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RESUMO

Neste trabalho o gel de pectina foi utilizado como suporte para imobilizagédo de
lipases com aplicacdo na sintese de esteres alquilicos. Inicialmente foi realizado
um estudo para verificar o efeito da concentragao de pectina citrica e cloreto de
célcio na formacédo de um gel rigido e estavel. As concentragbes de ions calcio
utilizadas foram de 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,8 e 1M. O gel mais rigido foi formado com
a solucao de 0,3M de CaCl,. Foi avaliada a estabilidade do gel de pectina em
diferentes solventes, alcoois e acidos alifaticos, e diferentes lipases. As lipases
utilizadas foram as de Candida rugosa ( Amano e Sigma) Rhizopus Oryzae,
Aspergillus niger, Pseudomonas cepacia, Mucor Javanicus, Pancreas de Porco
e lipozyme RM IM Palatase M, Lipolase. Apds terem sido avaliados os
parametros citados acima, as lipases da Candida rugosa (CRL 30U/mg de sélido
Amano) e (CRL, 746U/mg de sdlido da Sigma) foram imobilizadas e utilizadas
em reacbes de esterificagcdes dos acidos hexandico, decandico e laurico com
butanol-1, pentanol-1, octanol-1 e decanol-1. Foi avaliado também a influéncia
do tempo, quantidade de lipase e concentracdo dos reagentes na obtencao do
laurato n-pentila. A melhor concentracdo do acido laurico e pentanol-1 foi de
0,01M para ambos os reagentes, e 100mg CRL / 10g gel sendo que o éster foi
obtido, com 60% de rendimento apds 5dias de reagao. A utilizagdo do gel de
pectina com CRL imobilizada para repetidas preparacdes do laurato n-pentila foi
estudada, a fim de estabelecer a eficiéncia e estabilidade da CRL imobilizada
neste gel. O gel de pectina pode ser utilizado até cinco vezes, Os produtos foram

caracterizados por ccd e por analises espectroscopicas de IV e RMN de 'H .
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ABSTRACT

In this work the pectin gel was used as support for immobilization of lipases with
aplication in the alquilics ester synthesis .Initially a study was carried through to
verify the effect of the concentration of citric pectin and calcium chloride in the
formation of a rigid and steady gel.The concentrations of ions calcium had been
of de 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,8 e 1M. The gel mais rigid was formed with the solutio
0,3 M of CaCl,. The stability of the gel of pectin in different solvent alcool was
evaluated and acid alifatics and different lipases. Lipases of Candida rugosa
( Amano and Sigma) Rhizopus Oryzae, Aspergillus niger, Pseudomonas
cepacia, Mucor Javanicus, Pancreas de Porcine e lipozyme RM IM Palatase M,
Lipolase. After to have been evaluad the cited parameters above lipases da
Candida rugosa (CRL 30U/mg de sélido Amano) e (CRL, 746U/mg de sélido da
Sigma) had been immobilized in reactions of sterification of esters of acid
hexanoic, decanoic and lauric with butanol —1 pentanol-1 octanol-1 and decanol-
1. It was also evaluated the influence of the time amound of lipase and
concentration of the reagents in the attainment of the laurato n-pentila. The best
concentration of the acid lauric and pentanol-1 was of 0,01M For the reagents
and 100mg CRL gel being that the éster was gotten with 60% of income after
5days of reation. The use of gel of pectin with immobilized CRL for reapeated
preparations of the laurat n-pentil was studied in order to stablish the efficiency
and stabily of the immobilized CRL in this gel. The pectin gel can be used up to
five times . The products had been characterized by ccd and spectroscopic

analyses IV and RMN 1H.
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1. INTRODUGAO

O uso de enzimas parcialmente purificadas como catalisadores
especificos se tornou muito importante para um grande nimero de industrias.
Na ultima década, as reacbes catalisadas por enzimas aumentaram dentro da
quimica organica sintética. Estima-se que das 25.000 enzimas presentes na
natureza, cerca de 2.800 foram classificadas e perto de 400 sao
comercializadas de uma forma pura. '?

A eficiéncia catalitica das enzimas, em geral, € muito maior do que a
dos catalisadores sintéticos, devido ao seu alto grau de especificidade tanto
para o substrato quanto para as reacdes que catalisam. 2

A producao de compostos enantiomericamente puros tem crescido nos
ultimos anos porque os catalisadores quirais estdo sendo comercialmente
mais uteis, onde somente um dos enantiomeros é biologicamente ativo.
Enzimas como catalisadores tem notaveis propriedades, mas uma
caracteristica faz delas especialmente valiosas para sintese organica, elas sao
seletivas.®

Por definicdo, enzimas sao catalisadores que se formam nas células
vivas dos vegetais, animais e microorganismos, e sdo agentes essenciais para
a realizagdo de reacdes bioquimicas com alta especificidade. 2>

Geralmente sao de natureza proteica, altamente especificas e
apresentam grande poder catalitico. Sdo proteinas de alto peso molecular,
formadas por subunidades conhecidas como aminoacidos, ligados entre si por
ligacbes peptidicas. Possuem em suas estruturas grupos polares, tais como

COOH, OH, NH;, SH e CONH; que atuam como catalisadores. Sua atividade e



estrutura mais estavel sdo mantidas em meio aquoso.*®> Embora ndo sejam
proteinas, certos acidos ribonucléicos ( RNas ) exibem atividade catalitica.
Estes RNas, que satisfazem todos os critérios para definicAo como enzimas,
sao denominados ribozimas. Embora os substratos sobre os quais agem as
riboenzimas sejam limitados as ligagoes fosfodiester dos RNas, a
especificidade da sua agdo € inteiramente comparavel a das enzimas
classicas. 2*°

As enzimas vém sendo utilizadas por varios séculos. Apesar de sua
verdadeira natureza ter sido conhecida apenas recentemente, elas apresentam
cada vez mais uma grande importancia na pesquisa cientifica, nos diagndsticos
clinicos e na industria. O interesse em utilizar enzimas como catalisadores tem
aumentado devido a sua alta versatilidade e as condicbes suaves de
temperatura e pH em que se realizam as reacdes. Estas condicbes minimizam
problemas de isomerizacdo, racemizagao, rearranjos, etc.?>*®

As enzimas possuem estruturas complexas de cadeias polipeptidicas,
sendo que algumas tém sua estrutura tridimensional descrita na literatura.’

Na Figura 1, pode se observar a triade catalitica formada pelo residuos
de aminoacidos Ser105, His244, Asp187 da lipase de Candida antarctica B. A
representacado da estrutura tridimensional, foi obtida por cristalografia de raio -
X e retirada da “Protein Data Bank (PDB)”" tendo seu sitio catalitico ampliado
com auxilio do programa Swiss PDB Viewer ®

Em geral todas as lipases cujas estruturas tém sido elucidadas sao

membros da familia «, B-hidrolases pregueada com uma arquitetura comum

composta de uma sequiiéncia de fitas @« e B. Hidrolisam as ligagoes de



ésteres e/ou amidas através de uma triade catalitica composta de um residuo
ativado de serina nucleofilica por ligagdo de hidrogénio, em conjunto com
histidina, acido aspartico ou acido glutamico (Ser-His-Asp/Glu).® O mecanismo
de acao catalitica de uma lipase na amindlise de um éster consiste em cinco
etapas:®®*
1. Ligagao ao substrato éster
2. Formacdo do primeiro intermediario tetraédrico por ataque
nucleofilico da serina catalitica, com oxianion estabilizado por duas
ou trés ligagdes de hidrogénio, a chamada “cavidade oxianion”.
3. Quebra da ligagéo éster
4. Saida da porcao alcodlica

5. Amindlise do intermediario acil-enzima



Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de

Candida antarctica B "8

A lipase do fungo da Rhizomucor (mucor) miehei foi uma das primeiras
a ter a estrutura desvendada, através das técnicas de cristalografia de raio-X. E
conhecida comercialmente como lipase de Mucor miehei, e sua estrutura é
composta de 269 residuos de aminoacidos, sendo que seu sitio ativo é
constituido pelos residuos Asp.203, His.257 e Ser.144. A lipase Pancreatica
possui residuos de serina, histidina e um aminoacido com grupo carboxilato na
cadeia lateral para sua atividade catalitica. A lipase da Humicola Lamuginosa
requer histidina, tirosina e um grupo carboxilato na cadeia lateral para a sua
atividade, e a lipase de Geontrium candidum nao apresenta nenhum residuo de

serina reativo.>®



1.1. Classificagao das Enzimas

Existem catalogadas mais de 2.000 enzimas, sendo que cada uma
aceita um certo substrato e catalisa uma reacdo em particular. Elas podem ser
classificadas de acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia

Molecular (IUBMB), em seis grupos conforme mostra a Tabela 1:

Tabela1- Classificacdo das enzimas segundo IUBMB. %™

CLASSES FUNGAO CATALITICA EXEMPLOS

Catalisam reagbes de oxidagao-
reducdo envolvendo oxigenacdes e | Desidrogenase
remogao ou adicao de atomos de Oxidase

hidrogénio

1 | Oxidorredutases

Intermediam a transferéncia de
2 | Transferases varios grupos, tais como aldeidos,
cetonas, efc...

