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RESUMO

Este trabalho foi motivado pela crescente necessidade de desenvolver novos
biocatalisadores suportados via imobilizacdo enzimatica. Os biocatalisadores foram
inseridos em reacGes de tio-Michael para a producdo de beta-tiocetonas. A reacdo de
Michael envolve a adi¢do de um nucleofilo a um eletrofilo (a,B-insaturado). Ja a reacdo
de tio-Michael corresponde a uma variante da reacdo de Michael que emprega compostos
contendo enxofres como nucleofilos. Neste trabalho utilizou-se como eletrofilo a
ciclohexen-2-ona e a isoforona e como nucleofilos o tiofenol, o p-clorotiofenol, o p-
metoxitiofenol para a formacdo de ligacbes sigma carbono-heterodtomos C-S. Foram
escolhidas a quimosina e a lipase do pancreas do porco como enzimas a serem
imobilizadas, enquanto que foi escolhido a quitosana e um organossilicato a base de
magnésio, como suportes. As enzimas foram imobilizadas nos suportes produzindo assim
um biocatalisador heterogéneo. E importante salientar que os catalisadores insoltveis nos
meios reacionais permitiram a recuperacdo dos catalizadores, permitindo o
desenvolvimento de novos trabalhos com énfase em reutilizacdo. E importante destacar
que os catalisadores utilizados proporcionaram a obtencdo dos compostos com
rendimentos significativos. As estruturas dos compostos obtidos foram caracterizados por
meio de métodos espectroscopicos CG/MS, RMN *H, 3C e DEPT 135.

Palavras-chaves: Biocatalise; Tio-Michael; Imobilizacdo enzimatica
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1 INTRODUCAO

A reacdo de tio-Michael é umas das reacGes mais Uteis, para formar ligacdes C-S.
Essa reagdo é uma etapa importante na sintese de varios compostos de interesse
farmacéutico incluindo a producéo de substancias que estdo descritas na literatura como
antibioticas, antimicrobianas, analgésicas e anti-HIV.! Adicdes de Michael sio
tradicionalmente realizadas sob condicdes acidas ou basicas que podem originar residuos
perigosos para 0 ambiente ou produtos secundarios indesejados. Essas reagdes
frequentemente necessitam de catélise para obter-se bons rendimentos. Reagdes mediadas
por catalise enzimatica vém sendo estudadas com o objetivo de solucionar problemas
COMO esses.

A biocatélise é uma &rea emergente, pois € capaz de tornar a rota sintética mais
limpa além de cumprir os principios da quimica verde. Catalisadores enzimaticos
possuem alta seletividade, atividade e especificidade, o que torna a biocatélise mais
vantajosa comparada a catalise quimica. Um pequeno problema encontrado ao utilizar
enzimas como catalisadores é como retird-las do meio reacional, principalmente quando
se usa dgua como solvente, pois a catélise enzimatica se torna homogénea. Ao se realizar
a imobilizagdo, em suportes com baixa solubilidade torna-se possivel converter a catalise
homogénea em catalise heterogénea, facilitando assim a retirada do catalisador do meio
reacional, tornando-se possivel a reutilizacdo e diminuindo o custo do processo, além de
estabilizar a enzima prolongando sua vida (til .2

Neste estudo foram utilizados dois suportes, a quitosana e um organossilicato de
magnésio. A quitosana (B(1-4)-2-amino-2-deoxi-D-glucose) pode ser considerada um
bom suporte para enzimas devido a grande presenca de grupos amino e hidroxilas
disponiveis em sua estrutura, além da presenca de grupos de NH. em sua molécula
possibilitando uma concomitancia entre a catalise enzimatica e a catélise pelo suporte,
possui propriedades hidrofilicas, biocompativel, biodegradavel, e antibactericida, tem
baixo custo e vem sendo abundantemente empregada em &reas como medicina,
agricultura, farmacologia e entre outras.®> O organossilicato de magnésio foi sintetizado
pela metodologia de Hasmukh 2008 #. Esse material possui uma grande quantidade de
grupos amina em sua estrutura tornando-se um catalisador promissor por si s@, além de

uma boa porosidade tornando-se atrativo como um suporte para enzimas.



