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RESUMO

Enzimas sao catalisadores de origem protéica que atuam em condigbes 6timas
de temperatura e pH acelerando as reagdes quimicas. As enzimas podem ser
imobilizadas em varios suportes, e assim serem utilizadas em sintese organica.

Inicialmente, foram preparados filmes com dextrana (DEX), alcool poli-vinilico
(PVA) e plastificantes (glicerol, G ou sorbitol, S).

Utilizaram-se diversas massas dos polimeros e plastificantes para obter a
composi¢cdo mais adequada para a imobilizacdo das lipases. Obteve-se um filme
maleavel com 0,2g DEX, 0,8g PVA e 0,2g de glicerol ou sorbitol, dissolvidos em 20 mL
de H,0.

Foi determinado o teor de agua nos filmes de DEX/PVA/S ou DEX/PVA/G
através do método de titulagdo de Karl-Fischer, com ou sem enzima, e estes
apresentaram de 7-13% de agua, sendo considerados adequados.

Lipases de Candida rugosa (LAY), Mucor javanicus (LMJ), Pseudomonas sp
(LPS), Rhizopus oryzae (LRO), Aspergillus niger (LAN) e Pseudomonas-sp (LPS-IM)
foram imobilizadas em filme DEX/PVA/S ou DEX/PVA/G, e estes sistemas utilizados
como catalisadores nas reacdes de transesterificacdo do acetato de vinila com o alcool
benzilico. Outros pardmetros avaliados foram a massa de LPS, solvente organico,
reutilizacdo do suporte e influéncia da cadeia alquilica na obtencédo de alcanoatos de
benzila.

As conversbes em acetatos de benzila variaram de acordo com o sistema
biocatalitico utilizado. A maior conversao obtida em éster foi de 95% com o sistema
DEX/PVA/S/LPS.

A conversdao em acetato de benzila foi dependente da polaridade do solvente
organico exceto em acetonitrila, e variaram de 42-95%. As conversdes em alcanoatos
de benzila foram dependentes do aumento da cadeia alquilica do acido. As maiores e
menores conversdes foram obtidas na esterificacdo dos acidos hexandico e palmitico,
sendo de 91% e 30% em 72h, com o sistema DEX/PVA/S/LPS.

A reutilizacdo dos sistemas DEX/PVA/lipases mostrou-se um processo
vantajoso podendo ser utilizado apdés a estocagem sem a perda consideravel da
atividade, formando o acetato de benzila com conversdes de 12-94%, dependendo da
procedéncia da lipase.

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que os filmes de
DEX/PVA/plastificantes sdo suportes eficientes para imobilizagdo de lipases com

aplicagdes na sintese de ésteres de aroma, e em condi¢des suaves de reagao.

Palavras chave: transesterificacao; esterificagao; lipase; imobilizacao.



1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As enzimas, em geral, sdo proteinas de alta massa molar produzidas
nos organismos vivos, e sdo formadas por uma longa cadeia de aminoacidos
ligados através de ligagdes peptidicas. Parte deste grupo de proteinas funciona
como catalisadores em reagdes bioquimicas.

A maioria destas reagdes ocorreria muito lentamente se ndo fossem
catalisadas por enzimas. Ao contrario dos catalisadores ndo protéicos (H", OH’,
ions metalicos), cada enzima catalisa um pequeno numero de reacgoes,
freqientemente apenas uma. As enzimas, portanto sao catalisadores com alta
especificidade de reagcdo. Essencialmente, todas as reagdes bioquimicas sao
catalisadas por estes biocatalisadores.

As enzimas sdo muito aplicadas na obtencdo de farmacos ou insumos
farmacéuticos em suas formas enantioméricas ativas, sendo que estes
biocatalisadores sdo capazes de reconhecer moléculas quirais e atuam,
preferencialmente em um dos isdbmeros de uma mistura racémica.

Outra grande aplicagdo das enzimas € sua utilizagdo na obtencdo de
ésteres de aromas, derivados acidos carboxilicos com cadeias carbdnicas
meédias ou curtas. Estes compostos sdo importantes em varios produtos nas
industrias de alimentos e de cosméticos. Os ésteres sido produzidos por
reacdbes quimicas ou extraidos de fontes naturais. A obtencdo de ésteres
através de reacdes quimicas catalisadas principalmente por lipases tem
recebido muita atencdo para a utilizagdo em alimentos e cosméticos. O
desenvolvimento de um bom procedimento para melhorar o rendimento em
conversao de ésteres, com catalise enzimatica sido atraentes para os
fabricantes e consumidores.

A partir destas consideragdes, neste trabalho, propde-se utilizar
lipases de diversas procedéncias imobilizadas, ou ndo, em blendas poliméricas
formadas por dextrana/ poli (alcoolvinilico) (DEX/PVA) como catalisadores em
reacbes de esterificagdo e transesterificacdo, visando a obtencao de

alcanoatos de benzila. Todas as reacdes serao realizadas em meio organico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Enzimas

As enzimas s&o catalisadores bioldgicos, em geral, de natureza protéica
formados por uma longa cadeia de aminoacidos ligados através de ligagdes
peptidicas. Sd@o encontradas na natureza em todos os seres vivos.'? A
sequéncia exata de aminoacidos em uma proteina € denominada estrutura
primaria. A conformacao tridimensional € chamada de estrutura secundaria
(Figuras 1a e 1b), e a disposi¢cao espacial da sequéncia é denominada de

estrutura terciaria (Figura 1c).’

Figura 1. Representacdes graficas da estrutura tridimensional de uma enzima.

As enzimas contém um sitio ativo, o qual constitui somente uma
pequena por¢cao de seu volume total e que esta usualmente proximo ou na
superficie, estando assim acessivel as moléculas de substratos. O sitio ativo
contém aminoacidos cujas cadeias laterais formam uma superficie
tridimensional complementar ao substrato.’

As enzimas possuem atividade catalitica, diferente de outras proteinas.
Com a sua presenga e sem serem consumidas, elas aumentam a velocidade
dos processos quimicos, que de outra forma ocorreriam muito lentamente ou
nao totalmente. As enzimas sao muito especificas pela conformacao e
composi¢cdo quimica do sitio ativo, isto é, cada enzima podera hidrolisar ou

sintetizar um composto em particular.’*°



2.2. Classificagdo das enzimas
A Uniéo Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) divide
as enzimas em seis grupos, e cada uma dessas dividem-se em sub-grupos de

acordo com o tipo de reagao catalisada (Tabela 1)."*

TABELA 1. CLASSIFICAGCAO DAS ENZIMAS DE ACORDO COM A UIBBM.6

Numero Classe Tipo de reacgao catalisada Subclasse
1 oxirredutases Transferéncia de elétrons ou remocao Hidrogenases,
de hidrogénio oxidases,
peroxidases
2 transferases Reacdes de transferéncia de grupos Transaldolases,
transcetolases
3 hidrolases Reagbes de hidrélises Esterases,lipases,
peptidases,
fosfatases
4 liases Reagbes de adi¢cdo de grupos a dupla Descarboxilases,
ligacao ou formacao de duplas ligagdes fosfatases
por remogao de grupos
5 isomerases Transferéncia de grupos dentro da Racemases,
molécula para produzir isémeros epimerases,
oxiredutases,
mutase
6 ligases Formagao e clivagem de ligagdes Sintetases