Metiltransferase
Transaminase

Carboidrase

Clivam ligagdes ésteres e Esterase
3 | Hidrolases catalisam a hidrdlise de ésteres, Lipase
amidos, glicosideos, etc... Fosfatase
Protease
. Catalisam a quebra de ligagdes | Descarboxilase
4 |Liases .
duplas pela adigao de HX
Catalisam processos de Cis-Trans
5 |Isomerases isomerizacao, tais como Isomerase
racemizacao Mutase
, . . . . Sintetase
6 |Ligases Catalisam a formacao de ligagdes )
Carboxilase

Na classe das hidrolases destacam-se as lipases que sao glicoproteinas
nas quais a parte glicosilada hidrofébica circunda o sitio ativo. Elas tém sido

isoladas de uma variedade de tecidos de animais e plantas, e podem ser também



produzidas por processos de fermentagdo usando varias espécies de
microorganismos (fungos e bactérias).

As lipases (triglicerol acilhidrolases EC 3.1.1.3) hidrolisam triglicerideos em
acidos graxos livres e glicerol.>>°
Devido a grande aplicabilidade das hidrolases em sintese organica,

especialmente as lipases, torna-se necessario explanar sobre a sua

importancia e usos recentes.

1.1.1. Aplicagoes de lipases em sintese organica

As vantagens de se utilizar lipases em meio organico deve-se
principalmente ao seu baixo custo, disponibilidade comercial, versatilidade
catalitica, por ndo requererem cofatores, por serem regioespecificas para
posicado 1,3 de ftriglicerideos, por serem estereosseletivas e atuarem em uma
ampla faixa de pH e temperatura. Muitos dos estudos para utilizacao de lipases
em sintese organica tém chamado atengédo por suas varias aplicagbes. As
lipases catalisam a transferéncia de grupos acila de compostos doadores para
uma ampla faixa de compostos aceptores diferentes da agua. Dependendo do
tipo do doador acila e do aceptor, as rea¢des catalisadas por lipases incluem
esterificagdo, transesterificacdo amidagao, sintese de peptideos , etc. 2"

A Biocatalise surgiu como uma ferramenta poderosa e util para
desenvolver derivados originais de moléculas complexas. Alguns agentes
ativos farmacéuticos sdo frequentemente utilizados, em quantidades limitadas

devido ao seu alto valor agregado, como substratos em sinteses. Esta



propriedade necessita de procedimentos eficientes para que sejam
desenvolvidos analagos melhorados.'

Altreuter e col. 2 utilizaram a lipase de Mucor Jjavanicus para promover
a acilagado do alcool primario ( C14-OH) da doxorubicina (DOX), um potente
composto anticancerigeno. Os resultados mostraram a acilagdo do DOX com
butirato de vinila e do tiofenoacetato de vinila em tolueno. A analise por HPLC
confirmou a transformacdo do DOX, que produziu exclusivamente um unico

produto. A Figura 2, ilustra esta reagao .

Lipase Mucor javanicus
clorofémio, 37 °C, 24h

Figura 2. Acilagdo do DOX catalisada por lipase de Mucor javanicus no C14- OH

com (a) butirato de vinila(VB) ou (b) éster vinilico 2-tiofenoacetato.

(2-TAAVE)

Na Universidade de Virginia, pesquisadores sintetizaram através da
imobilizacdo da lipase de Candida rugosa em nylon em solventes apolares, o
Lovostatim, que € um redutor de colesterol. Este composto, como outros dessa
familia, ja vem sendo pesquisado desde 1980 por Yang e col."

Koul e col. aplicaram as lipases do Pancreas do porco (PPL), Candida

rugosa (CRL) e Pseudomonas sp (PSL) na hidrdlise enantiosseletiva de



alquilésteres de 1-fenil etanol substituidos, obtendo excessos enantioméricos

superiores a 88% (Figura 3)."*

OCOR> OCOR>

v O
T

R1 R1 R1

RS R-(+) S-()
A = PPL, CRL, PSL

R1=H, Cl, F, -OCH3
R2=-CH3 ,-CH2CH3,-CH2CH2CH 3

Figura 3. Hidrolise enantiosseletiva de alquilésteres de 1-fenil etanol
substituidos.

Um outro exemplo onde se destaca o uso de lipases em reagdes
biocataliticas & o trabalho de Roy e Chawla.” Derivados monoacetatos do D-
glucitol (um diol assimétrico biciclico obtido faciimente por eliminagéo
intramolecular catalisada por acidos de duas moléculas da agua do D-glucitol),
foram preparados usando reagdes mediadas por lipases de Pseudomonas sp.
imobilizadas em resina de amberlite.

Estes precursores sdo importantes devido aos usos terapéuticos. A
esterificacdo regiosseletiva de compostos polihidroxilados usando enzimas
hidroliticas como as lipases transformou-se em uma técnica bem estabelecida
em sintese organica devido a seletividade posicional notavel da biocatalise,

conforme mostra a Figura 4.



H H AcO =
s A z
1 37°C
0~ : 64 hs O™ :
H OH H oH
1 2
lB
AcO IE{
[ C
0= / 37°C 4
: 48 hs O E 5
H OAc H OAc
3 4
Reagentes

A) lipase, acetato de vinila ou acetato de etila
B) anidrido acético, piridina
O) lipase, n-butanol

Figura 4. Esterificagao regiosseletiva de compostos polihidroxilados utilizando-se

lipase de Pseudomonas sp. imobilizada em resina de amberlite.

As enzimas tornaram-se importantes ferramentas praticas, nao apenas
na medicina, mas também na industria quimica, no processamento de
alimentos e agricultura.

Na industria alimenticia desempenham um papel importante,
modificando suas caracteristicas, tornando-os mais atraentes ao consumidor.
Atuam na elaboragdo de produtos de elevado valor agregado e sao
responsaveis pelo aumento do rendimento de extragcdo de sucos de frutas.
Algumas atuam reduzindo a viscosidade, promovendo bioconversdes,

alterando sabor e aroma, sintetizando produtos quimicos, e como auxiliar de
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limpeza.”® A Tabela 2 mostra a utilizacdo de algumas enzimas na indUstria
alimenticia.

Tabela 2. Utilizacdo de enzimas na industria alimenticia.'®

ENZIMAS APLICAGOES

Fabricagao de queijos, amaciante de carne, cerveja a
Proteases prova de congelamento, fabricacdo de xarope de
cereais, fabricacao de couro.

Hidrélise de amido, inversao da sacarose, clarificacdo

Carboidrases do suco de frutas e do vinagre.

Destruicao de componentes toxicos ou indesejaveis

Enzimas Hidroliticas .
nos alimentos.

Como resultado na sua utilizagdo, ha economia de divisas e acréscimo
no faturamento das industrias de sucos, cervejarias, refrigerantes, panificagao,
lacticinios, alcool, xarope de glicose e frutose."”

O trabalho de Yee e col. relatou a sintese de butirato de citroneila e
caproato de geranoila por transesterificagdo usando lipase de Pseudomonas sp
imobilizada em poli-vinilpirrolidona.’® A ocorréncia de 6leos essenciais e suas
propriedades organolépticas fazem com que sejam wusados como
aromatizantes em produtos alimenticios, detergentes e perfumes.

A sintese do butirato de butila com rendimento de 90% usando lipase
do pancreas do porco, suportada em material poroso (celite) em hexano,
relatada no trabalho de Castro e col. mostra a vantagem do uso de
biocatalisadores na sintese de ésteres flavorizantes.'®

A producao do acetato de isoamila, foi realizada por Guveng e col.®’ em
um sistema livre de solventes, utilizando- se duas lipases imobilizadas em
resinas anidnicas e disponiveis comercialmente, Rhizomucor miehei e Candida

antarctica. A lipase de Candida antarctica foi mais eficiente para a producéo do
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acetato de isoamila. Uma concentracdo do acetato de isoamila de 380gL™
(conversdao de 80% ) foi produzida em 6h de reacdo, usando 5%
(g enzima /g substrato) em um sistema livre de solvente com uma

concentragdo acida de 3,6M ( relagdo molar do acido/alcool de 1/2) a 30°C.

1.2. Mecanismo das Hidrolases

A diferenga mais importante entre lipases e esterases € a interagao
fisico-quimica com seus substratos. Em comparagdo com as esterases que
mostram uma atividade “normal” segundo Michaeles-Menten, onde um
aumento da concentragao de substrato, [S] conduz um aumento na atividade, a
lipase ndo mostra atividade quando a concentracdo de substrato € baixa.
Quando a concentragéo é gradualmente aumentada acima de sua solubilidade

limite, é observado um aumento brusco na atividade (Figura 5).%>
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Figura 5. Comportamento cinético das lipases e esterases.?’

O fato de lipases nao hidrolisarem substratos abaixo da concentracao
micelar critica (CMC), mas exibirem uma atividade acima dela tem sido
chamada de “ativagao interfacial”.?>

As enzimas reagem via formagdo de um complexo enzima-substrato

para posteriormente formar produtos (Equacao 1).

K1 Ko
[ES] —=> E+P (Eq. 1)

E+S

K -1
Como toda reacdo catalitica, uma enzima acelera a velocidade da

reacao diminuindo a barreira energética entre reagentes e produtos. Grande
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parte de seu poder catalitico ocorre por elas aproximarem os substratos em
orientacdes favoraveis no complexo enzima-substrato [ES].?

