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ORGANOGELS: A NEW SYSTEM FOR LIPASES IMMOBILIZATION AND ITS APPLICATION
IN ORGANIC SYNTHESIS. Lipases have been immobilized in microemulsion-based organogels
(MBG’s) and successfully utilized for the enantioselective esterification, diesterification and
transesterification reactions, in organic solvents at 25°C. This methodology is described as a new
alternative for the use of enzymes in organic solvents. High enzymic stability has been observed.
We have also used this methodology for the successful resolution of chiral secondary alcohols.
This is a convenient way of using this catalyst in organic solvents which employs small amounts

of the enzyme (250ug/mL).
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1. INTRODUCAO

A habilidade das enzimas para atuarem como catalisadores j
tem sido considerada por muitos anos, particularmente pela in-
distria farmacéutica!™. A imobilizagdo de enzimas é uma das
técnicas mais importantes na aplicagdo de catilise enzimadtica
para reacdes sintéticas em solventes orginicos®!’. Por razdes
pritica e econdmica, ¢ muitas vezes vantajoso usar enzimas
imobilizadas visto que, com Foucas excecdes, elas sdo insold-
veis em solventes orginicos'!. Uma das grandes vantagens da
imobilizagdo é poder utilizar o catalisador repetidamente sem
considerdvel perda da atividade catalitica'?. Considerando a com-
patibilidade com a enzima, géis hidrofilicos tém sido frequente-
mente empregados como suportes enziméticos. As vezes, a enan-
tiosseletividade é aumentada’?. Alguns sistemas que ji foram
usados para imobilizar enzimas sdo Eupergit C'3, celite!'**!3,
quitosana e quitina'!, agarose, Chromosorb e Sepharose!®!®!7,
A modificagio de enzimas com polietilenoglicol que resulta em
um pé solivel em benzeno ou em hidrocarbonetos clorados,
também tem sido empregada'®?2, Qutras técnicas que superam
os problemas da baixa solubilidade dos substratos, séio o uso de
surfactantes ¢ micelas reversas®,

Na ltima década, muitos estudos tém se voltado para a
utilizagfio de microemulsdes para imobilizagdo de enzimas®’%,
Uma microemulsdo é uma dispersdo isotrépica e opticamente
transparente de éleo em dgua (O/W) ou de dgua em dleo
(W/0), onde o 6leo & um solvente orginico (hexano, heptano).
O nome “microemulsdo” deriva do tato de que gotas de 6leo
no sistema (O/W), ou gotas de dgua no sistema (W/O), possu-
em um didmetro que varia de 50 a 500 A**%, Como as micro-
emulsdes sdo sistemas organizados, elas sfo ficeis de serem
preparadas. A estabilidade da microemulsdo depende da razio
da concentragio de dgua pelo surfactante adicionado ao meio,
representado por Wy, onde:

Wy = [H;0] / [surfactante]

A gota de microemulsdo pode ser efetivamente considerada
como um microreator. Robinson e col., estudando as propriedades
das microemulsdes, concluiram que a sua estabilidade depende da
concentragio de 6leo, dgua e surfactante presentes no meio®’,

Haering, Luise??, Quellet e col.*-3! descreveram o efeito
da solubilizagdo de gelatina em uma microemulsio dgua / 6leo
(W/0) na formagdo do gel. Este € obtido pelo resfriamento de
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uma solugdio previamente aquecida a 55°C de Aerosol-OT
(sulfosuccinato sédico de bis-2-etilhexila) em solvente orgéini-
co (hexano, heptano) e uma solugdo aquosa de gelatina. O
sistema final € um gel homogéneo, cuja consisténcia e propri-
edades fisicas dependem da concentragdo relativa de gelatina
e dgua. Vidrios estudos foram realizados na tentativa de se
compreender este novo sistema’>>7. A estrutura proposta para
o sistema organo-gel ou MBG (do inglés “microemulsion-based
gels”) estd representada na figura 1 e consiste de gotas de
microemulsdo aquosas em equilibrio com uma estrutura de
gelatina e dgua, rodeada pelo surfactante Aerosol-OT.

gotas de
microemulsio

periferia
micelar

Figura 1. Modelo proposto para a estrutura do organo-gel [ref. 44 e 61]
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Recentemente, foi demonstrado que enzimas podem ser
imobilizadas no organo %el e utilizadas para catdlise enzimdti-
ca em meio orginico™®

O uso do sistema de organo-gel consiste portanto em uma nova
alternativa para a imobilizagfio de enzimas, e para sua utilizagdio na
catdlise enzimdtica em meio organico. Neste novo sistema a enzima
estd localizada no centro micelar (centro aquoso) da microemulsdo
dgua /Sleo (W/0), eliminando o tradicional problema de estabilizar
a enzima contra inativagdo por um solvente ndo-aquoso.

Este manuscrito tem por objetivo divulgar uma nova
metodologia de imobilizagdo de enzimas e sua aplicacdo em
sintese orgénica. Nos tltimos anos, temos investigado o poten-
cial catalitico de lipases imobilizadas em organo-gel para a
formacdo de ésteres, resolugdo de dlcoois secundarios racémi-
cos, formacdo de di¢steres derivados de dcidos dicarboxilicos
alifiticos e diéis e estudado o comportamento cinético de rea-
¢cdes de transesterificacdo neste sistema. O presente trabalho
aponta alguns resultados promissores na drea de biocatdlise e
revela a eficiéncia deste novo sistema.