C-C, C-S, C-0O, C-N e ésteres de fosfato

Estes catalisadores sao altamente eficientes, aumentando a velocidade
das reacdes na ordem de 10° a 10" vezes mais rapidas que as mesmas néo
catalisadas. A funcdo de um catalisador é diminuir a energia de ativagéo (E,)
entre os reagentes e produtos. Esta habilidade ocorre devido a capacidade de
aproximar os substratos em uma orientagdo tal que favorece a formacgao do
complexo enzima-substrato (ES), para posteriormente formar os produtos
(Figura 2).4>°



substrato

produtos

Formacdo do complexo

enzima-substrato (ES)

enzima enzima

Figura 2. Representagdo esquematica do mecanismo de agéo enzimatica. °

A formagao do complexo enzima-substrato (ES) depende das chances
de ocorrerem choques eficazes entre o sitio ativo e o substrato.>®

As enzimas hidroliticas (proteases, celulases, amilases e lipases) sao as
mais usadas na quimica organica. Entre as varias razbes que as tornam uma
opc¢ao particularmente atrativa, pode-se citar a alta estabilidade e atividade com
relacdo a varios substratos, sdo de baixo custo, atuam em condigbes suaves

de sinteses e, em geral, ndo necessitam de co-fatores.*’:

2.3. Lipases

As lipases sdo enzimas que catalisam as reacdes de hidrélises e estao
presentes em diversos organismos, incluindo animais, plantas, fungos,
bactérias. Estas enzimas sao normalmente extracelulares, o que favorece sua
extracdo, isolamento e purificacéo.*’®

As lipases tém sido bastante utilizadas em varias areas de
biotecnologia, na industria de alimentos como desenvolvimento de aromas e
manutencdo de queijo, de detergentes, na hidrolise de 6leos e gorduras, na
sintese de biosurfactantes, biodiesel, na producdo de bebidas alcodlicas
destiladas, e para tratamento de residuos oleosos oriundos da industria de
couro e de papel.>'® Na Figura 3, pode-se observar a representagao

esquematica da estrutura tridimensional da lipase de Candida antartica (CAL-B)



com a ampliacéo do sitio ativo formado pela cadeia lateral da histidina, serina e

aspartato. !

Figura 3. Representacédo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de

Candida antarctica obtida por Raios-X "’

Todos os membros da familia de estrutura a-B-hidrolases possuem um
mecanismo comum de hidrolise de ésteres, que consiste em cinco etapas:
ligacdo ao substrato éster (1); formagao do primeiro intermediario tetraédrico
por ataque nucleofilico da serina catalitica com o oxianion estabilizado por duas
ou trés ligagbes de hidrogénio (2); hidrélise e saida da porgao alcoolica (3),
estabilizacdo do segundo intermediario (4) e regeneragdo do sitio ativo e
formagao do produto (5) e (6). Estas etapas estdo demonstradas na Figura 4.

Nas industrias de alimentos e cosméticos as lipases sédo bastante
usadas para a obtengdo de ésteres de aromas. O desenvolvimento de
pesquisas na area de esterificacdo enzimatica tem sido crescente nas duas
ultimas décadas.?'? Normalmente os ésteres de aromas sdo de cadeia curta
tais como o acetato de iso-amila (banana), acetato de benzila (péssego),
antranilato de metila (uva), acetato de n-octila (laranja), butanoato de etila

(abacaxi), acetato de iso-pentenila (suco de frutas), entre outros.™



Figura 4. Mecanismo proposto para a hidrélise enzimatica de um éster.

Habitualmente estes compostos sdo produzidos por sintese quimica ou
extraidos de fontes naturais. Contudo, com o0 aumento da demanda natural as
sinteses destes ésteres por reagdes quimicas catalisadas com lipase tem
também recebido muita atengdo para a produgdo destes produtos.™

Nos ultimos anos, foram publicados muitos artigos, relatando a
producao, isolamento e modificacdo de hidrolases, em particular, lipases e

esterases. Chang e col.”

utilizaram a lipase Rhizomucor miehei (Lipozyme IM-
77) na obtencdo do laurato de n- hexila (9) a partir do n- hexanol (8) e acido

laurico (7) em sistema livre de solvente. Figura 5

0 (0]
Lipozyme IM-77
H3CMK + /\/\/\ - s H3C$)lk
10 OH HO sem solvente 10 O@CHS

(7) (8) 9

Figura 5. Preparacdo enzimatica do laurato de n- hexila catalisada pela lipase

Lipozyme IM-77.



Foram avaliados alguns parametros tais como a influéncia da
temperatura, massa do biocatalisador, tempo e pH. Foi observado que as
condicdes Otimas obtidas nesta reacéo de esterificacdo foi de 40 min, 58,2 °C,
25,4 mg de lipase e pH 5,9, obtendo-se conversdes em laurato de n-hexila de
69,7%."

Para aplicagdes especificas de lipases em sinteses e biotransformacoes,
as vezes, € necessario que o biocatalisador esteja imobilizado. A imobilizag&o

pode melhorar a estabilidade, atividade e reutilizacdo dos biocatalisadores.™

2.4. Imobilizagao de enzimas

Muitas enzimas sao cataliticamente ativas em ambientes hidrofébicos,
com eficiéncia similar aquela encontrada na solugao aquosa. Porém, estes
catalisadores estao sujeitos a inativagcdo em meio organico, quando né&o
imobilizados, por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos. Visando protegé-los
das interacbes com o solvente, técnicas de imobilizacdo tém sido
desenvolvidas.*™>'® O desenvolvimento destas técnicas tem sido importante
por proporcionar a reutilizacdo das enzimas, aumentar a estabilidade em
solventes organicos e facilitar a separacdo dos produtos.”™'® O principal
interesse em imobilizar o biocatalisador € manter a atividade e estabilidade da
mesma maneira que na sua forma livre. Com a imobilizagcdo, espera-se que
nao ocorram modificagdes estruturais bem como de seu sitio ativo.'®'®1°

A escolha da matriz € muito importante para uma boa atuagcdo do
sistema com a enzima imobilizada. As caracteristicas desejaveis para uma bom
suporte sao, area superficial grande, boa permeabilidade, caracteristicas
hidrofilicas, estabilidade quimica, mecanica e térmica, alta rigidez, forma e
tamanhos adequados, resisténcia ao ataque de microorganismos e capacidade
de reutilizacdo.” Diferentes métodos tem sido usado na imobilizacdo de
enzimas e estdo divididos em trés categorias, ligacdo em suporte: adsorgéo
fisica, ligacéo ibnica, ligagdo covalente, método de confinamento; em fibras,

capsulas e em gel como mostra a (Figura 6).
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Confinamento em matrizes Ligagdes cruzadas
poliméricas

. . , Hexametilenodiamina
e Polimeros naturais agar, e glutaraldeido.

