-eNZIMaL..........c.cocvieeceie e 12
Figura 3 - Proposta mecanistica de hidrdlise de éster catalisada por lipase™. .........c.ccocoveveeververernnen. 14
Figura4 — Principais métodos de imobilizagdo de enzimas (adaptadadaref. 3)........ccccoceevveirnennns 16

Figura 5 — Relagdo mitua entre os vérios componentes envolvidos em uma reagdo biocatalisada

Na PresenGa de SOIVENTE OFQANICO. ......cvevriririeriesie et sresn e 17
Figura 6 — Reag&o de polimerizagdo do acetato de vinila paraformacdo do & cool polivinilico. ...... 18
Figura 7 — Formula estrutural de alguns ésteres com aplicacdo industrial. ............ccoeveevveieneierinenns 20
Figura 8 — Estruturas dos ésteres saturados de cadeialonga. ..........ccceeveeveieeiecesee s 20
Figura 9 — Estrutura do acool poliviniliCo (PVA). ...t 24
Figura 10 — Procedimento experimental utilizado na preparacdo dosfilmes..........ccccoeecevveeecnennene, 25
Figura 11 — Preparacdo do meio reacional e analise do produto. ...........ccceeeevevieeeececeeceese e, 26

Figura 12 — Regido do espectro de RMN-'H dos deslocamentos quimicos dos prétons
metilénicos do alcool e éster utilizada para o calculo da percentagem de conversio
(32 TSRS 27



Figura 13 — Fotografia do titulador automatico de Karl FiSCher. ... 28

Figura 14 — Regi&o ampliada do espectro de RMN-'H do produto da reagdo do &cido pamitico
com n-pentano catalisada pela LRO, mostrando a formagdo de éster. (200MHz,
(@D 1 TSRS 32

Figura 15 — Valores de conversdo (%) em ésteres em funcdo dos &cidos carboxilicos e lipases,

240, 35°C, NENEXAN0. ..ottt ettt e et et e et e et e e e et et eeeeseeeeeeeeeseeeeaeeeeeaeas 33
Figura 16 — Estrutura dos acidos graxoS iNSAtUradOS. ........cc.cceeeerieieereeseseese et ee e 36
Figura 17 — Formas de ressonécia dos acidos (a) trans-2-octendico e (b) sérbico. ........ccccceevenennee. 37

Figura 18 — Influéncia do tempo de estocagem e reutilizacdo na esterificagdo do &cido laurico

com n-pentanol com 0 SISLEMALPS/PVA.........coi e 38

INDICE DE TABELAS

Tabelal - Classificagcdo das enzimas segundo aUIBBM. ........cccoveeviceveese e 9
Tabela2 — ENZIMaS UtHlIZadas. .........cooveeeiiee et 23
Tabela 3 - Valores dos teores de agua (%) presentes nosfilmesde PVA...........cccocveeee 29

Tabela4 - Conversao(%) em miristatos (7) e pamitatos (8) de n-pentila com as lipases
imobilizadas em filMESAE PV A ... 30

Tabela 5- Efeito da polaridade do solvente na conversdo em palmitatos de n-pentila
catalisada pelas lipases LMJ e LCR imobilizadas em filme de PVA®. ............ 34

Tabela 6 — Conversdo (%) em ésteres derivados de acidos insaturados com n-pentanol
com 0S SIStEMas LPS/PVA € LOR/PVA. ...t 36



RESUMO

Neste trabalho é descrita a imobilizacdo de lipases de fontes variadas em filmes de
acool polivinilico (PVA). Estes sistemas foram usados para catalisar a reacdo de
esterificacdo dos écidos palmitico, miristico, laurico e decanéico em n-hexano como
solvente. Os maiores valores de conversdo (~90%) foram obtidos com as lipases
imobilizadas de Pseudomonas sp. (LPS) e de Rhizopus oryzae (LRO). Utilizando os
sistemas LPS/PVA e lipase de Candida rugosa (LCR)/PVA, foram realizadas também
reacOes de esterificacdo dos acidos isaturados 4-pentendico, trans-2-octendico, citronélico
(&cido 3,7-dimetil-6-octendico), oléico (&cidos cis-9-octadecandico), sorbico (&cido 2,4-
hexadiendico) e linoléco (acido cis-9, cis-12-octadecadiendico).

As maiores conversdes foram obtidas utilizando-se o sistema LPS/PVA. A maior
conversdo foi obtida na esterificacdo do acido oléico, 88%.

Para verificar a influéncia da imobilizac&o de duas lipases “coquetél enzimaticos” e
da polaridade do solvente, as lipases de Mucor javanicus (LMJ) e a LCR foram
imobilizadas simultaneamente em filmes de PVA. Estes sistemas foram usados para
catalisar a reacdo do &cido pamitico com n-pentanol. Os resultados mostraram gque com a
adicdo do t-butanol, um solvente mais polar, os valores de conversdo aos correspondentes
pal mitatos diminuiram e que ndo foi observado um efeito adicional ao imobilizar estas duas
lipases no mesmo suporte.

O estudo da reutilizacdo do sistema LPS/PVA, mostrou a estabilidade da enzima
apos sete reacdes consecutivas, permanecendo 239 dias estocado em n-hexano. O laurato de
n-pentilafoi obtido com conversdes de 75-99%

O estearato de iso-propila ndo foi obtido ao utilizar a LPS imobilizada em PVA,

com uma mistura de hexano e terc-butanol, em 24h a 35 °C.

Palavras-chave: Imobilizagdo, lipases, ésteres alquilicos



1. INTRODUCAO
1.1 Enzimas

Enzimas sdo substancias de estrutura complexa, geradas no interior da célula (mas
gue podem agir fora dela), que aumentam de vérias ordens de grandeza a velocidade das
reacOes e, por serem adtamente especificas, selecionam entre todas as reacOes
potencial mente possiveis aguel as que efetivamente vao ocorrer™.

Quimicamente, e em geral, sdo proteinas globulares com estrutura espacia
contendo um sitio ativo, onde as reagdes ocorrem’.