Antes de discutirmos os resultados obtidos sobre a utiliza-
¢do de lipases imobilizadas em organo-gel, torna-se necessdrio
explanar sobre a utilizagfo, importincia e usos recentes destas
enzimas na sintese orginica.

1.1 Lipases em Sintese Orginica

As lipases (triglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) sdo enzi-
mas hidroliticas que hidrolisam triglicerideos em 4cidos graxos
livres e glicerol. Elas tem atraido a atencdo de quimicos orgé-
nicos sintéticos principalmente por suas propriedades
enantiosseletivas. As lipases sdo muito utilizadas em sintese
orginica devido a sua versatilidade catalitica, disponibilidade
comercial, baixo custo, além de ndo requererem cofatores®®,
Em solvente orgéinico, as lipases catalisam a transferéncia de
grupos acila de compostos doadores para uma ampla faixa de
compostos aceptores diferentes da dgua. Dependendo do tipo
do doador de acila e do aceptor, as reacOes catalisadas por
lipases incluem esterificagGes, transesterificagdes®®", amida-
¢io’1" sintese de peptideos’™”’ e a formagdo de lactonas
macrociclicas’™ 7. Destas possibilidades, a sintese e/ou tran-
sesterificagdo enantiosseletiva de ésteres sdo de interesse por-
que fornecem aos quimicos orgénicos sintéticos um método
facil para a preparacé@o de dlcoois e dcidos opticamente ativos.
Mecanisticamente, a sintese enzimdtica de ésteres ou reagio
enzimdtica de transesterificacdo tem algumas caracteristicas em
comum com as reagOes da quimica cldssica correspondentes,
mas os principios que governam a especificidade estereoquimi-
ca sio diferentes e assim justificam a sua utilizagio™

Muitos dos estudos para a utilizagdo de lipases em sintese orgé-
nica tem envolvido conversdo assimétrica, um dos temas centrais
da sintese orgdnica modema®’. A inddstria farmacButica tem de-
monstrado grande interesse nesta drea, visto que a atividade biol6-
gica de muitas drogas racémicas muitas vezes reside em um tnico
enantidmero. Sintetizar tais drogas em sua forma enantiomerica-
mente pura estd se tornando um caminho importante na quimica da
bxotranstormagao Drogas como Naproxen (agente antiinflamaté-
rio)*?, Droproglzma (agente antitussigeno)*®, Cloranfenicol (agente
antimicrobial)®, Atenolol (usado no tratamento da hipertensdo)* e
a cadeia lateral do Taxol (usado no combate ao c?mcer)x“ tém sido
resolvidos por catdlise enzimdtica. A aplica_?ﬁo da resolugiio enzi-
mética na inddstria farmacéutica é extensa®’2.

A resolugiio de dlcoois racémicos tem sido feita explorando as
propriedades enantiosseletivas de enzimas hidroliticas”™*, Os dlco-
ois opticamente ativos podem ser obtidos em solugdes aquosas por
hidrélises estereosseletivas dos correspondentes ésteres racémi-
cos”>1%, por esterificagdes em solvente orgnico'®"'%% ¢ por tran-
sesterlﬂcagoes dos correspondentes dlcoois racemlcosl WA
escotha do método depende de muitos fatores tais como selegao
de um biocatalisador disponivel, rendimento, pureza, velocidade

QUIMICA NOVA, 20(6) (1997)

da reacfo, separacdo dos produtos e estabilidade das enzimas. Em
outras palavras, a otimiza¢fio das condi¢des reacionais. Com a ex-
cecdo de certos dlcoois estericamente impedidos, as lipases catalisam
a acilagdo assimétrica de uma ampla faixa de substratos ciclicos e
aciclicos com enantiosseletividade entre moderada e alta'!%1%,

2. EXPERIMENTAL

2.1. Materiais e Métodos

As enzimas utilizadas neste trabalho foram: lipase de Pseudo-
monas sp (Genzyme Biochemicals Ltd), com atividade especifica
de 1900 unidades/mg de sélido; lipase de Candida cilindracea
(CCL) (Sigma Chemical CO) tipo VII-S com atividade especifica
de 71 unidades/mg de sdlido; lipase Microbial (Genzyme
Biochemical Ltd) com atividade especifica de 1600 unidades/mg
de sdlido, lipase de Chromobacterium viscosum (C.V. lipase)
(Genzyme Biochemical Ltd), com atividade especitica de 3970
unidades/mg de sélido e lipase do pdncreas do porco (PPL)
(Sigma Chemical CO) com atividade especitica de 35 unidades/
mg de sélido. Foram utilizados solventes e substratos comerciais,
purificados quando necessdrio. O surfactante Aerosol-OT
(sulfosuccinato sddico de bis-2-etilhexila) (Sigma,D-0885 lote
120H0456) e a gelatina em p6 (tipo A: Bloom 300) foram forne-
cidos pela Sigma. A silica para cromatogratia em coluna (70-230
mesh) e em placa foi fornecida pela Merck.

Os espectros de infravermelho foram efetuados em um
espectrofotometro Perkin Elmer modelo 781. Os espectros de

'H RMN foram feitos em um espectrdmetro Varian EM-360L

60 MHz e Bruker AC 200 MHz, utilizando tetrametilsilano
(TMS) como padrio interno. Estudos cinéticos foram realiza-
dos em um espectrofotdmetro modelo Beckman DU-GS.

As vidrarias foram da Pyrex e os demais reagentes utiliza-
dos foram de pureza analitica.

