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ABSTRACT

Most enzymes are protein catalysts and in optimal conditions of temperature
and pH accelerate chemical reactions. They can be immobilized in various
supports and applied in organic media reactions where they became powerful
tools, specially in chiral synthesis. The goal of this work was to investigate some
parameters of chemo-enzymatic epoxidation reaction of unsaturated compounds.
In first of all, lipases of varied sources were immobilized in polymeric supports
(agar gel, poly(ethylene) oxide and sodium caseinate films) and applied as
catalysts of cyclohexene chemo-enzymatic epoxidation with carbonyl compounds
(octanoic acid and ethyl octanoate) as acyl donors, by periodical injections of
hydrogen peroxide 30% and toluene or hexane as external solvent. Novozyme
435® was tested for the system above, and cyclohexene; hexadienoic acid, alylic
alchool and ethyl oleate were used as reagents. The next step used various
lipases in the cyclohexene chemo-enzymatic epoxidation in a biphasic system.
Some reactions parameters such as temperature, reaction time and acyl donor
ability were studied in order to optimize the reaction conditions. The best
conversion (>99% in cyclohexene oxide) was achieved when the reaction was
catalysed by Novozyme 435® with octanoic acid, as acyl donor, with periodical
injections of hydrogen peroxide (30%) in toluene at 30°C. An interesting result was

obtained in the regio selective epoxidation of D-limonene.



Resumo

As enzimas, em sua maioria, sdo catalisadores protéicos que em condicdes
Otimas de temperatura e pH aceleram as reacfes quimicas. Elas podem ser
imobilizadas em varios suportes para aplicacdo em meio organico onde se tornam
poderosas ferramentas, principalmente em sinteses quirais. O objetivo deste
trabalho foi o de estudar diversos parametros da reacdo de epoxidacao quimio-
enzimatica de compostos que contenham dupla ligacdo carbono-carbono. Em uma
primeira etapa lipases de fontes variadas foram imobilizadas em suportes
poliméricos (gel de agar, filmes de poli(6xido de etileno) e de caseinato de sodio) e
utilizadas como catalisadores na epoxidacdo quimio-enzimatica do ciclohexeno
com injecOes periddicas de peroxido de hidrogénio 30% utilizando o &cido
octanoico, octanoato de etila ou laurato de etila como doador acila e o tolueno
como solvente externo. A lipase comercial Novozyme 435°, também foi testada
para o sistema reacional descrito acima e além do ciclohexeno, o acido
hexadiendico, alcool alilico e oleato de etila foram utilizados como reagentes. Na
sequéncia diversas lipases foram utilizadas na epoxidacdo quimio-enzimatica do
ciclohexeno em sistema bifasico. Foram testados varios parametros de reacao
como a temperatura, tempo, doador acila, etc.; para otimizar a reacdo. As
melhores conversdes do ciclohexeno (>99% em Oxido de ciclohexeno) foram
obtidas para as reacdes de epoxidacdo quimio-enzimatica que foram catalisadas
pela Novozyme 435® com o 4cido octanéico, como doador acila, em tolueno com
adicbes periédicas de peréxido de hidrogénio a 30°C. Outro resultado promissor

foi a epoxidacéo régiosseletiva do D-limoneno.



1 - INTRODUCAO

1.1 - Enzimas

As enzimas, em sua maioria“, sdo catalisadores de natureza protéica, produzidas
pelos organismos vivos.! Como outras proteinas, elas sdo formadas por uma longa cadeia
de aminoacidos ligados através de ligacdes peptidicas e a seqUéncia exata de
aminoacidos da cadeia protéica é chamada estrutura primaria. A conformacédo
tridimensional dessa sequiéncia é denominada estrutura secundéaria (FIG. 1a e 1b) e a

disposicao espacial destas estruturas € denominada estrutura terciaria. (FIG.1c)
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FIGURA 1 — Representacfes graficas das estruturas tridimensionais secundarias (a e b) e

terciarias (c) obtidas por Raio-X da lipase de Penicillium sp.?

* Existem certas moléculas de RNA que também agem como enzimas. O Prémio Nobel de Quimica de 1989
foi dado a Sidney Altman e a Thomas R. Cech por esta descoberta.



Nos sistemas bioldgicos, as enzimas constituem a base das complexas e variadas
reacOes que caracterizam os fenbmenos vitais. Elas estdo presentes em todas as células
vivas, e desempenham a funcao vital de controlar os processos metabdlicos pelo qual os
nutrientes sdo convertidos em energia.

As enzimas sao catalisadores versateis, existindo um processo enzimatico
equivalente com varios tipos de reacées organicas.® Diversos processos no metabolismo
animal séo regidos pelas enzimas e estes se realizam em condi¢cfes favoraveis para o
individuo sem liberacdo brusca de energia, num meio de pH e concentracdo salina
praticamente constante. Estas condicbes minimizam problemas de isomerizacao,
racemizacdo, rearranjos, etc., que freqientemente permeiam a metodologia tradicional.
Elas sao catalisadores altamente eficientes, sendo que as velocidades das reacdes
catalisadas por enzimas podem ser até 10" vezes mais rapidas do que as
correspondentes nao catalisadas.*

As enzimas produzidas pélos organismos vivos s catalisam, habitualmente, um
tipo ou uma determinada reacéo. Esta habilidade esta diretamente ligada a configuragédo L
dos aminoacidos e ao formato dos sitios cataliticos que proporcionam o encaixe do
substrato. (FIG. 2)

FIGURA 2 — Representacdo genérica da cavidade do sitio ativo de uma enzima

complexada com seu substrato.”

Elas tém uma especificidade tdo marcada que, em geral, atuam exclusivamente
sobre substancias de configuracdo precisa. Por exemplo, s6 reagem com aminoacidos

gue tem seu carbono o assimétrico, com configuracéo L e ndo revelam a menor atividade



sobre formas idénticas desses aminoacidos que apresentam configuragéo do tipo D. Esta

estereoespecificidade é decorrente da inerente quiralidade das proteinas (pois séo

formadas exclusivamente de L-aminoé&cidos), formando sitios ativos assimétricos.’(FIG. 3)

™,

f)

P SUBSTRATO

ENZIMA

FIGURA 3 — Modelo da ligacdo especifica de um substrato pré-quiral ao sitio ativo da

enzima.

As enzimas representam as substancias encarregadas de aumentar a velocidade
de determinadas reacfes no interior das células. Como nas diversas células se realizam
uma infinidade de reacgfes, deduz-se que existam milhares de enzimas e de uma forma

geral, o mecanismo simplificado de agéo destas pode ser representado como na FIG. 4.

i - Formag&o do complexo enzima/substrato ii - Formacédo do estado de transi¢cdo ES*

ES — ES*

iv - Formacédo do produto

ECo
0 @
+ P

ES* — EP ES — E

FIGURA 4 — Representacdo esquematica do mecanismo de a¢do enzimatica.



O sistema de classificacdo divide as enzimas em seis classes principais, nas quais
estdo inclusas subclasses de acordo com o tipo de reagao catalisada. De acordo com
esta sistemética, cada enzima é designada por um nome recomendado, usualmente
pequeno e apropriado para o uso diario, um nome sistematico, o qual identifica a reacéo
catalisada, e um numero de classificacdo, o qual € usado quando uma identificacao

precisa é necessaria.

Triacilglicerol + gua€—» glicerol + acidos graxos

O nome recomendado (que é o normalmente usado) para a enzima que realiza a
reacdo acima é lipase e o nome sistematico, baseado na reacdo catalisada, é
triacilglicerol acilhidrolase. Seu numero de classificacdo € EC 3.1.1.3, onde EC representa
Enzyme Commission of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology -
IUBMB, o primeiro digito, 3, a classe (hidrolase), o segundo digito, 1, a subclasse
(esterase), o terceiro digito, 1, a sub-subclasse (éster carboxilico hidrolase), e o quarto
digito, 3, designa uma triacilglicerol lipase. A seguir estdo alguns cédigos utilizados para
a aplicacdo do numero de identificacdo das enzimas:

1. Oxido-redutases (reacfes de oxidacdo-reducdo ou transferéncia de elétrons —
Desidrogenases e Oxidases)

1.1. atuando em grupos CH-OH de doadores
1.2. atuando em grupos aldeido de doadores
1.3. atuando em grupos CH-CH de doadores
1.4. atuando em grupos CH-NH, de doadores

2. Transferases (transferem grupos funcionais como amina, fosfato, acil, carboxil —
Quinases e Transaminases)

2.1. transferem grupos com um carbono
2.2. transferem grupos aldeido ou cetona
2.3. aciltransferases

2.4. dlicosiltransferases

3. Hidrolases (reacdes de hidrélise de ligacdo covalente - Peptidases)

3.1. atuam em ligacOes de ésteres
3.2. glicosilases

3.3. atuam em ligacOes de éteres
3.4. peptidases



4. Liases (catalisam a quebra de ligacdes covalentes e a remoc¢ao de moléculas de agua,
amonia e gas carbodnico — Dehidratases e Descarboxilases)

4.1. atuam em ligacdes carbono-carbono
4.2. atuam em ligacdes carbono-oxigénio
4.3. atuam em ligacdes carbono-nitrogénio
4.4. atuam em ligacdes carbono-enxofre
5. Isomerases (reagfes de interconversdo entre isbmeros Oticos ou geomeétricos -
Epimerases)

5.1. racemases
5.2. cis-trans-isomerases
5.3. Intramolecular isomerases
5.4. Intramolecular transferases (mutases)
6. Ligases (catalisam reacfes de formacdo de novas moléculas a partir da ligacao entre
duas pré-existentes, sempre com consumo de energia - Sintetases)’

6.1. formando ligagcbes C-O
6.2. formando ligacdes C-S
6.3. formando ligagbes C-N
6.4. formando ligacdes C-C

A incorporacao de vias sintéticas utilizando etapas de biotransformacéao, através do
uso de microorganismos e/ou enzimas isoladas como catalisadores, vem sendo explorada
tanto em laboratorios académicos quanto na inddstria, principalmente na
farmacéutica.®?1%

O primeiro fator a ser levado em consideracdo para a incorporacdo de uma
biotransformacdo em um processo sintético € a regio e estereosseletividade que pode ser
obtida com o uso de reagbes catalisadas por enzimas. Biotransformacgdes estdo sendo
utilizadas como um método para gerar compostos opticamente puros. A biotransformacéao
vem se tornando uma ferramenta alternativa e muitas vezes competitiva a disposicédo dos
guimicos sintéticos.

As vantagens do uso de enzimas, apresentadas por Loughlin e outros

autoresl?1314.1516,17

, em processos de sinteses incluem:

e sdao catalisadores eficientes; as velocidades de processos mediados por enzimas Sao
maiores se comparados com a catalise quimica e sdo efetivas mesmo em fragdes
molares muito pequenas de catalisador;

e atuam sob condi¢des brandas; e a faixa moderada de temperatura de operacéo (20-

40°C) minimiza reacdes laterais indesejadas como rearranjos;



e catalisam uma grande variedade de reacdes e podem frequentemente promover
reacdes em posi¢cdes muito pouco reativas do substrato;

e demonstram seletividade; como (a) quimiosseletividade (enzimas podem atuar em
somente um tipo de grupo funcional mesmo na presencga de outros grupos funcionais
reativos), (b) regiosseletividade e diastereosseletividade (enzimas podem distinguir
entre grupos funcionais somente com a mudanca do meio reacional), (c)
enantiosseletividade (enzimas sao catalisadores quirais e sua especificidade pode ser
explorada para sinteses seletivas e assimétricas);

e ndo sao restritas aos seus substratos naturais; a maioria das enzimas demonstra
grande especificidade para um determinado tipo de reagcdo ao mesmo tempo em que
geralmente aceitam uma grande variedade de substratos;

e catalisam reacdes em meios ndo aquosos; e apesar de normalmente ser observado
uma perda de atividade, algumas enzimas podem ser utilizadas em solventes
organicos.

