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RESUMO

Resumo

Na primeira parte deste trabalho é apresentado um estudo metodoldgico de otimizagédo da
obtencdo de glicose a partir de materiais lignocelulésicos utilizando o liquido iénico
bis(triflurometano-sulfonil)imidato de 1-n-butil-3-metilimidazolio como suporte
enzimatico. Apesar de ter sido observada uma queda da atividade enzimética quando em
contato com o liquido idnico, o sistema catalitico se mostrou extremamente eficiente ao
evitar a inibicdo enzimatica pelo produto por ela produzido (glicose). Na segunda parte é
apresentado um estudo mecanistico da reacdo de Ugi quatro componentes utilizando-se
liquidos i6nicos de funcdo especifica e espectrometria de massas - ESI-MS(/MS) - como

base. O estudo permitiu a indicagdo de um caminho reacional preferencial para a reagéo.



ABSTRACT

Abstract

In the first part of this work it is presented a methodological study aiming at an optimized
condition towards glucose obtainment from lignocellulosic materials using the 1-n-butyl-
3-methylimidazolium bis(trifluoromethane)sulfonimide ionic liquid as the enzyme
support. Despite some decrease on the catalytic activity of the enzyme in the ionic liquid
support, the catalytic system proved to be very efficient to avoid enzyme inhibition after
the product generation (glucose). In the second part a mechanistic study is presented
regarding the four-component Ugi reaction by using task-specific ionic liquids and mass
spectrometry - ESI-MS(/MS) - as the basic technique. The study allowed the proposition

of a preferred reaction pathway.
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CAPiTULO 1 INTRODUCAO

1 - Introducao:

A maior parte da crosta terrestre é recoberta por vegetais, também denominados materiais
lignocelul6sicos, que sdo constituidos principalmente de celulose, lignina e
hemicelulose.!

A celulose, presente em materiais lignocelulésicos, pode ser utilizada na forma
polimérica para producédo de papel, fibras artificiais, ser modificada para producéo de
lubrificantes, dentre outras aplicagcdes, ou pode ser submetida a outra etapa reacional
denominada hidrélise enzimatica em que € convertida em glicose, ou seja, a celulose é
quebrada em seus mondmeros de origem. Ao se submeter essa glicose recém obtida a um
processo de fermentacao é possivel converter o material em subprodutos que podem ser
utilizados como reagentes de partida de diversos produtos comerciais de alto valor
agregado.

Um importante produto da fermentacédo da glicose e 0 mais produzido é o etanol,
que é utilizado como biocombustivel por automéveis e motores.?® Biocombustiveis sdo
combustiveis obtidos de fontes naturais renovaveis.* O investimento no desenvolvimento
de tecnologias que facilitem e barateiem a producdo destes tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos.

O etanol € um dos biocombustiveis que tem recebido maior atencao por parte das
pesquisas académicas. Esse destaque pode ser explicado pelas vantagens apresentadas
pelo material quando comparado aos combustiveis de origem fossil: sua producdo gera
menos residuos, emite menor quantidade de gases poluentes em sua queima, é obtido de
fontes naturais renovaveis e causa menos dano ao motor dos carros, pois sua combustao
é quase que completa ndo havendo formagdo de subprodutos que depositem no motor.®

A obtencéo do etanol disponivel comercialmente é principalmente do tratamento
do sumo da cana-de-acUcar (Brasil) e do amido presente no milho (Estados Unidos),
sendo essas formas de obtencdo denominadas de primeira geracao. Entretanto o etanol de
12 geracdo apresenta alguns entraves ambiental e comercialmente falando. Muitos
pesquisadores afirmam que esse tipo de producdo provoca a diminuicdo de terras
disponiveis para producdo de alimentos, fazendo com que ocorra inflagdo dos mesmos.®
Outro ponto negativo é o desmatamento de florestas feito pelos fazendeiros com objetivo

de aumentar suas plantacdes. E por esse Gltimo motivo existem pesquisas feitas que
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afirmam que o débito de carbono gerado na producdo de etanol de primeira geracéo é
muito maior que o da producéo de gasolina.’

A producéo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos (de segunda geracéao)
surge como uma oportunidade de se aumentar o custo beneficio global do processo citado
anteriormente. No caso da cana-de-agucar € possivel se aumentar a producdo de etanol
em cerca de 40% em relacdo a uma mesma area plantada quando se aproveita o bagaco e
a parte celuldsica descartada na producdo de etanol de 12 geracéo,® tornando, assim, o
processo mais autossustentavel.

Diariamente milhares de toneladas de material lignocelulésico sdo descartadas
como lixo. Sendo originario principalmente da industria de alimentos, téxtil, de
construcdo (dentre outras), sua composicao é variavel: palha de milho, capim que cresce
em volta da plantacéo, resto de madeira de industrias e madeireiras, residuos florestais,
algas. Anualmente a quantidade de rejeito gerada alcanca cerca de 40 milhdes de
toneladas.®

Essa grande quantidade de matéria-prima chama atencao para o desenvolvimento
e aprimoramento de metodologias de obtencgéo do etanol assim como de outros produtos
renovaveis. O processo de transformacdo da biomassa em etanol e outros produtos
renovaveis é constituido por algumas etapas basicas. O material primeiramente € pré-
tratado, hidrolisado e o produto final dessas etapas (o agucar, glicose) é fermentado,
gerando etanol e/ou outros produtos. A parte final do processo é a separacéo e purificacao
dos produtos.’® O Esquema 1 ilustra as etapas do processo de geragdo de etanol e outros

produtos renovaveis com o auxilio de um fluxograma.
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Esquema 1 - Fluxograma do processo de obtencdo de etanol e outros produtos renovaveis a partir de
biomassa vegetal. Adaptado das referéncias 11 e 12.

O interesse na conversdao da celulose através de processos fermentativos tem
aumentado consideravelmente pelo fato do prego do petréleo estar cada vez mais elevado,
fazendo com que os produtos obtidos de suas fracdes também enfrentem o mesmo
problema. Sendo assim, a utilizacdo de biomassa vegetal para suprir algumas demandas
por produtos quimicos se torna cada vez mais interessante.’®> O Esquema 2 ilustra a

conversdo da glicose em alguns importantes produtos para Industria Quimica.
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Esquema 2 - Alguns dos produtos provenientes da fermentacdo da glicose e algumas reacdes de
transformac&o do &cido lactico em produtos quimicos comerciais. Adaptado da referéncia 13.

Os produtos obtidos diretamente da fermentacéo da glicose podem ser tratados e
utilizados como reagentes de partida para diversos outros produtos quimicos. O acido
latico, por exemplo, pode ser convertido diretamente, por metodologias diferentes, em:
acido acrilico, acetaldeido, 2,3-pentanodiona, 1,2-propanodiol, lactatos, acido piravico,
dentre outros como pode-se observar no Esquema 2131415

A producao de glicose a partir de materiais lignoceluldsicos pode ser realizada por
métodos quimicos ou enzimaticos, ou ainda por uma combinacdo destes métodos.
Considerando questdes operacionais, ambientais e econémicas, a produgdo da glicose a
partir de biomassa vegetal usando métodos combinados como, por exemplo, uma etapa
de pré-tratamento seguido de hidrolise enzimética tem se mostrado mais promissora
quando comparada a processos quimicos ou enzimaticos isoladamente. Entretanto, ainda
existem diversos desafios a serem superados para que 0 processo aumente o rendimento
e produtividade.

Alguns fundamentos, gargalos e avancgos relacionados ao processo de producéo
de glicose a partir de biomassa vegetal serdo apresentados nos itens a seguir, enfatizando
o0 uso de liquidos i6nicos como facilitadores da acdo enzimética sobre a celulose, o que é

objeto de estudo neste trabalho.
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1.1 - Preé-tratamento em materiais lignoceluldsicos

Materiais lignoceluldsicos séo constituidos principalmente por: celulose, hemicelulose e
lignina. Com o auxilio da Figura 1 é possivel observar um esquema ilustrativo da

disposigéo dos trés principais componentes da parece celular vegetal.

IHEMICELULOSE = LIGNINA

'MICROFIBRILAS
'DE CELULOSE

AGUCAR

Figura 1- Representacdo ilustrativa da constituicdo de materiais lignocelulésicos. Adaptada da referéncia
16.

A molécula de celulose é formada por ligacdes £-1,4-glicosidicas, entre anéis de
glicose, formando longas cadeias poliméricas lineares que se associam por interacfes de
hidrogénio. A alta organizacdo e empacotamento das cadeias de celulose associados as
fortes interagcOes intermoleculares estabelecidas entre as mesmas conferem ao material a
caracteristica de ser insolivel em agua e em grande parte dos solventes organicos

classicos.t” Por ser uma das biomacromoléculas mais abundantes na natureza,

6
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economicamente acessivel, obtida de fontes renovaveis e possuir aplicacbes das mais
diversas, a celulose ocupa um lugar de destaque na inddstria.®

Ao longo de muitas décadas o desenvolvimento de tecnologias para a obtencéo de
glicose a partir da celulose contida na biomassa vegetal tem sido alvo de estudo.*”°

Sendo assim, pelo fato da celulose in natura ser encontrada associada a
hemicelulose e lignina, diversas metodologias foram sendo desenvolvidas, ao longo do
tempo por diferentes grupos de pesquisas, para que fosse possivel realizar sua separacao
dessas moléculas (que tém funcédo de proteger a celulose) de maneira prética e eficiente.
Esse processo de separacdo foi denominado no meio cientifico de pré-tratamento.

O pre-tratamento de materiais lignoceluldsicos € etapa indispensavel na
desconstrucdo das varias barreiras fisicas e quimicas que tornam o material resistente ao
ataque enzimatico. Os principais objetivos do pré-tratamento s&o: alterar as propriedades
de resisténcia do material (pela quebra da estrutura da lignina e desestruturacdo do arranjo
cristalino da celulose), aumentar a porosidade da parede celular e melhorar a
acessibilidade das enzimas durante a hidrélise.1020-21

Em seguida alguns tipos de pré-tratamentos sdo destacados:

- Pré-tratamentos fisicos:

Triturar/moer a biomassa possibilita a diminui¢do da cristalinidade da celulose e um
aumento na superficie de contato do material com 0s agentes que catalisam a etapa
seguinte do processo de obtencgéo da glicose, ou seja, a hidrolise das cadeias poliméricas,
facilitando assim o contato entre os mesmo e possibilitando a diminui¢do do tempo da
etapa de hidrdlise.?? O processo de moagem pode ser realizado com o material seco ou
umido, podendo utilizar o processo de compressdo e descompressdo do sistema para
facilitar a manipulagdo do material nas etapas de obtengio da glicose.?

Associar a moagem com a adi¢do de agua quente, resultando no aumento da
temperatura do sistema reacional na etapa de pré-tratamento, € favoravel para a ruptura
das interagcdes entre celulose, hemicelulose e lignina, entretanto essas metodologias
demandam um maior gasto de energia, encarecendo o processo quando se pensa em escala
industrial 23

Outra metodologia fisica estudada é a utilizacao de radiacdo gama para quebrar as
ligagOes glicosidicas da celulose, diminuindo sua cristalinidade e aumentando a superficie
de contato. Entretanto ndo € possivel se aplicar essa metodologia em escala industrial por

ser extremamente dispendiosa e por ainda ndo existir uma tecnologia que consiga associar

7
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a metodologia com o restante do processo de obtencdo da glicose a partir de materiais

lignocelul6sicos de maneira ambientalmente amigavel.*2

- Pré-tratamentos fisico-quimicos:

A explosdo a vapor é um processo simples realizado em reatores e 0 mais utilizado como
forma de pré-tratamento de materiais lignocelulésicos. Consiste no aumento da pressao
da mistura de biomassa com agua seguida de uma rapida descompressdo do sistema,
provocando uma descompressdo explosiva, que faz com que a maior parte da celulose do
material seja dissociada da lignina e hemicelulose. Ao se comparar com algumas
metodologias mecanicas como, por exemplo, a moagem da biomassa esse processo possuli
um custo beneficio maior, entretanto gera subprodutos indesejaveis (toxicos) que inibem
a acao enzimatica na etapa seguinte do processo de obtencdo da glicose, a hidrolise
enzimatica. A combinacdo do processo de explosdo a vapor com a utilizacdo de solugdes
acidas diluidas de H2SO4 ou dos gases SOz ou CO2 (normalmente 0,3 a 3% m/m)
possibilitam a diminuicdo da temperatura e do tempo reacional assim como fazem com
que poucos subprodutos toxicos sejam gerados.?>26:27:282% Dentre os trés processos em
questdo o mais viavel economicamente é o da explosdao com COz, entretanto € o que leva
a uma menor producéo de aglcar ao final da hidrélise enzimatica.*

O processo de explosdo com aménia é similar ao processo de explosdo a vapor, a
Unica diferenca é a adicdo da solucdo de aménia ao reator. Primeiramente o material
lignocelulosicos € umedecido com uma solugcéo de amonia sob alta presséo e submetido
a um aquecimento brando por um tempo predeterminado, esse procedimento tem o
objetivo diminuir a cristalinidade da celulose. Transcorrido o tempo reacional, é realizada
uma rapida descompressdo do sistema, que provoca o rompimento das interacGes entre a
celulose, a lignina e a hemicelulose, bem como o aumento da superficie de contato da
celulose.?13? Nesse processo todos os parametros sdo ajustaveis (de acordo com o tipo de
material lignoceluldsicos a ser tratado), sdo eles: a quantidade de amdnia, a quantidade
de &gua, a temperatura e a pressao do sistema. Sendo assim, cada grupo de pesquisa ajusta
a metodologia de acordo com sua necessidade.

A utilizacdo do ultrassom como metodologia de pré-tratamento da biomassa em
solugdo (aquosa®® ou basica %) aumenta consideravelmente a disponibilizagdo da
celulose para a agdo enzimatico o que favorece sua conversao em glicose. O aumento nos
rendimentos reacionais € explicado pelos efeitos da cavitagdo que o campo do ultrassom

proporciona as amostras e pelos impactos mecanicos do colapso das bolhas de cavitacao
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que proporcionam a abertura da superficie da biomassa, 0 que aumenta sua superficie de
contato e com isso, facilita o acesso enzimatico.?

A utilizacdo do micro-ondas como forma de pré-tratamento normalmente é
associada a agentes quimicos (acidos ou bases).*® Essa metodologia é promissora uma
vez que é mais branda e possibilita a juncdo da etapa de hidrolise enzimatica ao pré-
tratamento barateando o processo € minimizando a geragdo de residuos.®’ Entretanto
ainda ndo ha tecnologia suficiente para o desenvolvimento desse processo em escala

industrial.

- Pré-tratamentos bioldgicos:
O pré-tratamento bioldgico consiste na utilizagdo de micro-organismos que degradam
especificamente a lignina, favorecendo a hidrélise enziméatica uma vez que a celulose
estard acessivel. Normalmente é utilizado em materiais lignocelulésicos mais rigidos,
como por exemplo, a madeira para facilitar a remogdo da lignina e hemicelulose.*® De
todos, este € o processo mais ambientalmente correto, entretanto é o mais caro e

demorado, 0 que inviabiliza sua implementagdo em escala industrial.>®

- Pré-tratamentos quimicos:

Os pré-tratamentos quimicos podem fazer uso, principalmente, de solugdes &cidas e
bésicas, solventes orgénicos e liquidos ibnicos.

O pré-tratamento &cido pode ser realizado com os acidos H2SOa4, H3PO4 e HCI,
entre outros, em baixas ou elevadas concentracdes. Nesse processo € possivel remover
quase que totalmente a hemicelulose do material.*®*! A metodologia se torna dispendiosa
pelo fato de gerar muito residuo &cido e pela corrosdo do reator provocada pelo acido
uma vez que a constante utilizagdo do reator provoca seu desgaste. Uma alternativa seria
a utilizacdo de solugbes acidas mais diluidas, entretanto é sabido que a metodologia nédo
promove a remocgao significativa da hemicelulose. Outra desvantagem da utilizacdo de
solucBes de acido concentrado é a producdo de subprodutos que inativam a celulase
utilizada na etapa de hidrolise.*?

O pré-tratamento basico é realizado com hidréxidos e € mais brando que o pré-
tratamento &cido, porém ndo menos eficiente. A acdo da base se da de modo a enfraquecer
as interacOes ente a lignina e os outros dois principais componentes de materiais
lignocelulosicos (celulose e hemicelulose). Também é eficiente no decréscimo da

percentagem de celulose cristalina no meio e consequentemente torna o processo de

9
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hidrélise mais rapido.*® Grupos de pesquisa que utilizam essa metodologia descrevem
excelentes resultados de conversdo da biomassa em agtcares.*® Porém essa metodologia
apresenta a desvantagem de gerar grande quantidade de residuo basico, a encarecendo.

O processo de organossolvatagao consiste na utilizagdo de um solvente (organico
ou inorganico) combinado com &gua ou ndo. Um catalisador acido ou basico pode ser
utilizado. Essa mistura tem o potencial de romper as interacGes entre a lignina e a
hemicelulose.** Como grande parte dos solventes sdo volateis e inflamaveis, as condices
reacionais devem ser controladas rigorosamente para evitar acidentes.*

Recentemente os Liquidos I6nicos (LI) também comecaram a ser utilizados no
pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos, principalmente com o objetivo de se
analisar o comportamento das interacdes entre os constituintes do material (celulose,
lignina e hemicelulose) em LI. Alguns destes se mostraram eficientes na quebra das
interacGes entre a celulose e seus invélucros (lignina e hemicelulose), deixando-a mais

acessivel & agdo enzimatica. 0474849

1.2 - Gargalos na hidrolise enzimatica de materiais lignoceluldsicos

A etapa mais dispendiosa do processo de obtencgdo da glicose é a hidrdlise enzimatica.>*
Os coquetéis enzimaticos sdo extremamente caros e as condigdes reacionais utilizadas
atualmente néo possibilitam o reciclo desse catalisador, uma vez que durante a reagéo
grande parte da enzima desnatura ou se prende a biomassa remanescente do processo.

Também ¢é importante destacar que a eficiéncia da hidrolise enzimatica é
extremamente dependente do tipo de pré-tratamento ao qual o material lignocelulésicos
foi submetido inicialmente. A porosidade do material pré-tratado,® a quantidade de
lignina e hemicelulose que foram extraidas,®? a diminuigéo da cristalinidade e 0 aumento
da area de contato da celulose com as enzimas e producéo indesejada de inibidores (por
exemplo fendis)>® sdo fatores ligados diretamente ao rendimento da etapa de hidrolise
enzimatica,® ou seja, a escolha de um pré-tratamento eficiente e que ndo gere subprodutos
¢ importantissima.

