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RESUMO

DALLA-VECCHIA, Roberto. Imobilizagdo de Lipases em Materiais Polimericos:
AplicacBes na Sintese de Esteres. Florianopolis, 2004. 148p. Tese (Doutorado em
Quimica Organica) — Programa de P6s Graduagdo em Quimica, UFSC, 2004.

Neste trabalho lipases de diferentes fontes foram imobilizadas nos polimeros xantana (XAN),
poli(acido acrilico) (PAA), carboximetilcelulose (CMC), poli(4-estirenossulfonato de sodio) (PSS),
poli(alcool vinilico) (PVA), poli(1-vinilpirrolidona-co-acetato de vinila) (P(VP-co-AV),
galactomanana (GAL), e blendas de CMC/PVA (50:50), GAL/XAN (50:50) e PSS:PEO (80:20).
Estes sistemas foram utilizados como biocatalisadores em reacgdes de esterificaco. Foram avaliados
parametros tais como tempo, temperatura de reacdo, concentracdo de enzima no suporte, varia¢do
da razdo molar acido:alcool, efeito do doador acila e tamanho da cadeia do alcool. Foi, também,
verificada a aplicacdo preliminar destes sistemas para a transesterificacdo enantiosseletiva do
acetato de vinila com (R,S)-2-hexanol catalisada pela lipase de Pseudomonas sp. A imobilizacéo foi
realizada mediante dissolu¢do do polimero em &gua e adigdo do biocatalisador, com posterior
evaporacdo do solvente para a formacdo e obtencdo dos suportes (lipase/polimero). Estes foram
caracterizados, e a presenga da enzima foi constatada através de Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV) e andlises térmica (TGA). As lipases utilizadas foram as de Rhizomucor miehei
(LRM), Mucor miehei (LMM), Termomyces lanuginosus (LTL), Aspergillus niger (LAN), Rhizopus
oryzae (LRO), Candida rugosa (LCR), Mucor javanicus (LMJ), Pseudomonas sp e pancreatica de
porco (LPP). As micrografias de MEV para a LRO e LMJ imobilizadas em CMC, PVA, GAL,
XAN e PSS mostraram uma homogeneidade completa do suporte e que as enzimas estdo
localizadas preferencialmente na superficie dos polimeros. Os resultados de analises térmicas
(TGA), indicaram que a presenga da enzima provocou uma pequena desestabilizagdo nestes
sistemas. N&o foi verificada dessor¢do de LRO e LMJ imobilizadas em CMC e PVA para o0 n-
hexano, mesmo ap6s 66h. As porcentagens de dgua nos suportes variaram de 4,0-18%. A formacgéo
do laurato de n-pentila catalisada pelas lipases de diferentes procedéncias imobilizadas, foi
dependente do tipo de suporte e fonte de enzima. A esterificagdo do acido laurico com n-pentanol
catalisada pela LRO e LMJ foi dependente do tempo e temperatura reacional, concentragdo de
enzima no suporte e solvente. No estudo da variacdo da concentragdo molar dos substratos, ocorreu
uma diminui¢do da porcentagem de conversdo em concentragdes de alcool superiores a 0,20M. A
LRO imobilizada em CMC, PVA, GAL, XAN, CMC/PVA GAL/XAN e PSS:PEO manteve sua
atividade, formando o laurato de n-pentila em altas porcentagens de conversdo (70-99%), mesmo
apos oitenta dias de armazenagem no solvente(n-hexano) e com dez ciclos reacionais. A reacdo de
esterificacdo catalisada pela LRO e LMJ imobilizada em CMC, foi dependente do tamanho da
cadeia do doador acila e do alcool. Na reacdo de transesterificagdo do acetato de vinila com (R,S)-
2-hexanol, a enantiosseletividade da LPS na forma livre foi sempre maior (E=65) comparando-se
com a imobilizada em GAL, CMC/PVA e GAL/XAN(E=13-27). A partir dos resultados obtidos,
conclui-se que os polimeros usados podem ser utilizados para imobilizacéo de lipases, pois formam
filmes homogéneos, as enzimas mantiveram sua atividade catalitica, e ésteres alquilicos foram
obtidos com boas percentagens de conversdo. Finalmente, polimeros sintéticos e naturais sao
materiais alternativos para imobilizacdo de enzimas.

Palavras-chave: lipase, imobilizacao, polimeros, esterificacéo e resolugéo.
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ABSTRACT

DALLA-VECCHIA, Roberto. Lipases Immobilization in Polymeric Materials:
Applications in Esters Synthesis. Florianopolis, 2004. 148p. Tese (Doutorado em
Quimica Organica) — Programa de P6s Graduagdo em Quimica, UFSC, 2004.

In this work lipases from different sources were immobilized in polymers such as xanthan (XAN),
poly(acrilic acid) (PAA), carboxymethylcellulose (CMC), poly(sodium 4-styrenessulphonate)
(PSS), poly(vinyl alcohol) (PVA), poly(vinyl 1-vinylpyrrolidone-co-acetate) (P(VP-co-AV),
galactomannan (GAL), and CMC/PVA (50:50), GAL/XAN(50:50) and PSS:PEO(80:20) blends.
These systems were used as biocatalysts in esterification reactions. Parameters such as time,
reaction temperature, enzyme concentration in the support, acid:alcohol molar ratio, acyl donor and
alcohol chain length were evaluated. A preliminary application of these systems in the
transesterification of vinyl acetate with (R,S)-2-octanol catalysed by lipase from Pseudomonas sp,
was also evaluated. The immobilization was performed by polymer dissolution in water and enzyme
addition, with further solvent evaporation for forming and obtaining the systems (lipase/polymer).
These were characterized, and the presence of the enzyme confirmed by using scanning electronic
microscopy (SEM) and thermal analysis (TGA). The lipases used were from Rhizomucor miehei
(LRM), Mucor miehei (LMM), Termomyces lanuginosus (LTL), Aspergillus niger (LAN), Rhizopus
oryzae (LRO), Candida rugosa (LCR), Mucor javanicus (LMJ), Pseudomonas sp and pig
pancreatic (LPP). The SEM micrographies for LRO and LMJ immobilized in CMC, PVA, GAL,
XAN and PSS showed a complete support homogenity and the special location of the enzyme in the
polymer surface. Thermal analysis results (TGA), showed that the enzymes caused a small
destabilization in these systems. The desorption of LRO and LMJ immobilized in CMC and PVA to
n-hexane was not observed, even after 66h. The water percentage in the supports ranged from 4,0-
18,0 %. The formation of n-pentyl laurate catalysed by the various immobilized lipases, was
dependent on the support and lipase sources. The reaction catalysed by LRO and LMJ was
dependent on reaction time and temperature, enzyme concentration in the support and solvent. In
the study of substrates molar concentration, a decrease in conversion for alcohol concentration
higher than 0.10 M was observed. LRO immobilized in CMC, PVA, XAN, CMC/PVA, GAL/XAN
and PSS/PEO retained its activity forming n—pentyl laurate in high conversions (70-99%), even
after eigthy days of storage in n-hexane and after ten reactional cycles.The esterification reaction
catalysed by LRO and LMJ immobilized in CMC was dependent on the acyl donor and alcohol. In
the transesterification of vinyl acetate with (R,S)-2-octanol catalysed by lipase from Pseudomonas
sp, the LPS enantioselectivity in a free form was superior (E=65) to the one immobilized in GAL,
CMC/PVA and GAL/XAN (E=13-27). From these results, it is concluded that these polymers can
be used for lipases immobilization, for they form homogeneous films, the enzymes retain their
catalytic activity and alkyl esters were obtained in good conversion degree. Finally, synthetic and
natural polymers are alternative materials for enzymes immobilization.

Key-words: lipase, immobilization, polymers, esterification, resolution.
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1. INTRODUCAO

1.1 Enzimas

Muito da histéria da bioquimica se refere a pesquisa em enzimas. A catalise
bioldgica foi reconhecida e descrita no final de século XVIII no estudo da digestdo da carne
pela secrecdo estomacal. A pesquisa continuou no século X1X com o estudo da conversdo
do amido em acUcar pela saliva e varios extratos de plantas. Em 1850, Louis Pasteur,
concluiu que a fermentacdo do aglUcar em alcool por levedura é catalisada por fermentos.
Pasteur postulou que estes fermentos eram inseparaveis da estrutura da célula viva da
levedura. Esta idéia perdurou por varios anos. Em 1897, Eduard Biichner descobriu que o
extrato da levedura pode fermentar o agticar em alcool, comprovando que a fermentacgao foi
promovida por moléculas que mantém suas fungGes mesmo quando removidas das células.
Frederick W. Kiihne, em 1878, denominou estas moléculas de enzimas (do Grego: en, em +
zyme, levedura)®.

Em 1926 James Sumner’s isolou e cristalizou a primeira enzima, a urease, que
catalisa a hidrdlise da uréia em NH3 e CO,, demonstrando que este cristal consistia de uma
proteina. A natureza protéica ndo era muito aceita até 1930, quando John Northrop e Moses
Kunitz mostraram que existe uma correlacao direta entre a atividade enzimatica de cristais
de pepsina, tripsina e quimiotripsina e a quantidade de proteina presente. A partir desta
data, foi amplamente demonstrado que enzimas sdo proteinas, isto €, sdo formadas por
longas cadeias de amino&cidos ligados entre si através de ligagOes peptidicas. Atualmente,
sdo conhecidas algumas moléculas de RNA que sdo chamadas de ribozimas, que sao

catalisadores durante o seu préprio processamento®.
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O termo biotransformacdo pode ser aplicado para modificacbes especificas ou
interconversao na estrutura quimica realizada por enzimas presentes em células ou na forma
isolada. A biotransformacédo difere da fermentagdo, na qual o substrato é convertido a
produtos através de um caminho metabélico bastante complexo na célula.’®

As enzimas podem ser encontradas em células animais ou de plantas, bem como em
microorganismos. Entretanto, quando a permeabilidade da membrana celular é insuficiente
para a passagem do substrato ou quando acontecem reacOes laterais indesejaveis, €
necessario conduzir a biotransformag&o com enzimas isoladas ou purificadas”.

As enzimas apresentam vdrias propriedades que as tornam atrativas como
catalisadores para biotransformagfes. S&o catalisadores versateis, existindo um processo
enzimatico equivalente com os Vvarios tipos de rea¢des organicas. Diversos processos no
metabolismo animal sdo regidos por enzimas. As vantagens de se utiliza-las como

catalisadores sido®:

P Alta velocidade de reacgéo: as velocidades de reagOes catalisadas, enzimaticamente,
podem ser de 10° a 10™ vezes mais rapidas que as correspondentes néo catalisadas.

P Atuam em condicdes suaves: as reages ocorrem em condicdes suaves de temperatura,
abaixo de 100°C, sob pressdo atmosférica e num meio de pH e concentragdo salina
praticamente constante. Estas condigbes minimizam problemas de isomerizagéo,
racemizacao e rearranjos, que frequentemente permeiam a metodologia tradicional.

P Apresentam diversos tipos de seletividade: quimiosseletividade, regiosseletividade e
diastereoseletividade, e também enantiosseletividade. As reacdes raramente formam

subprodutos.
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P Capacidade de regular processos: a atividade catalitica de muitas enzimas varia
dependendo da concentracao de outras substancias que ndo sao seus substratos.
P Catalisam um grande nimero de reagdes: como aceleram a velocidade da reagdo sem

alterar o equilibrio termodin&mico, elas podem catalisar um grande numero de reagdes.

Porém, estes biocatalisadores apresentam algumas desvantagens, tais como:

S&o encontrados na natureza somente com uma forma enantiomérica, a forma L.
Requerem controle dos pard@metros reacionais, tais como temperatura e pH.
Apresentam uma maior atividade catalitica em agua;

S&o propensos a sofrer inibicdo por agentes quimicos e fisicos.

Podem causar alergias.

A atividade catalitica depende da integridade da conformacao da enzima nativa. Se
uma enzima é desnaturada ou dissociada em sub-unidades, a atividade é diminuida. Assim
a estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria sao essenciais para tal propriedade.

Enzimas, como outras proteinas, apresentam massa molar em torno de 14 a 100
KDa. Algumas necessitam de componentes quimicos adicionais, denominados de cofatores,
para auxiliar na atividade catalitica. Estes cofatores podem ser um ou mais ions
inorganicos, tais como; Fe**, Mg®" ou Zn*, um complexo organico ou um componente
metalorganico denominado coenzima. Muitas vezes a combinagdo entre uma coenzima ou
um ou mais ions metalicos se faz necessaria para a atividade. Quando uma coenzima com
um ion metélico esta interagindo firmemente ou ligada covalentemente a uma proteina, este

é denominado grupo prostético. Algumas enzimas sdo modificadas por fosforilacéo,
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glicosilacéo ou por outros processos. Muitas destas alteragGes sdo importantes para regular
a atividade™?.

A Uni&o Internacional de Bioguimica e Biologia Molecular (IUBMB) j& reconheceu
3.000 diferentes enzimas. A cristalizacdo de varias tem sido obtida e determinada a
sequéncia de aminoécidos, bem como a estrutura tridimensional, através de cristalografia
de raios-X e RMN-2D**,

A IUBMB divide as enzimas em seis grandes classes, e cada uma em subclasses de
acordo com o tipo de reacdo que a mesma catalisa. Entretanto, a aplicacdo em quimica
organica se restringe a cinco grupos, e as enzimas hidroliticas sdo as mais utilizadas por ndo

requererem cofatores. (Tabela 1)°.

Tabela 1 — Classificacdo das enzimas de acordo com a [lUBMB.

NUmero Classe Tipo de reacéo catalisada Subclasse
1 Oxidoredutases Transferéncia de elétrons ou remocdo Hidrogenases, oxidases,
de hidrogénio. peroxidases.
2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos. Transaldolases,

transcetolases.

3 Hidrolases Reacdes de hidrolise. Estearases, lipases,
peptidadases, fosfatases.

4 Liases ReacOes de adicdo de grupos a dupla Descarboxilases,
ligacdo ou formacdo de duplas ligagcBes cetodcidoliases, hidroliase.
por remogéo de grupos.

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro da Racemases, epimerases,
molécula para produzir isbmeros. oxirredutases, mutase.
6 Ligases Formacdo e clivagem de ligagbes C-C,

C-S, C-O e C-N e ésteres de fosfato.
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A funcdo de um catalisador é diminuir a barreira de energia entre os reagentes e
produtos. Esta habilidade é devida a capacidade de aproximar os substratos em uma
orientacdo tal que favoreca a formacdo do complexo enzima-substrato (ES), para

posteriormente formar os produtos (Figura 1)

C Suhstrato Produtos O
=l -:-"'-'-.i O

Complexo
Enzima-Substrato

ko
[ES] — = E + P

Figura 1 — Modelo esquematico da reagcdo entre uma enzima e substrato.

Na literatura sdo mostrados alguns modelos para entender a catalise enzimatica. Os
modelos mais ilustrativos s&o>;
Mecanismo Chave e Fechadura, desenvolvido por Emil Fischer em 1894.
Este modelo assume que a enzima e seu substrato interagem
mecanisticamente como “chave e fechadura”.
Mecanismo do Encaixe Induzido, mostrado por Koshland Jr. no final da
década de sessenta. Este modelo assume que durante a aproximagédo de um

substrato para a formacdo do complexo ES, a enzima modifica a sua
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conformacédo pela influéncia da estrutura do substrato, como uma capa ao
redor do hdspede.

Teoria da “Desolvatacdo” e “Substituicdo-Solvata¢cdo” mostrada por M.J.S.
Dewar, que assume uma racionalizacdo diferente para explicar as altas
velocidades de conversdo das reages enzimaticas.

Na teoria da “desolvatacdo” assume-se que as cinéticas de reacles
enzimaticas sdo semelhantes com as em fase gasosa. Se uma molécula de
substrato entra no sitio ativo, ela substitui todas as de agua presentes. Entéo,
esta reacdo seria semelhante a uma em fase gasosa, pois ndo sofreria 0s
distarbios causados pelo solvente. Esta teoria tem sido recentemente
estendida para a “substituicdo-solvatacdo”. Esta baseada na suposic¢ao que a
enzima ndo seria capaz de retirar a agua que esta rodeando o substrato, por
efeito de “desolvatacdo” do substrato, porque isto é energeticamente
desfavoravel. O solvente, neste caso, é deslocado para outro ambiente
(provavelmente o sitio ativo) chamado de “solvatagdo-substituicdo”. Assim
0 substrato hidrofébico substitui a &gua do sitio hidrofobico da enzima.
Regra dos Trés Pontos, criada por A. G. Ogston. Este modelo esta sendo
amplamente utilizado para explicar a enantiosseletividade das enzimas. Para
se obter um alto grau de enantioselecdo, um substrato tem que ser mantido
firmemente no espago tridimensional. Como consequéncia, deve haver no

minimo trés pontos diferentes de ligacdo do substrato no sitio ativo.
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A aplicacdo de biocatalisadores na industria € objeto de muitas investigagdes,
devido a alta atividade catalitica em comparacdo com os catalisadores convencionais e ao
fato de atuarem com alta eficiéncia e em condicGes reacionais bastante suaves. Apesar
destas vantagens, o uso para aplica¢fes industriais ainda é limitado, devido a instabilidade
destes nas condicdes operacionais requeridas e/ou na dificuldade de separacdo dos
substratos e produtos”.

A utilizacdo de enzimas como catalisadores em reacdes sintéticas em meio de
solventes organicos ndo € recente; as primeiras publicagcGes a respeito deste assunto sdo do
inicio do Século XX. Entretanto, o interesse por estes sistemas ressurgiu apés a publicacéo
dos trabalhos de Zaks e Klibanov no inicio dos anos 80%°. As enzimas tinham pouca
utilidade em sintese organica, devido principalmente a idéia pré-concebida de que somente
0 meio aquoso era propicio para manter a sua conformacao estrutural cataliticamente ativa.
Entretanto, sabe-se atualmente que muitas enzimas (ou complexos enzimaticos) sdo
cataliticamente ativas em ambientes hidrofobicos naturais com eficiéncia similar aquela
encontrada em solugbes aquosas, ou em certos casos, até superior. Acredita-se, que as
enzimas sejam cataliticamente ativas em meio organico porque permanecem na sua forma
original. Esta caracteristica deve-se em parte as interacdes eletrostaticas entre 0s grupos
integrantes da enzima que aumentam em solventes organicos devido a baixa constante
dielétrica da maioria dos solventes, e também ao aumento do numero de ligacdes de
hidrogénio intramoleculares™.

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos,
podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a catalise seja eficiente para
um processo, ha necessidade de protegé-la da interagdo com o solvente, meio no qual é

realizada a reacdo, pois poderia provocar a inativacdo impossibilitando a catalise da
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reacdo'’. Frente a este problema, novas técnicas tém sido desenvolvidas para fornecer
estabilidade para as enzimas e facilitar sua recuperacéo e reutilizacdo. As vantagens de se
utilizar reacGes biocatalisadas, em meio organico, jA estd bem documentada na
literatura."** Neste contexto, o uso de imobilizagdo é uma das técnicas utilizadas e sera
descrito posteriormente.

A aplicagéo de enzimas ndo se d& somente em sintese organica. Lima e Angnes™
mostraram varias aplicacBes analiticas envolvendo reacGes enzimaticas, tais como
biossensores amperométricos. Estes biossensores sdo empregados em Vvarias areas como

clinica, analise de alimentos e de amostras ambientais.

1.2 Lipases

1.2.1 Classificacéo e Fontes

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC. 3.1.1.3) séo classificadas como hidrolases
que atuam sobre ligagdes éster presentes em acilglicerois, liberando &cidos graxos e
glicerol, constituindo uma classe especial de esterases™. A diferenciacdo de uma lipase e
uma esterase (EC. 3.1.1.1) esta no fato que a primeira catalisa reagfes de substratos

insoltveis em &gua, enquanto que as esterases agem em substratos sol(veis™.

Entretanto, a diferenciagdo entre lipases e esterases ainda ndo esta completamente
definida. Em 1958, Sarda e Desnuelle propuseram definir as lipases a partir de sua
caracteristica cinética, que é a propriedade de ativacao na presenca de substratos insollveis

em agua e emulsionados, ou seja, na presenc¢a de uma interface lipideo/agua. Segundo estes
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autores, as lipases seriam ativadas na presenca de ésteres emulsionados, enquanto as
esterases ndo apresentariam esta ativagdo, exercendo sua funcao hidrolitica sobre substratos

soltveis em agua’’.

As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e podem ser
produzidas por fermentacdo usando vérias espécies de microorganismos, tais como 0s
fungos Aspergillus Mucor, Rhizopus Penicillium, Geotrichum sp, por leveduras como
Tulopis sp e Candida sp, e bactérias como Pseudomonas sp, Achromobacter sp e
Staphylococcus sp. Destes microrganismos, as lipases de Aspergillus sp, Mucor sp,
Rhizopus e Candida sp estdo comercialmente disponiveis. Do ponto de vista econdmico e
industrial, as lipases de microrganismos sdo preferiveis as de fontes animais e plantas

devido ao alto custo do seu isolamento®.