Entre as teorias e racionalizacbes que tém sido desenvolvidas para
entender catalise enzimatica, os modelos mais ilustrativos sdo o mecanismo da
chave e fechadura desenvolvida por Emil Fischer e o do encaixe induzido de
Koshland Jr. A regra de trés pontos foi outra teoria criada por A. G. Ogston
para explicar a enantiosseletividade das enzimas.? Essa ‘ligacao por trés
pontos” pode conferir assimetria a uma molécula que, de outro modo seria
simétrica. O modelo proposto por Emil Fischer visualizava a interagao entre
substrato e enzima em termos de analogia com um conjunto de “chave e

fechadura” ou modelo de molde rigido (Figura 6).°
=k

Figura 6. Modelo chave-fechadura do sitio de ligagdo da enzima. 2

O modelo de Koshland Jr. € mais refinado e certamente mais util para
explicar as propriedades das enzimas. Uma caracteristica essencial é a
flexibilidade da regido do sitio ativo. No modelo de Fischer, presume-se que o
sitio ativo é formado para encaixar o substrato.?

No modelo de encaixe induzido, o substrato induz uma mudanca de
conformacao na enzima, isto é posiciona residuos de aminoacidos ou de outros
grupos na orientagdo espacial correta para a ligagdo do substrato, para a

catalise ou ambas.
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No exemplo da Figura 7, modelo de Koshland, grupos hidrofébicos
(regido hachurada) e dotados de carga (regiao pontilhada), estdo envolvidos

na ligacdo do substrato.?

Figura 7. Modelo de um encaixe induzido e tensdo no substrato. Uma fosfoserina (-P)

e 0 —SH do residuo de cistina estdo envolvidos na catalise.

A Figura 8 mostra uma molécula de um substrato, representada por
um atomo de carbono ligado a trés grupos diferentes, que estdo disponiveis

para se ligarem a trés pontos, em um centro enzimatico.?

Sitio de enzima Substrato

Figura 8. Representacdo da ligagdo de um substrato por 3 pontos a um centro

ativo enzimatico puro.2
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1.3. Imobilizacao de Enzimas

As enzimas estao sujeitas a inativagcao por fatores quimicos, fisicos ou
bioldgicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Ha assim,
uma necessidade de estabilizar a enzima contra inativagao para utiliza-la em
meio organico. Faz-se entdo necessario o emprego de um metodo para que a
mesma nao perca sua atividade catalitica e estereosseletividade. Frente a este
problema, novas técnicas vém sendo desenvolvidas para fornecer estabilidade
para as enzimas e facilitar a sua recuperacéo e reutilizacdo.?'??

A imobilizacdo de enzimas em diferentes suportes € uma das técnicas
mais importantes que vem sendo utilizada na aplicagao de catalise enzimatica
para reacdes sintéticas em solventes organicos. Por razbdes praticas e
econdmicas, € muitas vezes vantajoso usar enzimas imobilizadas visto que,
com poucas excegbOes, elas sao insoluveis em solventes organicos. A
imobilizacdo do biocatalisador em um suporte, sem prejuizo de sua atividade
por um razoavel periodo de tempo, pode assegurar sua repetida utilizacdo ou
mesmo possibilitar o uso em reatores continuos, resultando em economia nos

processos industriais . #22%24%

1.3.1. Caracteristicas gerais dos suportes para imobilizagao

A natureza do suporte é muito importante para a eficiéncia da
imobilizacdo. Geralmente materiais hidrofébicos sdo melhores comparados aos
suportes hidrofilicos. A quantidade de enzimas adsorvidas nos suportes

hidrofébicos € maior, e com isso a atividade da enzima é preservada. Suportes
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hidrofilicos tendem a competir com a enzima pela agua que esta disponivel
para a reagcdo. Quando a enzima e o suporte estdo totalmente hidratados, o
suporte hidrofilico conduz a uma maior concentragdo de agua no ambiente da
enzima favorecendo reacdes hidroliticas. %'

O suporte pode ser dividido em duas regides, a de macroporos (> 100
nm) e a de microporos (< 100 nm). Na regido de microporos a adsorcao €

considerada reduzida.?’'

Morfologicamente, as matrizes para imobilizagcao
podem ser classificadas em porosas e nao porosas.
A Tabela 3 compara as vantagens e desvantagens dos suportes,

quanto a porosidade.

Tabela 3. Comparagao de suportes para a imobilizacdo de biocatalisadores

quanto & porosidade.?*%

Classificagao Morfolégica Vantagens Desvantagens
Pequena area de superficie

Baixo teor em
biocatalisadores

Uso de particulas finas

Pequenas limitagdes e Dificuldade para remover
i 5 difusionais o
continuo

e Elevada presséao
osmotica

e Velocidade de fluxo
limitada

Elevada area de superficie
interna

Elevada area de superficie Elevadas limitacées
difusionais

Matrizes porosas Elevado teor em Elevado custo
biocatalisadores Elevada pressdo osmética
Protegdo ao ambiente externo | (géis)

Pequena area de superficie
atil
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1.3.2. Classificagdo dos métodos de imobilizagao

A Figura 9, ilustra os diversos métodos de imobilizagéo de enzimas.?"?’

Métados de Tmobhilizacio de enzimas

Ligacdo em Suporte Confinamento
Sélido

I 1
T
Fy \
;® !
i i
\®._
@ Em Ciépsulas:
Quitosana. M atriz polimérica:
@ Polimeros naturais: gel de
s 5 agar, caseinato de sodio.
1E) Ligacdo Cruzada I
Adsorcao Fisica e Iénica: Ligaciao Covalente:
Quitosana, galactomanana, poli(etilenoglicol)(PEG),
poli(oxido de etileno)(PEO), Poli(alcool vinilico)/dicloreto de adipoila
silica, alumina, crisotila.
\E)
®=e)|zi.ma @ G G
£ (&

S - suporte

Hexametilenodiamina e
glutaraldeido

Figura 9. Principais métodos de imobilizago de enzimas.?"*

Os métodos sao classificados em trés categorias estabelecidas na
tentativa de combinar o tipo de interacdo responsavel pela imobilizacdo e a
= . 2,21
natureza do suporte, séo eles:

e Método de adesao ao suporte: Consiste na fixagdo do
biocatalisador a um suporte insoluvel em agua, por adsorgao fisica,
por ligacdo ibnica ou covalente. Os materiais utilizados como
suporte podem ser organicos ou inorganicos sendo que 0s mais

comuns sao a silica, alumina, carvdo ativado, e varios
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polissacarideos, além de polimeros que podem ser naturais, como

agar, ou sintéticos, como o poli- 6xido de etileno (PEO).

Método de ligagao covalente cruzada : As enzimas com ligagdes
cruzadas sao macromoléculas insoluveis em agua produzidas pela
reacdo de enzimas com reagentes bifuncionais, sendo o
glutaraldeido o mais popular e usado. Os dois grupos aldeidicos do
glutaraldeido formam bases de Schiff com residuos de aminoacidos
livres da enzima formando uma rede de ligagdo cruzada. Este

processo € também conhecido como reticulagéo.

Método de imobilizagao por aprisionamento ou oclusao: Baseia-
se fundamentalmente na retencdo de enzimas no interior de uma
matriz polimérica de modo a impedir a sua liberacdo para o meio,
permitindo apenas difusdo do substrato e produtos. Neste método,
nenhuma reagao ocorre sendo um processo de retencio fisica da
enzima. Este procedimento tem a vantagem de que o biocatalisador
nao é submetido a uma modificagdo estrutural, e é protegido por

substancias de alto peso molecular.
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A Figura 10 mostra a classificagdo do método de aprisionamento ou

oclusio de enzimas.

METODO DE APRISIONAMENTO PARA IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS

Envolvimento

Envolvimento

Microencapsulagéao

em fibra em gel
|

[ | |
Monémeros Pré-Polimeros Polimeros

| | ‘

[ |

Oclusao por Ocluséo por Ocluséo por formagao Ocluséo por
Polimerizagao Polimerizagao de rede ibnica precipitagcao

Poliacrilamida Poliuretano Alginato Gelatina
Quitosana Carragena
Pectina Agar
Agarose

Figura 10. Tipos de suportes utilizados na imobilizagdo das enzimas por

envolvimento ou ocluséo.

Jesus e col. obtiveram bons resultados nos estudos sobre imobilizagao
de lipases em suportes como organo-gel, bagago de cana-de-agucar, crisotila e
gel de agar na obtencdo de alcoois opticamente ativos e aromas para a
industria de alimentos?® 2% °,

O efeito no rendimento na reacao de esterificagdo do acido laurico com
1-pentanol em n-hexano, catalisada por lipases de diferentes fontes frente a
variagdo de temperatura, utilizando dois sistemas diferentes de protecdo da
enzima, por encapsulamento e incorporacdo em polimeros foi estudado no

trabalho de Dalla Vecchia e coI.31 Muitos sistemas estudados demonstraram

boa atuacio para interagao com diversos substratos.
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Shaw e col. avaliaram a eficiéncia da imobilizacado de lipases em
diferentes suportes: PVC (poli-cloreto vinila), quitosana, quitina, agarose,
sepharose e trisacril.>*> Muitas publicagdes descrevem a investigacao de outros
suportes para imobilizacdo de enzimas.