2.2. Preparacio do Organo-Gel

O organo-gel (MBG) foi preparado pela adi¢gfio de uma solugiio
de Aerosol-OT em hexano a 55°C  a uma segunda solugio de
gelatina em 4gua também a 55°C . A mistura foi entio agitada
vigorosa ¢ manualmente e deixada esfriar a temperatura ambiente
para formar um gel rigido e estdvel. A composigio do organo-gel
utilizado foi a seguinte: 1,40g de gelatina, 2,15 mL de dgua desti-
lada, 4,00 mL de solugéo de Aerosol-OT 0,5M, 2,20 mL do solven-
te hexano (Wy = 59,72). A microemulsdo dgua-6leo contendo a
enzima foi preparada injetando 0,25 mL de uma solugfo aquosa de
enzima com concentracdo de 10 mg/mL na solugiio de Aerosol-OT.
Apbs estabilizagiio a temperatura ambiente, os géis foram armaze-
nados em “freezer” para serem utilizados nas reagdes. Géis contro-
le, isto €, sem enzima imobilizada também foram preparados™* %,

2.3. Preparacio do Meio Reacional

Os géis contendo enzima imobilizada foram retirados do
“freezer”, rapidamente separados dos tubos de ensaio e cortados
em secgdes regulares de 125 mm®, e entdo removidos para um
erlenmeyer contendo hexano, estando assim prontos para serem
utilizados como biocatalisadores nas reagdes em meio organico®.

Todas as reacdes apresentadas neste manuscrito foram tam-
bém efetuadas utilizando géis controle, sem enzimas imobili-
zadas, e sob estas condig¢des ndo foram observadas a formagio
de produtos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeitos do Solvente

A verificagdo de que enzimas podem funcionar em meio
ndo aquoso tem eliminado muitas diividas sobre o uso destas
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como catalisadores. Além disso, a catdlise enzimitica em meio
orginico tem revelado alguns fendmenos inesperados e benéfi-
cos. Por exemplo: a estabilidade de enzimas em meio nio aquo-
so pode ser aumentada comparando-se com aquelas em dgua®!;
todas as propriedades enzimdticas de interesse particular para
quimicos orginicos, como por exemplo a enantiosseletividade,
podem ser controladas pelo solvente!?1?7

Recentemente, algumas regras empiricas foram formuladas
para a otimizagdo da atividade biocatalitica em diferentes
solventes orginicos. O pardmetro P, o coeficiente de partigio
do solvente entre o l-octanol e 4dgua, foi introduzido como
uma medida cjuantitativa da polaridade do solvente®™. Em 1987,
Laane e col.'?® publicaram um trabalho relacionando o coefici-
ente de particdo (log P) com a atividade de biocatalisadores
em solvente orginico. Neste trabalho, os autores mostraram
que o coeficiente de parti¢do, log P, ¢ um indicador mais ade-
quado do que o momento de dipolo (D) e a constante dielétrica
(e) para a medida da polaridade, quando correlacionada com a
atividade de biocatalisadores.

Rubio e col.'® tém estudado o efeito do solvente na regios-
seletividade de enzimas como a lipase de Pseudomonas
cepacia. Klibanov e col.'® t&m verificado que pode ocorrer
inversdo da enantiosseletividade de algumas enzimas quando é
mudada a hidrofobicidade do solvente. No caso da protease de
Aspergillus oryzae foi observada uma dependéncia linear
satisfatria entre a enantiosseletividade da protease e log P de
mistura de solventes.

Estudos recentes também mostraram que a enantiosseletivi-
dade da protease Subtilisin Carlsberg na reagdo de transesterifi-
cagdo do dlcool sec-feniletilico e butirato de vinila € grande-
mente afetada pelo solvente. Por exemplo, a razdo entre (K /
Km)s / (Kear / Km)p vdriou de 3 em acetonitrila anidra para
61 em dioxano anidro'?!. Perda em eficiéncia catalitica e enan-
tiosseletividade foram observadas quando a lipase de Candida
cilindracea foi empregada em meio orginico hidrofilico tal
como dioxano ou tetrahidrofurano, comparativamente com sol-
ventes hidrofébicos como por exemplo o tolueno'*2, A seleti-
vidade pré-quiral de uma enzima pode também ser grandemen-
te afetada pelo solvente'3?,

Para investigar o efeito do solvente no sistema de organo-gel
(MBG), diferentes solventes foram utilizados na reagfio de esteri-
ficagdo do dcido oleico e 1-pentanol. A reagdo de esterificagio foi
catalisada pela lipase de Chromobacterium viscosum (C.V. lipase)
imobilizada em organo-gel de ciclohexano. Os resultados obtidos
estdo mostrados na tabela 190 12,

A partir destes dados pode-se observar uma grande variagido
no rendimento de ésteres em fung¢do da polaridade do solvente
externo. Os valores variaram de um méximo de 88% no rendi-
mento do éster, quando o n-octano foi utilizado como solvente,
até um valor de 7%, quando os solventes externos foram o
xileno e o 1,4-dioxano. Existe uma correlacdo nitida entre os
valores de log P e os rendimentos dos produtos das reagdes,
que pode ser melhor visualizada na curva em forma de “S”
descrita na figura 2, concluindo-se que os melhores solventes
para reagdes de esterificagio catalisadas pela C.V.lipase imobi-
lizada no sistema de organo-gel sdo aqueles que possuem
valores de log P maiores ou iguais a 3,2. Este resultado estd de
acordo com os obtidos por Laane para reacdes estudadas com
enzimas em suspensiio em solvente orginico € com enzimas
imobilizadas em micelas reversas'?,