1.2.2 Estrutura e Mecanismo

As estruturas de varias lipases sdo conhecidas, tais como as de Humicola

20,21 22,23

lanuginosa, R. delemar®, Geotrichum candidum , Mucor miehei , P. glumae

atualmente Burkholderia glumae)®, Candida rugosa (anteriormente denominada C.
g

2% C. antarctica®’, Chromobacterium viscosum®, Lipase Pancreatica de

cylindracea)
cavalo®, Lipase Pancreéatica Humana®, e Lipase Pancreatica bovina®. O peso molecular
destas enzimas varia de 20.000-60.000 Da. Seu ponto isoelétrico (pl) varia em uma faixa de
3,6 e 7,6, sendo majoritariamente acidicas, com pl entre 4 e 5%,

Estudos de raio-X mostram que a estrutura tridimensional das lipases apresenta um

padrdo conformacional comum, denominado de conformacéo a/b hidrolase, composto de
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uma sequéncia de a-hélices e folhas b-pregueadas. O sitio catalitico é formado pela triade
catalitica Ser-His-Asp/Glu, que se repete em todas as estruturas e é frequentemente
protegido na molécula por uma “tampa” hidrofébica ou “lid”, que ao interagir com a
interface lipideo/dgua sofre uma mudanca conformacional, expondo o sitio ativo. A
presenca da “tampa” na estrutura da enzima e a propriedade de ativagdo interfacial
passaram a ser fatores determinantes para a caracterizacdo de lipases®. Estudos de raio-X

realizados por Uppenberg et al.*!

com a lipase da C. antarctica revelou a existéncia de uma
“tampa” similar recobrindo a triade catalitica Ser-His-Asp .

Mais recentemente, entretanto, observou-se que a presenca da “tampa” ndo esta
necessariamente correlacionada com a ativacdo interfacial, sendo que as lipases de P.
aeruginosa, B. glumae e C. antartica B, que apresentam a “tampa” em suas estruturas, ndo
sofrem ativagdo interfacial®. Por outro lado, as cutinases, enzimas consideradas lipases
“verdadeiras”, ndo apresentam a “tampa” e ndo precisam da interface para exercer sua
atividade hidrolitica®,

A determinacéo da estrutura tridimensional da lipase proveniente de C. rugosa foi
mostrada por Cygler e Scharag em 1999, e apresentou uma seqiiéncia de 534 residuos de
aminoacidos com um peso molecular de aproximadamente 60.000 Da. O sitio catalitico é

composto pela triade Ser209, His449 e Glu341 e esta localizado no topo de uma b-folha

préximo ao centro (Figura 2)*'.
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Figura 2 — Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de Candida

rugosa, e ampliacdo do sitio ativo®’.

As a/b hidrolases apresentam um mecanismo catalico comum para a hidrélise de
ésteres, o qual consiste em cinco etapas subseqientes. A primeira consiste na ligacdo ao
substrato éster. A segunda, na formacdo do primeiro intermediario tetraédrico através do
ataque do residuo de serina. O oxianion formado é estabilizado por duas ou trés ligacdes de
hidrogénio e este é denominado de “cavidade oxidnion”. A terceira consiste, no
rompimento da ligacdo éster. Na quarta etapa ocorre a saida da por¢do alcool. Como tltima
etapa, a hidrolise do complexo acil-enzima é realizada com a liberagdo dos produtos

(Esquema 1)%.
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Esquema 1 — Mecanismo da hidrolise de ésteres catalisada por lipase de Rhizopus oryzae™
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1.2.3 Vantagens do uso de lipases em Quimica Organica

As lipases sdo muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade, baixo custo, ndo requerem cofatores, trabalnam em uma faixa de pH
relativamente grande (4,0-8,0), sdo muito estaveis em meio organico, apresentam
especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade. Possuem a
habilidade de catalisar reacdes de esterificagdes, transesterificacdes (acidolise,
interesterificagdo, alcodlise), amindlise e tiotransesterificagdo em solvente organico anidro,
sistema bifasico e em solu¢do micelar com alta especificidade. O deslocamento do
equilibrio na reacdo, no sentido direto (hidrdlise) ou inverso (sintese), é controlado pela
quantidade de agua presente na mistura reacional. As lipases tem sido extensivamente
investigadas com relacdo as suas propriedades bioquimicas e fisiologicas e mais
recentemente para aplicagdes industriais*” *.

As lipases apresentam a capacidade de preservar sua atividade catalitica em solvente
organico. Devido a esta propriedade, seu potencial para conversdo do excesso de gordura e
6leos em produtos para usos industriais esta sendo amplamente investigado. Além destes
exemplos, elas apresentam inimeras aplicacGes na resolucdo de misturas racémicas, na
sintese de farmacos, novos surfactantes e na bioconversdo de gorduras e 6leos e na
industria alimenticia. Entretanto, a baixa estabilidade, atividade ou seletividade encontrada
ocasionalmente com algumas destas enzimas e o alto custo da forma nativa ainda tem
dificultado a sua aplicacdo em larga escala na industria®.

Nos ultimos anos, com o intuito de aumentar a atividade catalitica de lipases, foram
apresentados na literatura varios procedimentos de imobilizagdo ou modificacdes na

estrutura nativa, sendo que estes processos envolvem diferentes graus de complexidade e
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eficiéncia®*. Os métodos de imobilizacéo requerem uma interagéo fraca ou a formacéo de
ligacBes covalentes entre a lipase e o suporte®. A engenharia genética de lipases envolve
modificagOes do gene que codifica para a enzima. Esta tecnologia inclui a habilidades de
isolar e expressar 0s genes de interesse e modificar alguns aminoacidos que ocupem um
sitio importante para a atividade catalitica da enzima.na proteina.™"*.

A selecdo da estratégia de imobilizacdo ou o procedimento de modificacdo esta
baseada no processo especifico, o qual levara em consideracdo parametros como a
atividade enzimatica, a eficacia do método, a desnaturagcdo da enzima no meio, 0 custo no

procedimento, a toxicidade dos reagentes usados na imobilizacdo e as propriedades finais

da lipase imobilizada™.

1.3 Métodos de imobilizacao de enzimas

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizacdo das enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a
estabilidade em solventes organicos*" 2.

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo foram alterados durante o processo, em comparagao a sua
forma livre. ldealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica
superior. Além disto, ndo deverdo ocorre alterac@es estruturais, bem como modificagGes no
seu sitio ativo®™. A imobilizacdo pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da

enzima, porém ndo existe uma regra que prediga a manutencéo destes parametros apos o

processo de imobilizagdo *'.
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Na literatura, inGmeros métodos tém sido estudados e utilizados para contornar os
possiveis problemas de instabilidade e para otimizar as varias aplicacdes. Posteriormente
far-se-a uma revisao dos métodos e na abordagem o uso de polimeros como materiais de
suportes e serdo evidenciados por serem alvo de nossos estudos. Outros materiais utilizados
serdo também mostrados.

Algumas vantagens da imobilizacdo em comparagdo com a forma livre sdo:

? Aumento da estabilidade da enzima;

-~

Reducdo de custos;

-~

Facilidade de separacdo da enzima, recuperacao a sua reutilizacéo;

-~

Possibilidade de operagdes continuas;

-~

Aumento, em alguns casos, da atividade enzimatica.

A imobilizacdo pode ocorrer através da adsorcdo ou ligacdo da enzima em um
material insolGvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligagdes cruzadas, ou
pelo confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulacédo através de
uma membrana polimérica®. A escolha da matriz é muito importante para uma boa atuago

do sistema com a enzima imobilizada. As caracteristicas desejaveis para um bom suporte

~

séo:

? Area superficial grande; ? Altarigidez;

? Boa permeabilidade; ? Forma e tamanho adequado;

? Caracteristicas hidrofilicas; ? Resisténcia ao ataque de microrganismos;
? Insollveis; ? Regenerabilidade.

? Estabilidade quimica, mecénica e térmica;
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Na Figura 3 é mostrada, esquematicamente, a classificacdo dos métodos para

imobilizacdo de enzimas >*.

Métodos para Imobilizacédo de Enzimas

Encapsulacéo Ligagdo

. l Por ligacédo
Em matriz Em membrana Por Adsorcéo Covalente
| (Fisica ou l6nica)
I

Microcépsulas Entre membranas
macroscopicas

Por ligacdo cruzada
entreaenzimaeo

fr"-“\ suporte
[®E e e s

@/ @0 0

LRy EEEEER

Figura 3 — Métodos de imobilizacdo de enzimas® “.

1.4 Parametros que influenciam na imobilizacéo de enzimas.

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

relacdo matua entre os diferentes componentes do sistema (Figura 4).
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SOLVENTE

I

ENZIMA < > SUBSTRATOS

AN

SUPORTE D AGUA

Figura 4 — Relagdo mutua entre os varios componentes envolvidos em uma reagdo

biocatalisada na presenca de solvente organico.

Quando um biocatalisador ou uma preparacdo enzimatica é selecionada para uma
determinada reagdo, o tipo de solvente, a quantidade de 4gua e a solubilidade dos substratos
e produtos devem ser avaliadas e otimizadas. O desconhecimento entre estas possiveis
relagBes podem levar a uma interpretacao erronea™.

A é4gua é, talvez, o componente mais importante quando o biocatalisador é utilizado
em meio organico. Esta bem documentado na literatura que uma quantidade minima de
agua, que e dependente do tipo de solvente e das caracteristicas do suporte utilizado, é
absolutamente necessaria para a solvatacdo da enzima ou dos substratos e produtos.
Normalmente, a atividade enzimatica aumenta com o aumento da camada de hidratacdo da
enzima, o que é devido a agdo lubrificante da agua, que aumenta a flexibilidade interna da
enzima. Entretanto, o excesso de agua pode favorecer a reacdo de hidrélise e ndo a

sintese™*°,
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As enzimas necessitam de uma pequena quantidade de &gua para manter sua
conformacéo tridimensional ativa, mesmo quando estdo ligadas covalentemente em um
suporte®'®*"3 A 4gua contribui ainda para a integridade estrutural, para a polaridade do
sitio ativo e estabilidade da proteina, e ela pode também limitar a solubilidade de substratos
hidrofébicos em torno da enzima®.

Halling®® sugeriu o uso da atividade termodinamica da agua (as) para definir a
relacdo entre a 4gua e 0s outros componentes do sistema reacional. O teor de 4gua no
catalisador é mais importante para manter a atividade catalitica do que a quantidade total
contida no sistema. A atividade catalitica da lipase de R. miehei em diferentes solventes
organicos foi muito pequena para valores fixos de ay*. O efeito da atividade da 4gua em
reacdes biocatalisadas por lipases tem sido mostrado em varios trabalhos™ %,

A influéncia da natureza do solvente tém sido interpretada em termos de varios
fendmenos tais como, a mudanca na rigidez da enzima causada por solventes com alta
constante dielétrica e interacdes idnicas na proteina®®. O solvente pode estabilizar as
cargas no estado de transicdo atraves da modificacdo da polaridade do sitio ativo, bem
como a variacdo da energia livre total, associadas com diferentes energias de solvata¢do do
solvente, sdo as possiveis causas do efeito de solvente®®®. Os principais critérios para a

selecdo de um solvente organico sdo apresentados na Tabela 2, e incluem critérios fisico-

quimicos, bioldgicos, de seguranca, logistico e econdmico.
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Tabela 2 — Critérios para a seleg&o do solvente organico®

Fisico-Quimicos

- Capacidade de solubiliza¢do do substrato e produto;
- Coeficiente de particéo;
- Densidade;
- Pontos de fusdo e ebulicao;
- Tensdo superficial;
- Viscosidade.
Biologicos

- Toxicidade para o biocatalisador.
Seguranga

- Toxicidade;
- Inflamabilidade.
Logisticos

- Facilidade de obtencéo;
- Eliminagdo de residuos.
Econdmicos

- Custo;
- Reciclagem do solvente.

Do ponto de vista fisico-quimico, os aspectos mais importantes sdo a capacidade de
extracdo (coeficiente de parti¢do) e solubilizacdo de substratos e/ou produtos pelo solvente
organico. Estas propriedades vao determinar a facilidade de separacdo das fases e a
transferéncia de massa. O solvente organico deve ser quimica e termicamente estavel, ndo
deve formar emulsGes em meio aquoso para facilitar a separacdo de fases, a sua viscosidade
deve ser reduzida, de forma a facilitar a transferéncia de massa, e nao deve ser degradado
pelo biocatalisador. O critério bioldgico, que se relaciona a toxicidade do solvente para o
biocatalisador &, de todos estes, 0 mais restritivo®.

Na literatura ndo existe um consenso claro com referéncia a escolha do parametro

para descrever quantitativamente o efeito do solvente, em reacBes biocatalisadas por
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enzimas. Porém, o pardmetro mais freqlientemente utilizado para verificar o efeito do
solvente é o logaritmo do coeficiente de particdo do solvente num sistema padrdo
n-octanol/agua (log Po), conhecido como pardmetro de Hansch, o qual é um indicador do
grau de hidrofobicidade do solvente que esta sendo utilizado®.

Segundo Laane et al.®®

solventes que possuem log Pot £ 2 € 3 sdo hidrofilicos e ndo
sdo adequados para a biocétalise, porque eles perturbam fortemente a interacdo agua-
biocatalisador, inativando-o ou desnaturando-o. Os solventes com log Poct entre 2 e 4 sdo
menos hidrofilicos e perturbam fracamente a interagdo agua-biocatalisador e afetam a sua
estrutura de maneira imprevisivel. Os solventes que possuem log P superior a 4 séo
hidrofébicos e ndo perturbam a camada de agua, deixando o biocatalisador no seu estado
ativo.

8081 polarizabilidade®, bem como

Pardmetros como constante dielétrica (€)
parametro de solubilidade de Hildebrand (d )* e o de solubilidade tridimensional®, uma
derivacdo do Hildebrand, sdo também propostos para verificar a influéncia do solvente nas
reacOes catalisadas por enzimas imobilizadas ou livres.

Costa et al.®’, em 1999, discutiram os principais aspectos relacionados com a
influéncia do solvente sobre a enantiosseletividade de hidrolases, principalmente as lipases.
Os autores mostraram que o solvente pode alterar a especificidade, quimiosseletividade,
regiosseletividade, seletividade proquiral e enantiosseletividade das lipases e outras
hidrolases. O efeito do solvente nas reagdes biocatalisadas também foi mostrado por outros
autoresS4’ 56, 68-70.

O material usado como suporte para a imobilizagdo afeta a quantidade de agua total

nas proximidades da enzima, e a particdo dos reagentes e/ou produtos na mistura
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reacional®

. Gray et al. verificaram que a atividade da lipase de C. cylindracea ligada ou
ndo covalentemente em um suporte diminui quando a quantidade &gua € diminuida do
sistema’.

A imobilizacao em suportes hidrofilicos pode reduzir a atividade enzimética, devido
a mudanca conformacional. Os materiais hidrofilicos podem reduzir a solubilidade de
substratos hidrofobicos em regides hidrofilicas, e 0 acesso dos substratos ao sitio ativo. Em
alguns casos a matriz pode impor uma barreira estérica, resultando em rigidez na estrutura
da enzima’.

A capacidade de 4gua absorvida por um suporte é caracterizada pela
“aquofilicidade” (Aq), que é a razdo entre a quantidade de 4gua no suporte e a quantidade
no solvente em condigdes padrdes™. O valor de Aq ndo é uma constante de particdo
verdadeira porque é dependente da quantidade relativa do suporte e solvente . Um suporte
possuindo um alto valor de Aq é hidrofilico e por isso pode, potencialmente, privar a
enzima da hidratagdo. A atividade é geralmente maior com suportes hidrofébicos como o
celite.

O suporte para ser efetivo na imobilizacdo deve deixar a enzima acessivel aos
substratos, fazer com que a mantenha sua atividade por um longo periodo e que o sistema

(suporte/enzima) seja regenerado ao final do processo, sem que ocorra a perda da atividade

enzimatica.
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1.5 Métodos de imobilizacéo de lipases

1.5.1 Imobilizagéao via ligagao: adsorcéo

O procedimento de adsorgdo de uma proteina é muito simples, e € um dos métodos
mais utilizados. A enzima € imobilizada em um suporte sélido por ligagdes de baixa
energia tais como interacGes de van der Waals ou hidrofébicas, ligagbes de hidrogénio e
ibnicas, entre outras. VVarios materiais podem ser usados para este proposito, e a escolha de
um deles depende de suas propriedades, como for¢ca mecanica, estabilidade fisica e
quimica, caréter hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsorcéo de enzima e custo ™.

1.1, em 1996, publicaram uma compilacdo de métodos de imobilizaco,

Balcdo et a
onde mostraram que Vvarios materiais podem ser utilizados tais como polietileno,
polipropileno, celite, resina sintética, celulose, e SEPHADEX entre outros.

Paiva et al.”

recentemente apresentaram uma revisdo enfocando os aspectos
cinéticos dos diversos métodos de imobilizacdo de lipases, especialmente em processos que
ocorrem em reatores.

O sucesso e a eficiéncia da adsor¢do de uma enzima em um suporte, que em geral é
na superficie, depende de varios parametros, tais como, o tamanho da proteina a ser
adsorvida, a area superficial do adsorvente, e principalmente a porosidade e tamanho do
poros ™.

O uso de suportes porosos € vantajoso porque a enzima € adsorvida no interior dos
poros. A eficiéncia depende também da concentragdo da enzima. A quantidade de enzima

adsorvida por quantidade do suporte aumenta com a concentragdo do biocatalisador,

atingindo um patamar de saturacdo. Este processo, em geral, € realizado a temperatura
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constante e isotermas de adsorgao sdo obtidas as quais seguem as equacdes de Langmuir ou
Freundlich.*.

Na literatura existe um grande numero de publicacdes com aplicacdes de lipases
imobilizadas por adsorcao fisica. Por exemplo, Carta et al.*® estudaram a imobilizagéo da
lipase de C. cylindracea (atualmente denominada de C. rugosa) em Nylon 6, que é muito
simples e facilmente reproduzida. Os autores mostraram que este sistema pode ser usado
para catalisar a sintese de ésteres derivados do acido propidnico em n-hexano, com altos
rendimentos.

O uso de aditivos ou solventes durante o processo de imobilizagcdo, com o intuito de
melhorar a eficiéncia, tem sido descrito na literatura™. Por exemplo, a resina de troca
ibnica, Dowex 66, foi utilizada para imobilizar a lipase de P. fluorescens. Quando a
imobilizagdo foi realizada sem um pré-tratamento do suporte a adsor¢do foi muito baixa.
Porém, quando se adicionou 50% de um solvente polar, tal como etanol ou iso-propanol, a
adsorcdo aumentou para 96-97%.

O efeito da adi¢do de varios compostos na estabilizacdo de proteinas durante a
imobilizagdo em celite foi demonstrado por Wehjte et al.”’

Ruckenstein e Wang” imobilizaram a lipase de C. rugosa em poliestireno-
divinilbenzeno. O material poroso foi preparado por co-polimerizacdo através de ligacdes
cruzadas do estireno com divinilbenzeno, e o efeito da razdo entre as proporgoes
divinilbenzeno/estireno foi estudado. Este parametro determinou a ligagdo cruzada e
consequientemente a difusdo do substrato e produtos através da membrana/biocatalisador.
Os autores verificaram que um aumento desta razdo aumentou a area superficial, embora
neste caso a adsorcdo da lipase foi pequena devido ao tamanho do poro, que era inacessivel

para a enzima.
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O mesmo efeito foi observado por Motero et al.”

, ho qual o pré-tramento do
suporte com o solvente afetou a adsorcéo da proteina e a atividade apds imobilizagdo na
hidrdlise do 6leo de oliva. Os autores sugeriram que o solvente polar “absorve” as
moléculas de dgua do suporte, favorecendo a adsorcdo da proteina.

Basri et al.®

, imobilizaram a lipase de C. rugosa em trés suportes diferentes,
Amberlite XAD7, poli(metilmetacrilato)(PMMA) e celite. A adsorgdo da proteina nestes
suportes e nas condicdes testadas ocorreu em aproximadamente 30 min com 60, 30 e 20%
de adsorcéo, respectivamente. A atividade da enzima imobilizada nos suportes foi testada
na reacdo de esterificacdo do acido oleico com n-butanol. Parametros como a razao molar,
o efeito de solvente, a variacdo do doador acil, bem como diferentes alcoois, foram
analisados.

Bosley e Peilow , estudaram o efeito da massa das lipases de R. miehei, Humicola
sp, R. niveus e C. antarctica B imobilizadas em poli(propileno). Foi observada uma
pequena diminuigdo na eficiéncia da esterificacdo do &cido oleico com octanol para a lipase
de Humicola sp quando comparada com a de R. miehei, apds imobilizacdo. Segundo os
autores, podem ter ocorrido distor¢des na conformacao da enzima, devido a alta afinidade
com a superficie do suporte. Com a lipase de C. antarctica B, a eficiéncia foi muito alta,
utilizando pequenas quantidades do biocatalisador.

Nascimento et al.*’, utilizaram a crisotila, um silicato magnesiano hidratado do
grupo das serpentinas, com foérmula molecular Mgs(Si2Os)(OH)s, na imobilizacdo de
lipases. Estes biocatalisadores imobilizados foram usados em reagfes de esterificacdo de
alcoois alifaticos e na resolucdo de acidos racémicos em meio organico com sucesso.

Mougard e Legoy®, estudaram a esterificacido do retinol (Vitamina A) com

succinato de metila, utilizando as lipases de C. antarctica imobilizada em resina acrilica, a
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de R. miehei imobilizada em resina aniénica Duolite 568N, e as pancreéatica de porco
(PPL), C. rugosa e de R. arrizus na forma livre . A reacédo foi dependente do solvente, e
foi o primeiro processo descrito para a sintese de um derivado do retinol. O produto obtido

foi um carreador de acido latico (Esquema 2).