Ruckenstein e Wang. estudaram a imobilizagdo da lipase de Candida
cilindracea em poliestireno divinilbenzeno como suporte. O material poroso foi
preparado pela co-polimerizagédo, através de ligagdes cruzadas do estireno
com divinilbbenzeno, e o efeito da razdo entre as proporgoes
divilbenzeno/estireno foi estudado. Este parametro determina a ligagéo
cruzada e consequentemente a difusdo do substrato e produtos através do
biocatalisador.®® Os autores verificaram que o aumento dessa razdo leva a um
aumento da area superficial no numero de poros pequenos, mas neste caso a
adsorcao da lipase é pequena devido o tamanho do poro ser inacessivel para a
enzima.

A cinza de casca de arroz foi usada para imobilizacdo da lipase de
Candida rugosa, mostrando boa estabilidade térmica, apesar de que neste

suporte sua atividade ter sido apenas 30% durante o processo.?" %

1.4. Imobilizagao em Gel de Pectina Citrica

O estudo desenvolvido neste trabalho trata-se da imobilizacdo por
aprisionamento, de lipases em gel de pectina. Portanto, descreve-se em
seguida alguns aspectos estruturais deste gel, evidenciando as principais

caracteristicas do suporte.
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As substancias pécticas encontram-se difundidas na natureza, fazendo
parte dos tecidos das plantas, juntamente com outros componentes como o
amido, celulose e lignina. Estas substancias sdo classificadas em trés grupos:>°

e protopectinas;
e acidos pectinicos ou pectina;
e acidos pécticos.

As protopectinas sao insoluveis em agua e, por hidrélise, originam os
acidos pectinicos ou pectina. Sua maior concentragao € observada nos tecidos
vegetais no periodo de crescimento e, portanto s&o as substancias pécticas do
fruto verde. Ja os acidos pécticos sdo compostos de acido poligalacturénico
sem metilacdo. Sao produzidos durante a supermaturacdo dos frutos e nao
apresentam capacidade de formar gel.>*3°

Quimicamente, a pectina € um heteropolissacarideo que apresenta
reconhecida capacidade de formar géis na presenga de cations bivalentes
(Mg*2 Ca*?,Sr'? , Mg*?), e com Na*e K* nao ha formacao de gel.>®

E constituida de cadeias lineares de acido galacturénico, com os grupos
carboxilicos parcialmente esterificados com o alcool metilico. A ligagao entre as
unidades de acido galacturdnico sdo do tipo & 1-4, sendo que o tamanho da
cadeia é variavel podendo incluir desde algumas unidades a varias centenas
de acido galacturénico, com um peso molecular que varia de 1.000 a
100.000.%

A molécula da pectina pode ser ilustrada como uma cadeia de acido
poligalacturénico, com grau variavel de grupos carboxilas metilados nao

mostrados. (Figura 11). %
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Figura 11. Representagdo da estrutura da pectina.

A pectina é soluvel em agua, tem como fungdes espessar, estabilizar e
especialmente, gelificar substancias. A formacdo de gel é a principal
propriedade da pectina, e dependente essencialmente das caracteristicas do
meio (pH, teor de solidos soluveis, conteudo de calcio) e do tipo de pectina

usada.>*3°

A pectina com alto grau de metilagdo (ATM) contém micelas
altamente hidratadas e com cargas negativas devidas aos grupos [-COOQO.
Para a passagem de sol a gel, deve-se efetuar a aproximagado das micelas
pela eliminagdo das suas cargas, diminuindo o pH até 2,8 — 3,5 e retirando
parcialmente a agua de hidratagcdo. Por resfriamento forma-se o gel que é
termoreversivel.

O mecanismo de interagdo do calcio na formacdo do gel esta
diretamente relacionado com a estrutura da pectina. Quando a proporcéo de

grupos carboxilas metilados da pectina é reduzida € chamada de pectina com

baixo teor de metoxilagdo ( BTM) e, portanto a proporgéo de grupos [-COQO’]
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disponiveis é elevada, as ligacbes que se estabelecem entre as moléculas
pécticas sdo idnicas e asseguradas por cations bivalentes.*>** Estas ligacées
levam ao estabelecimento de uma rede tridimensional com boas propriedades

mecanicas (Figura 12).

Figura 12. Estrutura da rede tridimensional da gelificagdo da pectina. ¥

O gel de pectina também tem sido utilizado para imobilizar
microrganismos.
A Tabela 4, mostra alguns trabalhos que utilizaram a pectina como

suporte de alguns microrganismos.
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Tabela 4. Trabalhos utilizando pectina como suporte para imobilizagdo de
microrganismos.

Biocatalisador Objetivo Referéncias
SaCChar?my ces Producéao de etanol 38
cerevisae
Rhodospirillium Producao de hidrogénio 39
rubrum molecular
Lactobacilus sp. e
Streptococcus Producéao de lactato de sédio 40
thermophilus
Propionibacterium Determinagao das
§ , . 41
shermanii propriedades fisicas do suporte
Kluyver omyces Produgéo de lactose 42
marxianus
Amiloglicosidase Hidrolise da maltose 43

O uso de sistemas imobilizados para producdo de alcool por
fermentacdo, tem recebido consideravel atengdo nos ultimos 15 anos. Em
muitos areas, enzimas ou células imobilizadas tem aplicagdes com sucesso,
por exemplo na biotecnologia de alimentos como os fermentados na industria
de vinho, laticinios, produgao de alcool, antibiéticos, acidos organicos e amino
acidos. Portanto, a implantacao de sistemas de imobilizacdo € uma ferramenta

excelente para os processos biotecnoldgicos.
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2. JUSTIFICATIVA

A imobilizacdo de enzimas em diferentes suportes € uma das técnicas
mais importantes que vem sendo utilizada na aplicagao de catalise enzimatica,
para reacgdes sintéticas em solventes organicos. A exploragdo de suportes que
oferegcam vantagens como a preservagao da atividade catalitica e seletividade,
reutilizagcdo do biocatalisador e facil separacdo do meio reacional vém sendo
atualmente objeto de estudo para aplicagdo de enzimas em meio organico.

Entre os processos quimicos de maior interesse industrial estdo as
reacOes catalisadas pelas lipases, as quais representam aproximadamente
20% das biotransformagdes realizadas atualmente.

Um grande numero de trabalhos nesta area pode ser encontrado na
literatura especializada, tendo em vista o interesse cientifico demonstrado por
diversos grupos de pesquisa, no sentido de elucidar as propriedades e o
comportamento de enzimas em meios ndo aquosos. Conseqlentemente, o
numero de rotas de sintese que incorporam um passo enzimatico torna-se
cada vez maior.

Um suporte para imobilizagdo de enzimas e microrganismos que
comecgou a ser explorado mais recentemente, € o gel de pectina. O gel de
pectina pode ser mais uma alternativa util para os quimicos sintéticos.

Portanto, neste trabalho, e em contribui¢do aos ja citados em literatura
foi estudada a formacao do gel de pectina sob diversas condigdes, e 0 seu uso
como suporte para lipases de diversas procedéncias, bem como a sua

aplicagcao na sintese de esteres alquilicos alifaticos em meio orgéanico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Utilizar o gel de pectina como suporte para imobilizagdo de lipases com

aplicagdes na sintese de ésteres, em meio organico.

3.2. Objetivos Especificos

e Preparar o gel de pectina e avaliar a influéncia da concentragao de
cloreto de calcio,na preparagdo, obtencgao e estabilidade .

¢ Avaliar a estabilidade do gel com diversas lipases.

e Avaliar a estabilidade do gel frente aos seguintes solventes
organicos: acetona, acetonitrila, 1,4 dioxano, acetato de etila, éter
etilico, cloroférmio, hexano e diclorometano, bem como os seguintes
substratos; etanol, butanol, pentanol, octanol e os acidos hexandico,
decandico e acido dodecandico (laurico) .

e Imobilizar quantidades variaveis de lipases de Candida rugosa,
Aspergillus niger, Mucor javanicus, Pancreas do porco e
Pseudomonas cepacia; Lipozyme, Palatase M, e Lipolase no gel de
pectina com maior estabilidade, e verificar a eficiéncia e estabilidade
em reagdes de esterificagdo em meio orgénico com os substratos
citados no item anterior;

e Avaliar a influéncia do tempo, quantidade de lipase e concentracéo
dos reagentes na obtencdo do laurato de n-pentila

e Estudar a possibilidade de reutilizagdo do suporte;
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4. Parte Experimental

4.1. Materiais e Métodos

As enzimas utilizadas no desenvolvimento do trabalho com suas

atividades especificas e procedéncias, estado relacionados na Tabela 5.

Tabela 5 - Enzimas utilizadas no trabalho.