Em geral, a eficiéncia catalitica das enzimas diminui com o
aumento da polaridade do solvente. Solventes hidrofilicos tam-
bém podem desnaturar as enzimas por penetrarem nos nicleos
hidrofébicos das proteinas modificando a sua estrutura natural.
Outra consideragdo importante € a solubilidade dos substratos e
produtos no meio. As propriedades fisicas do meio apolar podem
afetar a posi¢do de equilibrio e assim, o rendimento da reagfo
enzimdtica. Observa-se também que solventes polares danificam a
estrutura do gel interferindo no rendimento da reacfo.
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Tabela 1. Efeito do solvente na reagfio de esterificagio do dcido
oleico com 1-pentanol catalisada pela C.V.lipase imobilizada
em MBG, a 25°C *".

Solvente Rendimento (%) Coeficiente de
Parti¢do (log P)°
n-octano 88 4,50
iso-octano 83 4,51
heptano 82 4,00
ciclohexano 79 3,20
hexano 78 3,50
éter de petréleo 77 _
tolueno 70 2,50
tetracloreto de carbono 63 3,00
benzeno 45 2,00
éter etilico 42 0,85
cloroférmio 12 2,00
xileno 07 3,10
1,4-dioxano 07 -1,14

(a) Os dados foram reproduzidos da ref. [60]; (b) As reacOes
foram efetuadas com 10g de organo-gel de ciclohexano em 30
mL de solvente com 0,01 mol de cada substrato, C.V.lipase =
250pug/mL. Empregou-se agitagdo magnética suave, com um
tempo de reagdo de 24 horas a 25°C; (c) Os valores de log P
foram obtidos da Lit. [128].
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Figura 2. Efeito do solvente no rendimento da reagdo de esterificagdo
entre o dcido oleico e 1-pentanol, catalisada pela C.V. lipase imobiliza-
da em MBG em fungdo do log P « 25 °C . Tempo de reagdo: 24 horas.

3.2 Reutilizacdo do Catalisador

Uma das grandes vantagens do sistema organo-gel estd na sua
reutilizagdo. Este é um fator importante quando considera-se a
aplicagfio pritica de um catalisador em um método particular de
sintese, em razdo de seu alto cuslo para os processos empregados.

Em trabalhos anteriores, jd foi verificado que o organo-gel
possui elevada estabilidade e reversibilidade térmica®, A
enzima imobilizada neste sistema permanece com uma ativida-
de de até 87% por um periodo de até doze meses quando arma-
zenada a temperatura ambiente.

A figura 3 mostra o desempenho da C.V. lipase imobilizada
em organo-gel em repetidas preparacGes do oleato de n-pentila.
A enzima manteve-se ativa depois de 15 conversdes com um
rendimento na faixa de 65-70 %. Assim, fica claro que a ativi-
dade catalitica da C.V. lipase neste sistema mantém-se num ni-
vel muito bom, considerando-se o niimero de repeticdes do ex-
perimento. Nio foram observadas mudangas na aparéncia fisica
do gel durante o periodo de duragio do experimento.
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Figura 3. Reutilizagdo da C.V. lipase imobilizada em organo-gel nu
esterifica¢do do dcido oleico com 1-pentanol u 25°C .

3.3 SINTESE DE ESTERES ALIFATICOS

O organo-gel, para fins preparativos, foi inicialmente utiliza-
do na sintese de ésteres alifdticos. A lipase de Chromobacterium
viscosum (C.V.lipase), foi imobilizada em organo-gel conforme
procedimento geral e utilizada para a preparagido de uma série
de ésteres derivados do 4cido oleico (4cido cis-9 octadecendico)
¢ diferentes dlcoois alifiticos (equacéo 1), obtendo-se os corres-
pondentes ésteres com bons rendimentos (Tabela 2)(‘“.

CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH + R'QOH -lipase/MBG

n-hexano

CH;(CHy)7 CH=CH(CH,)7 (COOR' + H,0) 2%C (1)

Tabela 2. Esterificacio do 4cido oleico com diferentes dlcoois
alifziticg)s, catalisada pela C.V. lipase imobilizada em MBG a
25°C ",

R’OH Rendimento R’OH Rendimento
(%) (%)
etanol 61 tetradecanol 68
propanol 64 hexadecanol 75
butanol 63 octadecanol 74
pentanol 68 isopropanol 47
hexanol 72 terc-butanol 0
octanol 80 3-metil-1-butanol 89
decanol 82 ciclohexanol 61
dodecanol 68 dlcool alilico 50

(a) Dados reproduzidos da ref. [60]; (b) Condicdes reacionais:
0,01 mol de cada substrato, 10 mL de organo-gel com C.V.
lipase imobilizada (250mg/mL), 30 mL de hexano, 10 horas
com agitagdo a 25°C.

As reagdes de esterificagdo do dcido oleico com dlcoois
alifiticos de cadeia normal mostraram que ocorre um aumento
no rendimento do produto com o aumento da cadeia hidrocar-
bonica do dlcool em até 10 carbonos com diminui¢do para
homdlogos superiores. O rendimento madximo de éster foi ob-
tido com o 1-decanol, obtendo-se o produto com 82% de ren-
dimento. Com 4lcoois de cadeia alquilica maiores, os rendi-
mentos dos correspondentes oleatos foram um pouco menores,
indicando que efeitos estéricos, além dos hidrofébicos, tam-
bém devem ser considerados e avaliados.