As enzimas utilizadas foram a lipase proveniente do pancreas do porco (LPP) e a
quimosina, nas quais obtiveram 6timos resultados ao serem usadas como catalisadores
para as reacdes de tio-Michael, como relatado por Rizzo et al.> Com base em seu trabalho
foi possivel realizar uma comparacdo entre a atividade da enzima livre e da enzima

imobilizada, ressaltando as vantagens e desvantagens de cada uma delas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 REACAO DE MICHAEL

Arthur Michael, Professor de Quimica Organica, morreu em 8 de fevereiro de
1942, em Orlando, Florida, aos 89 anos de idade. Michael nasceu em Buffalo, Nova
lorque, em 7 de Agosto de 1853. Michael foi o primeiro a sintetizar um glicosideo em
1879, introduzindo, assim, uma metodologia padréo para a rota sintética dessa importante
classe de compostos. Em 1887, Arthur realizou a adicdo de um hidrogénio ativo a um
éster ou a composto carbonilico a,B-insaturado, essa reacdo foi conhecida como reagédo
de Michael, possibilitando varias modificacdes e transformando-se em uma importante
ferramenta para construcéo de moléculas maiores.®

A reacdo foi realizada de acordo com o (Esquema 1), no qual utiliza-se dietil
malonato de sddio (doador de Micheal) e 0 2-bromoacrelato de etila (aceptor de Michael)
para a producéo de derivados de ciclopropano. A reacdo de Michael, envolve a adi¢do de
um nucledéfilo (doador de Michael) e um eletrdfilo (aceptor de Michael), o,p—insaturado,

apresentando um grupo retirador de elétrons. ®
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Esquema 1: Reacdo classica de Michael

Diversos aceptores e doadores de Michael podem ser utilizados, com o objetivo
de obter-se ligacdes C-S. A reacdo de tio-Michael, apresenta uma vasta aplicacao sintética
para (i) protecdo quimiosseletiva da dupla ligagdo em compostos carbonilicos a,f3-

insaturado’,(ii) para gerar enolatos a partir dos compostos carbonilicos a,B-insaturado’ e



(iii) realizar a sintese de medicamentos importante como Diltiazem ’ (Figura 1). O
Diltiazem pertence ao grupo das benzotiazepinas, um blogueador dos canais de calcio,
cuja acdo se da nos canais lentos de célcio das membranas celulares miocérdicas e da
musculatura lisa dos vasos, diminuindo, desta forma, a entrada de calcio nas fibras
musculares e reduzindo a sua capacidade contractil. Com isso seus principais efeitos sdo
seu poder vaso dilatador, e a reducdo dos batimentos cardiacos, para usos contra
hipertensdo.?

A reacdo de tio-Michael pode gerar compostos que sdo precursores de derivados
pirazolinicos e isoxazolinicos®. Esses compostos tem uma grande importancia na area dos
farmacos, visto que estes estdo presentes em diversos compostos que apresentam
atividade bioldgica, como anti-inflamatérios'® e inibidores de leucocito elastase.!

Para que a reacdo de tio-Michael ocorra, muitas vezes é necessario se fazer a
ativacdo tanto do aceptor de Michael (eletréfilo) como do doador de Michael (
nucleofilo). A ativacdo do nucleofilo pode ser encontrada facilmente na literatura, ao
contrério da ativacdo do aceptor de Michael, tornando a segunda mais atrativa. O
composto a,f-insaturado quando apresentar carbonilas pode ser ativado por meio de
organocatalisadores ou através de acidos de Lewis.*?. Ambos os métodos de ativacio vem
sendo muito estudados. Os organocatalisadores tem como exemplo o bis-L-prolinato de
zinco (1) e o bis glicinato de zinco (11) 3. Os &cidos de Lewis tem como exemplo
Bi(OTf)3 4, InBr3 15, Hf(OTf)3 ¢, alumina em DMSO 7, InCl3 8 e Cu(BF4)2.xH20 °

\/
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Figura 1: Estrutura do Ditialzem



A ativacdo do aceptor por meio de acidos de Lewis possuem um grande nimero
de desvantagens, entre elas estdo: longo tempo reacional, necessidades de altas
temperaturas, a utilizacdo de sais com custo elevado, a necessidade de condicOes
reacionais anidras, rendimentos moderados, utilizacdo de quantidade estequiométrica do
catalisador e estes sais sa0 agressivos ao meio ambiente, tornando assim a rea¢ao pouco
viavel a nivel industrial®®.