A Figura 2 ilustra, com auxilio de um gréafico, o perfil de conversédo de celulose
em glicose de uma espécie de braquiaria usando dois tipos de pré-tratamentos quimico
diferentes e uma mesma condic&o de hidrolise. No primeiro (representado no gréfico por

A) apenas foi realizado um pré-tratamento acido e no segundo (representado no grafico
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por B) foi realizado um pré-tratamento 4cido seguido do basico. E notavel a diferenca da

eficiéncia da hidrélise entre os dois materiais (A e B).
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Figura 2 - Hidrdlise enzimética de Brachiaria brizantha submetida a dois pré-tratamentos diferentes: A)
acido (1,5% v/v) e B) acido (1,5% v/v) seguido de alcalino (4,0% p/v). Adaptada da referéncia 54.

A diferenca observada entre os perfis de hidrolise pode ser explicada pela
diferenca na eficiéncia de cada um dos pré-tratamentos utilizados. O primeiro pré-
tratamento (A) retirou apenas a hemicelulose enquanto que o segundo (B) removeu tanto
a hemicelulose quanto a lignina.

Como é possivel observar, a reacdo atinge seu apice em aproximadamente 75 h.
Esses longos tempos reacionais podem ser atribuidos a inibi¢do da enzima, que acontece
naturalmente quando o meio reacional ja estd com uma determinada concentracdo de
glicose (glicose essa produzida pela propria enzima na hidrélise da celulose).

Para entender o processo de inibi¢do das enzimas celulases € necessario conhecer
0 seu comportamento. Os coquetéis enzimaticos normalmente possuem mais de um tipo
de enzimas celulases que trabalham sinergicamente na conversdo da celulose (insoltvel
em &gua) em acucares sollveis. O Esquema 3 ilustra a agdo das trés principais enzimas
responsaveis pela hidrélise da celulose na etapa de hidrolise enzimatica:
celobiohidrolases (ou exoglucanases), endoglicanases e as f-glicosidases. A parte
continua em rosa claro representa a celulose cristalina e os segmentos ondulados

representam as regides amorfas.
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Esquema 3 - Representagdo esquemética ilustrativa da hidrdlise enzimatica da celulose. Adaptada da
referéncia 55.

As enzimas endoglicanases clivam as liga¢c6es glicosidicas ao longo das cadeias
poliméricas de celulose, diminuindo significativamente o seu grau de polimerizagéo e,
com isso, sdo criadas novas extremidades redutoras e ndo-redutoras que, por sua vez, sdo
clivadas pelas celobiohidrolases que removem os residuos de celobiose dessas
extremidades. Por fim, as f-glicosidases clivam os residuos de celobiose formados pela
acdo sinérgica das endoglicanases e exoglucanases, liberando glicose.>® Todas as 3
enzimas sofrem inibicdo pela alta concentracdo dos produtos produzidos por elas mesmas.
Ou seja, quando a concentragdo de glicose no meio reacional comega a se elevar, a f-
glicosidase comeca a inativar. Como consequéncia disso 0 meio reacional comeca a ficar
saturado de celobiose, o que inativa as celobiohidrolases. Por fim, as endoglicanases séo
inativadas pois trabalham em sinergia com as celobiohidrolases.*®

Com o objetivo evitar o problema da inativacdo da enzima e pensando na

possibilidade de reciclo do meio catalitico tem-se estudado metodologias de suporte
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enzimatico. Sendo assim, os LI sdo uma excelente alternativa, que serd discutida no

topico seguinte.

1.3 - Aplicacdes de liquidos ibnicos para a hidrolise de biomassa

Varios artigos na literatura descrevem o comportamento de diversas enzimas em LI
(principalmente os derivados do cation imidazoélio). Algumas delas sdo: lipases,®’
lactases,®® monooxigenases (P450 BM-3),>° amidases,®° celulases.5!

Entender o comportamento das celulases em LI é importante para este trabalho
uma vez que estas enzimas sao responsaveis pela catalise na reacdo de hidrolise para a
quebra da celulose em agucares menores.

Os LI sdo compostos com temperatura de fusdo abaixo de 100 °C constituidos
inteiramente por fons.®283 Mostram-se ser excelentes alternativas aos solventes organicos
classicos com a vantagem de ndo poluirem a atmosfera com seu vapor, pois possuem uma
pressdo de vapor negligencidvel (apenas passam para fase gasosa quando submetidos a
aquecimento e auto vacuo).%* S&o reciclaveis, uma vez que prontos é possivel utiliza-los
diversas vezes em reagdes de reciclo, pois sdo facilmente isolados e recuperados do meio
reacional.®> Esses aspectos fazem com que os LI sejam extremamente atrativos do ponto
de vista da Quimica Verde.®

LI derivados do céation imidazdlio estdo constantemente em destaque nas
pesquisas académicas porque possuem nano organizagdo molecular e formam
aglomerados supramoleculares direcionalmente organizados. Formando canais iénicos
direcionadores de cargas.®” A Figura 3 ilustra a disposi¢do dos cétions e anions de dois
LI imidazolios, é possivel observar que a organizacéo leva a formacéo de canais i6nicos.
Essas caracteristicas basicas sdo suficientes para explicar o sucesso desse material em

diversos segmentos da Quimica e da Inddstria.®
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CAPiTULO 1 INTRODUCAO
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Figura 3 - Representacao estrutural 3D de dois LIs derivado do cétion imidazolio. Adaptada da referéncia
67.

Entretanto ndo sdo somente essas caracteristicas que chamaram a atencdo do nosso
grupo de pesquisa; diversas outras caracteristicas fisico-quimicas Unicas também foram
cruciais para escolha desse material a ser inserido na rota de obtencdo do etanol

lignocelul6sico.  Algumas dessas caracteristicas seguem listadas a seguir:

%+ S&0 bons solventes para muitos materiais organicos e inorganicos. 1sso permite que
sejam usados em reacGes com ambos os tipos de reagentes, sendo, portanto, viaveis
e extremamente atrativos do ponto de vista tecnoldgico e industrial;
%+ Sdo normalmente constituidos por ions que sdo fracamente coordenantes, por isso
sdo potencialmente solventes de polaridades ajustaveis e ndo coordenantes;
< E possivel escolher ou moldar o LI desejado dependendo da necessidade de
solubilidade do mesmo em algum outro solvente ou reagente para uma reacdo de
catalise heterogénea, por exemplo;
% Né&o séo inflamaveis podendo ser utilizados em temperaturas elevadas, diminuindo
0S riscos associados;
+«+» Melhoram o rendimento, em alguns casos, de reacGes organicas;
% Conseguem promover rea¢es que sdo dificeis de serem realizadas em solventes
organicos classicos.®
Por serem constituidos inteiramente de ions os LI possibilitam a formacéo e
estabilizacdo de intermediarios reacionais, em especial os polares e i6nicos. Sendo esse

efeito denominado efeito do liquido idnico (ionic liquid effect).”
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CAPiTULO 1 INTRODUCAO

Alguns estudos mostram que os LI podem ser considerados substancias com a
natureza relativamente polar,” isso quando se leva em consideragdo os parametros de
Kamlet-Taft.”” Tendo essa caracteristica, eles podem contribuir mais efetivamente para a
estabilizacdo de estados de transi¢do enzimaticos que normalmente sdo polares e atenuar
eventuais distor¢des conformacionais causada pela desidratacio da enzima. E justamente
esse efeito que explica a estabilidade de varias enzimas em alguns tipos de LI. O que
favorece a juncdo dos mesmos em reacOes cataliticas, onde ambos contribuirdo
sinergicamente para a efetividade da transformacéo de reagentes no produto desejado.

Outro ponto crucial para que as enzimas continuem ativas ou até mesmo
aumentem sua atividade catalitica em LI é o fato de que os mesmo ajudam-nas a manter
a sua agua estrutural (aw), que é responsavel pela manutencdo minima da estrutura
terciaria e atividade da enzima.

Os “efeitos de Hofmeister” também sdao importantes para o entendimento de
estabilidade enzimatica. O pesquisador Franz Hofmeiter, em seus estudos em 1888,
percebeu que o comportamento das enzimas frente a alguns ions seguia um padrdo. Com
auxilio de suas observac@es experimentais ele foi capaz de construir duas séries (uma de
cations e uma de anions) que previam e relacionavam a estabilidade e a precipitacdo
(desenovelamento) de enzimas em solucdo. A série de Hofmeister relaciona diversos
fatores intrinsecos como estabilidade térmica, atividade catalitica enzimatica (a qual é
expressa atualmente como “Turnover number”),” cristalizagio, interacdo com a agua e
outros.

Os Esquemas 4 e 5 ilustram o trabalho de Hofmeister que foi homenageado com
seu nome. A presenca de ions em solugdo tem efeito direto na estabilidade da enzima,
podendo ser benéfico ou prejudicial a sua estabilidade catalitica. O Esquema 4 representa
antes de “||” a ordem decrescente da capacidade de estabilizagdo enzimatica de alguns
anions. Apds “||” encontra-se a ordem decrescente dos &nions que desestabilizam a

estrutura enziméatica em solucéo.

Esquema 4 - Ordem decrescente de estabilizagdo (antes da “||”) e desestabilizagdo (depois da “||”) da
estrutura enzimatica gerada por alguns anions. Adaptado da referéncia 74.
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CAPiTULO 1 INTRODUCAO

O Esquema 5, por sua vez, representa antes da “||” a ordem decrescente da
capacidade de estabilizagdo enzimatica de alguns cations. Apds a “||” representa a ordem

decrescente dos cations que desestabilizam a estrutura enzimética em solucéo.

Esquema 5 - Ordem decrescente de estabilizagdo (antes da “||”) e desestabilizag@o (depois da “||”) da
estrutura enzimatica gerada por alguns cations. Adaptado da referéncia 74.

Mesmo tendo acesso a todas essas informacGes € dificil prever com precisdo o
comportamento das enzimas em LIs, pois sdo materiais que comecaram a ser estudados
mais a fundo a pouco tempo (Gltimas duas décadas). Muitas pesquisas recentes ja
observaram que os LIs sofrem um desvio dessa serie.

Outra maneira de se explicar o comportamento das enzimas frente aos ions é
analisando os mesmos quanto a sua caotropicidade (oficialmente descrito como um
desestabilizante da enzima) e/ou cosmotropicidade (que estabilizam a enzima). Esses
conceitos sdo referentes aos tipos de interacdo dos ions com a agua e como elas
influenciam o equilibrio da mesma em alta ou baixa densidade, bem como seus efeitos
diretos na estabilizacdo enzimatica. Entretanto o comportamento dos LIs também néo
seguem de maneira linear essas definicbes uma vez que ele é a combinacdo de ions
podendo ser ambos cosmotropicos, ambos caotropicos ou a combinacao dos dois. Entdo
cada situacédo deve ser analisada individualmente.

Tendo acesso a todas essas informacGes sobre enzimas e LIs e conhecendo as
variaveis que influenciam direta e indiretamente o sucesso dessa possivel combinagéo
surge o desafio de se formular um LI que detenha todas as caracteristicas necessarias para

o destino de interesse: suporte enzimatico catalitico.
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CAPiTULO 1 OBJETIVOS

2- Objetivos

2.1- Objetivo geral

Avaliar o efeito de LI sobre rendimento e produtividade de glicose a partir de material

lignocelul6sico, buscando aperfeicoamento deste processo.

2.2- Objetivos Especificos

e Estudar a estabilidade de celulases comerciais na presenca de LI BMI.NTf2;

e Avaliar o desempenho da hidrolise enzimatica de material lignoceluldsico pré-
tratado e in natura;

e Estabelecer a melhor condicdo operacional para hidrolise da biomassa, em termos
da concentracdo de LI BMI.NTf2.
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CAPiTULO 1 PARTE EXPERIMENTAL

3 - Parte Experimental

O desenvolvimento experimental deste trabalho pode ser dividido em quatro partes
principais: adaptacdo de métodos para dosagem da atividade enzimaética, preparo de LI,
estudo da estabilidade de celulases na presenca de LI e hidrdlise de biomassa pré-tratada
e in natura utilizando LI e celulases. Os itens que descrevem as atividades experimentais

realizadas séo descritos a seguir.

3.1 - Determinacdo de Atividades Enzimaticas em Tubos

As atividades foram determinadas, inicialmente em tubos (volume reacional superior a
1000 uL), como descrita no artigo de referéncia,” depois todos os procedimentos foram
adaptados para uma escala menor (60 uL), com o objetivo de realizar um nimero maior
de ensaios por tempo e reduzir a quantidade de residuos gerados. Os ensaios em
microescala serdo descritos no item 3.2.

O complexo enzimético comercial Cellic Ctec 2 (CC2), da Novozymes, foi
avaliado quanto a sua atividade enzimatica utilizando como substratos papel, avicel,
carboximetilcelulose e celobiose seguindo metodologias previamente estabelecidas, as

quais foram ligeiramente modificadas neste trabalho.”

3.1.1 - Determinacdo da atividade total de celulase (FPase) utilizando papel

filtro

3.1.1.1 - Preparo de solugbes

Preparo de tampdo citrato de sédio/acido citrico 0,1 M pH 5:

Foi preparada uma solucdo 0,1 M e uma 0,05 M de citrato de sodio di-hidratado
(MM=294,10 g/mol) e uma solu¢do 0,1 M e uma 0,05 M de &cido citrico anidro
(MM=210,14 g/mol). A solugdo de acido citrico foi adicionada lentamente a solucéo de

citrato de s6dio como molaridade correspondente até que a mistura apresentasse pH 5.
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CAPiTULO 1 PARTE EXPERIMENTAL

Preparo da solucdo de acido dinitrossalissilico (DNS):

O prepara da solucdo de DNS foi adaptado da referéncia usada com modelo.” Para a
sintese foram necessarios 0s seguintes reagentes:

. 1423,6 mL de &gua deionizada;

. 10,6 g de acido dinitrosalicilico;

. 19,8 g de hidroxido de sodio (NaOH);

. 306,0 g de tartarato de sddio e potassio (KNaCsH40s*4H20);

. 8,3 g de metabissulfito de Sédio (NaHSO3).

Em 1000,0 mL de &gua deionizada foram dissolvidos 10,6 g de &cido
dinitrosalicilico e 19,8 g de NaOH. Para a completa solubilizacdo, utilizou-se uma placa
de aquecimento (temperatura maxima= 40°C) e agitacdo magnética. Apos a dissolucdo
total, adicionou-se 306,0 g tartarato de sodio e potassio, 8,3 g de metabissulfito de sodio
e 423,6 mL de agua deionizada.

Foram titulados 3 mL da solucdo recém preparada com uma solucéo de HCI 0,1
M, utilizando fenolftaleina como indicador. Foram necessarios cerca de 5,0-6,0 mL da
solucdo de HCI para que a tonalidade do indicador se modificasse. Caso a quantidade de
HCI utilizada na titulagdo ultrapassasse 0s 6,0 mL, eram adicionados, a solucdo de DNS,
2,0g de NaOH para cada 1,0 mL de solugdo de HCI 0,1 M excedida.

A solugéo foi armazenada em frasco &mbar ou revestido por papel aluminio.

Preparo da solucdo de enzima:

A diluicdo da enzima foi feita em tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5. O
procedimento foi realizado com duas diluigdes tais que, decorrido o tempo de incubagéo,
nas condi¢des reacionais utilizadas, a quantidade absoluta de aglcares redutores totais
(ART) gerados foram pouco menor e pouco maior que 2,00 mg.
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3.1.1.2 - Ensaio de hidrolise do papel e quantificacdo do produto

Ensaio para determinacéo da atividade enziméatica:

Em um tubo de ensaio de 15,0 mL com tampa foram colocados 1,0 mL de tampéo citrato
de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5 e 0,5 mL da enzima previamente diluida, a mistura foi
colocada em banho termostatico a 50 °C. Foram aguardados cerca de 3 min para que 0 0S
tubos chegassem a temperatura de incubacéo. Foi adicionada uma tira de papel filtro
Whatman n°1 de 1,0x6,0 cm (equivalente a aproximadamente 50,00 mg) enrolada em
espiral. Atentou-se para que o liquido cobrisse todo o papel.

A mistura foi incubada a 50 °C por 60 min. Transcorridos os 60 min de incubacao,
0s tubos foram retirados do banho termostéatico e adicionou-se 3,0 mL de solugdo de DNS.
Os tubos foram mantidos por exatos 10 min em &gua fervente. Todas as amostras,
incluindo branco da enzima, branco do substrato, curva padréo e zero do espectro foram
incubados nesse banho.

Os tubos foram retirados da &gua fervente e resfriado em banho de gelo.

Retirou-se uma aliquota de 0,2 mL de cada um dos tubos que foi transferida para
novos tubos contendo 2,5 mL de agua deionizada, a mistura foi agitada.

Em seguida foram transferidos 200 pL de cada tubo para microplaca (cada
amostra foi transferida para 3 pogos da microplaca) e determinou-se a absorbancia a 540
nm em espectrofotdmetro.

- Zero do espectro: Foram colocados 1,5 mL de tampdo citrato de sédio/ acido citrico
em um tubo de 15,0 mL com tampa. Adicionou-se 3,0 mL de solugdo de DNS ao tubo
que foi mantido por exatos 10 min em agua fervente. Os passos seguintes do
procedimento foram realizados conforme descrito anteriormente.

- Branco do substrato: Foram colocados 1,5 mL de tampao citrato de sodio/ acido citrico
e uma tira de papel de filtro em um tubo de 15,0 mL com tampa. Adicionou-se 3,0 mL de
solucdo de DNS ao tubo que foi mantido por exatos 10 min em &gua fervente. Os passos
seguintes do procedimento foram realizados conforme descrito anteriormente.

- Branco da enzima: Foram colocados, em um tubo de 15,0 mL com tampa, 1,0 mL de
tampdo citrato de sddio/acido citrico e 0,5 mL da enzima diluida. Adicionou-se 3,0 mL
de solucdo de DNS ao tubo que foi mantido por exatos 10 min em agua fervente. Os

passos seguintes do procedimento foram realizados conforme descrito anteriormente.
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Construcdo da curva padréo:

As diluigOes para construcao das curvas padrdes foram preparadas a partir de uma solugéo

padrédo 10,00 g/L de glicose:

e 1,0 mL da solugéo padréo + 0,5 mL de tampdo = 1:1,5 = 6,70 mg/mL (3,35 mg/0,5
mL™);

e 1,0 mL da solucéo padréo + 1,0 mL de tampé&o = 1:2 = 5,00 mg/mL (2,50 mg/0,5 mL);

e 1,0 mL da solugéo padréo + 2,0 mL de tampdo = 1:3 = 3,30 mg/mL (1,65 mg/0,5 mL);

e 1,0 mL dasolucdo padréo + 4,0 mL de tampao = 1:5 = 2,00 mg/mL (1,00 mg/0,5 mL).

*Entre parentes encontra-se a quantidade absoluta de glicose contida no tubo de reacéo.

