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RESUMO

Neste trabalho dois suportes diferentes foram avaliados para a imobilização de 

enzimas: o organo-gel contendo a lipase de Chromobacterium viscosum (CVL), e a 

crisotila contendo a lipase de Candida cilindracea (CCL). Estes dois sistemas foram 

aplicados na resolução de ácidos carboxílicos racêmicos, a 25°C.

Inicialmente foi estudado o comportamento da adsorção da CCL em crisotila. 

Observou-se que para uma solução aquosa de CCL de concentração 2,0 mg/mL, o máximo 

de enzima adsorvida em Ig de crisotila foi de 70% nas temperaturas de 21°C e 25°C, com 

um tempo de saturação do suporte de 120 minutos. Para temperaturas mais elevadas como 

30 e 35°C a porcentagem de adsorção foi de 60 e 64%, respectivamente.

Os estudos de isotermas de adsorção demonstraram que a interação entre a CCL e 

a crisotila não segue a equação de Langmuir e apresenta uma baixa afinidade com a 

equação de Freundlich. Estes resultados indicaram que a adsorção desta enzima (CCL) é 

um processo fisico.

A CCL imobilizada em crisotila foi aplicada na resolução dos ácidos racêmicos 

(±)-2-metil-alcanóicos, (±)-3-metil-pentanóico e (±)-2-etil-hexanóico via esterificação 

enantiosseletiva com diferentes álcoois alifáticos. Esta enzima demonstrou preferência pelo 

enantiômero com rotação óptica positiva para os ácidos (±)-2-metil-alcanóicos. Para o 

ácido (±)-3-metiI-pentanóico a esterificação não foi enantiosseletiva, enquanto que para o 

ácido (±)-2-etil-hexanóico a reação não ocorreu. Quando os ácidos (±)-2-bromo- 

alcanóicos foram esterificados com n-pentanol via CCL imobilizada em crisotila, esta não 

foi seletiva para os ácidos com cadeia carbônica com 6 átomos de carbono ou menos, tais 

como o (±)-2-bromo-pentanóico e hexanóico. Para a esterificação do ácido (±)-2-bromo- 

octanóico com n-pentanol a CCL imobilizada apresentou uma boa seletividade, mostrando 

preferência pelo enantiômero com rotação óptica negativa, ao contrário dos resultados 

obtidos para a resolução dos ácidos (±)-2-metil-alcanóicos.

Os valores de enantiosseletividade (E) foram baixos (<11), sendo que obteve-se os 

melhores resultados de excessos enantioméricos para a resolução do ácido (±)-2-metil- 

pentanóico (ecp entre 75 a 85%).

Resumo_________________________________________________________________



Utilizando ácidos mais complexos como (±)-citronélico, (±)-2-(p-clorofenoxi)- 

propiônico, (±)-canforcarboxílico e o D,L-mandélico, foi observada uma baixa formação 

de produto apenas para o ácido (±)-citronélico (3,19%) com rotação óptica zero. Para os 

demais ácidos não foi observada a formação de éster.

A lipase de Chromobacíerium viscosum (CVL) imobilizada em organo-gel 

demonstrou também preferencia pelo enantiômero com rotação óptica positiva no caso das 

reações de esterificação enantiosseletivas dos ácidos (±)-2-metil-alcanóicos com vários 

álcoois alifáticos. Os valores de excessos enantioméricos para os produtos obtidos ficaram 

entre 54 e 75%. A esterificação do ácido (±)-3-metil-pentanóico com os álcoois alifáticos 

não foi enantiosseletiva. Quando utilizou-se os ácidos (±)-2-etil-hexanóico, (±)-2-bromo- 

alcanóicos, (±)-canforcarboxílico e D,L-mandélico e n-pentanol não foi observada a reação 

de esterificação. Na reação do ácido (±)-citronélico com n-pentanol, foi observada 

preferência pelo enantiômero com rotação óptica positiva na formação do éster, sendo os 

valores de excesso enantioméricos para o enantiômero não reativo e o produto de 29 e 

48%, respectivamente.

Os resultados obtidos demonstraram que tanto a crisotila bem como o organo-gel 

podem ser utilizados, com sucesso, como suportes para a imobilização de enzimas com 

posterior aplicações destes biocatalisadores em diversas reações em meio orgânico.

Resumo_________________________________________________________________xvii
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ABSTRACT

In this work, two different supports were evaluated for enzyme immobilization: the 

organo-gel with Chromobacterium viscosum lipase (CVL), and chrysotile with Candida 

cylindracea lipase (CCL). These two systems were applied for the resolution of racemic 

carboxylic acids, at 25°C.

Firstly, the behaviour of CCL adsorption in chrysotile was studied. It was observed 

that for an aqueous solution of CCL with concentration of 2.0 mg/mL, the maximum of 

adsorbed enzyme in Ig of chrysotile was 70% in the temperatures of 21°C and 25°C, with 

the time of support saturation being of 120 minutes. For higher temperatures such as 30°C 

and 35°C, the adsorption percentages were 60 and 64%, respectively.

The studies of adsorption isotherms demonstrated that the interaction between 

CCL and chrysotile does not follow Langmuir’s equation. Is adition, it shows a low affmity 

with Freundlich’s equation. These results indicated that the adsorption of this enzyme 

(CCL) is a physical process.

CCL immobilized in chrysotile was used for resolution of the racemic acids (±)-2- 

methylalkanoic, (±)-3-methylalkanoic and (±)-2-ethylhexanoic by enantioselective 

esterification with various aliphatic alcohols. This enzyme showed preference for the 

enantiomer with positive optical rotation for (±)-2-methylalkanoic acids. For (±)-3- 

methylpentanoic acid, the esterification was not enantioselective meanwhile for the (±)-2- 

ethylhexanoic acid no reaction was observed. When (±)-2-bromoalkanoic acids were 

esterified with n-pentanol by immobilized CCL in chrysotile, this reaction was not selective 

for acids with carbonic chain with six carbons fewer, such as (±)-2-bromopentanoic and 

hexanoic acids. For the esterification of (±)-2-bromooctanoic acid with n-pentanol, 

immobilized CCL had a good selectivity, showing preference for the enantiomer with 

negative optical rotation, unlike the obtained results for the (±)-2-methylalkanoic acids 

resolution.

The enantioselectivity values (E) were low (<11), and the best results for 

enantiomeric excesses were obtained for (±)-2-methylpentanoic acid resolution (ecp 

between 75 to 85%).

Using more complex acids such as (±)-citronellic, (±)-2-(p-chorophenoxy) 

propionic, (±)-camphoric and D,L-mandelic, a low product formation was only observed
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for the (±)-citronellic acid (3,19%) with zero value of optical rotation. For the other acids 

no éster formation was observed.

Chromobacíerium viscosum lipase (CVL) immobilized in organo-gel also 

demonstrated preference for the enantiomer with positive optical rotation in the 

enantioselective esterification reactions of (±)-2-methylalkanoic acids with various aliphatic 

alcohols. The enantiomeric excesses values were in the range of 54 to 75%. The 

esterification of (±)-3-methylpentanoic acid with n-pentanol was not enantioselective. 

When (±)-2-ethylhexanoic, (±)-2-bromoalkanoic, (±)-camphoric and D,L-mandelic acids 

were used, no esterification reaction was observed. In the reaction of (±)-citronellic acid 

with n-pentanol, it was observed preference for enantiomer with positive optical rotation 

for the ester formation. The enantiomeric excesses values for non-reactive enantiomer and 

product were 29 and 48%; respectively.

The obtained results showed that chrysotile and organo-gels can be used, with 

sucess, as supports for enzyme immobilization with aplications of these biocatalysts in 

various reactions in organic media.



Capítulo I - Introdução

1 INTRODUÇÃO

1.1 Defínição de Enzimas

Por definição enzimas são catalisadores de reações bioquímicas com alta 

especificidade de reação/ São formadas por subunidades conhecidas como aminoácidos, 

unidos por ligações peptídicas, possuindo em suas estruturas grupos polares tais como 

COOH, OH, NH2, SH e CONH2, que podem promover catálise. Sua atividade e estrutura 

mais estável são mantidas em meio aquoso. As enzimas possuem estruturas complexas de 

cadeias polipeptídicas, sendo que poucas tem sua estrutura tridimensional definida na 

literatura, um exemplo é a a-quimiotripsina (Figura 1).^

Figura 1 - Estrutura tridimensional da a-quimiotripsina

As enzimas são catalisadores extremamente versáteis, existindo um processo 

enzimático equivalente com vários tipos de reações orgânicas.^ As reações catalisadas por 

enzimas ocorrem sob condições suaves, normalmente à temperatura ambiente e em pH
J
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próximo à neutralidade. Estas condições minimizam problemas de isomerização, 

racemização, rearranjos, etc...., que freqüentemente permeiam a metodologia tradicional. 

Elas são catalisadores altamente eficientes, sendo que as velocidades das reações 

catalisadas por enzimas podem ser até lO'^ vezes mais rápidas do que as reações 

correspondentes não catalisadas. São geralmente muito seletivas em termos dos tipos de 

reações catalisadas, com relação à estrutura e estereoquímica do substrato e do produto. 

Esta propriedade constitui a especificidade de uma enzima, sendo seu aspecto mais 

importante para a exploração e uso na síntese orgânica.^

1.2 Algumas Considerações Mecanísticas das Enzimas'*

As enzimas reagem via a formação de um complexo enzima-substrato para 

posteriormente formar produtos (Equação 1).

kl k2
E + S ............ >  [ES] ------------> E + P (eq. 1)

k.1

Entre as teorias e racionalizações que tem sido desenvolvidas para entender catálise 

enzimática, os modelos mais ilustrativos são o mecanismo da chave e fechadura 

desenvolvida por Emil Fischer em 1894 e o mecanismo do encaixe induzido de Koshland 

Jr. desenvolvido no final da década de sessenta. A regra de três pontos foi outra teoria 

criada por A. G. Ogston para explicar a enantiosseletividade das enzimas.“*

Como toda reação catalítica, uma enzima acelera a velocidade de reação 

diminuindo a barreira energética entre reagentes e produtos (Figura 2), Grande parte de 

seu poder catalítico ocorre por elas aproximarem os substratos em orientações favoráveis 

no complexo enzima - substrato (ES).
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não catalisada catalisada por enzima

CO ORDENADA DE KEAÇÃO

Figura 2 - Diagrama de energia de reação catalisada vs não catalisada enzimaticamente.

S= substrato, P = produto, E = enzima, [ES] = complexo enzima-substrato,

 ̂denota estado de transição, Ea = energia de ativação.

Muitas são as vantagens de utilizar enzimas em métodos sintéticos, mas três 

características são as mais importantes:

1) Quimiosseletividade. Uma vez que o propósito de uma enzima é atuar em um único 

tipo de grupo funcional, outras funcionalizações sensíveis, que deveriam reagir 

normalmente com um certo grau sob catálise química, são preservadas.

2) Regiosseletividãde. Devido a sua complexa estrutura tridimensional, enzimas podem 

distinguir entre grupos funcionais que estão quimicamente situados em regiões diferentes 

no mesmo substrato.

3) Enantiosseletividade. Toda enzima é feita de L-aminoácidos e assim são catalisadores 

quirais. Como consequência, algum tipo de quiralidade presente no substrato é 

reconhecida. Assim, um substrato pró-quiral pode ser transformado em um produto 

opticamente ativo, e ambos enantiômeros de um substrato podem reagir à diferentes 

velocidades, dispondo de uma resolução cinética.
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Toda estereosseletividade das enzimas origina-se da diferença de energia do 

complexo enzima-substrato no estado de transição [ES]", Supondo uma reação 

enantiosseletiva com ambos substratos enantioméricos A e B (Equação 2).

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

substrato diastereoméricos formados são [EA] e [EB], os quais possuem diferentes valores
u ude energia livre (AG) para seus respectivos estados de transição [EA] e [EB] . O 

resultado é a diferença em energia de ativação para ambos substratos enantioméricos 

respectivamente, e como conseqüência, um enantiômero será transformado mais 

rapidamente que o outro (Figura 3). O valor da diferença em energia livre, expressada 

como A AG*, fornece uma medida direta da seletividade da reação.

E + P

E + Q

(eq. 2)

AG [EAr

COORDENADA DE REAÇÃO

Figura 3 - Diagrama de energia para uma reação enantiosseletiva catalisada por ervzima, 

E = enzima, A e B = substratos enantioméricos, P e Q = produtos 

enantioméricos, * denota estado de transição, AAG** = diferença em energia 

livre.
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1.3 - Determinação da Enantiosseletividade das Enzimas

Resolução de racematos é um dos caminhos mais importantes para obtenção de 

intermediários opticamente ativos, utilizados na síntese de produtos farmacêuticos, entre 

outros. Chen e col.^ sentindo a necessidade de um método mais adequado para o 

tratamento quantitativo de dados bioquímicos que permitam a químicos sintéticos fazer 

predições úteis em seus trabalhos, tem descrito a formulação de expressões efetivas para 

descrever três parâmetros chaves: A extensão de conversão de substratos racêmicos (c), a 

pureza óptica, expressa como excesso enantiomérico (ee) do produto ou do substrato que 

permanece sem reagir e a razão enantiomérica (E). O rendimento químico máximo de uma 

resolução cinética biocatalítica é 50% de cada enantiômero, isto é, quando apenas um dos 

enantiômeros tem reagido completamente. O resultado do processo é descrito pelo excesso 

enantiomérico do produto (eCp), do substrato que não reagiu (ee*), sendo o rendimento 

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

Um parâmetro que inclui ambos, o excesso enantiomérico e o grau de conversão e, 

assim, o rendimento, é a razão enantiomérica (E). Em resolução biocatalítica ela é definida 

como a razão de Km (constante de velocidade de T  ordem aparente para reação 

enzimática) para dois enantiômeros. Enquanto o excesso enantiomérico é uma propriedade 

do produto, a razão enantiomérica é característica do processo. A razão enantiomérica (E) 

descreve a enantiosseletividade ou melhor a enantioespecificidade de um certo substrato e 

uma enzima específica, sobre condições físicas particulares (solvente, temperatura, pH, 

etc.). Para um processo irreversível, tal como hidrólise biocatalítica, pode-se determinar E 

quando ee*, eep e c são medidos, utilizando as Equações 3, 4 e 5.’’*

(eq. 3)

E =
In [(1- c )(l-eeQ ] 

In 1(1- c) (1+ eeO
(eq. 4)
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In l ( l - c ) ( l+  eep)]
E =

In [(1- c) (1 - eCp)] (eq- 5)

Reações de transesterificação ou esterificação catalisada por lipases em sistema 

bifásico (água/ solvente orgânico) ou meio orgânico anidro também obedecem à equação 

homocompetitiva convencional quando a reação é irreversível. No início do estágio da 

reação, pouco produto é formado, sendo que, normalmente a reversibilidade de reação 

torna-se um problema significante somente quando a conversão está ao redor de 40%, ou 

maior.

1.4 Aplicação de Enzimas em Síntese Orgânica

Nos últimos anos, tem-se tornado aparente que catálise enzimática pode oferecer 

significantes vantagens sobre métodos químicos clássicos na síntese de compostos 

opticamente ativos.

Klibanov^ admite que a habilidade das enzimas para atuarem como catalisadores 

em síntese orgânica já está bem documentada. Apesar disso, químicos orgânicos relutaram 

em usá-las em seus métodos sintéticos. A característica de instabilidade em meio orgârúco, 

a faixa limitada de substrato específico e o alto custo, têm sido considerados como os 

problemas mais sérios para o uso de enzimas como catalisadores sintéticos. A percepção, 

portanto, que elas são intrinsicamente limitadas como catalisadores mudou nos últimos 

cinco anos devido aos novos desenvolvimentos em química e biologia e às novas 

exigências industriais.

Atualmente, um grande número de reações orgânicas podem ser realizadas com o 

uso de enzimas como por exemplo: síntese de intermediários quirais;'** transformação de 

açúcares;*’ síntese de compostos importantes no metabolismo e análogos destes 

metabólitos (aminoácidos, açúcares e seus fosfatos, etc...); síntese de peptídeos e 

proteínas;'^ bem como outras transformações nas quais o emprego da metodologia da 

química clássica é dificultada. Portanto, enzimas representam uma classe de catalisadores
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quirais potencialmente ativos e úteis para uma ampla faixa de transformações orgânicas, 

como exemplificados na Figura 4.“̂

3

Hidrólise

Transferência 
de grupo acila

R'-^NHR"

fomiação de 
perácidos

Figura 4 - Algumas possibilidade de transformações orgânicas utilizando catálise 

enzimática.

As enzimas hidrolíticas são os biocatalisadores mais comumente usados em síntese 

orgânica. Nesta classe estão incluídas as amidases, proteases, esterases, nitrilases, 

fosfatases e epoxidases sendo de particular e grande interesse as lipases.

Devido à grande aplicabilidade destas enzimas em síntese orgânica, torna-se 

necessário explanar um pouco sobre a sua utilização, importância e usos recentes.

1.4.1 Lipases em Síntese Orgânica

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.L3) são enzimas hidrolíticas que 

hidrolisam triglicerídeos em ácidos graxos livres e glicerol. Estão presentes em diversos 

organismos, incluindo animais, plantas, fiingos e bactérias. Elas tem atraído a atenção de 

químicos orgânicos sintéticos principalmente por suas propriedades enantiosseletivas. As ^ 

lipases são muito utilizadas em síntese orgânica, devido à sua versatilidade catalítica.
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disponibilidade comercial, baixo custo além de não requererem cofatores.^’̂ ’*̂’*'* Em 

solvente orgânico, as lipases catalisam a transferência de grupos acila de compostos 

doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores. Dependendo do tipo do doador 

de acila e do aceptor, as. reações catalisadas por lipases incluem esterificações e 

transesterificações,*^'*^ amidação,^'’’̂ '* síntese de peptídeos,^’’̂  ̂ e formação de lactonas 

macrociclicas.^’’̂ * Destas possibilidades, a síntese e/ou transesterificação enantiosseletiva 

de ésteres são de interesse porque fornecem aos químicos orgânicos sintéticos um método 

fácil para a preparação de álcoois e ácidos opticamente ativos. Mecanisticamente, a síntese 

enzimática de ésteres ou reação enzimática de transesterificação tem algumas 

características em comum com as reações químicas clássicas correspondentes, mas os 

princípios que governam a especificidade e esteroquímica das reações são diferentes e 

assim justifica a sua utilização.*

O mecanismo das hidrolases que tem sido elucidado em detalhes é o da serina- 

hidrolase (Esquema I)“*.