As enzimas, como as outras proteinas, sdo congtituidas de longas cadeias de
aminoé&cidos unidas por ligagdes peptidicas que aceleram muitas reacfes bioldgicas com
muita eficiéncia. Podem ser encontradas em células animais ou de plantas, bem como em
microorganismos. Entretanto, quando a permeabilidade da membrana celular € insuficiente
para a passagem do substrato ou quando acontecem reacdes laterais indesgaveis, é
necessario conduzir a biotransformag&o com enzimas isoladas ou purificadas. As enzimas
sd0 altamente especificas e capazes de diferenciar estereoisOmeros de certos compostos, de
modo que somente certos substratos sofrem sua acdo e unicamente um tipo de reacéo
ocorre, sem reacOes colaterais ou produtos derivados. As vantagens de utiliza-las como
catalisadores sa0**:

e Altavelocidade de reacdo: as velocidades de reacOes catalisadas por enzimas podem
ser de 10° a 10™ vezes mais répidas que as correspondentes ndo catalisadas.

e Atuam, em geral, em condi¢des suaves. de temperatura, presséo e em meio de pH e
concentracdo salina praticamente constantes. Estas condi¢des minimizam problemas
de isomerizacdo, racemizacdo e rearranjos, que freqUentemente permeiam a
metodologiatradicional.

» Apresentam diversos tipos de seletividade: quimiosseletividade, regiosseletividade,
diastereosd etividade, e também enantiossel etividade. As reacfes raramente formam

subprodutos.



e Tem capacidade de regular processos:. a atividade catalitica de muitas enzimas varia
dependendo da concentracdo de outras substancias que ndo sdo seus substratos.

e Cataisam um grande nimero de reacOes. aceleram a velocidade da reacdo sem
alterar o equilibrio termodinamico.

1.1.1. Catalise Enzimética
As enzimas sdo reagentes que se combinam com o substrato formando um

complexo enzima-substrato que posteriormente se separa dando origem ao produto e a

enzimalivre (Equacéo 1).

Enzima + Substrato Enzima/Substrato

Enzima + Produto (EQ. 1)

k-1

Apenas umaregido restrita da enzima esta envolvida no processo de catélise, que é
denominada sitio ativo. O sitio ativo possui uma conformagao cujos grupos ligantes R dos
aminoé&cidos estdo corretamente posicionados, e sua conformacdo é complementar a
estrutura do substrato (Teoria da *“chave-fechadura” proposta por Emil Fischer). Um
modelo mais refinado para explicar as propriedades das enzimas é 0 modelo do “encaixe
induzido”, proposto por Koshland que propGe que o sitio ativo € uma regido flexivel cuja
forma pode ser induzida para alojar compostos estruturalmente semelhantes. No entanto,
somente o substrato capaz do alinhamento correto com o grupo catalitico, é que sofre a
acd0 da enzima®*®. A especificidade estrutural ou regiosseletividade é decorrente da
orientacdo imposta pelas dimensdes e pela estrutura do centro ativo a ligacdo do substrato.
E a capacidade que algumas enzimas possuem de discriminar os enantioméros de uma
mistura racémica. Estas restri¢cdes levam a distingdo e a transformacao seletiva de fungdes
quimicamente similares na mesma molécula. A seletividade e a estereoquimica advém da
propria quiralidade da enzima, ou sgja, de sua simetria estrutural, que limita a agdo em
substratos que nédo satisfacam determinadas relacbes espaciais. Desse modo, a catélise

enzimética permite transferir ou gerar centros quirais nas moléculas, assim como distinguir



formas enantidbmeras. Elas tém sido empregadas para resolucéo de racematos, resultando
em rendimentos elevados, para obtenczo de ésteres, &lcoois e &cidos opticamente puros’.
1.1.2. Classificagdo das Enzimas

De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular

(UIBBM), as enzimas podem ser classificadas em seis grandes grupos, de acordo com o
tipo de reagdo envolvida (Tabela 1),

Tabela 1 - Classificagéo das enzimas segundo a UIBBM.

Grupo Tipo de Reacéo Subclasse
Oxidoredutases Transferénciade eléronsou  Hidrogenases, oxidases,
remocao de hidrogénio peroxidases, etc
Transferases ReacOes detransferénciade  Transaldolases,
grupos transcetol ases, etc
Hidrolases Reages de hidrolise Estearases, lipases,

peptidases, fosfatases, etc
Liases ReacOes de adicdo de grupos Descarboxilases,
aduplaligacdo ou formacdo cetoacidoliases, hidroliases

de duplas ligagbes por

remocao de grupos
|somerases Transferéncia de grupos Racemases, epimerases,
dentro da molécula para oxirredutases, mutase, etc

produzir isdmeros

Ligases Formagdo e clivagem de
ligaghes C-O, C-S, C-Ce C-
N e ésteres de fosfato
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1.2. Lipases - Classificagdo e Fontes

As lipases s80 enzimas que em seu meio natural catalisam a hidrélise de
triglicerideos paraformar di e mono-glicerideos, glicerol e &cidos graxos (Equacéo 2). Elas
tém sido isoladas de uma ampla variedade de tecidos de animais e plantas, podendo ser
também produzidas por processos de fermentacdo usando vérias espécies de

microorganismos (fungos e bactérias)"®°.

o}

I
CH,—O0—C—R CH,—OH .

lipases I

CH—O—g—R + H,0 P CH-OH + 3 RCOH Eq. 2

® &cido graxo
CH,~O—C—R CH,—OH
triacilglicerol glicerol

Estudos de raios X mostram que a estrutura tridimensional das lipases apresenta um
padréo conformacional comum, denominado de conformacao a/f hidrolase, composto de
uma sequiéncia de o-hélices e folhas B-pregueadas. O sitio catalitico € formado pela triade
cataltica Ser-His-Asp/Glu, que se repete em todas as estruturas™ .

Na Figura 1 pode-se observar 0 modelo tridimensional da lipase de Pseudomonas
cepacia com a ampliagéo do seu sitio ativo, composto dos residuos de aminoacidos Ser 87,
His 286 e Asp 264"
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Figura 1 - Representacdo esquemética da estrutura tridimensional dalipase de
Pseudomonas cepacia'?.

As lipases tém sido extensivamente investigadas com relacéo as suas propriedades
bioquimicas e fisiolégicas e, mais recentemente, para aplicagbes industriais. Embora,
atualmente, os usos industriais das lipases estgjam concentrados nas industrias de
detergentes, novos aplicacOes vém se estabelecendo nos mais diversos campos, tais como
induastria farmacéutica, quimica fina, cosméticos, oleoquimica, couros, polpa de celulose e
papel e no tratamento de residuos industriais. As lipases vém, deste modo, conquistando
uma faixa crescente do mercado de enzimas> >4,

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando
gradativamente, principalmente nas &reas de engenharia de proteinas e enzimologia em
meios n&o convencionais®™,

S80 muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande disponibilidade,
baixo custo, ndo requererem cofatores, atuarem em uma faixa de pH relativamente grande e
serem muito estaveis. Em solvente organico, catalisam a transferéncia de grupos acila de
compostos doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores da agua™™ 7.