As enzimas hidroliticas sdo os biocatalisadores mais comumente usados em
sintese organica. Nesta classe estdo incluidas as amidases, proteases, nitrilases,

fosfatases e epoxidases sendo de particular e grande interesse as lipases. (FIG. 5)*

Liases
Transferases
Isomerases

Oxigenases

Enzimas isoladas

Oxirredutases
Lipases

Outras hidrolases

Nitrilases

Esterases
Proteases

FIGURA 5 — Utilizacao relativa das enzimas em biotransformacdes.



1.2 — Lipases

As lipases (triglicerol acilhidrolases, EC 3.1.1.3) sdo o/B-hidrolases, que possuem
massa molecular em torno de 40 a 50Kda, com cerca de 300 residuos de aminoacidos.
Nos organismos Vvivos sdo as enzimas responsaveis pela hidrélise de acilglicerideos. Séo
enzimas extracelulares, produzidas por fungos tais como Aspergillus mucor, Rhizopus
penicillium, Geotrichum sp, e por leveduras Tulopis sp e Candida sp. Algumas bactérias
gue produzem lipases sdo Pseudomonas sp, Achromobacter sp e Staphylococcus sp.
Destes organismos, as de Aspergillus sp, Mucor sp, Rhizopus sp e Candida sp ja estéao
disponiveis comercialmente.*®

A FIG. 6 mostra a representacao grafica da estrutura tridimensional da lipase da
Candida antarctica (CaL) com a ampliacdo do seu sitio ativo formado pela cadeia lateral

da histidina, serina e acido aspatrtico.

FIGURA 6 — Representacéo grafica, da estrutura tridimensional obtida por Raio-X, da CalL.?

Todos os membros da familia de estrutura o/p-hidrolase possuem um mecanismo
comum de hidrdlise de ésteres, que consiste em cinco etapas:
i. Ligagdo ao substrato éster.
ii. Formagdo do primeiro intermediério tetraédrico por ataque nucleofilico da serina
catalitica, com o oxianion estabilizado por duas ou trés ligacdes de hidrogénio.
iii. Quebra da ligacao éster.
iv. Saida da porcéao alcodlica.

v. Hidrélise.



O mecanismo de acado catalitica de uma lipase na hidrélise de éster, esta

exemplificado no ESQ. 1.*°

ESQUEMA 1 — Mecanismo proposto para hidrélise enzimatica de um éster.



As lipases sdo muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade, baixo custo, ndo requerem cofatores, trabalham numa faixa de pH
relativamente grande e sdo muito estaveis.'® Em solvente organico, catalisam a
transferéncia de grupos acila de compostos doadores para uma ampla faixa de
compostos aceptores diferentes da agua. Dependendo do tipo de doador acila e do

aceptor, as reacoes catalisadas por lipases podem ser classificadas em dois tipos:

| — Hidrolise

R’COOR” + H,O R’COOH + R”OH

Overbeeke e Jongejan estudaram a hidrélise do 2-cloro-propionato de metila (MCP)
catalisada pela lipase de Candida rugosa (CrL) para avaliar a enantiosseletividade desta
enzima em diferentes concentracfes do substrato. Os autores observaram que apesar
das velocidades de reacdo serem diferentes para os enantioméros puros do MCP, a
resolucdo cinética da mistura racémica mostrou que a CrL ndo foi especifica para esta
reacdo.”°(EQ. 1)

@)

O O
CrL \)j\
O/ + Hzo - OH + OH + CH3OH

Cl | Cl
rend. 90%, E=1,00 + 0,03

O“I

EQUACAO 1 — Hidrolise do 2-cloro-propionato de metila.

. Peridroélise

RCOOR’ + H0> RCOOOH + R'OH

Klaas e col. prepararam novos peracidos de duas formas distintas, em ambas
utilizaram a Novozyme 435°® como catalisador; com &cidos carboxilicos que foram
convertidos com peroxido de hidrogénio ou através da peridrolise de ésteres
carboxilicos.?* (EQ.2)
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O
+ H202
o

EQUACAO 2 — Peridrélise do fenilacetato de etila.

O
+ \/OH
OOH

Il - Sinteses - As reacdes de sintese, catalisadas por lipases, podem ser divididas em

guatro categorias:

(a) Esterificacéo

RCOOH + R'OH RCOOR’ + H,O

Em maio de 2002, Nagayama e col. investigaram o uso de organogéis baseados
em microemulsdes de lecitina como suportes para a lipase de Candida rugosa e sua

utilizacdo como catalisador, na reacéo de esterificacdo do acido laurico com n-butanol.?

(EQ. 3)

0O
\6%)‘\ CrL ?
“SoH * ~o . _-OoH %OM + HO

Rend. 75%

EQUACAO 3 — Alcodlise do acido latrico com o n-butanol.

(b) Interesterificacao

RCOOH + R”"COOR’ RCOOR’ + R”"COOH

Solymar e col. publicaram em agosto de 2002 um trabalho sobre a interesterificdo
de derivados ésteres da o-metil-B-alanina com ésteres do acido propandico visando a
resolucdo racémica de aminoacidos. Os pesquisadores utilizaram as lipases de Candida

antarctica A e de Candida antarctica B como biocatalisadores das reacées.” (EQ. 4)
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Q ? CalL 2 o

HZN/\g)‘\ o\ + \)I\o/\/\ HoN o7 TN+ \)I\O/\

CaL-A (rend. 52%, E=5);
CaL-B (rend. 100%, ee=71%)

EQUACAO 4 — Interesterificacdo do éster etilico da a-metil-B-alanina com o propanoato
de butila.

(c) Alcodlise

RCOOR’ + R”OH RCOOR” + R'OH

Shimada e col. desenvolveram um sistema de metandlise do 6leo de soja por
etapas para evitar a desnaturagcdo do biocatalisador pelo metanol, utilizando um reator
com a lipase de Candida antarctica imobilizada. O substrato (6leo residual de frituras e
metanol) passou por varias etapas que evitaram o contato prolongado da enzima com o

substrato téxico, prevenindo a desnaturacédo da mesma.?* (EQ. 5)

0
0
)OJ\ O)(J)\Rl CaL on o) )k
RS N0 + CHoOH L& 1o " )J\\O Ry Q@
O R O/

3

EQUACAO 5 — Reacéo de metanolise de triacilgliceréis para obtenc&o de biodiesel.

(d) Aciddlise

RCOOR’ + R”COOH R”COOR’ + RCOOH

A aciddlise catalisada por lipase de Rhizomucor miehei (RmL) do 6leo de oliva com
acido caprilico foi estudada por Fomuso e Akoh e os seus resultados foram publicados no
em 2000. Os triacilgliceréis de cadeias longas sado depositados como gordura no corpo

com maior facilidade que triacilgliceréis de cadeias médias. *
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Lee e col. demonstraram uma diminuicdo no ganho peso de camundongos
alimentados com lipidios estruturados com 64% de acido caprilico em relacdo aos
camundongos alimentados com 0leo de oliva comum devido a maior absor¢cdo deste
Gltimo tipo de lipidio.?® (EQ. 6)

O
o )k 0
0~ >R, OOC(CH.)¢CHs J\
Ry~ O J\ +  CHy(CH,)sCOOH OOC(CH2)CHs 4+ )J\HO R3)j\
0~ Rj

OOC(CH)eCH3 HO R1 Ry
Ri1, Rz, R3 = 44-50C

OH

EQUACAO 6 - Acidolise de triacilgliceréis com o acido caprilico.

As reacdes (b), (c), e (d) sdo agrupadas em um unico termo que é a
transesterificagao.

O uso de lipases, nas reacgbes acima citadas, € bem descrito na
literatura.?’ 2829303132 Eqtag também sdo utilizadas em reacdes de amidacdo*® e sintese
de peptideos® e na formacao de peracidos.®*3¢3’

A utilizacdo dessas enzimas em sintese organica tem sido de grande importancia.
Porém, a grande dificuldade ainda estd em estabilizar estes catalisadores em meio
organico para repetidos usos uma vez que dependendo do tipo, fonte, pureza e reacdes a
serem utilizadas, estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou biolégicos,
podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Este fato pode torna-las
catalisadores de custo elevado ao processo.

A busca de uma metodologia que melhore sua estabilidade no meio organico faz-
se necessario para que a sintese de compostos complexos, que exigem Varios passos,
possa ser otimizada. Frente a este problema, técnicas de imobilizacdo vem sendo
desenvolvidas para fornecer estabilidade para as enzimas e facilitar sua recuperacéo e

reutilizacao.
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1.3 - Imobilizagc&o de Enzimas

Estas técnicas envolvem ou a ligacdo em um suporte solido insolivel em agua
(ligacdo em suporte) ou ligacdes cruzadas intermoleculares de enzimas por reagentes bi-
funcionais ou multifuncionais. Alternativamente, o biocatalisador pode ser confinado em
uma area da qual ele ndo pode sair, mas onde permanece cataliticamente ativo
(confinamento em matriz solida ou membrana de comportamento restrito). Apesar de nao
apresentar ligacdes e nem de confinar as enzimas fisicamente, os sistemas bifasicos
também sdo considerados métodos de imobilizagdo de enzimas, pois estas ficam retidas
na agua somente entrando em contato com o solvente orgénico através de agitacao
mecanica. (FIG. 7)

Dependendo da técnica de imobilizacdo, as propriedades do biocatalisador, tais
como estabilidade, seletividade, valores de K,  (constante de Michaelis), pH e
caracteristicas de temperatura, podem ser significantemente alterados.

A enzima quando imobilizada retém sua configuragéo estrutural devido as ligacdes
de hidrogénio ou a formacao de complexos que ocorrem na superficie do material. Isto
leva a uma dificuldade na vibragcdo da enzima levando a um aumento da estabilidade
térmica. Pode-se observar, também, que o micro ambiente da superficie do suporte tem
cargas que podem causar uma mudanca no pH étimo da enzima de até duas unidades.
Observa-se com isto um alargamento da faixa de pH na qual a enzima atua. Isto permite
ainda que enzimas que normalmente ndo tém regides de pH semelhantes, possam atuar

em uma mesma reacdo, através dos “coquetéis enzimaticos”.*33°

“Km € a concentragdo de substrato necessaria para que a velocidade da reacdo seja metade da velocidade

maxima da mesma.
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Métodos de Imobilizagdo de Enzimas

& | A - .
ol | f?% Enzima
bae | ; = it

Confinamento em @ & &%ﬁ

matrizes poliméricas

o Polimeras naturais: gel de agar, %ﬁ

caseinato de sadio Confinamento em
microcapsulas

. ) Ligacies
e Gelatina, guitosana. cruzadas

» Hexametilenodiaming e
glutaraldeido

Ligagies em suportes [

s Adsorcdo fisica: alcoal palivinilico (PYA),
¥antana, guitasana, galactomanana, poli
(Gxido de etilena) (FED).

s Adsorcdo covalente:  silica,  alumina,
celulose

solvente argdnica
Agua + Enzima

o _ o Sistema hifasico
s Adsorcdo idnica: resinas de troca idnica,
p. ex., DEAE-sefadex e Ch-celulase.