Lipase (10g/l) e}
5 mL de solventes5 0C MMB
OH T
O

. CH;OH . . ..
Retinol ) succinato de metil retinil
(200 mmol) OW
Me
Nb - - - g

0 Candida antarctica - resina acrilica

succinato de dimetila Rhizomucor miehei - Duolite 568N
(100 mmol) PPL, Candida Cylindracea e

Rhizopys arrizus - forma livre

Esquema 2 — Reacéo de esterificacdo do retinol com succinato de dimetila catalisada por

lipases®,

A lipase proveniente da P. cepacia foi imobilizada em ceramica (lipase PS-C) e
diatomite (lipase PS-D) e foram utilizadas na acilagdo de aldoximas e cetoximas em THF e
1,4-dioxano como solvente por Salunkhe e Nair® Os resultados obtidos na acilagdo
mostraram que as oximas alifaticas reagiram mais rapidamente que as aromaticas e ambas
apresentaram porcentagem de conversdo acima de 90%, com exce¢do da oxima da o-acetil-
p-nitroacetofenona, com 89% de conversdo. Segundo os autores, o melhor solvente para a
lipase PS-D, foi o THF e para a lipase PS-D o 1,4-dioxano. A reutilizagdo do sistema foi

testada na reacdo da oxima da benzofenona com o acetato de vinila, e mostrou que ambas
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as lipases mantiveram-se ativas, apresentando uma porcentagem de conversao de 90% ap6s

cinco reutilizagdes (Esquema 3).

AN oac

Ra (3 mmol) Ra,
R, C=N= OH > ) C=N=OAc
_ lipase PS-C em THF (50 mg)
oxima (1 mmol) lipase PS-D em 1,4 -dioxano
1 temperatura ambiente, agitacéo, 10-11 h 2
Reagente R1 R>
la CHs CH3s
1b CHs CaHs
1c (CH2)s
1d CoHs H
le CeHs CHs
1f p-HsC.CeH4 CHs
19 p-O2N.CeH4 CHs
1h CeHs CHs

Esquema 3 — Reacdo de esterificacdo de oximas catalisadas por lipase PS-C e PS-D%.

Os ésteres de oximas obtidos foram utilizados pelos mesmos autores, em 2001, na
resolucdo da (z)-dropropizina, (R,S)-1-(4-pentil-1-piperazinil)-1,2-propanodiol. A ()-
dropropizina é utilizada como agente antitussigeno. Em estudos recentes, tem sido
mostrado que a (S)-dropropizina apresenta a mesma atividade da mistura racémica, mas é
mais seletiva e apresenta uma baixa atividade no sistema nervoso central (SNC). A

resolucdo foi catalisada pelas lipases PS-C e PS-D, as quais levaram a um excesso
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enantiomérico (ee) e razdo enantiomérica (E) superiores aos da lipase nativa. Os melhores

resultados foram obtidos quando oximas arométicas foram utilizadas (Esquema 4)*

OH

o N/_\N _/'\/OH
\—/

(+)-dropropizina (2 mmol )

Ph lipase PS-C (100 mg, 30 U/mg), THF
> C=N ===QOCOCH;

Ph
lipase PS-C (100 mg, 8 U/mg), 1,4-dioxano
oxima da o-acetil benzofenona

(2mmol) agitagdo, 20 h, temperatura ambiente

v
oH OH

o N/_\N _)\/OH o N/_\N _)\/OCOCH3
\—/ \—/

('S)- dropropizina
K>CO3(0,1M)

+

lipase PS — C: ees (%)* = 93, rendimento (%)"° = 46

lipase PS — D: ees (%)* = 90, rendimento (%)" = 45 CH3OH
agitagdo, 1 h, temp. ambiente

©) determinado por correlacdo da literatura
(b) apos isolado OH
/ \ _)\/OH
Ph s N

(R)- dropropizina

lipase PS — C: eer (%)* = 97, conversdo (%) = 49, E =211
lipase PS — D: eer (%) = 94, conversdo (%) = 49, E = 95

Esquema 4 — Resolugéo da (+)-dropropizina catalisada por PS-C e PS-D¥.

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

28

Abbas e Comeau®, verificaram a habilidade catalitica da lipase da Mucor sp
imobilizada em Amberlite IRC50 na sintese de ésteres aromaticos em ciclohexano a 30°C.
Os acidos propibnico, butirico e caproico, e os alcoois metanol, etanol, alilico, butanol,
isoamilico, geraniol, citronelol e farnesol foram utilizados em quantidades equimolares.
Os rendimentos foram diferenciados, dependendo da afinidade da lipase em relacdo a
cadeia do acido e/ou do alcool. Conversdes rapidas e com altos rendimentos, 92 e 98%,
foram observadas para o caprato de metila e caprato de etila, respectivamente ap6s 4h de
reacdo. Rendimentos de 95, 100 e 93% foram obtidos para o butirato de butila, caprato de
butila e caprato de alila, respectivamente apds 24h de reacéo.

Crespo® estudou a reacdo de esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol,
catalisada por lipases de diferentes fontes imobilizada em poli(éxido de etileno)(PEO),
poli(acido acrilico)(Carbopol) e blendas PEO/Carbopol. Parametros como tempo e
temperatura de reacdo, concentracdo de enzima no suporte e no meio reacional foram
avaliados. Os resultados obtidos do estudo do efeito da variagdo da temperatura na

conversdo em éster catalisada por lipases de diferentes fontes sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores de percentagem de conversdo em éster obtidos para diversas lipases

imobillizadas em PEOY',

Converséo (%)*

Lipase 25°C 35°C
Pancreatica de Porco 22 6
Candida cylindracea 43 53
Aspergilus niger 64 22
Candida rugosa 68 44
Rhyzomucor miehei 86 57
Aspergilus niger 88 46
Mucor javanicus 92 90
Mucor miehei 97 95
Rhyzopus oryzae >99 97
Pseudomonas sp >99 98

a: obtida por RMN-'H, [enzima]:100mg g, tempo de reacéo 24h, solvente: n-hexano.

Outros estudos descritos na literatura incluem lipases imobilizadas em
poli(propileno)™, poli(metil-metacrilato)®, poli(estireno)®,  poli(cloreto de vinila)®,

quitosana®e quitina * e poly(vinil acetato (Vac)-divinilbenzeno(DVB)) *".

1.5.2 Imobilizagéo por ligacéo covalente no suporte ou por ligacéo cruzada

A utilizacdo de proteinas modificadas quimicamente iniciou-se no final da década
de 50, sendo que a técnica foi originalmente desenvolvida para auxiliar na elucidacéo da

estrutura de proteinas. Desde o final da década de 70, muitos trabalhos de modificagédo de
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proteinas para uso em sintese tém sido apresentados com o objetivo de alterar e melhorar as
propriedades da lipase nativa. O procedimento envolve a modificacdo quimica de um
residuo de aminodcido, através da formacao de uma ligacdo covalente da enzima com um
material insolivel em agua, pela fixagdo da enzima em uma matriz por ligagdo covalente ou
pela formacdo de ligagcBes cruzadas numa matriz, contendo a enzima e usando varios
agentes bifuncionais. O poli(etilenoglicol) (PEG) tem sido extensivamente utilizado como
um modificador de proteinas. As proteinas podem ainda ser alteradas com derivados de
poli(etilenoglicol) ativado, os quais sdo usualmente sintetizados a partir do
monometoxipolietileno glicol com um grupo hidréxi no final da cadeia™.

A Figura 5 mostra dois tipos de modificadores para a preparacdo de PEG-proteina
usados em biotecnologia e em aplicacdes biomédicas, um em forma de cadeia, PEG,, e
outro em forma de “pente”, obtido pela combinagdo do anidrido maleico e
monometoxipolietileno, PM. Os modificadores reagem com o grupo amino do residuo de
lisina e/ou com o grupo amino terminal na molécula de proteina. O uso de PEG; na

resolucdo de &lcoois e sintese de lactonas, sdo mostrados no Esquema 5 *.
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a- PEGs em forma de cadeia
MPEG === O

Cl
N'-( > "\
MPEG—O—( N "\ “
N 3!
 —
al MPEG ==
PEG ativado PEG; ativado

b - PEGs em forma de "'pente**

- L
R

e Comn CH, |- CH e PM1 3 ativado
m=8,n=33, R=H, 13kD
PM1g ativado
CH CO
’ OC\O/ m=50,n=40, R=CH 3,100 kD

O(C;H,0)nCH;
_J

w-m

PEG1 ativado = 2-(O-metéxipolietileno glicol)-4,6-dicloro-s-triazina

PEG?> ativado = 2,4-bis(O-metdxipolietileno glicol)-6-cloro-s-triazina
PM ativado = copolimero de um derivado do PEG e anidrido maleico
MPEG-OH : metdxipolietileno glicol

Figura 5 - Dois tipos de modificadores: (a) em forma de cadeia PEG; e PEGg; (b)em forma
de “pente” PM13 e PMigo 92.

CH;—CH—OH CHi_ H—OCOC 1 Hy3 CH3—(;H—OH
PEG2 - lipase
(Pseudomonas fragi) + @
C11H23COOH
(+)a-feniletanol ~ 1,1,1-tricloroetano  (R)-dodecanato de (S)-a-fenietanol
a-feniletila ee =99%
0] PEG? - lipase

HOW (Pseudomonas cepaﬁla)
11 OC,Hs - CoHsOH

1,1,1-tricloroetano

éster 16- hidréxihexadacanoato de 65 - 700C .
etila SN0 0
16-hexadecanolid
a92 %

Esquema 5 — Resolucéo de alcoois e sintese de lactonas via lipases modificadas™.
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Palomo et al.®®

, imobilizaram a lipase de M. miehei (MML) em diferentes resinas
epoxi funcionalizadas com diferentes grupos (epoxi-iminodiacético-sephabeads, IDA,
epoxi-etilenodiamina-sephabeads, EDA, e quelatos epoxi-cobre-sephabeads, IDA-Cu®*) e
adsorvida via ativacao interfacial em suporte octadecil-sephabeads. A enzima imobilizada
nos diversos suportes foi utilizada na resolucdo do acido (R,S)-2-butiril-2-fenilacético em
diferentes condicBes de temperatura e pH. As propriedades cataliticas, atividade,
especificidade e enantiosseletividade, foram dependentes do tipo de suporte utilizado. A
lipase imobilizada em octadecil-sephabeads reagiu predominantemente com o enantibmero

R, e nos demais suportes, IDA-Cu?*, IDA e EDA com o S *. Os valores de ee e E , foram

dependentes da temperatura e pH (Esquema 6).

/\/i\
COOH T
. Ol HO
/\/'\o o
H,O
HO,
MML
imobilizada

o) i
H /\/k
acido (R,S)-2-butiroil-2-fenilacético H,O
COOH \'/ko

acido R-2-butiroil-2-fenilacético

Esquema 6 — Resolucdo do acido (R,S)-2-butiroil-2-fenilacético catalisada por M. miehei

imobilizadas em diferentes resinas epéxi *°
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Kiling et al.** imobilizaram a lipase pancreatica do porco (PPL) em uma matriz
obtida por ligagGes cruzadas entre o alcool poli-vinilico (PVA) e o dicloreto de adipoila e
utilizaram este sistema no estudo da reacdo de hidrolise da tributirina. Foram avaliados
parametros como atividade da enzima (em diferentes pHs e temperaturas) e estabilidade
(térmica, operacional e estocagem). Foi verificado que a atividade especifica original da
lipase foi mantida em 63%. Porém, o pH o6timo foi modificado de 8,5 para 9,0 e a
temperatura de 30 para 37°C apds a imobilizacdo.

Tan et al.®, obtiveram monoglicerideos (MG) por hidrélise do 6leo de palma
utilizando lipases imobilizadas em membranas de quitosana (QTS), alcool poli-vinilico
(PVA) e QTS/PVA utilizando glutaraldeido ou epicloridrina como agente “de ligacdo
cruzada ”. A lipase de R. oryzae imobilizada na membrana QTS/PVA foi mais ativa na
reacdo de hidrélise quando comparada com as de QTS e PVA. Os rendimentos de MG
foram de 35-52%.

Zacchima et al. ® modificaram a lipase da C. rugosa com metoxi(polietileno
glicol)-p-nitrofenil carbonato (NPC-mPEG). A lipase modificada reteve em 98% a
atividade hidrolitica em comparagdo com a ndo modificada. Com este sistema, o laurato de
benzila foi obtido com 100% de rendimento, ap6s 6h, em tolueno.

Amorim et al.¥’

, Imobilizaram a lipase da Candida cylindracea em filmes de
quitosana de diferentes fontes, Syncephalastrum racemosum e de crustaceos, utilizando
glutaraldeido como agente multifuncional. A lipase imobilizada reteve em 47 e 42%,

respectivamente da sua atividade catalitica inicial ap6s quatro ciclos reacionais na hidrélise

do palmitato de p-nitrofenila (pNNP), a 37 °C.
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1.5.3 Confinamento em matriz polimérica ou em capsulas

A imobilizacdo de um biocatalisador via inclusdo ou microencapsulacdo consiste
em “prender” uma proteina em um polimero insolivel ou em uma microcdpsula. A
microencapsulagdo é muito similar ao processo de inclusdo, embora neste caso a enzima
seja totalmente envolvida pelo sistema. Neste sistema cria-se uma cela artificial delimitada
por uma membrana porosa. Moléculas grandes, tais como enzimas, ndo sdo capazes de se
difundir através desta membrana enquanto que pequenas moléculas, como substratos e
produtos, difundem-se™.

A vantagem da utilizacdo desta técnica € que a enzima ndo interage quimicamente
com o polimero, evitando assim a desnaturacdo. Contudo, a transferéncia de massa através
da membrana pode ser um problema. A velocidade de difuséo dos substratos e produtos
através da membrana é um fator limitante, e geralmente concentra¢des altas dos substratos
sd0 necessarias a fim de limitar esta influéncia. As enzimas encapsuladas apresentam
melhor atividade com substratos pequenos do que com grandes, por estes ndo serem
capazes de vencer a barreira imposta pela membrana e se aproximar do sitio ativo do
biocatalisador ™.

Arica et al* prepararam membranas de poli(2-hidroxietilmetacrilato-co-
metacrilamido-fenilalanina (poli(HEMA-MAPA). Estas, com diferentes proporgoes, foram
obtidas pela fotopolimerizacdo entre 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) e 2-metacrilamido-
fenilalanina (MAPA) na presencga de a,a’-azobisisobutironitrila (AIBN) como iniciador.
A incorporacdo do MAPA resultou em um aumento da hidrofobicidade da membrana

(Figura 6)
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o I
! ¢ C
'S 7 ¢
7 % TN ¢! |O o
(I3H2 ICH—COOHl ICHZ
éHZ CH, CH,
| I
OH OH
(2- HEMA) (MAPA)

Figura 6 — Estrutura dos mondmeros que formam a membrana poli(HEMA-MAPA)%.

As membranas foram utilizadas para a imobilizagcdo da lipase de C. rugosa e foi
determinada a sua atividade na hidrdlise do 6leo de oliva. Foram analisados parametros
como a concentracdo de grupos hidrofobicos no suporte, relacionados com a capacidade de
adsorcéo da enzima, condi¢bes de adsor¢cdo em fungao do pH, temperatura e reutilizacdo do
sistema. O efeito da razdo molar HEMA/MAPA na capacidade de imobilizagcdo e na

atividade enzimatica é mostrado na Tabela 4%,
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Tabela 4 — Influéncia de diferentes composicGes de membranas poliHEMA/MAPA) na

atividade da lipase de Candida rugosa e na reagéo de hidrélise do 6leo de oliva®.

Tipo de membrana Razdo molar  Densidadede Quantidade Atividade Retencédo de
HEMA/MAPA fenilalanida de enzima enzimética atividade (%0)

(Mmolg*de  adsorvida  Ucm®de

membrana) (g cm?) membrana
Poli(HEMA/MAPA-1) 77 104 74 549 78
Poli(HEMA/MAPA-2) 39 208 103 815 83
Poli(HEMA/MAPA-3) 26 312 135 1040 81

Temperatura = 35°C.

Com o aumento da densidade de fenilalanina, a capacidade de adsorcéo foi de 74
para 135 ng de lipase/cm” de membrana. O sistema com 312 nmol de fenilalanina/g de
membrana de poliHEMA/MAPA-3) apresentou uma densidade maxima de grupos
hidrofobicos, e resultou em grande capacidade de adsorcdo com pequena reducdo na
atividade da enzima®.

Queiroz e Nascimento® imobilizaram a lipase de Pseudomonas sp (PSL) em dois
polimeros, poli(6xido de etileno) (PEO) e em gel de &gar . Estes sistemas foram utilizados
na resolucéo do R,S-metil mandelato com acetato de vinila como agente acilante, em varios
solventes organicos. O método foi bastante efetivo usando a lipase imobilizada em filme de
PEO. O grau de conversdo foi aproximadamente de 50% e ambos enantidbmeros foram

obtidos com pureza optica de 100% (Esquema 7).
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O

OH CH3
OCH, * &OCW
PSL/PEO
g+ ne o/\ O
Solventes (30 mL)

(R,S)-mandelato de metila acetato de vinila T=25°C1= 96h (S)-O-acetil-mandelato de metila (R)-mandelato de metila

1,5mM 15 mM eep >99%, ¢ = 4-50% (calc.) ees = 4-99%

solventes: terc-butanol, n-hexano, acetona e éter isopropilico

Esquema 7 — Reacdo da acilacdo do R,S — madelato de metila catalisada por PSL/PEO®*.

A imobilizacdo de lipases por confinamento em sol-gel de silanos foi mostrada por
Reetz et al '. Foram verificados os efeitos de varios parametros, tais como a quantidade
de agua e silano, diferentes aditivos, como a gelatina e alcool polivinilico, e diferentes

biocatalisadores. Os diversos silanos utilizados estdo mostrados na Figura 7.

Si(OCHg), Tetrametoxisilano (TMOS )

RSi(OCH); Si Si
R=  CH; Metiltrimetéxisilano (MTMS) . OH

C,Hs  Etiltrimetoxisilano (ETMS ) Polidimetilsiloxano (PDMS)

n-CzH,  Propiltrimetoxisilano (PTMS )

Figura 7 — Silanos utilizados na preparacéo de sol-gel para imobilizac&o de lipases'®
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A lipase de P. cepacia foi imobilizada em diferentes géis de silano (MTMS,
MTMS/PDMS (6:1) e TMOS/PTMS (1:5) e utilizada para a determinacdo da atividade na
reacdo de esterificacdo do &cido laurico com 1-octanol em isooctano. A maior atividade foi
observada com o gel de alto carater hidrofobico, TMOS/PTMS (1:5). Esta matriz foi
utilizada para a imobilizacdo das lipases de A. niger, C. antarctica, Lipase Pancreatica de
Porco, P.. Roqueforti, R. arrhizus, R. miehei e Candida sp (lipase SP 523). Ap0s
imobilizacdo, e com todas as lipases, as atividades foram superiores as da forma livre'®.

A lipase da C. viscosum (CVL) foi imobilizada em organo-gel de gelatina formado

com microemulsdo &gua-6leo (MBGs)™®

, que é uma matriz predominantemente
hidrofobica. A atividade desta lipase foi determinada na reacdo de esterificacdo do acido
decandico com n-octanol e foi dependente da composi¢cdo do organo-gel. As mudangas
mais significantivas foram observadas com a alteracdo dos valores de R (R=[H,0] /
[surfactante]). Valores entre 60-80 foram os mais adequados, por apresentarem maior
estabilidade fisica e atividade para a CVL. Os solventes utilizados para a formagdo do
organo-gel e o do meio reacional, também influenciaram na atividade da enzima. Outros
trabalhos na literatura utilizaram este sistema em reacdes biocatalisadas por lipases' %%,
O uso de agentes geleificantes naturais como gelatina, agarose e k-carragenanas tem
sido testado para a formacdo de organo-gel de microemulsdo, bem como hidrogéis (sem

surfactante e 6leo). Stamakis e Xanakis'®’

, utilizaram estes géis como matrizes para
imobilizacdo de lipases. A lipase de P. cepacia manteve sua atividade catalitica quando
confinada nestes sistemas, na esterificacdo do acido laurico com propanol. Neste estudo,
foram avaliados parametros como natureza e concentragcdo do agente gelificante,

concentracdo do biocatalisador e a concentragdao do substrato que influenciam a atividade

catalitica. Foram obtidos rendimentos elevados para o laurato de propila (80%) com o
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organo-gel de agarose e k-carragenana. Os sistemas puderam ser reutilizados por cinco
vezes, e a atividade foi dependente do biopolimero utilizado na formagdo do organo-gel.

As microcapsulas podem também ser utilizadas para diversas finalidades, como
imobilizagdo por encapsulamento de culturas de células, de agentes bioquimicos, e para a
liberagdo controlada de farmacos e aromatizantes'®. O procedimento mais comum
utilizado para a encapsulacdo envolve a unido de dois ou mais polimeros, em especial
polissacarideos, como alginatos e caragenanas, que sao encontrados em algas marinhas.
Estes formam géis em contato com cloreto de calcio e potassio e sdo muito utilizados para
incluséo de proteinas ',

A quitosana, um biopolimero de alto peso molecular usualmente preparado pela
purificacdo e desacetilacdo da quitina, apresenta grande possibilidade de formar filmes,

fibras e membranas de microcapsulas

. Aassociacao da quitosana com alginato da célcio
leva & formag#o de cépsulas as quais séo utilizadas para encapsulacéo de enzimas **°,

A lipase de R. miehei foi imobilizada em  céapsulas de
quitosana/alginato/glutaraldeido e utilizada na esterificagdo do &cido laurico com alcoois de
C2 a C12. A presenca de ramificacdes proximas ao centro nucleofilico do alcool também
foi analisada. As conversdes mais elevadas foram obtidas com &lcoois lineares de C3 a C6
com conversdes entre 84-90% e C8-C12 entre 23-50%. Com os alcoois ramificados terc-
butanol, 1-metil-butanol n&o foi observada formagéo de produtos. Com o 3-metil-butanol, a
converséo foi de 80% .