Entre todos os tipos de reagOes catalisadas por enzimas, as transformagoes
hidroliticas, envolvendo a formacéo de ligagdes amidicas e éster podem ocorrer facilmente
usando proteases, esterases ou lipases. Quando a enzima esta operando em um ambiente

gue tem baixa concentracdo de agua, qualquer nucledfilo pode competir com a &gua e
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formar o produto a partir de um intermediario acil-enzima, levando assim a varias

transformagdes sintéticas Uteis (Figura 2)°.

o @]
R')l\OH R'ANHR"
Hidrélise wo R"NH, Amindiss
O ésteres

o

" H,O
R"OH Intter'mar:lia‘u’i.::\"’\2
O

Enz

o acil-enzima
R')\opz" R ™0-0H
i Formac3o de
i perécidos

Figura 2 - Algumas possibilidades de transformagfes organicas utilizando catalise

enzimética, a partir de um intermediario acil-enzima.

As enzimas hidroliticas tém sido amplamente utilizadas em sintese organica. Porém,
muitas ainda apresentam relativa instabilidade em meio organico e alto custo, o que pode
levar aalgumas limitaghes de seu uso.

Cadtillo e col. realizaram a sintese biocatalisada de andlogos da capsaicina ((E)-N-
(4-hidréxi-3-metoxibenzil)-8-metil-6-nonamida), uma molécula natural responsavel pela
sensacdo picante das pimentas (Capsicum spp.). Véias aminas e doares acila foram
utilizados, e areacdo foi catalisada pelalipase de Candida antartica (Novozym 435), em n-

hexano ou CO, supercritico (Equacéo 3)™.
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O
Xq o
D/\NHZ L Novozym 435 XlD/\NHJJ\R + HOR Eq.3
X R” "OR n-hexano
2 ou CO, superc. X
X1 X2
CH,O-  HO-
H- H-
CH:O  H-

R = -C3H7; -CsHay; -CiHis; -CoHag; -CiiHas; -CigHa7; -CisHa; -(CH2);CH=CH(CH,);CHj;
R’ = 'H, 'CHg; 'CHZCH3

Nas reacOes de hidrolise de ésteres catalisadas por lipases, 0 mecanismo proposto
envolve varias etapas. Este, inicia-se com o ataque nucleofilico pelo oxigénio da serina no
aomo de carbono carbonilico na ligagéo éster, levando a formacdo de um intermediério
tetraédrico estabilizado pelas ligagbes de hidrogénio a &omos de nitrogénio de residuos da
cadeia principal pertencente a cavidade de oxianion. Um & cool € liberado apés a formacéo
do complexo acil-enzima, o qual € finalmente hidrolisado com a liberacdo dos é&cidos

graxos e regeneracdo da enzima. Este mecanismo esté apresentado na Figura 3°*.
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Figura 3 - Proposta mecanistica de hidrélise de éster catalisada por lipase™.

1.3. Imobilizacdo de Enzimas

Na prética, aguns inconvenientes sdo freqlientemente encontrados em reacdes

catalisadas por enzimas. Os principais s&0”%%,

e Muitas enzimas ndo sdo suficientemente estaveis dentro das condicles operacionais,
e elas podem perder a atividade catalitica devido a dtas temperaturas, auto-

oxidacado, autodigestéo e/ou desnaturacdo pelo solvente ou reagentes.
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e JA que as enzimas sd0 moléculas sollveis em &gua, 0 seu uso repetido que €
importante para viabilizar um processo econémico, pode ser problemético devido ao
fato que elas sdo dificeis de serem recuperadas deste meio além da separacdo dos
substratos e produtos.

e A produtividade de processos industriais, medidas de rendimento com o espaco de
tempo, é freqientemente baixa devido ao limite tolerado pela enzima para altas

concentracoes de substrato(s) e produto(s).

Para minimizar estes problemas, foram desenvolvidas técnicas de imobilizacgo. A
imobilizacdo pode ocorrer através da adsorcdo ou ligacdo da enzima em um materia
insoluvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligagdes cruzadas, ou pelo
confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos, ou ainda por encapsulacéo
através de uma membrana polimérica®*%.

As enzimas quando imobilizadas retém sua configuracdo estrutural devido as
ligacBes de hidrogénio que ocorrem na superficie do materia. Isto leva a uma certa
dificuldade de vibraggo dessas enzimas, aumentando assim a estabilidade térmica® % %,

O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que n&o foram alterados durante o processo, em comparacdo a sua
forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada deverd exibir uma atividade cataitica
superior. Além disto, ndo deverdo ocorrer ateracdes estruturais, bem como modificactes
no seu sitio ativo®.

As vantagens da imobilizagdo, sd0 que, em geral, aumentam a estabilidade das
enzimas, sao de baixo custo, faceis de separar, recuperar €, uma das mais importantes é que
podem ser reutilizadas, 0 que possibilita operagdes continuas. Este processo mantém muitas
vezes, a estabilidade da enzima durante varios ciclos, o que pode eficazmente reduzir o
custo em aplicagdes na industria®. Em alguns casos verifica-se um aumento na atividade
enzimética®®?.

A Figura 4 mostra os principais métodos de imobilizacdo de enzimas.
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Métodos de Imobilizagao de Enzimas

A A
-.IEH, i i n
B G Enzima
[
N - il

| | ?&F: &
) Y
Comfinamento em matriz *&'ﬁﬁ gj .
o Polimeros naturais. gel de agar, o' e ' J
caseinato de sodio _ Wb RE
e PVA, orgonogéis de microemulsio Confmamgnto em g %
6leo-agua, aerogéis de silica microcapsula ’
e Gelatina, quitosana, o
dginato  carragenana Ligagdes cruzadas
com dorelo de cdcio ¢ Hexametilenodiamina e
ou potéssio glutaraldeido
Ligacdes em suportes {
e Adsorcdo fisicaa dcool polivinilico (PVA),

Xantana, quitosana, galactomanana, poli-oxido de
gtileno (PEO), poli(4cido acrilico) (Carbopoal),
nylon 6.

o Adsor¢cdo covaente: silica, alumina, celulose,
poli(etilenoglicol) (PEG), metoxi(polietilenoglicol)-
p-nitrofenil carbonato.

o Adsorcdo ibnica: resinas de troca idnicac DEAE-
sefadex, carboximetilcelulose, Dowex 66, duolite
568N)

Solwente nrganico
Agua + Enzima

Sistema bifasico

Figura 4 — Principais métodos de imobilizacdo de enzimas (adaptada daref. 3).