FIGURA 7 - Representacdes graficas dos principais métodos de imobilizacdo de

enzimas.
1.3.1 - Imobilizagcdo em Suportes Sélidos

Varios desses métodos de imobilizacdo vém sendo utilizados nos dltimos dez anos
por grupos de pesquisa do mundo inteiro, visando tornar o uso destes biocatalisadores
em solventes de baixa polaridade, uma prética rotineira em laboratdrios de sintese
organica.

Uma lipase microbial proveniente da Pseudomonas sp., foi imobilizada em ACR-
silica gel por Catoni e col. em 1996. Os autores promoveram a catalise na reacdo de
esterificagdo do anidrido acético com diferentes &lcoois secundarios quirais, para

investigar os efeitos de diversos solventes organicos sobre a eficiéncia desta reacéo. *°
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A utilizacdo de lipases imobilizadas por adsorcdo em membranas do tipo fibra oca
de polieterimida em reatores, foi realizada por Mergcon e col. em 1997. Os autores
realizaram reac6es de hidrdlise do 6leo de babacu em reatores de membrana, enquanto
mantinham separadas as fases organica e aquosa.*!

A imobilizacdo da lipase da Pseudomonas cepacea utilizando como suporte
polipropileno foi estudada por Pancreach e col. em 1997. Os autores demonstraram que
ha um aumento da atividade enzimética neste sistema.*?

Yang e col.,, em 1998, imobilizaram a B-galactosidase em perfluorocarbono (PFC) e
determinaram a sua atividade na hidrélise da o-nitrofenil-p-galactose.*®

Em 1999, Masanobu e col. utilizaram a lipase da Pseudomonas cepacia adsorvida
em tionita (TN-M) para resolucdo racémica de alcoois secundérios saturados, insaturados,
aliciclicos e aromaticos.**

Recentemente a lipase da Fusarium solani foi imobilizada em poliacrilamida e
Dacron magnetizado por Knight e col., retendo 53% e 97% de atividade, respectivamente.
Estudos cinéticos realizados pelos autores demonstraram que as lipases imobilizadas
nestes suportes ndo seguiram a cinética de Michaelis-Menten.*

Outros sistemas utilizados para imobilizar enzimas e microorganismos sao:

Eupergit C*, a quitosana, a quitina®’, a crisotila*****

, 0 gel de agar, filmes de caseinato
de sédio, poli(6xido de etileno)®* e montmorilonita K-10.%2

Alguns suportes poliméricos, como o gel de agar e os filmes de caseinato de sédio
e de poli(6xido de etileno), foram testados neste trabalho e na seqiéncia algumas das

caracteristicas desses materiais serao discutidas.
1.3.1.1 — Agar-agar

O &gar é uma mistura complexa de compostos polissacarideos derivados de certas
algas vermelhas. O principal componente gelificante do agar € a agarose, um polimero
neutro, basicamente um dissacarideo que apresenta repeticdes de B-D-galactopiranose e

3,6-anidro-a-L-galactopiranose. (FIG. 8)
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Agarose

FIGURA 8 — Unidades repetidas AB do polimero de agarose.

A gelatinacao da agarose € um processo bem estudado e ocorre quando solucdes
quentes de agarose sdo resfriadas abaixo de 40°C. Nas solucdes quentes, as moléculas
de agarose parecem se comportar como rolos endurecidos, mas quando tais solucdes
sdo esfriadas, géis duros, turvos e frageis séo formados.>®

Em funcdo de suas propriedades, é utilizado como agente gelificante e/ou

espessante,> e também como suporte para imobilizacéo de enzimas.>>>°

1.3.1.2 — Caseinato de Sodio
O caseinato de sodio é um sal da caseina, que é a principal proteina do leite de
vaca, correspondendo a 85% do total no mesmo, e é formada por varias fracdes

protéicas, a, B, x, v, lactoglobulina e lactoalbumina. (TAB. 1)

TABELA 1 - Principais Proteinas do Leite.

Proteinas % P.M.
Caseina total 85

o 50* 21.000

B 30" 24.000

K 15" 20.000

Y 05" 20.000

Lactoglobulina 10 18.000

Lactoalbumina 02 16.000

* Porcentagem da caseina total.
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A caseina é uma mistura de vérias fosfoproteinas, sendo o principal componente
do coalho e sua precipitacdo pode ser feita pela adicdo de acido até atingir o pH do seu
ponto isoelétrico, ou por adicdo de renina ao leite. A renina € uma enzima isolada do
ramen de bezerros, ou de cultura de fungos, e sua atuagcdo comeca por sua acgao
hidrolitica sobre a k caseina com liberacdo de um glicopeptidio de peso molecular 6.000 e
formacao da para-casefna k.>>®

As demais caseinas podem formar um precipitado gelatinoso combinando-se com
0s ions calcio do leite. Aparentemente, a k caseina estaria ligada as demais de forma a
impedir sua combinacdo com ions célcio e essa ligacdo seria rompida pela renina. O
coalho obtido por acdo da renina € geralmente mais macio do que aquele obtido por
precipitacdo em meio 4cido. No leite, a caseina se encontra na forma de polimeros, isto €,
vérias cadeias peptidicas unidas e de peso molecular de aproximadamente 20.000.°’

Cerca de 80-90% de toda a caseina do leite esta na forma de particulas coloidais
aproximadamente esféricas denominadas micelas, medindo de 50-200nm de diametro de
peso equivalente a 10°-10° daltons. As micelas s&do formadas de sub-unidades de
tamanho uniforme(~10-20nm de didmetro) contendo de 25-30nm de caseina com um
peso médio de particula da ordem de 6x10°.

As estruturas exatas das sub-unidades e das micelas de caseina ainda ndo foram
determinadas, apenas alguns modelos tém sido sugeridos por diversos autores. Esses
modelos recaem basicamente em duas categorias. A primeira, um conceito de “capa-
nucleo” em que sub-unidades de o e B—caseinas formariam nucleos termodinamicamente
estaveis em roseta cobertos por camadas periféricas de k-caseina (FIG. 9-A). O segundo
modelo representado por uma estrutura aberta composta de sub-unidades de tamanho
uniforme contendo o e B-caseinas no centro e k-caseina na periferia (FIG. 9-B). Ambos
modelos permitem a associacdo das sub-unidades através de ligacBes de calcio ou

fosfato de calcio coloidal, representado por S no modelo B.*®
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FIGURA 9 — Modelos sugeridos para as micelas de a, e x - caseina.
1.3.1.3 — Poli(6xido de etileno) (PEO)

Em comparagcdo como outros suportes, tais como silica, alumina e celite, os
polimeros hidrofobicos como o poli(6xido de etileno) e poli(propileno), levam a um
aumento da atividade de enzimas da classe da lipases.>® Nestes suportes, as enzimas
séo facilmente adsorvidas.

Estudos de microscopia eletrénica de varredura (MEV) realizada por Crespo,
mostraram que ndo h& diferenca na morfologia de fratura do filme de PEO puro e com
enzimas. Entretanto a morfologia da superficie do fiime de PEO puro e com enzimas
revelaram que estes biocatalisadores estdo localizadas preferencialmente na superficie

do material polimérico.®°

oy

n

monoméro do PEO

1.3.2 - Sistema Bifésico

O sistema bifasico foi utilizado pela primeira vez em reacdes biocataliticas por
Cremonesi e col. em 1973, onde os autores testaram a atividade catalitica da

B-hidroxiesterdide dehidrogenase na desidrogenacdo de esterbides e a enzima
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demonstrou atividade por longo periodo com alguns solventes organicos, tais como, 1-
butanol, diclorometano e éter etilico.®*

Em 1975, Buckland e col. utilizaram um sistema bifasico para conversdo do
colesterol em colesten-4-eno-3-ona utilizando a Nocardia sp..°> Em 2002, Hollander e col.
realizaram a hidrdlise continua da Penicilina G em um sistema agua/acetato de butila

catalisada pela penicilina acilase imobilizada.®® (EQ. 7)

COCH COCH

Penicilina G acido fenilacético acido 6-aminopenicilanico

EQUACAO 7 — Hidrolise enzimética da Penicilina G.

As principais vantagens do sistema bifasico sao:

e reacOes de substratos insolUveis em agua podem ser feitas em volumes reduzidos de
uma mistura de reacao;

e 0 produto pode ser facilmente separado do biocatalisador;

e a inibicdo da enzima por substratos ou produtos é minimizada devido a sua baixa
concentracdo na fase aquosa, onde esta se localiza;

e enzimas hidroliticas podem ser usadas em reacfes de transesterificacdo, sintese de
peptideos e reacdes de esterificacdo, visto serem estas reacfes termodinamicamente
desfavoraveis em meio aquoso.

As desvantagens desse sistema s&o:

e inativacdo ou inibicdo da enzima pelo solvente (minimizada pela escolha do solvente);

e sistema em agitacdo permanente, para acelerar a reacao;

e perda da atividade enzimética a cada repeticao.

A utilizacdo de enzimas em sintese organica tem como um de seus objetivos a
minimizacdo de condi¢cdes reacionais drasticas, como por exemplo a substituicdo de
acidos minerais por estes catalisadores versateis em reacdes de epoxidacdo. Neste

trabalho re¢des quimio-enzimaticamente catalisadas foram estudadas para a obtencgéo de
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epoxidos, compostos de grande interesse sintético devido a sua alta reatividade causada

pela tensao existente no anel de trés membros.

1.4 - Epoxidos

Os epodxidos [1] sdo uma sub-classe de éteres, pois possuem unidade C-O-C.
Contudo, o termo epdxido ou oxirano®, é usado para descrever o sistema heterociclico de
trés membros, contendo dois carbonos e um oxigénio. Estes atomos estao ligados entre si
através de ligacbes o. As ligacdes C-O sao polares devido a alta eletronegatividade do

atomo de oxigénio.®*

0
/\

He S0
H H
[1]

A sintese dos epoOxidos possui rotas variadas, e dentre estas pode-se destacar as
via peracidos e a epoxidacdo nucleofilica que sdo as mais utilizadas em laboratérios de
sintese organica. Estas e outras formas de epoxidacdo serdo discutidas na se¢édo sobre
epoxidacgéo.

Os oxiranos diferem significantemente, tanto nas propriedades fisicas quanto
guimicas, de seus analogos alifaticos e aliciclicos de cadeias longas. A caracteristica
principal destas moléculas é o pequeno angulo de ligagdo endociclica, imposto pelo anel
de trés membros ao carbono tetracoordenado e ao oxigénio dicoordenado; os angulos de
ligacdo para estas espécies em cadeias abertas estdo em torno de 109°. Este é um fator

desestabilizante, contribuindo para a tens&o total inerente do sistema.®* (TAB. 2)

* Oxirano é o termo utilizado pela IUPAC.
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TABELA 2 — Calor de Formac&o de Alguns Eteres.