Darbem et. al*® relatou sobre a utilizacio de catalisadores heterogéneos na reagio
de tio-Michael, os quais foram feitos a partir de um aminoacido complexado em um
nucleo metalico, como aminoacidos foram usados a L-prolina e a glicina e como metal
foi usado o zinco, originando assim o Zn[Pro]2 e 0 Zn[Gly].. Os rendimentos obtidos
foram entre 70-100%, utiliza-se banho ultrassonico, tempo reacional reduzido (60 min) e

o catalisador por ser heterogéneo é retirado com facilidade do meio reacional.*3

o OH
‘ SH
NaBH4 s
+ Cat/ us Et OH
Solvente

Esquema 2: Reacdo de tio-michael com catalisador quimico

O uso de organocatalisadores para a ativacdo do aceptor de Michael é uma area
nova com pouco estudo, mas que ja é capaz de mostrar dados promissores.

Partindo do que foi exposto fica evidente a importancia de se sintetizar esses
compostos de uma forma eficiente e se possivel utilizando catalisadores “verdes”, ou seja,
catalisadores que ndo agridem o meio ambiente e que ndo possuem metais em sua
composicdo. Entre os novos catalisadores, um grupo vem ganhando muita atengéo
mundialmente, pois promete uma catalise eficiente e limpa, esse grupo é chamado de
biocatalisadores.

2.2 BIOCATALISE

Através da historia da humanidade, os microrganismos tiveram uma enorme
importancia social e econdémica. Mesmo antes de saber sobre sua existéncia, o homem ja
fazia uso dos mesmo para producdo de comidas e bebidas. Os sumérios e os babilénicos

jausavam o processo de fermentagéo para produzir cerveja antes de 6000 A.C, referéncias
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ao uso de vinho podem ser encontradas no livro do Génesis e 0s egipcios usavam trigo
para fazer pdo. Contudo a producdo de substancias quimicas como alcoois e &cidos
organicos a partir da fermentagdo so foi relatada recentemente na segunda metade do
século 19. Acido Latico foi provavelmente o primeiro composto opticamente ativo a ser
produzido industrialmente em 1880.%

A biocatélise é uma area multidisciplinar que vem chamando muita ateng&o a nivel
mundial, devido as inUmeras vantagens que ela promete. Pesquisas realizadas tanto no
ramo da quimica quanto na biologia tem como objetivo o desenvolvimento de novos
biocatalisadores para uso industrial. Novas técnicas de biologia molecular, metodologias
de selecdo de biocatalisadores e novas abordagens de pesquisa, foram desenvolvidas a
fim de se explorar a biodiversidade, gerando assim catalisadores cada vez mais
especificos e eficientes.??

O termo biocatalise ou biotransformacdo abrangem o0s processos onde um
catalisador de origem bioldgico é utilizado para converter um determinado substrato em
um ndmero limitado de etapas enziméticas. A biocatélise € um ramo com alto interesse
industrial. Com isso em mente, € possivel tracar dois paralelos para justificar seu grande
crescimento nos dias de hoje. Primeiramente, o grande aumento de contratacdo de
cientistas por parte da industria, principalmente européia, que visa o desenvolvimento de
novas tecnologias ou o aperfeicoamento de processos ja estabelecidos pelo ramo, com o
fim de otimizar a producéo e reduzir custos. O Segundo paralelo seria a grande aderéncia
por parte dos quimicos organicos ao uso de biocatalisadores, principalmente as enzimas,
0S quais por muitas vezes se provaram valorosas ferramentas na realizacdo de novas ou
dificeis sinteses.?