A heterogeneidade do sistema biocatalitico, em meio orgéanico, implica em uma

relacdo mitua entre os diferentes componentes do sistema (Figura 5)™.
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A
solvente \
enzima - - substratos
suporte ~—p agua /

Figura 5 — Relagdo mutua entre os vérios componentes envolvidos em uma reacéo

biocatalisada na presenca de solvente organi co.

Em geral, os suportes tém sido considerados como materiais inertes com pouca ou
nenhuma interferéncia no comportamento cinético da enzima. A caracteristica que mais
interfere na escolha de um tipo de suporte para imobilizacgo € a sua afinidade ou néo pela
&gua, ou seja, o cardter hidrofilico ou hidrofébico®*™>.

A é&gua é, talvez, o componente mais importante quando o biocatalisador é
utilizado em meio organico. Esta bem documentado na literatura que uma quantidade
minima de &gua, que € dependente do tipo de solvente e das caracteristicas do suporte
utilizado, & absolutamente necessé&ria para a solvatagdo da enzima ou dos substratos e
produtos. Normalmente, a atividade enzimatica aumenta com o aumento da camada de
hidratacdo da enzima, o que € devido a acdo lubrificante da &gua, que aumenta a
flexibilidade interna da enzima. Entretanto, o excesso de &gua pode favorecer a reagdo de
hidrélise e ndo a sintese®?’.

As enzimas necessitam de uma quantidade minima de &gua para reter sua
conformagdo tridimensiona ativa, mesmo quando estdo ligadas covalentemente em um
suporte”®?**° A 4gua contribui ainda para a integridade estrutural, para a polaridade do
sitio ativo e estabilidade da proteina, e ela pode também limitar a solubilidade de substratos
hidrofébicos em torno da enzima®".

O suporte para ser efetivo na imobilizacdo deve deixar a enzima acessivel aos
substratos, manter a atividade por um longo periodo e possibilitar a regeneracédo do sistema

suporte/enzima ao final do processo, sem que ocorra a perda da atividade enzimética.
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1.3.1. Imobilizagéo por Confinamento em Matriz Polimérica

Neste trabaho, lipases foram imobilizadas em um polimero através do método do
confinamento em matriz polimérica, que consiste em “prender” uma proteina em um
polimero insollvel. Neste sistema cria-se uma cela artificial delimitada por uma membrana
porosa. Moléculas grandes, tais como enzimas, ndo sao capazes de se difundir através desta
membrana, enquanto que pegquenas moléculas, como substratos e produtos, difundem-
5815'22.

A vantagem da utilizagdo desta técnica, € que a enzima ndo interage quimicamente
com o polimero, evitando assim a desnaturacao.

O polimero utilizado foi o acool polivinilico (PVA). Este € um polimero sintético,
de baixo custo e ndo-tdxico para microorganismos e por isso tem sido usado recentemente
para imobilizar células e enzimas®. E usado também na fabricacdo de filmes sol(veis em
agua, e adesivos.

O dcool polivinilico (polimero solivel em agua) ndo pode ser preparado
diretamente a partir do seu monémero, pois o acool vinilico € um composto instéavel que se
rearranja espontaneamente em acetaldeido®. E produzido através da polimerizacdo do

monodmero acetato de vinila, e amassa molar pode ser controlada (Figura 6).

nCHz=CH—>+CHz—<|:H)n —+ ~{CH2—CH),

20
@) O OH
Lo Lo
é:H?: AIH 3

acetato de vinila acetato de polivinila dcool polivinilico

Figura 6 — Reacdo de polimerizagdo do acetato de vinila para formagdo do &cool

polivinilico.
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1.4. Coquetel Enzimético

O termo “coquetel enzimatico” tem sido aplicado quando dois ou mais
biocatalisadores sd0 usados simultaneamente, imobilizados ou n&, no mesmo suporte,
visando aumentar a atividade catalitica™.

Para acelerar a maturacdo de varios tipos de queijo, Kheadr e col. encapsularam
trés tipos de enzimas (proteases, peptidases e lipases) em liposoma (Pro-lipo VPF 012). Os
resultados demonstraram que para alguns sistemas foram obtidos queijos com sabor
agraddvel (ndo amargo), sem mofo ou defeito na textura, em um curto tempo de

maturacdo. ®

1.5. Esteres

Os ésteres (RCOOR’) sdo compostos organicos que apresentam-se bem
distribuidos na natureza. Muitos deles sdo ésteres de glicerina, chamados gliceridios e sdo
constituintes principais dos 6leos e das gorduras. Muitos ésteres simples sdo liquidos de
cheiro agradavel, responsaveis pelos odores de frutas e flores. Por exemplo, o butanoato de
metila (1), ocorre no Oleo de abacaxi, e 0 acetato de iso-pentila (2), no 6leo da banana.
Estes ésteres de cadeia curta tém, portanto, grande aplicacdo 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 ésteres™ *’. O
acetato de etila (3) € um solvente comum encontrado no removedor de esmalte de unha, e
os ftalatos de dialquila (4) sdo usados como plastificantes, que evitam que os plésticos se

tornem quebradicos’ (Figura 7).
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Figura 7 — Formula estrutural de alguns ésteres com aplicacdo industrial.

Neste trabalho foram preparados ésteres de cadeia longa (Figura 8) a partir de
acidos graxos saturados de cadeia longa e acoois de cadeia pequena. Estes ésteres séo
utilizados na industria de alimentos, de detergentes, farmacéutica e cosmética. A producdo
biotecnol égica destes com lipases tem recebido grande destaque em relagdo aos métodos de

sintese tradicional, particularmente na produc&o de aromatizantes naturais e fragrancias’.

O
AMMOW

decanoato de n-pentila (5)

O
/\/\/\/\/\)‘\O/\/\/

laurato de n-pentila (6)

o
WOW

miristato de n-pentila (7)

(0]
/\/\/\/\/\/\/\)J\o/\/\/

palmitato de n-pentila (8)

Figura 8 — Estruturas dos ésteres saturados de cadeia longa.
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Foram sintetizados também, ésteres a partir dos &cidos graxos insaturados 4-
pentendico, trans-2-octendico, citronélico, oleico, sérbico e linoléco.

Apesar das inimeras vantagens apresentadas pela técnica de imobilizacdo, a
sintese de ésteres apresenta dificuldades técnicas em funcdo do complexo mecanismo da
acao enzimética em meios altamente polares. Diversos parametros, como por exemplo,
hidratacdo da enzima, temperatura, concentracdo do substrato, tamanho da cadeia e

estrutura quimica, podem afetar o desempenho da sintese®.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Imobilizar diferentes lipases em filmes de acool polivinilico (PVA) e utilizar estes

sistemas na sintese de ésteres em solvente organico.