Lipases Atividades Procedéncias
Especificas @)
Rhizopus oryzae ( F-AP15) 150 U/mg
Candida rugosa ( CRL) 30 U/mg
Asperqillus niger (ANL ) 120 U/mg Amano Pharmaceutical Co
Pseudomonas cepacia (PCL) 30 U/mg
Pancreas do porco (PPL) 135 U/mg
Mucor javanicus ( MJL ) 10 U/mg
Candida rugosa (CRL) 746 U/mg Sigma Chemical Co
Lipolase 100.000 u/mg
Palatase M 100 U/mg Novozymes
Lipozyme RM IM 5-6 Baun/g

(a) Atividade catalitica por grama de soélido A atividade catalitica, obtida pelos fornecedores
das lipases de procedéncia da Amano, é definida como a quantidade de enzima que libera
um pmol de acido graxo por minuto (u/g). Para a Lipolase a unidade de atividade catalitica
obtida pelo fornecedor ( Novozymes), € a mesma utilizada pelas lipases acima citadas.
Para a Lipozyme é baseada em experimento de aciddlise, e para a Palatase M, LU ¢é a
quantidade de enzima que libera um pumol de acido butirico por minuto a partir de tributina,

Os alcoois pentanol-1, butanol-1, octanol-1 e octanol-2; e os acidos
hexandico, decandico e laurico, bem como cloreto de sodio e pectina citrica, foram
de procedéncia da Vetec . Os solventes organicos acetona, acetonitrila, 1,4 dioxano,
acetato de etila, éter etilico, cloroférmio, hexano e diclorometano também foram de
procedéncia da Vetec.

A silica gel 60 para cromatografia em coluna (70 —230 mesh) foi de

procedéncia da Merck, e as vidrarias da Pyrex.
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O pHmetro utilizado foi da Micronal B-374, e as reagbes foram
realizadas em uma incubadora termostatizada com agitacéo orbital modelo TE-

420 da Tecnal.

4.2. Caracterizagdao dos Compostos

Os compostos foram analisados e caracterizados por técnicas de
espectroscopia de infravermelho (IV),e ressbnancia magnética de hidrogénio
(RMN "H), UV e por cromatografia de camada delgada (ccd) durante o decorrer
da reagao. Utilizou-se silica gel( 60HF 254 da Merck) e uma mistura de n-
hexano/acetato de etila (15:1), como eluente. Os espectros de infravermelho
foram feitos utilizando um espectrofotdmetro Perkin Elmer modelo FT-IR
16PC. Os espectros de RMN - 'H foram feitos em um espectrometro Brucker
AC 200 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno e CDCl3

como solvente.

4.3. Preparacgao e Imobilizagao de Lipases em Gel de Pectina

Géis com quantidades de 0,6g - 1,0g de pectina foram preparados,
usando solugéao tampéao de fosfato de sddio pH 7,2 (NaxHPO4, KH,PO4 0,1M)
e solugdes de cloreto de calcio com concentragdes de 0,2; 0,3; 0,5; 0,8 e 1,0 M.

O estudo da variagcdo na concentracdo de cloreto de calcio foi
necessario para investigar a influéncia deste ion na preparagdo, obtencéo e
estabilidade do gel para posteriormente ser usado como suporte para

imobilizagao de lipases.
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A preparacao do gel de pectina foi realizada em um béquer de 50 mL,
onde foram adicionados 0,8 g de pectina citrica e 9,0 mL de solugdo tampao de
fosfato de sédio, e aquecida a uma temperatura de aproximadamente 100°C. A
mistura foi agitada rigorosa e manualmente, e deixada esfriar a temperatura
ambiente (25°C). A seguir, adicionou-se ao gel 20-100 mg de lipases
dissolvidas em 1,0 mL de agua destilada.

A solugao viscosa de pectina e enzima foi adicionada a uma solucao de
cloreto de calcio para obtengdo de um gel mais rigido. O gel foi separado da

solugdo de cloreto de calcio, cortado e armazenado em hexano. (Figura 13).

1 mL de
solucdo de
enzima

0,8g de pectina +
9 mL de tampéo
fosfato pH 7,2

e i
— =

gel
dissolvido
Homogeneizacio

gel cortado

armazenamento solucio de

— t— = -sfe——— cloreto de
em hexano
] o calcioc 0,3 M

obtencédo do gel rigido

Figura 13. Preparacéo do gel de pectina.
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4.4. Preparagao do Meio Reacional

Os géis contendo as lipases imobilizadas, anteriormente cortados,
foram removidos para um erlenmeyer contendo 25 mL de hexano e
quantidades conhecidas de acido e alcool, que serdo especificadas no
decorrer do dos resultados e discussdes. As reacgdes de esterificacdo foram
realizadas em uma incubadora termostatizada com agitagdo orbital por um
periodo de 5 dias a 25°C.

As reacbes foram acompanhadas em cromatografia de camada
delgada (ccd) utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de
etila (15:1).

O meio reacional foi separado do gel e o solvente evaporado em
evaporador rotatério. O produto foi purificado por cromatografia em coluna
utilizando silica gel 60 (70 — 230 mesh) e por cromatografia em sistema a
vacuo adaptado, utilizando silica para cromatografia em camada delgada.

( Figura 14).
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Mistura da reacao

(Acido, dlcool e éster) Cadinho

filtrante

Silica para
cromatografia
camada delgada

Sistema -
devacuo

—_—

Kitassato

Figura 14 - Adaptacédo da Cromatografia de Sistema a Vacuo.

4.5. Influéncia de Diferentes Lipases, Alcoois e Acidos, Tempo e

Concentragcao dos Reagentes na Reagao de Esterificagao

Estes experimentos foram realizados utilizando quantidades variaveis
de lipases de diversas procedéncias imobilizadas em 10g de gel de pectina. Os
substratos (alcool e acido) foram inicialmente usados em quantidades
equimolares (0,01mol). Os substratos e a lipase imobilizada em gel de pectina
foram adicionados em um erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de hexano a
25°C.

As reacbes controle, isto € sem enzima imobilizada,e as com as
lipases imobilizadas foram acompanhadas por ccd e o rendimento dos

ésteres quantificados por RMN - "H. A percentagem de conversao foi calculada
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por RMN - "H, comparando a integracao do triplete em 3,2ppm correspondendo
ao —CH, do alcool com a do triplete em 4,1ppm correspondendo ao —CH, do
éster obtido como produto.
Na auséncia do biocatalisador, ndo houve a formacdao de produto
( éster) nas mesmas condigdes experimentais citadas no decorrer do trabalho.
Os detalhes de cada experimento serdo apresentados no decorrer dos

resultados e discussao.

4.6. Reutilizagao do Suporte de Gel de Pectina

Para avaliar a possivel reutilizagdo do gel de pectina, foi estudada a
reacdo do acido laurico e o pentanol-1, catalisada pela lipase de Candida
rugosa. Em um erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 25 mL de hexano, e
quantidades equimolares de pentanol-1 e acido laurico (0,01M), a 25°C por 5
dias.

Apos este periodo a reagao foi interrompida, separando os reagentes e
o produto. O gel foi lavado com o solvente, e a reagdo repetida por 5 vezes.
Em cada experimento foi determinado, o rendimento do laurato de n-pentila

por RMN - 'H.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

O trabalho utilizando o gel de pectina como suporte para imobilizagao
de lipases, foi realizado dando énfase inicialmente na sua preparagédo e
estabilidade em meio orgéanico, avaliando assim as possiveis variaveis que
podem afetar a estrutura macroscopica. Posteriormente, este sistema foi
utilizado para a preparagao de ésteres em meio organico.

Os resultados serao apresentados e discutidos na seguinte sequéncia:

o efeito da concentracido de pectina citrica e cloreto de calcio utilizados
na preparagao do gel,

e estabilidade do gel de pectina em diferentes solventes organicos,
acidos e alcoois alifaticos;

¢ avaliagdo da estabilidade do gel de pectina com as diferentes lipases
imobilizadas;

e aplicagdo do gel de pectina contendo diferentes lipases imobilizadas
na sintese de ésteres;

e efeito da concentracdo da lipase de Candida rugosa (CRL)
imobilizada em gel de pectina na reacédo de esterificagcdo do acido
laurico com n-pentanol;

e estudos de variagdo da concentracdo de acido laurico e pentanol-1
na formacao de laurato de n-pentila;

e influéncia do tempo no rendimento do laurato de n-pentila;

¢ influéncia da cadeia hidrocarbbnica dos substratos (alcool e acido)
nas reacoes de esterificacao;

e reutilizagdo do gel de pectina;

e caracterizagao dos produtos.



34

5.1 Efeito da Concentracao de Pectina Citrica e Cloreto de Calcio na

Preparagao do Gel

A consisténcia do gel de pectina esta relacionada com a interagéo de
cloreto de calcio. Com base nestas informacgdes, foram realizados estudos para
verificar qual € a melhor concentragao de cloreto de calcio e pectina citrica que
deveréao ser usados na formagao de um gel rigido e que possa ser utilizado na
imobilizagcédo de lipases com aplicagdo em meio organico.

Em um primeiro experimento, variou-se a quantidade de pectina de
0,6 - 1,0 g, fixando a concentragao de cloreto de calcio em 0,3 M em 9 mL de
solucado tampao de fosfato de sddio, pH 7,2. O uso de tampéao fosfato, bem
como o volume da solugédo usada foram baseados nos trabalhos com gel de
agar e no pH o6timo para a atividade catalitica de lipases. O valor da
concentracgdo de jons calcio esta de acordo com o trabalho de Tavares®,

As solugdes gelatinosas de pectina com as quantidades citadas acima,
foram adicionadas nas solucdes de cloreto de calcio 0,3 M previamente
preparadas, e deixadas por um periodo de 15 minutos para que os ions calcio
participem da formacdo do gel. Apdés esse tempo, os géis formados foram
separados das solugdes de cloreto de calcio por filtragao simples.