O método de confinamento em matriz ou por microencapsulacdo de enzimas na

catalise de diferentes reacdes tem sido aplicada também por vérios outros autores 2%,
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1.6 Resolucédo via Enzimatica

A enantiosseletividade é uma propriedade das enzimas, que corresponde a capacidade de
produzir substancias enantioméricamente puras. A exigéncia por estas substancias tem
aumentado, particularmente, pelo interesse da industria farmacéutica, que requer
investigacBes sobre os efeitos farmacoldgicos de cada enantiomero de um racemato™’,

As lipases sdo amplamente utilizadas na resolucdo de misturas racémicas por

possuirem acdo estereosseletiva. Na literatura sdo mostrados varios exemplos utilizando

estes biocatalisadores na resolucdo de compostos de interesse farmacoldgico, tais como

116 118

S-naproxen™®, (R,S)-proglumida**® e (R,S)-dropropizina®.

Quando um substrato racémico é submetido a uma reacdo enzimatica, ocorre uma
discriminacdo quiral dos enantidmeros. Devido a quiralidade do sitio ativo da enzima, um
enantidbmero ajusta-se melhor do que o outro e, portanto é convertido numa velocidade
mais alta. Como conseqiiéncia, cada enantiomero pode ser obtido somente com 50% de
rendimento em uma resolucéo via enzimatica®.

O desenvolvimento de métodos de analise estereoquimica sensivel, especialmente
os cromatogréficos de alta resolucdo para a determinacdo da pureza enantiomérica, foi
fundamental para o desenvolvimento da sintese assimétrica, pois permite a avaliacdo
precisa do grau de seletividade obtido em uma determinada reag&o®.

Um tratamento muito Gtil para as cinéticas de resolucdo enzimatica, que descreve a
dependéncia da conversao (c) e 0 excesso enantiomérico do substrato (ees) e produto (eep)

foi desenvolvido por Sih em 1982, sob uma base tedrica de Sharpless e Fajans. O pardmetro

que descreve a seletividade foi introduzido como Raz&o Enantiomérica (E)’.
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O valor de E é o fator de seletividade, que é uma medida da enantiosseletividade
em uma resolucdo cinética e é definida pela razdo entre duas constantes especificas Kcat/
Kwm para dois enantidbmeros competindo. A Razdo Enantiomérica € independente da
conversdo, em uma reacao, e seria um valor constante ao longo do tempo em uma resolucao
cinética verdadeira. Este valor é o parametro que descreve a eficiéncia de reacdes de
resolucao, catalisadas por enzimas, e varios aspectos de sua determinacdo e usos tem sido
revisada™.

A conversdo pode ser calculada de acordo com a Equacéo 1 e pode ser obtido a

partir de valores do excesso enantiomérico do substrato (ee) € do produto (ee) através das

Equacdes 2 e 3, respectivamente®.

Equacéo 1
ees +eep

_ In|1- cSl- ees“

= Equagéo 2
In[1- c(1+ees)]

- +
_In[1- c(1+ee Equagio 3

- In[1- c(1- eep)]

onde: ¢ = conversao, ee = excesso enantiomérico, s = substrato, p = produto, E = razdo

enantiomérica.
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As razdes enantioméricas menores do que 15 sdo inaceitaveis para propositos
praticos. Podem ser consideradas de moderadas a boas de 15-30, e acima deste valor sdo

excelentes®.

1.7 Métodos Analiticos para a Determinacdo da Pureza Enantiomérica

O desenvolvimento de métodos de analise estereoquimica sensivel, especialmente
0s cromatograficos de alta resolugdo, para a determinacdo da pureza enantiomérica, foi
fundamental para o desenvolvimento da sintese assimétrica, pois permite a avaliacdo

precisa do grau de seletividade obtido em uma determinada reacao.

1.7.1. Método polarimétrico

O método classico para determinar a pureza enantiomérica de uma amostra é medir
sua pureza Optica usando um polarimetro. A rotagdo Optica especifica, [a], é uma grandeza

caracteristica de cada composto opticamente ativo, sendo calculada pela Equacao 4;

Equacéo 4
onde:
ao = rotacao dOptica observada ¢ = concentracdo em g cm™
| = comprimento da celaem dm t = temperatura (Celsius)

D = comprimento da linha de emisséo de sédio (589 nm)
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A rotacdo da luz plano polarizada é igual para ambos enantidmeros, mas com sinal
contrario. Na literatura encontram-se valores de [a] para varios compostos opticamente
ativos. Esse dado ndo so é utilizado como critério de identificacdo de uma substancia, mas
também para avaliar a pureza Optica ou a sua porcentagem em uma mistura. A pureza
enantiomérica, também chamada de excesso enantiomérico (ee), pode ser calculada pela

Equacédo 5.

rotaca ifi rv ,
oo = 0 agao eseec ca observada 100

rotacdo especifica do enantibmero puro Equacao 5

Embora este método seja uma técnica geralmente usada para determinar a pureza
enantiomérica, possui algumas desvantagens. A amostra sob a analise deve ser homogénea,
destituida de tragos de impurezas quirais e deve ser isolada de uma mistura reacional sem

enriquecimento enantiomérico acidental'®.

1.7.2. Cromatografia gasosa

Um método atrativo para a analise de misturas enantioméricas é o uso da
cromatografia gasosa (cc) quiral. Este método ndo é afetado por tracos de impurezas, é
rapido e simples para ser realizado. A premissa sobre a qual o0 método esta baseado é que a
associacdo molecular pode levar reconhecimento quiral suficiente que resulte na resolucao

enantiomérica. O método usa uma fase estaciondria quiral que contém um agente de
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resolucdo auxiliar de alta pureza enantiomérica. Os enantibmeros sofrem interacdes
diasteroméricas rapidas e reversiveis com a fase estacionaria, sendo eluidos em velocidades
diferentes. A amostra deve ser suficientemente volatil e estavel termicamente, e é claro,
deve ser resolvida quantitativamente sobre a fase quiral**. Apés resolucéo quantitativa dos
enantibmeros sob a fase estacionaria quiral ser alcancada, a inspe¢do do cromatograma
fornece diretamente a composi¢cdo enantiomérica da amostra. Tais medidas podem ser
efetuadas com um alto grau de preciséo (+0,05%).

As ciclodextrinas ou seus derivados (a, b, g) tem sido aplicadas com muita énfase
na separacdo de enantidmeros pela cromatografia liquida ou gasosa, atraves do

desenvolvimento de colunas com fases estacionarias quirais™® '**,

1.7.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

A separacdo de enantidmeros por CLAE, como na CG, requer um agente quiral. O
método mais direto e preferido é induzir interagfes diasteroméricas dos dois enantidbmeros
com a fase quiral estacionaria. Os complexos diasteroméricos formados terdo estabilidades
diferentes, e portanto eluem em tempos diferentes. Uma outra alternativa € usar suporte

aquiral e eluir com solvente quiral'?.
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1.7.4. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN)

Os enantidmeros ndo podem ser identificados em um meio aquiral por seu espectro
de RMN porque possuem deslocamentos quimicos equivalentes. Em contraste, 0s
diasteroisdmeros podem ser distinguidos porque os deslocamentos quimicos ndo sdo
equivalentes. A determinacdo do ee requer a intervencdo de um auxiliar quiral para
converter 0s enantidmeros em uma mistura de diasteroisdmeros. Trés tipos de auxiliares
quirais sdo amplamente usados: Os agentes derivatizantes quirais (CDAS) tais como &cido
[S] ortometilmandélico e acetil [S] mandélico, que formam diasteroisdmeros. Os agentes de
solvatacdo quiral (CSAs) tais como o a-naftiletilamina e a-metilbenzilamina. E os
reagentes de deslocamento lantanidicos quirais, tais como Eu(facam); e Eu(hfbc)s que

formam complexos diasteroméricos in situ com os enantiémeros dos substratos.***%

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

46

2. JUSTIFICATIVA

O uso de enzimas como biocatalisadores em reagdes organicas é de grande
importancia devido as inUmeras reagdes que realizam e com uma eficiéncia extraordinaria
em comparagao com os catalisadores convencionais.

Os ésteres sdo uma classe importante de compostos organicos e sdo sintetizados por
varios caminhos. Os produtos de esterificacdo de acidos com &lcoois, ambos de cadeias
longas (C12-C20), séo utilizados como lubrificantes e como plasticizantes para maquinas
de alta precisao. Os ésteres obtidos da reacdo de acidos de cadeias longas (C12 — C20) com
alcoois de cadeias pequenas (C3-C8) sdo utilizados na industria de alimentos, de
detergentes, farmacéutica e cosmética. Os produtos obtidos através da esterificacdo com
acidos e alcoois ambos de cadeias pequenas (C2-C8) sdo utilizados como aromatizantes e
comp@em as fragrancias utilizadas em varios setores da industria.

A producéo biotecnoldgica de ésteres com lipases apresenta grande importancia e a
reacdo catalisada por elas tem recebido grande destaque em relagdo aos métodos de sintese
tradicional, particularmente na producdo de aromatizantes naturais e fragrancias. Esta
importancia é devido a régio e estereoespecificidade mostrada pelas lipases, condicdes
operacionais suaves, 0 alto grau de pureza dos produtos e sua aceitabilidade na indUstria
alimenticia.

Nos ultimos 20 anos ocorreu um aumento no uso destes biocatalisadores em meio
organico, e com isso novas implicacOes teoricas e aplicacdes praticas estdo surgindo. O
desenvolvimento de novos métodos e o teste de novos materiais, que possibilite 0 uso de

enzimas em solvente organico, é de grande interesse.
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Muitos investimentos tém sido feitos a fim de encontrar um método eficiente, barato
e que mantenha a integridade da enzima durante o processo em meio organico. Portanto, o
desenvolvimento de diferentes técnicas de imobilizacdo e novos suportes tem sido uma
alternativa importante, que pode proporcionar a reutilizagdo das enzimas, bem como a
manutencdo da sua estrutura terciaria, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a

estabilidade em solventes orgénicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Explorar materiais poliméricos, puros ou em blendas, para imobilizacdo de

lipases e utilizar as lipases imobilizadas em sintese de ésteres em solvente organico.

3.2 Objetivos Especificos

F Preparar filmes e blendas poliméricas com diferentes polimeros;

F Avaliar a estabilidade dos suportes frente a variacdo do solvente externo e
temperatura;

F Avaliar a estabilidade, morfologia e a presenca de enzima no suporte
(enzima/polimero) por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e anélises térmicas
(TGA);

F Promover estudos dos processos para imobilizacdo de preparados enzimaticos
contendo lipases de diferentes fontes nos filmes e blendas;

F Determinar o teor de &gua presentes nos sistemas com o biocatalisador
imobilizado;

F Verificar o processo de dessor¢do do biocatalisador nos suportes;

F Avaliar a atividade e estabilidade das enzimas nestes sistemas, utilizando a
reacdo de esterificacdo do acido laurico com n-pentanol como padrdo utilizando como

parametro o grau de conversdo em éster;
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F Analisar a influéncia do tempo reacional, temperatura, concentracdo de
enzima no suporte e o efeito de solvente sobre 0s sistemas e na reacdo estudada;

F Avaliar a reutilizacdo e o tempo de estocagem do biocatalisador imobilizado;

F Estudar o efeito da variagdo da razdo molar &cido/alcool, do doador acila, e do
tamanho da cadeia do &lcool na reagdo de esterificacdo;

F Comparar os sistemas utilizados para imobilizagdo com outros sistemas ja
descritos;

F Promover um estudo preliminar da resolucdo do (R,S)- 2-hexanol com a lipase
de Pseudomonas sp imobilizada em Galactomanana (GAL), blendas de
Galactomanan/Xantana (GAL/XAN) e Carboximetilcelulose/poli(alcool vinilico)

(CMC/PVA).
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Materiais e Reagentes.

Neste trabalho, os polimeros foram utilizados sem purificacdao prévia. As estruturas
dos mondmeros estdo relacionadas abaixo e os valores da massa molares (Mw) foram
fornecidos pelo fabricante.

PAA: [poli (acido acrilico)] (Carbopol 934) (3). O PAA é um polimero sintético com alta
massa molecular com liga¢bes cruzadas. Apresentam entre 56-68% de grupos acidos

(-COOH). My, = superior a 700 000 Da, BF Goodrich, lote 934P.

H-ECH,CHCOHA—H ®)

PSS: [poli(4-estirenosulfonato de sédio) (4). My, = 70 000 Da, Aldrich

HH=CH,CH—T=—H
(4)

SO Na*

PEO: [poli(6xido de etileno)]. (5) My = 300 000 Da, Aldrich, lote 01729JZ

HO—ECHZCHZOﬂn—OH )

PVA: [poli(&lcool vinilico) (6). M\, = 7200 Da, Vetec, lote 970745

H—ECHZCHOI—]n— H ©)
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P(VP-co-AV): poli (1-vinilpirrolidona-co-acetato de vinila)(60/40) (7), Aldrich.

M. = 50 000 Da.
+CH-CH2')—('CH-CH2‘)—
o CHZCOOH
AN ()

CMC: carboximetilcelulose, Synth, lote 36755 (8). A CMC é um derivado da celulose
formada pela reacdo com base e acido cloro acético. A estrutura consiste de residuos de D-
glucopiranose ligados na posicdo 1 4.

o

HZC
H
oH [p1 o~
\CHz HO l Dm
8
mﬁ/ W @v - ®)

XAN: goma xantana, Keltrol® (9). A goma xantana € um polieletrolito aniénico formado
por residuos de D-glucopiranose ligados em posicdo 1 4 e apresenta cadeias laterais de —
(3 1)-a-D-manopiranose (2 1)-&cido-b-D-glucurénico (1 4)-b-D-manopiranose.
Comercialmente é preparada na sua forma pura por fermentacdo da Xanthomonas

campestris.

9)
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GAL: galactomanana (10). A galactomanana consiste de uma cadeia linear de residuos de
D-manopiranosil ligados em posi¢do b-(1  4) apresentado residuos de a-D-galactose (i. é.
a-D-galactopiranosil ligados na posicdo 1  6). A galatomanana utilizada neste trabalho foi
extraida da semente de Mimosa scabrella, variedade Argentina. As sementes foram
coletadas em Bocailva do Sul (PR), e a amostra foi cedida pela Prof®. Joana Lea S. Ganter
do Depto de Bioquimica da UFPR, Laboratorio de Quimica de Carboidratos Vegetais. M,y

821.000 Da.

(10)

Os solventes e reagentes foram das seguintes procedéncias:

Aldrich: &cidos 2-octendico, 4-pentendico, hexadecanoico, decandico e hexandico,
tetraidrofurano e 2-hexanol.

- Merck: tolueno, solucéo de Karl Fischer isenta de piridina Lote 1000567

- Reagen: diclorometano e ciclohexano

- Fluka: acetato de vinila

- Sigma: acetonitrila, acidos octendico, sorbico, linoleico, octadecendico,

tetradecandico.
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- Vetec: acidos oleico, dodecanoico (laurico), butirico e propidnico, 1,4-dioxano,
tetracloreto de carbono, n-hexano, n-heptano, cloroférmio, éter etilico, cloreto de

acetila, 1-pentanol.

Os preparados enzimaticos® utilizados neste trabalho estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Preparados enzimaticos utilizados.

Fonte de lipases Sigla Atividade Temperatura de Fornecedor/Lote
atividade maxima
(°C)# e

Pancreatica de Porco LPP 135U mg*® - Sigma/63H1027
Rhizomucor miehei LRM 1000 LU g™*© 40 Novozymes/LMN02011
Mucor miehei LMM 10.000 LU g*© 70 Novozymes/LMN0013
Termomyces lanuginosus® LTL  100.000 U g'@ 55-70 Novozymes/LAP1064
Aspergillus niger LAN 120.000U g*®@ 40 Amano/LV05508
Rhizopus oryzae LRO 150.000U g*®@ 37-40 Amano/LFV05516
Candida rugosa LCR 30.000 Umg*® 50 Amano/LAYV06517
Mucor javanicus LMJ  10.000 U mg*®©@ 37-40 Amano/LMV01528
Pseudomonas sp LPS  30.000 Umg*® 50 Amano/LPSAV09502

(a) serdo denominados de preparados enziméticos pois ndo foi realizado o isolamento e purificagdo das lipase
(b) Uma unidade de lipase (U) é a quantidade de enzima que libera 1 micromol de 4cido graxo por minuto,
utilizando 6leo de oliva como substrato, a pH 7,7 e 37°C.***

(c) Uma unidade de lipase (LU) é a quantidade de enzima que libera 1 micromol de 4cido butirico por minuto,
utilizando-se a tributirina como substrato, a pH 7,0 e 30°C.**

(d) Uma unidade de lipase (U) é a quantidade de enzima que libera 1 micromol de 4cido graxo por minuto,

utilizando-se 6leo de oliva como substrato, a pH 7,0 e 37°C.**
(e) atualmente Humicola lanuginosa.

Durante a apresentagdo dos resultados e discussao os preparados enzimaticos, serao

referidos pela procedéncia de cada lipase.
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4.2. Preparacao dos Materiais Poliméricos

4.2.1. Imobilizacdo dos preparados enzimaticos em filmes de carbdximetilcelulose
(CMC).

Em um béquer adicionou-se 500 mg de CMC em 25 mL de agua com agitacdo manual até
total dissolucdo do polimero. Para todos 0s experimentos, exceto para o estudo da variacao
de massa do biocatalisador e nos estudos de resolu¢do, 50 mg do preparado enziméatico
foram dissolvidos em 1 mL de &gua e adicionados ao sistema. Para os estudos de resolucéo
foram utilizados 100 mg de preparo. O polimero/enzima foi agitado por 10 min. A mistura
resultante foi depositada em uma placa de poli (etileno) (d=8,5 cm) e evaporou-se 0
solvente a temperatura ambiente. Desta forma obteve-se o filme de CMC ap0s evaporacao
da agua. O filme de CMC contendo a enzima foi retirado, cortado em pequenas secgdes e

guardado em solvente organico para uso posterior nas reagdes de esterificacdo.

4.2.2.1mobilizacéo dos preparados enzimaticos em filmes de poli(alcool vinilico) (PVA)
e poli(1-vinilpirrolidona-co-acetato de vinila) (P(PV-co-AV).

Em um béquer adicionou-se 500 mg de PVA ou P(VP-co-AV) em 20 mL de agua
com agitacdo constante até total dissolugdo do polimero, e para o PVA foi mantido por 4h a
40°C. Ap0s dissolucdo, foram adicionado 50 mg do preparado enzimatico dissolvidos em 1
mL de agua, e o sistema agitado por mais 10 min. A formacdo do filme seguiu o

procedimento citado no item 4.2.1.
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4.2.3. Imobilizagdo dos preparados enzimaticos em blendas de CMC/PVA .

Em um béquer dissolveu-se 500 mg de PVA em 20 mL de agua com agitacao
constante por 4h a 40°C. Separadamente dissolveram-se 500 mg de CMC em 20 mL de
agua com agitacdo manual até total dissolugdo do polimero. Apos dissolucdo as solugdes de
PVA e CMC foram misturadas e agitou-se por 15 min. Apdés este periodo, foi adicionado
50 mg do preparado enzimético dissolvido em 1 mL de agua e o sistema agitado por mais
10 min. A formacéo do filme seguiu o procedimento citado no item 4.2.1. Em todos 0s

experimentos utilizando a blenda CMC/PVA a proporc¢éo entre os polimeros foi de 1:1.

4.2.4.1mobilizac@o dos preparados enzimaticos em filmes de galactomanana (GAL) e
xantana (XAN).

Em um béquer dissolveu-se 500 mg de GAL ou XAN em 25 mL de agua com
agitacdo constante por aproximadamente 7h, a temperatura ambiente. Apos este periodo,
foram adicionados 50 mg do preparado enzimatico dissolvido 1 mL de agua e o sistema

agitado por 10 min. A formacdo do filme seguiu o procedimento citado no item 4.2.1.
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4.2.5. Imobilizagdo dos preparados enzimaticos em blendas de GAL/XAN.

Em um béquer dissolveu-se 500 mg de cada polimero em 25 mL de agua com
agitacdo constante por aproximadamente 7h. Apoés este periodo, foram adicionados 50 mg
do preparado enzimatico dissolvido em 1 mL de &gua e o sistema foi agitado por mais 10
min. A formagdo do filme seguiu o procedimento citado no item 4.2.1. Em todos 0s

experimentos utilizando a blenda GAL/XAN a proporcéo entre os polimeros foi de 1:1.

4.2.6. Imobilizacdo dos preparados enzimaticos em filmes de poli (4cido acrilico)

(PAA).

Em um béquer adicionou-se 500 mg de PAA em 20 mL de agua com agitacdo
manual, até total dissolucdo do polimero com a formacdo de um gel. Apos este periodo,
foram adicionados 50 mg do preparado enzimatico dissolvido em 1 mL de &4gua e o sistema
foi agitado por 10 min. A formacgédo do filme seguiu o procedimento citado no item 4.2.1.
Quando necessario, 0 pH do sistema (pH = 2,5) foi corrigido para 7,0 com adicdo de

trietilamina, sendo este realizado antes da adi¢do da enzima.
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4.2.7.Imobilizac@o dos preparados enzimaticos em filmes de poli(4-estirenosulfonato

de sddio) (PSS).