Férmula Nome AH; * Formula Nome AH; *
[1] C,H4O oxirano -52,6 (gas) [6] C,HO éter dimetilico -184,1 (gés)
[2] CsHeO metiloxirano -94,7 (gas) [7] C3HgO éter metil etilico | -216,4 (gas)
[3] C4HO 2,3-dihidrofurano -109,1 (lig.) [8] C4HgO | tetrahidrofurano | -216,2 (lig.)
[9] C4H100 éter dietilico -279,3 (lig)

[4] CsHgO | 6-oxabiciclo[3.1.0]hexano | -130,8 (lig.) | [10] CsH100 | tetrahidropirano | -258,3 (liq.)
[11] CsH120 | gter etil propilico | -303,6 (lig.)

[5] CeH100 | 7-0xabiciclo[2.2.1]nheptano | -223,9 (liq.) | [12] CeH1O | gter di-n-propilico | -328,8 (liq.)

* valores em kJ.mol*

VANEEWAN EZO (} PN
[1] (2] (4] (5] [6]

(3]

o) o)
~ O Q O O O O

(7] (8] (9] [10] [11] [12]

A maior reatividade dos epoxidos em relacdo aos éteres comuns esta diretamente
ligada a sua tensdo conformacional, que é aliviada por ataques nucleofilicos ao carbono
da ligacdo C-O causando a quebra da mesma e consequente abertura do anel. Esta
reatividade diferenciada torna os epéxidos substancias de grande interesse sintético, pois
estes podem reagir com uma grande variedade de nucledfilos formando uma série de
produtos, tipicamente &lcoois 2-substituidos.®*

As reacdes de clivagem do anel oxirano sdo extremamente Uteis em sintese

organica, por exemplo, na sintese do poli(etilenoglicol). (EQ. 8)
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1 g@ g ey A e 0.\ OH
_—>
VAN A o Y

EQUACAO 8 - Sintese do poli(etilenoglicol), via catélise acida.

Uma das formas mais utilizadas para obtengdo de epoxidos é através da oxidacdo
de compostos insaturados por peroxi-acidos, estes oxidantes podem ser obtidos através

de uma reacao de peridrolise, como exemplificado na EQ. 2 (pag. 11).

1.5 — Peroxi-Acidos

Os peréacidos [13], ou perodxi-acidos, sao acidos que possuem grupamento

peréxido.

R O H

[13]

O peroxido de hidrogénio ndo é suficientemente eletrofilico para epoxidar
diretamente olefinas e sua reatividade pode ser aumentada pela introdugédo de grupos
elétron-atraentes como mostrado nos peracidos [14] — [17].

q 7 D ok
RCOOH ROCOOH R'R’NHCOOH RCOOH
[14] [15] [16] [17]

Estes compostos sdo oxidantes importantes em sintese organica assim como na
indastria quimica. A oxidagdo mais comum, promovida pelos peracidos é a epoxidacao de
ligagcbes C=C, mas estes também sao utilizados em oxidacbes de Baeyer-Villinger e em

numerosas oxidacées catalisadas por metais de transicdo.®
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Apesar de sua importancia como agente oxidante, o nimero de peroxi-acidos
disponiveis para sintese organica é muito limitado. Os &cidos perférmico e peroxi trifluor-
acético sdo formados in situ a partir de acidos e peréxido de hidrogénio, enquanto os
acidos peracético e m-cloro-perbenzéico (MCPBA) e o sal de magnésio do acido
monoperoéxi-ftalico, sdo produtos comerciais.

A producdo quimio-enzimatica dos peroxi-acidos, catalisada por lipases, é atraente
porgue fornece aos quimicos organicos sintéticos um importante oxidante em condi¢cdes
brandas (temperatura ambiente, pH neutro), permitindo que as reacdes de oxidagao
ocorram in situ, sem a necessidade de se isolar o peracido.

Estas reacfes podem ser feitas em sistema bifasico agua/solvente organico, o que
torna o isolamento de produtos de baixa polaridade por vezes mais facil e evita, ou pelo
menos diminui a desnaturagédo da lipase, pois esta enzima fica dissolvida na fase agquosa
tendo pouco contato com o solvente organico.®*®’

Existem varias reacdes que utilizam os peracidos como agente oxidante e dentre

elas pode-se destacar as reacdes de epoxidagéao.

1.6 - Epoxidacéo

A epoxidacdo é uma reacdo fundamental e importante em quimica orgénica e tem
sido estudada extensivamente. A reacdo consiste na inser¢cdo de atomos de oxigénio em
uma molécula para formacao de um anel de trés membros.

Normalmente ndo é facil introduzir moléculas de oxigénio (p.ex., O,) diretamente
como na EQ. 9.

AN /O\
a

"0" o+ >C=C/ B

/
C
AN AN

EQUACAO 9 — Representacéo da insercéo direta de oxigénio em alcenos.

Dioxigénios sdo reduzidos a peroxido de hidrogénio e estes por sua vez séo
ativados pela introducdo de substituintes apropriados. Um exemplo tipico é o perécido
carboxilico, RCO3sH, que demonstra aumento de eletrofilicidade devido ao grupamento

acila que é fortemente elétron-atrativo.
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As epoxidacdes de olefinas sdo reacdes sintéticas e industriais importantes. Estas

reaces eletrofilicas tém sido repetidamente aplicadas e constantemente revisadas.®*

1.6.1 - Epoxidacéao Eletrofilica por Peracidos

A principal caracteristica dessa reacdo € que a epoxidacdo é acelerada pelo
aumento da densidade eletrbnica na ligacdo C=C e pelos grupos elétron-atraentes nos
peracidos. As velocidades de epoxidacdo sado significantemente reduzidas pelas ligacdes
intermoleculares de hidrogénio com solventes como os éteres. A escala de reatividade

(R=alquil) é importante para se prever a seletividade dos produtos.®*

CH»=CH;, < RCH=CH, < PhCH=CH, < RCH=CHR < R,C=CR»
1 25 60 500 600

A ligacéo intramolecular de hidrogénio [18] foi evidenciada por infra-vermelho e
outras técnicas de andlise. Em solventes nos quais possa haver coordenacdo, 0s

peréacidos existem como o complexo [19] com ligacdes intermoleculares de hidrogénio.®*

Por este motivo os efeitos do solvente sdo importantes nas reacdes de epoxidacéo
por peracidos. Por exemplo, as velocidades de epoxidacdo em éter ou acetato de etila
sdo aproximadamente 10 vezes mais lentas que em benzeno ou cloroférmio. As
epoxidacdes muito mais lentas com peracidos de ligacdes intermoleculares [19] sugerem

a importancia do estado de transicéo ciclico [20] na EQ. 10.%
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. o \/
RCO,H + c:c/ - RC/ o] — » RCOH + c—c/
AN o7 e / N\
/\ ©
[20]

EQUACAO 10 — Mecanismo de epoxidacdo de alcenos via peracidos.

A reatividade eletrofilica de varios hidroperéxidos pode variar em muitas ordens de
magnitude desde o peréxido de hidrogénio até o peracido, como exemplo para a oxidagao

do sulfeto para sulféxido.®*

t-BUOOH < HOOH < P?zccone < PPZCCE N < ArCOsH
OOH OOH
0,41 1,00 2.3 x 10° 6,2x10°> 5,3x10°

Quando grupos de coordenacdo estdo disponiveis nas olefinas, esta ligacao
intermolecular de hidrogénio com os perécidos leva a uma epoxidagdo syn-seletiva. Um

exemplo tipico € a epoxidacdo syn de alcoois alilicos ciclicos. (EQ. 11)

RCOH o)

OH OH
EQUACAO 11 — Epoxidacéo syn seletiva do 1-ciclohexen-3-ol.
E interessante notar que um efeito cooperativo da ligagdo de hidrogénio foi

observado na epoxidacao de alcoois alilicos aciclicos. Uma epoxidacao altamente seletiva

pode ser realizada via ligagcdo de hidrogénio cooperativa [21]. % (EQ. 12)
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EQUACAO 12 — Efeito cooperativo de grupos de coordenacdo na reacéo de epoxidacao.
1.6.2 - Epoxidacgéo Nucleofilica
A reacdo de ions hidroperoxido com olefinas elétron-deficientes (22, Y = COR,

CO2R, CN, etc) é conhecida como epoxidacéo alcalina ou nucleofilica (ou epoxidacao de
Weitz-Scheffer). (EQ. 13)

Y =COR, CO;R, CN

EQUACAO 13 — Reacéo de epoxidacdo nucleofilica.

Uma epoxidacdo alcalina tipica é conduzida com peréxido de hidrogénio ou com
hipoclorito de sédio na presenca de hidréxido de sédio ou potassio em agua ou solucao

aquosa de metanol.®*

1.6.3 - Epoxidacao Radicalar

A co-autooxidacdo de aldeidos e olefinas também é conhecida por resultar na
epoxidacao da olefina por peracidos e acil-perdxidos radicais como mostrado na EQ. 14.
Shimizu e Bartlett demonstraram que a foto-oxidacdo de dicetonas sob oxigénio resulta

em uma epoxidacéo eficiente.®*
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0,
RCHO % o Hh:m' feno Flltll' + RGOOK
T D T
epoxidagao epoxidagao
QO
RC—CR h SRc—cR 9, RC—CR . - :
GGR M, PRG-GR_r. RECR . RG- + RGOO —» 2RE00
0O O o) o) o)
»RCOO + 2 c=¢” s 2 Rcoocl: (l: — Ne—c”
I /70N T ] 2REOT AN
o) 0 0 O

EQUACAO 14 — Mecanismo de epoxidacao radicalar.

As velocidades de epoxidagdo por peracidos sdo proporcionais a densidade dos
elétrons-nt das olefinas. As velocidades de epoxidacdo de olefinas alifaticas por radicais
acil-peroxidos sdo relativamente menores dos que as das reacdes por peracidos. Os
oxidantes radicalares ndo sdo reativos com sulfetos e sulfoxidos. Contudo estes séo

facilmente oxidados por peracidos.®

1.6.4 — Epoxidacdo Catalisada por Aminoacidos

A idéia original do uso de poli(alanina) ou poli(leucina) como catalisadores para
epoxidacao de cetonas a,B-insaturadas pode ser atribuida a Julid (Barcelona) e Colonna
(Milao). As equipes espanholas e italianas estudaram esta reacdo por um periodo de
cerca de quatro anos no inicio dos anos 80.%% (EQ. 15)

O mecanismo pelo qual poli(laminoacidos) simples catalisam uma epoxidacao
assimétrica tipo enzimatica ndo esta totalmente claro. Foi comprovado que nem todos
poli(aminoacidos) podem ser empregados na reacdo de Julia-Colonna; por exemplo

poli(L-fenilalanina) e poli(L-valina) ndo demonstraram atividade catalitica.
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poll(L leucina)

WOBU PYOBU
o HZOZ, NaOH

PhMe, H,0
66%; >95% ee
Equacdo 15 — Epoxidacdo assimétrica de uma cetona o,B-insaturada catalisada por

poli(L-leucina).