Asp *mim

Etapa 1 -o- t t r N ,
,o

O
r20H

Aspmm»

Etapa 2

Esquema I

Embora as lipases possam hidrolisar e formar ésteres como as proteases e esterases, 

seu mecanismo molecular é diferente. A diferença mais importante entre lipases e esterases 

é a interação fisico-química com seus substratos. Em comparação com as esterases que
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mostram uma atividade “normal” segundo Michaelis-Menten, um aumento de [S] conduz a 

um aumento na atividade. As lipases não mostram atividade quando a concentração de 

substrato é baixa. Quando a concentração é gradualmente aumentada acima de sua 

solubilidade limite, é observado um aumento repentino na sua atividade (Figura 5).^^

. X  [Enz]^=^:5^[EnzS]#5ï=5= [Enz]# + P

estado
inativo

estado
ativo

Figura 5 - Comportamento catalítico das lipases

O fato de que lipases não hidrolisam substratos abaixo da concentração micelar 

crítica (CMC), mas exibe uma alta atividade acima dela tem sido chamada de ‘ativação 

interfacial’'*.

Atualmente, já se conhece a estrutura de algumas lipases. A lipase do ílxngo da 

Rhizomucor (mucor) miehei foi uma das primeiras a ter desvendada a sua estrutura, 

através de técnicas de cristalografia de raio É conhecida comercialmente como lipase 

da Mucor miehei, e sua estrutura é composta de 269 residuos de aminoácidos, sendo que



seu sítio ativo é constituído pelos resíduos Asp.203, His.257 e Ser. 144. A lipase 

Pancreaíica possui resíduos de serina, histidina e um grupo carboxilato para sua atividade 

catalítica. Enquanto que a lipase da Humicola Lanuginosa requer histidina, tirosina e um 

grupo carboxilato para a sua atividade, a lipase de Georitrium candidum não apresenta 

nenhum resíduo de serina reativo.^*

A estrutura cristalina da maioria das lipases conhecidas tem revelado a presença de 

uma tríade de Ser-His-Asp ou Ser-His-Glu no sítio catalítico. Lang e col.^  ̂ em estudos 

recentes mostraram que a lipase de Chromobacterium viscosum (CVL) exibe seletividade

1,3 para trioleinas, sendo altamente ativa sobre ampla faixa de pH (4-11) e temperatura (25 

- 70°C). Devido à esta extraordinária estabilidade, a CVL é utilizada como biocatalisador 

para óleos e gorduras industriais. A enzima consiste de 319 resíduos de aminoácidos com 

apenas uma ponte de dissulfeto.
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1.4.2. Aplicações de Lipases em Meio Orgânico

Muitos dos estudos para a utilização de lipases em síntese orgânica tem envolvido 

conversão assimétrica, um dos temas centrais da síntese orgânica moderha.^ A indústria 

farmacêutica tem demonstrado grande interesse nesta área, visto que a atividade biológica \  

de muitas drogas racêmicas muitas vezes reside em um único enantiômero. Sintetizar tais 

drogas em sua forma enántiomericamente pura, está se tornando um caminho importante 

na química da biotransformação. A Tabela 1 mostra exemplos de algumas drogas que tem 

sido resolvidas por catálise enzimática.

Álcoois e ácidos carboxílicos quirais são excelentes compostos para serem 

utilizados em síntese orgânica por causa de sua versatilidade química e facilidade de 

conversão para outra classe de compostos.

A resolução de álcoois racêmicos tem sido feita explorando as propriedades 

enantiosseletivas de enzimas h i d r o l í t i c a s . O s  álcoois opticamente ativos podem ser 

obtidos em soluções aquosas por hidrólises estereosseletivas dos correspondentes ésteres 

racêmicos,'*^"’® por esterificações era solvente orgânico“” '^' e por transesterificações dos

\
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Tabela 1 - Exemplos de algumas drogas resolvidas via catálise enzimática

Compostos Aplicação Ref.

y PH 
< 0 ^

'O'
1,4-benzodioxano

agente cardiovascular (33)

HO X* H OH

HO'

Castanospermina

combate ao câncer 
inibidor do virus HIV

(34)

CH3O'

Naproxen 

CH2CONH2

X OH
> \ ^ O nh-< [

Atenolol

Dropropizina

OH

O2N'
Cloranfenicol

OH 
NHCOCHCI.

agente anti-inflamatório

tratamento da hipertensão e angina

a f /  agente anti-tussigeno
I h

agente anti-microbial

(35)

(36)

(37)

(38)

CH,OCO OH

Ph^^NH -

Ph'

combate ao câncer

tu HO I ÒCOCH3CeHeCOÕ
Taxol

(39)



Capítulo I - Introdução 12

correspondentes álcoois racêmicos. A escolha do método depende de muitos fatores 

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

reação, separação dos produtos e estabilidade das enzimas.

Com a exceção de certos álcoois estericamente impedidos, as lipases catalisam a 

acilação assimétrica de uma ampla faixa de substratos cíclicos e acíclicos entre moderada e 

alta enantiosseletividade.^*'®^

1.4.3 Importância da Resolução de Ácidos Racêmicos

Muitos ácidos orgânicos opticamente ativos possuem propriedades de grande 

interesse industrial como o ácido (R)-2-cloropropiônico devido ao seu grande valor como 

intermediário na síntese de vários herbicidas importantes comercialmente.®®

Ácidos terpênicos quirais são materiais de partida comuns para a síntese de 

feromônios com substituintes tais como metil, isopropil e isopropenil. A Figura 6 mostra 

alguns feromônios que podem ser obtidos a partir do ácido (R) - (+) - citronélico.®’

w

OAc
ácido (R)-(+)-citronélico

H-C12H2S

lo]

Figura 6 - Alguns feromônios sintetizados apartir do ácido (R)-(+)-citronélico. [a] componente do 

feromônio de Adoxophyes sp, [b] componente do feromônio de Eldana saccharina, [c] 

feromônio sexual da mosca Glossina palladipes, [d] feromônio de agregação produzido 

pelo besouro, Tribolium castaiieum, [e] componente do feromônio de Megoura viciae, 

[f] feromônio sexual da Aonidiella citrina.



Ácidos 2-metil-alcanóicos e seus derivados de alta pureza enantiomérica tem sido 

utilizados como intermediários sintéticos na presença de, entre outros compostos, um 

grande número de feromônios estereoquimicamente puros. A presença de uma pequena 

quantidade do outro enantiômero, em alguns feromônios, pode causar um efeito inibitório 

pronunciado.^’ Ácidos 2-metil-alcanóicos de cadeia curta e seus ésteres também ocorrem 

naturalmente em vários alimentos contribuindo significantemerite para o seu aroma,**

Engel®* tem dado ênfase à importância da esterificação enantiosseletiva, catalisada 

por lipases, dos ácidos 2-metil-alcanóicos nos últimos anos, devido á sua utilidade na 

síntese de compostos biologicamente ativos. Segundo Engel, a necessidade para obtenção 

de ácidos 2-metil-alcanóicos com alta pureza enantiomérica é refletida pelas várias 

tentativas de suas síntese assimétricas. A resolução cinética dos ácidos racêmicos e ésteres, 

respectivamente, por método de reações enantiosseletivas catalisada por lipases, pode ser 

uma alternativa útil para a sua produção (Esquema II).
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OR' \o H

CCL = Lipase de Candida cilindracea

Esquema II

Gu e col.^  ̂ tem demonstrado à importância dos ácidos 2-aril-propiônicos como 

uma classe de drogas anti-inflamatória não esteroidais utilizadas no tratamento de artrite e 

doenças do tecido conectivo, No caso do naproxen, o isômero S(+) mostrou ser 28 vezes 

mais reativo do que o isômero R(-), A atividade antiinflamatória dessas drogas esta 

geralmente associada com o enantiômero S, que é obtido via método de resolução. 

Recentemente, um processo de resolução foi desenvolvido para a preparação de ácidos a - 

metil-arilacético opticamente ativos utilizando a lipase de Candida cilindracea. A enzima 

tem enantiosseletividade S e pode tolerar altas concentrações de substratos e produtos.



Senanayake e col.®̂  tem estudado a resolução de ácidos 2-aril-propiônicos via 

hidrólise enzimática utilizando a esterase do fígado de coelho associada ao Triton X-100 

(um surfactante não iônico que é usado para solubilizar o éster parcialmente), obtendo 

ambos enantiômeros com bons excessos enantioméricos. A resolução de outros ácidos via 

catálise enzimática, também tem sido descrita na literatura.™’’^

As lipases tem sido amplamente utilizadas na preparação e resolução de diferentes 

aminas em meio orgânico.^*’̂ ’̂̂ “*

Portanto a utilização de lipase em síntese orgânica vem sendo de grande 

importância. Porém, a grande dificuldade ainda está em estabilizar estes catalisadores em 

meio orgânico para repetidos usos, uma vez que as enzimas dependendo do tipo, fonte, 

pureza e reações a serem utilizadas, podem se tornar um catalisador de custo elevado ao 

processo. A busca de uma metodologia que melhore sua estabilidade em meio orgânico 

faz-se necessário para que a síntese de compostos complexos que exigem vários passos 

possa ser otimizada.
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1.5 Imobilização de Enzimas

As enzimas estão sujeitas a inativação por fatores químicos, fisicos ou biológicos, 

podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Há assim, uma necessidade de 

estabilizar a enzima contra inativação para utilizá-la em meio orgânico. Faz-se então 

necessário o emprego de um método para que a mesma não perca sua atividade catalítica e 

sua estereosseletividade. Frente a este problema, novas técnicas vem sendo desenvolvidas 

para fornecer estabilidade para as enzimas e facilitar sua recuperação e reutilização.

A imobilização de enzimas em diferentes suportes é uma das técnicas mais 

importantes que vem sendo utilizada na aplicação de catálise enzimática para reações 

sintéticas em solventes orgânicos.“*’̂ ’̂*̂ ’’  ̂ Por razões prática e econômica, é muitas vezes 

vantajoso usar enzimas imobilizadas visto que, com poucas exceções, elas são insolúveis 

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

catalisador repetidamente sem considerável perda da atividade catalítica.“* Considerando a 

compatibilidade com a enzima, géis hidrofílicos tem sido freqüentemente empregados

\



como suportes enzimáticos, e as vezes a enantiosseletividade é aumentada. Um exemplo é 

o trabalho de Pottie e col.’* que mostra a reação de hidrólise enzimática do (R,S) 2,2- 

dimetil-l,3-dioxolano-4-carboxilato de n-butila utilizando a lipase do Pâncreas do porco 

(PPL) em meio orgânico (suspensão) e imobilizada em celite. O resultado final foi um 

aumento de 21% no excesso enantiomérico do produto de hidrólise, o ácido (R)-2,2,- 

dimetil-l,3-dioxolano-4-carboxílico, quando a PPL esta imobilizada em celite em relação a 

PPL em suspensão (Esquema III).

Y O lúdrólise enzimática^ ÇT o
\___ /  (a) (b) \___ L r

^COOCHjCHzCHjCHj >COOH

(a) PPL em suspensão % ee = 50

(b) PPL em Celite % ee = 71
PPL = Lipase do Pâncreas do porco

Esquema III

Alguns sistemas que já foram utilizados para imobilizar enzimas são Eupergit C,’® 

celite,’’ quitosana e quitina, Chromosorb e Sepharose.’*'*”

A Figura 7 mostra alguns procedimentos que vem sendo utilizados nos tíltimos 

anos para imobilizar enzimas.

A modificação de enzimas com polietilenoglicol que resuha em um pó solúvel em 

benzeno ou em hidrocarbonetos clorados, também tem sido empregada.*'"*^ Outras 

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

surfactantes e micelas reversas.*®’̂ '*
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Imobilização

s
u • ©

s
u - ©

p
o
r

p
o
r

l E )

*
e . . . . ©

i
e - ©

adsorção
iônica

adsoifão
covalente 'Cross -Lmldjig Co- Cross-Liiildiig"

Suportes sólidos Ligação cruzada

©
©

©
geloupolimeio

I ® i
i©  I 

1 ® l
©  ©

©
fibras
ocas

le a to ie s  

de memhranas

Em M atriz Por membranas

Figura 7 - Técnicas de imobilização de enzimas. E = enzima, S = suporte [ref. 4]



1.5 .1 Imobilização de Enzimas em Organo-Gel

Na última década muitos estudos têm se voltado na utilização de microemulsões 

para a imobilização de enzimas.®’'*”̂  Uma microemulsão é uma dispersão isotrópica e 

opticamente transparente de óleo em água (OAV) ou da água em óleo (W/O), onde o óleo 

é um solvente orgânico (hexano, heptano). O nome “microemulsão” deriva do fato de 

que gotas de óleo no sistema (O/W), ou gotas de água no sistema (W/O), possuem um 

diâmetro que varia de 50 a 500 Como as microemulsões são sistemas organizados,

elas são fáceis de serem preparadas. A estabilidade da microemulsão depende da razão da 

concentração de água pelo surfactante adicionado ao meio, representado por Wo, onde;
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Wo = [H2O] / [surfactante]

A gota de microemulsão pode ser efetivamente considerada como um microreator. 

B. H. Robinson, estudando as propriedades das microemulsões, concluiu que a sua 

estabilidade depende da concentração de óleo, água e surfactante presentes no meio.**’*

Haering e Luisi,*”” Quellet e col.*”̂  *®̂, descreveram o efeito da solubilização de 

gelatina em uma microemulsão água / óleo (W/O) na formação do gel. Este foi obtido pelo 

resfriamento de uma solução previamente aquecida a 55°C de Aerosol-OT (sulfossuccinato 

sódico de bis-2-etilhexila) em solvente orgânico (hexano, heptano) e uma solução aquosa 

de gelatina. O sistema final é um gel homogêneo, cuja consistência e propriedades físicas 

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

na tentativa de se compreender este novo sistema. **'’"**̂  A estrutura proposta para o 

sistema de organo-gel ou MBG ( do inglês, “microemulsion-based gels”) está 

representada na Figura 8, e consiste de gotas de microemulsão aquosas em equilibrio com 

uma estrutura de gelatina e água, rodeada pelo surfactante Aerosol-OT.**^’**®
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gotas de 
microemulsão

Figura 8 - Modelo proposto para a estrutura do organo-gel

Recentemente, foi demonstrado que enzimas podem ser imobilizadas no organo-gel 

(MBG), e utilizadas para catálise enzimática em meio orgânico.

O uso do sistema de organo-gel (MBG), consiste de uma nova alternativa para a 

imobilização de enzimas, bem como sua utilização na catálise enzimática em meio
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orgânico. Neste sistema a enzima está localizada no centro micelar (centro aquoso) da 

microemulsão água/óleo (W/O), eliminando o tradicional problema de sua estabilização 

contra inativação por um solvente não-aquoso. Assim, em contraste com outros processos 

comumente usados, o de microemulsão gelificada (MBG) apresenta um baixo conteúdo 

de água e tem a vantagem de ser reprodutível, termodinamicamente estável, transparente e 

permitir a utilização de baixa concentração de enzima bem como a sua reutilização,

1.5 .2 Imobilização de Enzimas em Crisotila

Matéria prima barata e abundante no Brasil, a crisotila, uma das principais fontes de 

asbesto, surge como um novo suporte de biocatalisadores. É massivamente usada na 

construção civil, nas indústrias de confecção de roupas e de bebidas, e tem se mostrado um 

excelente adsorvedor devida à uniformidade estrutural em suas fibras,

A crisotila é um silicato magnesiano hidratado do grupo das serpentinas, 

apresentando como fórmula molecular Mg3(SÍ20s)(0H)4, que possui 43% de MgO, 44,1% 

de SÍO2 , 12,9 % de H2O. A Figura 9 mostra um modelo para a estrutura da crisotila.' '̂*

M g 6 ( S Í 4 O i 0 ) ( O H ) 8  

Figura 9 - Estrutura da crisotila

A estrutura da crisotila consiste de uma camada de sílica tetraédrica que é coberta 

com uma camada de hidróxido de magnésio (brucita), A brucita é ligada á camada de sílica
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por dois dos três grupos MgO. O resultado é uma estrutura em camada como ilustrado na 

Figura 10.*̂ ^

Figura 10 - Camada fiindamental da estrutura da crisotila.

A crisotila por ser um silicato hidratado, está sujeita a decomposição térmica a 

elevadas temperaturas. Esta decomposição térmica é uma reação em dois passos, 

consistindo primeiro de uma fase de desidratação e em seguida uma fase de mudança 

estrutural. A desidratação ocorre entre 600 -780°C.*^^

A Tabela 2 mostra algumas das características mais importantes da crisotila.



Caoítulo 1 - Introdução 21

Tabela 2 - Características da crisotila'^®

Estrutura Veios cross ou slip no serpentinito

Fórmula química 3MgO.2 SiO2.2H2O

Composição Silicato de magnésio hidratado

Hábito Fibroso asbestiforme

Sistema cristalino Monoclínico

Cor Branco, esverdeado, cinza amarelado

Brilho Sedoso

Densidade 2,4 a 2,6 (g/cm^)

Flexibilidade Elevada

Comprimento Desde muito curta até aproxim. 5 cm

Tensão à tração Alta, aproxim. 5841 KgĈ cm̂

Resistência a álcalis e ácidos Baixa

Impurezas Ferro, cromo, níquel, cádmio

Resistência ao calor Boa, friável a altas temperaturas

Atualmente tem-se estudado a utilização da crisotila como novo suporte para 

adsorção de proteínas, analisando os possíveis efeitos biológicos induzidos por estas fibras. 

Comerlato e col.*̂ ® estudaram o comportamento da urease e invertase quando adsorvidas 

neste suporte obtendo bons resultados quanto a sua utilização como suporte.