Confinamento em caseinato de  sédio, derivados
microcapsulas hidrosoliveis de celulose, amido,
dextrana (DEX);

Gelatina, quitosana.

o Polimeros sintéticos: poli (alcool
vinilico) (PVA), poli(dxido de etileno)
(PEO), polissulfonato de sodio (PSS),
Blendas de DEX/PVA.

Sistema bifasico

-/ «— Solvente organico + Substrato
<+— Agua + Enzima

Ligagdes em suporte

* Adsorcéo fisica: PVA, PEO, xantana,
galactomanana, quitosana, carvao

* Adsorcao covalente: silica, alumina,

celulose
Micelas Reversas _
Exs.: Aerosol — OT, * Adsorcao idnica: resinas de troca
Fosfatidilcolina ibnica, p. ex., DEAE-sefadex e CM-celulose,

Figura 6. Principais métodos de imobilizagdo de enzimas. (adaptado da ref.4 ).

O procedimento de adsorcdo de uma proteina em suportes sélidos é
simples, e € um dos métodos mais utilizados. A imobilizagdo por confinamento
em matrizes solidas € uma outra alternativa bastante usada. Um dos polimeros
que vem sendo utilizados é a DEX e o PVA.

Wang e col."” Imobilizaram a lipase de Candida rugosa (LCR) em
membranas formadas pela mistura de PVA (alcool polivinilico) e PTFE (poli-
tetraflioretileno). Esse método de imobilizagdo demonstrou ser bastante

eficiente, pois, o PTFE atua como uma interface hidrofébica na imobilizagao da



lipase para a manutencdo de sua atividade. O uso de PVA nesta mistura
evitou que a lipase se dissolvesse na agua causando dessor¢cao do
biocatalisador do suporte. A Figura 7, mostra de forma detalhada o processo
de imobilizagdo. A eficiéncia do suporte foi medida através de analises de
dessorg¢ao do biocatalisador e da atividade enzimatica pela hidrdlise de dleo de

oliva."”
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Figura 7. Representagdo esquematica para a imobilizacdo de LCR em misturas de
polimeros PVA/PTFE.

Outro método bastante particular de imobilizacdo, € o sistema bifasico
formado por agua/solvente organico. Neste, a agua €& o suporte para as
enzimas e o solvente organico € o suporte para o substrato. Fehér e col.”®
prepararam em grande escala e em reator termostatizado, via enzimatica, o
acetato de iso-amila em sistema bifasico tolueno/liquido iénico (hexafluorfosfato
de 1-butil-metilimidazolio). Os resultados mostraram que o éster pode ser
obtido em grande escala com conversdes de 99% de produto. Além disso, o
reator pode ser reutilizado por até 10 vezes sem perda de rendimento em

produto.



2.5. Dextranas

As dextranas constituem um grupo de polissacaridios estruturalmente
relacionados entre si, de origem bacteriana, geralmente de alta massa molar,
variando de 40 a 50 milhées podendo chegar até 100 milhdes. Sao produzidas
por algumas espécies de Leuconostoc principalmente Leuconostoc
mesenteroide, quando a sacarose estiver no meio de crescimento destas
bactéria.®

A dextrana é formada por unidades de D-glicose ligadas nas posi¢oes a-
1—6 com residuos de cadeias ligadas na posig¢ao a-1—3, e diferem quanto ao
numero de ramificagbes em 1-2, 153, 1—4, e na massa molar. Sao
polissacarideos neutros e quimicamente inertes, e, portanto, compativeis com a

maioria das substancias existentes em alimentos.'® (Figura 8)

Figura 8. Estrutura monomérica da dextrana.®

Este polissacarideo, tem sido muito aplicado no campo biomédico e
farmacéutico. Estudos recentes mostram que a dextrana pode ser usada como
modificadores de viscosidade, suportes para a cromatografia e matrizes para
imobilizacdo de enzimas e de farmacos.*

2.6. Poli (alcool vinilico)- PVA

O poli (alcool vinilico) (PVA) Figura 9 é um polimero sintético produzido

através da hidrélise do poli (acetato de vinila).”’
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Figura 9. Estrutura monomeérica do PVA.

Por suas propriedades, bastante distintas, e pelo seu baixo grau de

2122 5 PVA vem sendo utilizado nas mais diversas areas da ciéncia.

toxicidade
Pode-se citar por exemplo, o trabalho de Million e col??, onde estudaram a
aplicacado de PVA na area biomédica. Os resultados apontados por este grupo
mostraram que o PVA pode ser aplicado como peca importante na formagao de
tecidos humanos sintéticos.

Outro trabalho que merece ter destaque, sao os estudos realizados por

Park e col®

onde utilizam blendas de PVA/acidoplurénico para o
microencapsulamento de farmacos, visando a liberagdo controlada deste no
organismo que for atuar. Neste trabalho foi usado o farmaco Venlafaxina, o

qual é conhecido por suas propriedades anti-depressivas, Figura 10.

Figura 10. Estrutura da Venlafaxina

11



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Utilizar blendas poliméricas de dextrana (DEX) com poli(alcool vinilico)

(PVA) como suportes para a imobilizagao de lipases, e utilizar estes sistemas

(filmes) como catalisadores em reacdes de transesterificagao ou esterificagcao

em meio organico, para obtencéo de alcanoatos de benzila.

3.2. Objetivos especificos

>

Otimizar as condicbes experimentais para a preparacao do filme de DEX
/PVA.

Avaliar a influéncia de plastificantes como o glicerol e/ou sorbitol na formacao
do filme de DEX/PVA.

Determinar o teor de agua no filme pelo método de titulagao de Karl- Fischer.
Avaliar a estabilidade do fiime em fungcao do solvente orgénico, e
temperatura.

Imobilizar as lipases de Pseudomonas sp; Candida rugosa; Mucor javanicus;
Rhizopus oryzae; Aspergillus niger; Pseudomonas-sp (IM) no filme de
DEX/PVA com os plastificantes.

Avaliar o efeito da variacdo da massa de lipase imobilizada em filme de
DEX/PVA em reacbes de transesterificacdo do acetato de vinila com alcool
benzilico.

Preparar ésteres de aroma alquilicos derivados do alcool benzilico e
diferentes acidos carboxilicos com lipases imobilizadas.

Avaliar a reutilizacdo do suporte (lipase/ filme de DEX/PVA) apés a
armazenagem em solvente organico na reacado de transesterificacdo do
acetato de vinila com alcool benzilico.

Avaliar a influéncia de diversos solventes organicos na reagdo de
transesterificacdo do acetato de vinila com alcool benzilico.

Caracterizar e quantificar a conversdao dos ésteres por técnicas
espectroscopicas de infravermelho (IV), ressonéncia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN — "H), e cromatografia de camada delgada.

Comparar os resultados obtidos com outros reportados na literatura.
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4. MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

4.1. Reagentes, solventes e enzimas.

A\

Y

A\

Os reagentes, que foram utilizados neste trabalho séo:

Dextrana; Leuconostoc (SIGMA massa molar: 10 000- 200 000 Daltons);
PVA (VETEC, 85.300 Daltons).