Quando dlcoois ramificados foram utilizados, observou-se
uma diminuicdo no rendimento, dependendo do tamanho da

QUIMICA NOVA, 20(6) (1997)

ramificagio e da proximidade desta com o grupo reativo
hidroxila do 4lcool. Por exemplo, com o dlcool terc-butanol a
reagdo ndo ocorreu, evidenciando a importincia de efeitos
estéricos em reagdes biocatalisadas. A diminui¢do no rendi-
mento causada pelas ramificagdes pode ser atribuida ao efeito
de reconhecimento do sitio ativo da enzima. Assim, substratos
impedidos estericamente ndo sio alojados efetivamente no cen-
tro ativo para que possa ocorrer a catdlise. Outro fator que
pode interferir no rendimento das reacdes € a interagdo das
ramificagdes com a parte apolar do surfactante, impedindo a
difusfo dos substratos na superficie da microemulsio gelificada
onde se localiza o sitio ativo da enzima.

Com o afastamento das ramificagdes na cadeia do dlcool,
por exemplo para o isobutanol e isopentanol, os oleatos de
isopropila e isopentila sdo formados com 47% ¢ 89% respecti-
vamente, mostrando claramente que o afastamento da ramifi-
cagdo é um fator importante para que o sistema realize efetiva-
mente a catdlise. O mesmo efeito foi observado para dlcoois
ciclicos. Por exemplo, na esterificagio do 4cido oleico com
ciclo-hexanol o rendimento foi 61%. Rees e Nascimento®®,
observaram um efeito semelhante quando a ramificagdo situ-
ava-se préxima ao centro eletrofilico de édcidos carboxilicos.
Por exemplo, na esterificagdo do dcido pentandico e do 2-metil-
pentandico com n-octanol, o rendimento foi de 93% apds dois
dias de incubac¢do e 10% em sete dias de incubacfo, respecti-
vamente, & temperatura ambiente'*. Okumura e colaboradores
observaram também o mesmo efeito para dlcoois secunddrios e
tercidrios em sistema homogéneo com agitagio'*.

Lipases de diferentes fontes (Pseudomonas sp, Pancreas do
porco (PPL) e Candida cilindracea (CCL)) também foram
imobilizadas em organo-gel para verificar a eficiéncia catalitica
na reacio do acido oleico com 1-pentanol. Os resultados estdo
expressos na tabela 3. Uma vez que a atividade especifica das
enzimas € uma indicacio da pureza das mesmas, pode-se ob-
servar pelos resultados obtidos que a atividade influencia no
rendimento dos produtos. De acordo com estas observagdes, o
oleato de n-pentila foi obtido em melhor rendimento com a
C.V. lipase imobilizada em organo-gel.

Tabela 3. Esterificagdo do dcido oleico com l-pentanol utili-
zando lri’pases de diferentes fontes, imobilizadas em MBG a
25°C 7,

Lipases Rendimento (%)
Chromobacterium viscosum® 68
Microbial® 62
Pseudomonas sp° 55

Péncreas do porco" —

Candida cilindracea® —

(a) Dados reproduzidos da ref. [134]; (b) Todas as reacdes
foram realizadas com 30 mL de hexano, 10g de MBG conten-
do 2,5 mg de enzima imobilizada com agitagdo por 10 horas;
(c) 3335 unidades/mg de sélido; (d) 1600 unidades/mg de s6-
lido; (e) 1900 unidades/ mg de sélido; (f) 70 unidades/ mg de
s6lido; (g) 1010 unidades/ mg de sdlido.

Estes resultados mostram que a pureza da enzima é um
fator que deve ser considerado quando se utiliza este sistema.
Klibanov ¢ col.'*1¥ ji demonstraram que em sistema
bifdsico, lipases como a CCL e PPL de baixa atividade
catalitica catalizam reagdes de esterificagiio de dlcoois prima-
rios e secunddrios com diferentes dcidos alifiticos ou aroma-
ticos e bons rendimentos.

Okumura ¢ col.!* utilizaram lipases de Aspergillus niger,
Rhizopus delemar, Geotrichum candidum e Penicillium
cyclopium na esterificagdo do dcido oleico e |-pentanol em
meio homogéneo a 30°C e 16 horas de agitagfio. Observou-se
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que a lipase de Rhizopus delemar foi a que mostrou resultados
similares com C.V.lipase em organo-gel, obtendo-se o éster
com 68% de rendimento. Com as demais enzimas, o rendimen-
to ficou abaixo de 36%.

3.4 Sintese de Diésteres

A C.V.ipase, enzima que demonstrou maior eficiéncia no
sistema de organo-gel, foi imobilizada e utilizada para prepa-
rar uma série de diésteres derivados de dcidos dicarboxilicos e
di6is contendo hidroxilas ligadas ao carbono primario**,

Os dcidos dicarboxilicos e os dlcoois alifiticos foram adici-
onados na propor¢fio de 1:2 respectivamente, em hexano, sob
agitagiio em banho maria tipo Dubnoff a 25°C com 10g de
gel contendo 2,5 mg de lipase de Chromobacterium viscosum
imobilizada (equagdo 2).