Moran e col.*^’ tem estudado a imobilização de fermento de pão em crisotila e sua 

aplicação na redução enantiosseletiva de compostos carbonilicos como as azido- 

propiofenonas, obtendo-se os azido-álcoois syn e anti com bons rendimentos e excessos 

enantioméricos. Outros trabalhos que foram realizados utilizando fermento de pão 

imobilizado em crisotila são, a redução de fenilcetonas;*^* redução de a- 

haloacetofenonas;*^^’’̂ '̂  e a síntese enantiosseletiva de (R)-(-)l-fenil-etanolaminas,'^'

Nascimento e col.*^  ̂tem utilizado a crisotila na imobilização de lipases, e utilizado 

este suporte na esterificação de álcoois alifáticos em meio orgânico com sucesso. Portanto,
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a crisotila é um suporte viável para o desenvolvimento de estudos de imobilização de 

biocatalisadores e sua aplicação em síntese orgânica.

1.6 Métodos Analíticos Aplicados na Determinação do Excesso Enantiomérico de 

Compostos Opticamente Ativos.

O método mais utilizado na determinação da pureza enantiomérica de uma 

substância química é a rotação óptica medida num simples comprimento de onda do sódio. 

Hg ou outra fonte de luz, sendo esta uma propriedade física importante para o estudo de 

um sistema quiral, porque permite-nos fazer referência a um número comparável de dados 

acumulados na literatura desde 1800.^^  ̂ A polarimetria, assim chamada quando a 

identificação de um estereoisômero particular faz uso da luz polarizada, é um dos métodos 

clássicos espectrais para a determinação do excesso enantiomérico ou pureza óptica de 

uma amostra. Utilizando-se um polarímetro, determina-se o ângulo de rotação da luz 

polarizada provocada por uma amostra. Uma vez determinada a rotação óptica 

experimental, esta é convertida para rotação óptica específica pela Equação

(eq.6)

[a]^D = rotação óptica específica

a  = rotação óptica observada

1 = comprimento da cela polarimétrica, em decímetros

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

líquido puro, substituir a densidade em g/mL)

Pela rotação óptica específica da amostra, pode-se determinar a pureza ótica 

através da relação entre a calculada, determinada experimentalmente, e a do enantiômero 

puro encontrado na l i t e r a t u r a , A  pureza óptica descreve a razão da mistura de



enantiômeros para aquele do enantiômero puro e é usualmente a mesma que o excesso 

enantiomérico, que descreve a verdadeira composição.

Um método altamente atrativo para a análise de reações assimétricas é baseada na 

resolução de misturas enantioméricas por cromatografia g a s o s a . A  comparação relativa 

da área dos picos fornece uma medida precisa da composição enantiomérica (ee). O 

método, com o qual se pode trabalhar adequadamente com quantidades de amostras 

pequenas, é independente da magnitude da potência rotatória óptica e não é afetada por 

impurezas. Os méritos da cromatografia gasosa, em geral, são rapidez, sensibilidade e 

simplicidade. Para a resolução de enantiômeros em particular, são a alta resolução, 

precisão e reprodutibilidade. Os pré-requisitos do uso de cromatografia gasosa como uma 

ferramenta analítica em síntese assimétrica são volatilidade dos substratos, estabilidade 

térmica e boa resolução, restringindo seu uso geral.

A resolução de misturas enantioméricas por cromatografia gasosa pode ser 

realizada de dois modos:

a) Pela conversão dos enantiômeros em derivados diastereoisoméricos pela reação química 

com um agente de resolução quiral auxiliar, enantiomericamente puro, e subseqüente 

separação por cromatografia gasosa dos diastereoisômeros resultantes em uma fase 

estacionária aquiral.

b) Resolução direta dos enantiômeros em uma fase estacionária quiral contendo um agente 

de resolução auxiliar de alta pureza enantiomérica.

Esses métodos são realmente nada mais que variações da aproximação clássica de 

Pasteur para a resolução via cristalização de sais diastereoisoméricos.*^^

Além da cromatografia, o método de RMN também tem sido muito utilizado 

atualmente na determinação da razão enantiomérica.'^*'''*^ No método de RMN os 

parâmetros são as mudanças não equivalentes de sinais selecionados de grupos 

diastereotópicos e a relativa intensidade desses sinais. Para discriminar entre grupos 

enantiotópicos em misturas enantioméricas eles devem ser transformados externamente em 

diastereotópicos por exemplo, pelo uso de reagentes de mudança quiral lantanídeos ou 

solventes quirais. Alternativamente, uma mistura enantiomérica é convertida para um par 

de diatereoisômeros com um reagente derivatizante quiral apropriado, e então os grupos
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enantiotópicos na amostra original são observados como grupos diastereotópicos por 

comparação interna.

Portanto, determinação da pureza enantiomérica usando RMN, requer o uso de 

um auxiliar quiral que converta a mistura de enantiômeros em uma mistura de 

diastereoisômeros.

Existem três classes de auxiliares quirais;

a) Reagentes de deslocamento quiral de Lantanideos; A resolução ocorre via a formação 

de um complexo fraco heptacoordenado. A Tabela 3 mostra alguns dos reagentes de 

deslocamento quiral de lantanideos mais utilizados.

Tabela 3 - Reagentes de deslocamento quiral de lantanideos.

heptafluorhidroximetileno-d-canforato; dcm = dicamfoil-d-metanato.
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b) Agentes solvatantes quirais: Formam complexos de solvatação distereoisoméricos in 

situ com substratos enantioméricos via equilibrio rápido e reversível em competição com o 

solvente. São exemplos a a -  metilbenzilamina e a a -  naftiletilamina. Somente uma faixa 

limitada de cosolventes podem ser usados. Solventes não polares ( C D C I 3 ,  C C I 4 ,  C e D e )  

tendem a maximizar as diferenças entre complexos diastereoisoméricos, enquanto 

solventes polares solvatarão preferencialmente o soluto, e Aô cai para zero.*'*''

c) Agentes derivatizantes quirais: Consiste na reação de enantiômeros com compostos 

enantiomericamente puros. Esta técnica é a mais amplamente utilizada para a determinação 

de pureza enantiomérica por RMN. A Tabela 4 ilustra alguns dos reagentes mais 

utilizados como agentes derivatizantes quirais.*“*̂

Tabela 4 - Alguns agentes derivatizantes quirais comuns para análise de RMN de e

Ph

F jC V  '....CO2H
OMe

[S]-MTPA 
Mosher 1969

Ph

H V  .....
OH

Ph

.................
OMe

ác. [S]-0-metil 
mandélico 
Mislow 1967

Ph

H -y "...NHj
Me

[S]-mandelato de metila [S]-a-femletilamina 
Parker 1981

Ph

AcOV "......
H

ác. [S]-0-acelil 
mandéhco 
Parker 1983

Np

’"NH,
Me

[S]-a-Naftiletilamina

O método de RMN para a determinação da composição enantiomérica é um 

método absoluto, e não requer que o composto em análise seja previamente resolvido.
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1.7 Justificativa do Trabalho

Uma das grandes dificuldades e desafio no campo da química moderna é a 

produção de compostos opticamente ativos. A importância desta área tem crescido nos 

últimos anos porque compostos quirais estão sendo comercialmente mais úteis, onde 

somente um dos enantiômeros é biologicamente ativo. Uma ferramenta poderosa para a 

preparação de moléculas orgânicas complexas é o uso de enzimas. Enzimas como 

catalisadores tem notáveis propriedades mas uma característica faz delas especialmente 

valiosas para síntese orgânica: elas são seletivas.^“*

Klibanov e col.*“*̂ demonstraram o aumento do emprego de enzimas em solventes 

orgânicos. Isto é refletido nas publicações rescentes no período entre 1967 a 1991, indo de 

uma média de 10 publicações/ano para 180 publicações/ano. Este número crescente de 

publicações é um reflexo da necessidade de explorar enzimas como catalisadores em 

síntese orgânica (Figura 11). Atualmente percebe-se que o número de publicações/anojá 

ultrapassou a casa das 200.

200

Publicações / ano

Figura 11 - Número de publicações sobre utilização de enzimas em solventes orgânicos 

[ re f  143].

Álcoois e ácidos carboxílicos quirais são excelentes compostos para serem 

utilizados em síntese orgânica por causa de suas versatilidades química e facilidade de
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conversão para outras classes de compostos. Além do mais, álcoois secundários quirais, 

ácidos carboxílicos, ésteres e lactonas ocorrem amplamente na natureza como flavorizantes 

de alimentos. Em muitos casos, somente um dos enantiômeros é responsável pelo aroma e 

sabor (Esquema IV).'*

ENANTIÔMEROS -S

Penicilamina
NH2

Aiitiartrite

HO2Q

NH2 

Doce Ainargo

Esquema IV

Infelizmente, menos do que 10% de compostos orgânicos cristalizam como um 

conglomerado (o restante forma cristais racêmicos) oferecendo a possibilidade de 

separação de seus enantiômeros por técnicas simples de cristalização tal como “semeando” 

uma solução supersaturada do racemato com cristais de um enantiômero puro.“*

O princípio da síntese assimétrica faz uso de reagentes auxiliares 

enantiomericamente puros que são utilizados como catalisadores ou as vezes em 

quantidades estequiométricas. Eles são muitas vezes caros e não podem ser recuperados 

em muitos casos.

A necessidade de estabilizar a enzima contra a inativação para utilizá-la em meio 

orgânico está sendo um dos pontos de pesquisa na área de biocatalisadores. Muitas 

técnicas vem sendo empregadas apresentando vantagens e desvantagens em suas 

aplicações, sendo que o organo-gel parece ser um método eficiente para tal aplicação.

Em particular, o sistema de organo-gel oferece a perspectiva para conduzir 

biocatálises em solvente orgânico apolar em que a máxima atividade da enzima está unida



com o uso de mínimas quantidades de catalisador reutilizável. Isto é potencialmente 

importante para a prática em larga escala em sistemas de reações biocatalisadas 

enantiosseletivamente para propósitos de resolução e separação de isômeros ópticos.

Enzimas imobilizadas em organo-gel oferecem excitantes possibilidades para 

biosínteses, reações orgânicas catalisadas por enzimas em um meio orgânico e a larga 

escala de resolução enantiomérica de isômeros ópticos entre outros. O uso do organo-gel 

para imobilização de enzimas para tais aplicações em solvente orgânico sobrepuja muitas 

das dificuldades previamente encontradas quando se utiliza métodos mais tradicionais (tais 

como dispersão direta de enzimas em pó em solvente orgânico, modificações químicas das 

enzimas hidrofilicas tornando-as mais solúveis em solventes apoiares, uso de sistema 

bifásico, imobilização em suportes sólidos) em tais situações. Em particular, o organo-gel 

oferece vantagens significantes em termos do fato de que seu uso facilita a recuperação do 

produto desejado da reação bem como a reutilização do mesmo. A enzima neste sistema 

está imobilizada de forma econômica.

Outro método de imobilização de biocatalisadores que começou a ser recentemente 

explorado para síntese orgânica é utilizando a crisotila. Matéria prima barata e abundante 

no Brasil, a crisotila pode ser mais uma alternativa útil para os químicos sintéticos poderem 

imobilizar biocatalisadores e aplicá-los em seus métodos de síntese.

Como contribuição para o emprego de biocatalisadores em meio orgânico, cabe- 

nos avaliar e classificar novos métodos de imobilização de biocatalisadores, afim de 

otimizar condições para o emprego dos mesmos na síntese orgânica moderna.

Estudos para melhor compreender como estes biocatalisadores atuam, utilizando 

modelos, vem sendo desenvolvidos nos últimos anos. Novos métodos de biologia 

molecular e microbiologia industrial eventualmente conduziram a uma grande variedade de 

enzimas mais baratas para o mercado.

Portanto, a importância do estudo de métodos de aplicação de biocatalisadores em 

síntese orgânica é atualmente uma área de grande relevância.
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18 OBJETIVOS

1.8.1 Objetivo Geral

Explorar novos métodos de imobilização de enzimas que garanta a estabilidade,

atividade e estereosseletividade das mesmas em meio orgânico, com aplicações na

obtenção de compostos intermediários de interesse industrial.

1.8.2 Objetivos Específicos

1.8.2.1 Imobilizar enzimas em organo-gel e crisotila e avaliar sua atividade catalítica e 

estabilidade.

1.8.2.2 Fazer estudos cinéticos da adsorção da lipase de Candida cilindracea em crisotila 

a diferentes temperaturas.

1.8.2.3 Estudar a resolução dos ácidos racêmicos (±)-2 e (±)-3-metil-alcanóicos, (±)-2 

etil-hexanóico, (±)-2-bromo-alcanóicos e ácidos mais complexos como (±)- 

citronélico, (±)-2-(p-clorofenoxi)-propiônico, (±)-canforcarboxílico e o D,L- 

mandélico com diferentes álcoois alifáticos via esterificação catalisadas por 

enzimas imobilizadas em organo-gel e crisotila .

1.8.2.4 Explorar novas técnicas para determinação do excesso enantiomérico dos 

substratos racêmicos, como por exemplo colunas quirais de P-ciclodextrinas.

1.8.2.5 Comparar estes métodos de imobilização de enzimas aplicados na resolução de 

ácidos racêmicos com outros de imobilização ou suspensão, em meio orgânico, já 

explorados na literatura.
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2. PARTE EXPERIMENTAL 

2.1. M ateriais e Métodos

As enzimas utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram lipase de Candida 

cilindracea (CCL) (Sigma Chemical CO) tipo VII com atividade específica de 1010 

unidades/mg de sólido, lipase de Chromobacterium viscosum (CVL ou C. V lipase) 

(Genzyme Biochemical Ltd), com atividade específica de 3970 unidades/mg de sólido. 

Foram utilizados solventes e substratos comerciais, purificados quando necessário. Os 

ácidos (±)-2-metil-pentanóico, (±)-3-metil-pentanóico, 4-metil-pentanóico, (+)-2-metil- 

hexanóico, (±)-2-bromo-pentanóico, (±)-2-bromo-hexanóico, (±)-2-bromo-octanóico 

foram fornecidos pela Aldrich enquanto os ácidos (±)-citronélico, D.L-mandélico, (±)- 

canforcarboxílico, (±)-2-(p-clorofenoxi)-propiônico, (±)-2-etil-hexanóico foram fornecidos 

pela Sigma. O ácido (±)-2-metil-butanóico foi fornecido pelo grupo de pesquisa do 

professor J. T. B. Ferreira*, UFSCar. O surfactante Aerosol 0-T  (sulfosuccinato sódico de 

bis-2-etilhexila) (D-0885 lote 120H0456) e a gelatina em pó (tipo A: Bloom 300) foram 

fornecidos pela Sigma. A sílica para cromatografia em coluna (70-230 mesh) e em placa foi 

fornecida pela Merck. As vidrarias foram da Pyrex, e os demais reagentes utilizados de 

foram pureza analítica. A crisotila do tipo 5RL foi de procedência da Mina Sama (Goiás). 

O ultra-som foi da marca Thornton e para realizar as reações foi utilizado um banho 

termostatizado tipo Dubnoff TE 093 da Tecnal. O MEV- Microscópio Eletrônico de 

Varredura foi Philips modelo XL 30.

2.2 Caracterização dos Compostos

Os compostos foram caracterizados por técnicas de espectroscopia. Os espectros 

de infravermelho foram feitos utilizando um espectrofotômetro Perkin Elmer modelo FT- 

IR 16PC. Os espectros de RMN de ‘H e ’^C foram feitos em um espectrofotômetro Bruker 

AC 200 MHz, utilizando tetrametilsílano (TMS) como padrão interno. Estudos cinéticos 

foram realizados em um espectrofotômetro modelo Beckman DU-65 e um HP 8452A. As
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medidas de rotação óptica foram determinadas em um polarímetro modelo Polartronic E 

da Schmidt e Haensch. Os índices de refração foram medidos em um refratômetro Carl 

Zeiss Jena. Quando necessário foi utilizado um cromatógrafo a gás modelo Shimadzu GC - 

14B e um GC/MS Varian 3000 com coluna de Lipodex E [octakis (3-0-butiril-2,6-di-0- 

pentil) y-ciclodextrina] do Departamento de Química da UFSM, RS.
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2.3. Enzimas Imobilizadas em Organo-gel

2.3 .1. Preparação do Organo-gel

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

hexano a 55°C à uma segunda solução de gelatina em água também a 55°C. A mistura foi

então agitada vigorosa e manualmente, e deixada esfriar a temperatura ambiente para

formar um gel rígido e estável. A composição do organo-gel utilizado foi a seguinte: l,40g

de gelatina, 2,15 mL de água destilada, 4,00 mL de solução de Aerosol-OT 0,5M, e 2,20

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

preparada injetando 0,25 mL de uma solução aquosa de enzima com concentração de 10

mg/mL na solução de Aerosol-OT. Após estabilização a temperatura ambiente, os géis

foram armazenados em “freezer” por 24h no mínimo para serem utilizados nas reações

(Figura 12). Géis controle, isto é, sem enzima imobilizada também foram preparados."®’ 
120

Início do Processo
sol. de enzima 

AOT + solvente

55°Cpor 
5 niinutos

água

gelatina _

55°Cembanh^ 
maria até a gdatina 
dissolver

solução de 
gelatina

solução micdar 
aquecida

agitação manual 
até atingir a 
temperatura gel transparente 

ou
solução micelar

Figura 12 - Preparação do organo-gel



Caoítulo II - Parte Experimental ! S:b!iotQG3 Uî i?jLorgitária 33

UFSC
2.3 .2 Preparação do Meio Reacional

Os géis contendo enzima imobilizada foram retirados do '’''freezer‘\  rapidamente 

separados dos tubos de ensaio, e cortados em secções regulares de = 125 mm^, e então 

removidos para um Erlenmeyer contendo 25 mL de hexano, estando assim prontos para 

serem utilizados nas reações em meio orgânico (Figura 13).

corte ào g&l

gel em solvente 
orgânico

ipisbra do tuÈo e 
separação do gel 
congelado

Figura 13- Preparação do meio reacional do sistema organo-gel



2.4. Enzimas Imobilizadas em Crisotila

Com o objetivo de conhecer melhor como se comporta a adsorção de lipases em 

crisotila, inicialmente foram feitos estudos de adsorção da lipase de Candida cilindracea 

(CCL) neste suporte. Foi seguida a metodologia empregada por Comerlato no estudo da 

adsorção da urease e invertase em crisotila.’̂ ®
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2.4.1 Preparação do Suporte Crisotila

O tratamento da crisotila foi o mesmo descrito por Comerlato.*^® A crisotila bruta 

foi colocada em uma peneira e lavada com jatos de água de torneira até a mesma sair com 

aparência limpida*. A crisotila foi então filtrada a vácuo e logo a seguir foi colocada em um 

recipiente com solução tampão fosfato pH 7,2 (mistura de Na2HP04 e K H 2P O 4 ,  0,07M; 

|j, = 0,28) e levada ao ultra-som onde permaneceu por aproximadamente 45 minutos. 