Apds o preparo das dilui¢bes da curva padrdo, em novos tubos, foram colocados
0,5 mL da solucdo padrdo de glicose previamente diluida e adicionou-se 1,0 mL de
tampdo citrato de sodio/acido citrico. Dessa forma, as absorbancias obtidas foram
correspondentes as quantidades absolutas de glicose contidas nos tubos de reacao.
Adicionou-se 3,0 mL de solucdo de DNS ao tubo que foi mantido em agua fervente por
exatos 10 min. Os passos seguintes do procedimento foram realizados conforme descrito
anteriormente.

A curva padrdo foi construida usando a quantidade absoluta de glicose X
absorbéancia em 540 nm.

O Esquema 6 ilustra esquematicamente o procedimento experimental da

determinacdo da atividade enzimética total com papel filtro.
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PARTE EXPERIMENTAL

Adicionar 0,5 mL da
solugdo enzimatica
diluida em tampé&o.

Adicionar a tira de papel
enrolada em espiral.
Incubar a 50 °C por 1 h.

Colocar os tubos
em um banho
termostatico de
50 °C por 3 min.
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Retirar da agua
fervente e colocar
em um banho de
gelo para cessar
areacao.

/dicionar 3 mL de DNS

a cada tubo. Manté-los
em agua fervente por
exatos 10 min.

Esperar resfriar
e tirar do banho
de gelo.

Transferir 200 pL de cada tubo
para a microplaca. Determinar
a absorbancia das amostra a
540 nm em espectrofotdmetro. N

/\ o \

Retirar 200 pL de
cada tubo e transferir
para novos tubos ' \ y =
contendo 2,5 mL de ! ! ! )
agua deionizada.

Esquema 6 - Representacdo esquematica do procedimento experimental de determinacédo da atividade

enzimatica FPase em tubos.

3.1.1.3 - Célculo da atividade enzimatica em papel

Do valor de absorbancia obtido para a amostra foi descontada a absorbancia do branco da
enzima e do branco do substrato. Com este novo valor, foi calculado a quantidade
absoluta de acUcares redutores totais (ART) com base na curva padréo de glicose. A curva
padrdo foi construida utilizando somente glicose como padrdo, entretanto, apds a
hidrélise da celulose, muitos compostos reagem com o DNS, por exemplo, celobiose e
oligossacarideos. Assim, 0 que de fato é quantificado sdo todos os agUcares redutores,
ndo somente glicose, dai a sigla ART, os quais serdo considerados como glicose neste
trabalho. Este comentario também € véalido para as hidrolises de avicel e

carboximetilcelulose.
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Os valores de diluicdo empregados foram convertidos em concentracdo

enzimatica, de acordo com a seguinte equacao (2.1):

~ 1 Volume de enzima na diluicao
Concentracao = —— ( £ ) (2.1)
Diluicao

Volume total da diluigdo
Em seguida, em um gréafico semi-logaritmico, foram plotados os valores da
concentracdo de glicose (ART) liberada contra a concentracdo de enzima:
Abscissa: glicose liberada (mg)
Ordenada: log(1/dil)
Com a curva de regresséo linear obtida foi estimada a concentracdo de enzima que
gere exatamente 2,00 mg de glicose.

O célculo da atividade, em FPU, foi realizado com auxilio da equacéo 2.2.

0,37
Concentracgao de enzima que fornece 2,00 mg de glicose

FPU =

unidades/mL (2.2)

Em que a unidade FPU ¢ baseado na Unidade Internacional (1U).

1 Ul = 1 umol min por substrato convertido
=1 umol min! de “glicose” (ART) formado durante a hidrélise
= 0,18 mg min! quando o produto for glicose

A quantidade de glicose liberada, no ensaio, na diluicéo critica é de 2 mg:

2mg glicose = (2.3)

0,18 pmol
A guantidade de glicose produzida por 0,50 mL de enzima em 60 min, ou seja, em

FPU na reacéo:

2
0,18 umol .0,5 mL .60 min

2mg glicose = (2.4)

2mg glicose = 0,37 pymol .min"*mL™* (Ul .mL™1) (2.5)

Portanto a quantidade estimada de enzimas (concentracéo critica de enzimas) que

libera 2,00 mg de glicose, em FPU, contém 0,37 unidades.
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3.1.2- Determinacéo da atividade de endoglicanase utilizando CMC

3.1.2.1 - Preparo de solugbes

As solugdes de tampdo citrato e DNS utilizadas aqui, foram preparadas conforme descrito
no item 3.1.1.1.

Preparo da solucdo de carboximetilcelulose (CMC):

Foi preparada uma solugdo com 2% m/v de CMC em tampao citrato de sodio/acido citrico
0,1 M pH 5. Utilizou-se uma placa aquecedora (temperatura maxima = 40°C) e agitador
magnético para completa dissolucdo do substrato. Observou-se a formacdo de uma

solugéo viscosa.

Preparo da solucdo de enzima:

A diluicdo da enzima foi feita em tampao citrato de sédio/acido citrico 0,1 M pH 5. O
procedimento foi realizado com duas dilui¢des tais que, decorrido o tempo de incubacéo,
nas condigdes reacionais utilizadas, a quantidade absoluta de ART gerados foram pouco
menor e pouco maior que 0,5 mg. No minimo duas dilui¢bes diferentes da enzima foram

testadas.

3.1.2.2 - Ensaio de hidrolise de carboximetilcelulose e quantificagdo dos produtos

Em tubos de ensaio de 15 mL com tampa foi colocado 0,5 mL da enzima previamente
diluida. Os tubos foram levados ao banho termostatico a 50°C e deixados em repouso por
cerca de 3 minutos para que chegassem a temperatura de incubagdo. Em seguida
adicionou-se 0,5 mL da solugdo de CMC 2% m/v. A mistura foi encubada por 30 min. a
50 °C.

Transcorridos os 30 min de incubacdo, os tubos foram retirados do banho
termostatico e adicionou-se 3 mL de solucédo de DNS. Os tubos foram mantidos por exatos
10 min em &gua fervente. Todas as amostras, incluindo branco da enzima, branco do
substrato, curva padréo e zero do espectro foram incubados nesse banho.

Os tubos foram retirados da agua fervente e resfriado em banho de gelo.
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Retirou-se uma aliquota de 0,2 mL de cada um dos tubos que foi transferida para
novos tubos contendo 2,5 mL de agua deionizada, a mistura foi agitada.

Em seguida foram transferidos 200 pL de cada tubo para microplaca (cada
amostra foi transferida para 3 pogos da microplaca) e determinou-se a absorbancia a 540
nm em espectrofotdmetro.

- Zero do espectro: Foram colocados 1 mL de tampao citrato de sédio/ acido citrico em
um tubo de 15 mL com tampa. Adicionou-se 3 mL de solu¢do de DNS ao tubo que foi
mantido por exatos 10 min em &gua fervente. Os passos seguintes do procedimento foram
realizados conforme descrito anteriormente.

- Branco do substrato: Foram colocados 0,5 mL de tampao citrato de sodio/ acido citrico
e 0,5 mL da solucéo de CMC 2% m/v em um tubo de 15 mL com tampa. A mistura foi
incubada juntamente com as amostras (30 min a 50 °C). Adicionou-se 3 mL de solucdo
de DNS ao tubo que foi mantido por exatos 10 min em agua fervente. Os passos seguintes
do procedimento foram realizados conforme descrito anteriormente.

- Branco da enzima: Foram colocados, em um tubo de 15 mL com tampa, 0,5 mL de
tampéo citrato de sodio/acido citrico e 0,5 mL da enzima diluida. A mistura foi incubada
juntamente com as amostras (30 min a 50 °C). Adicionou-se 3 mL de solucdo de DNS ao
tubo que foi mantido por exatos 10 min em &gua fervente. Os passos seguintes do

procedimento foram realizados conforme descrito anteriormente.

Construcao da curva padréo:

As dilui¢bes para construcdo das curvas padrdes foram preparadas a partir de uma
solucéo padréo 2,0 g/L de glicose:
e Semdiluigdo = 2,0g/L (1 mg/0,5 mL*);
e 1mL+0,5mL detampéo =1:1,5=1,33 ¢g/L (0,67 mg/0,5 mL);
e 1mL+1mL detampdo=1:2=1,0g/L (0,5mg/0,5 mL);
e 1mL +3mL detampdo = 1:4 =0,5g/L (0,25 mg/0,5 mL).

*Entre parentes encontra-se a quantidade absoluta de glicose contida no tubo de reacéo.

Apos o preparo das dilui¢des da curva padrdo, em novos tubos, foram colocados
0,5 mL da solucdo padrdo de glicose previamente diluida e adicionou-se 0,5 mL de
tampdo citrato de sodio/acido citrico. Dessa forma, as absorbancias obtidas foram

correspondentes as quantidades absolutas de glicose contidas nos tubos de reacéo.
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Adicionou-se 3 mL de solucdo de DNS ao tubo que foi mantido em agua fervente por
exatos 10 min. Os passos seguintes do procedimento foram realizados conforme descrito
anteriormente.

A curva padrdo foi construida usando a quantidade absoluta de glicose X

absorbancia em 540 nm.

3.1.2.3 - Célculo da atividade enzimatica em carboximetilcelulose

Os calculos realizados na determinacdo da atividade da endoglicanase (para
carboximetilcelulose) foram realizados da mesma forma do célculo descrito para a
determinagéo da atividade em papel.

Do valor de absorbancia obtido para a amostra foi descontada a absorbancia do
branco da enzima e do branco do substrato. Com este novo valor, foi calculado a
quantidade absoluta de ART com base na curva padréo de glicose.

Os valores de diluicdo empregados foram convertidos em concentracdo
enzimatica, com auxilio da equacao 2.1.

Em seguida, em um gréafico semi-logaritmico, foram plotados os valores da
concentracédo de glicose (ART) liberada contra a concentracdo de enzima:

Abscissa: glicose liberada (mg)
Ordenada: log(1/dil)

Com a curva de regresséo linear obtida foi estimada a concentracéo de enzima que

gere exatamente 0,5 mg de glicose.

O célculo da atividade, em CMC, é realizado com auxilio da equacdo 2.6.

0,185
Concentracgao de enzima que fornece 0,5 mg de glicose

CMC = unidades/mlL (2.6)

A equacdo 2.6 é obtida da mesma maneira que a 2.2, apenas € necessario trocar os
valores de quantidade de glicose formada e o tempo reacional, uma vez que nesse
experimento a quantidade de substrato utilizada bem como o tempo reacional séo

diferentes.
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3.1.3 - Determinacéo da atividade de exoglicanase utilizando avicel

3.1.3.1 - Preparo de solugbes

As solugdes de tampdo citrato e DNS utilizadas aqui, foram preparadas conforme descrito
no item 3.1.1.1.

Preparo da suspensdo de avicel:

Foi preparada uma solucdo com 0,5% m/v de avicel em tampdo citrato de sodio/acido
citrico 0,1 M pH 5. O substrato ndo se solubiliza no tampao, por esse motivo, cada vez
que a suspencdo precisou ser utilizada era mantida sob agitacdo magnética para que

ficasse 0 mais homogénea possivel.

Preparo da solucdo de enzima:

A diluicdo da enzima foi feita em tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5. O
procedimento foi realizado com duas diluices tais que, decorrido o tempo de incubacéo,
nas condigdes reacionais utilizadas, a quantidade absoluta de ART gerados foram

préximos a 0,5 mg. No minimo duas dilui¢cdes diferentes da enzima foram testadas.

3.1.3.2 - Ensaio de hidrolise de avicel e quantificacdo dos produtos

Em tubos de ensaio de 15 mL com tampa foi colocado 0,5 mL da enzima
previamente diluida. Os tubos foram levados ao banho termostatico a 50 °C e deixados
em repouso por cerca de 3 min para que chegassem a temperatura de incubacdo. Em
seguida adicionou-se 0,5 mL da solucdo de avicel 0,5% m/v. Como este substrato é
insolvel, a solugdo foi mantida em constante agitacdo durante a transferéncia desta para
0s tubos. A mistura foi encubada por 60 min a 50 °C.

Transcorridos 0os 60 min de incubacdo, os tubos foram retirados do banho
termostéatico e adicionou-se 3 mL de solucéo de DNS. Os tubos foram mantidos por exatos
10 min em &gua fervente. Todas as amostras, incluindo branco da enzima, branco do

substrato, curva padréo e zero do espectro foram incubados nesse banho.
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Os tubos foram retirados da agua fervente e resfriado em banho de gelo. Em
seguida foram centrifugados para que as particulas de celulose cristalina (avicel) que ndo
reagiram nao interferissem na leitura do espectrofotometro.

Retirou-se uma aliquota de 0,2 mL de cada um dos tubos que foi transferida para
novos tubos contendo 2,5 mL de agua deionizada, a mistura foi agitada.

Em seguida foram transferidos 200 pL de cada tubo para microplaca (cada
amostra foi transferida para 3 pocos da microplaca) e determinou-se a absorbancia a 540
nm em espectrofotdmetro.

- Zero do espectro: Foram colocados 1 mL de tampéo citrato de s6dio/ &cido citrico em
um tubo de 15 mL com tampa. A mistura foi incubada juntamente com as amostras (60
min a 50 °C). Adicionou-se 3 mL de solucdo de DNS ao tubo que foi mantido por exatos
10 min em &gua fervente. Os passos seguintes do procedimento foram realizados
conforme descrito anteriormente.

- Branco do substrato: Foram colocados 0,5 mL de tampao citrato de sodio/ acido citrico
e 0,5 mL da suspencdo 0,5% m/v em um tubo de 15 mL com tampa. A mistura foi
incubada juntamente com as amostras (60 min a 50 °C). Adicionou-se 3 mL de solucéo
de DNS ao tubo que foi mantido por exatos 10 min em agua fervente. Os passos seguintes
do procedimento foram realizados conforme descrito anteriormente.

- Branco da enzima: Foram colocados, em um tubo de 15 mL com tampa, 0,5 mL de
tampdo citrato de sodio/acido citrico e 0,5 mL da enzima diluida. A mistura foi incubada
juntamente com as amostras (60 min a 50 °C). Adicionou-se 3 mL de solucdo de DNS ao
tubo que foi mantido por exatos 10 min em &gua fervente. Os passos seguintes do

procedimento foram realizados conforme descrito anteriormente.

Construcao da curva padréo:

As dilui¢bes para construcdo das curvas padrdes foram preparadas a partir de uma solugédo
padréo 2,0 g/L de glicose:

e Semdiluigdo = 2,0g/L (1 mg/0,5 mL*);

e 1mL+0,5mL detampéo =1:1,5=1,33 ¢g/L (0,67 mg/0,5 mL);

e 1mL+1mL detampdo=1:2=1,0g/L (0,5mg/0,5 mL);

e 1mL +3mL detampdo = 1:4 =0,5g/L (0,25 mg/0,5 mL).

*Entre parentes encontra-se a quantidade absoluta de glicose contida no tubo de reacéo.
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Apds o preparo das dilui¢bes da curva padrdo, em novos tubos, foram colocados
0,5 mL da solucdo padrdo de glicose previamente diluida e adicionou-se 0,5 mL de
tampdo citrato de sodio/acido citrico. Dessa forma, as absorbancias obtidas foram
correspondentes as quantidades absolutas de glicose contidas nos tubos de reacao.
Adicionou-se 3 mL de solucdo de DNS ao tubo que foi mantido em agua fervente por
exatos 10 min. Os passos seguintes do procedimento foram realizados conforme descrito
anteriormente.

A curva padrdo foi construida usando a quantidade absoluta de glicose X
absorbéancia em 540 nm.

3.1.3.3 - Célculo da atividade enzimatica em avicel

Do valor de absorbancia obtido para a amostra foi descontada a absorbancia do
branco da enzima e do branco do substrato. Com este novo valor, foi calculado a
quantidade absoluta de ART com base na curva padréo de glicose.

Uma unidade de exoglicanase € definida como a quantidade de enzima que
hidrolisa o respectivo substrato para gerar 1pumol de glicose por minuto nas condigcGes

descritas no procedimento. O célculo dessa atividade é dado por:

ART(mg/mL).Vy(mL) (2 7)
Ty.0,18mg.Vg(mL) '

Ugvicel /mL =

Em que:
- ART = concentracdo de acucar redutor (mg/mL);
- V1= volume do reator (mL) = 1,0 mL;
- Tu=tempo de hidrélise em minutos = 120 minutos;
- Ve = volume da enzima (mL) = 0,5 mL;

- 0,18 mg = 1 pumol de glicose.

A atividade da exoglicanase, considerando a diluigdo da enzima, é o valor obtido

anteriormente com auxilio da equacéo 2.7 multiplicado pela diluicdo empregada.
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3.1.4- Determinagdo da atividade de [f-glicosidase utilizando celobiose

3.1.4.1 - Preparo de solugbes

A solucdo de tampao citrato utilizada aqui, foi preparada conforme descrito no item
3.1.1.1.

Preparo da solucdo de Celobiose:

Foi preparada uma solugdo de 15 mM de celobiose em tampéo citrato de sodio/acido
citrico 0,1 M pH 5. Para isso, pesou-se 0,2566 g de celobiose que foi solubilizado e
avolumado para 50 mL com tampéo citrato de sédio/acido citrico 0,1 M, pH 5. Esta

solucdo ndo deve ser armazenada para uso posterior.

Preparo da solucdo de enzima:

A diluicdo da enzima foi feita em tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5. O
procedimento foi realizado com duas dilui¢es tais que, decorrido o tempo de incubacéo,
nas condicdes reacionais utilizadas, a quantidade absoluta de glicose gerada foi pouco
menor e pouco maior que 1,0 mg. No minimo duas dilui¢des diferentes da enzima foram

testadas.

3.1.4.2 - Ensaio de hidrolise de celobiose e quantificacdo dos produtos

Em tubos de ensaio de 15 mL com tampa foi colocado 1,0 mL da enzima previamente
diluida. Os tubos foram levados ao banho termostatico a 50°C e deixados em repouso por
cerca de 3 min para que chegassem a temperatura de incubacdo. Em seguida adicionou-
se 1,0 mL da solugdo 15 mM da celobiose. A mistura foi agitada e encubada por 30 min
a50 °C.

Transcorridos os 30 min de incubacdo, os tubos foram retirados do banho
termostatico e interrompeu-se a reagdo mantendo-os em agua fervente por 5 min. Todas
as amostras, incluindo branco da enzima, branco do substrato, curva padréo e zero do
espectro foram incubados nesse banho.

Os tubos foram retirados da agua fervente e resfriado em banho de gelo.
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A glicose formada foi determinada utilizando o reagente enzimatico Glicose
Oxidase. Em tubos de 10 mL foram adicionados 1 mL do reagente (Glicose Oxidase) e
10 uL das amostras. A mistura foi agitada e incubada em banho termostatico a 37 °C por
10 min.