Afim de se obter um processo de biocatéalise eficaz, € necessaria fazer uma analise
completa dos fatores que podem interferir em um processo biotecnoldgico. Sendo assim,
uma vez identificada a matéria-prima mais adequada para o substrato, deve-se escolher o
biocatalisador com os niveis adequados de atividade catalitica, seletividade e estabilidade
para operar nas condi¢cfes selecionadas de temperatura, forca ibnica, pH, natureza da
solugdo tampdo, concentragdo de substrato e a de solventes organicos.?

Um exemplo de importantes rea¢des quimicas feitas por meio de biocatalisadores
sdo as reacdes de tio-Michael feitas por Rizzo et al® utilizando de lipase do pancreas do
porco, quimosina e papaina como biocatalisadores, obtendo-se excelentes rendimentos,

além de introduzir na literatura uma nova rota verde para a producao de adutos de Michael



seguindo os principios da quimica verde. A reacdo foi realizada como descrito no

esquema 3.°

O

SH
‘ Enzima NaBH,
+ —_— S .
Solvente EtOH

Esquema 3: Reacdo de tio-michael com enzima

n

Os biocatalisadores podem ser vistos como a chave que possibilita transformar as
sinteses quimicas em processos de escala industrial. Como em uma catalise quimica
existem duas opcdes primordiais, 0 uso de catalisadores homogéneos ou heterogéneos. A
catalise homogénea envolve a utilizacdo de enzima dissolvida em meio aquoso.

A catélise heterogénea envolve o uso de enzimas em um estado néo soltvel, sendo
assim preferida no ramo industrial com vantagens na separacéo e reciclagem,o que torna
0 processo mais facil uma vez que as mesmas ndo sdo solGveis ao meio, além de
possibilitar um processo continuo e de alta qualidade, diminuindo os gastos da empresa e
a poluicdo do meio ambiente,?* visando o uso desses catalisadores heterogéneos muitos
quimicos optaram pela utilizacdo de enzimas imobilizadas em materiais porosos,
possibilitando assim uma baixa solubilidade e uma alta superficie de contato.

Os usos de enzimas imobilizadas vém mostrando 6timos resultados em varios
ramos da quimica, como na producéo de biodiesel feita por Amoah et al. 2015%°, onde foi
utilizado Aspergillus oryzae como suporte para imobilizar a fusarium heterosporum
lipase, composto o qual foi utilizado para a producdo de biodiesel em 6leos ricos em
fosfolipidios. O processor de imobiliza¢do juntamente com um meio abundante em agua
e uma agitacdo suave triplicou os rendimentos obtidos anteriormente chegando a
rendimentos maiores que 90%.

Outro exemplo encontrado na literatura foi o descrito por Babaki et al. 2015 2,
sendo usadas as seguintes enzimas Candida antarctica (CALB), Thermomyces
lanuginosus (TLL) e Rhizomucor miehei (RML), as mesmas passaram por um processo

de imobilizacdo covalente aderindo a um suporte de silica a base de epdxido



funcionalizado. O biocatalisador gerado foi utilizado na producéo de biodiesel por meio
de transesterificacdo de dleo de canola com metanol. O uso das enzimas CALB e RML
suportadas forneceram rendimentos de 68% e 45% de rendimento respectivamente,
utilizando-se um gradiente de 1:3 de 6leo para metanol a 50°C.

Grande parte da area da biocatalise é direcionada a otimizacdo na producdo de
biodiesel. No trabalho de Badgujar et al. 2015%" foi usado uma combinagio entre um
biocatalisador suportado e ultrassom para gerar uma catalise robusta. A enzima escolhida
foi a lipase de pseudémonas cepacia: PCL imobilizada em um co-polimero de alcool
polivinilico (PVA) e quitosana. A combinacdo entre o biocatalisador suportado e o
ultrassom rendeu o rendimento de 99% na sintese de butirato benzilico como mostrado
no Esquema 4. A enzima imobilizada mostrou ser capaz de realizar até cinco reutilizagdes
sem perder sua atividade catalitica mantendo o rendimento sempre muito préximo do
inicial. Quando comparado os rendimentos da enzima livre em ultrassom com o0s da
enzima suportada, foi possivel observar que enzima suportada superou em 2.4% o

rendimento da enzima livre.
o (0]
* A)J\ Enzime Ime2 A)J\
OH X Us o

Esquema 4 Sintese do Butirato Benzilico

3 OBJETIVOS

. Desenvolvimento de novos biocatalisadores suportados
o Sintetize de adulto de Michael com altos rendimentos
o Propor uma nova classe de biocatalisadores para a reacdo de tio- Michael,