Novamente, foi fiUrada a vácuo e seca em estufa a 120°C por 5 horas.

Após o tratamento, a crisotila foi utilizada nos estudos cinéticos de adsorção e 

posteriores aplicações em reações de esterificação enantiosseletivas de ácidos racêmicos 

em meio orgânico (Figura 14).

Segundo Comerlato, a crisotila tal com é vendida comercialmente, apresenta-se com uma certa 
quantidade de pó de rocha aderida às fibras, bem como pó de fibra, prejudicando a sua qualidade. O 
processo de purificação e fibrilização para a crisotila brasileira tipo 5RL tem a finalidade de eliminar 
estas impurezas e aumentar o grau de fibrilização dos feixes de crisotila.
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2.4.2. Cinética de Adsorção da CCL em Crisotila.

A enzima utilizada para estudo de adsorção na crisotila foi a CCL.

Inicialmente foi preparada uma curva de calibração da CCL, cujo X̂ áx. é 258 nm, 

em solução aquosa tamponada ( tampão fosfato, pH 7,2, 0,07M, jx=0,28)) para ser 

utilizada no experimento a seguir.

Ig de crisotila tratada foi colocada em um Erlenmeyer e adicionado 200 mg de 

lipase e 100 mL de tampão fosfato pH=7,2, 0,07M. As amostras foram colocadas em um 

banho termostatizado tipo Dubnoff com agitação. Alíquotas foram tiradas em tempos pré- 

determinados, centrifugadas para eliminar traços de crisotila presente, A seguir 250|iL 

desta solução foi transferida para uma cubeta de UV e adicionado mais 3 mL de tampão 

fosfato. Foram feitos leituras da absorvância das alíquotas em tempos pré-determinados. 

Com a ajuda da curva de calibração preparada previamente, foi determinada a quantidade



de enzima adsorvida em crisotila em função do tempo. Os experimentos foram realizados 

nas temperaturas de 21, 25, 30 e 35°C.

2.4.3 Estudo da Adsorção da CCL em Função da Massa de Crisotila.

Foram pesadas diferentes massas de crisotila previamente tratada, entre 0,5 a Ig, e 

colocadas em um Erlenmeyer de 125 mL. Em cada amostra adicionou-se 10 mL de 

solução de CCL 0,5 mg/mL em tampão fosfato pH=7,2, 0,07M e termostatizada em um 

banho tipo Dubnoff a 25°C por 2 horas. Separou-se a crisotila com enzima do 

sobrenadante por peneiramento e então centrifugou-se o sobrenadante. Seguindo o mesmo 

procedimento anterior, fez-se a leitura da absorvância em 258 nm da CCL livre e por 

diferença determinou-se a quantidade de enzima adsorvida nas diferentes amostras de 

crisotila. As amostras de crisotila/enzima foram lavadas na própria peneira com 10 mL do 

mesmo tampão para verificar se ocorreu dessorção de enzima da crisotila.

2.4.4. Isotermas de Adsorção da CCL em Crisotila.

Em diferentes Erlenmeyers de 125 mL foram adicionadas Ig de crisotila tratada e 

25 mL de solução de CCL em diferentes concentrações (0,4; 0,5; 0,6; 0,8; 1,0, 1,5 mg/mL) 

em meio tamponado (tampão fosfato, pH 7,2, 0,07M). As amostras foram colocadas em 

um banho termostatizado (25 e 30°C) e agitado moderadamente por 2 horas*. O 

experimento foi repetido com o controle (Ig  de crisotila e 25 mL de tampão fosfato). 

Novamente separou-se a crisotila do sobrenadante por peneiramento e lavou-se as amostra 

conforme procedimento anterior. O sobrenadante foi centrifugado, e então foram feitas 

leituras da absorvância para determinar a quantidade de proteina adsorvida. Uma vez 

determinada a quantidade de enzima adsorvida em crisotila, determinou-se a quantidade 

que ficou em equilibrio e aplicou-se as equações de Langmuir e Freundilch para determinar 

o comportamento da isoterma de adsorção.
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' Este tempo foi baseado nos resultados da cinética de adsorção que mostrou que 2 horas é o temjjo 
mínimo para que o equilibrio seja atingido.



2.4.5 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)

Foram feitos micrografias da crisotila tratada com tampão fosfato pH 7,2 com e 

sem CCL adsorvida com o objetivo de observar a superfície e morfologia da amostra.

As amostras foram fixadas no estabe com cola, secas a vácuo e submetidas em um 

banho de ouro, em um metalizador modelo P-S2 Diode Sputtering System fabricado pela 

ISI (International Scientific Instruments), antes de serem fotomicrografadas num 

microscópio eletrônico de varredura Philips modelo XL 30 do Laboratório de materiais do 

Departamento de Engenharia Mecânica da UFSC.

Capítulo II - Parte Experimental___________________________________________^



Capítulo II - Parte Experimental 38

2.5 Resolução dos Ácidos Racêmicos

Procedimenío geral:

Foram utilizados os ácidos descritos nas Tabelas 5 e 6 para os estudos de 

resolução via reação de esterificação catalisadas por enzima imobilizada em organo-gel 

e/ou crisotila.

Tabela 5 - Ácidos racêmicos utilizados no trabalho“.

Composto Substratos utilizados no trabalho Nomenclatura

1

2

CH,CH,CHCCX)H

CH3CH2CH2CHCOOH
Í hj

ácido (±)-2-metil-butanóico 

ácido (±)-2-metil-pentanóico

3 CH3CH2CHCH2COOH
Í h3

ácido (±)-3-metil-pentanóico

4

5

6

CH3CHCH2CH2COOH

Í h 3

CH3(CH2)3CHC00H

§H3

CH3(CH2)3CHC00H

ácido 4-metil-pentanóico 

ácido (±)-2-metil-hexanóico 

ácido (+)-2-etil-hexanóico

7 CH3CH2CH2CHCOOH ácido (±)-2-bromo-pentanóico

8 CH3CH2CH2CH2CHCOOH
Ir

ácido (±)-2-bromo-hexanóico

9 CH3(CH2)5CHC00H

Ir
ácido (±)-2-bromo-octanóico

(a) Na série acima mencionada o ácido 4-metil-pentanóico (4) é o único que não é racêmico.
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Tabela 6 - Ácidos racêmicos utlizados no trabalho.

As reações de esterificação foram realizadas adicionando em um Erlenmeyer de 

125 mL, 25 mL de hexano, quantidades equimolares dos reagentes (geralmente 0,03 mol) 

e 20g do gel contendo 5 mg de lipase de Chromobacteriuw viscosum imobilizada ou Ig 

de crisotila contendo 140 mg de lipase de Candida cilindracea adsorvida (Figura 15).

As reações foram agitadas em um banho tipo Dubnoff termostatizado a 25°C 

(Figura 16), acompanhadas através de análises de cromatografia de camada delgada (ccd) 

e RMN de *H, de aliquotas que foram periodicamente retiradas da mistura reacional. As 

mesmas foram geralmente interrompidas quando o grau de conversão se aproximou de 

50% ou quando já estavam reagindo por um período de 21 dias. Os ésteres foram isolados 

por cromatografia em coluna com silica gel 60 ( 70-230 mesh) utilizando como eluente 

hexano:acetato de etila (15:1). A hidrólise básica dos ésteres obtidos forneceu os ácidos 

correspondentes. Os excessos enantioméricos foram determinados por comparação da 

rotações ópticas específicas dos ácidos determinados experimentalmente com os valores 

citados na literatura. Os ésteres e ácidos provenientes das reações foram caracterizados
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por espectroscopia de infra-vermelho, RMN de e indíce de refração (no) e ponto 

de ebulição, além de medidas de rotação óptica.

Todas as reações foram efetuadas nas mesmas condições experimentais utilizando 

géis controle sem enzima imobilizada, e crisotila sem enzima adsorvida, não observando 

reação nos períodos nos quais se realizaram os experimento.

Figura 15 - Sistema de organo-gel (MBG) e/ou crisotila utilizado para realizar as reações 

de esterificação.
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Figura 16 - Dubnoff TE 093 da Tecnal termostatizado, utilizado nas reações.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para uma melhor compreensão os resultados serão expostos e discutidos em duas

partes:

1° Parte: Estudo da adsorção da CCL em crisotila.

2° Parte: Resolução dos ácidos racêmicos.

Os estudos de imobilização de lipases em organo-gel já estão de certa forma bem 

documentados, com modelos propostos para o comportamento do mesmo em meio 

orgânico. Cabe-nos então conhecermos um pouco mais sobre a crisotila como

suporte para a imobilização de biocatalisadores e posterior aplicação em meio orgânico.

3.1- Estudo da Adsorção da Lipase de Candida Cilindracea (CCL) em Crisotila.

3.1.1 - Cinética da Adsorção da CCL em Crisotila

Utilizando a CCL, foi verificado o comportamento da adsorção desta enzima em 

crisotila em meio tamponado nas temperaturas de 21, 25, 30 e 35°C.

A adsorção foi acompanhada pela diminuição do valor da absorbância em 258 nm 

com o tempo, a temperatura constante. Pela curva da calibração preparada inicialmente, 

determinou-se a quantidade de enzima adsorvida em crisotila nas diferentes temperaturas 

em estudo.

A Figura 17 mostra que o tempo mínimo para que ocorra a saturação, ou seja, 

para o equílibrio ser atingido é de 120 minutos, sendo que o valor máximo obtido para a 

adsorção foi de 70 % nas temperaturas de 21 e 25°C.
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tempo (min)

Figura 17 - Quantidade de CCL adsorvida em crisotila nas temperaturas de (■  )21°C, 

(A)25°C, (•)30°C , (T)35°C. (c = 2 mg/mL de CCL em tampão fosfato, 

pH 7,2)

A porcentagem de CCL adsorvida em crisotila nas diferentes temperatura estão 

demonstradas na Tabela 7.

Tabela 7 - Quantidade de CCL adsorvida em crisotila em diferentes temperaturas“

Temperatura (°C) CCL adsorvida (%)

21 70

25 70

30 60

35 64

(a) CCL (2 mg/mL), Ig dc crisotila, tampão fosfato pH 7,2, tempo de 120 min.

Os resultados de Comerlato para a adsorção da urease em crisotila mostraram que 

o tempo de adsorção para atingir o equilibrio é de 60 minutos, sendo que 73% de urease
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foi adsorvida (c = 0,35 mg/mL para 0,5g de massa de crisotila a 25°C).'^® Os resultados da 

adsorção da CCL foram similares aos de Comerlato, porém, o tempo de adsorção foi 

superior.

Durante os experimentos constatou-se que o comportamento das curvas 

observadas para a diminuição da [CCL] da solução eram típicas de uma cinética de 

primeira ordem. Com a ajuda de um programa iterativo, foram calculadas as constantes de 

velocidade aparente (k<,bs) para as cinéticas de adsorção nas diferentes temperaturas. A 

Figura 18 mostra o comportamento da curva cinética para uma corrida a 25°C. Os 

resultados obtidos estão demonstrados na Tabela 8.

60 80 

te m p o , m in u to s
40 60 80

te m p o  (m in u to s)

Figura 18 - Acompanhamento da velocidade de adsorção da CCL em crisotila a 258 nm, 

25°C (pH 7,2, tampão fosfato 0,07M).

Tabela 8 - Efeito da temperatura na constante de velocidade de adsorção da CCL em 

crisotila

Temperatura, K 10“ k „ b s , s ‘ 10̂ ' kob*, s ‘ ( média)

294,15 3,38, 2,69 3,04 + 0,35

298,15 2,91, 3,79 3,35+0,44

303,15 4,37; 3,05 3,71 ±0,66

308,15 4,09; 4,08 4,09 ±0,01

(a) coeficente de corrclaç3o = 0,9794.
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Observa-se pela Tabela 8 que a velocidade de adsorção teve um pequeno aumento 

na faixa de temperatura estudada, ou seja, de 25°C a 35°C. Aplicando a equação 

linearizada de Arrhenius foi possível determinar a energia de ativação (Ea) para o processo, 

construindo um gráfico de In do valor médio de kobs versus 1/T (Equações 7 e 8). O 

coeficiente angular da reta obtida é igual a -E a/R  (Figura

kobs = A . exp - E a / R T (eq. 7)

(eq. 8)

Onde,

Ea = energia de ativação 

A = fator de freqüência

R = constante dos gases -  1,980 cal, KelvinV mol* 

T = temperatura absoluta (Kelvin)

in ’ xio^ ( ”K-')

Figura 19 - Variação de kobs em íúnção da temperatura para a adsorção da CCL em 

crisotila (r = 0,9992).
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A velocidade de adsorção é proporcional à área superficial total, externa e interna, 

no caso de adsorção controlada pela superfície. No caso de processos controlados pela 

difusão, somente a área externa influencia na velocidade de adsorção. A energia de 

ativação de processos controlados somente pela difusão é baixa, geralmente da ordem de 2 

a 5 kcal/mol, enquanto que os controlados pela superfície são normalmente muito
146maiores.

o  valor encontrado para a Ea neste processo, foi de 4,0 kcal/mol (coeficiente de 

correlação linear igual a 0,9992). O valor de energia de ativação baixo demonstra que a 

adsorção da CCL em crisotila é um processo controlado por difusão.

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

(AH"), a energia de ativação (AG") e a entropia de ativação (AS**) para a adsorção da CCL 

em crisotila (Equação 9).

kobs = (kBT)/h.exp''®''^‘̂ . exp AH#/KT (eq. 9)

onde;

kB é a constante de Boltzmann = 1,38066 x 10'  ̂Joule. Kelvin ' 

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

T é a temperatura absoluta 

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

A linearização da Equação 9 leva a Equação 10 a quai possibilita o calculo de 

AH**, através do coeficiente angular do gráfico de In kob,7T vs 1/T (Figura 20).

In kobs/ T = In A -  AHV RT I (eq. 10)I
0  valor de AH" determinado foi 3,0 kcal/ mol (coeficiente de correlação linerar 

igual a 0,9912),

Os baixos valores de Ea e AH  ̂ demonstram que a adsorção da CCL em crisotila é 

um processo rápido com baixo conteúdo energético.
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1/Tx 10-̂  (”K '‘)

Figura 20 - Gráfico de In kobs/T versus 1 /T para a adsorção da CCL em crisotila.

Os valores da energia livre de ativação (AG^), podem ser calculados para as 

diferentes temperaturas na qual realizaram-se os experimentos de adsorção, diretamente 

pela equação de Eyring, que pode ser rearranjada fornecendo a Equação 11.

AG" = RT In (kBÏ/h.kobs) (eq. 11)

Com os valores de AG  ̂ encontrado para cada temperatura, fez-se a média geral, 

sendo o valor médio de energia livre de ativação encontrado de 49,9 kcal/mol,

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

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

vez que AG" = AH" -  TAS",’̂ '̂

O valor de AS  ̂ encontrado foi de -159,5 cal/mol.K. Uma entropia de ativação 

negativa produzirá um fator de frequência muito baixo, sugerindo uma orientação 

especifica da CCL na formação do estado de transição.
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A elucidação dos detalhes do mecanismo de reações em superfícies é relativamente 

recente e ainda requer mais informações e dados para uma interpretação mais clara dos 

resultados. Assim, a partir de dados cinéticos, não é possível decidir qual de muitos 

mecanismos razoáveis é o real para a adsorção do biopolímero. Pode-se apenas afirmar 

que um é mais plausível que o outro.

No caso do estudo da adsorção da CCL em crisotila, deve-se também levar em 

consideração a influência da agitação, da área superficial, e do pH na velocidade da 

adsorção. Se for considerado que estas influências estão envolvidas no valor de k<,bs, então 

a expressão de velocidade torna-se um pouco mais complexa e requer assim estudos mais 

detalhados, conforme já mencionado.

3.1.2 - Adsorção da CCL em Função da Massa de Crisotila

Para este experimento utilizou-se 10 mL de solução tamponada (tampão fosfato, 

pH = 7,2) de CCL (0,5mg/mL) em diferentes quantidades de crisotila. Os resultados estão 

mostrados na Figura 21.

0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

massa de crisotila (g)

Figura 21 - Adsorção da CCL em função da massa de crisotila, ( • )  mg de CCL/ massa de 

crisotila adicionada; (A) mg de CCL/ g de crisotila
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Pela Figura 21 pode-se observar que ocorre um aumento na adsorção com o 

aumento da massa de crisotila, porém, a quantidade de CCL adsorvida por unidade de 

massa diminui. Este comportamento também foi verificado por Comerlato na adsorção da 

urease em crisotila. O comportamento observado na Figura 21 mostra que a CCL 

adsorvida não é proporcional a massa de crisotila. Para a verificação de dessorção, a 

crisotila foi lavada na própria peneira com o tampão, sendo estas lavagens brandas, 

retirando-se uma aliquota e feita medida da absorbância. Nestes experimentos não foi 

observado a dessorção da CCL.

3.1.3 - Isotermas de Adsorção da CCL em Crisotila

Foram realizados estudos das isotermas de adsorção nas temperaturas de 25°C e 

30°C, utilizando Ig de crisotila e variando a concentração da solução tamponada de CCL 

(tampão fosfato, pH 7,2). Observou-se um favorecimento da adsorção com o aumento da 

temperatura. A isoterma fornece informações com relação a afinidade entre a enzima e o 

suporte. Observa-se na Figura 22 que após um aumento na concentração de 0,6 mg/ mL 

de CCL ocorre a saturação da CCL em crisotila, o que significa que a quantidade de 

enzima adsorvida é fianção da concentração da CCL adicionada.