Em seguida foram transferidos 200 pL de cada tubo para microplaca (cada
amostra foi transferida para 3 pocos da microplaca) e determinou-se a absorbancia a 505
nm em espectrofotdmetro.

- Zero do espectro: Foram colocados 1 mL do reagente (Glicose Oxidase) e 10 uL da
solucdo tampdo de citrato de sodio/ acido citrico em um tubo de 10 mL. A mistura foi
incubada juntamente com as amostras (10 min a 37 °C). Os passos seguintes do
procedimento foram realizados conforme descrito anteriormente.

- Branco do substrato: Foram colocados 1,0 mL de tampao citrato de sodio/ acido citrico
e 1,0 mL da solugdo 15,0 mM de Celobiose em um tubo de 10 mL. A mistura foi incubada
juntamente com as amostras (30 min a 50 °C). Interrompeu-se a reagdo mantendo os tubos
em agua fervente por 5 min. Os passos seguintes do procedimento foram realizados
conforme descrito anteriormente.

- Branco da enzima: Foram colocados, em um tubo de 15 mL, 1,0 mL de tampao citrato
de sodio/acido citrico e 1,0 mL da enzima diluida. A mistura foi incubada juntamente
com as amostras (30 min a 50 °C). Interrompeu-se a rea¢do mantendo os tubos em agua
fervente por 5 min. Os passos seguintes do procedimento foram realizados conforme

descrito anteriormente.

Construcao da curva padrao:

As dilui¢es para construcdo das curvas padrdes foram preparadas a partir de uma solugédo
padrdo 1,8 g/L de glicose:

. 100 pL + 400 puL de agua destilada = 0,36 g/L;

. 200 puL + 300 pL de tampdo = 0,72 g/L;

. 300 uL + 200 pL de tampéo = 1,08 g/L;

. 400 pL + 100 pL de tampéo = 1,44 g/L;

. 500 pL + 0 de agua destilada = 1,8 g/L.

Ap0s o preparo das dilui¢bes da curva padrdo, em novos tubos, foram colocados
1,0 mL do reagente enzimatico e 10 uL da diluicdo previamente preparada. Dessa forma,
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as absorbancias obtidas foram correspondentes as quantidades absolutas de glicose
contidas nos tubos de reacdo. A quantidade de glicose gerada foi determinada utilizando
0 reagente enzimatico Glicose Oxidase. Os passos seguintes do procedimento foram
realizados conforme descrito anteriormente.

A curva padrdo foi construida usando a quantidade absoluta de glicose X

absorbancia em 505 nm.

3.1.4.3 - Calculo da atividade enzimatica em celobiose

Do valor de absorbancia obtido para a amostra foi descontada a absorbancia do branco da
enzima e do branco do substrato. Com este novo valor, foi calculado a quantidade
absoluta de glicose com base na curva padrao de glicose.

Os valores de diluicdo empregados foram convertidos em concentracéo
enzimatica, com auxilio da equacéo 2.1.

Em seguida, em um gréafico semi-logaritmico, foram plotados os valores da
concentracdo de glicose liberada contra a concentracao de enzima:

Abscissa: glicose liberada (mg)
Ordenada: log(1/dil)

Com a curva de regresséo linear obtida foi estimada a concentracdo de enzima que

gere exatamente 1,0 mg de glicose.

O célculo da atividade, em CB, é dado por:

CB = 00926 unidades/mL (2.8)

- Concentracao de enzima que fornece 1 mg de glicose

A equacdo 2.8 € obtida da mesma maneira que a 2.2, apenas € necessario modificar
os valores de quantidade de glicose formada e o tempo reacional. Também foi levado em
consideracdo o fato de que 1 umol do substrato forma 2 umol de glicose no caso da

celobiose.
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3.2 - Determinacdo da Atividade Enzimatica em Microescala

Com o objetivo de minimizar os residuos gerados no processo de determinacdo de
atividade enziméatica bem como tornar o processo mais pratico no que se diz respeito ao
manuseio de vidrarias e equipamentos, a metodologia foi trabalhada para que pudesse ser

realizada em escala micro com a mesma confiabilidade de resultados dos ensaios em tubo.

3.2.1 - Determinacdo da atividade total de celulase (FPase) utilizando papel

filtro

Algumas das metodologias descritas a seguir ja foram estabelecidas e estdo
descritas na literatura, entretanto para este trabalho algumas adaptagdes foram

realizadas.”’

3.2.1.1 - Preparo de solugoes

A solucdo de tampdo citrato e de DNS utilizadas aqui foram preparadas conforme descrito
no item 3.1.1.1.

Preparo da solucdo de enzima:

A diluicdo da enzima foi feita em tampéo citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5. O
procedimento foi realizado com duas dilui¢des tais que, decorrido o tempo de incubacéo,
nas condigdes reacionais utilizadas, a quantidade absoluta de ART gerados foram pouco

menor e pouco maior que 0,08 mg.

3.2.1.2 - Ensaio de hidrolise de papel e quantificacdo dos produtos

Para cada amostra o procedimento foi realizado, no minimo, em triplicata. Foi
utilizado como substrato discos de papel filtro Whatman n°® 1 de 7 mm de didmetro. Os
discos de papel filtro foram obtidos utilizando um furador de papel.

Os discos de papel foram inseridos nos pogos de microplacas de PCR-96 pocos

(Reacdo em cadeia pela polimerase) com auxilio de uma pinca. Foi necessario tomar
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cuidado para que todos os discos ficassem bem proximos ao fundo dos pogos e que a
disposicao fosse a mesma para todos. Em seguida adicionou-se, a cada po¢o contendo
disco de papel filtro, 40 uL de tampdo citrato de sédio/acido citrico 0,1 M pH 5. Tomou-
se cuidado para que todos os discos de papel filtro ficassem imersos em solugdo tampéao
e que n&o existisse bolhas de ar nos pogos. Posteriormente adicionou-se 20 uL da enzima
previamente diluida em todos os pogos com amostra, menos no “branco do substrato”.
Homogeneizou-se a solugdo com auxilio da micropipeta automatica.

Os controles (zero do espectro, branco da enzima e branco do substrato) foram
preparados diretamente na microplaca.

- Zero do espectro: Foram colocados 60 pL de tampao citrato de sodio/ acido citrico em
um dos pocos da microplaca.

- Branco do substrato: Foram colocados 60 pL de tampao citrato de sddio/ &cido citrico
e um disco de papel filtro de 7 mm em 5 pogos da microplaca.

- Branco da enzima: Foram colocados 40 uL de tampdo citrato de sddio/acido citrico e
20 uL da enzima diluida em 5 pogos da microplaca.

A microplaca foi vedada com filme pléstico adesivo proprio para essa finalidade
e incubada a 50 °C por 60 min em um termociclador.

No intervalo da incubacédo foi preparada a curva padrdo (mesma que no item
3.1.1.2).

Apos o preparo das dilui¢bes da curva padréo e transcorrido o tempo de incubagéo
a placa foi retirada do termociclador e foram adicionados 20 uL da solucdo padréo de
glicose previamente diluida e 40 uL de tamp&o citrato de sddio/acido citrico. Dessa
forma, as absorbancias obtidas foram correspondentes as quantidades absolutas de ART
contidos em todos 0s pocos de reacéo.

Adicionou-se 120 uL de solucdo de DNS a todos os pocos. A microplaca foi
novamente vedada e incubada a 95 °C por 10 min no termociclador. O equipamento foi
programado para resfriar (4 °C) a microplaca assim que 0s 10 min terminassem.

Ap0ds o resfriamento da microplaca, retirou-se uma aliquota de 36 pL de cada um
dos pocos que foram transferidas para uma placa de Elisa. Na placa de Elisa foi
adicionado, a cada poco com amostra, 160 uL de agua deioniza. A mistura foi
homogeneizada com auxilio de uma micropipeta automatica. A absorbancia foi

determinada a 540 nm em um espectrofotdmetro.
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A curva padrdo foi construida usando a quantidade absoluta de glicose X
absorbancia em 540 nm.

O Esquema 7 ilustra esquematicamente o procedimento experimental da
determinacdo da atividade enzimatica total com papel filtro em microescala.

Inserir os discos de
papel filtro de 7mm nos
pogos da microplaca de
PCR com auxilio de
uma pinga.

Adicionar 20 pL da
solugdo enzimatica o\
diluida. |
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branco da enzima e
branco do substrato)
na microplaca.
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poco contendo amostra.

Ap6s os 60 min retirar a
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50 °C por 60 min.
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Esquema 7- Representacdo esquematica do procedimento experimental de determinacdo da atividade

enziméatica em microescala.

3.2.1.3 - Célculo da atividade enzimatica em papel

Do valor de absorbéancia obtido para a amostra foi descontada a absorbéancia do branco da
enzima e do branco do substrato. Com este novo valor, foi calculado a quantidade
absoluta de ART com base na curva padréo de glicose.

Os valores de diluicdo empregados foram convertidos em concentracdo
enzimatica, com auxilio da equacéo 2.1.

Em seguida, em um gréafico semi-logaritmico, foram plotados os valores da

concentracdo de glicose (ART) liberada contra a concentracdo de enzima:

35



CAPiTULO 1 PARTE EXPERIMENTAL

Abscissa: glicose liberada (mg)
Ordenada: log(1/dil)
Com a curva de regresséo linear obtida foi estimada a concentracdo de enzima que
gere exatamente 0,08 mg de glicose.

O célculo da atividade, em FPU, ¢é dado por:

0,37
Concentracio de enzima que fornece 0,08 mg de glicose

FPU = unidades/mlL (2.9)

A equacdo 2.8 foi obtida da mesma maneira que a 2.2, apenas foi necessario
modificar o valor de quantidade de glicose formada.

3.2.2 - Determinacéo da atividade de endoglicanase utilizando CMC

3.2.2.1 - Preparo de solugdes
A solucéo de tampao citrato e de DNS utilizadas aqui foram preparadas conforme
descrito no item 3.1.1.1. A solugdo de CMC utilizada foi a mesma preparada para o ensaio

em tubos, descrita no item 3.1.2.1.

Preparo da solucdo de enzima:

A diluicdo da enzima foi feita em tampéo citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5. O
procedimento foi realizado com duas dilui¢des tais que, decorrido o tempo de incubacéo,
nas condigdes reacionais utilizadas, a quantidade absoluta de agUcares redutores totais

(ART) gerados foram pouco menor e pouco maior que 0,02 mg.

3.2.2.2 - Ensaio de hidrolise de carboximetilcelulose e quantificacdo dos produtos

Para cada amostra o procedimento foi realizado, no minimo, em quintuplicata.

Foram colocados 20 uL da enzima previamente diluida (caso necessario) e 20 uL
da solucdo de CMC 2% m/v nos pocos de uma microplaca de PCR-96 poc¢os. Tomou-se
cuidado para que ndo existissem bolhas de ar nos po¢os. Homogeneizou-se a solugdo com

auxilio da micropipeta automatica.
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Os controles (zero do espectro, branco da enzima e branco do substrato) também
foram preparados diretamente na microplaca.

- Zero do espectro: Foram colocados 40 pL de tampado citrato de sodio/ acido citrico em
um dos pocgos da microplaca.

- Branco do substrato: Foram colocados 20 pL de tampao citrato de sodio/ &cido citrico
e 20 uL da solugdo de CMC 2% m/v em 5 pocos da microplaca.

- Branco da enzima: Foram colocados 20 pL de tampéo citrato de sddio/acido citrico e
20 pL da enzima diluida em 5 pog¢os da microplaca.

A microplaca foi vedada com filme plastico adesivo préprio para essa finalidade
e incubada a 50 °C por 30 min em um termociclador.

No intervalo da incubagéo foi preparada a curva padrdo (mesma que no item
3.1.2.2).

Ap0s o preparo das dilui¢es da curva padrao e transcorrido o tempo de incubacéo
a microplaca foi retirada do termociclador e foram adicionados 20 uL da solucéo padrédo
de glicose previamente diluida e 20 uL de tampdo citrato de sodio/acido citrico. Dessa
forma, as absorbancias obtidas foram correspondentes as quantidades absolutas de ART
contidas em todos os pocos de reacéo.

Adicionou-se 120 uL de solucdo de DNS a todos os pogos. A microplaca foi
novamente vedada e incubada a 95 °C por 10 min no termociclador. O equipamento foi
programado para resfriar (4 °C) a microplaca assim que os 10 min de incubacgéo
terminassem.

Ap0s o resfriamento da microplaca, retirou-se uma aliquota de 20 pL de cada um
dos pocos que foram transferidas para uma placa de Elisa. Na placa de Elisa foi
adicionado, a cada poco com amostra, 100 uL de agua deioniza. A mistura foi
homogeneizada com auxilio de uma micropipeta automatica. A absorbancia foi
determinada a 540 nm em um espectrofotdmetro.

A curva padrdo foi construida usando a quantidade absoluta de glicose X

absorbancia em 540 nm.
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3.2.2.3 - Célculo da atividade enzimatica em carboximetilcelulose

Do valor de absorbancia obtido para a amostra foi descontada a absorbancia do branco da
enzima e do branco do substrato. Com este novo valor, foi calculado a quantidade
absoluta de ART com base na curva padréao de glicose.

Os valores de diluicdo empregados foram convertidos em concentracéo
enzimatica, com auxilio da equacéo 2.1.

Em seguida, em um gréafico semi-logaritmico, foram plotados os valores da
concentracdo de glicose (ART) liberada contra a concentracdo de enzima:

Abscissa: glicose liberada (mg)
Ordenada: log(1/dil)

Com a curva de regresséo linear obtida foi estimada a concentracdo de enzima que

gere exatamente 0,02 mg de glicose.

O célculo da atividade, em CMC, é dado por:

0,185
Concentracio de enzima que fornece 0,02 mg de glicose

CMC =

unidades/mlL (2.10)

A equacdo 2.10 foi obtida da mesma maneira que a 2.2, apenas foi necessario

modificar os valores de quantidade de glicose formada e o tempo reacional.

3.2.3- Determinacéo da atividade de exoglicanase utilizando avicel

3.2.3.1 - Preparo de solugdes
A solucdo de tampado citrato e de DNS utilizadas aqui foram preparadas conforme
descrito no item 3.1.1.1. A solugéo de avicel utilizada foi a mesma preparada para o

ensaio em tubos (item 3.1.3.1).

Preparo da solucdo de enzima:

A diluicdo da enzima foi feita em tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5. O

procedimento foi realizado com duas diluigdes tais que, decorrido o tempo de incubagéo,

38



CAPiTULO 1 PARTE EXPERIMENTAL

nas condigdes reacionais utilizadas, a quantidade absoluta de ART gerados foram

préximos a 0,02 mg.

3.2.3.2 - Ensaio de hidrolise de avicel e quantificacdo dos produtos

Para cada amostra o procedimento foi realizado, no minimo, em quintuplicata.

Foram colocados 20 uL da enzima previamente diluida (caso necessario) e 20 uL
da solucgéo de avicel 0,5% m/v nos pocos de uma microplaca de PCR-96 pogos. Tomou-
se cuidado para que ndo existissem bolhas de ar nos po¢os. Homogeneizou-se a solugéo
com auxilio da micropipeta automatica.

Os controles (zero do espectro, branco da enzima e branco do substrato) também
foram preparados diretamente na microplaca.

- Zero do espectro: Foram colocados 40 pL de tampao citrato de sodio/ acido citrico em
um dos pogos da microplaca.

- Branco do substrato: Foram colocados 20 pL de tampao citrato de sédio/ &cido citrico
e 20 pL da solucéo de Avicel 0,5% m/v em 5 pogos da microplaca.

- Branco da enzima: Foram colocados 20 uL de tampdo citrato de sédio/acido citrico e
20 uL da enzima diluida em 5 pocos da microplaca.

A microplaca foi vedada com filme pléastico adesivo proprio para essa finalidade
e incubada a 50 °C por 60 min em um termociclador.

No intervalo da incubacédo foi preparada a curva padrdo (mesma que no item
3.1.3.2).

Ap0s o preparo das diluicbes da curva padréo e transcorrido o tempo de incubacgéo
a microplaca foi retirada do termociclador e foram adicionados 20 uL da solucéo padréo
de glicose previamente diluida (a 5 pogos da microplaca) e 20 uL de tampéo citrato de
sodio/cido citrico. Dessa forma, as absorbancias obtidas foram correspondentes as
quantidades absolutas de glicose contidas em todos 0s po¢os de reacéo.

Adicionou-se 120 uL de solucdo de DNS a todos os pocos. A microplaca foi
novamente vedada e incubada a 95 °C por 10 min no termociclador. O equipamento foi
programado para resfriar (4 °C) a microplaca assim que os 10 min de incubacdo
terminassem.

Apos o resfriamento a microplaca foi centrifugada para que as particulas de

celulose cristalina (avicel) que ndo reagiram ndo interferissem na leitura do
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espectrofotdbmetro. Retirou-se uma aliquota de 20 uL de cada um dos pogos que foram
transferidas para uma placa de Elisa. Na placa de Elisa foi adicionado, a cada po¢o com
amostra, 100 uL de agua deioniza. A mistura foi homogeneizada com auxilio de uma
micropipeta automatica. A absorbancia foi determinada a 540 nm em um
espectrofotbmetro.

A curva padrdo foi construida usando a quantidade absoluta de glicose X
absorbéancia em 540 nm.

3.2.3.3 - Célculo da atividade enzimatica em avicel

Do valor de absorbancia obtido para a amostra foi descontada a absorbancia do branco da
enzima e do branco do substrato. Com este novo valor, foi calculado a quantidade
absoluta de ART com base na curva padréo de glicose.

Uma unidade de exoglicanase é definida como a quantidade de enzima que
hidrolisa o respectivo substrato para gerar 1umol de glicose por minuto nas condicdes
descritas no procedimento. O calculo dessa atividade foi calculado com auxilio da

equacéo 2.7.

3.2.4- Determinacéo da atividade de S-glicosidase utilizando celobiose

3.2.4.1 - Preparo de solugbes
A solucéo de tampdo citrato e de DNS utilizadas aqui foram preparadas conforme descrito
no item 3.1.1.1. A solucéo de celobiose utilizada foi a mesma preparada para o ensaio em

tubos (item 3.1.4.1).

Preparo da solucdo de enzima:

A diluicdo da enzima foi feita em tampdo citrato de sodio/acido citrico 0,1 M pH 5. O
procedimento foi realizado com duas diluigdes tais que, decorrido o tempo de incubagéo,
nas condigdes reacionais utilizadas, a quantidade absoluta de ART gerados foram pouco
menor e pouco maior que 0,1 mg. No minimo duas dilui¢des diferentes da enzima foram

testadas.
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3.2.4.2 - Ensaio de hidrolise de celobiose e quantificacdo dos produtos

Para cada amostra o procedimento foi realizado, no minimo, em quintuplicata.