Em um béquer dissolveu-se 500 mg de PSS em 25 mL de &gua com agitacao
constante por aproximadamente 1h, a temperatura ambiente. Apds este periodo, foram
adicionadas 50 mg do preparado enzimatico dissolvido em 1 mL de agua e o sistema

agitado por mais 10 min. A formacao do filme seguiu o procedimento citado no item 4.2.1.

4.2.8. Imobilizagdo dos preparados enzimaticos em blendas de PSS/PEO.

Para a imobilizacdo de lipases em blendas poliméricas, as amostras foram
preparadas variando-se a composicao dos polimeros entre 0-100% (m/m), solubilizados em
20 mL de agua com agitacdo constante por 12h, sendo a massa total 200 mg. Apds este
periodo, foram adicionadas 50 mg do preparado enzimatico dissolvido em 1 mL de 4guae o
sistema agitado por 10 min . A formacdo do filme seguiu o procedimento citado no item

4.2.1.

4.3. Preparacdo do meio reacional — Procedimento Geral.

Os filmes ou blendas obtidas foram cortados com secc¢bes de areas
aproximadamente iguais entre 3-4 mm°’. Em seguida, estes foram colocados em um

erlenmeyer, hermeticamente fechado, contendo 20 mL de solvente organico. Os reagentes
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utilizados na reacdo de esterificacdo foram adicionados na proporcdo 1:1, exceto nos
estudos da variacdo da concentracdo molar acido:éalcool.

Os sistemas, contendo os substratos e o preparado enzimatico imobilizado ou na
forma livre (para o estudo na forma livre foram utilizados 50 mg do pé em suspensdo no
solvente), permaneceram sob agitacdo suave em um banho-maria termostatizado tipo
Dubnoff de acordo com o tempo de cada reagdo, ou grau de conversdo aproximadamente
50% para as reacdes com 0s substratos racémicos.

As reacdes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada utilizando
uma mistura de n-hexano:acetato de etila (90:10) como eluente. Ao término da reacao, 0s
produtos e substratos remanescentes foram separados do filme e/ou blenda, através de
decantacdo, sendo estes lavados varias vezes com solvente organico para remover 0S
reagentes remanescentes e produtos. O solvente organico foi evaporado em um
rotaevaporador. Foi realizado um experimento controle, para todas as reagdes, sem enzima
e nas mesmas condi¢Oes experimentais. Em todas as reac0es estudadas a atividade da dgua

(aw) ndo foi mantida constante.

4.4. Determinagdo da porcentagem de conversao e caracteriza¢do dos produtos.

As aliquotas dos produtos brutos isolados, ap6s evaporacdo do solvente organico,
foram redissolvidas em CDCl3 para determinar a percentagem de conversao em produtos e
caracterizagdo estrutural por RMN'H (Espectrdmetro da BRUKER AC 200 MHz) e por
cromatografia gasosa (CG) (Cromatografo gasoso marca Shimadzu-14B). A percentagem

de conversdo foi calculada, por RMN'H comparando a integragéo do triplete em 3,2 ppm
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correspondendo ao CH, do grupo alcool do material de partida, e o triplete em 4,1 ppm
correspondendo ao CH, do éster obtido como produto.

Na reacdo de resolucdo do (R,S)-2-hexanol as medidas dos excessos enantioméricos
foram obtidas por CG com uma coluna quiral (CHROMPACK, Chirasil - DEX CB
25mx0,25 mmIDx0,25mm). A purificagdo dos compostos foi feita atraves de cromatografia
em coluna utilizando uma mistura de hexano:acetato de etila (60:40) como eluente.

A caracterizacdo estrutural dos produtos, apos purificacédo, foi realizada também por
FTIR (Infravermelho com transformada de Fourier instrumento da Perkin Elmer FT-16-PC)

e RMN®H.

4.5. Caracterizacdo dos materiais poliméricos.

Os filmes poliméricos com e sem as enzimas imobilizadas foram caracterizados por

andlises termogravimétricas (TGA), em um equipamento TGA-50 da SHIMADZU em

atmosfera de nitrogénio. Os parametros utilizados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 6 — Pardmetros utilizados nas andalises térmicas.

Andlise Massa (mg) Taxa de Fluxo de N Faixa de
aquecimento (mL min™) temperatura (°C)
(°C min™
TG 5-10 10 50 25-900
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A morfologia interna dos suportes foi obtida em um microscépio eletrdnico de
varredura modelo PHILIPS XL30, do Laboratério de Materiais do Departamento de
Engenharia Mecénica da UFSC. Os filmes com e sem enzimas, foram fraturados em
nitrogénio liquido e as analises foram realizadas na superficie e fratura (interior) do
material. As amostras foram metalizadas, com uma fina camada de ouro, em um

metalizador modelo P-2 DIODE SPUTTERING SYSTEM.

4.6. Medidas de dessorcao.

Para verificar uma possivel dessorcdo das lipases para o solvente, os filmes
contendo o biocatalisador foram cortados em sec¢des de volumes iguais e colocados em um
erlenmeyer contendo 20 mL de n-hexano a 25°C. Amostras de 3 mL foram retiradas em
periodos de 3, 18, 24 e 66h e determinada a absorbancia da solu¢do nos comprimentos de
absorcdo maximos para cada lipase em estudo. Os sistemas utilizados foram LRO/CMC,
LMJ/CMC, LRO/PVA e LMJ/PVA.

Para as medidas de dessorcao foi necessario construir uma curva de calibracdo para
as lipases de Rhizopus oryzae e de Mucor javanicus. Foram feitas solucbes com
concentracBes variadas, de 0,5 — 5,0 mg mL™ para cada lipase. Com a solucdo de maior
concentracdo determinou-se o comprimento de onda (DIODE Array Spectrophotometer HP
8452A) de maior absorgdo. Para a LRO foi de 276 nm e para a LMJ 266 nm. Os valores de
absorbancia obtidos foram graficados em funcdo da concentracdo e os coeficientes de

correlagdo foram de 0,99995 e 0,99885 para a LRO e LMJ, respectivamente.
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4.7. Determinacdo da quantidade de agua.

A quantidade de agua presente nos filmes, apos evaporagdo a temperatura ambiente
(item 4.2.1) foi determinada por titulacdo pelo método de Karl Fischer (633 Automatic Karl
Fischer titrator, Metronm AG CH-9100 Herisau). A massa dos filmes previamente
triturados utilizada variou de 150-500 mg. Os experimentos foram realizados em triplicata e

o resultado expresso como média aritmética dos valores.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecdo dos polimeros e estabilidade.

Inicialmente foram realizados testes de estabilidade em diferentes solventes e
temperaturas com os filmes e blendas citados anteriormente (item 4.2). Os filmes foram
cortados e transferidos para um recipiente hermeticamente fechado e deixados em contato
com diferentes solventes tais como dioxano, acetona, tetrahidrofurano , diclorometano, éter
etilico,cloroformio, tolueno, tetracloreto de carbono, ciclohexano, n-hexano e n-heptano, a
temperatura ambiente por 24h. Os filmes de CMC, PVA e CMC/PVA, em n-hexano, foram
mantidos a temperaturas de 25, 37, 40, 45 e 50°C por 24h. Apos este periodo, os filmes
foram analisados visualmente e verificados quanto a possiveis alteracbes macroscopicas
causadas pela variacdo do solvente e da temperatura. Esta analise mostrou que néo ocorreu
qualquer alteragdo macroscopica nos filmes frente aos diferentes solventes e variagao de
temperatura, indicando assim sua estabilidade. Apds estes testes, prosseguiu-se com 0s
procedimentos para imobilizacdo de lipases de diferentes fontes e com as reagOes de

esterificacdo e transesterificagéo.

5.2. Caracterizagao dos suportes.

Os suportes selecionados para a caracterizagcdo foram CMC, PVA, GAL, XAN, PSS

e blendas formadas pela associacdo de CMC/PVA e GAL/XAN e PSS/PEO(80:20) com as

lipases imobilizadas provenientes de R. oryzae e M. javanicus, pois foram as mais
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estudadas neste trabalho. A caracterizagdo destes suportes envolveu anélises de

microscopia eletronica de varredura (MEV) e de termogravimetria (TGA).

5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Anélises de microscopia eletronica de varredura foram realizadas para verificar a
homogeneidade dos suportes e a presenca das enzimas. Estas foram efetuadas para as
lipases de R. oryzae e M. javanicus imobilizadas em CMC, PVA, PSS, GAL e XAN.

As Figuras 8 e 9, mostram as micrografias da superficie dos polimeros com as
lipases imobilizadas. A morfologia da superficie dos suportes com enzima sugere que as
lipases estdo preferencialmente localizadas na superficie do material polimérico. A
superficie dos suportes apresentou uma homogeneidade, indicando gque nestes sistemas o

processo de imobilizagdo ocorreu por adsorgao.
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AccV  SpotMagn Det WD 1 100um AccV  Spot Magn  Det WD 1 100 pm
5.00kV 50 150x SE 11.6 CMCMJ Superf 20.0kvV 5.0 150x  SE 9.4 ROLICMC - Superficie

AccV  Spot Magn Det WD 1 200pm . AccV Spot Magn Det WD F—— 200 pm
200kV 5.0 100x SE 10.0 PVAC (superficie) 20.0kV 5.0 100x SE  10.0 ROL/PVA - Superficie

(©) (d)

- B 58 #:
AccV Spot Magn Det wp ——— JAccy  SpotMagn  Det WD ——————1 500um
20.0kV 5.0 50x SE 106 GAL (superficie) [20.0 kv 5.0 50x SE_11.8 ROL/GAL - Superficie

Figura 8 — Micrografias:(a) CMC puro aumento de 150x, (b)LRO imobilizada em CMC
aumento de 150x, (c) PVA puro aumento de 100x, (d) LRO imobilizada em PVA aumento
de 100x (e) GAL pura aumento de 50x, (f) LRO imobilizada em GAL aumento de 50x
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Figura 9 — Micrografia da LMJ imobilizada em (a) CMC aumento de 25x (b)PVA aumento
de 25x (c) e (d) PSS aumento 1000x e 2000x (e) GAL aumento de 50x (f) XAN aumento de
25X.
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Resultados analogos foram obtidos por Crespo, utilizando o PEO como suporte para
imobilizar as lipases provenientes de C. cylindracea (atualmente C. rugosa) e P. cepacia
(atualmente Burkholderia cepacia).®” Mojovic et al**’ utilizaram copolimeros do glicidil
metacrilato e etileno glicol dimetacrilato como suportes para imobilizar a lipase de C.
rugosa. O processo de imobilizacdo também ocorreu por adsorcdo na superficie dos
materiais poliméricos.

As micrografias das fraturas foram efetuadas para os polimeros puros e apdés
imobilizacdo do biocatalisador, e ndo foram observadas diferencas na morfologia da
superficie do filme.

Portanto, através das analises de microscopia eletrénica de varredura verifica-se a
presenca dos preparado enzimatico nos materiais polimérico, e sugere-se que 0 processo de

imobilizagdo ocorreu por adsorgéo.

5.2.2. Analises Térmicas.

O termo andlise térmica é freqientemente usado para descrever a técnica analitica
que investiga o comportamento de uma amostra em fungdo a variagdo da temperatura.
Neste estudo foi utilizado a técnica de TGA que foi realizada com o objetivo de verificar a
decomposicdo, estabilidade e transi¢cdes térmicas dos suportes LRO/CMC, LRO/PVA,
LRO/CMC/PVA e LRO/PSS/PEO (80:20).

As Figuras 10-18 apresentam os resultados de decomposi¢do térmica (TGA) e a
derivada da curva de decomposigédo térmica (DTG) obtidos para a LRO livre, CMC, PVA,

CMC/PVA e PSS/PEO (80:20) e para a LRO imobilizada nestes suportes.
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Figura 10 — Curvas de decomposicéo térmica (TGA) e derivada da curva de decomposicéo

térmica (DTG) da lipase de R. oryzae ndo imobilizada.

A Figura 10 mostra as curvas de TGA e DTG para a LRO na forma livre. Para a
LRO foi observado uma perda de massa (5%) em 76°C, devido a presenca de agua livre e
ligada na sua estrutura.®® A maior perda de massa (65%) foi observada em 354°C, devido &
decomposicéo da lipase.

Nas Figuras 11 e 12, estdo representadas as curvas de TGA e DTG paraa CMC e

com a presenca da lipase de R. oryzae imobilizada (LRO/CMC).
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Figura 11 - Curvas de decomposicédo térmica da carboximetilcelulose (CMC) pura e da R.

oryzae imobilizada em CMC.
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Figura 12 - Derivada da curva de decomposicdo térmica da carboximetilcelulose (CMC)

pura e da R. oryzae imobilizada em CMC.
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Para a CMC e LRO/CMC verificaram-se perdas de massa abaixo de 200°C
referente a presenca de dgua. Para a CMC, a maior perda de massa (41%) correspondeu ao
pico Tuax. = 347°C (Tmax. = temperatura onde a velocidade de degradacdo do material
polimérico é maxima) na curva de DTG, correspondendo a decomposicdo do polimero.
Para o sistema LRO/CMC ocorreu um pequeno deslocamento deste pico para
Twmax, = 343°C. Esta pequena variacdo pode estar associada a presenca da lipase, visto que
a decomposicao da enzima ocorreu em temperatura muito proxima (354°C). Esta pequena
reducdo poderia indicar que a presenca da lipase estaria provocando uma desestabilizacéo

do polimero.

Nas Figuras 13 e 14, estdo representadas as curvas de TGA e DTG parao PVAeo

da LRO/PVA.
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Figura 13 - Curvas de decomposicao térmica do poli(alcool vinilico)(PVA) puro e daR.

oryzae imobilizada em PVA.
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Figura 14 - Derivada da curva de decomposicédo térmica do poli (alcool vinilico)
(PVA) puro e da R. oryzae imobilizada em PVA.

O PVA apresentou trés estagios de perda de massa em Tuax.de 154°C (4%), 379°C
(63%) e 485°C (27%). A perda em 154°C corresponde a agua presente e a 379 e 485°C, a
decomposicdo do PVA. A analise das curvas de TGA e DTG para a LRO/PVA mostrou
uma reducéo das temperaturas de decomposicéo, sendo de 369 e 469°C, que corresponde a
uma variacdo de 10 e 16°C, respectivamente, em comparacdo com a do PVA. Esta reducdo
provavelmente estid associada com a presenca da enzima no polimero causando uma
desestabilizagcdo no sistema.

Nas Figuras 15 e 16, sdo mostradas as curvas de TGA e DTG para a blenda de

CMC/PVA e da LRO imobilizada (LRO/CMC/PVA).
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Figura 15 - Curvas de decomposicéo térmica da blenda de CMV/PVA e da lipase de R.
oryzae imobilizada na blenda de CMC/PVA.
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Figura 16 - Derivada da curva de decomposicédo da blenda CMC/PVA da lipase de R.

oryzae imobilizada na blenda de CMC/PVA.
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Para a blenda observaram-se trés estagios de perdas de massa em Tuax. de 108°C
(7%) devido a &gua, em 335°C (55%) e em 467°C. Comparando-se a blenda com os
polimeros puros, pode-se verificar uma reducdo nas temperaturas de decomposicao,
indicando que a formacdo da blenda também causou uma pequena desestabilizacdo do

sistema. O mesmo ocorreu na presenca do biocatalisador.

As Figuras 17 e 18, correspondem as curvas de TGA e DTG para a blenda de

PSS/PEOQ (80:20) e da lipase de R. ozyzae imobilizada (LRO/PSS/PEO(80:20)).
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=
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0 200 400 600 800

Temperatura (°C)

Figura 17 - Curvas de decomposicdo térmica da blenda de poli(4-estirenosulfonato de
sodio):poli(6xido de etileno) (80:20) e da lipase de R. oryzae imobilizada na blenda.
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Figura 18 - Derivada da curva de decomposicgéo da blenda de poli(4-estirenosulfonato de

sodio):poli(6xido de etileno) (80:20) e da lipase de R. oryzae imobilizada na blenda.

Para a blenda PSS/PEO(80:20), verificou-se perda de massa em 51°C referente a
presenca da agua. A perda de massa em 411°C refere-se a decomposi¢do do PEO, e de
acordo com Crespo®, a decomposicéo deste polimero ocorreu em Tuax = 409°C . As
perdas de massa em 473, 565 e 757°C, correspondem ao PSS. O PSS apresentou trés
estagios de decomposicédo, sendo em 470, 563 e 757°C (dados de TGA e DTG resultados
ndo mostrados).

Na analise das curvas de TGA e DTG para o sistema LRO/PSS/PEO (80:20) pode-
se verificar que as temperaturas de decomposicdo do PSS estdo praticamente inalteradas,

mas na do PEO ocorreu um aumento de 411 para 425°C. Este aumento poderia estar
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associado a formacgdo da blenda ou a presenca do biocatalisador, pois néo foi verificada a
temperatura de decomposi¢do da enzima possivelmente devido a baixa concentragdo no
suporte (50 mg de enzima/ 200 mg do suporte). Experimentos utilizando quantidades

maiores de enzima no suporte (100 mg/200 mg suporte), mostraram resultados similares.

5.2.3 Medidas de dessorgao.

Quando se realiza um processo de adsorcdo, € possivel ocorrer dessorcdo do
material adsorvido, apds estar em contato com um meio que tenha afinidade com a
substancia adsorvida. A possivel dessorcdo das lipases imobilizadas foi avaliada para os
sistemas LRO/CMC, LRO/PVA, LMJ/CMC e LMJ/PVA. O procedimento foi descrito no
item 4.6.

Os sistemas foram monitorados nos periodos de 3, 18, 24 e 66h, através das medidas
de absorbancia nos comprimentos de onda maximo da cada lipase.

N&o foi verificada a presencga de proteina no solvente testado (n-hexano) (A< 0,1),
evidenciando que estes sistemas sdo estaveis e que a quantidade adicionada inicialmente
est4 presente no suporte.

A néo dessorcao das lipases indicou que estdo fortemente adsorvidas por interagGes
hidrofébicas e/ou ligagGes de hidrogénio nos polimeros utilizados. Este resultado é um forte
indicativo de que durante a utilizacdo destes bicatalisadores em reagdes em meio organico

nédo deverdo ocorrer perdas para 0 meio reacional.
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Estes dados sdo de grande importancia quando se considera a reutilizacdo destes
sistemas, como sera discutido no item 5.9, onde serdo submetidos a varias lavagens com

solvente.

5.2.4 Determinacédo da quantidade de 4gua nos polimeros.

Na literatura € mostrado que os biocatalisadores sdo circundados por camadas de
agua. A presenca destas camadas € considerada um pré-requisito para a retencdo da
atividade enziméatica em meio organico, devido a manutengdo da estrutura terciaria das
enzimas. Portanto, este € um pardmetro importante e pode interferir ndo somente na
atividade da enzima, mas também na sua estabilidade. '*°

Em geral, os suportes tém sido considerados como materiais inertes com pouca ou
nenhuma interferéncia no comportamento cinético da enzima. Entretanto, estudos
comparativos sugerem que influéncias marcantes sdo observadas para as lipases em
diferentes suportes. A caracteristica que mais interfere na escolha de um tipo de suporte
para imobilizacdo € sua afinidade ou ndo pela agua, ou seja, o carater hidrofilico ou
hidrofébico. **

As porcentagens de agua presentes nos suportes CMC, CMC/PVA, GAL, XAN,
PSS e P(VP-co-AV) com a lipase de R. oryzae imobilizada, e PVA, CMC/PVA contendo a
lipase de M. javanicus, foram determinadas por titulacdo pelo método Karl Fischer. Os

resultados obtidos, como media de trés analises, sio mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Valores de teores de 4gua (%) presentes em diferentes sistemas contendo as

lipases de R. oryzae e M. javanicus imobilizadas.

Material Teor de agua (%)
LRO 54
LMJ 10.8
LRO/CMC 11,8
LRO/CMC/PVA 55
LMJ/PVA 4,0
LMJ/CMC/PVA 58
LRO/GAL 6,2
LRO/XAN 55
LRO/GAL/XAN 6,2
LRO/PSS 18,0
LRO/P(VP-co-AV) 12,0

Os dados mostram que o teor de dgua nos sistemas variou de 4,0-18%, dependendo
da estrutura do polimero e/ou blenda. O sistema LRO/PSS apresentou uma maior
quantidade de agua, 18%. Este valor pode estar associado as caracteristicas do PSS, que é
um polimero idnico (estrutura 4, pag. 50) e muito soldvel em &gua. Assim, durante o
processo de formacdo do filme este material pode reter uma quantidade maior de 4gua. Para
os sistemas LRO/P(VP-co-AV) e LRO/CMC, os teores de 4gua sdo praticamente iguais, de
12,0 e 11,8% respectivamente.

Na comparacéo entre os sistemas LRO/CMC e LRO/CMC/PVA, pode-se verificar
uma diminuicdo de 6,3% no teor de agua. Este resultado pode estar associado com a
formacdo da blenda entre CMC/PVA, comprometendo assim 0s grupamentos —OH

presentes nas estruturas (estruturas 6 e 8, pags 50 e 51), através da formac&o de ligacdes de
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hidrogénio entre os polimeros, levando assim a diminuicdo da quantidade de agua no
sistema.

Para os sistemas LRO/GAL, LRO/XAN e LRO/XAN/GAL, os teores de agua foram
de 5,6-6,2%, indicando que a formacgdo da blenda GAL/XAN néo influenciou o teor de
agua devido a grande quantidade de grupamentos —OH. Outro fator que poderia estar
contribuindo é o tempo de evaporagdo durante a formacao dos filmes, que foi diferente para
cada sistema (8-12h) e isto poderia resultar em materiais com quantidades diferenciadas de
agua.