Cgq da CCL (mg/niL)

Figura 22 - Isotermas de adsorção da lipase de Candida cilindracea (CCL) em crisotila. 

( ) 25°C, ( ) 30°C, tampão fosfato (pH=7,2).
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A adsorção resulta de interações favoravelmente energéticas entre o adsorvente e o 

adsorvato e é muitas vezes um processo complexo visto que ela pode ser influenciada pelo 

sólido, solvente e componentes do soluto do sistema. Várias interações tais como atração 

eletrostática, ligação covalente, ligação de hidrogênio ou interações não polares entre o 

adsorvente e as espécies adsorvato, e interações laterais entre as espécies adsorvidas bem 

como sua desolvatação podem contribuir para os processos de adsorção e dessorção.''^**

As interações responsáveis pela adsorção podem ser de natureza física ou química 

dependendo das forças envolvidas. Adsorção física é usualmente fraca e reversível e 

envolve pequenas mudanças de energia. Forças de Van der Waals e forças eletrostáticas 

são primariamente responsáveis pela adsorção física e também são caracterizadas pela alta 

velocidade de adsorção e formação de múltiplas camadas. Adsorção química ocorre 

através da ligação covalente entre o adsorvato e as espécies sobre a superfície do sólido. 

Adsorção química normalmente envolve uma plataforma de ativação e é caracterizada pela 

mudança relativamente aha na energia e baixa velocidade de adsorção. Tais adsorções são 

usualmente fortes, irreversíveis e limitadas a uma monocamada. A distinção entre adsorção 

física e química pode ser feita pela dependência da temperatura do processo de adsorção. 

No caso de adsorção física, esta geralmente diminui com a temperatura enquanto que no 

caso de adsorção química ela aumenta com a temperatura. Contudo, pode ser notado que a 

distinção entre adsorção química e física é arbitrária e em muitos casos um caráter 

intermediário de adsorção pode ser encontrado. Em alguns casos, como a adsorção de 

gases sobre superfícies metálicas, a adsorção física pode ocorrer inicialmente e ser seguida 

pelas reação entre adsorvente-adsorbato, resultando em uma adsorção química.

A CCL é um polímero, e sabe-se que os polímeros podem existir em diferentes 

conformações ambas em solução e no estado adsorvido. Além disto, macromoléculas 

usualmente possuem muitos grupos funcionais cada um tendo um potencial para adsorver 

em uma ou mais partes da superfície. A adsorção causa perda da entropia do polímero, 

uma vez que macromoléculas usualmente preferem uma conformação que permite o 

máximo de contato do segmento com a superfície.

Na tentativa de avaliar a constante de equílibrio para a adsorção da CCL em 

crisotila, foi aplicado o tratamento teórico de Langmuir e Freundlich para estes processos.
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As isotermas de Langmuir e Freundlich são as mais utilizadas para descrever os 

fenômenos de adsorção.

A isoterma de Langmuir é baseada na Equação 12 (forma linearizada). Ela se 

ajusta a uma grande variedade de dados de adsorção. Inicialmente foi aplicada para 

adsorção de gases sobre sólidos, mas também pode ser usada para descrever adsorção de 

soluções diluídas,

(eq. 12)

onde:

K é a contante de equilíbrio

C é a concentração de equilíbrio do adsorvato

X é a quantidade de soluto adsorvido geralmente em mol/g

N é o número de moles do soluto para preencher todos os sitios de adsorção.

Na dedução de Langmuir as moléculas adsorvidas interagem apenas com o 

adsorvente, mas não entre si. Assume-se que a adsorção é limitada à formação de 

monocamada, ou seja, o adsorvente possui sítios específicos em sua superfície, e cada sítio 

adsorve uma molécula, por isto esta equação é mais aplicada em adsorções químicas. 

Assume-se também que o calor de adsorção independe da superfície coberta, considerando 

ser um sólido com uma superfície homogênea. Porém, poucas superfícies sólidas são 

homogêneas a nível molecular.

A isoterma de Freundlich obedece a Equação 13, sendo aplicada para adsorção de 

soluções.

(eq. 13)

onde:

X é a quantidade de soluto adsorvido geralmente em mol/g
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k e n são constantes empíricas que dependem do sistema adsorvente-adsorvato.

A magnitude da constante n fornece uma indicação da afinidade e capacidade do 

sistema adsorvente-adsorvato. Valores de n entre 3 e 10 indicam condições favoráveis de 

adsorção.

Foi observado que as isotermas de adsorção não obedecem à equação de 

Langmuir, apresentando uma inclinação negativa, porém, apresentam uma linearidade com 

a equação de Freundlich (Figura 23).

In c

Figura 23- Gráfico de Freundlich linearizado para a isoterma de adsorção da CCL em 

crisotila a (■) 25°C e ( • )  30°C, tampão fosfato (pH=7,2).

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos para a isoterma de Freundlich, Os 

valores de n e k obtidos podem ser interpretados como uma baixa afinidade para a 

isoterma de Freundlich.
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Tabela 9 - Constantes empíricas de Freundlich para a isoterma de adsorção da CCL em

crisotila®.

Tem peratura, °K k n coeficiente de 

correlação

298,15 4,178 0,5 0,9970

303,15 3,931 1 0,9270

(a) calculados de acordo com a equação in x = In k + l/n . In c, onde x é a quantidade de soluto adson'ido 

em mg de CCL/ g de crisotila, Ic e n são as constantes empíricas que dependem do sistema adsorvente- 

adsorvato.

Enzimas como a Serina Protease Savina e a Lipolase tem demonstrado interações 

eletrostáticas entre a superfície e a enzima quando sílica é utilizada como suporte,

Zoungrana e col,*^  ̂ tem estudado a interação da a-quimiotripsina em superfícies 

de poliestirenos levando-se em consideração apenas as interações físicas como efeitos de 

cargas e interações hidrofóbicas, sendo que medidas da atividade sugerem uma distribuição 

conformacional heterogênea da molécula adsorvida na superfície do sólido. Outros 

trabalhos têm demonstrado a complexidade do estudo da adsorção de lipases sobre 

superfícies sólidas, aplicando novos métodos para medir a adsorção/ dessorção das 

proteínas em suportes sólidos.

O processo de adsorção da CCL e outras biomoléculas sobre a superfície da 

crisotila deve envolver vários tipos de interações tais como: soluto-solvente, solvente- 

adsorvente, e soluto-adsorvente, Provalvelmente deve estar ocorrendo formação de 

múltiplas camadas de enzimas na superfície, Além disto, as enzimas são polímeros não- 

lineares e a crisotila não apresenta uma superfície homogênea sendo que, certamente isso 

influência na caracterização do sistema.
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3.1.4 Miscrocopia Eletrônica de Varredura

Na tentativa de compreender melhor e esclarecer as possíveis interações que 

ocorrem entre a enzima e o suporte (crisotila), foram feitas fotomicrografias da crisotila 

tratada com e sem CCL imobilizada. Os resultados obtidos são mostrados nas Figuras 24 

e25.

Pela Figura 24 pode-se observar que a crisotila tratada apresenta-se em forma de 

fibras mostrando em certas regiões cavidade salientes, confirmando assim que este material 

não apresenta uma superfície homogênea e sim, uma superfície irregular fibrosa, conforme 

já descrito na literatura.

Figura 24 - Fotomicrografia da superfície da crisotila tratada sem enzima imobilizada 

(ampliação 120x)

Após adsorção foi observado uma perda da estrutura fibrosa em determinadas 

regiões da crisotila (Figuras 25).
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Figura 25 - Fotomicrografia da superfície da crisotila tratada com CCL imobilizada 

(ampliação 120x)



Capítulo III - Resultados e  Discussões____________________________________ ^

3.2 - Resolução de Acidos Racêmicos

Como já mencionado anteriormente, a utilização de enzimas como catalisadores em 

meio orgânico vem crescendo nos últimos anos devido principalmente a necessidade de 

explorar as propriedades enantiosseletivas desses biocatalisadores. As lipases, por não 

utilizarem cofatores e pela grande disponibilidade comercial vem tendo grande aplicação na 

síntese orgânica assimétrica, seja na hidrólise, transesterificação ou esterificação 

assimétrica de grupos acilas com outros tipos de grupamento elétron-doadores. A 

importância de encontrar uma metodologia adequada para a resolução de ácidos racêmicos 

atualmente é de grande aplicação, porque os ácidos carboxílicos quirais são excelentes 

compostos para serem utilizados em síntese orgânica pela sua facilidade de conversão para 

outra classe de compostos importantes. Por isso muitas vezes são chamados de 

“synthons”.

O trabalho de resolução consistiu em imobilizar as lipases de Candida cilindracea e 

de Chromobacterium viscosum em organo-gel e a lipase de Candida cilindracea em 

crisotila e, aplicá-las na esterificação enantiosseletiva dos ácidos racêmicos descritos nas 

Tabelas 5 e 6 da parte experimental (páginas 38 e 39, respectivamente).

A lipase de Candida cilindracea imobilizada em organo-gel, não demonstrou 

nenhuma atividade nas reações de esterificação estudadas.

Para uma melhor sistematização, a discussão dos resultados obtidos na resolução 

dos ácidos racêmicos será abordada considerando:

a) A resolução dos ácidos racêmicos catalisada pela lipase de Candida cilindracea (CCL) 

imobilizada em crisotila.

b) A resolução dos ácidos racêmicos catalisada pela lipase de Chromobacíerium viscosum 

(CVL) imobilizada em organo-gel.

As reações de esterifícação enantiosseletivas foram realizadas conforme a Equação 

13, e foram acompanhadas por ccd e 'H RMN. Os álcoois alifáticos utilizados foram o n- 

pentanol, o n-octanol e o n-undecanol.
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(±)R -
^OH 

ácidos racêmicos 
(ver Tabelas 5 e 6)

R’

1. n -C jíI ,,
2. n-CgH,7
3. n-C,,H23

hcxano, 25 «C 

(a) ou (b) -c;' + K— C + R’OII + II2O
^OR' ^OII

(a) CCL = lipase de C ondida cilindracea/ crisotila
(b) CVL = lipase de Chrom obacterium  viscosum i organo-gel

(eq. 13)

Iniciou-se os trabalhos pela resolução dos ácidos racêmicos (±)-2 e (±)-3-metil- 

alcanóicos e (±)-2-etil-hexanóico para posteriomente tentar resolver os ácidos (±)-2- 

bromo-alcanóicos e os mais complexos tais como (±)-citronélico, (±)-2-(p-clorofenoxi)- 

propiônico, (±)-canforcarboxilico e o D,L-mandélico. A Tabela 10 mostra de modo geral 

os resultados obtidos para os ácidos em estudo com relação aos sistemas utilizados,

Tabela 10- Comportamento dos substratos com relação aos sistemas utilizados

Composto^^^
Sistema de Reação 

OrRano-gel/CVL Crisotila/CCL
1 reagiu e resolveu reagiu e resolveu

2 reagiu e resolveu reagiu e resolveu

3 reagiu, não resolveu reagiu, não resolveu

4 reagiu reagiu

5 reagiu e resolveu reagiu e resolveu

6 não reagiu não reagiu

7 não reagiu, destruiu o sistema reagiu, não resolveu

8 não reagiu, destruiu o sistema reagiu, não resolveu

9 não reagiu, destruiu o sistema reagiu e resolveu

10 reagiu e resolveu reagiu muito pouco (< 3%)

11 não reagiu, destruiu o sistema não reagiu

12 não reagiu não reagiu

13 reagiu e não resolveu reagiu e não resolveu

(a) Numerados conforme estruturas das Tabelas 5 e 6 da parte experimental.
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3.2.1 Resolução dos Ácidos Racêmicos via Esterificacão Catalisada pela Lipase de 

Candida cilindracea Imobilizada em Crisotila

3.2.1.1 Resolução dos ácidos (±)-2 e f±)-3-metil-alcanóicos e f+)-2-etil-hexanóico

A enantiosseletividade da CCL imobilizada em crisotila foi analisada inicialmente 

para a resolução do ácido (±)-2-metil-pentanóico (2). A Figura 26 mostra o grau de 

esterifícação em função do tempo para a reação do ácido (±)-2-metil-pentanóico com os 

álcoois alifáticos n-pentanol, n-octanol e n-undecanol. Pode-se observar que o grau de 

conversão diminui com o aumento da cadeia do álcool.

10 15

Tempo de reação (dias)

Figura 26- Grau de esterifícação em função do tempo para a reação do ácido (±)-2-metil- 

pentanóico com [■] n-pentanol, [ • ]  n-octanol, [▲] n-undecanol catalisada 

pela CCL imobilizada em crisotila.

Nas Tabelas 11 e 12 podem ser observados os resultados obtidos para a 

esterifícação enantiosseletiva do ácido (±)-2-metil-pentanóico. A CCL imobilizada em 

crisotila mostra preferência na esterifícação pelo enantiômero com rotação óptica positiva 

(+). Os valores de excessos enantioméricos para os produtos formados fícaram na faixa de
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75 a 80%, e podem ser considerados bons quando comparados com outro dados da 

literatura.^* Já os valores de excesso enantiomérico para o enantiômero não reativo 

restante foram baixos (20 a 38%). Observa-se que quando a cadeia do álcool aumenta 

ocorre uma diminuição no grau de conversão, um aumento no excesso enantiomérico do 

éster formado e uma diminuição no excesso enantiomérico do substrato restante. Foi 

também observado um aumento na razão enantiomérica (E). Este dado fornece 

informações sobre a enantiosseletividade das enzimas para determinados substratos, sendo 

que quanto maior o valor de E mais enantiosseletiva é a enzima para o referido substrato.

Tabela 11 - Medidas de rotação óptica dos produtos da reação do ácido (±)-2-metil- 

pentanóico com diferentes álcoois catalisada pela CCL imobilizada em 

crisotila®.

Alcool

%

de Conversão

lalo^  ̂ éster 

(c, éter)'"

ácido 

reativo** 

(c, éter)

[ajo”  ácido 

não reativo 

(c, éter)

n-pentanol 28,0 + 6,0(12) + 4,2 (6) -2 ,7 (1 8 )

ii-octaiiol 15,0 + 6,4(10) + 4,3 (5) -2 ,1 (3 )

n-undecanol 5,0 + 6,0(11) + 4,5 (4) - 1 ,4  (4)

(a) Condições da reação: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b) 

ácido derivado da hidrólise básica do éster; (c) c é a concentração da amostra em g/lüO mL.

Tabela 12 - Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reação do ácido (±)-2- 

metil-pentanóico com diferentes álcoois catalisada pela CCL iinobilizada em 

crisotila®.

Álcool

%

de Conversão

ees {VoY eep (%)*’ E'=

n-pentanol 28,0 38 75 10

n-octanol 15,0 30 77 10

n-undecanol 5,0 20 80 11

(a) ee, é o excesso enantiomérico do isômero ácido não reativo; (b) ecp é o excesso enantiomérico do 

isômero ácido reativo derivado da hidrólise básica do éster; (c) E é a razão enantiomérica calculada pela 

equação E = In [(1- c ) .( l-  ee,)] / In [(1- c).(l+ ee,)] onde c = ee,/ ee, + ee,, [ref. 5, 7]



Por comparação com os trabalhos de Engel e col.'’*’™ pode-se atribuir a 

configuração absoluta para a esterifícação enantiosseletiva do ácido (±)-2-metil-pentanóico 

quando catalisada pela CCL (Esquema V).

CCL/crisotila
\ ^ ^ C O O H  + R'OH ---------- - ■ * ■ + X x 'v .x C O O H

I  hexano, 25°C  y

(R,S)(±J S (+ )  R H
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R' E tO n /U jO  95%  
O H -

1 . n - Q H u
2. n-CgHi7
3.n-C„H23
CCL = lipase de Candida cilindracea ^  ^-i-j

Esquema V

Análises espectroscópicas de IV e *H RMN foram realizadas para todos os 

produtos obtidos nas reações de esterifícação enantiosseletivas e estão mostrados no item

3.5 (caracterização dos produtos, p. 86),

A Figura 27 mostra o espectro de IV para o éster (+)-2-metil-pentanoato de n- 

octila onde pode-se observar a banda característica da carbonila de éster em 1736 cm'V

A Figura 28 mostra o espectro de *H RMN para o (+)-2-metil-pentanoato de n- 

octila, em CDCI3. Observa-se um triplete em 4,1 ppm que corresponde aos prótons 

metilênicos (-CH2OOC) ligados ao oxigênio do grupo éster.

A Figura 29 mostra o o espectro de RMN para o ácido (+)-2-metil-pentanóico, 

produto da hidrólise básica do (+)-2-metil-pentanoato de n-octila, em C D C I 3 . Pode-se 

observar nesta figura um singlete em 11,2 ppm referente ao próton do grupo carboxílico, e 

um multiplete do próton do -CHCOOH, em 2,5 ppm. Os demais picos nos espectros 

mostrados nas Figuras 28 e 29 são correspondentes aos outros hidrogênios presentes nas 

moléculas citadas, e estão devidamente caracterizados conforme mostrado na página 86.



Capítulo III - Resultados e  Discussões 61

CM-l

Figura 27 - Espectro de infravermelho do éster (+)-2-metil-pentanoato de n-octila (em 

filme)
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C D C I 3 .



Capítulo III - Resultados e  Discussões 63

Para a resolução do ácido (±)-3-metil-pentanóico (3) observa-se que a reação 

ocorreu com uma conversão pequena para produtos (< 5%), e que não houve a separação 

dos enantiômeros, sendo os valores de rotação óptica obtidos iguais a zero (Tabela 13),

Tabela 13 - Medidas de rotação óptica dos produtos da reação do ácido (±)-3-metil- 

pentanóico com diferentes álcoois catalisada pela CCL imobilizada em 

crisotila”.