)



4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

41  MATERIAIS

4.1.1 Solventes e reagentes.

Os reagentes utilizados neste estudo foram: ciclohexenona (Sigma-Aldrich), 3-
metilciclohexenona (Sigma-Aldrich), isofurona (Sigma-Aldrich), tiofenol (Sigma-
Aldrich), 4-clorotiofenol (Sigma-Aldrich), 4-metoxitiofenol (Sigma-Aldrich), etanol
(Dindmica), Cloroférmio (Dinamica), hexano (Neon) Acetato de etila ( Dinamica)
bicarbonato de sodio (ProQuimicos) todos com grau de pureza P.A. Como secante nas
reagOes utilizou-se 0 NaxSO4 anidro (ProQuimicos) com grau de pureza P.A. Para a
purificacdo em coluna cromatogréafica foi usada a silica gel 60 70-230 Mesh.

4.1.2 Catalisadores

Para a sintese dos catalisadores foram usados: quitosana (Sigma-Aldrich), MgCl.
(Sigma-Aldrich), (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) (Sigma-Aldrich), glutaraldeido
(Sigma-Aldrich), metanol (Dindmica) e Hidroxido de sodio (ProQuimicos). Entre as
enzimas utilizadas estéo a lipase tipo 1l em estado bruto obtida de pancreas suino (Sigma-
Aldrich), e a quimosina para producdo de queijos fornecida pela CR Hansen.

4.1.3 Equipamentos
o Agitador de microplacas MA 562 (Marcone) ;

o Rotaevaporador (Marcone);

. Balanca analitica digital (Marte);

. Estufa a vacuo (Marconi).

. Cromatdgrafo a gas (Varian 431-CG) acoplado a um detector de massas

(Varian 210-MS);
. Espectrofotdmetro de 1V, FTIR modelo 4000 (Jasco);

o Microscépio Eletronico de Varredura

4.2  SINTESE DO ORGANOSSILICATO DE MAGNESIO

Primeiramente, realizou-se a sintese do organossilicato de magnésio (MgCl>) a
partir da metodologia descrita por Hasmukh, et al, 2011* com a finalidade de se usar como
suporte para a imobilizacdo de enzimas. Para a sintese desse suporte foram utilizados
como reagentes o cloreto de magnésio (41,1 mmol) em meio de metanol (200 mL) e

APTES (44,2 mmol) em meio de metanol (50 mL). Os dois reagentes foram agitados
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durante 5 minutos, posteriormente foi ajustado o pH para 10,5 com o auxilio de uma
solucdo de hidréxido de sodio (10%). O bruto de reagdo ficou em repouso durante sete
dias, apos decantar, centrifugou-se e lavou-se o gel formado, apos a lavagem, o gel foi

seco durante 48 horas em estufa a vacuo a 50 °C (Esquema 6).

NH> O:\_\\ N=""=0
APTMS HoN glutaraldeido —N
MgClI _— NH, —  » — NH
05MNaOH  H,N 2
NH, O~ N N=
—/\/Eo
HoN—Enz

EI’]Z—N:\’\' __N:/\/\:N_Enz
—N

—‘NHZ
_ :\/\/:N o
Enz—N N—/\/\
—N—Enz

Esquema 5. Processo geral para imobilizacao de enzimas em suporte de MgCl..

43  IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Realizou-se a imobilizacdo enzimatica seguindo a metodologia de DEMIR, et al,
2012 %6com a finalidade de gerar catalisadores enzimaticos suportados para a utilizacio
nas reacdes de sintese de adutos de Michael. Esse processo foi realizado para o
organossilicato de magnésio e quitosana.