2.2. Objetivos Especificos

Determinar a porcentagem de agua presente nos filmes, pelo método de titulacdo de
Karl-Fisher.

Utilizar estes sistemas para catalisar a reacdo de esterificacgo dos &cidos decandico
(C10), laurico (C12), miristico (C14) e pamitico (C16) com n-pentanol.

Verificar o efeito da polaridade do solvente nestas reagdes utilizando n-hexano e t-

butanal.

Verificar a influéncia dos “coquetéis enzimaticos”, imobilizando as lipases de

Mucor javanicus (LMJ) e de Candida rugosa (LCR) no mesmo suporte.
Preparar ésteres a partir dos acidos carboxilicos insaturados 4-pentendico, trans-2-
octendico, citronélico, sorbico, oléico e linoleico com n-pentanol, catalisada pelas

lipases de Pseudomonas sp (LPS) e pela LCR.

Efetuar o estudo da reutilizagdo dos filmes de PVA com a LPS, na reagéo de

esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol.

Preparar 0 estearato de iso-propila, um éster usado em cosméticos.

Comparar os resultados obtidos com outros descritos na literatura.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Enzimas

As enzimas utilizadas neste trabal ho estéo apresentadas na Tabela 2:

Tabela 2 — Enzimas utilizadas.

~ FontesdeLipasess  Sigla  Atividade®™  Fornecedor
Pseudomonas sp. LPS 30.000 U/mg Amano
Rhizopus oryzae LRO 150.000 U/g Amano
Mucor javanicus LMJ 10.000 U/g Amano

Thermomices lanuginosus LTL 100.000 U/g Novozymes
Candida rugosa LCR 30.000 U/mg Amano

(@ 1 unidade de lipase (U) é a quantidade de enzima que libera 1 umol de &cido graxo por minuto,
utilizando-se 6leo de oliva como substrato, a pH 7,0 e 37°C.*® (b) 1 unidade é definida como 0,01% w/w de
triestearina convertida por minuto, a pH 7,0 e 37°C*.

3.1.2. Paoli(alcool vinilico)

O polimero utilizado foi o dcoo polivinilico (PVA), a sua estrutura estd mostrada

abaixo naFigura 9 e amassamolar (MM) foi fornecida pelo fabricante.



MM = 7.200 Da (Vetec)
CH2 _Cl:HZ

O

|
H n

Figura 9 — Estruturado dcool polivinilico (PVA).

3.1.3. Reagentes e Solventes

Todos os reagentes e sol ventes utilizados foram de grau P.A.

- Acido pamitico (Aldrich);

- Acido miristico (Fluka);

- Acido laurico (Vetec);

- Acido decandico (Fluka);

- Acido estedrico (Vetec);

- Acido 4-pentendico (Sigma);
- Acido 2-octenoico (Aldrich);
- Acido citronélico (Sigma);

- Acido sorbico (Sigma);

- Acido oléico (Vetec);

- Acido linolé&ico (Sigma);

- Alcool amilico (Vetec);

- Alcool iso-propilico (Merck);
- n-Hexano (Vetec);

- t-Butanol (Aldrich);

- Cloroférmio (Vetec).
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3.2. Métodos
3.2.1. Imobilizacdo de Lipases em Filmes de PVA

Em um béquer dissolveram-se 500mg de PVA em 25mL de agua com agitacédo
constante e aguecimento por 2 horas até total dissolucdo. Em seguida, 50 mg de lipase
foram adicionadas, e 0 sistema agitado por mais 3 min. A solucdo resultante foi adicionada
sobre uma placa de Petri, que foi colocada na capela onde evaporou-se o solvente a
temperatura ambiente (Figura 10).

ENZIMA

500 mg de PVA

25 mL de agua destilada |:> l |:’> ‘ I:’> -—

Agitador Petri

magnético
| ie—
A
< >

R e R
) Filme de =

CortdaerNeznr:] rpr)zledagos PVA | i
~ (24hs.)

Figura 10 — Procedimento experimental utilizado na preparacéo dos filmes.

3.2.2. Preparacdo do M eio Reacional

Os filmes preparados foram cortados em peguenos pedacos e colocados em um
erlenmeyer com 25mL de solvente organico. Os substratos foram adicionados na proporcao
de 1:1 (5 mmol do acido e acool).

O distema reacional permaneceu sob agitacdo suave em um banho-maria
termostatizado do tipo Dubnoff por 24 horas (ou por outro tempo pré-determinado).

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada (ccd),

utilizou-se silica gel (60 HF 254 da Merck) e uma mistura de n-hexano/acetato de etila
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(9:1v/v) como eluente. Ao término da reacdo, os produtos e substratos remanescentes foram
separados do filme por decantago, sendo este lavado vérias vezes com solvente orgéanico.
O solvente organico foi evaporado em um rota-evaporador, e os produtos obtidos
analisados e caracterizados por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-'H).
As percentagens de conversdo em produtos foram quantificadas por *H-RMN (BRUCKER
AC 200MHz), utilizando CDCl3; como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna, e por titulacdo gravimétrica com solucdo padronizada de KOH (0,020 mol/L)
(Figura 11).

s ']

—— -
. Lﬁ;ﬁé’gﬁi - e
L'SE%;%/TVA Agitacdo em banho
ratos ter mostatizado tipo Dubnoff Evaporacio do solvente
n-hexano 24h. 35°C

o
)k CHZCH,CH ,CH ,CH,0H |
Cy7Hsg OCH ,CH,CH,CH,CHs

S S Y

Quantificagdo da conversio (%) por RMN-1H em
CDCI3 epor titulagdo com KOH 0,020mol/L

Figura 11 — Preparac8o do meio reaciona e andlise do produto.
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As conversdes a produtos foram quantificadas pel os espectros de RMN-'H, e foram
caculadas por comparacdo da integragdo do triplete correspondente aos hidrogénios
metilénicos do acool (-CH,OH) em ~ 3,6 ppm, com o triplete dos hidrogénios metilénicos

do éster (-CH,OCOR) em ~ 4,1 ppm (Figura 12).

(A) (B)
| 1
| i’
i [ '
RC + FCH,OH
‘ocH R / /
(A (E) II |
|
I
I T I T I T I T I T I T I T |
45 44 42 410 38 36 3.4 32
PPM

Figura 12 — Regido do espectro de RMN-'H dos deslocamentos quimicos dos prétons
metilénicos do dcool e éster utilizada para o calculo da percentagem de

conversao (39%).