Álcool

%

de Conversão

[a]o^  ̂ éster 

(c, éter)’’

[a]o^  ̂ ácido 

reativo 

(c, éter)

(ab^^ ácido 

não reativo 

(c, éter)

n-peiitanol 4,0 0,0 (3) 0,0 (5)

n-octanol 3,0 0,0 (2) 0,0 (4)

n-undecanol traços

(a) Condições da reação: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b) c é a 

concentração da amostra em g/100 mL.

Com a finalidade de verificar como a posição do grupo metila interfere no grau de 

esterificação, foram realizadas reações com o ácido aquiral 4-metil-pentanóico (4). Os 

resultados estão mostrados na Tabela 14.

Tabela 14- Comparação do grau de conversão da reação dos ácidos (±)-2-metil- 

pentanóico, (+)-3-metil-pentanóico e 4-metil-pentanóico com diferentes 

álcoois alifáticos catalisada pela CCL imobilizada em crisotila“.

Álcoois

(±)-2-metil-pentanóico 

% de conv, p/ éster

(±)-3-metil-pentanóico 

% de conv, p/ éster

4-metil-pentanóico 

% de conv, p/ éster

n-pentanol 28,0 4,0 49,8

n-octanol 15,0 3,0 18,0

n-undecanol 5,0 traços 10,0

(a ) Tempo de reação; 21 dias acompanhadas por ccd e 'H RMN, 0,03 moles de substratos (1:1), 25 niL de 

hexano, 25°C,
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Observa-se pela Tabela 14 que a formação de éster é maior para o ácido 4-metil- 

pentanóico seguido dos ácidos (±)-2-metil-pentanóico e (±)-3-metil-pentanóico para todos 

os álcoois utilizados na reação. Um aumento na cadeia do álcool de 5 para 11 carbonos 

causa apenas uma diminuição no rendimento do éster formado, não alterando a ordem 

preferencial de formação do éster. Considerando apenas os ácidos racêmicos (±)-2-metil- 

pentanóico e (±)-3-metil-pentanóico, observa-se que a reação é mais favorecida por um 

grupo metila na posição 2 do que na posição 3 da cadeia hidrocarbônica do ácido. Fica 

claro neste experimento a importância do sítio de posicionamento para a catálise, ou seja, o 

encaixe do substrato ácido no sítio catalítico da enzima deve envolver boa parte da 

molécula, sendo que uma ramificação no carbono 3 da cadeia do ácido prejudica esse 

encaixe, e assim, a sua seletividade.

A Figura 30 mostra o grau de esterifícação dos ácidos (+)-2-metil-pentanóico, (+)- 

3-metil-pentanóico e 4-metil-pentanóico com o n-pentanol catalisada pela CCL imobilizada 

em crisotila, a 25°C. Pode-se observar que a variação do rendimento para a formação do 

éster (±)-3-metil-pentanoato de n-pentila foi pequena durante o período em que foi 

realizado o experimento, sendo que para os outros dois ácidos o aumento foi de uma 

forma quase linear.

10 15

Tempo de reação (dias)

Figura 30 - Grau de esterifícação em fianção do tempo para a reação do n-pentanol com 

os ácidos [■] (±)-2-metil-pentanóico, [ • ]  (±)-3-metil-pentanóico e [A] 4- 

metil-pentanóico, catalisada pela CCL imobilizada em crisotila, em hexano a 

25°C.
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Com o propósito de verificar o efeito na mudança de um grupo metila por um 

grupo mais volumoso na posição 2 da cadeia hidrocarbônica do ácido, foi estudada a 

esterificação do ácido (±)-2-etil-hexanóico (6) com o n-pentanol. O resultado obtido foi a 

não formação de éster, ou seja, não ocorreu a reação de esterificação quando o grupo 

metila foi substituido pelo grupamento mais volumoso etila. Este resultado demonstra 

novamente a importância do posicionamento do substrato no sítio ativo da enzima para a 

efetivação da catálise, já que é necessário uma orientação ideal dos orbitais do substrato 

com o centro catalítico para que a reação ocorra e que seja seletiva.

Dando continuidade a resolução dos ácidos racêmicos 2-metil-alcanóicos, foram 

realizadas reações de esterificação enantiosseletivas do ácido (±)-2-metil-hexanóico (5) 

com n-pentanol, n-octanol e n-undecanol. A Figura 31 mostra o grau de esterificação em 

função do tempo para a reação do ácido (±)-2-metil-hexanóico com os álcoois alifáticos. 

Pode-se observar que o grau de conversão também diminui com o aumento da cadeia do 

álcool, conforme já verificado para a reação do ácido (±)-2-metil-pentanóico.

5 10 15 20 25

Tempo (dias)

Figura 31 - Grau de esterificação em flinção do tempo para a reação do ácido (±)-2-metil- 

hexanóico com [■] n-pentanol, [ • ]  n-octanol, [A] n-undecanol catalisada pela 

CCL imobilizada em crisotila a 25°C.

Os resultados obtidos na esterificação enantiosseletiva do ácido (±)-2-metil- 

hexanóico estão demonstrados nas Tabela 15 e 16.
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Tabela 15 - Medidas de rotação óptica dos produtos de reação do ácido (+)-2-metil- 

hexanóico com diferentes álcoois catalisada pela CCL imobilizada em 

crisotila^

Álcool

%

de Conversão

[a]o”  éster 

(c, éter)*"

[a]o^  ̂ ácido 

reativo’’ 

(c, éter)

[a]n^ ácido 

não reativo 

(c, éter)

n-pentanol 30,4 + 6,8 (4) + 6,9 (3) - 3 ,0  (5)

n-octanol 24,4 + 7,0 (3) + 7,5 (2) - 4 ,0  (4)

n-undecanol 23,1 + 7,5 (3) + 8,2 (2) -  3,8 (4)

(a) Condições da reação: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b) 

ácido derivado da hidrólise básica do éster; (c) c é a concentração da amostra em g /100 mL.

Tabela 16 - Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reação do ácido (±)-2- 

metil-hexanóico com diferentes álcoois catalisada pela CCL imobilizada em 

crisotila®.

Álcool

%

de Conversão

ee, (%)=■ eep (%)'’ E'

n-pentanol 30,4 20 35 2,5

n-octanol 24,4 26 38 2,8

n-undecanol 23,1 25 42 3,1
(a) ec, é 0 excesso enantiomérico do isômero ácido não reativo; (b) ecp é o excesso enantiomérico do 

isômero ácido reativo derivado da hidrólise básica do éster; (c) E é a razão enantiomcrica calculada 

pela equação E = In [ ( I -  c ) .( l -  ee,)] / In [(1- c).(l+  ee,)] onde c = e e j  ee, + eep [ref. 5, 7],

A preferência pelo enantiômero com rotação óptica positiva (+) também é 

verificada para este ácido, porém os valores de excessos enantioméricos para os produtos 

foram baixos, bem como os valores da razão enantiomérica que foram menores que 4, 

enquanto que para a resolução do ácido (±)-2-metil-pentanóico os valores de E ficaram em 

torno de 10. Estes resultados demonstram que um aumento na cadeia carbônica do ácido 

pode afetar a enantiosseletividade e com isso o excesso enantiomérico dos produtos da 

reação quando o catalisador for a CCL imobilizada em crisotila. Este resultado pode ser 

um reflexo de como o sítio ativo da enzima deve estar exposto para acomodar o substrato,
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quando adsorvida em crisotila. Pode-se postular que deve estar ocorrendo uma competição 

cinética onde a porcentagem de conversão pode estar sendo o fator determinante para uma 

melhor discriminação enantiosseletiva da enzima.

Pelos resultados obtidos para a resolução do ácido (±)-2-metil-hexanóico é possível 

apresentar uma equação que melhor ilustra a obtenção dos ésteres (+)-2-metiI-hexanoatos 

de n-pentila, n-octila, n-undecila e dos ácidos (-)-2-metiI-hexanóico e (+)-2-metil- 

hexanóico (Esquema VI).

'CCX)II CCL/crisotila
R’OH ----------------- ►

hexano, 25

(R.S) (±)

R’
1.n-CsHi,
2 . n-CgHn 
3 . 11-C11H23

S(+)

CCL = lipase de Candida cilindracea

'COOR

EtOIW IiO 95% 
O H -

"COOU

S(+)

Esquema VI

'CO O Il

R(-)

A resolução do ácido (±)-2-metil-butanóico foi de interesse devido a sua utilização 

na síntese do feromônio de Mygdolus fryamis, uma praga da cana de a ç ú c a r . A  reação 

foi acompanhada por ccd e RMN, e a Figura 32 mostra o grau de esterificação obtido 

para a reação do ácido (±)-2-metil-butanóico com o n-pentanol.
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tem po de reação (dias)

Figura 32 - Grau de esterifícação em fijnção do tempo para a reação do ácido (±)-2- 

metil-butanóico com o n-pentanol catalisada pela CCL imobilizada em 

crisotila a 25°C, acompanhada por 'H RMN.

A reação foi interrompida após 11 dias e os resultados obtidos estão descritos na 

Tabela 17

Tabela 17 - Medidas de rotação óptica e excesso enantiomérico do produto de reação do 

ácido (±)-2 -metil-butanóico com n-pentanol“.

Álcool n-pentanol
% de Conversão 34,5

[alo^  ̂ éster (c, éter) + 4,2(1)
[a]o^* ácido reativo'’ (c, éter) + 8,0 ( 1)

[a|o^  ̂ ácido não reativo (c, éter) -4 ,0 (1 )
ee, (Vof 42
eep (%)■' 40

3,5
(a) Condições da reação; tempo de 11 dias, 0,01 moles de substratos (1:1), lipase de Candida cilindracea 

imobilizada em crisotila, solvente hexano, 25°C; (b) ácido derivado da hidrólise básica do éster. (c) ec, é o 

excesso enantiomérico do isômero ácido não reativo; (d) eCp é o excesso enantiomérico do isômero ácido 

reativo derivado da hidrólise básica do éster; (e) E é a razão enantiomérica calculada pela equação E = In 

[(1- c ).( l-  ee,)] / hi [(1- c).(l+ ee,)) onde c = cqJ ee, + eep [ref. 5, 7J.



Foram obtidos valores baixos de excessos enantioméricos e enantiosseletividade 

(E) para a resolução deste ácido, sendo o valor de rotação óptica para o éster formado 

positivo. Com um grau de conversão de 34,5%, o excesso enantiomérico obtido para o 

isômero não reativo foi de 42% e para o ácido derivado da hidrólise básica do éster foi de 

40%, valor este menor que o obtido para o ácido (+)-2-metil-pentanóico que foi de 75%, 

porém, foi maior que para o ácido (+)-2-metil-hexanóico (35%).

Se pensarmos em termos da estrutura, pode-se propor que o sitio catalítico e de 

posicionamento é capaz de encaixar melhor compostos com cinco átomos de carbono. 

Sendo assim, os ácido racêmicos (±)-2-metil-alcanóicos com 6 ou 4 átomos de carbonos 

devem induzir uma mudança conformacional da enzima para melhor encaixar os substratos 

e isso irá refletir numa diminuição da orientação favorável para uma melhor seletividade 

na catálise. Portanto, dos ácido racêmicos estudados o (±)-2-metil-pentanóico é o mais 

adequado para ser resolvido quando a CCL está imobilizada em crisotila.

3.2.L2 Resolução dos ácidos (±)-2-bromo-alcanóicos

Foi verificado que substituindo o grupamento metila pelo grupamento etila na 

posição 2  da cadeia hidrocarbônica dos ácidos racêmicos (±)-2 -metil-alcanóicos, não 

ocorreu a reação de esterificação.

O que acontece na presença de um halogênio na posição 2 da cadeia do ácido?. 

Para responder a essa pergunta foram realizadas reações dos ácidos (±)-2-bromo- 

pentanóico (7), (±)-2-bromo-hexanóico (8) e (±)-2-bromo-octanóico (9) com o n-pentanol 

catalisadas pela CCL imobilizada em crisotila, em 25 mL de hexano a 25°C. Para as 

reações com os ácidos bromados não foi possível um acompanhamento por RMN de ‘H 

devido ao sinal do próton do ácido vizinho a carbonila estar na mesma região do próton 

vizinho ao OH do álcool quando da formação do éster. Neste caso as reações foram 

acompanhadas apenas por ccd e deixadas reagirem por um período de 21 dias, quando 

foram interrompidas e os produtos isolados por cromatografia de coluna.

Os resuhados obtidos da resolução destes ácidos podem ser vistos na Tabela 18, 

onde verifica-se que para os ácidos 7 e 8 ocorreu a reação de esterificação mas não a 

separação dos enantiômeros, sendo os valores de rotação óptica iguais a zero.
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Tabela 18 - Medidas de rotação óptica dos produtos das reações dos ácidos (±)-2-bromo- 

alcanóicos com n-pentanor.

Compostos

%

de Conversão

[a]o“  éster 

(c, éter)

[a\n^ ácido 

reativo'’ 

(c, éter)

[a]D̂  ̂ ácido 

não reativo 

(c, éter)

7

8 

9

20,7

28,0

34,9

0,0 (26) 

0,0 (20) 

-12,5(15)

0,0 ( 12) 

0,0 ( 10) 

+ 8,1(5)

(a) Condições da reação: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), lipase de Candida cilindracea 

imobilizada em crisotila, solvente hexano, 25°C; (b) ácido derivado da hidrólise básica do éster.

Para o ácido (+)-2-bromo-octanóico foi observado a separação dos enantiômeros e 

o valor de rotação óptica para o éster formado foi negativo, diferente dos valores 

encontrados para os ácidos 2-metil-alcanóicos que foram positivos. O trabalho de Kirchner 

e col.**’ para a resolução de ácidos (±)-2-bromo-alcanóicos utilizando a CCL (2,0g) em 

suspensão em hexano, mostra unia inversão no sinal da rotação óptica com o aumento da 

cadeia hidrocarbônica. Kirchner obteve para a resolução do ácido (±)-2-bromo-hexanóico 

um valor de rotação óptica do éster formado positivo (+12,4, c=l, C H C I 3)  e para o ácido 

(±)-2 -bromo-hexadecanóico o valor de rotação óptica do éster formado foi negativo ( -  

9,7, c=l, C H C I 3) .  Os autores não discutem o porquê das alterações no sinal da rotação. 

Provavelmente este resultado está relacionado com a estereoquímica do sitio ativo da 

enzima.
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3.2.1.3 - Resolução dos ácidos (±)-citronélico. (±)-2-(p-clorofenoxi)-propiônico (±)- 

canforcarboxílico e ácido D.L-mandélico

Ácidos com estruturas um pouco mais complexas foram utilizados afim de 

propiciar caminhos alternativos para estudos mais aprofundados dos correspondentes 

substratos via catálise enzimática. O ácido citronélico enantiomericamente puro, como 

mencionado na introdução, é aplicado na síntese de moléculas mais complexas como os 

feromônios.

Foi realizada a esterificação enantiosseletiva do ácido (±)-citronélico com o n- 

pentanol conforme procedimento geral, e a reação foi acompanhado por ccd e RMN, A 

Figura 33 mostra o grau de esterificação em função do tempo para a reação. Observou-se 

uma pequena conversão para éster (3,19%) em 21 dias de reação.

O valor de rotação óptica para a resolução do ácido citronélico foi zero, tanto para 

o éster quanto para o ácido restante.

Para os ácidos (±)-2-(p-clorofenoxi)-propiônico, (±)-canforcarboxílico e D,L- 

mandélico não foi observado reação de esterificação com o n-pentanol quando a CCL foi 

imobilizada em crisotila e utilizada como catalisador em meio orgânico. O ácido (±)- 

canforcarboxílico possui um anel de norboneno, que é uma estmtura grande e rígida que 

provalvelmente não se encaixa adequadamente no sítio ativo da enzima. Isso explica 

porque este ácido não reage via catálise enzimática com a CCL. Os ácidos (±)-2-(p- 

clorofenoxi)-propiônico e D,L-mandélico tem na sua estrutura um anel aromático que deve 

também interferir na orientação estrutural dos substratos para efetuar a catálise enzimática.

Cambou e Klibanov’  ̂ demonstraram para a resolução do ácido (±)-2 -(p- 

clorofenoxi)-propiônico que a esterificação direta não é favorável devido a inibição da 

enzima causada por uma diminuição do pH do meio. Por outro lado, a redução na 

concentração do ácido ou substituição de um álcool com menor cadeia hidrocarbônica (n- 

butanol) por um com maior (n-octanol) não resultou em uma síntese apreciável do éster.
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Figura 33 - Grau de esterifícação em fijnção do tempo para a reação do ácido (+)- 

citronélico com o n-pentanol catalisada pela CCL imobilizada em crisotila a 

25°C, acompanhado por 'H RMN, 25°C.

De uma maneira geral, a CCL imobilizada em crisotila demonstrou que pode ser 

utilizada para a esterifícação enantiosseletiva de ácidos racêmicos, porém, com restrições 

quanto a estrutura do substrato ácido.

A seguir, serão discutidos os resultados obtidos para a esterifícação 

enantiosseletiva da lipase de Chromobacíerium viscosum imobilizada em organo-gel e 

aplicada na resolução dos ácidos racêmicos das Tabelas 5 e 6 .
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3.2.2 Resolução dos Ácidos Racêmicos via Esterificação Catalisada pela Lipase de 

Chromobacterium viscosum Imobilizada em Organo-gel

3.2.2.1 Resolução dos ácidos (±)-2 e t±)-3-metil-alcanóicos e (±)-2-etil-hexanóico

A Figura 34 mostra o grau de esterificação em fimção do tempo para a reação do 

ácido (±)-2 -metil-pentanóico (2 ) com os álcoois alifáticos n-pentanol, n-octanol e n- 

undecanol. Pode-se observar que o grau de conversão diminui com o aumento da cadeia 

do álcool, sendo que estes resultados são similares aos obtidos para a CCL imobilizada em 

crisotila.
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Figura 34 - Grau de esterificação em função do tempo para a reação do ácido (±)-2-metil- 

pentanóico com [■] n-pentanol, [ • ]  n-octanol, [A] n-undecanol catalisada 

pela CVL imobilizada em organo-gel, a 25°C,

Os resultados obtidos para a esterificação enantiosseletiva do ácido (±)-2-metil- 

pentanóico podem ser observados nas Tabelas 19 e 20. A CVL imobilizada em organo-gel 

mostrou preferência na esterificação pelo enantiômero com rotação óptica positiva (+). Os 

valores de excessos enantioméricos para os ésteres formados ficaram na faixa de 54 a 75%,
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e para os ácidos restante foram menores que 30%, Observou-se que quando aumenta a 

cadeia do álcool ocorre uma diminuição acentuada no grau de conversão, e um aumento 

no excesso enantiomérico do éster formado e do ácido restante, A razão enantiomérica (E) 

também aumentou com o aumento do excesso enantiomérico do produto ( eCp = 75% para 

E = 9,0).