Para a imobilizacdo foram usadas, solugdes enzimaticas de lipase e quimosina
(45%). O suporte juntamente do glutaraldeido foram adicionados em um baldo e agitados
durante uma hora a temperatura ambiente, apos esse tempo filtrou-se e lavou-se com agua
destilada intensamente o suporte até a total retirada do glutaraldeido. O produto final foi
seco a vacuo. A solucdo enzimatica foi adicionada ao suporte ativo, o qual foi ao agitador
de micro placas durante 12 horas, apos esse tempo filtrou-se e lavou-se com agua
destilada intensamente a fim de remover qualquer enzima ndo imobilizada. O produto

final foi seco em temperatura ambiente.



44 REACAO DE MICHAEL COM CICLOALQUENONOAS E
DERIVADOS DE TIOFENOL

I

(|3| SH |
Rq Ry
RQ\ + Catalisador - s

R R, Solvente
R,
R,= H, CH,
R,= H, OCH,, Cl

Esquema 6 : Reacdo de tio-Michael com enzima suportada

Em erlenmeyer de 50 mL foram adicionados um equivalente mol do composto
carbonilico a,B-(2-ciclohexenona, 3-metil-2-ciclohexenona, 3,5,5-trimetil-2-
ciclohexenona), 17 mL de etanol e os respectivos catalisadores 40 % massa
organossilicato de magnésio e quitosana imobilizados com lipase ou quimosina e por fim
o nucleofilo (tiofenol, clorotiofenol, metoxi-tiofenol). Em um agitador de micro placas.
As reacdes foram monitoradas por cromatografia de camada fina ou TLC, e apds o tempo
de 2 horas os resultados foram descritos na Tabela 1, as reacGes foram filtradas para a
retirada dos catalisadores e em seguida rotaevaporadas. Apés, o produto obtido foi
extraido em um funil de separacdo com cloroférmio, 4gua e uma solucdo de NaHCO3
10%. As fases organicas foram secas com Na2SO4 anidro filtrando-se e rotaevaporando-
se em seguida. Os produtos 3-(feniltio)ciclohexanona, 3-metil-3-(feniltio)ciclohexanona,
3,3,5-trimetil-5-(feniltio)ciclohexanona, 3-(4-clorofeniltio)ciclohexanona, 3-(4-
metoxifeniltio)ciclohexanonas foram purificadas por cromatografia em coluna
utilizando-se silica gel 60 e como eluente a mistura de solventes hexano/acetato de etila
(9:1). Os compostos obtidos foram identificados via CG/MS, RMN de *H, RMN de **C,
DEPT 135.

4.5 REUTILIZAQAO DOS CATALISADORES

Apos realizadas as reagOes descritas no item anterior o catalisador foi removido e
passou por um processo de lavagem/secagem para a reutilizagdo afim de observar o tempo
de vida util do mesmo e a viabilidade de sua reutilizacdo. O catalisador ao ser retirado da
reacao foi adicionado a um erlenmeyer de 50 ml, no qual foi adicionado metanol (20 mL)
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e fixado num agitador de micro placas durante 1 hora, apos esse tempo o sélido foi filtrado
e lavado abundantemente com &gua destilada, em seguida secou-se a temperatura
ambiente. Os rendimentos obtidos com a reutilizacdo dos catalisadores foram registrados

na tabela 5.

) RESULTADOS E DICUSSOES

O

(|)| SH
@ Catalisador O\
+ - S

Solvente

Esquema 7: Reacdo realizada para estudo da variacdo da quantidade de biocatalisador

sobre rendimentos.

Para provar a atividade catalitica da enzima suportada foi realizada a sintese de
adutos de tio-Michael a partir de ciclohexenona e tiofenol sobre agitacdo durante 2 horas,

variando-se o suporte e a enzima imobilizada.

Tabela 1. Reacdo de tio-Michael biocatalisada envolvendo ciclohexanonas, tiofenol e

LPP ou quimosina em EtOH por 2 horas.