Existem algumas limitacGes na epoxidacao assimétrica de Julid-Colonna:
e Outros alcenos, que ndo sejam cetonas ao,pB-insaturadas, com sistemas “pobres” de
elétrons geralmente ndo séo reativos;

e Alcenonas tri-substituidas, no geral, também n&o apresentam reatividade.
1.6.5 — Epoxidacéo Quimio-Enzimética de Alcenos

Muitos dos estudos para a utilizacdo de lipases em sintese tem envolvido
conversdo assimétrica, um dos temas centrais da sintese organica moderna. A
epoxidacdo quimio-enzimatica pode se tornar uma ferramenta importante nesta area,
visto que a utilizacdo de lipases, como catalisadores nas reagfes de perhidrolise pode
fornecer peréacidos carboxilicos com diferentes capacidades de oxidacdo e
consequentemente com diferentes seletividades.

Sharpless® e Michaelson demonstraram que as reacGes de epoxidacdo, via
peracidos, podem ser altamente seletivas, pois o0 produto da reacdo de epoxidagcéao do 2
penten-4-ol com o acido meta-cloro-perbenzoico (MCPBA) apresentou elevada pureza

enantiomérica com 95% de formacao do &lcool de configuracdo (R).%® (EQ. 16)

EQUACAO 16 — Epoxidacéo do 2 penten-4-ol com MCPBA.

K. Barry Sharpless (The Scripps Research Institute La Jolla, CA, EUA) ganhou o Prémio Nobel de Quimica
de 2001 pelo desenvolvimento de catalisadores metalo-organicos para epoxidacdo estereosseletiva de

alcoois alilicos.
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Trabalhos evolvendo a producdo enzimética de peracidos foram descritos
inicialmente por Bjérkling e col. no comeco dos anos 90.%°

Cuperus e col. utilizaram em 1994, reatores de membrana com lipases imobilizadas
em diferentes materiais poliméricos. As enzimas foram empregadas como catalisadores
na hidrélise de triglicerideos e na sintese de peracidos carboxilicos de alta reatividade.”

Em 1995, Warwel e Klaas publicaram a epoxidacdo quimio-enzimatica de acidos
carboxilicos insaturados utilizando uma lipase imobilizada industrialmente em resina
anionica (Novozyme 435%)."{EQ. 17)

0
— NOVOZYME 435 —

R~ (CHp)COOH —= R~ (CHy)COOOH — > RA(cwmm
R= (BtCHeHs 72%, 16H

n=7
EQUACAO 17 — Epoxidacéo quimio-enzimatica do &cido oléico.

Estes Ultimos pesquisadores apresentaram novamente a comunidade cientifica em
1998 um trabalho sobre este mesmo tema, s que desta vez abordando a epoxidacao
completa e parcial de 6leos de plantas. Oleos de plantas contendo grupos epoxidos s&o
importantes Oleo-quimicos. A maior aplicacdo destes é 0 seu uso como plastificantes e
estabilizadores no poli(cloreto de vinila) (PVC) devido a sua habilidade de capturar HCI
livre reduzindo a degradacdo do polimero.” Hilker e col., em 2001, também publicaram
um artigo na Chemical Engineering Science abordando este mesmo assunto, sé que com
0 uso de reatores e apresentando um modelo matematico para descrever o sistema
reacional.”

A industria farmacéutica tem demonstrado grande interesse nos compostos
assimétricos, visto que a atividade biolégica de farmacos racémicos muitas vezes reside
em um unico enantibmero. Sintetizar tais farmacos em sua forma enantioméricamente
pura, esta se tornando um caminho importante na quimica da biotransformacdo. Alguns
farmacos resolvidos via catdlise enzimatica sdo descritos na literatura tais como: 1,4-
benzodioxano, agente cardiovascular’®, Naproxen, agente antiinflamatério”, Atenolol,

tratamento de hipertensao e angina’® e Cloranfenicol, agente antimicrobial.”’
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2 - OBJETIVOS
2.1 - Objetivo geral

Utilizar lipases de diferentes fontes imobilizadas em diversos suportes e em
sistema bifasico como biocatalisadores em reacfes de perhidrélise de ésteres e de acidos
carboxilicos para formagcdo de seus respectivos peracidos, e a utilizacdo destes na
epoxidacgao in situ de compostos que contenham dupla ligagdo. (EQ. 18)

0 0
é:l H(R") H,0 E5 g 0
R >0 t 22 Solvente RS H 7 (R")HOH
organico
ﬂ R i R
./C\ /O\ + | —_— R'/C\O/H(R“) + 0
R 0 H R R

EQUACAO 18 — Equacao geral das reacdes estudadas neste trabalho.

2.2 - Objetivos especificos

[. Investigar a estabilidade das lipases imobilizadas em filmes de caseinato de sédio, de
PEO e em géis de agar na reacdo de peridrolise de ésteres (ex.: laurato de etila,
octanoato de etila) e posterior epoxidacédo in situ de sistemas que contenham dupla
ligacdo (ex.: ciclo-hexeno, alcool alilico);

[I. Avaliar a atividade de lipases de diferentes fontes (ex.. Rhizopus orizae, Mucor
javanicus, Pseudomonas cepacia, Thermomices lanuginosus) quando imobilizadas
em Varios suportes (ex.: filmes de caseinato de sodio, gel de 4gar) para sua posterior
utilizacdo nas reacdes citadas anteriormente.

[ll. A partir dos resultados dos itens | e |1, estudar o efeito da variagdo das concentracoes
das lipases nas reacfes citadas acima.

IV. Estudar o efeito da variacdo da concentracdo e estrutura dos reagentes (ésteres,
acidos e alcenos) na formacao dos correspondentes epoxidos.

V. Investigar o efeito do solvente e da temperatura nestas reacoes.
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3 - METODOLOGIA

3.1 — Preparacédo dos Suportes

3.1.1 — Filmes de Caseinato de Soédio

Os filmes de caseinato de sédio (CS) foram preparados através da solubilizagédo de
1,59 de CS e 0,5g de glicerol em 15mL de agua a temperatura ambiente. Apds a
formacdo de uma solucdo homogénea adicionou-se 100mg de lipase de Rhizopous
orizae. A seguir, esta solucao foi espalhada em placa de petri de poli(estireno) (d=5cm).
O solvente foi evaporado a temperatura ambiente para a formacdo do filme, e
posteriormente retirado da placa e cortado em sec¢bes de &areas regulares de

aproximadamente e 2 mm?."®

3.1.2 — Filme de PEO

O filme de PEO foi preparado através da solubilizacdo de 500mg do polimero em
20mL de agua, com agitacao constante por 12 horas. Apos este periodo foi adicionado
1mL de Lipolase. O sistema foi mantido sob agitacdo por mais 4 horas. O solvente foi
evaporado a temperatura ambiente para formacédo do filme e posteriormente este foi

retirado da placa e cortado em secées de areas regulares de aproximadamente e 2mm?.”°

3.1.3 - Gel de agar

O gel de agar, foi preparado em duas partes. O agar (0,49) foi adicionado em um
tubo de ensaio e a seguir adicionou-se 9mL de agua. A mistura foi mantida a 100°C em
um banho-maria. Nesta temperatura o agar se dissolve. A solucao de agar foi resfriada a
temperatura de aproximadamente 40°C, e a seguir, adicionada a solucdo de lipase de
concentracdo conhecida (vide TAB. 4 e 5, pag. 38). O sistema foi homogeneizado e
colocado em uma peneira sobre uma placa de petri. Apos a estabilizacdo do gel, a

peneira foi retirada, e assim se formaram pequenos cubos de gel com enzima.®

Os filmes poliméricos ou o gel de agar contendo os biocatalisadores, foram

utilizados nas reacdes de perhidrolise de ésteres ou acidos carboxilicos.
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3.1.4 — Sistema Bifasico

O sistema bifasico foi preparado adicionando-se a um baldo de 125mL, 5mL de
agua destilada, 1mL de solucdo de peroxido de hidrogénio 30%, 6mL de solvente
organico e lipases livres de diferentes fontes ou imobilizada industrialmente, como a
Novozyme 435. Os solventes utilizados e as quantidades de lipases estdo descritos nas
TAB. 7, 8 e 9 (pag. 42, 44, 45) elou no rodapé das figuras na secdo Resultados e

Discusséo.
3.2 — Equipamentos e Caracterizagcdo dos Produtos

As reacfes foram feitas com o auxilio de um banho termostatizado MQBTZ99-20
(Micro Quimica) e dois agitadores magnéticos MQAMA-301 (Micro Quimica). Os produtos
obtidos foram caracterizados e analisados por técnicas usuais de ressonancia magnética
nuclear de prétons (*H-RMN) em um espectrémetro Varian EM 360L.

3.3 — Reagentes, Solventes e Lipases Utilizadas

Os reagentes, todos de grau P.A., utilizados neste trabalho foram:

Aldrich: &cido octandico, poli(oxido de etileno), tetra metil silano (TMS), cloroformio

deuterado (CDCls), cariofileno;

Merck: octanoato de etila, tolueno, xileno, alcool alilico, a-metil-estireno, 1(R)-(+)-a.-

pineno;

e Vetec: hexano, peréxido de hidrogénio, acido ladrico, agar-agar, tetracloreto de
carbono; acido hexadiendico, acido laurico;

e Grupo Quimica: acetato de etila, etanol, heptano;

¢ Reagen: ciclohexanol, acido fosforico, dicloro metano, glicerol;

e Fluka: 1,4-dioxano;

e Anchor: caseinato de sodio;

e Nuclear: cloroférmio;

e Dinamica: éter etilico;

e Citro Suco: D-limoneno.



As lipases utilizadas estdo descritas na TAB. 3.

TABELA 3 - Lipases Utilizadas Neste Trabalho.
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Fonte Nome comercial Atividade
Pseudomonas cepacia PSL 30000u/g
Rhizopous orizae F-AP15 150000u/g
Mucor javanicus M 10000u/g
Rhizomucor miehei Lipozyme® 5-6BAUN/g
Penicillium aurantiogriseum PaL
Penicillium corilophylum PcL
Thermomices lanuginosus Lipolase 100000u/g
Candida antarctica Novozyme 435° 10000PLU/g
Pancreatica de porco PPL 135000u/g
Aspergillus niger A 120000u/g
Candida rugosa CrL 746000u/g
Mucor miehei Palatase M 1000 LU/g

(a) A atividade catalitica, obtida pelos fornecedores das Lipases PP, CrL, A, AY, F, M (Amano) e Palatase M

(Novozymes) é definida como a quantidade de enzima que libera um pmol de &cido graxo por minuto (unidade/grama

(u/g) ou unidade de lipase/grama (LU/g)). Para a Lipolase a unidade de atividade catalitica obtida pelo fornecedor

(Novozymes), é a mesma utilizada pelas lipases acima citadas. Para a Lipozyme, o fornecedor (Novozymes)

determina unidades de atividade cataliticas diferenciadas. Para a Lipozyme é baseada em experimento de aciddlise

As lipases de Penicillium aurantiogriseum e de Penicillium corilophylum foram

isoladas pelo grupo de pesquisa da Prof* Nadia Krieger e pela doutoranda Valéria M. G.