Tabela 19 - Medidas de rotação óptica dos produtos da reação do ácido (+)-2-metil- 

pentanóico com diferentes álcoois catalisada pela CVL imobilizada em 

organo-gef.

Álcool

%

de Conversão

[a]u^  ̂ éster 

(c, éter)"

ácido 

reativo*" 

(c, éter)

[a]D̂  ̂ ácido 

não reativo 

(c, éter)

n-pentanoI 20,0 + 4,0 (9) + 3,0 (8) - 1 ,8 ( 10)

n-octanol 10,0 + 6,4(11) + 3,4(10) - 1 ,4  (4)

n-undecanol 3,0 + 5,0(10) + 4,2 (8) -  2,0 (4)

ácido derivado da hidrólise básica do éster; (c) c é a concentração da amostra em g/100 mL,

Tabela 20 - Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reação do ácido (±)-2- 

metil-pentanóico com diferentes álcoois catalisada pela CVL imobilizada em 

organo-gef.

Álcool

%

de Conversão

ee, (%)=■ ee„ (%)” E*̂

n-pentanol 20,0 25 54 4,0

n-octanol 10,0 20 61 5,0

n-undecanol 3,0 29 75 9,0

(a) ee, é o excesso enantiomérico do isômero ácido não reativo; (b) eCp é o excesso enantiomérico do 

isômero ácido reativo derivado da hidrólise básica do éster; (c) E é a razão enantiomérica calculada pela 

equação E = in [(1- c).(I- ee,)] / In [(I- c).(l+ ee,)] onde c = ee,/ ee, + eCp [ref. 5, 7],
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Por comparação com o trabalho de Hinze e col.'^^, pode-se atribuir a configuração 

absoluta para a esterificação enantiosseletiva do ácido (±)-2 -metil-pentanóico na reação 

catalisada pela CVL imobilizada em organo-gel (Esquema VII).

C V I7organo-gel
+ R'OH------------— \,.^v^C O O R ' +

I  hexano, 25 °C y

(R.S) (±J

R'

S(+)

EtOII/HjO 95% 
O H -

1 . 11-C5H11
2. ti-QH,7
3 .  n - C , i H 2 3

CVL = lipase de Chromobacterium viscosum g

Esquema VII

O ácido (±)-3-metil-pentanóico não foi resolvido pela CVL imobilizada em organo- 

gel, formando ésteres com os álcoois alifáticos, porém com valores de rotação óptica igual 

a zero. (Tabela 21). Estes resuhados são similares com os obtidos quando a CCL foi 

imobilizada em crisotila.

Tabela 21 - Medidas de rotação óptica dos produtos de reação do ácido (±)-3-metil- 

pentanóico com diferentes álcoois catalisada pela CVL imobilizada em 

organo-ger.

r
AIcool

%

de Conversão

[ajo^  ̂ éster 

(c, éter)‘=

[a|û ® ácido 

reativo*’ 

(c, éter)

|a]D̂  ̂ ácido 

não reativo 

(c, éter)

n-pentaiiol 29,0 0,0 (6) 0,0 (7)

n-octanol 12,0 0,0 (4) 0,0 (7)

n-undecanol 3,0 0,0 (3) 0,0 (8)

(a) Condições da reação: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b) 

ácido derivado da hidrólise básica do éster; (c) c é a concentração da amostra em g/100 niL.
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Quando utilizou-se o ácido aquiral 4-metil-pentanóico, verificou-se que na 

esterifícação com diferentes álcoois alifáticos a conversão foi maior para o ácido 4-metil- 

pentanóico seguido dos ácidos (±)-3-metil-pentanóico e (±)-2-metil-pentanóico. Assim, a 

medida que o grupo metila se afasta do centro reacional o rendimento em éster formado 

aumenta evidenciando a importância de efeitos estéricos em reações biocatalisadas 

conforme discutido anteriormente. Quando se aumenta a cadeia carbônica do álcool de 5 

para 11 átomos de carbonos, esta diferença em rendimento diminui (Tabela 22).

Este resultado difere do obtido para a CCL imobilizada em crisotila onde para o 

ácido (±)-2-metil-pentanóico obteve-se melhor rendimento que o (±)-3-metil-pentanóico. 

Pode-se então postular que a estrutura do sítio catalítico da CCL e da CVL são diferentes.

Tabela 22 - Porcentagem de conversão para os ésteres formados na reação dos ácidos (±)- 

2-metil-pentanóico, (±)-3-metil-pentanóico e 4-metil-pentanóico com álcoois 

alifáticos catalisada pela CVL imobilizada em organo-gel®.

(±)-2 -metil-pentanóico (±)-3 -metil-pentanóico 4-metil-pentanóico

Álcool % de conv. p/ éster % de conv. p/ éster % de conv. p/ éster

n-pentanol 20,0 29,0 60,0

n-octanol 10,0 12,0 14,0

n-undecanol 3,0 3,0 12,0

a) 21 dias de reação, hexano, 25°C.

Para o ácido (±)-2-etil-hexanóico também não foi observado a reação de 

esterifícação. Novamente faz-se menção aqui para a importância de um encaixe adequado 

do substrato no sítio catalítico e de posicionamento da enzima para que a catálise seja 

efetiva.

Quando foi utilizado o ácido (±)-2-metil-hexanóico, observou-se que a conversão 

foi mais rápida não ocorrendo uma diferença significativa quando a cadeia do álcool 

aumentou de 5 (n-pentanol) para 11 (n-undecanol) átomos de carbono (Figura 35).
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Figura 35 - Grau de esterificação em fiinção do tempo para a reação do ácido (±)-2-metil- 

hexanóico com [■] n-pentanol, [ • ]  n-octanol, [A] n-undecanol catalisada pela 

CVL imobilizada em organo-gel.

Os valores de excesso enantiomérico e enantiosseletividade fiaram baixos quando 

comparados com os valores para a resolução do ácido (±)-2 -metil-pentanóico neste 

sistema (Tabelas 23 e 24).

Tabela 23 - Medidas de rotação óptica dos produtos da reação do ácido (±)-2-metil- 

hexanóico com diferentes álcoois catalisada pela CVL imobilizada em 

organo-ger.

Álcool

%

de Conversão

[a]D̂  ̂ éster 

(c, éter)"

[a]o“  ácido ácido

reativo'’ não reativo 

(c, éter) (c, éter)

n-pentanol

n-octanol

n-undecanol

39,7

40,0

40,2

+ 8,2(7) + 9 ,8(4) -3 ,6 (2 )

+ 7,0(9) +10,4(5) -6 ,0 (5 )

+ 7,5(12) +10,6(4) -3 ,0 (1 3 )

(a) Condições da reação: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b) 

ácido derivado da hidrólise básica do éster; (c) c é a concentração da amostra em g/100 mL.
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Tabela 24 - Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reação do ácido (±)-2- 

metil-hexanóico com diferentes álcoois catalisada pela CVL imobilizada em 

organo-ger.

Álcool

%

de Conversão

ee, (% r eep (%)*’ E'̂

n-pentanol 39,7 24 50 3,8

n-octanol 40,0 39 53 4,7

n-undecanol 40,2 20 54 4,1
(a) ee, é o excesso enantiomérico do isômero ácido não reativo; (b) ccp é o excesso enantiomérico do 

isômero ácido reativo derivado da hidrólise básica do éster; (c) E é a razão enantiomérica calculada pela 

equação E  = In [(1- c ).( l-  ee,)] / In [(1- c).(l+ ee,)] onde c = ecj ee, + eCp [ref. 5, 7].

A CVL mostrou ser enantiosseletiva neste sistema para o enantiômero com rotação 

óptica positiva. O Esquema VIII mostra a resolução do ácido (±)-2-metil-hexanóico 

catalisada pela CVL imobilizada em organo-gel.

'COOH +  R'OH
CVL/organo-gel 

hexaiio, 25®C

(R.S) (±)

R'
1.n-CsHii
2. n-CgHn
3 . n-C)|H23

S(+)

CVL -  lipase de Chromobacterium viscosum

'COOR ^ 

E lO H /IIiO  95%

oir~

'COOU

R(-)

Esquema VIII

Os melhores resultados obtidos para a CVL imobilizada em organo-gel e aplicada 

na resolução dos ácidos racêmicos (± )-2  e 3-metil-alcanóicos foram com o ácido (±)-2 - 

metil-pentanóico.
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3.2.2.2 - Resolução dos ácidos (±)-2-broino-alcaiióicos

Em trabalhos anteriores o organo-gel demonstrou ter duas limitações básicas 

quanto ao seu uso como suporte para a imobilização de enzimas e aplicações em meio 

orgânico. A primeira limitação é a temperatura do meio reacional, sendo que acima de 

28°C este se dissolve. A segunda está relacionada com a polaridade do solvente e 

substratos utilizados, sendo que os muito polares atacam a estrutura do gel destruindo-o.

Assim, inicialmente foram feito testes de resistência do organo-gel frente aos 

reagentes bromados. Observou-se que o organo-gel é afetado pelos substratos levando a 

sua destruição completa. A velocidade de destruição do gel ocorreu na ordem que quanto 

menor a cadeia hidrocarbônica do ácido, mais rápido a destruição. Portanto, não foi 

possível trabalhar com os ácidos (±)-2 -bromo-pentanòico, (±)-2 -bromo-hexanóico e (±)-2 - 

bromo-octanóico no sistema de organo-gel.

3.2.2.3 - Resolução dos ácidos (±)-citronélico. (±)-2-(p-clorofenoxi)-proDÍônico (+)- 

canforcarboxílico e ácido D,L-mandélico

Foi avaliada a esterificação enantiosseletiva do ácido (±)-citronélico com o n- 

pentanol, de acordo com o procedimento geral descrito na parte experimental. A Figura 

36 mostra o grau de esterificação em função do tempo para a reação do ácido (±)- 

citronélico com o n-pentanol, sendo que os resultados obtidos de excesso enantioméricos e 

razão enantioméricas estão demonstrados na Tabela 25.
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Figura 36 - Grau de esterifícação em fijnção do tempo para a reação do ácido (±)- 

citronélico com o n-pentanol catalisada pela lipase de CVL imobilizada em 

organo-gel.

Tabela 25 - Medidas de rotação óptica dos produtos da reação do ácido (+)-citronélico 

com n-pentanor.

Álcool n-pentanol

% de Conversão 48,0

éster (c, éter) + 2 ,0 ( 12 )

laji/® ácido reativo'’ (c, éter) + 3,8(1)

[a]o^  ̂ ácido não reativo (c, éter) -2 ,3  (6,2)

ee, (%)" 29

eep (%)“ 48

r 3,8

(a) Condições da reação: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), lipase de Chromohacterium 

viscosum imobilizada em organo-gel, solvente hexano, 25°C; (b) ácido derivado da hidrólise básica do 

éster. (c) ee, é o excesso enantiomérico do isômero ácido não reativo; (d) cCp é o excesso enantiomérico do 

isômero ácido reativo derivado da hidrólise básica do éster; (e) E é a razão enantiomérica calculada pela 

equação E = In [(1- c ).( l-  ee,)] / In [(1- c).(l+ ee,)] onde c = ee,/ ee, + eCp [ref. 5, 7].
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A CVL mostrou preferência pelo enantiômero com rotação óptica positiva. Um 

valor de 48% de excesso de produto foi obtido sendo a razão enantiomérica para esta 

resolução de apenas 3,8. A Esquema IX representa a resolução do ácido (±)-citronélico 

via esterificação com n-pentanol.

C V L /organo-gel
COOH + R'OH Ti7an-õ:B-ac

(i:)

R’ = CH3(CH2)4-
CV L = lipase de Chromobacterium viscosum

COOR'

(+)

Eton/ 1I2O 95% 
o n -

COOH

(-)

COOH

(+)

Esquema IX

Para o ácido (+)-canforcarboxílico não foi observado a reação de esterificação 

enquanto que o ácido D,L-mandélico destruiu o organo-gel, mostrando que este não é um 

bom substrato para ser utilizado neste sistema. O ácido (±)-2-(p-clorofenoxi)-propiônico 

formou o produto com 10,3% de conversão em 21 dias de reação com o n-pentanol. 

Porém, o valor de rotação óptica obtido para os produtos foi igual a zero.

Portanto, o Organo-gel tem suas limitações, mas pode ser utilizado com êxito 

como suporte para a imobilização de enzimas e aplicado na resolução de ácidos racêmicos 

apoiares.



3.3 Comparação da Resolução dos Ácidos Racêmicos nos Sistema de CCL/Crisotüa 

e CVL/Organo-Gel com Dados da Literatura

Um catalisador quiral é considerado eficiente quando reune seletividade para 

efetivação da catálise, baixo custo, e pode ser reutilizado por um período relativamente 

longo.

É conhecido que as enzimas são catalisadores quirais pois são formados por 

unidades de L-aminoácidos e as velocidades das reações catalisadas podem ser até lO'^ 

vezes mais rápidas do que as reações correspondentes não catalisadas. São geralmente 

muito seletivas em termos dos tipos de reações catalisadas, com relação à estrutura e 

estereoquímica do substrato e do produto.

Trabalhos recentes tem demonstrado que a seletividade das lipases pode ser afetada 

pelo solvente, suporte quando imobilizadas, pH e temperatura.

Considerando os resultados obtidos para a resolução dos ácidos (±)-2-metil- 

pentanóico observa-se que a CCL (1010 unidades/ mg de sólido) imobilizada em crisotila 

140 mg em Ig de crisotila) apresentou resultados melhores de excesso enantiomérico para 

os produtos (75-80%) do que a CVL (3970 unidades/ mg de sólido) imobilizada em 

organo-gel (5 mg em 20g de gel) (54-75%).

Engel e col. demonstraram que quando 500 mg de CCL (750 unidades/mg de 

sólido) é adicionada em solvente orgânico (heptano) e utilizada na catalise do ácido 

racêmico (±)-2 -metil-pentanóico com os álcoois alifáticos n-octanol e n-octadecanol a 

25°C, os valores de excesso enantiomérico para o (R)-ácido foram de 79,5 e 72,3% e para 

o (S)-éster foram de 93,3 e 88,3% respectivamente.®*’™

Para o ácido (±)-2-metil-hexanóico foi observado um aumento de 70,1 a 84,0% de 

excesso enantiomérico para o (R)-ácido; e de 58,4 a 84,0% para o (S)-éster quando se 

utiliza n-butanol, n-octanol, n-decanol e n-octadecanol como álcoois. Engel obteve bons 

resultados demonstrando que os valores de excessos enantiomérico aumentam com o 

aumento da cadeia carbônica do álcool para o ácido (±)-2 -metil-hexanóico.'’*’™

Tanto no sistema da CCL/crisotila bem como no sistema de CVL/organo-gel, foi 

observado um aumento no excesso enantiomérico com o aumento da cadeia carbônica do
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álcool. Porém, foram obtidos valores menores de excessos enantioméricos daqueles obtido 

por Engel.

Quando a enzima é utilizada em suspensão ela não pode ser reutilizada como no 

caso da enzima imobilizada. Além disto, a quantidade de biocatalisador utilizado é bem 

maior do que quando imobilizada.

Kirchner e col.*° utilizaram 2,0g de CCL (2415 unidades/ mg de sólido) em 

suspensão em hexano (30°C) na resolução dos ácidos (±)-2-bromo-propanóico, (±)-2- 

bromo-hexanóico e (±)-2 -bromo-hexadecanóico, obtendo excessos enantioméricos na faixa 

de 95-99% por um período de reação 6 a 22 horas. O ácido (±)-2 -(p-clorofenoxi) 

propiônico que não reagiu quando a CCL foi imobilizada em crisotila, também foi 

resolvido por Kirchner com CCL em suspensão, obtendo-se o éster com 79% de excesso 

enantiomérico e o ácido restante com 65%. Neste caso observa-se que além da grande 

quantidade de enzima utilizada, a pureza da enzima pode estar sendo o fator determinante 

para os bons resultados obtidos por Kirchner.

Hinze e col.’’  ̂ utilizaram a lipase de Chromohacíehum viscosum (CVL) 

imobilizada em organo-gel para a resolução do ácido (±)-2 -metil-butanóico em heptano, 

deixando reagir por 21 dias com etanol. O produto foi obtido com grau de conversão de 

41%, 22,2% de excesso enantiomérico de ácido e 31,7% do éster. Utilizando a CCL 

(l,70g) em suspensão e após 8 horas de reação, com um grau de conversão de 53%, 

obteve-se o éster com 31,6% de excesso enantiomérico e o ácido não reativo com 38,4%.

Estes resultados foram similares com os de Engel para a resolução do ácido (±)-2- 

metil-butanóico, obtendo em 50% de conversão 34,4% de excesso para o (R)-ácido e 

34,4% para o (S)-éster (E=3). Quando a CCL foi imobilizada em crisotila os valores 

obtidos em 34,5% de conversão foram: eCs = 42, eCp = 40 e E = 3,5. Engel demonstrou que 

um aumento na cadeia do álcool aumenta pouco os valores de excessos enantioméricos na 

resolução do ácido (±)-2 -metil-butanóico não sendo superior a 52%.®*

Apesar da CCL e CVL estarem imobilizadas em suportes diferentes e possuirem 

diferentes atividades, não foi observado separação dos enantiômeros para a resolução do 

ácido (±)-3-metil-pentanòico bem como a formação de produtos na reação do ácido (±)-2- 

etil-hexanóico. Isso mostra a similaridade destas enzimas com relação ao sítio catalítico, 

sendo que a seletividade é uma propriedade intrínsica dos catalisadores.
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A comparação com dados da literatura demonstram claramente que o uso do 

organo-gel e crisotila para a imobilização de enzimas são métodos viáveis para realizar 

reações catalisadas por enzimas em meio orgânico.