Acidos: &cido laurico (VETEC); palmitico (VETEC); estearico (VETEC);
cinamico (Menck); hexandico (Aldrich); butirico (VETEC); caprilico
(VETEC).

Acetato de vinila, 98% ( Fluka);

Alcool: alcool benzilico, 99,8% (BAKERANALYZED);

Enzimas: lipase AY de Candida rugosa - (Amano, 30.000 u/g); lipase M
de Mucor javanicus-(Amano, 10.000 u/g); lipase PS de Pseudomonas
sp-(Amano, 30.000 u/g); lipase F-AP15 de Rhizopus oryzae-(Amano
150.000 u/qg); lipase A de Aspergillus niger- (Amano, 120,000 u/g) e
lipase LPS-IM de Pseudomonas-sp (Amano, 500 u/g imobilizada em
terra diatomacea)

Sorbitol, 99,0% (VETEC);

Glicerol, 99,5% (VETEC);

Solventes: hexano (F.MAIA), heptano (VETEC), diclorometano
(Nuclear), tolueno (F.MAIA), acetonitrila (VETEC) e éter etilico
(Dinamica);

Cloroférmio deuterado (CDCl3) (Aldrich);

Silica gel DGF Riedel-deHaén max. 400 mesh.

4.2. Equipamentos

YV V V V V V VY

Os equipamentos que foram utilizados neste trabalho sao:
Espectrémetro de RMN'H (VARIAN AC 400F, 400MHZ);
Espectrofotdmetro de infravermelho (FTIR da PERKIN ELMER 16C);
Titulador 633 Automatic Karl Fischer, Metronm AG CH-9100 Herisau;
Agitador com banho termostatizado tipo — Dubnoff Marconi HW 2000;
Agitador com banho termostatizado Technal TE-0532;

Agitadores magnéticos;

Chapas de aquecimentos
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4.3. Preparagao das blendas de DEX/PVA com e sem enzima

Para a preparacao do filme de DEX/PVA, foram solubilizadas em um
béquer de 50mL, 0,0-0,6g de DEX e 0,0-0,7g de PVA em 20mL de agua
destilada com 0,1-0,2g de glicerol ou sorbitol, sob agitagdo constante por 1h. A
adicdo do plastificante € necessaria para evitar o carater quebradi¢o do filme e
para que estes sejam estaveis e maleaveis, conforme descrito por Mendieta-
Taboada e col.?* Apds testes iniciais para a definicdo das condigdes que
formam o filme mais estavel, a composicdo usada nos estudos de imobilizagao
foi 0,2g de DEX, 0,8g de PVA e 0,2g de sorbitol ou glicerol. A seguir, foram
adicionadas 25-100mg de lipases de diferentes procedéncias a esta solucao e
o sistema foi novamente deixado sobre agitacdo constante por um periodo de
30 minutos, ou até completa homogeneizacdo. A solugdo resultante foi
depositada em uma placa de polietileno ou Petri e aquecida em um banho de
areia a ~30° C para evaporagdo da agua. Os filmes com as enzimas
imobilizadas foram entdo cortadas em pequenas secgdes e transferidas para
um erlenmeyer de 250 mL, para serem usadas nas reagdes biocatalisadas.
(Figura 11).

Foram também preparados filmes de DEX/PVA com glicerol ou sorbitol
na auséncia de lipases. Estas foram usadas em estudos estabilidade em

diversos solventes organicos.

Lipases

0,0-0,8g de PVA
0,0-0,7g de DEX
0,0-0,2gde Gou S

Agitacao Agitagao
1h (20 min)

Filmes de ‘ ‘
Pedacos de -
...2,%"“2 DEX/PVA
25mL de solvente com lipase

Figura 11. Preparacéo do filme de DEX/PVA e imobilizagéo das lipases.
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4.4. Preparagcao do meio reacional para as reagoes de transesterificagao e

esterificacao

Para as reagbes de transesterificagdo adicionou-se em um erlenmeyer
de 250 mL, hexano (25 mL), alcool benzilico (5 mmol, 0,5 mL), acetato de vinila
(5 mmol, 0,5 mL), e a lipase de Pseudomonas sp. imobilizada em blenda de
DEX/PVA. A mistura reacional foi deixada em banho termostatizado com
agitacao orbital da Technal TE-0532 em temperatura de 35 °C por um periodo

de até 72 horas, ou até que a reagao se complete. Figura 12.

Figura 12. Agitador com banho termostatizado da Technal TE-0532.

As reagdes foram monitoradas periodicamente por cromatografia de
camada delgada (ccd) usando como eluente hexano:acetato de etila 8:2 . O
valor encontrado para o Rf do acetato de benzila foi de 0,83. Outras lipases,
como Candida rugosa- AY; Mucor javanicus- M; Pseudomonas sp- LPS;
Rhizopus oryzae- F-AP15; Aspergillus niger- A Pseudomonas-sp- IM
(imobilizada em terra diatomacea) foram também imobilizadas em blendas de
DEX/PVA e posteriormente utilizadas nas reacdes de transesterificagao entre
o acetato de vinila e o alcool benzilico, por 72 h a 35 °C.

Para as reagdes de esterificagdo adicionou-se em um erlenmeyer de 250
mL, hexano (25 mL), alcool benzilico (5 mmol, 0,5 mL) e diferentes doadores
acilas tais como os acidos butirico (5 mmol, 0,45 mL), hexandico (5 mmol, 0,62
mL) e caprilico (5 mmol, 0,8 mL) e a lipase Pseudomonas sp. (LPS) imobilizada
em blenda de DEX/PVA. A mistura reacional foi deixada durante 72 h em
banho termostatizado da Technal TE-0532, a 35°C.
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Apods o término das reagodes, a mistura reacional foi transferida para um
baldo de fundo redondo e a blenda/plastificante/lipases foi lavada com solvente
organico por diversas vezes para assegurar que todos reagentes e o produto
fossem retirados do filme (acompanhando por ccd). A seguir, o solvente foi
evaporado do baldo no rota-evaporador, obtendo-se o éster desejado.
(Figura 13).

ApOs evaporagao do solvente, o produto foi quantificado por analises de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio-RMN1H, por comparagao da area
dos hidrogénios metilénicos do alcool em 4,54 ppm com os do éster em 5,03

ppm. (Figura 14).