Tavares utilizou 0,1g/mL de pectina para 0,3 M de CaCl, na preparagao
do gel de pectina para imobilizagdo de leveduras, sendo que o gel formado foi
enrijecido, ap6s 24hs em contato com a solucdo salina. Este tempo € bem

maior do utilizado neste trabalho (15 minutos).?®
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Postula-se que deve haver uma concentragao 6tima de pectina citrica
para a formagao de um gel resistente e de boa difusibilidade dos substratos do
meio reacional, uma vez que a idéia é reter a enzima no meio aquoso
adequado.®

Nawawi e col. mostraram que a estabilidade e rigidez do gel esta
relacionada diretamente com a concentracdo pectina e de CaCl,. E provavel
que existam mais grupos carboxilicos livres na pectina para os ions calcio
ligarem-se, agrupando assim as cadeias poliméricas e formando um gel
rigido.**

Pela consisténcia observada, o melhor gel foi formado com com 0,8 g
de pectina citrica e 9,0 mL de solugao tampao de fosfato de sddio e 0,3M de
CaCl, . Com quantidades inferiores e superiores a 0,8 g de pectina, o gel nédo
apresentou boa consisténcia macroscopica.

A seguir, foram realizados estudos para verificar a melhor concentragao
de cloreto de calcio, considerando que a concentracdo de 0,3 M foi usada
baseando-se em trabalhos anteriores. Para efeito de padronizacdo do
procedimento experimental, foi estabelecido a concentracdo de pectina em 0,8
g em 9,0 mL de solugdo tampao fosfato de soédio. As concentragdes de cloreto
de calcio utilizadas foram de 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,8 € 1,0 M.

Este estudo comprovou que a consisténcia do gel deixado por 15
minutos em contato com solu¢cdo de concentracdo de cloreto de calcio 0,3 M,
apresentou aspecto macroscopico mais rigido quando comparado aos
formados com as outras concentracdes. Géis obtidos com concentracao abaixo

de 0,3M apresentaram-se muito maleaveis, enquanto que acima deste valor



36

ficaram muito rigidos. Fica evidente que a textura de gel é dependente da
concentracio de ions calcio em pH 7,2.

Nawawi e col . também demonstraram que a textura do gel ndo é
dependente da concentracéo de ions calcio a pH 3,0, e que com o0 aumento do
pH é possivel obter um gel com textura e propriedades desejaveis para
imobilizagdo de biocatalisadores. **

A consisténcia e estabilidade do gel € um fator importante, pois
provavelmente o processo reacional é controlado por difusdo, e um gel muito
rigido provocaria um aumento na barreira difusional o que afetaria o rendimento
das reacdes. *®

O gel de pectina de melhor consisténcia ( 0,8g pectina / 9,0 mL sol.
tampao fosfato e concentragdo CaCl, 0,3M ) foi utilizado nos experimentos

posteriores.

5.2. Estabilidade do Gel de Pectina em Diferentes Solventes Organicos,

Acidos e Alcoois Alifaticos

Apos obter as melhores condigdes experimentais para a obtencao de
um gel rigido, estes foram testados quanto a estabilidade com solventes,
alcoois e acidos organicos de diferentes polaridades. Postula-se que a lipase
estara em contato com o0 meio aquoso tamponado na rede tridimensional do
gel e, que durante a reacao reagentes e produto deverdo difundir-se do
solvente para o gel e vice-versa.

Este estudo é necessario para poder prever quais serao os solventes e

substratos que nao destruirdo o gel. Deve-se considerar que o gel é formado
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por um polimero de pectina reticulado pelos ions de calcio e estabilizado por
moléculas de agua.®®

Os resultados obtidos podem estar relacionados com parametros que
medem a polaridade dos solventes tais como constante dielétrica (€) e
coeficiente de Particéo, logP.

Solvente polares como a agua solvatam bem os ions. A constante
dielétrica mede a capacidade do solvente em atuar como isolante de carga
elétrica. Solventes com baixa constante dielétrica sdo considerados apolares, e
solventes com constante dielétrica elevada s&o polares.*

O log P é definido como o logaritmo do coeficiente de particdo de um
sistema bifasico padréo. Octanol-1 / agua, e foi introduzido como uma medida
quantitativa da polaridade do solvente. Quanto maior o log P, mais apolar é o
solvente. *

Nestes testes, o gel foi colocado em contato com diferentes solventes
organicos, acidos e alcoois por um periodo de até cinco dias a temperatura de
25°C. Apods esse tempo, a estabilidade macroscopica do gel foi avaliada

visualmente. Os resultados estio descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Estabilidade do gel pectina em diferentes solventes orgénicos,
acidos e alcoois

s . . Constante Aparéncia
olventes Coeficiente e L res ..
Organicos de part. (Log P) Dielétrica Macrosg:{)(lga
1,4 Dioxano -1,10 Destruiu o gel
Acetonitrila -0,33 37,50 Destruiu o gel
Acetona -0.23 20,70 Destruiu o gel
Acetato de etila 0,68 Boa
Eter etilico 0,85 Boa
Diclorometano 0,93 9,08 Boa
Cloroférmio 2,00 2,24 Boa
Hexano 3,50 1,84 Boa
Alcoois
Etanol -0,24 Boa
Butanol 0,80 Boa
Pentanol 1,30 Boa
Octanol 2,90 Boa
Acidos
Acido Hexanoico® 1,90 Boa
Acido Decanoico® - Boa
Acido Laurico® 4,95 Boa

(a) tempo: 5 dias; (b) 0,02 mg de acidos foram dissolvidos em 25mL de hexano.

Os resultados da Tabela 6 mostram que solventes polares com log P
menores e constante dielétrica altas, como 1,4- dioxano, acetonitrila e acetona,
provocaram altera¢des na estabilidade do gel levando a sua destrui¢ao.

O hexano, com alto log P € um dos solventes mais apolar dos
solventes testados € dos mais utilizados. Neste solvente, o gel manteve suas
caracteristicas fisico-quimicas aparentemente integras.

Os acidos e os alcoois testados n&do destruiram o gel incluindo os
compostos que apresentam valores menores de log P (-0,24). No caso do
etanol, esse resultado ndo pode ser explicado somente pelo log de P, pois
provavelmente este solvente deve estar competindo com as moléculas de agua

para manter a estrutura do gel.*’
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Estes resultados sdo coerentes com trabalhos da literatura, mostrando

que os solventes apolares sd0 os mais adequados para a biocatalise.*” !

5.3. Avaliagao da Estabilidade do Gel de Pectina com Diferentes Lipases

Apos ter sido verificada a estabilidade do gel nos diversos solventes
organicos, acidos e alcoois, foi observado o comportamento de lipases de

diversas procedéncias. Os resultados sao apresentados na Tabela 7

Tabela 7— Avaliagao da estabilidade do gel com diferentes lipases. @

Lipases Aparéncia Macroscépica do gel
Rhizopus oryzae Destruiu
Aspergillus niger Destruiu
Lipozyme IM Destruiu
Palatase M Destruiu
Lipolase Parcialmente Destruida ®
Mucor javanicus Parcialmente Destruida
Candida rugosa Boa °
Péancreas de porco Boa
Pseudomonas cepacia Boa

(a) tempo: 5 dias; (b) apés 3 dias ;hexano ( 25 mL); 100 mg de enzima 0,8g/ de gel. 25°C
(c ) CRL da Sigma e Amano

Os resultados obtidos mostraram que apds cinco dias, os géis
contendo as lipases de Rhizopus oryzae, Aspergillus niger, Mucor javanicus,
Lipozyme IM , Palatase M e Lipolase, ndo permaneceram estaveis e foram
total ou parcialmente destruidos.

A causa provavel desta destruicdo é o fato dessas enzimas possuirem
residuos de impurezas que provavelmente provocam a desmetoxilacdo das

pectinas muito rapidamente mesmo a baixas temperaturas, degradando a
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cadeia de acidos galacturdnicos, com formacao de produtos finais de
viscosidade muito baixas. ¢ *°

Outro fator importante esta nas preparagdes comerciais das enzimas,
sendo que a pureza depende das cepas usadas, meio de cultura e fatores
ambientais."” *°

Na pectina dois ter¢cos dos grupos carboxilicos estao esterificados. O
nuamero e a distribuicdo dos grupos esterificados ao longo da molécula
polimérica tem papel importante na determinagdo do grau de gelificacéo. *>°

As substancias pécticas sdo de estruturas bastante complexas e a sua
degradacdo ocorre na presenga de enzimas pécticas ou pectinoliticas. As
enzimas com propriedades de pectina esterase, removem residuos metoxilicos
de pectina com liberacido de metanol. As enzimas despolimerizantes atuam em

ligacbes glicosidicas. Algumas hidrolases (esterases) podem também atuar na

despolimerizagdo da pectina. (Figura 15).*°
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Figura15. Modo de agdo das enzimas depolimerizantes na pectina.*®

5.4. Aplicagdo do Gel de Pectina Contendo Diferentes Lipases

Imobilizadas na Sintese de Esteres

Apos ter sido realizado o teste para verificar qual é o gel mais estavel
para imobilizar as lipases, iniciou-se a sua aplicagdo na sintese de ésteres.
Para isso, foram imobilizadas as lipases de Candida rugosa, Pseudomonas
cepacia, Mucor Javanicus e Lipolase e aplicadas na reagao de esterificagao do

acido laurico com n-pentanol. (Figura 16)
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Figura 16. Reacgao de esterificagdo do acido laurico com n-pentanol com lipases
imobilizadas em gel de pectina.