3.4 Outros Métodos de Análise Utilizados na Determinação do Excesso 

Enantiomérico dos Ésteres Obtidos Experimentalmente

Sabe-se que a polarimetria é um método que utiliza o valor de rotação óptica para 

determinar o excesso enantiomérico de uma amostra. Existem questionamentos na 

literatura quanto a exatidão dos resultados obtidos por este método haja vista que 

pequenas impurezas podem interferir no resultado final. Afim de confirmar os valores de 

excessos enantioméricos obtidos para as esterificações enantiosseletivas dos ácidos 

racêmicos descritos nas Tabelas 5 e 6, foi empregado as técnicas de cromatografia com 

coluna quiral e 'H RMN utilizando um agente de deslocamento quiral, para alguns ésteres 

obtidos experimentalmente.

Pelo método de ressonância magnética de próton foi utilizado o sal de Európio 

quiral tris[3-(heptafluoropropilhidroximetileno)-(+)-canforato] de Európio. Este foi 

adicionado em quantidades previamente pesadas nas amostras e feitas análises de RMN de 

próton observando-se o deslocamento dos picos em toda a extensão do espectro obtido. A 

primeira amostra utilizada foi o éster racêmico (±)-2 -metil-pentanoato de n-pentila e 

observado um pequeno deslocamento dos picos. Foi adicionado como complemento o 

agente de deslocamento aquiral Eu(fod)3 (tris-(6,6,7,7,8,8,8-heptafluor-2,2-dimetil-3,5- 

octanodionato de európio) outro sal de európio esperando que este associado ao primeiro 

melhorasse a resolução do espectro evidenciando melhor os picos. O resultado não foi 

muito promissor, ocorrendo o deslocamento dos picos mas não a sua separação. Quando 

se utilizou os ésteres obtidos pela esterifícação enantiosseletiva dos ácidos racêmicos das 

Tabelas 5 e 6 catalisados pela CCL e CVL, também foi observado o deslocamento dos 

picos, porém nenhuma evidência de separação.

Como os resultados obtidos de *H RMN não foram promissores, recorreu-se então 

ao método da cromatografia gasosa, utilizando uma coluna capilar quiral empacotada com 

Lipodex E (octakis-(3-0-butil-2,6-di-0-pentil)-8-ciclodextrina) acoplado a um 

espectrofotômetro de massa. O éster racêmico (±)-2-metil-pentanoato de n-pentila e os



ésteres (+)-2 -metil-pentanoato de n-pentila, n-octila e n-undecila e o éster (-)-2-bromo- 

octanoato de n-pentila foram analisados. Para as amostras citadas acima, não foi observado 

separação de picos do éster racêmico no cromatograma, mostrando apenas um pico-base 

em 144 e os fragmentos 115, 177 e 187 de massa. As demais amostras apresentaram 

apenas um pico no cromatograma sendo os valores obtidos para o éster (+)2 -metil- 

pentanoato de n-pentila idênticos aos encontrados para o éster racêmico. Para o éster (+)- 

2 -metil-pentanoato de n-octila obteve-se um pico base em 118 e os fragmentos principais 

em 174, 228 e 268. Para o éster (+)-2-metil-pentanoato de n-undecila obteve-se também 

um pico base em 118 e fragmentos principais 257 e 271, e para o éster (-)-2-bromo- 

octanoato de n-pentila verificou-se um pico base em 225 e os fragmentos principais em 

252, 276 e 292. Em nenhum caso foi observado mais de um pico nos cromatogramas.

Sendo assim, não foi possível fazer uma comparação deste método com outros bem 

como comprovar os valores encontrados de excessos enantioméricos por polarimetria para 

a resolução dos ácidos racêmicos.
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3.5 Caracterização dos Produtos

Abaixo estão os dados espectroscópicos para cada éster e ácidos obtidos via

resolução enzimática, com seus respectivos valores de desvio de rotação óptica.

• (+)-2-metil-pentanoato de n-pentila: ‘H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 4,1 (t, 2H, CH2OOC), 2,5 

(m, IH, CH), 1,2-1,8 (m, lOH, CH2), 1,1 (d, 3H, CH3), 0,9 (t, 6H, CH3); IV (filme) 1736 cm'’ 

(C=0); P.E760 209°C; no”  1,4130, CHN (calculado para CnHzzOz): C, 70,97, H, 11,83; O, 

17,20; experimental C, 70,80; H, 11,85; 0 , 17,35.

• (+)-2-metil-pentanoato de n-octila: 'H RMN (ôpi,„, CDClsATMS) 4,1 (t, 2H, CH2OOC), 2,4 

(m, IH, CH), 1,2-1,8 (m, 16H, CHz), 1,1 (d, 3H, CH3), 0,9 (t, 6H, CH3); IV (filme) 1735 cm ' 

(0=0); P.E760 218°C; Dd"' 1,4221, CHN (calculado para C,4H2802): C, 73,68; H, 12,28; O, 

12,10; experimental C, 71,72; H, 12,26; 0, 14,02.

• (+)-2-metil-pentanoato de n-undecila; 'H RMN (Ôpp„, CDCI3/TMS) 4,1 (t, 2H, CH2OOC), 

2,3-2,4 (m, IH, CH), 1,2-1,8 (m, 22H, CH2), 1,1-1,2 (d, 3H, CH3), 0,8-0,9 (t, 6H, CH3); IV 

(filme) 1736 cm’’ (0=0); P.E760 260d°C; 1,4245, CHN (calculado para C,7H3402): C, 

75,56; H, 12,59; O, 11,85; experimental C, 75,29; H, 14,00; O, 12,71.

• ácido (-)-2-metil-pentanóico: 'H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 11,7 (s, IH, COOH), 2,5 (m, IH, 

CH), 1,5 (m, 4H, CH2), 1,1 (d, 3H, CH3), 1,0 (t, 3H, CH3); IV (filme) 1708 cm ' (C=0); CHN 

(calculado para C6H,202): C, 62,07; H, 10,34; O, 27,59; experimental C, 63,02; H, 11,12; O, 
28,54.

• ácido (+)-2-metil-pentanóico: 'H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 11,2 (s, IH, COOH), 2,5 (m, IH, 

CH), 1,5 (m, 4H, CH2), 1,1 (d, 3H, CH3), 1,0 (t, 3H, CH3); IV (filme) 1712 cm ’ (C=0); CHN 

(calculado para C6H12O2): C, 62,07; H, 10,34; 0, 27,59; experimental C, 60,17; H, 11,10; 0, 
27,87.

• (+)-2-metiI-hexanoato de n-pentila: ’H RMN (ôpp,„, CDCI3/TMS) 4,1 (t, 2H, CH2OOC), 2,4-

2,5 (m, IH, CH), 1,2-1,7 (m, 12H, CH2), 1,1 (d, 3H, CH3), 0,9 (t, 6H, CH3); IV (fiime) 1736 
cm'' (C=0); 1,4145.
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(+)-2-metil-hexanoato de n-octila: 'H RMN (ôpp„, CDCl3A’MS) 4,1 (t, 2H, CHzOOC), 2,4-2,5 

(m, IH, CH), 1,2-1,8 (m, 18H, CH2), 1,1-1,2 (d, 3H, CH3), 0,9 (t, 6H, CH3); IV (filme) 1736 

cm'' (C=0); nu^ 1,4645.

(+)-2-metil-hexanoato de n-undecila: *H RMN (ôpp  ̂CDCI3/TMS) 4,1 (t, 2H, CH2OOC), 2,4 

(m, IH, CH), 1,2-1,7 (m, 24H, CH2), 1,1 (d, 3H, CH3), 0,8 (t, 6H, CH3); IV (filme) 1736 cm * 

(C=0); no"’ 1,4743.

ácido (-)-2-metil-hexanóico: ’H RMN (ôpp„,, CDCI3/TMS) 10,8 (s, IH, COOH), 2,5 (m, IH, 

CH), 1,7-1,0 (m, 9H, CH2, CH3), 0,7 (t, 3H, CH3); IV (filme) 1708 cm'' (C=0); 1,4261.

ácido (+)-2-metil-hexanóico; 'H RMN (5pp„, CDCI3/TMS) 11,0 (s, IH, COOH), 2,5 (m, IH, 

CH), 1,8-1,0 (m, 9H, 3CH2 e ICH3), 0,8 (t, 3H, CH3); IV (filme) 1712 cm ' (C=0).

• (+)-2-metil-butanoato de n-pentila: 'H RMN (ôppn,, CDCI3/TMS) 4,1-4,3 (t, 2H, CH2OOC),

2,5 (m, IH, CH), 1,2-1,8 (m, 8H, CH2), 1,1 (d, 3H, CH3), 0,8-l,0 (t, 6H, CH3); IV (filme) 1736 
cm * (C=0).

• ácido (-)-2-metil-butanóico: ‘H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 10,8 (s, IH, COOH), 2,5 (m, IH, 

CH), 1,7-1,0 (m, 7H, CH2, CH3), 0,7 (t, 3H, CH3); IV (filme) 1710 cm’' (C=0); no”  1,4011

• ácido (+)-2-metil-butanóico: 'H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 10,8 (s, IH, COOH), 2,5 (m, IH, 

CH), 1,7-1,0 (m, 7H, CHz, CH3), 0,8 (t, 3H, CH3); IV (filme) 1710 cm'’ (C=0); no”  1,4010

• (±)-3-metil-pentanoato de n-pentila: 'H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CH2OOC),

2.3 (d, 2H, CH2COO), 2,1-1,8 (m, IH, CH), 1,8-1,2 (m, 8H, CH2), l,2-0,8 (dt, 9H, CH3), IV 
(filme) 1736 cm ' (C=0).

• (+)-3-metil-pentanoato de n-octila: 'H RMN (ôpp̂ , CDCI3/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CH2OOC),

2.3 (d, 2H, CH2COO), 2,1-1,8 (m, IH, CH), I,8-l,2 (m, 8H, CH2), 1,2-0,8 (dt, 9H, CH3); IV 
(filme) 1736 cm ' (C=0).
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• (±)-3-metiI-pentanoato de n-undeciia: H RMN (ôppm, CDCI3/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CH2OOC),

2,3 (d, 2H, CH2COO), 2,1-1,8 (m, IH, CH), 1,8-1,2 (m, 8H. CHz), l,2-0,8 (dt, 9H, CH3); IV 

(filme) 1736 cm ' (C=0).

• 4-metil-pentanoato de n-pentila; *H RMN (ôpp„„ CDCI3/TMS) 4,1 (t, 2H, CH2OOC), 2,3 (d, 

2H, CH2COO), 1,8-1,2 (m, 8H, CHz; IH, CH), 1 ,2-0,8 (dt, 9H, CH3); IV (filme) 1736 cm ' 

(C=0).

• 4-metil-pentanoato de n-octila; 'H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CH2OOC), 2,3 (d, 

2H, CH2COO), 2,1-I,8 (m, IH, CH), 1,8-1,2 (m, 8H, CH2), 1,2-0,8 (dt, 9H, CH3); IV (filme) 

1736 cm ' (C=0).

• 4-metil-pentanoato de n-undecila; 'H RMN (ôpp„„ CDCI3/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CH2OOC), 2,3 

(d, 2H, CH2COO), 2,1-1,8 (m, IH, CH), 1,8-1,2 (m, 8H, CH2), 1,2-0,8 (dt, 9H, CH3); IV 

(filme) 1736 cm ' (C=0).

• (±)-2-bromo-pentanoato de n-pentila; 'H RMN (ôppm, CDCI3/TMS) 4,1-4,4 (q, 2H, CH2OOC 

e IH, CH(Br)COO), 1,2-2,0 (m, lOH, CH2) ,0,8-1,1 (t, 6H, CH3); IV (filme) 1741 cm ' (C=0).

• (±)-2-bromo-hexanoato de n-pentila; 'H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 4,1-4,3 (q, 2H, CH2OOC 

e IH, CH(Br)COO), 2,0 (m, 12H, CH2), 0,7-1,0 (t, 6H, CH3); IV (filme) 1741 cm ' (C=0).

• (-)-2-bromo-octanoato de n-pentila; 'H RMN (ôppm,acetona de/TMS) 4,4 (t, IH, CH(Br)COO) 

4,1-4,2 (t, 2H, CH2OOC) , l,2-2,2 (m, 16H, CHz), 0,8-1,0 (t, 6H, CH3); IV (filme) 1742 cm ' 

(C-0).

ácido (+)-2-bromo-octanóico; 'H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 11,9 (s, IH, COOH) 4,1-4,2 (t, 

IH, CH(Br)COO) , 2 ,1-1,8 (q, 2H, CH2), 1,6-1,2 (m, 8H, CH3), 1,0-0,8 (t, 3H, CH3); IV 

(filme) 1712 cm ' (C=0).

• ácido (-)-2-bromo-octanóico; 'H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 10,8 (s, IH, COOH) 4,2-4,1 (t,

IH, CH(Br)COO) , 2,1-1,8 (q, 2H, CH2), 1,6-I,2 (m, 8H, CH3), I,0-0,8 (t, 3H, CH3); IV 
(filme) 1710 cm '(C=0).
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(+)- citronelato de n-pentila: ’H RMN (ôpp„, CDCI3/TMS) 5,1 (t, IH, CH), 4,1 (t, 2H, 

CH2OOC), 2,4-1,8 (m, 12H, CHz), 1,7-1,5 (d, 6H, CH3), 1,4-1,2 (m, IH, CH), l,0-0,8 (q, 6H, 

CH3); IV (filme) 1736 cm ' (C=0).

ácido (+)-citronelico: 'H RMN (5pp„, CDCI3/TMS) 10,8 (s, IH, COOH), 5,2 (t, IH, CH), 2,4-

1.8 (m, 6H, CH2), 1,8-1,5 (d, 6H, CH3), 1,4-1,2 (m, IH, CH), l,0-0,8 (q, 3H, CH3); IV (filme) 

1710 cm ''(C=0 ).

ácido (-)-citronelico: 'H RMN (5pp„, CDCI3/TMS) 10,8 (s, IH, COOH), 5,2 (t, IH, CH), 2,4-

1.8 (m, 6H, CH2), 1,8-1,5 (d, 6H, CH3), 1,4-1,2 (m, IH, CH), 1,0-0,8 (q, 3H, CH3); IV (filme) 

1708 cm-'(C=0 ).

(+)-2-(p-cIorofenoxi)-propionato de n-pentila: 'H RMN (ôppm, acetona de/TMS) 7,2-6,7 (dd, 

4H, p-ClCõHtO) 4,7-4,8 (d, IH, CH), 4,1 (t, 2H, CH2OOC), 1,8-1,0 (m, 6H, CH2), 0,8-l,0 (t, 

6H, CH3); IV (filme) 1758 cm ' (C=0), 1596 cm ' (C=C, aromático).



3.6 CONCLUSÕES

A partir do resultados obtidos, pode-se então fazer algumas considerações finais a 

respeito da imobilização da lipase de Candida cilindracea em crisotila e da lipase de 

Chromobacterium viscosum em organo-gel e suas aplicações na resolução de ácidos 

racêmicos. As principais conclusões são:

=> A crisotila demonstrou ser um bom suporte para a imobilização da CCL, sendo a 

que melhor temperatura de adsorção foi 25 °C com um tempo de saturação de 120 

minutos para uma concentração de CCL de 2,0 mg/mL. O máximo de enzima adsorvida 

foi de 70% e quando concentração é aumentada, observou-se que a porcentagem de 

adsorção diminui.

=> Os estudos de isotermas de adsorção demonstraram que a a adsorção da CCL na 

crisotila não segue a equação de Langmuir e apresenta uma baixa afinidade para a 

isoterma de Freundlich. A forma sigmoidal da isoterma de adsorção obtida a 25°C 

confirma a formação de múltiplas camadas de enzimas no processo de adsorção.

=> O comportamento das isotermas associado a baixa energia de ativação encontrada 

(4,0 kcal/moi), baixo valor de entalpia de ativação (3,0 kcal/mol), além de um valor de 

entropia negativo demontra que o tratamento que deve ser dado ao estudo da adsorção 

para entender melhor como se processa essa interação entre a enzima e o suporte deve 

ser mais complexo e aprofundado. Além do mais, fica caracterizado pelos resultados 

obtidos, que a adsorção é física.

=> Estudos do MEV demonstraram a superfície da crisotila é irregular e fibrosa sendo 

que, quando a CCL é adsorvida sobre a superfície ocorre uma perda da estrutura fibrosa 

em determinadas regiões.
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^  Quando a CCL é imobilizada em crisotila e aplicada na resolução de ácidos 

racêmicos, este sistema demonstrou preferência pelo enantiômero com rotação óptica 

positiva no caso dos ácidos (±)-2 -metil-alcanóicos e rotação óptica negativa no caso do 

ácido (±)-2-bromo-octanóico. Os valores de enantiosseletividade foram baixos (<11) 

sendo que o melhores valores de excessos enantioméricos foram obtidos para a 

resolução do ácido (±)-2 -metil-pentanóico.

=> A lipase de Chromobacíerium viscosum (CVL) imobilizada em organo-gel 

demonstrou também preferencia pelo enantiômero com rotação óptica positiva para os 

ácidos (±)-2 -metil-alcanóicos e (±)-citronélico.

=> Os melhores resultados para a CVL foram obtidos com o ácido (±)-2-metil- 

pentanóico (eCp variou de 54 - 75%). Porém, o maior grau de conversão nos 

experimentos foi obtido com o ácido (±)-2 -metil-hexanóico e diferentes álcoois 

alifáticos (39,7 - 40,2%),

Finalmente, a partir destes resultados, pode-se verificar que tanto a crisotila como 

o organo-gel são métodos viáveis e muito atrativos para realizar reações enzimáticas em 

meio orgânico. Quanto aos baixos valores de excessos enantioméricos encontrados, estes 

talvez possam ser superados utilizando enzimas mais puras ou através de reações de 

transesterificação ou hidrólise dos respectivos ésteres racêmicos.
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