Foram colocados 100 uL da enzima previamente diluida e 100 uL da solugéo de
Celobiose 15 mM nos pocos de uma microplaca de PCR-96 pogos. Tomou-se cuidado
para que ndo existissem bolhas de ar nos pogos. Homogeneizou-se a solugdo com auxilio
da micropipeta automatica.

Os controles (zero do espectro, branco da enzima e branco do substrato) também
foram preparados diretamente na microplaca.

- Zero do espectro: Foram colocados 200 uL de tampdo citrato de sodio/ acido citrico
em um dos poc¢os da microplaca.

- Branco do substrato: Foram colocados 100 pL de tampao citrato de sddio/ &cido citrico
e 100 pL da solucéo de Celobiose 15 mM em 5 pogos da microplaca.

- Branco da enzima: Foram colocados 100 pL de tampado citrato de sédio/acido citrico
e 100 uL da enzima diluida em 5 pocos da microplaca.

A microplaca foi vedada com filme pléstico adesivo proprio para essa finalidade
e incubada a 50 °C por 30 min em um termociclador. O equipamento foi programado para
que, apds os 30 min, a temperatura se elevasse a 95 °C por 10 min para a enzima ser
inativada e, assim, cessar a reacao.

No intervalo da incubagédo foi preparada a curva padrdo (mesma que no item
3.1.4.2).

Ap0s o preparo das dilui¢es da curva padrao e transcorrido o tempo de incubagéo
a microplaca foi retirada do termociclador e foram adicionados 100 uL da solugéo padréo
de glicose previamente diluida (a 5 pocos da microplaca) e 100 uL de tampdo citrato de
sodio/acido citrico. Dessa forma, as absorbancias obtidas foram correspondentes as
quantidades absolutas de glicose contidas em todos 0s po¢os de reacéo.

A quantidade de glicose gerada foi determinada utilizando o reagente enzimatico
Glicose Oxidase. Em uma placa Elisa foram adicionados 250 uL do reagente (Glicose
Oxidase) e 2,5 puL das amostras. A mistura foi homogeneizada com auxilio de uma
micropipeta automatica e incubada em banho termostatico a 37 °C por 10 minutos.
Determinou-se a absorbancia a 505 nm em espectrofotémetro.

A curva padrdo foi construida usando a quantidade absoluta de glicose X
absorbéancia em 505 nm.
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3.2.4.3 - Célculo da atividade enzimatica em celobiose

Do valor de absorbancia obtido para a amostra foi descontada a absorbancia do branco da
enzima e do branco do substrato. Com este novo valor, foi calculado a quantidade
absoluta de glicose com base na curva padrao de glicose.

Os valores de diluicdo empregados foram convertidos em concentracéo
enzimatica, com auxilio da equacéo 2.1.

Em seguida, em um gréafico semi-logaritmico, foram plotados os valores da
concentracédo de glicose liberada contra a concentracao de enzima:
Abscissa: glicose liberada (mg)
Ordenada: log(1/dil)

Com a curva de regresséo linear obtida foi estimada a concentracdo de enzima que

gere exatamente 0,1 mg de glicose.

O célculo da atividade, em CB, é dado por:

CB = 00926 unidades/mL (2.11)

- Concentracao de enzima que fornece 0,1 mg de glicose

A equacdo 2.11 e obtida da mesma maneira que a 2.2, apenas € necessario
modificar os valores de quantidade de glicose formada e o tempo reacional. Também foi
levado em consideracdo o fato de que 1 umol do substrato forma 2 umol de glicose no

caso da celobiose.

3.3 — Pre-tratamento e caracterizacdo da biomassa

A biomassa de estudo foi a brachiaria brizantha cv. Marandu, gentilmente cedida pela
Embrapa Cerrados. O material foi cultivado em campo experimental da Embrapa
Cerrados e passou por secagem a 70 °C por 48 h e moagem em moinho de facas

(granulometria maxima de 2 mm).

3.3.1 - Caracterizacao da biomassa
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Brachiaria in natura e pré-tratada foram caracterizadas quanto a umidade, teor de celulose,
hemicelulose e lignina. A determinacdo da umidade foi realizada empregando o
analisador de umidade, modelo IV 3000, da marca GEHAKA. A determinacdo dos
componentes principais foi realizada utilizando a metodologia adaptada de Gouveia et

aI 78

3.3.2 - Pré-tratamento

O pré-tratamento da brachiaria foi realizado em duas etapas, &cida e alcalina, as quais séo
descritas a seguir.

Etapa &cida:

Foi pesado em um béquer de pléastico, de 250 mL, 20 g da biomassa seca.

Preparou-se uma solucdo acida de acido Sulfurico P.A. em agua destilada de
forma a se obter uma solugdo com concentracdo de 1,5% (v/v) de écido.

A solucdo &cida foi adicionada ao béquer contendo o material previamente pesado
numa razédo sélido/liquido de 1/10 (200 mL de acido) e agitada com o auxilio de um
bastdo de vidro. Tomou-se cuidado para que ndo houvesse a deposicdo de material na
parede do béquer.

O béquer foi tampado com papel pardo e coberto com papel filme. A mistura foi
levada imediatamente para autoclave. Esperou-se até que 0 mondmetro indicasse 1 atm e
121 °C, a partir desse momento foi marcado 30 min.

Passados os 30 min, o béquer foi retirado da autoclave e transferido para um
recipiente contendo &gua gelada para que o material fosse resfriado.

A fracdo solida foi separada da liquida por filtracdo em tecido, a biomassa foi
espremida para a maxima retirada do liquido. O sélido obtido foi lavado 2 vezes com
agua destilada. Cada lavagem foi realizada com o mesmo volume de solugdo &cida
utilizada no pré-tratamento (200 mL). Em cada lavagem o sélido foi separado do liquido
por filtragdo com tecido. As fracOes liquidas foram neutralizadas e descartadas.

Foi retirada uma aliquota do material para se determinar o teor de umidade (ou
matéria seca). O restante foi guardado em geladeira até que se pudesse realizar o pré-

tratamento alcalino.
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Etapa alcalina:

Foi preparada uma solugdo alcalina, NaOH 4% m/v em &gua destilada.

Pesou-se em um béquer de plastico de 250 mL o material que foi lavado apos pré-
tratamento &cido. Conhecido o peso seco do material, a solucéo alcalina foi adicionada
ao béquer contendo o material previamente pesado numa razdo sélido seco/liquido de
1/10. A mistura foi agitada com o auxilio de um bastéo de vidro. Tomou-se cuidado para
que ndo houvesse a deposicdo de material na parede do béquer.

O béquer foi tampado com papel pardo e coberto com papel filme. A mistura foi
levada imediatamente para autoclave. Esperou-se até que 0 mondmetro indicasse 1 atm e
121 °C, a partir desse momento foi marcado 30 min.

Passados os 30 min, o béquer foi retirado da autoclave. Imediatamente o material
foi lavado com &agua fervente até que fosse observada a descoloracdo do mesmo
(aproximadamente 1 L).

Foi retirada uma aliquota do material para se determinar o teor de umidade (ou
matéria seca). O restante foi guardado em geladeira até que se pudesse realizar o processo

de hidrolise enzimatica.

3.4 - Sintese do LI bis(triflurometano-sulfonil)imidato de 1-n-butil-
3-n-metilimidazolio (BMI.NTT?)

A sintese do LI utilizado ja foi bem descrita na literatura, logo o procedimento
experimental foi realizado sem muitas modificacdes.’®8°

O reagente de partida 1-metilimidazol (1) foi destilado para garantir sua pureza.
Em seguida em um bal&o de duas bocas foi colocado o clorobutano (2), a reagéo foi feita
na proporgéo 1:1,3 (1-metilimidazol:clorobutano). Uma das bocas do baldo foi vedada
com um septo de borracha e na outra boca foi acoplado um condensador, para que o
reagente 2 pudesse refluxar. O condensador também foi vedado com um septo de
borracha e uma bexiga com gas nitrogénio foi adaptada para ser colocada no septo e
garantir que a presséo do sistema ndo aumentasse muito. O baldo foi colocado em um
banho de silicone com temperatura de 80 °C. Em seguida o 1-metilimidazol foi
adicionado lentamente ao baldo com auxilio de uma seringa. Apds 48h o baldo foi retirado

do aquecimento e o excesso de 2 foi retirado com auxilio de um rotaevaporador. O
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produto da reacdo, cloreto de 1-n-butil-3-n-metilimidazolio (BMI.CI) (3), foi lavado 3
vezes com acetato de etila. O excesso de acetato de etila foi retirado com auxilio de um
funil de separagdo e o restante com auxilio de um rotaevaporador, como resultado foi
observada a formacao de uma solugdo muito viscosa e incolor. Em seguida o baldo com
produto foi colocado no congelador até que se transformasse em um solido branco.

O Esquema 8 ilustra a reacédo de formacéo do LI BMI.CI.

Esquema 8. Sintese do BMI.CI.

Obtido o LI 3, foi realizada a troca do anion cloreto (CI°) pelo bis(trifluormetano-
sulfonil)imidato (NTf2) na proporcdo molar 1:1. Para isso utilizou-se o sal
bis(trifluorometano)-sulfonimida de litio (4), como representado no Esquema 9.

Li*

o) o}
i \ N7/
/( )\ cl Fl % N F ) _
N N + N\ / —_— NTF. + LiCl
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Esquema 9 - Sintese do BMI.NTf,.

O LI 3 foi solubilizado no minimo de agua destilada possivel. Em seguida
adicionou-se o sal de litio em solucdo. A mistura foi agitada magneticamente por 3 h,
passado esse tempo a parte organica da mistura foi extraida com diclorometano. A parte
organica extraida foi lavada com &gua destilada. O excesso de agua foi retirado com
auxilio de um funil de separacédo. Para retirar o restante da &gua na mistura foi utilizado
sulfato de magnésio. Para finalizar a sintese do LI bis(trifluorometano-sulfonil)imidato
de 1-n-butil-3-n-metilimidazolio (BMI.NTf2) (5) fez-se uma filtracdo a vacuo utilizando

alumina e celite.

3.5 - Hidrolise enzimatica de biomassa utilizando LI
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Para avaliar adequadamente o desempenho de celulases sobre a hidrélise de biomassa
pré-tratada e in natura em meios contendo LI alguns testes para validar a quantificacao
dos produtos da hidrolise foram realizados, por exemplo, verificar se a presenca do LI
interfere na leitura de absorbancia, se o produto da hidrélise é particionado entre a fase
aquosa e LI, se a forca idnica do tampao interfere na separacao das fases aquosa e LI,
estabilidade das enzimas na presenca de LI, etc. A descricdo de alguns destes
procedimentos serdo apresentadas a seguir e outros detalhes serdo apresentados no item

“Resultados e Discussio”.

3.5.1 - Efeito da forca ibnica na separacao de fases aquosa e LI

Com o objetivo de observar o comportamento do LI BMI.NTf2 frente a solugdes tampéo
de diferentes concentragdes foram preparadas 2 solugdes tampéo (0,1 M e 0,005 M). Em
3 frasco de cintilografia foram adicionados 2,5 mL do LI e 2,5 mL de uma das solugdes
tampdo (em um dos 3 fracos foi adicionado agua no lugar da solucdo tampéo. As 2
amostras com tampao e uma amostra com agua foram submetidas a agitacdo magnética a
50 °C. Apos 2 h os fracos foram colocados em repouso, passados 5 min uma fotografia
foi tirada. Os frascos foram novamente submetidos a agitacdo magnética a 50 °C. Apoés
24 h os frascos foram colocados em repouso novamente, passados 5min outra fotografia

foi tirada.

3.5.2 - Particao de glicose nas fases aquosa e LI

Nos processos de hidrélise enzimatica utilizando liquido idnico, é preparada uma mistura
contendo LI, solugcdo aquosa da enzima e biomassa. O LI utilizado neste estudo é
imiscivel em agua. Ao final da hidrélise, um procedimento padrdo para manter a mistura
reacional em repouso por 5 min foi estabelecido para obter completa separacdo entre as
fases liquidas (LI e solugdo aquosa). E esperado que todo o aclcar liberado permaneca na
fase aquosa, entretanto para comprovar isto, um teste utilizando solucgéo padrao de glicose
foi utilizado. Este procedimento é descrito a seguir.

Em um frasco de cintilografia foram colocados 2,5 mL de BMI.NTf2 e 2,5 mL de

uma solucéo padrao de glicose (1,8 g/L). A mistura foi agitada com auxilio de uma barra
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magnética e aquecida a 50 °C. Foram retiradas 4 aliquotas (3h, 24h, 48h e 72h) e
determinada a quantidade de glicose em solucgéo.

A quantidade de glicose gerada foi determinada utilizando o kit enzimético
contendo glicose oxidase, conforme descrito no item 3.1.4.2.

3.5.3 — Estabilidade das celulases na presenca de LI

Em um frasco de cintilografia foram colocados 2,5 mL de BMI.NTf2, 2,5 mL da solucao
tampdo e 1200 uL da solucdo enzimatica previamente preparada (20 uL de enzima + 1180
uL de tampdo). A mistura foi agitada com auxilio de uma barra magnética e aquecida a
50 °C. Foram retiradas 3 aliquotas (0 h, 2 h e 24 h) e determinada a atividade enzimatica

total como descrito no item 3.2.1.

3.5.4 - Hidrolise da biomassa in natura

Para determinar a quantidade de glicose que a enzima conseguiria formar a partir da
biomassa “in natura” foi realidado o seguinte experimento: em um frasco de cintilografia
foram colocados 2,5 mL de BMI.NTf2, 2,5 mL da solugdo tampéo, 480 uL da solugédo
enzimatica previamente preparada (20 uL de enzima + 460 uL de tamp&o) e 0,375 g de
biomassa seca sem pré-tratamento. A mistura foi agitada com auxilio de uma barra
magnética e aquecida a 50 °C. Foram retiradas 4 aliquotas (1 h, 24 h, 48 he 72 h) e
determinada a quantidade de glicose em cada amostra.

A quantidade de glicose gerada foi determinada da mesma maneira que no item
3.1.4.2.

Posteriormente foram realizados 4 experimentos com quantidades diferentes de
LI em cada um deles, para se observar o0 comportamento da biomassa bem como das
enzimas frente a essa variagéo de concentragdo. Os experimentos foram preparados como
descrito a seguir.

Foram preparadas 4 reagdes com quantidades diferentes de LI.

1- Sem LI (controle): Em um frasco de cintilografia foram colocados 5,00 mL de
solucdo tampdo, 600 uL da solugdo enzimética previamente preparada (20 uL de

enzima + 580 uL de tampdo) e 0,375 g de biomassa seca sem pre-tratamento.
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2-

Com 1,25 mL de LI: Em um frasco de cintilografia foram colocados 1,25 mL de
BMI.NTf;, 3,75 mL da solugdo tampdo, 600 pL da solugdo enzimatica
previamente preparada (20 puL de enzima + 580 uL de tampéo) e 0,375g de
biomassa seca sem pré-tratamento.

Com 2,5 mL de LI: Em um frasco de cintilografia foram colocados 2,50 mL de
BMI.NTf2, 2,5 mL da solugdo tampdo, 600 uL da solugdo enzimatica previamente
preparada (20 uL de enzima + 580 uL de tampao) e 0,375 g de biomassa seca sem
pré-tratamento.

Com 3,75 mL de LI: Em um frasco de cintilografia foram colocados 3,75 mL de
BMI.NTf;, 1,25 mL da solucdo tampdo, 600 pL da solucdo enzimatica
previamente preparada (20 uL de enzima + 580 uL de tampdo) e 0,375 g de

biomassa seca sem pré-tratamento.

As misturas foram submetidas a agitacdo com auxilio de uma barra magnética e

aquecida a 50 °C. Foram retiradas 3 aliquotas (0 h, 24 h e 48 h) de cada amostra e

determinada a quantidade de glicose em solucéo.

3.14.2

A quantidade de glicose gerada foi determinada da mesma maneira que no item

Com o objetivo de analisar a capacidade do LI BMI.NTf2 em descontruir a

biomassa para facilitar a etapa de hidrélise enzimatica foi preparado um experimento em

gue apenas a biomassa e o LI foram aquecidos previamente, como descrito a seguir.

1-

Foram preparadas duas reacdes para esse estudo.

Controle: Em um frasco de cintilografia foram colocados 2,5 mL de BMIL.NTf,
2,5 mL da solucéo tampao, 720 ulL da solucdo enzimatica previamente preparada
(20 uL de enzima + 700 uL de tampé&o) e 0,375 g de biomassa seca sem pré-
tratamento.

Reacdo com aquecimento: Em um frasco de cintilografia foram colocados 2,5
mL de BMI.NTf; e 0,375 g de biomassa seca sem pré-tratamento. Essa mistura
foi aquecida a 100 °C por 2 h. Apés a etapa de aquecimento foram adicionados
2,5 mL da solucgéo tampao, 720 uL da solugdo enzimatica previamente preparada

(20 pL de enzima + 700 uL de tampé&o).
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As misturas foram agitadas com auxilio de uma barra magnética e aquecidas a 50
°C. Foram retiradas 12 aliquotas (O h,1h,2h,3h,4h,5h,6h,7h,8h,9h,10he 24
h) e determinada a quantidade de glicose em cada amostra.

Apos retirar a aliquota de 24 h foi adicionado a cada reacdo mais 720 pL da
solucdo enzimética previamente preparada (20 uL de enzima + 700 uL de tampé&o). Logo
em seguida da adi¢do da solugdo enzimatica, foram retiradas 10 aliquotas (O h, 1 h, 2 h, 3
h,4h,5h,6h,7h,8he?24h)e determinada a quantidade de glicose em cada amostra.

A quantidade de glicose gerada foi determinada da mesma maneira que na reagdo

de “LI + Solucao padrao de glicose” (primeiro item dessa sessao).

3.5.5 - Hidrolise da biomassa pre-tratada

Por fim, foram preparadas reacGes com a biomassa pré-tratada (pré-tatatmento acido
seguido do basico) e testado seu reciclo, como descrito em seguida.

Foram preparadas quatro reagdes para esse estudo.

1- Controle 1: Em um frasco de cintilografia foram colocados 4260 uL da solucéo
tampdo, 720 uL da solucdo enzimatica previamente preparada (20 uL de enzima
+ 700 pL de tampdo) e 1,470 g de biomassa Umida pré-tratada.

2- Controle 2: Mesmo que no “controle 1.

3- Reacdo 1: Em um frasco de cintilografia foram colocados 2,5 mL de BMI.NTf>,
1750 pL da solugédo tampéo, 720 uL da solucéo enzimatica previamente preparada
(20 pL de enzima + 700 pL de tampdo) e 1,470 g de biomassa Umida pré-tratada.

4- Reagdo 2: Mesmo na “reagdo 1”.