Lima do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana (Curitiba-PR). As

mesmas foram utilizadas sem purificagao.
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3.4 — Métodos Experimentais

3.4.1 — Preparacéao do Ciclohexeno

Para preparacdo do ciclohexeno utilizou-se 10g (100mmoles) de ciclohexanol e
3mL (44mmoles) de acido fosférico concentrado em um baldo de fundo redondo de
100mL, alguns fragmentos de porcelana foram adicionados ao baldo para um maior
controle da ebulicdo dos reagentes. O balédo foi ajustado a um sistema para destilacao
fracionada e a temperatura na extremidade da coluna controlada para que né&o
ultrapassasse 90°C. A destilacéo foi interrompida quando restava apenas um pouco de
residuo a ser destilado.

O destilado foi transferido para um funil de separacdo e saturado com cloreto de
sodio. Adicionou-se 2mL de carbonato de sédio a 5%. O ciclohexeno bruto foi colocado
em um erlenmeyer, e a este se adicionou-se 3g de cloreto de calcio anidro. Apés agitacao
o sistema foi colocado em repouso por 15minutos. A mistura foi filtrada e o ciclohexeno
bruto destilado novamente (81-83°C, 75%).%"

3.4.2 — Reac0bes de Epoxidacdo Quimio-Enzimatica com Lipases Imobilizadas

Inicialmente utilizou-se quantidades variadas da lipase de Mucor miehei,
imobilizada em gel de &gar, e de Candida antarctica (Novozyme 435%), imobilizada
industrialmente em poliacrilato (vide TAB. 4 e 6, pag. 38 e 40), em um sistema com 15mL
de solvente organico (tolueno ou hexano), 5mmoles do reagente que continha a ligacao
C=C (TAB. 4 e 6), 10mmoles de éster (laurato de etila ou octanoato de etila) ou de acido
(acido octanogico) e mais 24 injecdes de 30uL a cada 30 minutos de peroxido de
hidrogénio 30% (720uL, 7,5mmoles). Estes sistemas foram colocados em banho
termostatizado do tipo Dubnoff a 30°C por tempos variados sob agitacdo continua.

No prosseguimento dos ensaios preliminares, quantidades variadas de lipases de
diversas fontes (vide TAB. 5, pag.38) foram imobilizadas em gel de agar ou filme de PEO
ou de CS e colocadas em um sistema reacional com 15mL de tolueno, 10mmoles de
acido octanoico, 2,5mmoles de ciclohexeno e mais 9 inje¢des de 30uL a cada 30 minutos

de peroxido de hidrogénio 30% (270uL, 3,0mmoles). Os sistemas, e uma barra de
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agitacdo magnética, foram colocados em um baldo de 125mL, este foi preso em uma

haste de ferro e colocado sobre uma placa de agitacdo magnética por 24 horas & 30°C.

3.4.3 — Reac0bes de Epoxidacao Quimio-Enzimética em Sistema Bifasico

Em um baldo, com o sistema descrito na sec¢éo 3.1.4, adicionou-se 10mmoles de
octanoato de etila ou acido octandico e 5mmoles do reagente que continha a ligacdo C=C
(p. ex.: ciclohexeno, alcool alilico). O baldo contendo uma barra de agitacdo magnética foi
colocado em um reator termostatizado a temperaturas variadas sobre uma placa de
agitacdo por tempos também variados (0s tempos e as temperaturas reacionais utilizados
nos experimentos estdo descritos nas tabelas, nos graficos ou nos rodapés dos mesmos).

Os ensaios foram acompanhados retirando-se aliquotas do meio reacional organico
em tempos pré-determinados e analisadas por RMN-H' (com CDCl; como solvente e TMS
como padréao interno, 6 = 0,0ppm).

Por exemplo, para a epoxidacéo do ciclohexeno esta determinacéo foi feita através
da equacao Conv. % = [B/(A+B)]x100, onde A é o valor da integral da area do singleto
dos hidrogénios ligados aos carbonos da dupla ligacao (hidrogénios em azul, 5,6ppm) e B
€ o valor da integral da area do singleto dos hidrogénios ligados aos carbonos do anel

oxirano (hidrogénios em vermelho, 3,1ppm). (FIG. 10)

5.6 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2,8
ppm

FIGURA 10 — Espectro de RMN-'H da fase organica da reacéo de epoxidacdo quimio-
enzimatica do ciclohexeno (77%). Condicfes reacionais: Novozyme 435 =
50mg, 30°C, 6 horas.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar diversos parametros fisico-quimicos da reagéo
de epoxidacdo quimio-enzimética de compostos que contenham dupla ligacdo carbono-
carbono. Lipases de diferentes fontes, imobilizadas ou ndo em suportes poliméricos foram
utilizadas como catalisadores desta reacdo. Estudou-se, também, a variacdo dos
sistemas com a dupla ligacdo carbono-carbono e dos substratos ésteres e acidos.

Os resultados obtidos serdo apresentados e discutidos primeiramente para as
reacbes que utilizaram as enzimas imobilizadas em materiais poliméricos e injecdes
periodicas de perdxido de hidrogénio, e na sequéncia para as que foram feitas em

sistema bifasico com o peroxido de hidrogénio sendo adicionado de uma Unica vez.

4.1 — Polimeros como Suporte para Lipases em Reacbes de Epoxidacao

Quimio-Enzimética

As TAB. 4 e 5 apresentam as conversdes obtidas do ciclohexeno [22] em 6xido de
ciclohexeno [23] dos ensaios nos quais lipases imobilizadas em gel de agar foram
utilizadas como biocatalisadores, e como substratos carboxilicos; laurato de etila,

octanoato de etila ou acido octandico e como solventes externos: tolueno ou hexano.

(EQ.19)

0] 0]
l(ll HR™ H,O e . 0
R:/ \O/ + 2Y2 m R./ \O/ \H + (RII)HOH
organico
i I
R./C\O/O\H + Q‘ _— R,/C\O/H(R) + (}O
[22] [23]

R'= Ci1Has; C/Hy7
R"= C2H5

EQUACAO 19 — Epoxidacéo quimio-enzimatica do ciclohexeno (reacéo padréo).
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TABELA 4 — Epoxidacdo Quimio-enzimatica do Ciclohexeno Utilizando a Palatase M

Imobilizada em Gel de Agar como Biocatalisador.

*[E]palatase m Tempo (h) Doadores Acila Solventes Conv. %

Sem enzima 24 Laurato de etila Tolueno n.d.
0,5 24 Laurato de etila Hexano n.d.
0,3 24 Laurato de etila Tolueno n.d.
0,5 24 Laurato de etila Tolueno n.d.
0,5 48 Laurato de etila Tolueno n.d.
0,5 24 Octanoato de etila Tolueno n.d.
1,0 24 Octanoato de etila Tolueno n.d.

n.d. = ndo houve detecgio do produto, *[E] = mL/10g de gel, ciclohexeno=5mmol, H,0,(30%)=720puL, 30°C.

A TAB. 4 demonstra que mesmo com a variacdo de diversos parametros nao foi
observado a formacé&o do produto epoxidado com este sistema reacional.
A seguir, avaliou-se a atuacao de diversas lipases, imobilizadas no gel de agar, na

mesma reacgao citada anteriormente. Os resultados obtidos estédo expostos na TAB. 5.

TABELA 5 — Epoxidacdo Quimio-Enzimatica do Ciclohexeno Catalisada por Lipases de

Diversas Fontes Imobilizadas em Gel de Agar.

Lipase Lipase/10g de Gel Doador Acila Conv. %

F-AP15 100mg Acido octandico n.d.
PS 100mg Acido octandico n.d.
PP 100mg Acido octandico n.d.

Lipolase 1,0mL Acido octanoico 30

n.d. = ndo houve detecgio do produto, 24 horas, tolueno, ciclohexeno=5mmol, H,0,(30%)=720uL, 30°C.

Os resultados obtidos e apresentados nas TAB. 4 e 5 demonstraram que o gel de
agar ndo foi um bom suporte para as lipases utilizadas como biocatalisadores nos
sistemas reacionais estudados neste trabalho. Estes resultados devem ser decorrentes da

forte interacdo do peréxido de hidrogénio com a agua existente no gel de agar (~*90%)
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dificultando a interacao deste reagente com o sitio ativo das lipases e fazendo com que a

formacao do peracido fosse muito baixa ou nenhuma.

O fiime de PEO foi utilizado como suporte para a Lipolase e este sistema
empregado como catalisador na reacdo de epoxidacdo do ciclohexeno com o &cido
octandico como doador acila e o tolueno como solvente externo. Obteve-se uma
conversdo do ciclohexeno em epoxido de 70%. Contudo o filme de PEO foi
completamente dissolvido no meio reacional, fato que tornaria mais dispendioso o
isolamento do produto e inviabilizaria a reutilizacdo da enzima suportada. Devido a este

fato este suporte ndo foi mais utilizado, sendo testados novos sistemas reacionais.

O filme de caseinato de sodio também apresentou 0 mesmo problema de
solubilidade no meio reacional, sendo que desta vez ndo foi detectada a formacao do
produto quando a lipase F-AP15 foi suportada e utilizada como biocatalisador na reagéo
de epoxidacao do ciclohexeno com o acido octanoico como doador acila e o tolueno como
solvente externo. Provavelmente a enzima foi desnaturada pelo meio reacional, que é de
baixa polaridade, ou pela agua oxigenada. Apesar dos resultados obtidos neste
experimento com o filme de caseinato de sodio, excelentes rendimentos em produto e um
grande numero de reutilizacbes do sistema enzima/suporte foram obtidos quando este

filme foi utilizado como suporte de lipases em reacdes biocatalisadas de esterificagéo.®?

4.2 — Utilizacdo da Novozyme 435° em Epoxidacdes Quimio-Enzimaticas

com Adicdes Periodicas de H,0,

Na sequiéncia do trabalho, fez-se um estudo da utilizacdo da Novozyme 435® como
catalisador da reacdo de epoxidacdo quimio-enzimatica do ciclohexeno [22], alcool alilico
[24], acido 2,4-hexadiendico [25] e do oleato de etila [26]. O octanoato de etila foi

utilizado como doador acila nas reacdes, exceto com o oleato de etila, sendo que nesta
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epoxidacdo este éster foi testado como doador acila e ao mesmo tempo receptor do

oxigénio na epoxidacgéo. Os resultados obtidos séo apresentados na TAB. 6.

Q 0
— \_-OH /\/\\AOH WOA
[24] [25] [26]
TABELA 6 — Epoxidacdes Quimio-Enziméticas Catalisadas por Novozyme 435°
Adutos Novozyme 435® (mg) Conv. (%)

Ciclohexeno + Octanoato de etila 100 83

Ciclohexeno + Octanoato de etila 50 80

Alcool alilico + Octanoato de etila 50 n.d.

Ac. 2,4-Hexadiendico + Octanoato de etila 50 n.d.

Oleato de etila 50 n.d.

n.d. = produto ndo detectado, 24 Horas, tolueno, alceno=5mmoles, H,0,(30%)=720uL, 30°C

De acordo com os dados demonstrados na TAB. 6, pode-se observar que o
ciclohexeno foi o Unico reagente que apresentou resultados consistentes para o método
de analise empregado, pois 0 espectro da fase organica das reacfes com este substrato
apresentou os singletos dos hidrogénios do reagente e do produto em regides distintas e
livre de outros sinais (FIG. 10). Para os outros compostos testados nao foi possivel
detectar a formacao de produtos oxidados devido a sobreposi¢céo de sinais.