' Alcool |
1 Ester ou :
X i

1

Acido
[ DEX/PVA/lipase
25mL de solvente

)
S

Determinagao da conversao (%) Evaporacéao do solvente
RMN'H

Banho tipo Dubnoff
35°C

Figura 13. Preparagdo do meio reacional e analise do produto.
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Figura 14. Espectro de RMN'H de uma aliquota da reagdo de esterificagdo do

acetato de vinila com o alcool benzilico, conversdo 53%. [DEX/PVA/S, LPS 50mg, n-
hexano, 35°C, 72h (400MHZ, CDCl5;)]

Na analise de ccd foi utilizado n-hexano:acetato de etila (8:2) como
eluente. Para a aliquota de reacdo citada anteriormente, foram observadas
duas manchas, com R de 0,83 e 0,53; correspondendo ao acetato de benzila

€ ao alcool benzilico, respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram inicialmente preparadas blendas de DEX/PVA.
Determinou-se a melhor composi¢cao em funcdo da composi¢ao dos polimeros
e plastificante, e a seguir a estabilidade das mesmas em diversos solventes
organicos. Foi também avaliado o teor de agua nos suportes. A seguir, lipases
de diferentes procedéncias foram imobilizadas, e utilizadas como
biocatalisadores nas reacdes de transesterificacdo e esterificacdo com o alcool
benzilico com diversos agentes acilantes. Os produtos foram analisados por

técnicas espectroscopicas de IV e RMN-"H.
5.1. Preparacgao e Caracterizagao dos suportes
5.1.1. Preparacao do filme de DEX/PVA

Para obtencdo da melhor composicdo na formacdo do filme de
DEX/PVA, foram realizados diferentes testes variando-se a massa de DEX e
PVA na auséncia de plastificante. Os resultados obtidos encontram-se na

Tabela 2.

Tabela 2. Influéncia da massa de dextrana e PVA na formacgéo do filme.®

"Entradas  Dextrana(g) @ PVA(g)  Aspectodo filme
1 0,6 0,1 Fino, quebradico
2 0,4 0,3 Consistente, quebradico
3 0,2 0,5 Consistente, quebradico
4 0,0 0,7 Fino, quebradico
5 0,7 0,0 Fino, quebradico

4= 20mL de agua

A partir dos resultados da Tabela 2, pode-se observar que os filmes de

DEX/PVA ou com os polimeros puros, apresentaram-se quebradicos e muito
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finos, com todas as composicoes utilizadas. Portanto, estes nado sao
adequados para serem utilizados como suportes para as lipases.

Na tentativa de aumentar a maleabilidade do filme, foram adicionados a
solugdo dos polimeros glicerol (G) ou sorbitol (S) em quantidades variaveis,

como plastificantes. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Influéncia da massa de dextrana, PVA e plastificantes na

formacao do filme.?

Entradas Dextrana PVA Glicerol  Sorbitol Aspecto do filme
(9) (9) (9) (9)
1 0,0 0,7 0,1 Maleavel, ndo consistente
2 0,1 0,6 0,1 Maleavel, ndo consistente
3 0,2 0,8 0,2 Maleavel, consistente
4 0,2 0,5 0,1 Nao maleavel, grudento
5 0,4 0,3 0,1 Nao maleavel, grudento
6 0,6 0,1 0,2 Nao maleavel, quebradico
7 0,0 0,7 0,1 Maleavel, ndo consistente
8 0,1 0,6 0,1 Maleavel, ndo consistente
9 0,2 0,8 0,2 Maleavel, consistente
10 0,2 0,5 0,1 Nao maleavel, grudento
1 0,6 0,2 0,2 Nao maleavel, quebradico

4v=20mL de agua.

Pelos resultados mostrados na Tabela 3, pode-se observar que quando
foi adicionado o glicerol ou sorbitol junto ao PVA e sem a DEX, o filme formado
era maleavel e nao consistente (Entradas 1 e 7). Assim, foi aumentando a
massa de DEX e diminuindo a de PVA, na presenga de glicerol ou sorbitol. Os
filmes formados continuaram com aspecto maleavel, porém n&o consistentes
(Entradas 2 e 8).

Aumentando a massa de DEX e diminuindo a de PVA, os resultados
obtidos ainda foram insatisfatorios, pois o filme formado era grudento e né&o
maleavel (Entradas 4,5 e 11). Com um aumento na massa do plastificante e

variando a massa de DEX e PVA, o resultado foi satisfatorio sendo que obteve-
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se um filme consistente e maleavel com 0,2g de DEX, 0,8g de PVA e 0,2g de
sorbitol ou glicerol (Entradas 3 e 9).

A partir destes estudos, a composi¢cao do fiime de DEX/PVA a ser
utilizada para a imobilizagado das lipases foi de 0,2g de DEX, 0,8g de PVA e
0,2g de sorbitol ou glicerol solubilizados em 20mL de agua.

Este estudo mostrou que a adicao do plastificante & importante para a
formacao de um filme homogéneo e maleavel.

Sebrdo e col.™ utilizaram lipases de Pseudomonas sp (LPS) e de
Rhizopus oryzae (LRO) imobilizadas em matrizes poliméricas como o caseinato
de sédio com glicerol. O biocatalisador imobilizado foi usado na preparagao de
oleatos de n- pentila. Os resultados foram satisfatérios, sendo que a atividade
catalitica do biocatalisador manteve-se por um periodo de estocagem de 46
dias. O biocatalisador imobilizado foi reutilizado por até 10 vezes sem
diminui¢cbes consideraveis na conversdo em éster (60%).

Mendieta e col.?*

, estudaram a analise dindmico-mecanica de aplicagbes
em filmes comestiveis, e observaram que o0 uso de agentes plastificantes é

necessario para evitar o carater quebradigo deste material comestivel.
5.1.2. Efeito do solvente orgéanico no filme de DEX/PVA/plastificante

Os filmes de DEX/PVA/plastificantes sem as lipases foram submetidos a
testes de estabilidade em diferentes solventes organicos com polaridades
variadas. Os solventes utilizados foram o hexano (log P 3,50), heptano (log P
4,00), acetonitrila (log P -0,33), tolueno (log P 2,50), éter etilico (log P 0,83) e
dicloro metano (log P 1,50)%.

Os filmes foram armazenados em tubos de ensaio com 2mL dos
solventes citados acima por 24h a temperatura ambiente. Apds este tempo,
todos os filmes de DEX/PVA/S ou DEX/PVA/G permaneceram estaveis, sem
alteracbes macroscoépicas. Assim, estes mostraram-se adequados para serem
usados nos estudos posteriores das reagdes de transesterificacdo e

esterificacao.
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5.1.3. Determinacao do teor de agua

Para a determinagédo do teor de agua, foram preparados os filmes de
DEX/PVA/plastificante segundo a composi¢cao descrita nas Entradas 3 e 9 da
Tabela 4. Foram também preparados filmes contendo 50mg de LPS.

O teor de agua nas blendas de DEX/PVA/plastificante foi determinado
pelo método de titulacdo Karl-Fischer, que se baseia na determinagao
quantitativa da agua em uma solucédo anidra de diéxido de enxofre e iodo%®
(Figura 15).

Figura 15. Titulador 633 Automatic Karl Fischer, Metrohm AG CH-9100 Herisau.