As misturas foram agitadas com auxilio de uma barra magnética e aquecidas a 50
°C. Foram retiradas 16 aliquotas (O h, 1 h,2h,3h,4h,5h,6h,7h,8h,9h, 10 h, 11 h,
12 h, 24 h, 48 h e 72 h) e determinada a quantidade de glicose em cada amostra.

Ap0s retirar a aliquota de 72 h foram adicionados ao “Controle 17 ¢ a “Reagdol”
mais 720 uL da solucdo enzimatica previamente preparada (20 uL de enzima + 700 pL
de tamp&o) e mais 1,470 g de biomassa umida pré-tratada. Ao “Controle 2” e a “Reacao

2” foi adicionado apenas 1,470 g da biomassa imida pré-tratada. Logo em seguida a
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adicdo da solucao enzimatica, foram retiradas 11 aliquotas (O h, 1 h,2h,3h,4h,5h, 6
h, 7 h, 24 h, 48 h e 72 h) e determinada a quantidade de glicose em cada amostra.
A quantidade de glicose gerada foi determinada da mesma maneira que na reagéo

de “LI + Solugédo padrao de glicose” (primeiro item dessa Sessao).
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4 - Resultados e Discussao

Inicialmente foi necessério realizar os experimentos de determinacdo da atividade
enzimatica do coquetel enzimatico. Posteriormente analisou-se 0 comportamento da
biomassa e das enzimas frente ao LI escolhido, BMI.NTf.. Apds o estabelecimento de
todas as varidveis reacionais, o LI foi testado como suporte enzimatico na reacao de
hidrolise da biomassa “in natura” e pré-tratada. A discussdo de cada experimento foi

dividida em tdpicos e dispostas a seguir.

4.1 - Atividades enzimaticas do extrato Cellic Ctec 2 em tubo e

microensaio

As determinac®es da atividade enzimatica do extrato enzimatico total, da S-glicosidade,
da celobiohidrolase e da endoglicanase foram importantissimas para o seguimento do
trabalho, pois os valores encontrados serviram de parametro de comparacdo para oS
experimentos seguintes. A Tabela 1 dispde os valores das atividades encontrados para 0s

experimentos realizados em tubos e em microescala.

Tabela 1 - Atividades do extrato enzimatico total (FPase), p-glicosidase (celobiase),
celobiohidrolase (avicelase) e endoglicanase (CMCase). Os ensaios de hidrélise dos substratos
foram realizados em, no minimo, sextuplicata e os valores de média e desvio padrdo foram
dispostos na tabela.

6.130,80 + 547.,4 45,60 + 3,5 5773,11 + 338,9 188,00 + 13,5

- 3208.22 +172.3 50,16 +17 428615+ 2272.6 217,52+ 112

Quando era observado um decréscimo nas atividades das celulases em

comparacdo aos valores dispostos na Tabela 1 significava que as enzimas estavam
desnaturando no meio reacional contendo L1I.

As diluigdes enzimaticas foram diferentes para cada determinacdo de atividade.
Para a determinacdo da atividade enzimatica total do extrato as dilui¢fes foram de 1:500

e 1:600 (1 de enzima para 600 de solucdo total). Para a S-glicosidase as diluigdes foram
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de 1:60000 e 1:70000. Para a celobiohidrolase a diluicdo foi de 1:600. E para a
endoglicanase as dilui¢fes foram de 1:25000 e 1:30000.

Alguns valores de desvio padrao elevados observados no caso da CMCase podem
ser atribuidos a erros experimentais de pipetagem e leituras das absorbancias pelo
espectrofotdbmetro. Nos ensaios em escala micro os volumes pipetados sdo muito
pequenos, ou seja, qualquer variacdo minima do volume pode ocasionar erros
consideraveis.

Tendo os valores de atividade pode-se calcular a quantidade de extrato enzimético
que seria necessaria para fornecer 20 FPU (valor aproximado do recomendado em artigos

cientificos) em cada reagdo.”

4.2 - Particao da glicose em tampao e LI

O parametro utilizado para determinar a eficiéncia da hidrélise enzimatica é a
concentracdo de glicose no meio reacional. Logo, é de extrema importancia avaliar o
comportamento da glicose na presenca do LI BMI.NTT2, ou seja, se a glicose migra para
a fase i6nica. Caso houvesse migracao, a quantificacdo da glicose seria um procedimento
mais complexo, envolvendo possivel extracdo do analito e analise em HPLC. A glicose
teria que ser quantificada nas duas fases e sua concentragdo seria dada em unidades de
massa/massa, visto que ha uma diferenca significativa na viscosidade dos dois liquido e
que a pipetagem dos mesmos poderia resultar em grandes erros experimentais. A analise
por HPLC seria mais adequada porque € um método mais sensivel e menos susceptivel a
interferéncia do LI, ao contrario do método que utilizada um kit enzimatico (glicose
oxidase e peroxidase), nos quais as enzimas poderiam sofrer inativagdo ou inibigéo na
presenca do LI, levando a quantificacdo errada da glicose.

Para identificar se existe migracdo da glicose para a fase idnica da reacdo foram
montadas duas rea¢cdes com uma solucdo padréo de glicose (1,8 g/L), uma em contato
com o LI e outra que funcionou como um controle, como descrito no item 3.5.2 da parte

experimental. A Figura 4 expde graficamente os dados coletados do experimento.
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4,0
® Solugao padrao de glicose em contato com LI
364 e "Controle" (apenas solugao padrao de glicose)
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Figura 4 — Grafico da concentracdo de glicose (g/L) x tempo (h) da solucdo padrdo de glicose em contato
com o LI e do controle da reacdo (apenas solucdo padréo de glicose).

Né&o houve variagdo significativa dos valores de concentracdo de glicose na fase
aquosa do ensaio, sendo a variagédo de aproximadamente 0,4 g/L apresentada pela solugéo
que entrou em contato com o LI nos pontos 48 e 73 h atribuidas a erros experimentais

(pipetagem e leitura do espectrofotémetro).

4.3 - Definicdo do sistema Liquido l16nico: Solugdo enzimatica

Para 0 uso eficaz de um meio reacional contendo BMI.NTf. e solucdo enzimatica
(aquosa), é necessario definir e avaliar alguns parametros como, por exemplo, propor¢ao
de LI e solucdo aquosa, efeito da concentragdo de ions e outros compostos na solugédo
enzimatica, tempo de repouso para separacdo de fases, avaliacdo da acdo de LI sobre a
biomassa, carga de biomassa em cada batelada, etc. Isso tudo influenciara na recuperacgao
e reutilizagdo de LI e enzimas, assim como na produtividade e rendimento de hidrélise da
biomassa.
Neste item, 0s varios testes que avaliaram os itens descritos acimas serao

apresentados e discutidos.
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4.3.1 - Efeito da concentracdo de tampdes e definicdo do tempo na

separacgao de LI da fase aquosa

Foi observado que a concentracdo da solucdo tampdo citrato de sodio/acido citrico
interferia diretamente na facilidade e velocidade com que a fase aquosa e LI se separavam.
Sendo assim o experimento realizado para a determinacdo de qual seria a concentracdo
ideal da solucdo tampédo foi de extrema importancia para o seguimento do trabalho
experimental.

Foram analisadas trés solucdes: apenas a mistura de agua e LI e duas
concentracOes de solucao tampdo: 0,1 M e 0,005 M. Apo6s 2 h e 24 h de agitacdo a 50 °C
as amostras foram deixadas em repouso por 5 min. Foi estabelecido como tempo de
repouso 0s 5 min, pois tempos superiores ndo faziam com que os sistemas bifasico
modificassem visualmente sua distribuicéo.

As fotografias dos sistemas apos 2 h e 24 h compdem a Figura 5. Da direita para
esquerda nas duas fotografias estdo: agua, tampédo 0,1 M e 0,005 M. A fotografia com
borda azul sdo os sistemas apds 2 h de agitacdo e 5 min de repouso e a com borda verde

sd0 os sistemas apos 24 h de agitacdo e 5 min de repouso.

Figura 5 - A esquerda, com borda azul, sdo os sistemas ap6s 2 h de agitacdo e 5 min de repouso. A direita,
com borda verde, sdo os sistemas apds 24 h de agitagdo e 5 min de repouso. Nos dois casos, as solu¢des da

esquerda para a direita sdo: 4gua + LI, tampédo 0,1 M + LI e tampéo 0,005 M + L.

Nesse experimento o pH das soluc¢des tampéo foram aferidos algumas vezes ap6s
sua separacao do LI (antes de iniciar o experimento, ap6s 2 h e ap6s 24 h de agitacdo).
Foi observada uma variagdo de 0,5 unidade de pH, entretanto isso ndo afeta

significativamente a estabilidade e atividade das celulases utilizadas neste estudo. Esse

54



CAPiTULO 1 RESULTADOS E DISCUSSAO

fato elimina a possibilidade de possivel inativacdo das celulases por consequéncia de

variacdo do pH do meio reacional.

4.3.2 - Efeito da concentracéo de LI no rendimento da hidrdlise enzimatica

Por ser o liquido i6nico um produto caro (R$ 1064,00 100 g, valor fornecido no site da
Sigma Aldrich), quanto menor for o volume utilizado em reacdes de hidrolise, menor sera
0 custo do processo. Neste trabalho, foram realizadas reacdes em que a varavel foi a
quantidade de LI. Apesar de seu valor, o L1 pode ser quase 100 % recuperado e reutilizado
em novas reag0es se tornando um investimento vantajoso.

A Figura 6 contém o grafico da concentracdo de glicose (g/L) x tempo (h) para as
4 reagdes montadas: sem LI que funcionou como um controle, com 1,25 mL de LI, com
2,5mL de LI e 3,75 mL de LI. E possivel observar que a reagio que proporcionou a maior
concentracédo de glicose em solucéo aquosa foi a com maior concentragéo de LI (3,75 mL
de LI + 1,25 mL de tampao).

Sem LI

Com 1,25 mL de LI

Com 2,5 mL de LI .
Com 3,75 mL de LI

[}
1
= =
ro
[ ]

Concentragao de glise (g/L)

10 20 30 40 50
Tempo (h)

N
1
SN (X J

Figura 6 — Gréfico da concentracdo de glicose (g/L) formada ao longo do tempo reacional (h) para as trés
reacdes com volumes diferentes de LI e para o “controle” (sem LI).

A principio os resultados apresentados na Figura 6 foram animadores fornecendo

concentracOes tdo elevadas quando se utilizava a menor quantidade de LI. Entretanto é
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importante lembrar que os volumes de solucdo tampao também variaram (na proporcao
que fornecessem um volume final de reacdo sempre igual a 5 mL). Sabendo que toda a
glicose formada fica na parte aquosa do sistema (de acordo com o item 4.2) a reagédo com
amenor quantidade de solugédo tampé&o apresenta o maior valor de concentracao de glicose
(g/L). Sendo assim, um novo grafico foi construido, dessa vez com a quantidade de
glicose obtida no ensaio (g) x tempo (h), representado na Figura 7. Dessa forma os valore

puderam ser comparados com o mesmo critério, fornecendo dados mais precisos.
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Figura 7 — Gréfico da quantidade de glicose (g) formada nas reac6es ao longo do tempo (h) para as trés
reacdes com volumes diferentes de LI e para o “controle” (sem LI).

Os valores de quantidade de glicose nas reacdes com e sem LI sdo sempre muito
proximos, mesmo fornecendo valores de concentracdes diferentes (Figura 6). Com a
analise dos dados apresentados na Figura 7 é possivel afirmar que a quantidade de LI
pouco interfere no resultado final da hidrdlise enzimatica. Sendo assim, foi determinado
como padréo a utilizacdo de 2,5 mL de LI nas reagdes seguintes, pois quando se utilizava
apenas 1,25 mL o LI ndo conseguia se misturar a biomassa de maneira homogénea.

Para o levantamento dos graficos da Figura 7, a mesma quantidade de celulose e
enzimas foi utilizada, sendo a Unica variavel, a proporcéo entre LI e solu¢do tampao.
Observou-se que o rendimento foi aproximadamente igual em todos os sistemas.

Entretanto, no sistema em que a quantidade de tamp&o foi menor, a concentracdo dos

56



CAPiTULO 1 RESULTADOS E DISCUSSAO

acucares foi maior, ou seja, a presenca do LI ndo reduziu o desempenho das celulases,

além disso permitiu que a concentracdo final de agucar fosse aumentada.

4.3.3 - Uso de LI antes e durante a hidroélise enzimatica

Como diversos LI apresentam a capacidade de enfraquecer as ligagdes entre lignina
celulose e hemicelulose e ao mesmo tempo servir de suporte enzimatico sem desnaturar
as celulases, era esperado que houvesse um aumento no rendimento de hidrélise no
sistema contendo LI quando comparado ao sistema sem LI. Entretanto isso ndo foi
observado.

Uma das estratégias usadas para obter a desestruturacdo da biomassa com
BMI.NTf2 foi promover o aquecimento da biomassa com o LI, antes do processo de
hidrolise.

Foram realizados dois experimentos em paralelo com o objetivo de observar se a
biomassa aquecida previamente com o LI forneceria concentracdes finais de glicose
superiores a da biomassa sem aquecimento. A metodologia utilizada foi descrita no item
3.5.4 (terceiro experimento descrito).

A Figura 8 dispde os dados da hidrolise enzimatica da biomassa previamente
aquecida com LI e da biomassa sem aquecimento. E possivel observar que os valores de
concentracdo de glicose no meio reacional sdo quase os mesmos, diferindo apenas no
ponto “24 h” em que a biomassa sem aquecimento fornece uma concentragdo maior de
glicose. Transcorridas as primeiras 24 h de reacéo, foi adicionado ao meio reacional mais
solucgéo enzimatica (720 uL), com o objetivo de analisar se a producéo de glicose ja havia

atingido o apice ou se apenas havia ocorrido a inativagdo das celulases.
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Figura 8 — Grafico comparativo da concentracéo de glicose gerada (g/L) x tempo (h) da reagdo de hidrélise
da biomassa previamente aquecida em LI e da biomassa sem aquecimento.

Com os dados fornecidos por esse experimento é possivel concluir que o LI
BMI.NTf2 ndo é ideal para a metodologia de aquecimento. Ele ndo facilitou o acesso da
enzima a celulose, ou seja, sua composicdo nao é eficaz na desconstrucdo da biomassa
(enfraquecimento das ligacOes entre lignina, celulose e hemicelulose). Esse fato pode ser
explicado por o LI em questdo ser composto por um cétion e um anion volumosos, que
ndo foram capazes de acessar 0s intersticios da biomassa por serem grandes.

Com a analise dos dados da Figura 8 é possivel observar que a adi¢cdo de mais
solucdo enzimatica a reagdo apenas perturbou o sistema, ndo elevando a concentracgdo de
glicose produzida nas primeiras 24 h de reacdo. Sendo assim, é possivel afirmar que
provavelmente a producdo de glicose cessou pelo fato de a concentracdo de glicose no
meio estar elevada, essa alta concentragdo inibe as enzimas S-glicosidases, que passa a
converter a celobiose em glicose de maneira tdo lenta que ndo é perceptivel em curtos
intervalos de tempo. A concentragdo de celobiose no meio reacional também se torna alta,
0 que inibe preferencialmente as enzimas exoglicanases, que funcionam em simbiose com
as endoglicanases e por esse fato estas enzimas também séo inibidas.

Apesar deste resultado, outros testes com este LI foram realizados, pois somente
o fato de ser possivel obter solu¢des dos aglcares em maior concentracdo ao final da

hidrdlise ja torna este sistema extremamente interessante.
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4.4 - Estabilidade de celulases na presenca de LI

Apdbs determinar as condi¢des reacionais a estabilidade das celulase no LI BMI.NTf: foi
analisada. Nesse experimento foram coletadas aliquotas ao longo do tempo e determinada
a atividade enzimatica dessas aliquotas como descrito no item 3.2.1. A Figura 9 dispGe

graficamente os valores das atividades encontradas.
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Figura 9 — Gréfico da atividade enzimatica total — Fpase (umol/min.mL) x tempo (h).

E possivel observar que a enzima sofreu inativacio ao longo do tempo, entretanto
a inativagdo ndo foi de forma dréstica. Esse decaimento gradativo da atividade observado
na Figura 9 pode ser atribuido a inativacdo gerada pela temperatura reacional (50 °C).
Quase 50 % da atividade foi perdida em 24 h, mas isto também é observado quando
solucgdes da enzima em tampao sao incubadas mesmo sem LI. Por outro lado na presenca

de substratos estas enzimas se tornam muito mais estaveis.
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4.5 - Hidrdlise enzimatica de biomassa na presenca de LI

Como os rendimentos de hidrolise da biomassa in natura na presenca de LI foram
relativamente baixos nos experimentos anteriores, a biomassa foi submetida a pre-
tratamento quimico antes da etapa de hidrélise enziméatica em meios contendo LI. As
hidrolises da biomassa sem pré-tratamento e pre-tratada foram analisadas e seus
resultados comparados, com o objetivo de observar se a utilizacdo do LI realmente
oferecia alguma vantagem a metodologia.

Estabelecidas as condi¢Oes experimentais ideais para a hidrdlise, a parte final do
trabalho foi iniciada.

4.5.1 - Hidrdlise enzimatica de biomassa sem pré-tratamento na presenca
de LI

A reacdo de hidrdlise da biomassa sem pré-tratamento foi realizada para que fosse
possivel se comparar a eficacia das hidrolises da biomassa “in natura” e pré-tratada. A

Figura 10 dispdem graficamente os valores da hidrolise da biomassa sem pré-tratamento.
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Figura 10 — Gréfico da concentracdo de glicose (g/L) x tempo (h) da biomassa sem pré-tratamento.
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Mesmo ndo fornecendo valores elevados de concentracdo final de glicose o
resultado da hidrdlise da biomassa em LI sem pré-tratamento sdo excelentes quando
comparados a hidrolise sem LI, que fornecem aproximadamente a metade da
concentracédo de glicose.

Além dos problemas de inibicdo, a hidrdlise de biomassa ndo-pré-tratada é
extremamente dificultada pela recalcitrancia deste material. Portanto, o fato de a celulose
esta blindada por hemicelulose e lignina, e além disso, apresentar-se na sua forma
cristalina (forma organizada e dificil de ser hidrolisada) certamente contribuiu para que o
rendimento de hidrolise fosse muito baixo.

Para melhorar o rendimento de hidrdlise, um pré-tratamento quimico foi realizado.

4.5.2 - Hidrdlise enzimatica de biomassa pré-tratada

Como o LI BMI.NTf2 ndo se mostrou eficiente em descontruir a biomassa e facilitar o
acesso da enzima a celulose a biomassa foi submetida a um pré-tratamento acido seguido
do pré-tratamento basico (descrito no item 3.3.2). A Figura 11 dispbe os dados
experimentais coletados da hidrolise enzimatica da biomassa pré-tratada (com e sem LI)

em forma de grafico.
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Figura 11 — Gréafico do rendimento reacional a esquerda e a direita concentracao de glicose (g/L) x tempo
(h) da reacéo da biomassa pré-tratada e hidrolisada (com e sem L1I).