Na reacdo com o &lcool alilico, a andlise dos espectros de RMN-H' da fase
organica antes e depois de 24 horas de reacdo, apresentou uma mudanca na
multiplicidade do sinal centrado em ~4,0ppm (caracteristico de grupo metileno ligado ao
oxigénio carbonilico), que provavelmente foi devido a uma transesterificagcdo do octanoato
de etila com o alcool alilico. Os espectros das reacdes dos compostos [25] e [26] ndo
apresentaram sinais dos respectivos epoxidos apés 24 horas.

Fez-se também uma investigacdo da influéncia do tempo na reacédo da epoxidacéo

quimio-enzimatica do ciclohexeno a 30°C, utilizando o &cido octanéico como doador acila.
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O experimento foi feito com o decréscimo do tempo, sendo o primeiro de 24 horas, pois
este foi adotado como padrao para efeito de comparacao entre as reacdes feitas com
outras lipases. O experimento nao foi feito para tempos inferiores a 3 horas, pois esse era

0 minimo necessario para injecao total do peréxido de hidrogénio. (FIG. 11)
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FIGURA 11 — Influéncia do tempo na epoxidagédo quimio-enzimatica do ciclohexeno com

adicbes periddicas de H,O,. Condi¢cbes reacionais: 50mg de Novozyme
435°%, ciclohexeno=5mmol, H,02(30%)=720puL, 30°C, tolueno.

Pode-se observar na FIG. 11 que mesmo quando o tempo de reacdo foi de
somente 3 horas as conversdes foram quantitativas para este sistema. Apesar dos
excelentes resultados obtidos neste experimento, encontrou-se um problema que poderia
trazer alguma duvida quanto ao processo; a injecdo manual do peroxido de hidrogénio
durante um periodo tdo longo poderia acarretar erros no numero de inje¢cdes aplicadas no
meio reacional. Um sistema de inje¢cdo automéatica deve ser empregado para que ndo haja

davidas na quantidade de perdxido de hidrogénio adicionada.

4.3 — Epoxidacao Quimio-Enzimatica em Sistema Bifasico com Diversas

Lipases

Devido a dificuldade citada anteriormente, buscou-se um novo sistema reacional

onde o peréxido de hidrogénio pudesse ser incorporado de uma Unica vez sem que
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houvesse desnaturacdo da enzima; optou-se entdo pelo sistema bifasico agua/solvente
organico, pois a agua além de proteger a lipase da desnaturacédo pelo solvente organico
também diminuiria a velocidade de ataque do perdxido a enzima pela diluicdo do mesmo.
Os ensaios foram feitos como descrito na se¢éo 3.1.4.

Em uma primeira etapa utilizaram-se lipases de fontes variadas na reacdo de

epoxidacgao do ciclohexeno, e os resultados obtidos estédo descritos na TAB. 7.

TABELA 7 — Epoxidacdo Quimio-Enzimatica do Ciclohexeno Utilizando Lipases de

Fontes Variadas em Tolueno.

Lipases Quantidade Conv. (%)
Novozyme 435°2 100mg 93
PSL® 100mg 53
F-AP15° 100mg 45
MP 100mg 12
CrL® 100mg 2
Palatase M? 100mg <1
Lipozyme?® 100mg n.d.
PaL? 0,5mL n.d.
PcL® 0,5mL n.d.
Lipolase?® 100mg n.d.
PPL® 100mg n.d.
AP 100mg n.d.

n.d.=ndo detectado, octanoato de etila=10mmoles, ciclohexeno=5mmoles,
H,0,(30%)=1mL, 30°C, 24 horas. (a) Novozymes, (b) Amano, (c) Sigma, (d) isolada
e néo purificada.

Na TAB. 7 pode-se observar que quando a reacgédo foi catalisada pelas lipases
Lipozyme, PalL, PcL, Lipolase, PPL e A, a formacédo ou deteccdo do produto nao foi
alcancada. Quando foram usadas a Palatase M, CrL e M as reacdes apresentaram
conversdes muito baixas (<1, 2 e 12% respectivamente). Os melhores resultados foram
obtidos quando foram empregadas como catalisadores as lipases Novozyme 435®, PS e
F-AP15 (93, 53 e 45% respectivamente).

A comparacao dos resultados apresentados na TAB. 7 com a atividade catalitica

das lipases (TAB. 3) demonstrou que aparentemente estes dados nédo estao
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relacionados, pois reacdes catalisadas por lipases com atividades menores apresentaram,
em alguns casos, conversfes maiores em epoxido. Por exemplo, a reacdo catalisada pela
lipase PS (30000u/g) teve uma conversao de 53%, enquanto que a catalisada pela lipase
PP (135000u/g) ndo formou o produto desejado.

Os resultados (TAB. 7) podem estar relacionados a conformacao do sitio catalitico
das lipases, que segundo Pleiss e col. se diferenciam muito de uma lipase a outra,
fazendo com que cada uma delas tenha uma maior eficiéncia catalitica dependendo do
substrato empregado.®® Outro fator que também deve ser levado em consideracéo é a
sensibilidade ao peroxido de hidrogénio que provavelmente deve ser diferenciada em

cada uma delas.

4.4 — Influéncia do Solvente na Epoxidacdo Quimio-Enzimética do

Ciclohexeno em Sistema Bifasico

Uma area muito ativa nas pesquisas em biotecnologia € a biocatalise em meio
organico. Existem muitas vantagens em se conduzir reacdes biocataliticas em misturas de
solventes organicos/agua, como os citados na secao 1.3.2.

As lipases Novozyme 435° e F-AP15 (livre), duas das que apresentaram 0s
melhores resultados no estudo com a variacdo das lipases, foram utilizadas como
catalisadores na reacdo de epoxidacdo do ciclohexeno, com o octanoato de etila como
doador acila, para avaliacdo do solvente organico a ser empregado no sistema bifasico.
Os log P’ dos solventes utilizados variaram de —1,1 (1,4 dioxano) até 4,0 (heptano). Os
resultados est&o descritos nas TAB. 8 e 9.

* log P: E o logaritmo do coeficiente de particdo do solvente em agua/octanol, uma medida quantitativa da

polaridade do solvente.*
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TABELA 8 — Influéncia do Solvente na Epoxidagcdo Quimio-Enzimética do Ciclohexeno

Catalisada pela Lipase F-AP15 em Sistema Bifasico.

Solvente log P indice de Polaridade | Conv. (%)

1,4 dioxano -1,1 4.8 2
acetato de etila 0,71 n.d.
acetato de etila (tamp&o pH=7,26) 0,71 n.d.
éter etilico 0,85 2.9 22

dicloro metano 0,93 3,4 7
cloroférmio 2,0 4,3 23
tolueno 2,5 2,3 45
tetracloreto de metila 3,0 1,7 57
xileno 3,1 2,4 49
hexano 3,5 0,0 43
octanoato de etila 3,8 48
heptano 4,0 0,0 42

n.d.=ndo detectado, agua destilada=5mL, octanoato de etila=10mmol, ciclohexeno=5mmol,
H,0,(30%)=1mL, 24 horas, 30°C.

As conversbes obtidas nas reagbes que utilizaram a lipase F-AP15 livre
apresentaram concordancia com o trabalho de Laane e col., no qual solventes com log P
entre 2 e 4 sdo mais indicados para o uso em biocatélise do que solventes com log P <2.
Esta correlagcéo entre polaridade e atividade esta ligada a habilidade do solvente orgéanico
em afetar (por exemplo, através de ligacées de hidrogénio) a micro camada aquosa que
estabiliza as enzimas hidroliticas.®*

Na reacdo com o acetato de etila, mesmo em meio tamponado, ndo houve
formacao do produto. Pode ter ocorrido a formagédo do peracido, mas como o produto da
hidrélise do acetato de etila forma pontes de hidrogénio com o peroéxi-acido, a formacao
do estado de transicdo [20] (secdo 1.6.1) sera dificultada e conseqgientemente a

formacdo do ep6xido.®?

Os resultados dos experimentos de efeito do solvente, utilizando a Novozyme 435°,
estao apresentados na TAB. 9.
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TABELA 9 - Influéncia do Solvente na Epoxidacdo Quimio-Enzimatica do Ciclohexeno

Catalisada pela Novozyme 435® em Sistema Bifésico.

Solventes log P indice de Polaridade Conv. (%)
éter etilico 0,85 2,9 30
dicloro metano 0,93 3,4 88
cloroférmio 2,0 4,3 65
tolueno 2,5 2,3 93
tetracloreto de metila 3,0 1,7 30
xileno 3,1 2,4 45
hexano 3,5 0,0 n.d.
octanoato de etila 3,8 >99
heptano 4,0 0,0 14

n.d. = ndo detectado, 24 horas, agua destilada=5mL, octanoato de etila=10mmoles,ciclohexeno=5mmoles,
H,02(30%)=1mL, 30°C

Os resultados expostos na TAB. 9 ndo demonstraram 0 mesmo comportamento
catalitico da Novozyme 435® comparado com da lipase F-AP15. (TAB. 8) Com a F-AP15
foi possivel observar uma preferéncia para os solventes com log P entre 2,5 e 4,0.

Com a Novozyme 435° observou-se um comportamento diferenciado ao da
F-AP15, provavelmente devido ao fato de a Novozyme 435° ser imobilizada
industrialmente em resina anidnica. Esta “barreira” polimérica pode ter causado uma
dificuldade de difusdo do reagente e/ou dos solventes com menores indices de polaridade
fazendo com que uma menor quantidade do ciclohexeno entrasse em contato com o
peroxi-acido formado in situ, dificultando assim a epoxidacao do alceno.

Pdde-se verificar que quando o octanoato de etila foi utilizado como solvente e
doador acila obteve-se boas conversées em epoxido nas reacdes catalisadas tanto pela
Novozyme 435® (>99%) quanto pela lipase F-AP15 (48%).
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4.5 — Influéncia do Tempo na Epoxidacdo Quimio-Enzimatica do
Ciclohexeno em Sistema Bifasico

Na sequéncia deste trabalho foi feito um estudo do tempo de reacao retirando-se

aliquotas do meio reacional em tempos pré-determinados e utilizando o tolueno como
solvente externo.

Este estudo foi feito para a reacdo padrdo catalisada por Novozyme 435° e pela
lipase F-AP15, sendo que para a Novozyme 435® utilizaram-se como doadores acila o
acido octandico ou o octanoato de etila e para a lipase F-AP15 somente o octanoato de
etila. Os resultados obtidos estédo apresentados na FIG.12.
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FIGURA 12 — Influéncia do tempo na epoxidacdo quimio-enzimatica do ciclohexeno em
sistema bifasico. Condi¢bes reacionais: 100mg de F-AP15, 50mg de

Novozyme 435, ciclohexeno=5mmol, H,0,(30%)=1mL, 30°C, tolueno.