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Determinagao do teor de agua nas blendas de DEX/PVA/plastificante

Sistemas Teor de agua (%)
DEX/PVA/Sorbitol 11
DEX/PVA/Glicerol 13

DEX/PVA/Sorbitol/LPS 7
DEX/PVAI/Glicerol/LPS 9

Os filmes, contendo ou ndo a LPS, apresentaram um teor de agua de 7-
13%. Esta informacgao € importante, pois ja estd documentado na literatura, que
as enzimas necessitam de uma quantidade minima de agua para manter sua

conformacgao nativa e consequentemente sua atividade catalitica.®
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A presenca de agua nas blendas é importante, pois ajuda a preservar a
conformagao nativa das lipases, mantendo assim a sua atividade catalitica

apods a imobilizagcado nestes suportes.
5.2 Preparacao do acetato de benzila catalisada por lipases

Como ja citado na sec&o 2.3, em geral, os ésteres de aromas sdo de
cadeia curta tais como o acetato de iso-amila (banana) (10), acetato de benzila
(péssego) (11), acetato de n-octila (laranja) (12), antranilato de metila (uva)
(13), butanoato de etila (abacaxi) (14) e acetato de iso-pentenila (suco de

frutas) (15), entre outros."

o 0
)J\o/\)\ (10) ()A Ok (11)

acetato de iso-amila .
acetato de benzila

O NH2 O
Aoﬁ“ 12 @ o~ (13)

acetato de n-octila . .
antranilato de metila

Q o
/\)J\O/\ (14) )J\O/\)\ (15)

butanoato de etila acetato de iso-pentila

O acetato de benzila (11), foi obtido através da reagdo de
transesterificagcdo do acetado de vinila com alcool benzilico (16), via catalise
enzimatica, com diferentes lipases imobilizadas em filmes de DEX/PVA/S ou
DEX/PVA/G. As reacbdes foram realizadas com quantidades equimolares de
substratos (5mmol) e 50mg de lipases a 35°C por 72h em n-hexano (Figura
16).
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OH DEX/PVA/G/Sllipase o )K
acetato de vinila

n- hexano, 35°C, 72h

Figura 16. Preparagao do acetato de benzila, via transesterificagéo.

A porcentagem de conversdao ao acetato de benzila foi determinada
através de andlises dos espectros de RMN-"H. A convers&o de éster foi obtida
comparando as integrais dos sinais dos hidrogénios metilénicos do alcool
benzilico e do éster em 4,69 e 5,13 ppm, respectivamente (Secao 3.4).

A Figura 17, mostra o espectro de RMN-"H do acetato de benzila, apos
purificacdo em cromatografia de coluna, ilustrada na Figura 18. Na analise de
ccd, e utilizando como eluente n-hexano:acetato de etila (8:2), foi observado
apenas uma mancha com Rf de 0,83 .

Em 5,13 ppm tem-se um singlete referente ao sinal dos hidrogénios
metilénicos do éster (-CH,0O-), em 4,69 ppm tem-se um singlete referente ao
sinal dos hidrogénios metilénicos do alcool benzilico. Em 2,09ppm, tem-se o
singlete referente ao grupo -CHs. Em 7,34 ppm é observado um singlete
referente aos cinco hidrogénios do anel aromatico. Mesmo apds purificagao, €
observado em 4,69 ppm um singlete correspondente ao grupo metileno
préximo ao grupo -OH alcool benzilico, porém em baixa porcentagem (<5%).
Os outros picos, provavelmente referem-se a presenga do eluente (

hexano:acetato de etila 8:2).

Figura 18. Cromatografia em coluna.
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Figura 17. Espectro de RMN-"H do acetato de vinila, apés purificagdo em cc. Conv.
95,1%. [DEX/PVA/ 50mg LPS, n- hexano, 35°C, 72h (400MHZ, CDCI3)].

Outra técnica usada para comprovar a formacao do acetato de benzila
foi através de espectroscopia de infravermelho (IV). Pela anélise do espectro
de infravermelho observam-se bandas caracteristicas do estiramento da
carbonila (C=0) do éster em 1738cm™, e em 1240cm™ o estiramento da
ligagdo (C-O) também do éster. As bandas em 2958cm™ e 3032cm™ sao
caracteristicas do estiramento dos hidrogénios alifaticos, confirmando a
formagdo do produto desejado. Também n&o foi observado a banda
caracteristica de estiramento da hidroxila (-OH), confirmando que o alcool

benzilico ndo esta presente ou esta em pequenas quantidades (Figura 19).
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Figura 19. Espectro de IV do acetato de benzila purificado.(filme)

5.2.1. Influéncia da imobilizacao de diversas lipases em filmes de
Dex/PVA/S e Dex/PVAIG.

Lipases de outras procedéncias foram imobilizadas em filmes de
DEX/PVA/S e Dex/PVAIG, e a seguir utilizadas como catalisadores na reagao
de transesterificagcdo do acetato de vinila com o alcool benzilico. Os resultados

estao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Conversdo do acetato de benzila utilizando diferentes lipases

imobilizadas®

~ Lipase  Atividade =~ DEX/PVA/S®(%)  DEX/PVAIG® (%)
LPS 30,000 u/g 95 92
LRO 150,000 u/g 53 23
LAY 30,000 u/g 15 29
LMJ 10,000 u/g 13 26
LAN 120,000 u/g 20 59
LPS-IM 500 u/g 92 90

(a) Massa da lipase (50mg), acetato de vinila (5mmol), alcool benzilico (5mmol), n-
hexano, 35°C, 72h, (b) Determinado por RMN-'H
A conversao em acetato de benzila foi dependente da fonte de lipase
imobilizada variando-se entre 13-95% e do plastificante. As maiores
conversdes em acetato de benzila foram obtidas quando a LPS e a LPS-IM
foram imobilizadas em filmes de DEX/PVA/S e DEX/PVA/G, sendo de 95, 92,
90% respectivamente.

Com a LPS-IM, que é uma lipase que ja esta imobilizada em terra
diatomacea, o acetato de benzila foi obtido com conversao foi de 91%. Este é
um bom resultado, mas tem-se como desvantagem a possivel perda de massa
de enzima em processos de reutilizagdo. Portanto, foi feito uma dupla
imobilizagdo no filme de DEX/PVA/S ou DEX/PVA/G.

As conversdes em acetato de benzila com as lipases LAY e LMJ foram
menores, variando-se de 13-29%. Com as lipases LRO e LAN as conversdes
foram moderadas e variaram de 20-59%.

Estes resultados mostram que as conversbes ao produto, ndo estao
somente relacionadas com diferencas na atividade catalitica de cada enzima,
mas também com o suporte utilizado ou seja, neste caso, com o plastificante.

E interessante observar que com a LPS e LAY imobilizadas em filmes de
DEX/PVA/S e DEX/PVA/G, que possuem a mesma atividade, as conversdes
foram de 95 e 15%, e 92% e 29 %, respectivamente. Para tentar explicar este
resultado, deve-se considerar a possivel presenga de outras enzimas e/ou
proteinas no preparado enzimatico comercial, a interacdo diferenciada dos

substratos com o sitio ativo destas lipases e a interacdo de cada enzima com o
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1.8 o tamanho da cavidade

suporte*?’ Villeneuve, 2000*” Segundo Pleiss e co
do sitio ativo de cada lipase € diferenciado, o que pode resultar em interagbes

e conversoes diferente para cada uma delas.
5.2.2. Reutilizagao das blendas DEX/PVA/S e DEX/PVAI/G

Apdés 30 dias de estocagem, a temperatura ambiente, foi feito a
reutilizacdo dos filmes com as mesmas lipases conforme descrito na sec¢ao 3.2.
Os resultados obtidos ao utilizar os fiimes de DEX/PVA/S/Lipases e

DEX/PVA/G/Lipases, estdo apresentados na Figura 20 e 21.