Caso toda a celulose do meio reacional fosse convertida em glicose seria
observada uma concentracdo de aproximadamente 45,6 g/L na reacdo com LI e
aproximadamente 35 g/L na reacdo sem LI.
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A producéo de glicose na hidrélise com LI atinge seu apice apos 48 h de reacao,
alcancando uma concentracédo de glicose aproximada de 46 g/L, quase o dobro da reacédo
feita sem LI. Esse resultado é extremamente satisfatorio, uma vez que representa 6 vezes
mais que a producao de glicose da biomassa sem pré-tratamento.

Ap0ds as primeiras 72 h de reacdo foram adicionadas mais solucdo enzimatica em
cada reacdo e mais biomassa, com 0 objetivo de analisar a capacidade maxima de
producdo de glicose pelo sistema. A Figura 12 dispOe os valores de concentracdo de

glicose das reacdes ap6s a adicdo de enzima e biomassa.
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Figura 12 — Gréfico da concentracdo de glicose (g/L) x tempo (h) da hidrolise da biomassa pré-tratada e
hidrolisada (com e sem LI) ap6s a digdo de solugdo enzimatica e mais biomassa (1,470 g).

A reacdo sem LI alcancou seu méximo em 48 h de reagdo, produzindo
aproximadamente 50 g/L de glicose. Ja a reacdo de hidrolise feita em LI alcangou seu
méaximo de producdo de glicose em 72 h, produzindo aproximadamente 119 g/L de
glicose, valor que processos utilizados em escala industrial alcangam.

Caso toda a celulose fosse convertida em glicose na reacéo, seria observada uma
concentracdo de glicose final igual a aproximadamente 84 g/L na reacdo com LI e
aproximadamente 65 g/L na sem LI. Nesse caso o valor de concentracdo de celulose no
ensaio encontrado foi superior ao valor esperado. Isso pode ter ocorrido pela concentragdo

do sistema reacional por perda de &gua por evaporacgéo, pois, por mais que o sistema fosse
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fechado, foram no total 144 h de reacdo a 50 °C e o sistema foi aberto vérias vezes para
retirada de aliquotas.

Os resultados apresentados na Figura 13 comparados aos da Figura 12, indicam
que o sistema contendo LI torna-se melhor ainda em altas cargas de solido, pois na Figura
12 a concentracgdo final de actcar no sistema contendo LI era somente 67 % maior que 0

sistema sem LI, enquanto na Figura 13 esse valor é de aproximadamente 110 %.

4.5.2 - Efeito da carga de solido sobre o rendimento de hidrdlise enzimética

Por fim, foi analisado o reciclo do sistema catalitico. Nesse experimento o sistema LI e
enzima foi mantido e adicionado apenas biomassa. Essa andlise também é uma
continuacdo do experimento da Figura 11. A Figura 13 dispde graficamente os dados
coletados de concentragéo de glicose em relagdo ao tempo reacional do experimento de
reciclo do sistema catalitico.

110
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Figura 13 — Grafico da concentracédo de glicose (g/L) x tempo (h) da da biomassa pré-tratada e hidrolisada
(com e sem L1I) apos a digdo de apenas biomassa (1,470 g).

E possivel observar que ap6s a adicdo da biomassa ha um pequeno desequilibrio

dos dois sistemas reacionais nas primeiras horas de reacéao.

63



CAPiTULO 1 RESULTADOS E DISCUSSAO

As enzimas da reacdo sem LI ndo formaram mais glicose, a concentracdo se
manteve constante e depois sofreu uma queda consideravel. Esse acontecimento pode ser
associado a inativagdo da enzima por adsorcdo a biomassa. Como foi adicionada mais
biomassa ao sistema as enzimas ainda ativas no ensaio acabaram se prendendo a
biomassa.

As enzimas da reacdo com LI continuaram formando glicose até 72 h de reacéo,
onde a concentracdo alcangou aproximadamente 75 g/L de glicose. Caso toda a celulose
do meio fosse convertida em glicose seria observada uma concentracdo de
aproximadamente 91 g/L glicose na reagdo com LI e aproximadamente 70 g/L na sem L.
Ou seja, a reacdo alcangcou aproximadamente 83% de rendimento, um resultado excelente.
Esse fato é importantissimo para o trabalho, pois prova que é possivel se realizar o reciclo
do meio catalitico reacional, mantendo as enzimas celulases ativas.

Sendo assim a aplicacdo dessa metodologia em escala industrial € extremamente
atrativa do ponto de vista econémico, pois reduz o gasto com a parte mais dispendiosa da

producdo de glicose a partir de biomassa: a hidrolise enzimatica.
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5- Concluséo e Perspectivas

Com esse trabalho pode-se observar que a presenca do LI foi extremamente benéfica para
o rendimento global da reacéo.

O interesse da utilizacdo de LI como suporte enzimatico é uma tentativa de
conseguir recuperar o meio catalitico e recicla-lo, uma vez que se busca metodologias
baratas e ambientalmente amigaveis. Sem davidas, a utilizacdo dos LI em processos
enzimaticos € extremamente promissora, apesar de ainda existirem muitos impedimentos
tecnologicos associados as metodologias.

Sistemas com LI permitem atingir concentracdes de agucar exigidas em escala
industrial (> 100 g/L) pois aparentemente minimiza efeitos de inibigdo. A estabilidade da
enzima na presenca do BMI.NTf2 precisa ser melhorada, isso pode ser atingido por
modificacdo quimica das enzimas. Estudos da aplicacdo de BMINTf2 com pequenas
quantidades de LI que sdo capazes de modificar a estrutura de lignocelulésicos sera
interessante para criar um sistema em que pré-tratamento e hidrdlise sejam feitos
simultaneamente.

Observa-se, também, a necessidade de se estudar mais profundamente as
interacdes entre as enzimas e os LI, em especial para se entender mais claramente o que
de fato contribui para estabilizacdo enzimatica e, consequentemente, se melhorar a
abordagem do sistema catalitico no sentido do aumento da atividade catalitica.
Analisando o comportamento de algumas enzimas em LI seria possivel prever quais
combinagBes cation/anion favorecem o aumento da atividade enzimética. Sendo assim é
possivel se propor a sintese de um novo LI que funcione de forma 6tima com a enzima.

Por todos estes motivos, a combinacdo de LI e enzimas permite com que se possa
vislumbrar um futuro energetico mais limpo e com uma sintese de glicose e

biocombustiveis sem todos 0s problemas comumente associados.
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1 — Introducéo

Reacbes multicomponentes (RMC) sdo reagdes em que trés ou mais componentes Sao
agrupados simultaneamente para formacdo do produto, onde todos ou grande parte dos
atomos dos materiais de partida envolvidos sdo utilizados, em uma Unica etapa reacional
(one pot).8182 Usualmente, os subprodutos das RMC sdo moléculas de dgua. As RMC séo
utilizadas, principalmente, na obten¢do de moléculas biologicamente ativas. As diversas
combinagOes de reagentes gera uma grande variedade (bibliotecas) de produtos, com
potencial aplicagdo como novos farmacos, estruturas biologicamente ativas e outros.838*

Esse tipo de reagdo tem atraido cada vez mais o interesse da comunidade cientifica
por apresentar diversos facilitadores e caracteristica positivas: sao eficientes, possibilitam
a economia de 4tomos, a ordem de adicdo dos reagentes ndo influencia na formacao do
produto, sdo rapidas quando comparadas a reacOes lineares com diversas etapas, geram
produtos com alto grau de pureza e sdo convergentes.8-#8 Como todos ou quase todos
0s atomos envolvidos na reacao sdo convertidos no produto, nao sdo gerados subprodutos
indesejaveis ou residuos, fazendo da metodologia ambientalmente amigavel.’” O
Esquema 10 ilustra duas maneiras de se obter 0 mesmo produto, a primeira feita por uma

reacdo linear com varias etapas e a segunda feita por meio de uma RMC em etapa Unica.

Sintese linear

GF1
GF, Fs
O/ —> —» GF6
Sintese RMC
/ Produto complexo
GFs | GF,

O O
Esquema 10 - Representagdo da sintese de uma molécula complexa por duas vias: sintese linear e sintese
via reagdo multicomponente. “GF” representa grupo funcional. Adaptado das referéncias 88 e 89.

Dentre as RMC algumas se destacam pela possibilidade de formarem uma grande

variedade de produtos com alta atividade biologica. Alguns adutos de RMC séo
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encontrados em estruturas basicas de farmacos.®® O Esquema 11 dispde a cronologia de
descoberta e aprofundamento do conhecimento quimico das RMC de Hantzsch, Bigineli,

Passerini e Ugi.

P Descoberta Primeira catalise assimétrica (2009)
o o R20.C CO.R? (1882) Primeira catalise (2005) —] A‘
2 2
2 ‘ [ H H :
RJH (x2) H‘NH2 2 l\H | Hantzsch : : +
CO,R? R °N R? E E Primeira catalise
R? Boscdbert : assimétrica (2005)
escoberta :
o R® (1893) i i Primeira catdlise 1
o o} R%0,C PR | 5 5 (2000) ‘I
R - J S I — | NH Biginelli ' ; !
CoR? e RN o i : :
n ! Descoberta i Primeira catilisee |
B o ’ (1921) ! catalise assimétrica 1
i i o i L L | e |
JJ\ Ny 4 N* = By (o] R' Passerini y T
1 3 R ] |
B o i H o ! ' Primeira catalise
: Descobert assimétrica
' escoberta i
R o : (1959) Primeira catélise
o} o 0 c H /K L ) : : (2004) 5 ,
R‘J\OH R Rs* H R - RSN R U ' ! i
o0 R? 1900 1950 2000
|

Esquema 11 — Cronologia da descoberta e estudos das RMC mais visadas. Adaptado da referéncia 84.

O esquema geral da reacdo de Hantzsch (Esquema 11) utiliza 2 equivalentes de /-
cetoésteres, aminas primarias e aldeidos, formando dihidropiridinas. A reacdo de
Biginelli se da pela reacdo de aldeidos, (tio)ureas e f-cetoésteres, formando 3,4-
dihidropirimidin-2(1H)-nonas. Nesses dois tipos de RMC as espécies carbonilicas séo as
responsaveis pela reatividade do sistema.

A reacdo de Passerini é caracterizada pela reagdo de isocianetos, aldeidos (ou
cetonas) e &cidos caboxilicos formando «-acil-carboxiamidas. A reacdo de quatro
componentes de Ugi, por esse motivo (abreviada como U4RC), é caracterizada pela
reacdo de isocianetos, aminas primarias, aldeidos (ou cetonas) e acidos carboxilicos,
formando a-aciloamidoamidas, produtos com estrutura e caracteristicas dipepitidicas.

As RMC podem ser divididas em dois grandes subgrupos, o primeiro, e mais
importante, engloba as reagdes as quais o0 isocianeto € utilizado como reagente de partida,
as reacOes de Ugi e Passerini compdem esse subgrupo. O segundo reline todas as reacoes
as quais o isocianeto ndo é empregado como reagente de partida, as reacdes de Biginelli
e Hantzsch integram esse outro grupo.®*

O que torna as reacdes de Ugi e Passerine tdo interessantes é a presenca do
isocianeto, que possui um grupo funcional que tem carater tanto nucleofilico quanto

eletrofilico com caracteristicas Unicas; possui também um C « acido facilitando reacoes
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de adicdo no mesmo e forma radicais com grande facilidade.®* Sua reatividade e valéncia
tem atraido o interesse dos pesquisadores e sido discutida por muitas décadas. A Unica
classe de compostos organicos que possui um carbono divalente capaz de ser convertido
em um carbono tetravalente é formada pelos isocianetos.

Dentre as RMC a U4RC, em especial, atrai o interesse de diversos grupos de
pesquisas ndo somente por sua versatilidade. Mas, também, por proporcionar a obtencao
de produtos complexos com variadas aplicabilidades, tanto na area medicinal quanto na
sintese organica. Outra vantagem da reacdo é o facil acesso e baixo custo dos reagentes

utilizados.88

1.1 - Reacdo de UGI (U4CR)

A reacdo de U4CR foi descoberta em 1959, tendo a reacdo de Passerine como sua
principal inspiragd0.°2 A UACR ¢ considerada a reacio de condensagdo de 4 componentes
mais importante ja descoberta.

Desde a sua evidenciacdo a U4CR ja foi aplicada na sintese de uma ampla gama
de estruturas de produtos, sendo necessario para isso, apenas a substituicdo da amina e do
acido carboxilico (reagentes da reacdo mais baratos e de facil acesso), possibilitando a
sintese de muitos produtos naturais, a maioria deles apresentando atividade bioldgica.®®

A utilizacdo de reagentes quirais comegou a ser empregada nesse tipo de reacéo
com o objetivo de se formar moléculas com estereocentros pré-determinados.®**® Com
isso foi observado que reagBes com precursores quirais sio dependentes da temperatura.®®

O mecanismo inicialmente proposto para a U4RC e aceito por muito tempo esta

ilustrado no Esquema 12.
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Esquema 12 — Primeira proposta mecanistica para a U4CR.

A primeira etapa da reacdo o composto oxigenado (aldeido ou cetona) condensa
com a amina, formando uma base de Schiff, que interage com o catalisador ou um
componente &cido da reacdo capturando um proton, o que aumenta a eletrofilicidade da
ligacdo C=N. O aumento da eletrofilicidade do ion iminio (e a ajuda de catalisadores)
fazem com que o isocianeto seja adicionado a molécula, e em seguida ocorre uma
acilac@o, onde o nitrogénio da ligagdo C=N € convertido em uma amina. Depois de uma
acilacdo intramolecular seguida de uma conversdo do grupo hidroxilimina para uma
amida (rearranjo de Mumm), o produto final é formado.

Apesar da proposta mecanistica para U4CR apresentada no Esquema 12 ser
bastante coerente, recentemente uma proposta alternativa que sugere um outro
mecanismo fez as discussdo acerca do tema ressurgirem.®” Essa nova proposta
mecanistica (ilustrada no Esquema 13) sugere que, apds a condensacdo da amina e o
aldeido, ha o ataque ao acido carboxilico e ndo a reagdo com o isocianeto como ilustrado
no Esquema 12.
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Esquema 13 — Proposta mecanistica em que ha primeiramente a insercdo do 4cido a base de Schiff.

O conhecimento da via mecanistica reacional mais provavel (Esquema 12 ou 13)
é de extrema importancia para a sintese organica, pois uma vez descoberta a via
mecanistica mais provavel de ocorrer a U4CR é possivel desenhar (idealizar)
catalisadores com caracteristicas de interesse, como por exemplo uma molécula que

induza a estereosseletividade do produto formado.®

1.2 - Técnicas de deteccdo de intermediarios reacionais e

limitacGes

Existem muitas técnicas de caracterizacdo de compostos, entretanto sdo poucas as que
permitem a identificagdo de intermediarios reacionais.

A espectrometria de massas constantemente acompanhando as inovacdes
tecnoldgicas ja possui equipamentos com metodologias que permitem a deteccdo de
intermediarios reacionais que sdo formados e consumidos em poucos segundos.

Entretanto, para que uma molécula possa ser identificada na espectrometria de
massas, ela precisa ser carregada (positiva ou negativamente).

De modo que alguns dos intermediarios formados na U4CR sdo neutros e,
portanto, ndo identificaveis pela anélise de massas, a utilizacdo de liquidos iénicos de
funcéo especifica (TSLI) como “marcadores de carga” surge como uma possibilidade

solucionar esse problema.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivos Gerais

Compreender o mecanismo da reacdo U4CR para se facilitar e direcionar a sintese
(design) de catalisadores que promovam esse tipo de reacdo de maneira eficiente bem

como que proporcionem o aumento do rendimento global da reacéo.

2.2 - Objetivos Especificos

e Utilizar TSILs como reagentes ionicamente marcados para identificagdo de
possiveis intermediarios da U4CR por ESI-MS(/MS).
e Propor uma via mecanistica para reacdao de U4CR com base nos intermediarios

detectados.
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3 - Parte Experimental

Para o desenvolvimento do trabalho proposto dois LI com fungdo especifica como
reagentes ionicamente marcados foram sintetizados. Esses LI foram utilizados como
reagentes de partida da U4CR e, em seguida, os produtos reacionais foram analisados por
ESI-MS(/MS). Para finalizar o estudo proposto foi realizado um célculo tedrico com o
objetivo de estabelecer a estrutura (isdmero) final mais estavel. Todas as metodologias
experimentais seguidas no trabalho estdo descritas a seguir.

3.1 - Sintese dos Liquidos I6nicos utilizados como marcadores de

carga

= Cloreto de 1-(3-aminoetil)-3-metilimidazolio (LI1-NH>):

Para sintese do LI-NH: adicionou-se em um baldo o 1-metilimidazol (1,0 mmol), o
hidrocloreto de 3-cloroetilamina (1,0 mmol) e 15 mL de acetonitrila seca, como ilustra o
Esquema 14. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética e aquecida a 80 °C durante
24 h. Foi obtida uma mistura turva ao fim do tempo reacional. A mistura formada foi
recristalizada em etanol e acetato de etila. Por fim obteve-se o produto (sélido branco)
que foi seco com auxilio de uma bomba de vacuo. A metodologia de sintese seguida foi
adaptada de artigos da literatura.®®1% O LI-NH: foi caracterizado por ESI (+)-MS/MS,

como é descrito posteriormente.

Acetonitrila seca ~
/ \ + C|\/\ Refluxo / @ \ ©
N N > N N\
_— \/ NH, 24h NH

LI-NH,

Esquema 14 — Sintese do liquido idnico cloreto de 1-(3-aminoetil)-3-metilimidazolio.

= Cloreto de 1-metil-3-carboximetilimidazolio (MAI.CI):

Para sintese do MAI.CI adicionou-se em um Schlenk selado o acido cloroacético (1,0
mmol), 1-metilimidazol (1,1 mmol) e 2 mL de acetonitrila seca, a mistura foi aquecida a

100 °C e agitada com auxilio de uma barrinha magnética por 6 h, como ilustra o Esquema
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15. Transcorrido o tempo reacional e apds resfriamento, a mistura foi filtrada e sélido
formado foi lavado varias vezes com acetato de etila para retirar toda impureza do
produto. Em seguida o produto (solido branco) formado foi seco com auxilio de uma
bomba de vacuo.'®* O MAI.CI foi caracterizado por ESI (+)-MS/MS, como é descrito

posteriormente.

o) —\ Acetonitrila seca or
)K/ + Refluxo g @
Cl N N 6h N N
_—— _—
HO NS AN Zd OH

MALCI

Esquema 15 — Sintese do liquido idnico cloreto de 1-metil-3-carboximetilimidazolio (MAI.CI).