Os resultados desse experimento confirmam a maior eficiéncia catalitica da
Novozyme 435® em relacéo a lipase F-AP15 para a reacéo de perhidrélise do octanoato
de etila. Em 24 horas de reacdo as conversdes a produto foram quantitativas enquanto

gue neste mesmo periodo a reacdo catalisada com a F-AP15 apresentou conversdes de
45% ao produto.
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Quando o acido octandico foi usado como doador acila na reacao catalisada pela
Novozyme 435®, obteve-se conversdes quantitativas do produto em apenas 9 horas. Este
resultado é provavelmente devido ao fato de ndo haver reacbes paralelas, pois com o
octanoato de etila além da reacdo de perhidrolise também ocorre, no sitio catalitico da

enzima, a hidrélise do éster. (ESQ. 2)

0]
0 N 0
H202/ Enz Il O [l
CHy(CHJeC, —— > + CHy (CHp)eC_
ﬁ OOH | OH
CHz (CHp)eC H,0,/Enz
\OCHZCHS e O HzOZ/EnZ
Il
CHs (CHz)eC\OH + CH.CH,OH

ESQUEMA 2 — Reacdes paralelas na epoxidacao quimio-enzimatica do ciclohexeno com

octanoato de etila e/ou acido octandico como doadores acila.

4.6 — Influéncia da Temperatura na Epoxidacdo Quimio-Enzimatica do

Ciclohexeno em Sistema Bifasico

O estudo da influéncia da temperatura de reacao foi realizado para o sistema
padrdo (vide EQ. 19, secdo 4.1), sendo este catalisado pela Novozyme 435%, utilizando o
octanoato de etila como doador acila e tolueno como solvente externo. Os resultados

expostos na FIG. 13, foram obtidos apds 24 horas de reacéo.
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FIGURA 13 — Epoxidacdo quimio-enzimatica do ciclohexeno catalisada Novozyme 435

(50mg) em sistema bifasico a temperaturas variadas, ciclohexeno=5mmol,
H20,(30%)=1mL, 24 horas.

Os resultados apresentados na FIG. 13 estdo de acordo com informacdes obtidas
na ficha técnica da Novozyme 435°.2° Esta lipase é termoestavel e sua temperatura 6tima
reacional esta na faixa de 70-80°C. Contudo a temperatura operacional recomendada
pelo fabricante deve ser entre 40 e 60°C para que n&o haja inativacéo térmica da enzima.

N&do foram feitos experimentos acima de 50°C, pois os sistemas reacionais
utilizados ndo eram adequados para tais temperaturas, poderia haver decomposicédo do
peréxido de hidrogénio, evaporacdo do solvente ou da agua utilizada no controle da

temperatura e/ou problemas no equipamento, que poderia ndo suportar temperaturas
elevadas por periodos longos.

4.7 — Epoxidacdo Quimio-Enzimatica de Compostos com Dupla Ligacao

Carbono-Carbono em Sistema Bifasico

Neste experimento utilizaram-se varios compostos que possuem dupla ligacéo
carbono-carbono (alcool alilico [24], cariofileno [27], 1(R)-(+)-pineno [28], a-metilestireno

[29], D-limoneno [30]) para se avaliar a capacidade de epoxidacdo do sistema quimio-
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enzimatico e do método de anélise. As reacdes foram feitas & 30°C, com o tolueno como

solvente externo e as aliquotas foram retiradas apés 24 horas.

W da S

[27] [28] [29] [30]

No experimento que utilizou o alcool alilico [24], novamente observou-se apenas a
esterificagdo do mesmo com o acido octandico (utilizado como doador acila). Tanto para o
alcool [24] como para o cariofileno [27] e 0 1(R)-(+)-pineno [28] nédo foi possivel fazer a
deteccdo da formacdo de produtos oxidados através da andlise dos espectros de
RMN-'H, pois estes ndo apresentaram sinais dos reagentes nem dos produtos apés 24
horas de reacado, devido provavelmente a alta pressao de vapor destes compostos que

fez com que eles evaporassem antes mesmo de reagirem.

Para o a-metilestireno [29] a andlise do espectro de RMN-'H da fase organica

demonstrou que houve 25% de epoxidacédo do composto. (EQ. 20)

0] 0]
lCll H O Novozyme |C|I o
— H,0
R 07 ¥ 22 solvente R T07TTH T 2
organico
0]
0 o I &
AN Oy S R'/C\O/H + O
R 0] H AN

R = (CH2)6CH3

EQUACAO 20 — Epoxidag&o quimio-enzimatica do o-metilestireno.
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Esta determinacdo pode ser feita através da comparacédo do dublete metilénico do
composto [29] (centrado em 5,2ppm, em azul) e do duplo dublete metilénico do
correspondente epoxido (centrado em 2,8ppm, em vermelho). (FIG. 14)
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FIGURA 14 — Espectro ampliado de RMN-'H [2,5 — 5,5 ppm] da fase organica da reacéo
de epoxidacdo do a-metilestireno (5mmol) com a Novozyme 435° (50mg),
a 30°C, por 24 horas em tolueno. (200MHz)

Apesar do valor de conversdo do a-metilestireno ser aparentemente baixo, supde-
se que este resultado possa ser melhorado com o aumento da quantidade de enzima
empregada, com a adicdo periddica do peroxido de hidrogénio ou com o aumento da

temperatura de reacéo.

O D-limoneno, extraido de oOleos citricos, usualmente € epoxidado em etapas
intermediarias para elaboracdo de fragrancias, perfumes e aditivos na industria
alimenticia. Um dos processos mais utilizados € a epoxidacdo estequimétrica com

peracido. Contudo, a epoxidacao seletiva de monoterpenos é dificil de se conseguir com
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peracidos comerciais (p.ex., MCPBA) devido a sua forca oxidativa, pela qual mono- e di-
epo6xidos, assim como produtos clivados sdo obtidos simultaneamente.®®

A reacdo de epoxidagdo do D-limoneno [30] foi realizada em sistema bifasico
agua/tolueno sendo o acido octanoico utilizado como doador acila, com agitacdo
magnética por 24 horas a 30°C, e a quantificacdo feita através da anélise da fase
organica, na qual foi possivel observar que houve uma epoxidacdo régiosseletiva deste
composto. (EQ. 21)

0 0
|(|I H O Novozyme |C|Z o
H,O
R 07 * 2 solvente R07TH T ?
organico

0 0

l('; 0 lCll H +
R./ \O/ \H + - R./ \O/

R® = (CH,)¢CHs [31]

EQUACAO 21- Epoxidagéo regiosseletiva do D-limoneno.

A dupla ligacéo contida no anel do D-limoneno, cujo hidrogénio (H,) apresenta um
sinal centrado em 5,5ppm foi totalmente epoxidada. Este fato que pbéde ser constatado
através do espectro de RMN-'H (apés 24 horas de reacdo) onde observa-se o
aparecimento de um sinal centrado em 3,0ppm, caracteristico do hidrogénio (H,) do
epoxido [31], e o desaparecimento do sinal centrado em 5,5ppm. A outra dupla ligacéo,
externa ao anel (centrada em 4,7ppm), provavelmente ndo reagiu, pois as integracées
dos sinais do hidrogénio contido no anel (H,) e dos hidrogénios metilénicos (Hy) da dupla
externa demonstrou que foi mantida a relacéo de 1H,:2H;, (0,295:0,610). (FIG 15 e 16)
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FIGURA 15 — Espectro de RMN-'H do D-limoneno, CDCl; (200MHz).
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FIGURA 16 — Espectro ampliado de RMN-'H [2,0 — 6,0ppm] da fase organica da reacéo

de epoxidacdo quimio-enzimatica do D-limoneno catalisada pela Novozyme

435® (50mg) a 30°C ap6s 24 horas, CDCl; (200MHz).
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Apesar da reacdo de epoxidacdo ser conduzida via peracido, a cadeia longa (8
carbonos) deste reagente possivelmente diminuiu sua capacidade de oxidagdo em
relacdo aos acidos comerciais (p. ex., MCPBA), fazendo que fosse possivel distinguir
entre as duplas ligacbes do D-limoneno que possuem velocidades de epoxidacao
distintas, como demonstrado na secao 1.6.1.

A sintese de peroéxi-acidos de cadeias longas pela via quimica tradicional exige o
uso acidos minerais e condi¢des reacionais drasticas, fatores que limitam o uso deste
reagente.®®

Porém estes peroxi-acidos podem ser obtidos e utilizados in situ em condi¢cdes
brandas, como no experimento citado anteriormente (temperatura de 30°C, pH neutro),

guando se aplica a catalise enzimatica como via de obtencédo dos mesmos.
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5 — CONCLUSAO

e O gel de agar e o filme de caseinato de sodio ndo demonstraram ser bons suportes
para imobilizacdo de lipases para utilizacdo em reacbes de epoxidacdo quimio-
enzimaticas do ciclohexeno. As conversdes obtidas foram muito baixas (30%, para a

Lipolase) ou ndo foram a ser detectadas por RMN-H.

e A lipase de Candida antarctica suportada em resina aniénica (Novozyme 453%)
demonstrou ser um catalisador eficiente quando empregada na reacédo de epoxidacao
quimio-enzimaticas do ciclohexeno, tanto com adicBes periddicas de perdxido de
hidrogénio quanto no sistema bifasico onde o peroxido de hidrogénio foi adicionado de

uma so vez.

e As lipases de Pseudomonas cepacia e Rhizopous orizae apresentaram atividade
catalitica consideravel (aproximadamente 50% de conversdo) para as reacdes de
epoxidacdo quimio-enziméaticas do ciclohexeno em sistema bifasico dgua/tolueno. As
reacOes catalisadas pelas outras lipases apresentaram conversdes ao produto muito
baixas, ou ndo foram detectadas pelo método analitico empregado.

e A reacdo de epoxidacdo quimio-enziméticas do ciclohexeno, em sistema bifasico
agua/tolueno, apresentou conversfes quantitativas em apenas 3 horas de reacdo, com
0 acido octanéico como doador acila e com a lipase de Candida antarctica (Novozyme

453®), sendo que a temperatura ideal para este sistema foi de 40-50°C.

e As melhores conversfes do ciclohexeno em seu epoxido foram obtidas quando foram
utilizados como solventes externos o tolueno e o octanoato de etila para a reagao
catalisada pela lipase de Candida antarctica (Novozyme 453%), sendo que este Ultimo
também era o doador acila do sistema reacional. Para a reacdo catalisada pela lipase
de Rhizopous orizae (F-AP15) os melhores solventes foram; tolueno, tetracloreto de
metila, xileno, octanoato de etila, hexano e heptano.
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e Na&o foi possivel detectar a formacéo dos epoxidos das reacdes que utilizaram o &cido
hexadiendico, alcool alilico, cariofileno, 1-(R)-(+)-pineno, por RMN-'H. A epoxidac&o do
o-metilestireno apresentou conversdao de 25% com a lipase de Candida antarctica
(Novozyme 453°).

e A reacdo de epoxidagdo quimio-enzimatica do D-limoneno foi regiosseletiva, havendo
somente a epoxidacdo da dupla ligacdo endociclica, quando catalisada pela lipase de

Candida antarctica (Novozyme 453®) em sistema bifasico agua/tolueno
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6 — PERSPECTIVAS

Para a continuidade deste projeto se faz necessario um estudo de outros
parametros fisico-quimicos, tais como a cinética da reacdo de perhidrélise enzimética e a
determinacdo da constante de Michaelis deste sistema. Estas informacdes sao
importantes para que através da melhor compreenséo desta reacdo possam ser gerados
peracidos carboxilicos com diferentes propriedades oxidativas e entdo aplicados em
epoxidacdes régio- e/ou estéreosseletivas. Resultados obtidos na epoxidacdo do
D-limoneno, evidenciaram a regiosseletividade que pode ser alcancada com peracidos

obtidos através de reacfes biocatalisadas.
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