As reagdes foram monitoradas durante 120 h por cromatografia em
camada delgada (ccd) utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila
(15:1) como eluente. O valor de Rf do éster foi de 0,58,0,46; e 0,46 para os
ésteres derivados dos acidos laurico, hexandico e decandico. Apds o periodo
de 5 dias, o éster foi isolado e quantificado por RMN-"H.

O melhor rendimento do éster foi observado utilizando a Lipolase,
(96%), seguido da lipase de Candida rugosa Sigma (40%), de Mucor javanicus
e de Pseudomonas cepacea (9%).

A Lipolase com atividade especifica de 100.000 u/mg, é que formou o
laurato de n-pentila com maior rendimento, demonstrando assim que a
atividade especifica da enzima é um fator importante na obtencdo do produto.
Apesar do laurato de n-pentila ter sido obtido com bom rendimento, o gel com a
Lipolase foi parcialmente destruido apds o terceiro dia de reacdo. A Lipolase,
que é fornecida na forma liquida, pode conter substancias que proporcionam a

destruicdo do gel.*®
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Trabalhos anteriores demonstraram que lipases imobilizadas em outros
géis como o organo-gel e o de agar, também formaram os ésteres alquilicos
incluindo o laurato de n-pentila com étimos rendimentos (> 99%).24%°

Assim, no desenvolvimento deste trabalho a lipase de Candida rugosa
foi a escolhida para prosseguir com os experimentos. Mesmo ela tendo sua
atividade especifica inferior quando comparada com a Lipolase, o gel com esta

lipase imobilizada apresentou maior estabilidade em hexano durante o

processo (5 dias, 25°C).

5.5. Efeito da Concentracao da Lipase de Candida rugosa na Reacao

de Esterificagdo do Acido Laurico com n-pentanol.

A lipase de Candida rugosa (CRL), com diferentes atividades especificas e
procedéncias (Amano, 30u/mg e Sigma,746u/mg) foi imobilizada no gel de pectina
nas mesmas condigcdes descritas anteriormente e aplicadas na reagao de
esterificacdo do acido laurico com o n-pentanol, variando-se a concentracdo. Os

resultados sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17. Efeito de concentragédo de lipases de Candida rugosa na obtengdo de

laurato de n-pentila, a 25°C. ¢ CRL/Sigma M CRL/ Amano
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O aumento na concentracao de enzima foi da ordem de 20 mg (40, 60,
80 e 100 mg ) em cada experimento, porém o aumento do rendimento de
laurato n-pentila nao foi linear. Observou-se que os rendimentos dos ésteres
aumentaram com a concentracdo de CRL, independente de sua procedéncia.
Com ambas lipases estes valores ndo aumentaram substancialmente a partir
80 mg/ 10g de gel.

Com a lipase da Sigma os rendimentos de éster foram um pouco
superiores em relacdo aos da Amano. Este resultado pode estar relacionado
com a atividade da lipase da Sigma (746u/mg ) que é muito superior a da

Amano (30u/mg).

5.6. Efeito da Concentragio do Acido Laurico e n-Pentanol

Este estudo foi realizado para verificar qual € a influéncia da variagao da
concentragao dos substratos ( razdo molar 1:1) para a formagéo do laurato de n-
pentila.

As seguintes quantidades de substratos foram usadas: 0,005, 0,01, 0,02
e 0,03 M de cada um dos reagentes, e 100 mg de CRL( Sigma ) imobilizada em
10,0 g de gel de pectina e [ CaCl, ] 0,3M. As reagdes foram realizadas a 25°C
por 5 dias. Os resultados obtidos em termos de conversdo em éster séo

apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Conversdo em laurato de n-pentila em fungdo da concentragdo dos

substratos [1:1] catalisada pela CRL(100mg) imobilizada em gel de

pectina a 25°C.

Pela Figura 18, observa-se que com 0,01 M de pentanol-1 e de acido
laurico, a conversao em éster foi de 60%. A conversao diminuiu para 10% com
0,02 e 0,03M de reagentes e a partir deste valor permaneceu constante.
Concentragdes molares inferiores a 0,01M de substratos, também levaram a
formagao do produto com baixa conversao ( < 20% ).

Estes resultados podem estar associados ao fato de que os substratos
polares podem se acumular no microambiente aquoso da enzima, € que 0
acumulo da concentragdo pode causar a desnaturagdo da proteina diminuindo
assim sua atividade. Resultados semelhantes foram obtidos por Krishna e col. na

obtenc&o do acetato de iso-amila catalisada pela lipase de Rhizomucor miehei.
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5.7. Influéncia do Tempo na Percentagem de Conversao do Laurato de n-
Pentila

Neste estudo foi avaliado a influéncia do tempo na reacéo de esterificagdo
do acido laurico e 1-pentanol catalisada pela CRL(Sigma). Os resultados obtidos

podem ser observados na Figura 19.
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Figura 19. Influéncia do tempo na conversdo em laurato de n-pentila, catalisada

pela CRL [ 100mg/10g do gel ] a 25°C, [substratos] = 0,01M

Observa-se, um aumento na conversdo em éster no decorrer dos 5 dias,
poréem a taxa deste aumento n&do € constante, Provavelmente, se o tempo de
reacao for maior, devera também ser observado uma percentagem de conversao
maior em éster.

Uma outra maneira de melhorar o rendimento do produto, seria aumentar

a temperatura. Porém, acima 30° C o gel de pectina torna-se muito maleavel o
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que dificultaria o isolamento do produto e, portanto estes experimentos nao foram
realizados.

Outra questdo a ser avaliada € como a variagdo na estrutura dos
substratos influéncia no rendimento dos ésteres formados por este processo

biocatalitico.

5.8 Influéncia da Cadeia Hidrocarb6onica dos Substratos nas Reagoes

de Esterificacao

Este estudo teve como objetivo verificar a influéncia do tamanho da
cadeia alquilica dos acidos e alcoois na catalise pela lipase de Candida rugosa
imobilizada no gel de pectina.

Inicialmente avaliou-se a influéncia do tamanho da cadeia do &cido.
Foram utilizados os acidos hexandico, decandico e o laurico (dodecandico) na
reacdo de esterificacdo com o 1-pentanol. Os resultados podem ser

observados na Figura 20.
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Figura 20. Conversdo (%) em alcanoatos de pentila em fungdo do numero de
carbonos na cadeia alquilica dos acidos com pentanol-1. CRL
100mg/10g de gel, 25°C, 5 dias,[substratos] 0,01M.

Sabe-se que para ocorrer a catadlise, a enzima forma inicialmente o
complexo “enzima substrato” (ES), para depois formar os produtos. Estes
resultados demonstram um favorecimento do acido laurico na formagcdo do
complexo acil-enzima em relagao aos acidos hexandicos e decandicos. Nestas
condigdes, a conversdao em ester com acido laurico foi de 60%, com o
decandico 54%, e com o hexandico de apenas 7%.

Estudos feitos anteriormente, demonstraram que os substratos devem
“difundir- se ” pelo gel, onde se localiza a enzima e apds a reagao, os produtos
devem retornar ao meio externo, ou seja, para fase organica. ¥ O &cido
laurico possui log de P superior a 4, indicando que ndo ha pertubacdo na
camada de agua deixando o biocatalisador no seu estado ativo.*®

A influéncia da cadeia alquilica dos alcoois na obtencao de laurato n-
alquilas também foi avaliada para a reacao catalisada pela lipase Candida

rugosa (Sigma) imobilizada em gel de pectina. Os alcoois usados foram
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butanol-1, pentanol-1, octanol-1 e decanol-1. Os resultados séo apresentados na

Figura 21.
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Figura 21. Conversao(% ) em lauratos de alquila em fungdo do nimero de carbono

na cadeia alquilica do alcool. a 25°C por 5 dias. CRL 100mg/10g de gel
25°C, 5dias

Este estudo demostrou que a maior converséo foi obtida na formagao
do laurato de n-pentila ( 60%). Os outros ésteres derivados do n-butanol, n-
octanol, e n-decanol apresentaram conversbes de 44, 51 e 55%,
respectivamente ndo significando uma diferenga substéncial, sendo que foi
observado um aumento na conversao utilizando alcool de cinco atomos de
carbono, e este aumento pode ser atribuido a uma melhor interacdo deste
substratos com o sitio ativo da enzima.*®

O efeito da pequena diminuicdo na conversdao em produto causado
pelo aumento da cadeia carbbénica do alcool ( acima de cinco atomos de
carbono), pode ser atribuido a dificuldade de reconhecimento do substrato
(alcool) pela enzima, ou seja os de cadeia carbbnica maiores s&o
estericamente mais impedidos e ndo se alojam eficientemente no sitio ativo

da enzima para que possa ocorrer catalise.
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5.9. Reutilizagao do Suporte de Gel de Pectina

O gel de pectina foi usado por 5 vezes em reagdes de esterificagdo do
acido laurico com pentanol-1 utilizando a lipase de Candida rugosa. Este
procedimento teve como objetivo verificar a eficiéncia e estabilidade da enzima

imobilizada neste gel, apds sucessivas reutilizagdes.Os resultados obtidos sao

mostrados na Figura 22.
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Figura 22. Conversdo(%) em laurato de n- pentila em fungdo do numero de

reutilizagbes do suporte, [substratos] = 0,01M; [CRL] =100mg / 10g gel;
25°C, 5 dias

Observa-se na Figura 22, que ocorreu uma queda brusca na
conversdo, indo de 60% para 35% apds a primeira reutilizagdo, e depois
manteve-se praticamente constante sendo de 29%, 24%, 25%
respectivamente apds a quinta reutilizacao.