Na quantificacdo do produto por titulagdo, ao término da reacéo foi retirada uma
aliquota de 2,0mL do meio reaciona antes de evaporar o solvente. Foram adicionados
aproximadamente 10mL de @ cool etilico e trés gotas do indicador fenolftaleina, e a solucéo
titulada com KOH 0,02mol/L. Desta maneira, foi determinada a concentracdo do acido
carboxilico remanescente. A conversdo foi, portanto, determinada através da diferenca

entre a concentragdo inicial de écido no inicio e ao final dareagéo.
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3.2.3. Deter minag&o da Quantidade de Agua nos Filmes Poliméricos

Para determinar o teor de &gua nos filmes de PVA com e sem a LPS e a LRO
imobilizadas, estes foram triturados em pequenos pedacos e feitas andlises por titulagdo
pelo método de Karl-Fischer (Titulador 633 Automatic Karl Fischer, Metronm AG CH-
9100 Herisau) (Figura 13). Os resultados sdo apresentados como média de triplicata.

Figura 13 — Fotografiado titulador automético de Karl Fischer.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Deter minacédo da Quantidade de Agua no Filme de PVA

Na literatura € mostrado que os biocatalisadores séo circundados por camadas de
dgua. A presenca destas camadas € considerada um prérequisito para a retencdo da
atividade enzimatica em meio organico, devido a manutencéo da estrutura terciéria das
enzimas. Portanto, este é um par@metro importante e pode interferir ndo somente na
atividade da enzima, mas também na sua estabilidade.® ** **

As porcentagens de dgua presente nos suportes de PVA sem lipases e com as lipases
LPS, LRO, foram determinadas por titulacdo pelo método de Karl Fisher. Os resultados

obtidos estdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Vaores dos teores de agua (%) presentes nos filmes de PVA.

Sistema Teor de agua® (%)
PVA/LPS 7
PVA/LRO 9

PVA 12

(a) Média de 3 determinacdes

De acordo com estes resultados, os filmes de PVA contém 7-12% de &gua. Deste
modo € possivel prever gue as atividades cataliticas das lipases serdo preservadas devido a

presenca da gua nos sistemas utilizados.
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4.2. Selegcdo de Lipases e Efeito do Doador Acila

Lipases de fontes variadas foram imobilizadas em filmes de PVA, visando avaiar a
eficiéncia das mesmas para catalisar a reacdo de esterificacdo dos acidos decandico (C10),
l&urico (C12), miristico (C14) e pamitico (C16) com n-pentanol em n-hexano (Equacéo
3).

9 lipases/PV A "
'HZO
)k + CHg(CH,OH ~—— )k * HO (Eqg.3)
OH 24h, 35°C O(CH2)4CHg

CH3(CH,),.CH; CH3(CH,),,CH;

n=7,9, 11, 13.

Na Tabela 4, sdo mostradas as conversdes obtidas para os ésteres n-pentilicos

derivados dos acidos miristico e pal mitico.

Tabela 4 - Conversao(%) em miristatos (7) e palmitatos (8) de n-pentila com lipases
imobilizadas em filmes de PVA.

—h,(ﬁ
Conversdo (%)

Lipases Miristato de n-pentila (7) Palmitato de n-pentila (8)
Titulaggo © RMN-H Titulagdo RMN-H
LPS® 84 99 92 99
LRO® 86 98 93 08
LMJI® 32 40 52 82
Lipolase © 23 41 43 81
LCR® 9 14 7

(@) 24h, 35°C, n-hexano (b) Amano, 50mg; (c) Novozymes, 50mg; (d) determinada por titulagdo com solugdo
padronizada de KOH 0,020mol/L; média de 2 valores.
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A formagdo dos produtos foi acompanhada por ccd, onde foram observadas trés
manchas, referentes ao acido, ao dcool e ao éster. Por exemplo, na esterificagdo utilizando
0 acido pa mitico e n-pentanol os fatores de retencéo (Rf) foram de 0,30 e 0,50 para o acido
e dcool, e 0,70 para o palmitato de n-pentila.

Analisando os valores obtidos por RMN-'H, pode-se observar que utilizando as
lipases LPS e LRO os valores de conversdo em pamitatos e em miristatos foram muito
préximos, e apresentaram valores de conversdo elevados (> 90%). Este resultado pode ser
devido a maior estabilidade conferida a LPS e LRO imobilizadas em filmes de PVA, em
relacdo as outras lipases. Com as demais lipases (LMJ, Lipolase e LCR), as conversdes em
palmitatos foram superiores aos miristatos. Por exemplo, com a LMJPVA, o palmitato de
n-pentilafoi obtido com 82% e o miristato de n-pentila 40%.

Comparando os resultados obtidos por titulagdo com os obtidos por RMN-'H, nota-
se gue os valores de conversdo estdo mais proximos quando se utilizam as lipases LPS e
LRO. Estes resultados estdo sendo mais estudados e explorados e também otimizados os
métodos de andlise, principa mente o datitulagéo.

A Figura 14 mostra a ampliagdo do espectro de RMN-'H, obtido na reacdo de
esterificagdo do é&cido pamitico com n-pentanol catalisada pela LRO, sdientando a

formacao do éster através do triplete centrado em 4,1 ppm.



32

—4.062

4.059

1.66

Figura 14 — Regido ampliada do espectro de RMN-H do produto da reacdo do 4cido
pal mitico com n-pentano catalisada pela LRO, mostrando a formacéo do éster.
(200MHz, CDCl5)

Em sequéncia, foi realizada a reacéo de esterificagdo dos &cidos decandico e laurico
com n-pentanol em n-hexano utilizando as lipases LPS, LRO e LMJ imobilizadas em
filmes de PVA. Conforme ja apresentado, ao utilizar estas lipases obteve-se 0s maiores
valores de conversdo na preparacdo do miristato de palmitato de n-pentila.

As conversdes a produtos foram quantificadas pelos espectros de RMN-H, e
comparadas com os obtidos anteriormente quando foram utilizados os écidos miristico e
palmitico. Os resultados obtidos estéo demonstrados na Figura 15.
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Figura 15 — Vaores de conversdo (%) em ésteres em funcdo dos acidos carboxilicos e

lipases, 24h, 35°C, n-hexano.

Analisando os resultados obtidos, observou-se que ao utilizar as lipases LPS e LRO
imobilizadas, os valores de conversdo com todos os &cidos foram quantitativos (>98%).
Este efeito pode ser devido a maior estabilidade conferida a LPS e LRO ap0s imobilizacdo
em filmes de PVA, em relagdo a LMJ. Utilizando a LMJ as conversdes foram de
aproximadamente 40% na esterificacdo dos é&cidos decandico, laurico e miristico. A
conversao em pamitato de n-pentila com estalipase foi de 82%.