Para verificar se o teor de agua era alterado pela presenca do solvente organico, 0s
filmes contendo LRO imobilizada em CMC foram colocados em contato com diferentes
solventes de polaridades variadas, indiretamente indicadas pelo log P, por 24h. Apds este
periodo, os filmes foram retirados do contato com o solvente e o excesso foi evaporado a
temperatura ambiente, e a seguir o teor de 4gua foi determinado. Os resultados obtidos sdo

mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Valores de teores de agua (%) presentes no sistema contendo LRO/CMC ap6s

contato com solventes organicos ©.

Material/ Solvente log P ** Teor de 4gua

(%)
LRO/CMC - Dioxano -1,1 11,8
LRO/CMC - Tetraidrofurano 0,49 11,0
LRO/CMC - Eter etilico 0,85 13,0
LRO/CMC - Diclorometano 15 93
LRO/CMC - Cloroférmio 2,0 12,0
LRO/CMC - Hexano 3,5 11,3
LRO/CMC - sem solvente - 11,8

(a) 24h.
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Os dados da Tabela 8 mostram que ndo houve uma variagdo significativa ao
comparar com o sistema LRO/CMC (dados apresentados na Tabela 7) sem o contato com
solvente, indicando boa estabilidade frente a diversos solventes organicos.

De acordo com estes resultados, € possivel prever que as atividades cataliticas das
lipases serdo preservadas devido a presenca de uma certa porcentagem de agua nos
sistemas que também é verificada por anélises de TGA.

Estes resultados, também sdo concordantes com os dados de MEV, TGA e
dessorcdo, onde se verificou que apds imobilizacdo obtém-se sistemas estaveis com

possiveis aplicacdes na biocatalise.

5.3.Sintese do laurato de n-butila catalisada por lipases de diferentes fontes

imobilizadas em filmes poliméricos e blendas.

Inicialmente foi determinada a percentagem de conversdo na reagdo de
esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol, catalisada por lipases de diferentes fontes e

procedéncias, imobilizadas nos polimeros e blendas citadas no item 5.1 (Esquema 8).

O O
Lipases/polimeros
CHy(CHp)oCHy==C"  + HOCH,(CH,)3CHj3 & CHy(CH,)CHy== C + H,O
Solvente organico
OH (n-hexano) OCH,(CH,)sCH;

Esquema 8 — Equacdo geral para a reacdo de esterificacdo do acido laurico com n-

pentanol.
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Estes experimentos foram realizados para selecionar alguns suportes que seriam
posteriormente utilizados para avaliar outros pardmetros na sintese destes ésteres. A
obtencdo de laurato de n-pentila foi considerada como reacdo “modelo” pois em geral as
lipases, possuem uma boa atividade frente a acidos de cadeia longa'®.

As reacdes de esterificacdo foram realizadas a 37°C por 24 h, utilizando como
solvente n-hexano. A massa de preparado enzimatico utilizado foi 50 mg nos materiais
poliméricos. As reacGes foram acompanhadas por CCD, utilizando uma mistura n-
hexano:acetato de etila (9:1) como eluente. O valor do Rf obtido para o éster foi de 0,70.

A percentagem de conversao foi determinada quantitativamente, através das anéalises
dos espectros de RMN-'H. O célculo foi obtido pela comparacdo dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios metilénicos do alcool e do éster. Para 0 n-pentanol e o laurato de
n-pentila, observam-se tripletes em 3,65 (2H, CH,OH) e 4,06 ppm (2H, CH)0),
respectivamente.

Os espectros de RMN-'H e IV, apés purificacdo do produto, confirmaram a
obtencdo do laurato de n-pentila. Observaram-se deslocamentos em 4,1 ppm um triplete
referente a 2H de CH,OOC-; em 2,3 ppm um triplete referente a 2H do grupo R-CH»-COO-
(hidrogénios vizinhos a carbonila); em 1,0-1,5 ppm um multiplete referente a 24H dos
grupos —CH.- da cadeia alquilica; e em 0,9 ppm um triplete referente aos 6H dos grupos
terminais. Os espectros de IV foram observadas bandas caracteristicas de estiramento da
carbonila (C=0) do éster em 1739 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 deformacéo das ligacdes C-H dos carbonos alifaticos na regi&o de 1000 cm™.

De maneira analoga todos os demais ésteres foram analisados e caracterizados.
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As blendas utilizadas apresentaram composic¢ao 1:1% (m/m), exceto para a formada
pela associacao entre o PSS e PEO cuja composicéo foi 80:20. Esta foi selecionada a partir
de um estudo realizado variando-se a composic¢ao da blenda (0-100%), utilizando a lipase
de R. oryzae (LRO) como catalisador na esterificacdo do acido laurico com n-pentanol. Os
resultados de percentagem de conversdo em ésteres utilizando esta lipase imobilizada nas

diferentes composicdes da blenda PSS/PEO estdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de percentagem de conversdo (C,%) em laurato de n-pentila obtidos

com lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em blendas de PSS/PEO.

PSS/PEO (% m/m) Conversao (%)*
100:0 57
98:2 85
95:5 89
90:10 96
80:20 98
70:30 98
50:50 98
40:60 98
20:80 98
0:100 98

(a) 50 mg do preparado enzimatico/ g de suporte, 24 h, solvente: n-hexano, 37 °C

A analise dos dados mostra, que quando a LRO foi imobilizada no filme de PSS
(PSS/PEO 100:0), esta foi menos efetiva como biocatalisador para a reagdo estudada
obtendo-se o produto com 57% de conversdo. Este resultado pode estar associado a fatores
de interacdo entre a enzima e o suporte. Se a interacdo entre a enzima e o PSS, que
apresenta grupamentos sulfonato na sua estrutura (estrutura 4, pg 50), for muito forte

poderdo ocorrer mudangas conformacionais na estrutura nativa. Uma outra possibilidade, é
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que os grupos sulfonatos carregados negativamente, podem interagir com os residuos de
aminodcidos no sitio ativo da enzima. Como resultado, foi observado experimentalmente
uma diminuicdo na porcentagem de conversdo do éster nas condigOes testadas. Na presenca
de 2% de PEO, a porcentagem aumentou para 85%, indicando que interacGes de carater
mais hidrofobico tipo “enzima—polimero” devem predominar neste sistema. A partir da
composic¢do da blenda PSS/PEO 80:20, os ésteres foram obtidos com bons rendimentos (98
%), evidenciando que a lipase manteve a sua atividade catalitica.

Portanto, estes resultados mostram que a presenca de cargas negativas no suporte
influencia na atividade deste biocatalisador. A partir deste estudo, optou-se em trabalhar
com a composicao 80:20 para a blenda de PSS:PEO.

A seguir, lipases de diferentes procedéncias e atividades foram imobilizadas nos
diversos materiais poliméricos, incluindo a blenda PSS:PEO (80:20). Para fins
comparativos, a mesma reagdo e nas mesmas condi¢Oes experimentais foram realizadas
com os diversos preparados enzimaticos de lipases na forma livre em suspensédo de acordo
com o método descrito por Klibanov.*®

As conversdes em eéster, utilizando os diversos sistemas testados sdo mostradas na

Tabela 10.
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Tabela 10 - Percentagem de conversdo (%) em laurato de n-pentila obtidos com lipases de diferentes fi

imobilizada.

Suportes

Lipases Carbopol P(VP-co-VA) PSS PVA CMC GAL XAN PSS:PEO CMC,

(PAA) (80:20)

LTL 0 23 13 92 27 73 19 42 8
LPP 0 11 8 19 7 0 0 24 1
LRM 0 58 10 58 34 8 66 80 5
LMM 0 99 15 77 11 99 66 15 9
LAN 0 3 17 3 6 0o 14 27 ;
LRO 0 99 57 99 99 99 99 98 9
LCR 0 26 15 9 5 30 48 9 8
LMJ 0 93 13 31 70 8 67 6 7
LPS 0 92 59 99 7 o 78 13 9

(a) determinados por RMN-'H. Condicdes reacionais: [substratos]=0,1M, massa de preparados enziméaticos = 50 m
solvente:n-hexano.
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Os resultados apresentados na Tabela 10 mostram que a porcentagem de conversao,
em laurato de n-pentila, catalisada pelas diversas lipases, de modo geral, variou de acordo
com o tipo de suporte utilizado quando comparando com a forma ndo imobilizada.

Destacam-se os resultados obtidos com o Carbopol (PAA) como suporte, que é um
polimero sintético e formado por unidades do acido acrilico, o qual foi o primeiro a ser
utilizado. Os dados mostram que ndo ocorreu a formacdo do produto nas condicdes
reacionais testadas independente da lipase imobilizada. Experimentos envolvendo o
aumento do tempo reacional para 120h, foram realizados com a LMJ, LCR, LAN, LRM e
LRO imobilizadas neste suporte. Nestas condigdes, também néo foi verificada a formagéo
do produto.

Estes resultados indicam que as lipases imobilizadas em PAA estdo inativas, quando
comparadas com os resultados obtidos na mesma reagéo de esterificagdo com as lipases ndo
imobilizadas (forma livre). A inativacdo pode estar associada ao pH da solucdo polimérica,
que é 2,5 e portanto muito acido. De acordo com VOET et al., a baixa estabilidade
conformacional das proteinas nativas tornam-nas muito suscetiveis a desnaturacdo por
alteracdo do balanco das forgas, ndo de ligagdo, as quais mantém a conformacdo nativa. As
enzimas podem ser desnaturadas por uma variedade de condi¢Ges e substancias, incluindo o
pH do meio. A variacdo do pH altera as cargas das cadeias i6nicas laterais de amino&cidos,
modificando a distribuicdo destas cargas e a presenca de ligaces de hidrogénio, as quais
sdo fundamentais para a manutencao da estrutura terciaria, levando assim a desnaturacéo.’

Trabalhos na literatura mostram que a atividade da enzima depende do pH, sendo
que a maioria apresenta atividade maxima em pH préximo a neutralidade. > ** % %

A correcdo do pH para 7,0, foi realizada adicionando-se lentamente gota-a-gota

trietilamina. Obteve-se assim um gel, e a seguir acrescentou-se a enzima (50 mg) e
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evaporou-se o0 solvente de acordo com o item 4.2.1. Para este estudo utilizaram-se as
lipases: LMM, LAN, LRO, LCR e LMJ. As analises de RMN-'H de aliquotas da reacéo de
esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol, indicaram que ndo houve a formacgéo de
produtos.

Portanto, além do efeito do pH, outros fatores devem estar interferindo para a
inativacao das lipases neste suporte. A imobilizagdo em um suporte ocorre por interagcdes
entre as cadeias laterais dos aminoécidos da proteina e grupamentos presentes no material
polimérico. Postula-se que estejam formando ligacdes de hidrogénio e/ou ibnicas entre o
polimero e o biocatalisador, o que podera acarretar mudancas conformacionais e inativacdo
das enzimas.

Este efeito foi também observado por Crespo®’, na esterificacdo do 4cido laurico
com n-pentanol, utilizando a lipase da C. cylindracea imobilizada em Carbopol a 35°C.
Neste trabalho foram utilizadas blendas poliméricas formadas pela associacdo do
Carbopol/PEO em diferentes propor¢des. Ndo houve formacdo de produto com a LCR
imobilizada em blendas com composi¢Ges de 100:0 até 50:50 (Carbopol:PEO). A partir da
composicao 40/60 até 0/100%, a conversao em éster aumentou de 10 para 86%, mostrando
que o aumento da quantidade de PEO levou a uma maior porcentagem de conversao em
éster. ¥

De acordo com Bosley®, ndo seria correto utilizar a eficiéncia de um processo
comparando-se diferentes lipases imobilizadas no mesmo suporte. Entretanto, pode-se
utilizar para comparar a mesma lipase em diferentes suportes. Assim, os resultados obtidos
e apresentados na Tabela 10 que se referem aos outros suportes, serdo apresentados de

forma geral salientando os melhores dados obtidos com cada lipase.
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Na esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol catalisada pela lipase de T.

lanuginosus™*

(LTL) observou-se um aumento da atividade apds a imobilizacdo em PVA
(92%), GAL (73%), XAN (79%), ou nas blendas de PSS:PEO(80:20) (42%) e CMC/PVA
(81%), em comparagdo com a da forma livre (25%). Com 0s outros suportes ocorreu uma
reducdo da atividade quando comparado com a forma livre.

Para a lipase pancreatica de porco (LPP), verificou-se que a imobilizagcdo causou
uma reducéo na atividade provocando assim uma reducao na porcentagem de conversao em
éster com todos os suportes testados (0-24%), e o melhor resultado foi obtido com a LPP
ndo imobilizada (58%).

Com a lipase de R. miehei (LRM), verificou-se um aumento da atividade apés
imobilizacdo em P(VP-co-VA) (58%), PVA (58%), GAL (86%); XAN (66%) e nas blendas
PSS:PEO(80:20) (80%) e CMC/PVA (58%) em comparagdo com a LRM na forma livre
que foi de 38% . Para os demais suportes ocorreu uma reducédo da atividade (0-34%).

Com a lipase de Mucor miehei (LMM), verificou-se um aumento da atividade apés
a imobilizacdo em P(PV-co-VA) (99%), PVA (77%), GAL (99%), blendas de CMC/PVA
(99%) e GAL/XAN (99%), em comparacdo com a forma livre que foi de 66%. Para os
sistemas PSS, CMC, PSS:PEO(80:20) e PAA verificou-se uma reducdo da atividade da
lipase (11-15%).

As maiores porcentagens de conversao em éster foram obtidas quando a lipase de A.
niger (LAN) encontrava-se imobilizada em PSS (17%), XAN (14%) e nas blendas de
PSS:PEO(80:20) (27%) e GAL/XAN (10%). Para a forma livre a converséo foi de apenas
5%. Nos demais suportes foi inferior ou igual a forma livre (0-6%).

Na esterificacdo do acido laurico com n-pentanol catalisada pela lipase de R. oryzae

(LRO) imobilizada em todos os suportes testados, exceto em Carbopol, apresentaram
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porcentagem de conversdo superior (57-99%) a forma livre (33%). Estes dados mostram
que a imobilizacdo em todos os suportes, exceto em PAA, provocou um aumento da na
atividade da lipase.

Com a lipase de C. rugosa (LCR), a maior conversao em éster foi obtida apos
imobilizacdo em blenda de CMC/PVA (84%), sendo superior ao resultado obtido com a
forma livre (61%). A imobilizagdo nos demais suportes provocou uma reducao da atividade
obtendo assim porcentagens de converséo inferior a forma livre (0-48%).

Quando a lipase de M. javanicus (LMJ) foi imobilizada em P(VP-co-VA) e GAL,
observou-se um aumento da atividade com porcentagens de conversdo em éster de 93 e
86%, respectivamente, sendo superior a forma livre (70%). Para os demais suportes
ocorreu uma reducdo da atividade obtendo assim o éster com conversao inferior a da forma
livre (0-67%), exceto em CMC que apresentou a mesma porcentagem, sendo de 70%.

As porcentagens de conversdo obtidas quando a lipase de Pseudomonas sp (LPS)
foi imobilizada em P(VP-co-VA), PVA, XAN e blenda de CMC/PVA foram de 92%, 99%,
78% e 99%, respectivamente, mostrando assim um aumento da atividade catalitica da lipase
quando imobilizadas nestes suportes. Estas conversfes foram superiores a obtida com a
forma ndo imobilizada (65%). Para os demais suportes verifica-se uma redugdo na
atividade (0-59%).

De modo geral, para a maioria dos suportes testados foi observado um aumento da
atividade das lipases, verificado pelo aumento da porcentagem de conversdo em éster
quando comparada com a forma livre. Estes resultados provavelmente estdo relacionados
com a modificacdo do microambiente das enzimas devido a imobilizacdo, e isso interfere
na sua estabilidade e conseqiientemente, na conversdo em produtos. As baixas conversdes

podem estar associadas também as condicGes reacionais utilizadas, que podem nao ser
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ideais para que as lipases atuem com sua atividade méaxima. Outro fator que contribui é as
atividades diferenciadas das lipases, como mostrado na Tabela 5.

Comparando-se as lipases imobilizadas em PSS e na blenda formada por PSS:PEO
(80:20) (Tabela 10), pode-se verificar que apos imobilizacéo as porcentagens de conversdo
foram superiores com a maioria das lipases na blenda. As baixas porcentagens de conversao
com as lipases imobilizadas em PSS podem estar associadas a efeitos de interacdo entre
enzima/polimero como discutido anteriormente para a LRO imobilizada em blendas de
PSS:PEO (Tabela 9, pg.79).

Crespo® imobilizou estas mesmas lipases em filmes de PEO e utilizou estes
biocatalisadores na esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol em n-hexano a 35°C.
Comparando-se o0 PEO com PSS e a blenda de PSS:PEO(80:20), a imobilizagdo em filme
de PEO foi superior como suporte, formando o éster em maiores porcentagens. Isto
confirma a preferéncia das lipases em interagir melhor com o PEO, que apresenta um
carater mais hidrofébico que o PSS.

A partir destes resultados foram selecionados quatro polimeros: PVA, CMC, GAL e
XAN e trés blendas PSS:PEO(80:20), CMC:PVA e GAL/XAN para prosseguir 0s estudos.
Entre estes, o PVA a CMC e blenda de CMC/PVA (1:1 % m/m), foram os mais utilizados
neste trabalho.

O PVA foi selecionado por ser um polimero sintético bastante sollvel em agua,
biodegradavel, apresentar varias aplicacdes industriais e excelente resisténcia quimica. A
CMC, GAL e XAN foram selecionadas por serem biopolimeros e pouco explorados na

literatura como suportes para imobilizagao de enzimas.
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5.4 Influéncia do tempo reacional.

As lipases LRO e LMJ na forma livre e imobilizada em CMC foram utilizadas na
esterificacdo do acido laurico com n-pentanol com o intuito de se verificar o tempo minimo
para obtencdo do produto em maxima converséo.

Nos tempos de 1, 3, 6,9, 12 e 24 h, foram retiradas aliquotas do meio reacional, e
estas foram submetidas & analises de RMN-'H para determinagdo da porcentagem de

conversdo.Os valores de obtidos em fungdo do tempo estdo mostrados na Figura 19.
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Figura 19.Efeito da variagdo do tempo de reagédo para a esterificagdo do acido laurico com
n-pentanol catalisada por LRO e LMJ livre e imobilizada em CMC. [acido] e [alcool] =
0,1M, 37°C em n-hexano.

Pode-se observar que apds 24h de reacdo, as maiores porcentagens de conversao
foram obtidas quando a LRO e a LMJ estavam imobilizadas em CMC, sendo de 99 e 76%,
respectivamente. Nestas condigdes, utilizando-se a LRO livre a conversdo foi 33% e

imobilizada 99%. Portanto, pode-se verificar que a LRO quando imobilizada mostrou uma
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eficiéncia trés vezes superior a da forma livre. A LMJ apresentou um aumento pouco
consideravel obtendo-se 70% de produto com a forma livre, e 76% apds imobilizagdo. A

partir deste estudo, optou-se em fixar o tempo das reag6es em 24h.

5.5 Estudo da variacdo de massa da lipase.

O efeito da quantidade de biocatalisador na percentagem de conversao foi estudado
variando-se a massa de 5-100 mg de lipases nos filmes. Esta quantidade corresponde a uma
faixa de 1-16%(m/m) em relacdo a massa enzima/suporte. A lipase utilizada neste estudo
foi a LRO imobilizada em CMC, PVA e blenda de CMC/PVA. Os resultados obtidos neste

estudo sao mostrados na Figura 20.
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Figura 20. Efeito da variacdo de massa da LRO em diferentes sistemas de imobiliza¢do na
esterificacdo do acido laurico com n-pentanol. [acido] e [alcool] = 0,1M, 24h, 37°C em n-
hexano.
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A analise dos dados mostrou que ocorreu um aumento da conversdo com o aumento
da massa de lipase com todos os suportes testados. Com quantidades de 50-100 mg, a
conversdo permaneceu constante, sendo de 99% em 24h de reagdo. Este experimento
mostrou que, com uma massa de 50 mg de enzima, obtém-se o produto com conversdo
quantitativa, indicando que o numero de sitios disponiveis é suficiente para a quantidade de
substrato utilizado.

Comparando-se as atividades das lipases utilizadas, pode-se verificar que a
atividade da LRO, declarada pelo fabricante, é menor do que a LMJ, 150.000 U g™ e 10
000 000 U g™ (Tabela 5, pg. 53). Com este experimento, verificou-se que a afinidade da
LRO pelos substratos é maior, pois com a mesma massa, a conversao foi igual a da LMJ,
que apresenta atividade muito superior.

A partir destes dados em todos os estudos subsequentes foram utilizados 50 mg de
enzima, o que corresponde a 10% em massa nos suportes. Esta quantidade é suficiente para

atuar sobre todo o substrato utilizado, conforme discutido anteriormente.

5.6.Efeito da variagdo da temperatura.

Trabalhos na literatura mostram que a imobilizacdo pode alterar a temperatura de
atividade maxima. Motero et al.’ utilizaram a lipase da C. rugosa imobilizada em
polipropileno e verificaram a sua atividade relativa na hidrdlise do dleo de oliva. A
hidrolise foi estudada utilizando-se a lipase na forma livre e imobilizada, em fun¢do do

aumento da temperatura. Os autores verificaram que a lipase na forma livre apresentou
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atividade relativa maxima a 37°C, enquanto que na forma imobilizada foi de 45°C,
mostrando assim que a imobilizagdo provocou uma mudanca no perfil de temperatura.
Para avaliar o efeito da temperatura na reacdo de esterificacdo do acido laurico com
n-pentanol, as lipases pancreatica de porco, Pseudomonas sp, A. niger, C. rugosa, R.
miehei, M..miehei, M. javanicus e R. oryzae imobilizadas em CMC foram testadas em

diferentes temperaturas, 25 e 37°C. Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 21.
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Figura 21. Influéncia da variacdo de temperatura na esterificacdo do acido laurico com n-

pentanol catalisada por lipases de diferentes fontes imobilizadas em CMC. [4cido] e
[alcool] = 0,1M, 24h, em n-hexano.