Cetona Fenol Suporte Enzima Rendimento
Ciclohexenona Tiofenol Quitosana LPP 41%
Ciclohexenona Tiofenol Quitosana Quimo 60%
CicloHexanona Tiofenol MgCl; LPP 59%
Ciclohexenona Tiofenol MgCl2 Quimo 60%
Ciclohexenona Tiofenol -- - 20%
Ciclohexenona Tiofenol -- LPP 76%"

& Produto purificado via coluna cromatogréfica.
b~ Reagcdo feita por Rizzo et al®.
Ao observarmos os dados da Tabela 1 é possivel notar que o rendimento da reagdo

sem catalisador € muito baixo, comprovando assim a eficacia do biocatalisador.

11



Com os dados de rendimentos apresentados na Tabela 1, passou a tentativa de
maximizacao das variantes como tempo e quantidade enzimatica.

No que se refere ao tempo, foram realizadas rea¢des por 5 horas tendo em vista o
procedimento descrito por Rizzo et al®. Observou-se que ambas as enzimas imobilizadas
no organossilicato apresentaram um acréscimo no rendimento quando comparadas com
dados da literatura® para a enzima livre. PAde-se concluir que para as enzimas
imobilizadas em quitosana, o acréscimo de tempo ndo conferiu nenhum aumento
significativo do rendimento (Tabela 2). Nota-se que o0 suporte sem a enzima nao é capaz
de catalisar a reacdo, uma vez que o rendimento obtido é muito proximo a reacdo sem a

utilizacdo de catalisadores.

Tabela 2. Reacdo de tio-Michael biocatalisada envolvendo ciclohexanonas, tiofenol e

LPP ou quimosina em EtOH por 5 horas.

Cetona Suporte Enzima Rendimento 2

(%)

Ciclohexenona Tiofenol Quitosana LPP 43 %
Ciclohexenona Tiofenol Quitosana Quimo 43 %
CicloHexanona Tiofenol MgCl2 LPP 61 %
Ciclohexenona Tiofenol MgCl2 Quimo 88%
Ciclohexenona Tiofenol MgCl; = 26%
Ciclohexenona Tiofenol Quitosana -- 24%
Ciclohexenona Tiofenol -- - 25%
Isofurona Tiofenol MqgCl; Quimo 5%
3-metilciclohexenona Tiofenol MgCl2 Quimo 10%
Ciclohexenona OCHzs-tiofenol MgCl2 Quimo 75%

Ciclohexenona Cl-tiofenol MgCl; Quimo 68,5%

& Produto purificado via coluna cromatogréafica

A segunda variavel que foi estudada foi a maximizacdo da quantidade de
quimosina imobilizada em organossilicato na reacdo de tio-Michael envolvendo a
ciclohexenona e o tiofenol. Como mostrado na Tabela 3, o aumento gradativo da

quantidade de catalisador proporcionou, até a quantidade de 0,089 um aumento dos
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rendimentos. O aumento da quantidade de catalisador superior a 0,08g, o rendimento
diminui. Este fato pode estar associado a obtencdo de subprodutos como, por exemplo, a
adicdo de tiois a carbonila ou possivel oxidag¢6es do proprio atomo de enxofre.

Tabela 3. Estudo de variacdo da quantidade de catalisador sobre os rendimentos.

Quantidade de Rendimento?(%)
catalisador
0,02¢g 29%
0,049 43%
0,089 88%
0,169 84%
0,29 67%

& Produto purificado via coluna cromatografica
O estudo para determinar o melhor solvente para a reacdo entre a ciclohexanona
e o tiofenol, tendo a quimosina imobilizada em organossilicato como biocatalisador, foi

realizado envolvendo THF, cloroférmio, hexano e EtOH (Tabela 4).

Tabela 4. Estudo de variacdo de solvente sobre os rendimentos.

Solvente Rendimento?(%)
THF 38,5 %
Cloroférmio 85 %
Hexano 75 %
EtOH 88%

& Produto purificado via coluna cromatografica

Pode-se observar na Tabela 4 que os maiores rendimentos foram obtidos usando-
se etanol como solvente. Tal fato € muito interessante devido o etanol ser um solvente
considerado ambientalmente correto. Esse fato se da pelo etanol usado ser levemente

hidratado, possibilitando que a enzima recupere as moléculas de agua perdidas durante a
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imobilizacdo. Essa hidratacdo possibilita que a quimosina adote sua conformacdo mais

ativa para a referida reacéo.