0 O
AN / C. V. Lipasc/MBG

Vi
—~(CH e,
O/c ( 2)n,—c\oH + 2CH(CHyIn,OH ===
H

O O
N (CHyn ,—c/
O(CH,)n,CH,

+ 2H,0 2)
CH;(CH,)n,O

l(nl =4, n,= 1) 2(11I =4, n,= 3);3(11l =4, n, =4), 4(nI =8, n, =4),
5(nl =10, n, =4y, 6(nl =10, n,= 7 7(nl =20, n, =4)

Um procedimento andlogo foi utilizado para a esterificacéo
de didis a 25°C (equacio 3).

0]

7 C. V. Lipasc/MBG
ZCHa(Cﬂz)"ZC\ + HO-(CHyn-OH = orose
OH
({O O\\ &
CH,(CH,)n, C(CHpn,CH, + 2H,0
O(CH,)n, ({

8(nl =2, n,= 4), 9(11I =2, n,= 10);
10(nl =8, n, =4), ll(nI =8, n,= 8)

A tabela 4 apresenta os resultados das rea¢des de diesterifi-
cagdo dos didis e didcidos'?'.

Tabela 4. Esterificacio de dcidos dicarboxilicos e didis
catalisada pela C.V.lipase imobilizada em MBG a 25°C"

Composto Rendimento (%) Composto Rendimento(%)
1 09 7 54
2 28 8 19
3 53 9 24
4 53 10 87
5 68 11 67
6 70

(a) As reagdes foram realizadas utilizando 0,02 moles de 4lco-
ol alifdtico para 0,01 mol de didcido e 0,01 mol de diol para
0,02 mol de dcido alifdtico, 5 dias, 30 mL de hexano sob agi-
tagdo magnética suave, 10g de organo-gel contendo 2,5 mg de
C.V.lipase imobilizada.
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Considerando os compostos 3, 4, 5 ¢ 7 da tabela 4, onde
reagiu-se diferentes didcidos com o l-pentanol, podemos ob-
servar novamente uma dependéncia do tamanho da cadeia hi-
drocarbOnica na catdlise enzimdtica neste sistema, onde obser-
vou-se que o dcido dodecanodicarboxilico forma o correspon-
dente diéster com 68% de rendimento em hexano como sol-
vente externo. Quanto ao efeito do solvente, foi verificado que
o ciclohexano e o heptano sfio solventes mais eficientes que o
hexano na reagio do dcido dodecanodicarboxilico com o 1-
pentanol (rendimentos de 84% e 89%, respectivamente).

Com relagfio 2 esterificagio dos didis, também foi observada
uma certa dependéncia com o comprimento da cadeia hidrocarbd-
nica. Com base nestes resultados pode-se entiio dizer que o sistema
por ter um grande cardter apolar, tende a se comportar melhor
com substratos apolares. Ao utilizar-se substratos com cadeia
alquilica grande no entanto, pode haver dificuldade na difuséo no
organo-gel até o sitio catalitico da lipase que se encontra no inte-
rior da microemulsdo gelificada. O fato das lipases terem sua ati-
vidade catalitica aumentada na interface lipidio-dgua, caracteristi-
ca Unica de catdlise interfacial que faz com que elas apresentem
um envolvimento hidrofébico'#?, descarta a possibilidade da dgua
da microemulsdo interferir na cdtalise e, pode-se confirmar entio
que a dificuldade da catdlise no sistema de organo-gel estd rela-
cionada basicamente com a estrutura do substrato e o caminho
percorrido pelo mesmo. Muitos didis sdo titeis para a sintese de
compostos biologicamente ativos. Portanto, este sistema pode ser
utilizado para estudo de reagSes com outros didis com possiveis
aplicagBes em firmacos e em acilagiio regiosseletiva'4*'43,

3.5 Resolugiio de Alcoois Racémicos

Diferentes lipases (Chromobacterium viscosum, Pseudomonas sp,
Microbial, Candida cilindracea) foram imobilizadas em MBG e uti-
lizadas para a resolucfio enzimdtica dos dlcoois (£)2-hexanol, ()2-
octanol, (X)I-feniletanol via esterificagio com os 4cidos hexandico e
dodecanéico (Esquema 1). As reagOes foram realizadas adicionando-
se em um erlenmeyer 25 mL de hexano, 20g de organo-gel com
enzima imobilizada (2,5 mg de enzima para cada 10g de gel), 0,03
moles de 4cido e 0,03 moles de dlcool rac€mico, sob agitagdo em um
banho maria tipo Dubnoft termostatizado a 25"'C durante 5 dias. Apds
este tempo, os géis foram separados do meio reacional, lavados com
hexano e reutilizados. As reagdes foram acompanhadas por cromato-
grafia em camada delgada usando-se como eluente uma mistura de
hexano/acetato de etila (15:1). A separagiio do éster quiral foi reali-
zada utilizando-se cromatografia em coluna com silica gel 60 e
hexano:acetato de etila (15:1) como eluente.

H
7 0 ? Lipusc/MBG /) N M
R—C + C\ -hexano R_C\ H ’ (/ C\
o wd ry TR N MR
®RS) 7\
H,C R;
R=CsH,;; CyyHaa
12(R; = C}Hg 13(R; = CoH )i 14(R, = CHs)
OH™
H 0
HO\C‘“ + R— C/
H_‘L/ \R, Nor

(R}
Esquema 1

Os dlcoois quirais, obtidos por hidrdlise dos corresponden-
tes (R)-ésteres, foram obtidos com excessos enantioméricos na
faixa de 90 - 100% (Tabelas 5 € 6) e rendimentos entre 20 a
50% do éster isolado!*®,

O sistema de organo-gel mostrou ser eficiente para a conver-
sdo assimétrica de dlcoois secunddrios racémicos, em compara-
¢io com resultados da literatura!*'7"'%114 Qg substratos que
mostraram ser mais adequados para utilizar este sistema em
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Tabela 5. Resolugdo enzimdtica dos dlcoois secundérios racémicos via esterificagdio com o dcido dodecandico em MBG a 25°C*.