Conversao (%)

n° Utilizagoes

Lipases LMJ

Figura 20. Conversdo do acetato de benzila em funcédo da reutilizagdo dos filmes
ap6s 30 dias, utilizando como catalisador os sistemas DEX/PVA/S/Lipases, [n-
hexano, 72h, 35°C, 50mg de lipases]
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Figura 21. Conversdo do acetato de benzila em funcédo da reutilizagdo dos filmes

apo6s 30 dias, utilizando como catalisador o sistema Dex/PVA/G/Lipases, [n-hexano,
72h, 35°C, 50mg de lipases]

Apos a primeira utilizagdo, pode-se observar que os resultados foram
satisfatorios e similares aos da primeira reutilizacdo formando os produtos com
conversdes de 12-94%,

Com a reutilizacdo das lipases LRO, LAY, LMJ, observou-se um
pequeno aumento em conversao do acetato de benzila. Pode-se explicar este
resultado devido a presenca de tragcos dos substratos oriundos da primeira
utilizacao e que nao foram totalmente removidos, mesmo apds as sucessivas
lavagem dos filmes.

Os resultados da reutilizagdo demonstraram que a imobilizagdo no
suporte DEX/PVA/S ou G é vantajosa, devido a protegcéo dos biocatalisadores

dos solventes organicos.
5.2.3. Efeito da massa de lipase

A seguir, foi realizado um estudo da influéncia da massa de LPS e LRO
imobilizadas nos filmes de DEX/PVA/S na obtencdo do 11. As conversdes em

éster em fungcdo da massa de lipase bem como suas procedéncias, estido
demonstradas na Figura 22.
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Figura 22. Conversdo em acetato de benzila em funcdo da massa de LPS (-m-) e
LRO (-e-) imobilizadas em filmes de DEX/PVA/S, n-hexano, 35°C.

Analisando a Figura 18, pode-se observar que os maiores valores de
conversdao em 11, foram obtidos com 50mg de ambas lipases sendo de 95%
com a LPS e 54% com a LRO. Os resultados também demonstraram que neste
caso, ndo ha uma relacao direta entre a conversao em 11 com o aumento da
massa de lipase, em especial com a LRO, que formou o éster com conversdes
de 40-54% Utilizando a LPS, as conversdes foram de 88-95%, independente
da massa do biocatalisador. A partir desses resultados, nos experimentos

subsequentes, foi utilizado 50mg de lipase.

5.2.4. Efeito da influéncia do solvente

A polaridade dos solventes é avaliada pelo logaritmo do coeficiente de
particio do solvente no sistema octanol/agua (log P)?°. Portanto, solventes de
diferentes polaridades foram usados para avaliar a sua influéncia na obtencao
do acetato de benzila, utilizando-se como catalisador o sistema
DEX/PVA/S/LPS. Este foi selecionado por ter formado o éster em boas
conversdes, conforme citado anteriormente.  Os resultados obtidos estéo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6- Efeito do solvente organico na conversdo do acetato de benzila catalisada
pelo sistema DEX/PVA/S/LPS.?

~ Entradas 2 Solvente = LogP®  Conversio © (%)
1 heptano 4,0 91
2 hexano 3,5 95
3 tolueno 2,5 88
4 diclorometano 1,5 42
5 éter etilico 0,85 48
6 acetonitrila -0,33 75

(a) Solvente 25mL; 35°C; 72h; acetato de vinila g5mmol), alcool benzilico (5mmol), LPS
(50mg); (b) Ref 23 ; (c) determinada por RMN-"H.

Os resultados obtidos demonstram que os solventes menos polares log
P > 2,5 (entradas 1,2 e 3) foram mais eficientes na obtengdo do acetato de
benzila obtendo-se maiores conversdes, sendo de 88-95%. Utilizando-se
solventes mais polares log P < 2,5 (entradas 4 e 5) o éster foi obtido com
menores conversdes sendo de 42-48%, sendo este um resultado esperado.
Porém, ao utilizar o solvente acetonitrila (entrada 6) obteve-se uma boa
conversao em éster sendo de 75%. Resultados similares foram obtidos por
Moreira e col.?® onde se obteve maiores conversdes usando a acetonitrila
como solvente na epoxidagao quimio-enzimatica do (+)-3-careno. Bitencourt
e col.® também obtiveram maxima conversdo em 2-etilhexilamina-3-
feniloxaziridina a  partir da N-benzilidene-2-etilhexilamina  via
quimioenzimatica.

Estes resultados estao de acordo com os dados da literatura. Segundo

Laane et al.?®

os solventes que possuem log P < 2 s&o hidrofilicos, ndo sao
muito adequados para biocatalise alterando fortemente a interacéo
agua/biocatalisador tornando-se inativo ou ocasionando a desnaturagao, os
solventes com log P entre 2 e 4 sdo também hidrofilicos, mas atrapalham
menos a interagdo agua/biocatalisador. Os solventes com log P acima de 4
sao hidrofébicos, e nao afetam esta interacdo deixando assim o

biocatalisador no seu estado ativo.?>?°
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5.2.5. Efeito do tamanho da cadeia alquilica para obten¢ao dos alcanoatos

de benzila

Na reacao de esterificagdo do alcool benzilico foram utilizados diferentes
acidos carboxilicos, variando-se o tamanho da cadeia alquilica. Foram
utilizados os &acidos butirico (4C), hexandico (6C), octandico (8C), cinamico
(9C), laurico (12C), palmitico (16C), e estearico (18C). As reagdes foram
realizadas utilizando como catalisador a LPS Pseudomonas-sp (50mg)
imobilizada em filmes de DEX/PVA/S em n-hexano. Os resultados obtidos

encontram-se apresentados na Figura 23.
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acidos

Figura 23. Converséo dos alcanoatos de benzila em fungdo do tamanho da cadeia
alquilica dos doadores acilas utilizando como catalisador LPS/DEX/PVA/S. [LPS
50mg, 35°C, 72h, n- hexano]

As conversdes obtidas em butirato, hexanoato e octanoato de benzila foram
de 88, 89, 91%, respectivamente. Para os acidos de cadeia alquilica maiores
de C12 até C18, tais como laurico, palmitico e estearico as conversdes foram

menores, sendo de 39, 28 e 79%, respectivamente.
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Para os acidos citados acima observou-se que com o aumento da
cadeia alquilica de C12 até C18 as conversbées diminuiram provavelmente
devido ao impedimento estéreo da cadeia alquilica do doador acila.

Com o acido cinamico (17), que contém um anel aromatico e uma dupla
ligagcdo conjugada ao grupo carboxila, nao foi observada a formagao do éster.
Este resultado também pode estar relacionado ao impedimento estéreo e ao

efeito eletronico da dupla ligagédo conjugada ao centro reacional.