Os resultados mostraram que os maiores valores de conversdao foram obtidos

utilizando-se as lipases da M. javanicus (72 e 70%) e Rhizopus oryzae (99 e 99%)a25e
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37°C, respectivamente e que ndo houve variagdo significativa em funcdo da temperatura
para estas lipases.

Crespo® estudou a esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol catalisada por
LRO e LMJ imobilizadas em PEO a 25 e 35°C. Foi verificado que as duas lipases também
foram as mais eficientes na catalise da reagéo, quando imobilizadas neste sistema, obtendo-
se altas porcentagens de conversdo nas duas temperaturas (ver Tabela 3, pg. 29). Neste
mesmo trabalho foram testadas lipases de diferentes fontes tais como pancreatica de porco,
Pseudomonas sp, A. niger, C. rugosa, R. miehei e M. miehei, imobilizadas em PEO. Estas
lipases também foram utilizadas neste trabalho de tese.

Comparando-se os dois suportes, PEO (estudado por Crespo®) e CMC, pode-se
verificar que o PEO apresentou-se superior para todas as lipases testadas, independente da
temperatura. A diferenca nas porcentagens de conversdo poderia estar associada as
caracteristicas de cada suporte.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com os dados de temperatura
onde a atividade é méaxima para LRO e LMJ, na forma livre (Tabela 5, pg. 53). De acordo
com as especificacdes do fornecedor, a atividade maxima é 37-40°C para LRO e LMJ.*®

Utilizando as outras lipases, as conversdes foram baixas e isto pode estar associado
as condicdes experimentais, onde utilizaram-se temperaturas abaixo da temperatura ideal
para a atividade maxima de cada lipase. Pode-se verificar, que a temperatura ideal para
estas lipases € superior a utilizada em nossos estudos (Tabela 5, pg. 53).

Para verificar a influéncia de temperaturas superiores a 37°C, foram determinadas

as conversdes em laurato de n-pentila utilizando a LRO e LMJ imobilizada em CMC, PVA
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e blenda de CMC/PVA (1:1% m/m) nas temperaturas de 40, 45 e 50°C. Os resultados

obtidos sdo mostrados nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22. Influéncia da temperatura na esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol

catalisada pela LRO na forma livre e imobilizada em CMC, PVA e blenda CMC/PVA.
[acido] e [alcool] = 0,1M, 24h, em n-hexano.
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Figura 23. Influéncia da temperatura na esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol

catalisada pela LMJ na forma livre e imobilizada em CMC, PVA e blenda de CMC/PVA.
[acido] e [alcool] = 0,1M, 24h, em n-hexano.
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A anélise das Figuras 22 e 23 mostra que com a LMJ o efeito da temperatura na
conversédo foi mais pronunciado. Para a LRO imobilizada em todas as temperaturas e em
todos os suportes, as porcentagens de conversao em éster foram altas, 99%, enquanto que
na forma livre foi de 5% a 25°C, e de 30-33% entre 37-50°C.

Comparando-se a LRO livre e imobilizada nos trés suportes, e na temperatura de
atividade maxima (37-40°C)*?, verificou-se que com a LRO imobilizada a porcentagem de
conversdo foi de 66%, que € superior a forma livre (33%).

Isto confirma que a imobilizagdo provocou um aumento na atividade da enzima.
Outro dado muito importante é o aumento da temperatura 6tima para a atividade da lipase
nos trés suportes. De acordo com a ficha técnica™® em temperaturas superiores a 40°C a
atividade diminui. Este efeito ndo foi verificado para a LRO imobilizada nestes suportes,
pois a porcentagem de conversdao se manteve em valores altos, na faixa de 94-99%,
mostrando que a imobilizagcdo com CMC protege da termoinativacéo.

Os resultados obtidos para LMJ mostraram uma variagdo maior na atividade
dependendo do suporte e da temperatura. Com a LMJ na forma livre, as porcentagens de
conversdo foram de 68, 70, 66 e 65% nas temperaturas de 25, 37, 45 e 50°C,
respectivamente, e de 87% a 40°C, que corresponde a temperatura onde a atividade da LMJ
é maxima para a forma livre. As maiores conversdes, 99%, foram obtidas com a LMJ
imobilizada em CMC/PVA(1:1 % m/m) nas temperaturas de 25 e 37°C; em temperaturas
superiores, a converséo foi entre 30-37%.

Comprando-se a LMJ imobilizada em CMC e PVA, verificou-se que esta lipase
imobilizada em CMC apresentou-se superior & imobilizada em PVA, com porcentagens de

conversao em éster de 64-72% e 30-37%, respectivamente.
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Para a LMJ, de acordo com as especificacfes técnicas, em temperaturas superiores a
40°C a atividade diminui'®. Isto foi verificado neste trabalho, em temperaturas acima de

40°C.

5.7 Estudo da variagao da concentracdo dos substratos.

Na sintese quimica de ésteres, geralmente é empregado excesso de acido. Esta
metodologia também pode ser aplicada na catalise enzimatica em reacGes de esterificacao.
Foi verificado o efeito da variagdo da concentracdo dos substratos, na esterificacdo do acido
laurico com n-pentanol com o sistema LRO/CMC.

Inicialmente, foram utilizadas quantidades equimolares dos substratos com

concentracgdo de 0,01 — 1,00M. Os resultados sdo mostrados na Figura 24.
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Figura 24. Efeito da concentracédo dos substratos em quantidades equimolares na reagdo de
esterificacdo do &cido laurico com n-pentanol catalisada pela LRO/CMC, em n-hexano a
37°C, 24h.
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Os dados mostram que nestas condig0es, a conversao permaneceu praticamente
constante e o produto foi obtido com 99%. Para concentragdes acima de 0,1M (95%),
observou-se uma diminui¢do na conversdo de 77% para 30% com as razdes molares de
0,30 e 1,00M, respectivamente.

Com o intuito de verificar qual dos substratos estaria causando esta inibicao
realizaram-se dois estudos. No primeiro, a concentracdo do alcool foi mantida constante
(0,AM) e a do &cido variou de 0,08 — 1,00M, e no segundo a concentracdo do acido
permaneceu constante (0,1M), e a do alcool variou de 0,08 — 0,9M.

Os resultados obtidos sdo mostrados nas Figuras 25 e 26, respectivamente.

100

90 =
85 =
80 =

75 =

(%)

70 =

Convesao

65 =

60 T T T T T

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
[acido] (M)

Figura 25. Efeito da concentracdo de acido laurico na reacdo de esterificagdo catalisada
pela LRO/CMC. [alcool] = 0,1 M em n-hexano a 37°C, 24 h.
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Figura 26. Efeito da concentracdo de n-pentanol na reagéo de esterificagdo catalisada pela

LRO/CMC. [4cido laurico] = 0,1 M em n-hexano a 37°C, 24h.

Os dados reportados na Figura 25 mostram que quando se utilizou um excesso de
acido laurico nenhum efeito inibitorio foi detectado, sendo que a conversdo manteve-se na
faixa de 77 — 99%. De fato, o progresso da reacdo de esterificacdo néo foi influenciado pelo
aumento da concentracdo de &cido laurico no meio reacional e que um excesso de acido
garantiu a formagcdo do complexo acil-enzima, de acordo com o mecanismo citado na
pagina 12, para posterior reacdo com o alcool, conduzindo assim a formag&o do ester.

Ao analisar a influéncia da concentragdo do n-pentanol (Figura 26), observou-se
gque o aumento na concentragdo diminuiu a atividade e consequentemente foi verificada
uma diminui¢do na porcentagem de conversdo. Este resultado provavelmente pode ser
atribuido a formacao de um complexo inativo entre a enzima e o n-pentanol.

Resultados anélogos foram obtidos por Yadav e Lathi®®, no estudo da variagéo da

concentracdo dos substratos na esterificacdo do acido iso-butirico com n-butanol catalisada
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pela Novozyme SP 435 a 30°C, em n-heptano. Os autores verificaram que para
concentracdo de acido constante (0,01M) e variando-se a concentracao de alcool de 0,01,
0,02 e 0,03M, a conversdo em éster foi de 56, 51 e 48%, com tempo reacional de 7h.
Portanto, utilizando-se concentragfes equimolares de &cido:alcool até 0,10M,
obtém-se 0 produto com alta conversdo (99%), de acordo com os dados mostrados na

Figura 24.

5.8. Efeito do solvente externo

As bioconversbes em sistemas multifasicos dependem da escolha do solvente
mais adequado para o sistema biocatalitico. Os principais critérios a serem considerados na
selecdo de um solvente foram mostrados na introducao (Tabela 2, pg 19).

O efeito toxico do solvente pode ser devido a dois processos: um resultante da
difusdo de moléculas do solvente através da membrana citoplasmatica no caso de
microrganismos (toxicidade molecular); e outro associado ao contato direto entre o
biocatalisador e 0 solvente organico (toxicidade de fase). A toxicidade do solvente é
usualmente avaliada através do logaritmo do coeficiente de particdo do solvente em um
sistema padrdo n-octanol/agua (log P), conhecido como parametro de Hansch, o qual é um
indicador do grau de hidrofobicidade do solvente. %

A acdo toxica de solventes organicos hidrofobos é essencialmente devido a
toxicidade de fase, devido a sua baixa particdo para o filme aquoso que rodeia o

biocatalisador. Este fator minimiza a possibilidade de ser atingido um valor de
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concentracdo critica do solvente, a partir da qual é observada a acdo toxica. A imobilizacdo
do biocatalisador e a utilizacdo de membranas hidréfobas, que evitem o contato do
biocatalisador com a interface liquido-liquido, e a engenharia do biocatalisador através do
“design” de biocatalisadores mais resistentes e apropriados a solventes organicos, sao
alternativas possiveis para diminuicao da toxicidade de fase. ®

Para verificar os efeitos causados por diferentes solventes na reacdo de
esterificacdo do acido laurico com n-pentanol foram selecionados trés sistemas CMC, PVA
e PSS:PEO (80:20) com duas lipases, LRO e LMJ. Os solventes utilizados com seus
respectivos log P foram: tetrahidrofurano (0,49), éter dietilico (0,85), diclorometano (1,5),
cloroférmio (2,0), tolueno (2,5), tetracloreto de carbono (3,0), ciclohexano (3,2), n-hexano

(3,5) e n-heptano (4,0). Os resultados obtidos estdo reportados na Figura 27.
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Figura 27. Efeito da variacdo da polaridade do solvente na esterificacdo do acido laurico
com n-pentanol com lipases imobilizadas em diferentes polimeros. [acido] e [alcool] = 0,1
M, [enzima] = 50mg, 24h, 37°C.
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Os resultados obtidos mostram claramente que a percentagem de conversdo da
reacdo estudada, com todos os sistemas, foi dependente do tipo de solvente utilizado.
Ocorreu um aumento da percentagem de conversdo com a hidrofobicidade do solvente
expressada pelo log P. A conversdo foi alta com solventes no qual os valores de log P
encontram-se na faixa de 2,5 a 4,0.

Estes resultados estdo de acordo com o0s mostrados por Laane et al onde foi
verificado que existe uma tendéncia generalizada para a relagdo entre a atividade catalitica
e a hidrofobicidade do solvente. E recomendado utilizar solventes com log P 3 4,0 (apolar)
para obter altas taxas de convers&o.®

Os dados apresentados na Figura 27, mostram que solventes com log P acima de
2,5 sdo excelentes como meio reacional e os mais polares levam a formacéo do produto em
menores conversdes. A baixa atividade das lipases em solventes com log P baixo,
comparado com 0s acima de 2,5, seria devido ao fato de que o tetrahidrofurano, éter
dietilico, diclorometano e cloroférmio provavelmente retirariam a camada de &agua
essencial ao redor da enzima causando uma distor¢do na conformagdo cataliticamente ativa
da enzima.

Klibanov salientou que é requerida uma quantidade minima de agua para preservar a
conformacdo cataliticamente ativa em solventes hidrofobicos. Por outro, lado solventes
mais hidrofobicos tais como tolueno, tetracloreto de carbono, ciclohexano, n-hexano e n-
heptano preservam a atividade catalitica sem provocar distdrbios na microcamada aquosa
em torno da enzima.'*

Os resultados obtidos neste trabalho estdo em concordancia com os mostrados por

Varios autores.
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Krishna e Basri, mostraram que foi obtida uma baixa porcentagem de converséo
para a reagdo de esterificacdo do acido acético com o alcool iso-amilico com solventes com
logP 2,5.'%

Ottosson et al. mostraram que a resolucdo cinética do 3-metil-2-butanol catalisada
pela lipase de C. antarctica B, foi altamente dependente do solvente utilizado. A melhor
enantioseparacéo foi obtida com solventes de alta hidrofobicidade tal como n-hexano.®®

Yadav et al. utilizaram a Novozyme 435 na obten¢do do iso-butirato de butila, e a
converséo foi dependente do solvente utilizado. Solventes tais como tolueno, heptano, iso-
octano, 1,4-dioxano e n-hexano foram usados, e a maior porcentagem de conversdo, 57%
foi obtida com o solvente mais hidrofébico, o n-heptano.”®

Jesus et al. estudaram o efeito de solvente na reacdo de esterificacdo do acido oléico
com 1l-pentanol, catalisada pela C. viscosum imobilizada em organo-gel de gelatina
formado com microemulsdo agua-6leo (MBGS). A conversdo em éster foi dependente do
solvente utilizado, sendo de 78-88% para solventes com log P na faixa de 3,5-4,5.

Estes resultados mostram a grande importancia da escolha do solvente nas

biotransformagdes para obter produtos com altas porcentagens de conversao.

5.9. Reutilizagdo e tempo de estocagem do biocatalisador.

A estabilidade e estocagem de um biocatalisador imobilizado sdo parametros

importantes que podem determinar a viabilidade econémica de um processo biosintético.
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A estabilidade da LRO na forma livre e imobilizada em CMC, PVA, GAL, XAN, e
blendas CMC/PVA, GAL/XAN e PSS/PEO (80:20), foi verificada através de sucessivas
sinteses do laurato de n-pentila nas quantidades descritas no item 4.3.

Ao final de cada reacéo, a qual teve um periodo de 24h, a lipase livre e imobilizada
nos diversos suportes, foi removida do meio reacional e lavada repetidas vezes com o
solvente, n-hexano, para remover os substratos e produtos que eventualmente ficaram
retidos na matriz. A seguir, adicionou-se novamente a matriz limpa em um novo meio
reacional, contendo os substratos nas quantidades descritas e este ciclo foi repetido por 10
vezes. Neste estudo analisou-se também o tempo de estocagem do biocatalisador

imobilizado, sendo o total de 80 dias. Os resultados sdo mostrados na Figura 28.

—e— LRO/Livre

—=— | RO/CMC

—a— LRO/PVA

—<— LRO/CMC/ PVA
—+— LRO/GAL

—e— | RO/XAN

—+— LRO/GAL/XAN
—-— LRO/PSS/PEO (80:20)

Conversao(%o)

SRR R G SR R G

numero de reutilizacdes (tempo em dias)

Figura 28. Influéncia do tempo de estocagem e reutilizacdo na esterificagdo do acido
laurico com n-pentanol com a LRO na forma livre e imobilizada em diferentes suportes.

[acido] e [alcool] = 0,1 M, [LRO] = 50 mg, 24h, 37°C em n-hexano.
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A andlise dos dados mostra que a LRO na forma livre perde sua atividade
totalmente em quarenta dias de armazenagem no solvente, ou seja, apds o sexto ciclo de
reutilizacdo. A reducdo na conversdo pode estar associada a perda de massa de enzima a
cada ciclo, pois era lavada com o solvente orgénico e filtrada ou poderia estar ocorrendo a
perda da atividade catalitica devido a desnaturacdo. Quando a LRO esta imobilizada em
todos os suportes testados, ocorreu a formacdo do éster com altas porcentagens de
conversao, mesmo apos oitenta dias de armazenagem no solvente e com dez ciclos
reacionais. Para o0s sistemas LRO/CMC, LRO/PVA, LRO/GAL, LRO/XAN,
LRO/GAL/XAN, LRO/PSS/PEO(80:20), a conversdo se manteve na faixa de 74-99%. A
diminuicdo de aproximadamente 54% da conversao inicial foi observada para o sistema
CMC/PVA apds os dez ciclos e oitenta dias de armazenagem.

Os resultados comprovam a eficiéncia catalitica da LRO na sintese de laurato de n-
pentila e confirmam a estabilidade destes sistemas para a imobilizacdo de lipases. Outro
fator extremamente importante é o aumento da eficiéncia da lipase imobilizada nos diversos
polimeros. Durante o periodo de duragdo do experimento ndo foram observadas mudancas

na aparéncia macroscopica dos filmes.

5.10. Efeito do doador acila

O estudo da variagdo do comprimento da cadeia do doador acila foi realizado

utilizando o n-pentanol e acidos com cadeias alquilicas variando de C3-C18, e com a

presenca de insaturagdes, acidos 2-octendico, 4-pentandico e 8-octadecendico

(Esquema 9).
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o)
LRO/CMC, LMJ/CMC y.
Rl—c/ +  HOCH,(CH,)3CH3 —R; c/ + H20
\ Solvente orgénico \
OH (n-hexano) OCH,(CH,)3CH3

Rl = CH3CH2-; CH3CH2CH2-; CH3(CH2)3CH2- X CH3(CH2)5CH2- X CH3(CH2)7CH2- X CH3(CH2)9CH2- X
CH3(CH2)11CH2- i CH3(CH2)13CH2- i CH3(CH2)15CH2-; CH3(CH2)4CH:CH- : CH,=CHCH,CH>- ;
CH3CH:CHCH:CH- X CH3(CH2)7CH:CH(CH2)6CH2- X CH3(CH2)4CH:CHCH2CH:CH(CHQ)GCHQ-

Esquema 9 — Equacdo geral para as reacOes de esterificacdo de diferentes acidos com
n-pentanol.

Os sistemas utilizados para este estudo foram LRO/CMC e LMJ/CMC, as reacgdes

foram efetuadas a 37°C e 24h. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 29.
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Figura 29 — Efeito do comprimento da cadeia do doador acila na reacdo de esterificacdo

com n-pentanol: [acido] 0,1M. [alcool] 0,1M, solvente: n-hexano, 37°C, 24h.

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

105

Os resultados mostram que a conversdo é fungdo do tamanho da cadeia do acido
apos 24h de reacdo. Pode-se verificar que a medida que o comprimento da cadeia aumenta
de C3 para C18, a conversdo em éster tende a aumentar para as duas lipases estudadas.

O efeito da variagdo da cadeia do doador acila na esterificacao catalisada por lipases
é mostrado por varios autores. Gonzalez-Navaro e Braco, mostraram que velocidade inicial
para a esterificacdo do geraniol, catalisada pela lipase pancreatica de porco (PPL) na forma
livre, foi dependente do tamanho do doador acila. Quando o doador acila foi 0 acido
estearico (C18) ou oleico (C18:1), a reacédo de esterificagdo foi 20 vezes mais eficiente do
que com o cido miristico (C14).**

O aumento na conversdo com a cadeia do &cido, também foi verificada por Pereira
et al com a lipase da Candida rugosa imobilizada em quitosana. Os autores testaram a
seletividade da lipase na reacédo de esterificacdo de acidos de C2-C12 com butanol e ap6s
24h as conversdes foram de 40-45%."* Shintre et al, verificaram que a conversdo em
ésteres benzilicos com os &cidos C8, C10, C12 e C14 também aumentou como o aumento
da cadeia do acido."*

O aumento da cadeia do acido nem sempre leva a um aumento na conversdo. Peter e
Preda verificaram que o aumento da cadeia causou uma diminui¢cdo na constante de
velocidade para a reacdo de esterificacdo de &cidos com n-pentanol catalisada pela LPP, na
forma livre, em n-hexano. Os &cidos utilizados foram de C3-C18 e C18:1. Os resultados
indicaram uma alta especificidade da LPP pelos acidos butirico (C3) e valérico (C5) e uma
velocidade muito baixa para &cidos com cadeias maiores tais como palmitico (C16) e
estearico (C18), sendo que estes ndo foram considerados os melhores substratos. Para os
acidos com o mesmo tamanho de cadeia (C18) a presenca de uma insaturacdo (C18:1),

causou uma leve diminuic4o na especificidade.™
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Abbas et al. mostraram que a velocidade de reacdo aumentou com o aumento do
namero de carbonos do &cido. Por exemplo, o caprato de butila foi sintetizado mais
rapidamente do que o butirato de butila, o qual foi obtido com velocidade maior que o
propionato de n-butila.®

Os resultados deste trabalho mostram que a LRO apresentou uma maior atividade
com 4cidos entre C10 — C18, com conversdes entre 97-99%. Entretanto, a LMJ apresentou
uma maior atividade com &cidos de C6-C18, com conversdes em éster de 60-99%.