Este efeito pode ser devido a cadeia do &cido pamitico ser mais adequada ao
tamanho e forma do sitio ativo da LMJ. De acordo com Faber e outros autores, a habilidade
de vérios substratos em se ligarem ao sitio de lipases e liberar uma quantidade suficiente de
energia, que € requerida para ocorrer mudancas na conformagdo e tornar um catalisador
mais eficiente, é diferente. Substratos menores, que ndo possuem habilidade em liberar
energia suficiente, ndo sdo habeis em mudar a conformagdo da lipase para uma forma
cataliticamente ativa e a reac80o se processa mais lentamente. Entretanto, substratos com
cadeias maiores liberam energia suficiente para provocar as mudancas desejadas e a reacéo

se processa rapidamente formando os produtos com altos valores de conversao®.



4.3. Efeito do Solvente

A seguir, as lipases LMJ (25mg) e LCR (25mg) foram imobilizadas
simultaneamente em filmes de PVA, e estes sistemas usados para catalisar a reagdo do
&cido palmitico com n-pentanol. Este estudo, visa avaiar se uma lipase poderia gudar na
conversao da outra. Um outro parémetro avaliado foi ainfluéncia da polaridade do solvente
nos valores de conversdo. Variou-se o volume de t-butanol (log P = 1,45) e de n-hexano
(log P = 3,5), mantendo-se constante o volume total (25mL). Os dados obtidos estdo
apresentados na Tabela 5.

O t-butanol foi escolhido por ser um solvente polar e pouco reativo em reagcdes de
esterificacdo. Levou-se também em consideracdo, a alta solubilidade dos substratos nestes

solventes.

Tabela 5- Efeito da polaridade do solvente na conversdo em pa mitatos de n-pentila
catalisada pelas lipases LMJ e LCR imobilizadas em filme de PVA®.

~ Misturadesolventess ~ Conversio (%)@
hexano (mL) t-butanol (mL)
25 0 53
24 1 29
20 5 18
15 10 18
10 15 7
0 25 20

—
(@) coquetel com LMJ (25 mg) e LCR (25mg), 24h, 35°C, (b) determinado por RMN-"H

Pode-se observar que com n-hexano puro, a conversdo em pamitato de n-pentila
utilizando o coquetel de lipases (LMJLCR) foi de 53%, sendo maior do que o obtido
somente com a LCR (7%) e menor do que somente com a LMJ (82%) (dados citados na
Tabela 4).

Os resultados mostraram também que a medida em que aumenta a quantidade de t-

butanol no meio, ocorreu uma diminuicao da conversao em éster. Com 15mL de t-butanol ,
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a conversdo foi de apenas 7%. Ao utilizar apenas t-butanol, a conversdo em éster foi de
20%.

De maneira geral, foi observado uma diminui¢cdo na porcentagem de converséo a
éster (de 53 para 7%) com o aumento da polaridade do solvente. Um outro fator a ser
analisado, é a estrutura do solvente bem como a possibilidade dos mesmos interagirem com
as enzimas atraveés de ligagdes de hidrogénio, como o t-butanol.

Estes resultados mostram a grande importancia da escolha do solvente nas
biotransformacgdes para obter os produtos com altas porcentagens de conversao, e que estes
deverdo ser mais explorados para uma melhor compreenséo destes efeitos.

E bem documentado que os solventes mais apolares (logP = 2,5) s@ mais
adequados como meio reacional, pois ndo perturbam a camada de adgua que envolve a
enzima deixando o biocatalisador no seu estado ativo. Solventes mais polares (com logP <
2,5) formam, em geral, os produtos com menores conversoes. Estes provavel mente retiram
a camada de agua essencial ao redor da enzima causando uma distor¢do na conformagdo

cataliticamente ativa da enzima™.

4.4. Esterificacio de Acidos Graxos | nsatur ados com n-Pentanol

Foram efetuados também estudos da reacdo de esterificacdo dos acidos graxos
monoi hsaturados 4-pentendico (9), trans-2-octendico (10), citronélico (&cido 3,7-dimetil-6-
octendico) (11), oleico (acidos cis-9-octadecandico) (12) e dos &cidos graxos com duas
insaturactes tais como o sorbico (&cido 2,4-hexadiendico) (13) elinoléico (&cido cis-9, cis-
12-octadecadiendico) (14) com n-pentanol. Neste estudo foram utilizadas a LPS e a LCR
imobilizadas em filmes de PVA. A estrutura dos &cidos esta representada na Figura 16.

As reagOes foram realizadas com n-hexano como solvente, exceto quando se
utilizou o &cido sdrbico, que ndo é sollivel neste solvente. Com este substrato, foi utilizado
o cloroférmio (log P = 2,0), que conforme descrito anteriormente, possui um valor de log P
adequado para ser utilizado em reacdes biocatalisadas.

Avaliou-se o efeito do tamanho da cadeia alquilica e da posicdo da ligacdo dupla na

reacd0 aos correspondentes ésteres.
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Figura 16 — Estrutura dos &cidos graxos insaturados.

Os vaores de conversdo obtidos na reacdo de esterificacdo destes &cidos estdo
mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Conversao (%) em ésteres derivados de écidos insaturados com n-pentanol com
os sistemas LPS/PVA e LCR/PVA.

—~(_)—
Conversio (%)@

Acidos LPSPVA® LCR/PVA®
4-pentencico® 50 14
trans-2-octendico® 10 <1
citronélico <1 <1
oleico 88 21
sorbico <1 <1
linol & co® 27 13

—
(a) determinado por RMN-"H [24h, 35°C, n-hexano]; (b) 50 mg.
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Warwel e col. demonstraram, através da esterificagdo dos acidos insaturados oleico
(12), linoleico (14) e linolénico (3 insaturagdes) com n-butanol em n-hexano, que a
seletividade das lipases depende tanto do nimero de ligagdes duplas, como da isomeriacis-
trans dos acidos graxos. Por exemplo, a lipase de Candida cilindracea (LCC) foi mais
eficaz na esterificagdo dos &cidos com maior nimero de insaturagtes, sendo seletiva com
relacdo aos isdbmeros cis. Utilizando a lipase de Mucor miehei (LMM) a especificidade foi
independente do nimero de insaturagdes, com preferéncia pelos isbmeros cis. A lipase de
Candida antéartica apresentou baixa seletividade tanto com relagdo aos isdmeros cis-trans,
quanto pelo nimero de insaturacdes dos &cidos™.

As conversdes obtidas em ésteres utilizando-se LPS/PV A foram superiores as com a
LCR/PVA. Por exemplo, o 4-pentenoato de n-pentila foi obtido com 50 e 14%. A maior
conversdo foi obtida na esterificagdo do acido oleico com n-pentanol usando o sistema
LPS/PVA, sendo 88%.