No tocante as quimosinas, sabe-se que as mesmas apresentam em sua estrutura
quaternaria moléculas de agua ligada a dois residuos de aspartato. (Barros 2002 — Figura
2)

Figura 2. Estrutura tridimensional da quimosina bovina

Logo, solventes sejam polares e que possuam quantidades de agua suficiente
para a hidratacdo da quimosina facilitariam o processo catalitico conforme observado na
Tabela 4.2°

5.1  REUTILIZACAO DO CATALISADOR

E possivel comparar os rendimentos obtidos por Rizzo 2013° no qual utilizando-
se enzimas livres e foram obtidos maiores rendimentos, mas ndo foi estudado a
reutilizacdo das enzimas, uma vez que, os autores descrevem uma dificuldade de retirar
totalmente a enzima livre da reacdo devido a sua parcial solubilidade em etanol. Todavia,
no presente estudo, realizou-se a tentativa de reutilizagéo da enzima suportada (Tabela
5), pois o suporte, a priori, facilita a retirada do biocatalisador do meio reacional e a sua

reutilizacéo.
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Todas as reagbes seguiram o0 mesmo padrdo das anteriores utilizando-se
ciclohexenona e tiofenol como reagentes, e o tempo de 5 horas. Os rendimentos obtidos

foram registados na tabela 5.

Tabela 5. Estudo de reutilizacdo envolvendo a quimosina imobilizada em suporte de

organossilicato de magnésio.

Experimento Rendimento? (%) ARendimento(%b)
1° 88% -
2° 52% -36
3° 46% -6
40 20% -26
50 14% -6

¢ Produto purificado via coluna cromatogréfica

Com a reutilizacdo do biocatalisador, é possivel notar um decréscimo nos
rendimentos, devido a fatores como, a degradacdo de parte dos sitios ativos da enzima
durante o processo reacional, tornando-a ineficaz ap6s a reacdo. Além dessa hipétese,
podemos inferir que, devido a imobilizacdo, a estabilidade dos sitios ativos pode ser
comprometida, fazendo a atividade catalitica decaia com o passar de alguns dias.

Ao comparar com o trabalho de Rizzo et al® foi possivel notar que ao imobilizar
as enzimas o rendimento final obtido foi bem proximo ao da enzima livres, todavia, em
um tempo maior (5horas). Porém, foi possivel a retirada e posterior insercdo do
catalisador em outros ciclos, mas podemos observar na Tabela 5, os rendimentos decaem
a cada ciclo.

A enzima imobilizada que melhor se destacou foi a quimosina, diferente da reacéo
com enzima livre, na qual a LPP se destaca. Devido a maior facilidade de retirada do
biocatalisador imobilizado do meio reacional, foi possivel efetuar uma série de
reutilizacbes, procedimento o qual se torna bastante dificil utilizando-se de enzimas

livres.
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6 CONCLUSOES

Conclui-se que os biocatalisadores sintetizados mostraram-se eficientes na
catalise da reacdo de tio-Michael, sendo de suma importancia para a efetividade da reacédo
e possibilitando a obtencdo de compostos com rendimentos satisfatorios. Séo de facil
manuseio, possibilitando a retirada do meio reacional e até mesmo uma posterior

reutilizacéo.

Nas reacgdes utilizando a quimisina imobilizada no organossilicato de magnésio,
observa-se que o rendimento do composto de interesse foi maior em solventes como
EtOH e cloroférmio, porém para contribuicdo ambiental e com o propdsito de estimular
0s principios da gquimica verde priorizou-se o solvente mais ambientalmente correto, o
EtOH.

Posteriormente foi analisado a porcentagem Otima para essa enzima, sendo que a
mesma proporcionou melhor rendimento foi utilizando-se 0,89 de enzima em 5 horas
reacionais, e 0 seu uso a em quantidades diferentes desta resultou em uma diminuicdo no

rendimento.

Através deste mesmo procedimento analisou-se que o uso de biocatalisadores
suportados, possibilita a reutilizacdo dos mesmo, visto que a segunda reacao se utilizando
do mesmo biocatalisador atingiu um rendimento de aproximadamente 60% do

rendimento inicial.
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