OH
(17)

De modo geral, os resultados aqui apresentados mostram a eficiéncia do
processo de imobilizacdo, considerado que estes sistemas podem ser
reutilizados e possuem estabilidade frente a diversos solventes organicos. Um
outro aspecto importante deste trabalho, é a versatilidade destes
biocatalisadores imobilizados, pois inumeros ésteres foram preparados com

conversoes na faixa de 12-95%.
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5. CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho sao:

v

Os filmes obtidos com a blenda de DEX/PVA/plastificante formaram
filmes consistentes e maleaveis, podendo assim ser utilizados como
suportes na imobilizacao de lipases.

Os filmes de DEX/PVA mostraram-se estaveis em solventes organicos
de diferentes polaridades.

A quantidade de agua presente nos filmes com e sem LPS variou de 7-
13%, contribuindo para a manutengdo da atividade catalitica da
enzima.

Ao utilizar lipases de diferentes procedéncias imobilizadas em
DEX/PVA/S ou DEX/PVA/G, o acetato de benzila foi obtido com
conversodes de 13-95%.

Os sistemas DEX/PVA/S, e DEX/PVA/G foram reutilizados, e o
acetato de benzila foi obtido com conversdes similares a primeira
utilizagao, sendo 12-94%.

A estocagem dos filmes de DEX/PVA e posterior reutilizagao,
demonstrou que a atividade catalitica das lipases imobilizadas
manteve-se inalterada.

A reacado de obtencdo dos alcanoatos de benzila foi dependente da
cadeia alquilica do acido e da massa de lipase. Os melhores
resultados foram obtidos utilizando 50mg de LPS imobilizadas em
filmes de DEX/PVA/S. O acetato de benzila e hexanoato de benzila

foram obtidos com conversdes de 95 e 91%, respectivamente em 72h.

Sendo assim, a utilizacdo de filmes de DEX/PVA/plastificante como

suporte para imobilizagdo de lipases mostrou-se ser muito vantajosa, devido a

possibilidade de estocagem e reutilizagdo do biocatalisador suportado. Além

disso, o material empregado € biodegradavel, contribuindo assim para a

chamada “quimica verde”.
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7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, propdem-se as seguintes

sugestdes para dar continuidade ao trabalho.

» Utilizar lipases de outras procedéncias imobilizadas nestes suportes.

» Avaliar a influéncia de outros solventes orgénicos nas reagdes de
transesterificagao e esterificagao.

» Avaliar a influéncia do tempo da reacao de obtengcdo em acetato de
benzila.

» Imobilizar duas lipases simultaneamente no mesmo suporte, 0 método

chamado de “coquetel enzimatico”.
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9. ANEXOS

Preparacao do acetato de benzila com lipases imobilizadas em filme de
Dextrana/PVA

André Possamai Rosso (IC) e Maria da Graga Nascimento (PQ)

Departamento de Quimica UFSC- Florlandpolis, SC 88040-900 * e-mail: possamairosso@yahoo.com. br

Palavras Chave: lipases, polimeros , fransesterificacdo

Introducgao

As lipases sd3o enzimas que catalisam as
reagfies de hidrélises estio presentes em diversos
tipos de organismos incluindo animais, plantas,
fungos e bactérias.’ As lipases s3o usadas como
catalisadores em reacfes de esferficacdo e
transesterificacdo e na hidrdlise de triglicerideos.
Estes estio sujeitos 3 inativagio em meio organico,
por fatores quimicos, fisicos, ou bicldgicos. Visando
protegé-los das interac@es com o solvente organico,
tém sido desenvolvidas diversas técnicas de
imobilizagﬁo.1'”

As dextranas (SIGMA) constituem de um
grupo de polissacarideos estruturalmente
relacionados entre si formadas per unidade de D-
glicase, obtido do microcorganismo Leuconostoc
mesenteroides; e o poli-alcoal vinilico-PVA (VETEC)
& um polimero sintético. Meste trabalho, filmes de
Dextrana/PVA foram preparados e utilizados para a
imobilizacdo das lipases de Pssudomonas sp. (LPS,
Amano, 30.00ufg), Rhizopus oryzae (F-AP15,
Amano, 150u/mg), Candida rugosa (AY, Amano
30.000u/g) e de Mucor javanicus (M, Amano,
10,000u/g). Estes sistemas foram usados como
catalisadores na obtencdo do acetato de benzila (3)
a partir do alcool benzilico (1) e do acetato de vinila

(2) em n-hexano. (Equacgéo 1)
0
o
3

SRIPIN
1 2
o = ,&H Eq1.
Resultados e Discussao

Primeiramente foram realizados diversos
testes wvariando as massas de dextrana (0,0-1,0g)
PWA (0,0-10g) e do plastificante (sorbitol efou
glicerol (0,0-0,25g)), a fim de obter um filme
resistente e maleavel. As blendas formadas com
0,15g de dextrana, 0,659 de PVA e 0,29 de sorbitol
ou glicerol apresentaram uma melhor consisténcia e
maleabilidade. Portanto, estas quantidades foram
utilizadas para a imobilizacdo das lipases AY, LPS,
F-AP15. M. Estes sistemas foram utilizados como
catalisadores nas reacdes de transesterificacio
entre o acetato de vinila (5 mmol) com o alcool
benzilico (5 mmol) em n-hexano (25mL), 35°C, por

FURB, 13 a 15 de novembro de 2008

Lipases/Dex/PVA

n- hexano, 36°C, T2h

foram
e estio

72h. As converses em
determinadas por RMN-H
apresentadas na Tabela 1.

produto,
(400MHz),

Tabela 1. Conversfes do acetato de benzila catalisadas por
lipases imobilizadas em blendas poliméricas de dextrana/PVva !

Lipases Conversdes'™ (%)
Dextrana/PVAS Dextrana/PVAS
Glicerol Sorbitol
LPS 92,0 95,0
AY 29,0 14,2
F-AP15 228 5386
M 26,2 12,5

- --- - - ]
(a) 50 mg de lipases, S mmaol dos substratos, 0,15g de Dexirana,

0.85g de PV&, 0,2g de glicerol ou sorbitol, 35° C, 72h. (b)
determinada por RMM-"H.

De acordo com a Tabela 1, pode-se
observar que com a LPS imobilizada em blendas de
dextrana/PVA tanto com glicerol ou sorbitol obteve-
se as malores conversdes em éster, sendo de 92 e
95%, respectivamente.

Com a lipase F-AP15, a conversdo obtida
com a blenda dextrana/PVAlsorbitol foi maior que
com dextrana/PVA/glicercl, sendo de 53,6% e
22,8%, respectivamente. Com as oufras lipases as
conversoes variaram de 14,2 a 29%, independente
do plastificante.

Conclusoes

As blendas poliméricas formadas com
dextrana/PVAiplastificante mostraram-se eficientes
para a imobilizagdo das lipases.

As maiores conversfies em acetato de
benzila foram obtidas com a LPS imobilizada em
dextrana/PVA/scrbitel e dextrana/PVA/glicerol
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