Alcoois Enzimas Conversio Rend. éster [ot]z()/D ees’ eep d E°
(%) isolado (%) (c, CHClg)h (%) (%)

12 C.V.lipase 40 33 -11,5 (1,1) 31 96 85
Microbial 27 23 -12,1 (3,1) 20 100 >100
Pseudomonas sp 22 15 -11,8 (9,1) 20 97 79

13 C.V.lipase 43 46 -9,8 (6,4) 36 99 >100
Microbial 29 40 -9,2 (74) 19 93 32
Pseudomonas sp 20 28 -9,4 (5,1) 12 95 45

14 C.V.lipase 40 35 +41,9 (2,8) 46 98 >100
Microbial 33 29 +40,4 (3,1) 15 94 36
Pseudomonas sp 18 27 +41,5 (3,9) 52 97 >100

(a) Os dados foram reproduzidos das ref. [141] e [146]; (b) rotacdo 6ptica do dlcool reativo derivado da hidrélise do éster; (c)
ees € 0 excesso enantiomérico do dlcool ndo reativo; (d) ee, € o excesso enantiomérico do dlcool derivado do éster; (e) E € a razdo
enantiomérica calculada pela equagdo: E= In[(1 - C)(1 - eey)] / In[(1 - C)(1 + eey)] onde C= ee, fee, + ee,, ref.[147] e [148].

Tabela 6. Resolugiio enzimdtica dos dlcoois secunddrios racémicos via esterificagdo com o dcido hexandico em MBG a 25°C,

Alcoois Enzimas Conversio Rend. éster [0} ees’ eep, d E°
(%) isolado (%) (c, CHCI3)" (%) (%)

12 C.V.lipase 26 31 -12,0 (6,0) 8 99 >100
Microbial 20 14 -11,7 4,9) 8 97 66
Pseudomonas sp 16 11 -11,3 (3,1) 5 94 29

13 C.V.lipase 18 32 9,3 (5,4) 10 94 37
Microbial 16 26 -9,4 (3,5) 5 95 41
Pseudomonas sp 15 20 -9,4 (3,0) 7 95 38

14 C.V.iipase 25 32 +41,5 (3,5) 24 97 90
Microbial 23 28 +40,2 (6,0) 13 94 40
Pseudomonas sp 17 22 +40,1 (1,6) 15 93 32

(a) Os dados foram reproduzidos das ref. [141] e [146]; (b) rotagdio Gptica do dlcool reativo derivado da hidrélise do éster; (c)
ees € 0 excesso enantiomérico do dlcool niio reativo; (d) ee, € o excesso enantiomérico do 4lcool derivado do éster; (e) E é a razdo
enantiomérica calculada pela equagio: E= In[(1 - C)(1 - eey)] / In[(1 - C)(1 + ee,)] onde C= ee, /ee, + ee,, ref.[147] e [148].

conversdo assimétrica sdio aqueles com cadeia hidrocarbGnica
grande, como por exemplo, o dcido dodecandico mostrou ser um
bom substrato para resolver dlcoois secunddrios racémicos.

Os resultados experimentais da resolugéo enzimidtica no sis-
tema de organo-gel mostraram que a enzima mantém sua ativi-
dade catalitica e enantiosseletividade quando imobilizada neste
sistema. Além disso, nfio tem tantos inconvenientes como ou-
tros métodos cujo biocatalisador estd em contato direto com o
solvente!?>127:13 g0y ytilizam uma alta concentragio de enzima
(200 mg a 13g) para realizar cada experimento 1%,

Portanto, o sistema de organo-gel pode ser empregado com
sucesso para a resolugio de dlcoois secunddrios racémicos.
Hinze e col.'"”' empregaram o sistema para a esterificacdo
enantiosseletiva do dcido 2-metilbutirico e seus resultados indi-
cam claramente que o uso do organo-gel contendo enzimas imo-
bilizadas ou outros biocatalisadores € uma alternativa atraente e
vidvel para se conduzir reagdes enzimdticas em meio organico.

3.7 Reacio de Transesterificacio

Estudos cinéticos foram realizados utilizando-se lipases
imobilizadas em organo-gel (Chromobacterium viscosum,
Microbial e Pseudomonas sp) para as reagdes de transesterifi-
cagdo entre o octanoato de p-nitrofenila com os dlcoois
alifdticos (n-pentanol, n-hexanol, n-octanol e (&) 2-butanol)
conforme a equagiio 4. As reagdes foram acompanhadas espec-
trofotometricamente a 25°C, observando-se a tormagdo do
p-nitrofenol em 307 nm.
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A(@/ T + ROH NG
0,
OH
+  CHy(CH,),COOR" 1G]
NO,

Para acompanhar o desenvolvimento das reagdes, realizou-
se alguns testes variando-se a polaridade do solvente com a
finalidade de extrair o p-nitrofenol do interior do organo-gel.
Os solventes utilizados foram os seguintes: heptano, ciclohe-
xano, cloroférmio, 1,4-dioxano e acetonitrila. O heptano e o
ciclohexano, andlogos ao hexano em termos de polaridade, nio
extrairam o p-nitrofenol do organo-gel para o solvente externo.
Por outro lado, o cloroférmio destruiu a estrutura macroscépica
original do organo-gel. Resultados andlogos foram encontrados
com a dgua, acetona e 4cido acético'™. Apenas a acetonitrila e
1,4-dioxano mostraram-se efetivos e puderam ser utilizadas
como solvente externo na reagiio de transesterificacio'%2,