Os resultados obtidos, bem como os reportados na literatura, demonstram que a
seletividade dos acidos graxos é, usualmente, dependente das propriedades da enzima
nativa, e é equivalente para a reagdo de hidrdlise. A reacdo de sintese catalisada por lipases
envolve, como primeira etapa, a formacao de um intermediério acil-enzima tetraédrico (ver
Figura 2, pg. 12), e a formacdo deste complexo seria considerada como dependente da
afinidade entre o acido e a enzima. Como o &cido estd envolvido na primeira etapa da
reacdo, qualquer mudanca na sua estrutura afeta a velocidade de formagdo do complexo.'®

De acordo com Faber, estas etapas envolvidas no mecanismo podem explicadas
através do modelo de encaixe induzido para a¢do da enzima, em termos de energia de
ligagdo, a qual é liberada quando o substrato liga-se ao sitio ativo. A habilidade de varios
substratos em se ligar ao sitio da lipase e liberar uma quantidade suficiente de energia, a
qual é requerida para ocorrer mudancas na conformacgédo para tornar um catalisador mais
eficiente é diferente. Substratos pequenos, que ndo possuem a habilidade de liberar energia
suficiente, ndo sdo habeis em mudar a conformacdo da lipase para uma forma
cataliticamente desejada e a reagdo se processa lentamente. Entretanto, substratos com

cadeias grandes sdo habeis em liberar energia suficiente para provocar as mudangas

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

107

desejadas e a reacdo se processa rapidamente com valores de converséo altos. Outro fator
importante, que deve ser considerado é a toxicidade do 4cido sobre o biocatalisador.?

E citado na literatura®™ que acidos com cadeias pequenas, tais como o acético(C2) e
propidnico (C3) sdo inibidores potentes para a atividade de lipase causando a “morte” e a
inibicdo por reagir preferencialmente com o residuo de serina do sitio ativo. Este mesmo
efeito foi observado para ambas as lipases estudadas, sendo que com o acido C3 néo foi
houve a formagéo do produto.

O efeito da presenca de instauracdo na cadeia do acido na atividade enzimética
também foi verificado. Para este estudo também foram utilizadas a LRO e LMJ

imobilizadas em CMC. Os dados obtidos sdo mostrados na Figura 30.
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Conversao (%)

2-octendico 4-pentendico 8-octadecenoico

Acido insaturado
Figura 30 - Efeito da posigdo da insaturacéo e tamanho da cadeia do doador acil na reagao

de esterificagdo com n-pentanol: [acido] 0,1M. [alcool] 0,1M, solvente: n-hexano, 37°C,
24h.
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De acordo com os dados mostrados na Figura 30, observa-se que a posi¢do da
insaturacdo na cadeia influenciou na conversdo em éster. Quando a insaturacdo esta
posicionada proxima ao grupamento carboxila, como no &cido 2-octendico, ndo houve a
formacéo de produto. A medida que a insaturacio se afastou, a conversio aumentou e isto
pode ser justificado através do melhor encaixe do acido no sitio ativo.

Quando a dupla ligacdo estd muito proxima ao grupo carboxila ela causaria um
impedimento estéreo e um enrijecimento da molécula, visto que os carbonos séo hibridos
sp? e isso dificultaria a entrada do 4cido no sitio ativo. Pode-se propor também que a
ligagdo dupla estaria em ressonancia com o grupamento carbonila e isso deixaria este
carbono menos eletrofilico, o que dificultaria o ataque nucleofilico do residuo de serina,
que é a primeira etapa da reacdo (Figura 2, pg 12). A medida que a posi¢do da dupla se
afasta, estes efeitos sdo minimizados, e observou-se um aumento na conversao em éster
com as duas lipases testadas.

Portanto, o tamanho da cadeia e a posi¢do da dupla ligagcdo também influenciam nos

resultados obtidos nas rea¢des biocatalisadas.

5.11 — Efeito do tamanho da cadeia do alcool.

Foi sintetizada uma série de ésteres utilizando o &cido laurico e alcoois variando-se
0 tamanho da cadeia alquilica. Foram realizados experimentos com alcoois contendo 2 a 18
atomos de carbono, de cadeia normal e saturada. Em seguida, utilizaram-se alcoois com
ramificacbes proximas e afastadas da hidroxila (Esquema 10). A esterificacdo foi realizada

a 37°C com tempo de incubacdo 24h em n-hexano. Os sistemas utilizados para este estudo
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foram LRO/CMC e LMJ/CMC. Os resultados obtidos no estudo para os alcoois de cadeia
normal sdo mostrados na Figura 31. A formacéo dos produtos foi confirmada por RMN-'H

pela presenca de um triplete em 4,1 ppm correspondente ao CH, do éster obtido. Os demais

hidrogénios localizaram-se na regido de 0,9 — 2,4 ppm.

O

LRO/CMC, LMJ/CMC O
CH3(CH2)9CH2— C + HOR]_

Solvente organico 3(CH2)oCHy==C 2
OH (n-hexano) OR,

Rl = CH3CH2-; CH3CH2CH2-; CH3CH2CH2CH2-; CH3(CH2)3CH2- X CH3(CH2)4CH2- X CHg(CHz)GCHz- X
CH3(CH2)8CH2- X CH3(CH2)16CH2- X CH3CH(CH3)- X CH3CH(CH3)CH- X (CH3)3C-

Esquema 10 — Equacdo geral para as reagdes de esterificacdo do &cido laurico com
diferentes alcoois.

100 O LRO/CMC
B LMJ/CMC
>
o
u(T
£ 50
[¢B]
>
[
o
O
O‘

2 3 4 5 6 8 10 18

ndmero de carbonos do alcool

Figura 31 — Efeito do comprimento da cadeia do alcool na reagéo de esterificacdo do acido
laurico catalisada por LRO/CMC e LMJ/CMC: [acido]= 0,1M. [alcool]=
0,1M,[enzima]=50 mg, solvente: n-hexano, 37°C, 24h.
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As lipases imobilizadas exibiram altas atividades com alcoois de até 5
carbonos,para os superiores houve um decréscimo na porcentagem de conversdo. As lipases
de R. oryzae e M. javanicus imobilizadas em CMC sdo mais acessiveis para alcoois com
cadeias variando de C2-C6 e C2-C5, respectivamente, obtendo-se 0s ésteres com conversao
superior a 90%. Com o aumento da cadeia, de C8 para C18, observou-se uma diminuicéo
gradual da porcentagem de conversdo em éster para as duas lipases utilizadas. Para a LRO
foram verificadas porcentagens de conversao de 88, 80 e 70% e para a LMJ porcentagens
de 50, 50 e 29% para os alcoois C8, C10 e C18 respectivamente.

Um efeito contrario foi observado na reacdo de esterificacdo do acido oléico com
diferentes alcoois catalisada pela C. viscosum (LCV) imobilizada em organo-gel. Foi
observado que para os alcoois possuindo de dois a seis carbonos, as conversdes foram de 60
a 72%, enquanto que para alcoois com C8, C10 e C18 as conversdes foram de 80, 82 e
75%, respectivamente. %

As lipases de R. oryzae e M. javanicus apresentam alta atividade para alcoois com
cadeias curtas. Baseado na hipotese do complexo intermediario acil-enzima, Esquema 1(pg.
12) no sentido de formacao do éster, o alcool esta envolvido na etapa de desacetilagdo e
atua como um nucleo6filo atacando a ligacao acila. A velocidade de esterificacdo, para um
acido em particular, seria dependente da acessibilidade do sitio ativo, enquanto que a
selecdo do alcool para a sintese, catalisada por uma enzima, nao é tdo dependente do sitio
ativo, mas sim mais da regido que o circunda . Visto que os alcoois nao estdo envolvidos no
processo de acilacdo para a formagdo do complexo acil-enzima, a velocidade de formacao
de um éster é entdo determinada pela difusdo da molécula de alcool para dentro do sitio

ativo. ™
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Alcoois alifaticos com cadeias pequenas apresentam vantagens por se difundirem
mais rapidamente até o sitio ativo em comparacao com os de cadeias grandes, que causam
uma diminuigdo na reatividade da enzima. Esta tendéncia geral foi observada para outras
lipases tais como as de M. miehei, Aspergilus sp, C. rugosa e R. arrhizus'®, onde a
atividade maxima foi observada para &lcoois com C4 e C6. O mesmos efeitos foram

observados por Pereira et al. **

com a lipase da C. rugosa imobilizada em gotas de
quitosana na esterificacdo do acido butirico com alcoois variando a cadeia de C2 a C10,
sendo que a maior atividade foi para alcoois entre C4 e C6.

Esta diferenca na atividade de uma lipase pela variacdo do alcool, pode ser
entendida também em termos de energia de ligacdo quando um substrato se liga ao sitio
ativo. Poucos substratos que se ligam ao sitio podem realiza-lo com quantidade de energia
suficiente para provocar mudangas conformacionais na estrutura da lipase, tornando-as
catalisadores mais eficientes (modelo do encaixe induzido para acdo das enzimas). *®

Na literatura é mostrado que substratos tais como metanol e etanol, 0s quais sao
pequenos, ndo sdo capazes de liberar energia suficiente e provocar mudancas
conformacionais na estrutura nativa, para assim obter a atividade catalitica desejada, por
isso a reagdo se processa lentamente.**®1%!% Este efeito também foi observado para
acidos, como citado anteriormente (item 6.13)

Um dado contraditdrio obtido refere-se a obtencdo, com alta taxa de converséo, de
éster etilico. Trabalhos na literatura mostraram que quando o etanol é utilizado, a

velocidade de formacdo do laurato de etila € muito baixa, como discutido anteriormente,

pois pode ocorrer desnaturacdo da enzima devido a remocgao da camada de agua essencial.

80,135,139

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.


http://www.pdfdesk.com

112

Porém, este efeito ndo foi observado com as duas lipases utilizadas, mostrando que
cada uma apresenta caracteristicas proprias ou até mesmo que este resultado pode ter sido
causado pela imobilizacdo nos polimeros e/ou perda do etanol durante o processo de
evaporacgéo do solvente.

O efeito estéreo é também um fator importante na sintese de ésteres. Assim, foi
realizada a esterificagdo do &cido laurico com iso-propanol, iso-butanol e terc-butanol
catalisada pela LRO e LMJ imobilizadas em CMC. Para os trés alcoois testados ndo
ocorreu a formagédo de produtos em 24h de reacdo para as duas lipases testadas. No intuito
de verificar se com o aumento do tempo de reacdo ocorreria a formacéo de produtos, 0s
reagentes e os sistemas foram deixados em contato por 72h, e 0 mesmo efeito foi
verificado.

A ndo formacgdo dos produtos pode ser atribuida ao efeito de reconhecimento da
enzima, ou seja, estes substratos mais impedidos estericamente ndo sdo alojados
efetivamente no sitio ativo. Como citado anteriormente, a velocidade de formacdo de um
éster depende da difusdo do alcool até o sitio ativo, e como estes alcoois apresentam
ramificacOes, estas podem dificultar a entrada no sitio e ndo formam os produtos.

Este efeito foi verificado por Lai e O Connor na esterificacdo do acido hexandico
com sec-butanol, iso-butanol e terc-butanol catalisada pela lipase pancreatica de cabra
(LPC). Os autores verificaram que a presenca de ramificacBes proximas a hidroxila,
diminuiu a velocidade de formacdo de produtos aproximando-se de zero no caso do terc-
butanol.**®

Portanto, o efeito da estrutura do alcool utilizado na sintese de ésteres catalisada por
enzimas pode ser previsto pelas propriedades tais como tamanho da cadeia carbénica e

efeito estéreo.
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5.12 Aplicagdes preliminares em resolucéo

A habilidade das enzimas para discriminar enantibmeros de substratos racémicos
estd bem documentada. Na ultima década vem crescendo o nimero de trabalhos na area de
resolugdo enzimatica ndo s6 de alcoois, mas também de aminas, amidas e acidos
carboxilicos, devido a regiosseletividade e especificidade enantiomérica das enzimas.'*

Inicialmente a reacdo de transesterificacdo enantiosseletiva do acetato de vinila (3
mmol) com (R,S)-2-hexanol (1,0 mmol) foi realizada em n-hexano a 37°C, utilizando as
lipases de R. miehei, M. miehei, C. rugosa, R. oryzae, M.javanicus, A. niger e Pseudomonas
sp todas na forma livre no intuito de verificar qual das lipases apresentava discriminagao
quiral (Esquema 11).As reacdes foram monitoradas por CG com coluna quiral nos tempos
de 24, 48 e 72h. Entre as lipases testadas somente a Pseudomonas sp apresentou

discriminacéo quiral em 24h.

o
. Llpase/pollmero
/II\ o\ |_Drr'l\/\/ solvente \/\)\ /‘k \/\) " GHOH

(R)- éster (11) (S)-alcool (12)

Esquema 11 — Equacdo geral para a resolucdo do (R,S)- 2-hexanol.
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A seguir a lipase selecionada foi imobilizada em trés suportes GAL e em blendas de
CMC/PVA e GAL/XAN e utilizada na resolugdo do (R,S)-2-hexanol, nas mesmas
condigdes descritas anteriormente.

Alguns trabalhos publicados relacionados a resolucdo de alcoois racémicos
catalisada por lipases, mostram que a preferéncia na catalise é, em geral, pelo isémero que
tem a configuragéo absoluta R &" 1414,

Neste trabalho obteve-se o éster (11) com configuracdo R e o alcool que ndo reagiu
(S)-12 (Esquema 11, p 115)

Os excessos enantioméricos (ee) foram determinados pela razdo da area dos picos
obtidos na separacédo por cromatografia gasosa com coluna quiral e determinados utilizando
a Equacdo 1 (pag. 41). As razbes enantioméricas (E) foram determinadas a partir das
Equacdes 2 e 3 (pag. 41).

A Figura 32 apresenta: o cromatograma de (a) o padrdo racémico do (R,S)-hexanol
mostrando a separacdo dos isdmeros, (b) o cromatograma dos ésteres obtidos via quimica
tradicional (reacdo do (R,S)-2-hexanol com cloreto de acetila mostrando a separacdo do
(R)-éster e (S)-éster e (c) uma aliquota da reacdo ap0s 24h, catalisada pela lipase de
Pseudomonas sp imobilizada em GAL. Observa-se a obtengdo do éster (R)
preferencialmente ao (S). A partir de 24h de reagdo pode-se observar o aparecimento do

éster (S), como mostra 0 cromatograma ().
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Figura 32. Cromatogramas de (a) (R,S)-2-hexanol; (b) acetado racémico (preparado via
quimica); (c) aliquota da reacdo de transesterificacdo do acetato de vinila com (R,S)-2-
hexanol a 37°C, 24h catalisada pela LPS/GAL. Condig¢Oes experimentais: Inj.= 250°C, Det.
280°C, T;=40°C, T¢=58°C (3 min), D;g=0,5°C/ min, T¢=150°C (5 min), Dy = 3°C/min.
P H, =75 Kpa.

Os resultados da reacdo de transesterificagdo do acetato de vinila com (R,S)-2-
hexanol. utilizando a LPS livre e imobilizada em CMC/PVA, GAL/XAN e GAL com 0s
valores de excessos enantiomérico do substrato (ees), excessos enantiomérico do produto
(eep), percentagem de conversdo (%C) e razdo enantiomerica (E), sdo apresentados na

Tabela 11.
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Tabela 11. Resolucéo biocatalitica do (R,S) — 2-hexanol com acetato de vinila calisada pela

lipase de Pseudomonas sp imobilizada em diferentes sistemas.

Sistemas® C (%)° eep® ees’ E
LPS/Livre 35 95 52 65
LPS/CMC/PVA 5 86 8 13
LPS/GAL/XAN 41 87 61 26
LPS/GAL 29 90 36 27

(@) 37°C, n-hexano, 24h, [enzima]=100 mg
(b) calculado de acordo com a Equacéo 1 (pag.41)

(c) calculados de acordo com as Equagdes 2 e 3 (pag. 41)

Os dados obtidos mostram que a enantiosseletividade (expressa por valores de E)
foi sempre maior usando a LPS livre (E=65), quando comparada com a enzima imobilizada
nos diversos suportes.(E = 13-27). Os valores de E entre 15 a 30 podem ser considerados de
moderados a bom, e acima destes sdo excelentes para propésitos sintéticos assimétricos. >
Portanto, nos experimentos citados acima, foi obtida uma enantiosseletividade moderada
usando os sistemas LPS/GAL/XAN e LPS/GAL.

Atraveés destes resultados, pode-se sugerir que estes sistemas podem ser utilizados
como suportes de enzimas em reacGes de resolucBes de misturas racémicas. Estudos
envolvendo a variagdo do tempo reacional, solvente e suportes podem ser sugeridos para

melhorar e aumentar a enantioseletividade da LPS em materiais poliméricos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram obter-se as seguintes

conclusdes:

F A preparagdo dos filmes mostrou-se como um método simples e eficaz, e
apresentando 6tima estabilidade frente a diferentes solventes e variagdo de temperatura;

F As micrografias dos preparos enzimaticos contendo lipase de R. oryzae e M.
javanicus imobilizadas nos suportes CMC, GAL, PVA e PSS mostraram uma completa
homogeneidade superficial. Os preparados enzimaticos contendo as lipases estdo
localizadas preferencialmente na superficie dos suportes, e sugere-se que O Processo
imobilizacdo ocorreu por adsorcéo;

F Os resultados obtidos de analise térmica (TGA) para os sistemas LRO/CMC,
LRO/PVA, LRO/CMC/PVA e LRO/PSS/PEO(80:20) indicaram que a presenca da enzima
provocou uma pequena desestabilizagdo nos polimeros e blendas;

F Através das medidas de absorbancia para os sistemas LRO/CMC, LRO/PVA,
LMJ/CMC e LMJ/PVA nao foi verificada a presenca de proteina no solvente (n-hexano),
apoOs 66h de contato entre filme/solvente. Isto evidenciou que a enzima adsorvida ndo
sofreu dessorcéo;

F O teor de agua presente nos sistemas CMC, CMC/PVA, GAL, XAN,
GAL/XAN, PSS e P(VP-co-AV) com as lipases de R. oryzae e M. javanicus imobilizadas
variou de 4-18%, dependendo da estrutura do polimero e/ou blenda. Com esta quantidade
pode-se garantir que a camada essencial de agua em torno dos biocatalisadores é

preservada;
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F Nao foi possivel obter o laurato de n-pentila com lipases de diferentes fontes
imobilizadas em filmes de poli (acido acrilico) (PAA), possivelmente devido as interagdes
suporte/enzima ou a desnaturagdo dos bicatalisadores devido ao pH da solugdo polimérica;

F Em um periodo de 24h foi possivel obter o laurato de n-pentila com altas
porcentagens de conversdo, 99 e 76%, utilizando a LRO e LMJ imobilizadas em CMC. O
sistema LRO/CMC mostrou eficiéncia 20 vezes superior a forma ndo imobilizada;

F Uma massa de 50 mg de LRO imobilizada em CMC foi suficiente para obter o
produto com conversdo quantitativa (99%);

F O estudo da variacdo da temperatura (25-37°C) para as lipases de diferentes
fontes imobilizadas em CMC, indicou a dependéncia deste parametro na percentagem de
conversdo em laurato de n-pentila. As melhores conversdes foram obtidas com LRO e LMJ
nas duas temperaturas;

F A imobilizacdo da LRO em CMC, PVA e CMC/PVA levou a um aumento na
estabilidade da enzima;

F No estudo da variagdo da concentracdo dos substratos, verificou-se um
decréscimo da porcentagem de conversdo para razdes molares superiores a 0,10M .
Provavelmente, isto é atribuido a formagéo de um complexo inativo entre a enzima e o n-
pentanol, pois com um excesso de &cido laurico nenhum efeito inibitério foi verificado;

F A reacdo de esterificacdo do acido laurico com n-pentanol mostrou-se
dependente do solvente organico externo. As maiores porcentagens de conversao em éster
foram obtidas utilizando-se solventes com log P 3 2,5 tais como tolueno, tetracloreto de
carbono, ciclohexano, n-hexano e n-heptano com os suportes LRO/PVA, LRO/CMC,

LRO/PSS:PEO (80:20) e LMJ/CMC,;
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F A LRO imobilizada em CMC, PVA, GAL, XAN, CMC/PVA, GAL/XAN e
PSS/PEO(80:20) pode ser reutilizada, obtendo-se altas porcentagens de conversdo em éster,
mesmo apos oitenta dias de armazenagem no solvente e com dez ciclos experimentais;

F O efeito do doador acila em reacbes de esterificacdo foi dependente do
tamanho da cadeia e da posicdo da insaturacdo na cadeia alquilica com o0s sistemas
LRO/CMC e LMJ/CMC. A LRO apresentou maior afinidade com acidos com cadeias
saturadas entre C10-C18 (97-99%), enquanto que a LMJ com os &cidos de cadeias entre
C6-C18 (60-99%);

F Foi verificado o efeito do tamanho da cadeia do alcool com os suportes
LRO/CMC e LMJ/PVA. A LRO foi mais acessivel para alcoois de cadeia entre C2-C6 e a
LMJ com cadeias entre C2 e C5 obtendo conversdes superiores a 90%. N&o ocorreu
formacdo de produtos para os alcoois com ramificacGes proximas a hidroxila para as duas
lipases testadas;

F Através dos resultados obtidos pode-se sugerir que varios dos sistemas
estudados neste trabalho podem ser utilizados como suportes de enzimas para efetuar

reacGes em solventes organicos.
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7.PERSPECTIVAS

Determinar a atividade relativa para todas as lipases imobilizadas em todos os
suportes estudados neste trabalho com a variagdo de temperatura;

Promover um estudo da influéncia da atividade da agua (aw) nos sistemas e em
reacdes tais como esterificacdo, amidagéo e transesterificagdes etc;

Realizar estudos de analises térmicas para os sistemas ndo estudados neste trabalho;
Testar 0s suportes com enzimas imobilizadas em resolucdo de compostos

racémicos.
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