Apds a terceira reutilizagdo houve uma mudanga na cor do gel, ficando
opaco o que pode estar associada a modificacdo estrutural.*® Este resultado
pode também ser devido a dessorgdo de enzima do gel para o meio organico.

Para comprovar esta hipétese, deve-se efetuar andlises do solvente organico
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que ficou em contato com o gel através da espectroscopia de UV ( A max

CRL= 266nm ).

5.10 . Géis Utilizados para a Imobilizacao de Lipases

A preparagao do gel de pectina é facil, nao téxico e estavel em diversos
solventes e substratos organicos. As reagdes de esterificagdes utilizando
lipases imobilizadas em gel de agar foram realizadas em 12 dias para obter
éster alifaticos, enquanto que em organo-gel a reacao foi feita em 2 dias.?®

Em gel de pectina as reagbes foram realizadas em 5 dias com
conversdes maximas de 60% com a CRL da Sigma.

A capacidade de reutilizar um catalisador imobilizado ou n&o, € um
fator importante quando se considera a aplicagao pratica do método de sintese.
O gel de pectina no qual as lipases foram imobilizadas mostrou ser um suporte
importante para obtencdo de produtos quando comparado com o0s outros
citados na literatura.?"?®

Neste caso, também foi possivel reutilizar o sistema, porém a partir da
terceira reutilizacdo as conversdes em ésteres foram menores.

Na literatura, varios materiais poliméricos que formam géis foram
utilizados para a imobilizacdo de lipases e/ou outros biocatalisadores. Entre
eles, cita-se o gel de agar, agar-galactomanana, hidro-géis, organo-gel e
quitosana. 21#43'

Neste trabalho, foi usado o gel de pectina estabilizado por ions Ca*?. E

dificil fazer uma comparacgao direta entre este sistema com os descritos na

literatura, pois cada suporte é formado por materiais diferenciados, e
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apresentam caracteristicas préoprias de estabilidade e rigidez em relagcéo a
solventes, substratos organicos e a temperatura.

Sabe-se que através da imobilizagdo de lipases em hidro-gel, gel de
agar-galactomanona, organo-gel, quitosana, gel de carragenana foi possivel
preparar varios ésteres alifaticos, como propanoato, butanoato, acetato de 2-
metilbutila e outros, sendo estes compostos de grande aplicagéo industrial

como flavorizantes ou aromatizantes na industria alimenticia. 2°°3
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5.11 Caracterizagcao dos Produtos

As analises espectroscopicas de IV e RMN de ‘H foram realizados
para todos os produtos obtidos nas reacdes de esterificagao.

A Figura 23 mostra o espectro de IV para o laurato de n-pentila,
obtidos na reagao utilizando 100mg de enzima CRL/10g de gel.

S&o observadas as bandas caracteristicas de estiramento da carbonila
(C=0); do éster em 1730 cm™ , as de estiramento da ligagdo C-H dos
carbonos alifaticos na regido de 2980 —3000 cm™'; a de estiramento do grupo
-CH, — CO-OR em 1200 cm ', e as de deformacdo das ligagdes C-H dos
carbonos alifatico na regido de 1000 cm™.

A Figura 24 mostra o espectro RMN -'H para laurato de n-pentila.
Observa-se em (a) 4,1ppm um triplete referente a 2H de CH,OOC-; em
(b)2,3 ppm um triplete referente a 2H do grupo R - CH, - COO - ( prétons
vizinhos a carboxila ); em (c ) 1,0-1,5 ppm um multiplete referente a 24H dos
grupos -CH,- da cadeia alquilica do éster, e em (d ) 0,9 ppm um ftriplete

referente aos 6H dos grupos CHj; terminais .
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Figura 24 Espectro de RMN - 'H do laurato de n-pentila, CDCl; (200 MHz)

Os demais ésteres, também foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas de IV e RMN, e os dados sao apresentados a seguir.

Laurato de n-butila; RMN de 'H ( ® ppm, CDCl3;, TMS ) 4,0 (t, 2H,

CH00), 2,2 ( t, 2H, CH,COO), 1,3-1,6 ( m, 22H, CH, ), 0,9 ( t, 6H,

CHa); IV ( Filme )1735 cm™ ( estiramento C = O, éster ).

Laurato de n-pentila; RMN de 'H (& ppm, CDCls, TMS ) 4,1 (t,2H,
CH,00C ), 2,3 t,2H, CH,00), 1,2 - 1,8 (m,24H, CH;), 0,8 (t,6H,CH3);
IV ( filme) 1736 cm™  (estiramento C = O, éster ).

Laurato de n-octila; RMN de 'H (& ppm,CDCl;, TMS ) 4,1(t,2H,
CH,00C), 1,2-1,7 ( m,30 H, CHz ), 0,9 (t, 6H, CH3); IV ( filme) 1736

cm™’ (estiramento C = O, éster ).
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Laurato de n-decila ; RMN de 'H (0 ppm, CDCl3, TMS ) 4,1 (t,2H,
CH,00C), 2,3 (t,2H, CH,00C),1,2-1,8(m,34H, CH,),0,9 (t,6H,CH3); IV

(filme) 1736 cm™ (estiramento C = O, éster ).

Hexanoato de n- pentila; RMN de 'H (& ppm, CDCls, TMS ) 4,1 (t,2H,
CH,00C), 2,3 (t,2H, CH,0O0C ), 1,3 =1,8(m, 12H, CH>), 0,9 (t,6H,CH3);

IV (filme) 1735 cm™  (estiramento C = O, éster ).

Decanoato de n-pentila; RMN de 'H (& ppm, CDCls, TMS ) 4,0 (t,2H,
CH,0O0C ), 2,2 (t2H, CH,COO ), 1,2-1,7(m,30H, CH, ), 0,8
(t,6H,CHa);IV ( filme) 1736 cm™ (estiramento C = O, éster ).
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6. CONCLUSOES

A partir dos estudos realizados pode-se concluir que :

Para a preparagao do gel de pectina ha uma relagéo direta com a
concentragédo de cloreto de calcio para se obter um gel com boas
caracteristicas macroscopicas para imobilizacado de lipases, sendo
que o mais rigido foi obtido com 0,8g de pectina/9,0mL tampéo
fosfato de sddio e [CaCl, ] 0,3M.

O gel de pectina mostrou boa estabilidade em diversos solventes
organicos, acidos e alcoois de baixa polaridade. Substratos e/ou
solventes mais hidrofilicos ( por ex. acetona ), destruiram o gel.

A estabilidade do gel de pectina com diferentes lipases
imobilizadas, depende da procedéncia das mesmas sendo que 0s
mais estaveis foram com as lipases de Candida rugosa, Mucor
Javanicus, Pseudomonas cepacea e Pancreatica do porco.

A atividade especifica da enzima é um fator determinante no
rendimento do produto. A maior conversdo em produto foi
observada com a Lipolase sendo de 96%, seguido da lipase de
Candida rugosa (40%), e de Mucor javanicus e Pseudomonas
cepacea (9%).

As conversdes em laurato de n-pentila foram maiores utilizando a

CRL da Sigma( 60%) imobilizada neste gel.
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A melhor concentracdo dos substratos acido laurico e n-pentanol
para a obtencao do éster foi 0,01M. Concentracdes inferiores e
superiores a este valor formaram éster em menores conversoes

A conversao em laurato de n-pentila aumentou com o tempo de
reacao, o que € um resultado esperado.

Foi observado a influéncia do tamanho da cadeia alquilica dos
acidos e alcoois na obtengdo dos ésteres alquilicos. A maior
conversao foi obtida para o laurato de n-pentila (60%).

O gel de pectina pode ser reutilizado por cinco vezes, sendo que
apods a primeira reutilizagado o rendimento do éster foi de 35%. Apos
a terceira reutilizagcdo observou uma modificagdo na estrutura
macroscopica do gel ( tornou-se opaco).

As analises espectroscopicas de infravermelho e RMN de 'H
confirmaram a obtencao dos ésteres.

Finalmente, pode-se concluir, que os resultados apresentados
neste trabalho indicam que a metodologia utilizada ¢é mais uma
alternativa viavel para imobilizacdo de lipases e obtencdo de

ésteres em condi¢des brandas de reagao.
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