As reagdes foram realizadas adicionando-se em um erlenmeyer
15 mL de octanoato de p-nitrofenila (1x 10 M) e 15 mL de
dlcool (5 x107 M), 10g de organo-gel contendo lipase imobiliza-
da, sob agitacdo em banho maria tipo Dubnoff termostatizado a
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Tabela 7. Valores de constantes de velocidade observada (k) para a reacfio de transesterificaciio entre o octanoato de p-nitrofenila

com diferentes dlcoois alifditicos em MBG a 25°C%,

kons x 10%, 57!
Enzima 1-pentanol 1-hexanol 1-octanol 2-butanol
(A) (B) (A) (B) A) (B) (A) (B)
C.V. lipase® 4,56 4,54 4,03 4,08 327 2,63 1,74 2,04
Pseudomonas sp* 3,70 3,59 2,31 2,12 1,84 1,58 1,29 1,16
Microbial 2,17 1,80 2,07 1,59 1,68 1,33 1,00 1,16

(A) acetonitrila; (B) 1,4-dioxano. Os valores dos coeficientes de correlagio da reta de log (Aee - At) vs t(s), foram sempre maiores
que 0,99. Temperatura: 25°C. (a) Os dados foram reproduzidos da ref. [141]; (b) 3970 unidades/mg de sélido; (c) 1900 unidades/mg

de sélido; (e) 1600 unidades/ mg de sdlido.

25°C (equagdo 4). Em intervalos de tempos regulares, aliquotas
de 3,0 mL foram retiradas e analisadas por espectroscopia UV-
visfvel. A partir de dados de absorbancia em 307 nm foi possivel
conhecer a concentragio do produto em tempos pré-determinados,
e com auxilio de um programa iterativo foram obtidos os valores
de ks mostrados na tabela 7'!.

As constantes de velocidade obtidas para estas reagdes no
sistema MBG mostraram que as mesmas estdio associadas tan-
to com o tamanho das cadeias hidrocarbénicas como com a
atividade especifica da enzima utilizada.

Um outro fator a ser considerado € o efeito da polaridade do
meio. Embora os dois solventes utilizados como meio externo na
reagiio de transesterificagdo, 1,4-dioxano e acetonitrila, apresen-
tem polaridades diferentes, ndo se observou diferengas significa-
tivas nos valores das constantes de velocidades observadas. Por
exemplo, considerando-se a reacfo entre o octanoato de p-
nitrofenila € o n-pentano! em 1,4-dioxano e acetonitrila, os valo-
res de kg sio 4,54 x 104 s e 4,56 x 1057, respectivamente.
Estes resultados podem também estar associados com o coeficien-
te de particdo (log P) das substincias, o qual por sua vez estd
relacionado com a polaridade do solvente.

Os dados das constantes de velocidade mostram ainda que a
C.V.lipase é o catalisador mais efetivo nestas reacdes e que
dependem do comprimento da cadeia do dlcool e do solvente
utilizado. Esta observagdo pode ser relacionada com a ativida-
de especifica das enzimas empregadas. De maneira geral, nes-
tas reagdes, foi observado que hd uma diminuig¢do no valor da
constante de velocidade na transesterificagdo do octanoato de
p-nitrofenila com dlcoois alifdticos, & medida que sfo utiliza-
dos ilcoois com cadeias hidrocarb6nicas maiores. Esta dimi-
nui¢iio na constante de velocidade se acentua quando utiliza-se
dlcoois com ramificacdes préximas ao grupamento hidroxila.
Este efeito da diminuigdo no k. devido as ramificagdes na
cadeia do dlcool estd de acordo com as observagdes feitas para
a sintese de diésteres, devido a dificuldade que estes substratos
tem para se difundirem no organo-gel.

CONCLUSOES

O sistema de organo-gel mostrou ser eficiente para imobili-
zagdo de enzimas e para sua aplicagdo em sintese orginica.
Vantagens como a facil preparacdo, facilidade para separar os
produtos do biocatalisador e conservacio das propriedades
enzimdticas foram algumas das caracteristicas apresentadas por
este sistema. Além disso, em contraste com outros processos
comumente usados, o sistema de organo-gel (MBG) apresenta
um baixo conteido de dgua, tem a vantagem de ser reproduti-
vel, é termodinamicamente estdvel e transparente, utiliza baixa
concentraciio de enzima (250ug/mL) e pode ser reutilizado.

PERSPECTIVAS
As futuras aplicacGes do sistema de organo-gel (MBG) sdo

muito promissoras, principalmente para imobiliza¢do de prote-
fnas e outras biomoléculas que atuem como catalisadores na
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sintese organica moderna. A utilizacdo na resolugdo de farma-
cos racémicos, nas virias etapas de sintese, sio campos a se-
rem explorados utilizando este sistema. Estudos para a eluci-
dagdio da prdpria estrutura do organo-gel e sua interagdo com
biomoléculas, a utilizagdo de diferentes surfactantes, o estudo
de difusdo, ainda sdo pontos pouco estudados e que podem ser
melhor explorados. Finalmente, deve-se mencionar que o sis-
tema de organo-gel abre um novo caminho para a exploragio
de enzimas em sintese orgénica.
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