Na esterificacdo do acido trans-2-octendico obteve-se baixa conversdo com a
LPS/PVA (10%), e <1% com o sistema LCR/PVA. Este resultado provavel mente é devido
a posicdo da ligagdo dupla mais proxima ao centro reaciona, que por conjugacdo pode
diminuir a reatividade da carboxila por efeitos eletrdnicos. O mesmo efeito foi observado
na reacdo de esterificacdo do acido sorbico, onde obteve-se valores de conversao < 1% com
ambas as lipases.

A Figura 17 mostra as estruturas de ressonancia dos acidos trans-2-octendico e

sorbico.

o ) )\/\/\
® b
Ho)w 7 o X X

Figura 17 — Formas de ressonancia dos écidos (a) trans-2-octendico e (b) sorbico.
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Na esterificagdo do &cido citronélico com n-pentanol, a conversdo foi <1% com
ambas as lipases imobilizadas. Neste caso 0 grupo metila, posicionado préximo ao carbono
da carbonila, pode, por efeito estéreo, dificultar tanto o ataque nucleofilico da serina
(primeira etapa do mecanismo da reacdo enzimética), quanto o gjuste deste substrato ao
sitio ativo.

Nas reacdes do acido linoléico (9-cis, 12-cis) com n-pentanol, as conversdes
utilizando os sistemas LPS/PVA e LCR/PVA foram de 27 e 13%, respectivamente. Este
acido possui duas ligagfes duplas em posicdes af astadas do centro reacional, mas devido ao
tamanho da cadeia e a estereoquimica das duplas, provavelmente o encaixe no sitio ativo

ndo foi tao favoravel, em comparacdo com o &cido oleico.

4.5. Reutilizagéo e Tempo de Estocagem do Biocatalisador

A estabilidade da LPS/PVA foi verificada através de sucessivas reactes do acido
ldurico com n-pentanol em n-hexano a 35°C, por 24h. O filme foi reutilizado por sete
vezes. Neste estudo analisou-se também o tempo de estocagem, em n-hexano, do

biocatalisador imobilizado, sendo o total de 239 dias. Os resultados s30 mostrados na

Figura 18.
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N° utilizagBes (tempo estocagem, dias)

Figura 18 — Influéncia do tempo de estocagem e reutilizagdo na esterificacdo do &cido
l&urico com n-pentanol com o sistema LPS/PVA, 35°C.
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Os resultados mostram que o éster foi formado com valores de conversdo elevados
em todos os ciclos reacionais, mesmo apos 239 dias de estocagem no solvente organico. Os
valores se mantiveram relativamente constantes, estando entre 75-99%. Estes resultados
comprovam que durante a estocagem em solvente, a LPS imobilizada em filme de PVA
manteve sua estabilidade, formando o produto em altas conversdes. Desta maneira, a
imobilizacdo de biocatalisadores pode ser viavel economicamente e ser utilizada em
processos biossintéticos.

4.6. Sintese do Estearato deiso-Propila

O estearato de iso-propila (15) € um éster encontrado em aguns cosméticos. Pode
ser utilizado como emoliente, para o melhor espalhamento das emulsbes, e também como
solvente para aditivos lipofilicos, auxiliando, por exemplo, na solubilidade dos principios
ativos contidos em protetores solares.*

O &cido estearico € pouco soluvel em n-hexano, e portanto foi adicionado 5 mL de
t-butanol para aumentar sua solubilidade. Quando os sistemas LPS/PVA e LCR/PVA foram
usados, ndo houve formac&o do produto desejado apos 1 e 16 dias. A reacéo foi realizada a
35°C.

O iso-propanol é um dacool secundario, e deste modo efeitos estéreos podem
também ter influenciado neste resultado.

Em estudos posteriores, serdo testadas outras condicdes experimentais, tais como
temperatura maior e o uso de outras lipases. As melhores condigdes serdo utilizadas para a

obtencao do miristato de iso-propila, que é também amplamente usado em cosméticos’.

/\/\/\/\/\/\/\/\)(Lo)\

15
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5. CONCLUSOES

e Os filmes de PVA contém 7-12% de agua, 0 que pode conferir uma maior
estabilidade as lipases suportadas neste polimero.

e Os maiores valores de conversdo (>90%) em decanoatos, lauratos, miristatos e
palmitatos de n-pentila foram obtidos com as lipases LPS e LRO imobilizadas em
PVA, com n-hexano.

e A imobilizagdo simultinea de LMJ e LCR em PVA n&o influenciou

significativamente na conversdo em palmitato de n-pentila.

e A adicdo de t-butanol resultou na diminuicdo da conversdo do pamitato de n-

pentila, provavelmente devido ao aumento da polaridade do meio.

» No estudo da esterificagcdo dos &cidos insaturados, 0s maiores valores de conversao
foram obtidos com o &cido oléico, sendo de 88% com o sistema LPS/PVA e 21%
com LCR/PVA.

e Os acidos insaturados que possuem a dupla ligagdo posicionada préximo ao centro
reacional (&cidos trans-2-octendico e sorbico) formaram os produtos com baixos

valores de conversdo (1 — 10%).

e O sistema LPS/PVA foi reutilizado por sete vezes (239 dias de estocagem), e 0

laurato de n-pentilafoi obtido com conversdes de 83-99%.

e O estearato de iso-propilando foi obtido via enzimética com o sistema LPS/PVA.
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e Os resultados obtidos neste trabalho, mostraram que o acool polivinilico € um
suporte adequado para aimobilizagéo de lipases. Os filmes com lipases sdo estéavels
em meio organico e foram utilizados como biocatalisadores para a obtencéo de

diversos ésteres alifaticos de cadeias longas.

6. PERSPECTIVAS

e Avdiar a atividade das lipases estudadas ap0s a imobilizacdo em elastomero de
maleato etileno propileno dieno (EPDM-g-AMOS) para sua posterior utilizagdo nas
reacOes de esterificagdo e em meio organico.

e Continuar com o estudo dos “coquetéis enzimaticos” utilizando outras lipases de
atividades diferenciadas.

e Estudar o efeito da variagdo da massa das lipases em diversos solventes organicos,

em func&o datemperatura e do tempo.

e Efetuar para fins comparativos, as reacOes citadas acima, na auséncia do
biocatalisador

e Efetuar o estudo datermoestabilidade das lipases imobilizadas nos filmes de PVA.
e Otimizar as condicdes reacionais na sintese do estearato de iso-propila e aplicar esta

metodologia na preparacdo do miristato de iso-propila, que também é amplamente
usado em cosméticos.
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