3.2 - Sintese das reagdes de quatro componentes de Ugi

Foram preparadas 3 reacdes para posterior analise.

Na primeira sintese foram utilizados reagentes neutros (sem marcadores de carga).
Em um bal&o foram adicionados: metanol, benzilamina, formaldeido, t-butil-isocianeto e
BOC-glicina. A mistura foi agitada por 18 h a temperatura ambiente, seguida de
aquecimento por 2 min. Em seguida foi preparada uma solucdo de 100 uM que foi
injetada no equipamento de massas.

Na segunda sintese foi utilizado o MAI.CI no lugar da BOC-glicina. Em um baléo
foram adicionados: metanol, benzilamina, formaldeido, t-butil-isocianato e 0 MAI.CI. A
metodologia reacional foi a mesma descrita anteriormente.

Na terceira sintese o LI-NH: foi utilizado no lugar da benzilamina. Em um bal&o
foram adicionados: metanol, formaldeido, t-butil-isocianeto, BOC-glicinae o LI-NH2. A

metodologia reacional foi a mesma descrita anteriormente.

3.3 - Metodologia do experimento de deteccéo

A reacdo de 4 componentes de Ugi foi estudada a partir de seu monitoramento através do
equipamento Synapt HDMS (High Definition Mass Spectrometry; Waters Corp.,

Manchester, UK). Ele é equipado com uma fonte de lonizag&o por Elétron Spray (ESI) e

74



CAPITULO 2 PARTE EXPERIMENTAL

um quadrupolo hibrido/mobilidade de ions/geometria ortogonal de aceleracdo de tempo
de voo (ao-TOF).

As amostras reacionais (100 uM) foram submetidas a ESI nas seguintes
condicdes: tensdo capilar de 3,0 kV, cone da amostra de 30 V, cone de extracéo de 3 V,
temperatura da fonte de 100 °C, temperatura do gas de secagem foi de 100 °C e taxa do
fluxo de N2 de 300 mL.mint,

Os experimentos de MS de armadilha e de transferéncia de células foram
realizados com tensdo de 6 e 4 V, respectivamente. Nos experimentos de MS/MS, os ions
de interesse foram selecionados no analisador de quadrupolo, fragmentados na célula de
transferéncia usando argbnio como gas de colisdo (a transferéncia de energia foi
otimizada para cada ion de interesse) e, em seguida os ions formados foram analisados
por TOF.

Os experimentos de Traveling-Wave lon Mobility Mass Spectrometry (TWIM-
MS — a mobilidade i6nica em fase gasosa) foram realizados com o objetivo de se
identificar possiveis intermediarios isomericos na reacdo. Para que fosse possivel se
realizar a separacdo pela mobilidade idnica, a célula de TWIM foi operada com um fluxo
de N2 ou CO2 gasosos variavel de 10-62 mL min. Os parametros para velocidade e altura
de onda foram determinados como 200-250 m s e 30 V, respectivamente.

3.4 - Calculos teoricos

Todos os calculos realizados neste trabalho para determinagé@o de estrutura eletrénica e
parametros geométricos foram realizados utilizando a Kohn-Sham Density Functional
Theory (DFT)!2193 ysando o funcional de correlagdo e troca M06-2X% combinado com
a funcdo de base 6-31+G(d,p) para otimizacdo de geometria seguido de célculos single
point usando a funcdo de base Pople Split-valence 6-311+G(2d,2p). Os estados de
transicdo foram otimizados utilizando o algoritmo Berny.'® Todas as estruturas foram
otimizadas para assegurar a auséncia de frequéncias imaginarias em minimos locais,
garantir a presenca de uma Unica frequéncia imaginaria para estados de transicdo e
calcular a energia do ponto vibracional zero (ZPVE). A ZPVE foi calculada a 298,15 K e
1 atm. O metanol foi escolhido como meio reacional para as estruturas calculadas
(tratamento explicito). Todos os célculos tedricos foram realizados com o auxilio do

programa Gaussian 09.1%
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4- Resultados e Discussao

Atualmente existem duas principais propostas mecanisticas para as reacdes de U4CR
aceitas pela comunidade cientifica. O Esquema 16 ilustra essas duas possibilidades,
partindo do intermediario chave I. A proposta via formacdo do intermediario 11 foi aceita
por bastante tempo, entretanto, recentemente, uma proposta alternativa de mecanismo,

via formacdo do intermediario 111, fez com que ressurgisse um debate em torno desse

assunto.
+ pR1
Hzo H\NJ‘JR
R'-NH, + R?-CHO J\
R?" | "H
R1
H\[_\:J\JR1 \N/H
| R*—NC /\
= — 2
R2 H R ] \\N+
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Esquema 16 — Dois possiveis mecanismos da reacdo de U4CR antes do rearranjo de Mumm que leva ao
aduto de Ugi.

A utilizagdo da metodologia de deteccdo de intermedidrios carregados via ESI-
MS seria uma boa alternativa para se analisar a formacéo dos intermediarios da reacéo,
entretanto apenas o intermediario catiénico Il seria detectado uma vez que 111 é neutro.

Haveria a possibilidade de se bombardear o a solu¢do com H* formando [I11 + H]" (que
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seria detectavel), contudo a supressdo do sinal (pico) gerada pelos intermediarios
catiénicos | e Il dificultaria a deteccdo do intermediario 111 + H*. Outra problematica
associada a técnica de bombardeio de H* a ser considerada é a interferéncia na reatividade
de alguns reagentes envolvidos na reagao.

Uma excelente alternativa para deteccdo dos intermediarios € a utilizacdo de
marcadores de carga. Nesse caso optou-se pela utilizacdo de dois LI com grupos
funcionais tais quais 0s presentes nos reagentes de partida da reacdo de Ugi, um acido
carboxilico e uma amina. Pode-se observar na Figura 14 os dois LI utilizados na reacéo:
MAI.CI (1) e LI-NHz (2). Derivados do anel imidazoélio foram escolhidos principalmente

pela sua sensibilidade de deteccdo na técnica de ESI(+)-MS.

APt o
/N@N OH /N@N\ANHZ

1 2

Figura 14 - Liquidos ibnicos utilizados na reagdo: cloreto de 1-metil-3-carboximetilimidazolio (MAI.CI)
(1) e brometo de 3-(2-aminoetil)-1-metilimidazolio (LI-NH,) (2).

Salienta-se que as tentativas de monitoramento da reagdo sem marcadores de
carga ndo permitiu a deteccdo de nenhum intermediério chave para a reacdo de U4CR.
Apobs a obtencdo os LI com fungédo especifica como reagentes ionicamente marcados
foram caracterizados por ESI(+)-MS/MS (Figura 15 e Figura 16).
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Figura 15 - ESI(+)-MS/MS da solugdo metandlica do marcador de carga MAI.CI. O pico de m/z 141 é
referente ao cation MAL.
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E possivel observar no espectro de massas da Figura 15 um pico com razio massa
carga de 141 referente ao cation MAI. Ao aumentar a imagem é possivel observar logo
ao lado do pico base um pico (M+1) com razdo massa carga de 142 que € referente a
molécula com o is6topo menos abundante do carbono (*3C). Algumas fragmentagdes da
molécula também sdo observadas na andlise. O sinal de m/z 96 representa a perda de
CO2zH. O sinal de m/z 95 representa a perda de um acido metanoico (CH202). E, por fim,

o sinal de m/z 83 representa a perda de C2H20:.

/ Me/N@/N\/\NHQ
@> 83 126
N
\
Me
109 _NHs
_17
I ¥ | ' I ¥ 1 v 1 4 1 ! 1 ! | ! |
50 60 70 80 90 100 110 120 130

m/z

Figura 16 - ESI(+)-MS/MS da solu¢do metandlica da amina marcada. O sinal de m/z 126 é referente ao
cation da amina marcada.

E possivel observar, na Figura 16, um sinal com m/z 126 referente ao cation do
LI-NH2. Também sdo observados dois sinais referentes a fragmentacdo do LI-NH2, o
sinal com m/z 109 representa a perda de uma amoénia ("NHs) e o sinal com m/z 83
representa a perda de C2HsN.

Primeiramente uma reacdo de U4CR sem nenhuma molécula ionicamente
marcada foi preparada (como descrito no item 3.2) e monitorada por ESI-MS(/MS) (como
descrito no item 3.3). A Figura 17 mostra todos os possiveis intermediarios que podem

ser formados na reacdo quando se utiliza apenas moléculas neutras.
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Figura 17 - Possiveis intermediarios da reacdo U4CR utilizando reagentes "neutro".

Na analise do espectro de massas dessa reacdo foi possivel observar apenas o
intermediario catiénico la (m/z 120), nenhum outro intermediario reacional pode ser
detectado. A formacdo desse ion caracteristico da U4CR é a etapa determinante da
velocidade da reacéo.

As condicdes reacionais que possibilitaram a deteccdo de la também poderiam ter
favorecido a deteccdo de Ila (caso tivesse sido formado), entretanto o intermediario Illa
é neutro e pode ter sido formado mesmo ndo sendo detectado pela metodologia. Sendo
assim, a utilizagdo de reagentes ionicamente marcados foi uma alternativa proposta para
se contornar esse inconveniente.

A Figura 18 mostra os possiveis intermediarios (mais importantes) da reagdo
quando o MAI.CI é utilizado como &cido carboxilico, reagente de partida necessario para
reacao de U4CR.

b

miz 120 miz 203

Figura 18 - Possiveis intermediérios da reacdo U4CR utilizando o MAI.CI como o &cido carboxilico da
reacao.

O espectro de massas obtido a partir da analise da reacdo com o MAI.CI (Figura

19) foi analisado e alguns sinais de m/z caracteristicos da reacdo U4CR foram
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identificados. O cations de m/z 108 ¢ referente a benzilamina protonada, chegou-se a essa

concluséo porque nao foi observado um sinal referente ao isocianeto protonado (m/z 84).

141.0683 343.2151
w© 247.2182
& - 191.1587
2 N
— [re]
» 4O
o
2 221.1673
o)
e
MM—A*LM#%M

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Figura 19 — ESI(+)-MS de alta resolucéo da reagdo U4ACR utilizando o MAI.CI como o acido carboxilico
da reagdo (m/z 141).

A deteccdo do cation Ib (m/z 120, Figura 19) s6 foi possivel ap6s 18 h de reagédo
a 20 °C, como consequéncia disso, todos os outros intermediarios também s6 foram
formados e detectados apds esse tempo reacional, uma vez que a formacao de Ib é a etapa
determinante da reacdo. O acompanhamento temporal da reacdo foi realizado para
precisar o tempo em que 0s primeiros ions seriam detectados.

A analise de ESI(+)-MS/MS do intermediario Ib foi realizada. A Figura 20 ilustra
0 espectro obtido. Esse tipo de andlise é realizada para se confirmar a composi¢do do

intermediario em questao.

91

-29 120
|
45 60 75 90 105 120 135 150

m/z
Figura 20 — Espectro de ESI(+)-MS/MS do intermediario cationico Ib (m/z 120).

No espectro de ESI(+)-MS apresentado na Figura 19 sdo observados sinais

referentes a formagdo de subprodutos da reacgdo, sdo eles: m/z 247, m/z 221 e m/z 191.
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Para compreender como se deu a formacéo desses intermediarios, eles foram submetidos
a outra analise de massas em sequéncia (tandem — MS/MS ou MS?). O Esquema 17
contém o espectro de ESI(+)-MS/MS do subproduto de m/z 247 e uma proposta

mecanistica para sua formagdo no meio reacional.

| “HCN | =——m———
- N = - 56
50 75 100 125 180 175 200 225 250
m/z

Esquema 17 - ESI(+)-MS/MS do sinal de m/z 247 (um subproduto da reacéo).

O subproduto de m/z 191, entéo, representa uma fragmentagdo do subproduto de

m/z 247. A Figura 21 mostra o espectro da fragmentacdo do cétion de m/z 191.

91
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':'\C/H
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i 1 i il l
50 75 100 125 150 175 200
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Figura 21 - ESI(+)-MS/MS do sinal de m/z 191 (um fragmento da molécula de m/z 247).
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O Esquema 18 apresenta o espectro de fragmentacdo do subproduto catidnico
reacional de m/z 221 e uma proposta mecanistica para formacdo desse subproduto. Para
sua formagdo o par de elétrons do nitrogénio da benzilamina ataca o carbono do
formaldeido, disponibilizando um par de elétrons para o oxigénio, que, por sua vez, ataca
o carbono da ligagdo C-N do isocianeto disponibilizando um par de elétrons para o

nitrogénio (anteriormente carregado positivamente).

K
. /T\Jk“

. 91 ” 221

r 120

i 165
i, 1 <

H NH
- 45 ‘ - 56
I T ;I S I . I % I s I ) I L] I
50 75 100 125 150 175 200 225
m/z

P
g o/\:czﬁ OJLH
DR T — YA

Esquema 18 - ESI(+)-MS/MS do subproduto do intermediério catiénico de m/z 221 e, na parte inferior,
uma proposta mecanistica para sua formagéo.

O sinal de maior massa carga observado na Figura 19 (m/z 343) foi atribuido ao
cation 1Vb, que so6 foi detectado por ser utilizada uma molécula ionicamente marcada
como reagente de partida, caso contrario a estrutura seria neutra e ndo detectavel pelo
experimento de massas.

Um importante fato a ser destacado € a possibilidade da molécula IV se rearranjar

(rearranjo de Mumm) formando a molécula V, como ilustrado no Esquema 19.
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Esquema 19 — llustracdo do mecanismo de conversdo da molécula 1V para V via rearranjo de Mumm.

Analisando o espectro da fragmentagdo do ion de m/z 343 (Figura 22) é possivel
afirmar que o padrédo de fragmentacdo € mais coerente com a estrutura Vb do que com a
IVb.

| I L ! I ! T I ! I ! L I ! I L

50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350
m/z

Figura 22 - ESI(+)-MS/MS do ion de m/z 343, que evidencia que a fragmentacdo é coerente apenas com o
produto formado apds o rearranjo de Mumm.

Com o objetivo de analisar se o sinal de m/z 343 era constituido por dois isdmeros
(IVb e Vb) ou apenas por um deles foi realizado o experimento de mobilidade i6nica
(TWIM-MS). Foram realizadas diversas analises variando os parametros da metodologia.
As analises foram realizadas em dois gases diferentes (N2 e CO2), pois 0 comportamento
dos isdbmeros poderiam ser diferentes em cada um deles, uma vez que a polaridade, a
mobilidade molecular e a sessao de choque variam de acordo com o tamanho da molécula
do gés utilizado. Entretanto apenas um sinal foi observado nas analises, tanto em N2
quanto em COz2 (Figura 23). O que é uma forte evidencia de que o rearranjo de Mumm
acontece de maneira muito rapida, ndo sendo possivel detectar o isdbmero antes do

rearranjo acontecer. Como o padrdo de fragmentacdo apresentado na Figura 22 € mais
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coerente para o ion Vb, acredita-se que o isdmero observado no experimento de TWIM-
MS também € o Vb.
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Figura 23 — Tempo de véo do ion de m/z 343 na drift cell. Para o nitrogénio (N2) o fluxo de gas foi igual a
45 mL min* (2,19 mbar), a velocidade da onda foi de 250 ms™ e a altura de onda foi de 30 V. Para CO; o
fluxo de gas foi igual a 50 mL min* (1,54 mbar), a velocidade da onda foi de 200 ms™ e altura de onda foi
igual a 30 V.

Visando melhor compreender o perfil energético do rearranjo de Mumm (1Vb >
Vb), foi realizado o célculo DFT das energias relativas inerentes a cada conformacao
isomérica. As geometrias dos isdmeros foram otimizadas levando em consideracao o
solvente utilizado na reacdo (metanol). De acordo com os célculos o rearranjo seria
altamente improvavel caso ndo fosse levado em consideragdo os efeitos do solvente.
Como e possivel observar na Figura 24, hd uma transferéncia de baixa energia do H do
solvente para o isomero 1V, favorecendo sua interconversédo em V. Esse resultado ajuda
a entender o fato de a reacdo néo ter alcancado bons rendimentos em acetonitrila (solvente
polar aprotico) e s6 alcancar bons rendimentos em solventes proticos.

Quando apenas uma molécula de metanol foi incluida nos calculos (com o
objetivo de simular os efeitos de solvente na reacdo) o rearranjo de Mumm se tornou
extremamente favoravel do ponto de vista energético, uma vez que a energia do isémero
Vb é inferior a do 1'Vb. Outro fator que embasa a proposta da ocorréncia do rearranjo de
forma bastante rapida ¢ a baixa energia de ativagio (7,20 Kcal.mol) necessaria para
interconversdo. Sendo assim os calculos tedricos reforgaram as evidencias de que de fato
o isdbmero 1Vb sofre um rearranjo, gerando uma estrutura energeticamente mais estavel,
Vb.
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Figura 24 - M062X/6-311+G(2d,2p)//M062X/6-31+G(d,p) perfil da energia relativa do rearranjo de
Mumm (1Vb = Vb) em metanol.

Com a utilizacdo do MAI.CI foi possivel detectar apenas os ions Ib e Vb, ndo
sendo possivel identificar os ions mais importantes para a indicacdo da possivel via
mecanistica para a U4CR (I1b e I11b). Sendo assim, a amina LI-NH2 foi utilizada com o
objetivo de detectar a formacao dos intermediarios Ilc e Il1c (Figura 25) que ndo puderam
ser detectados quando o MALI.CI foi usado. Para isso uma nova U4CR foi preparada como

descrito no item 3.2, substituindo a benzilamina pela aminha marcada (LI1-NHz2).
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m'z 138 mz 221 Ve
m'z313 miz 386

Figura 25 - Possiveis intermediarios da reacdo U4CR utilizando o LI-NH; como a amina da reacéo.

A Figura 26 exp0e o espectro de massas da U4CR. Os sinais de m/z 138 e m/z 221
foram detectados 2 min ap0s a injecdo. Apesar de sua baixas intensidades foi possivel se

realizar o ESI(+)-MS/MS dos dois ions, 0 mesmo nao foi possivel para o sinal de m/z 396,
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pois sua concentracdo estava muito mais baixa (pico bem menos intenso). Além da baixa
intensidade de alguns ions chaves para U4CR foi observado a formacao de diversos picos

referentes a degradacéo dos reagentes e de alguns produtos.
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Figura 26 - ESI(+)-MS da reacdo de U4RC usando a amina marcada (LI-NH,, m/z 126), boc-glicina,
formaldeido e t-butil isocianeto.

Mais uma vez o intermediario catidnico determinante da velocidade reacional
pode ser identificado com m/z 138 (Ic), entretanto, dessa vez, o que possibilitou sua
deteccdo foi a utilizacdo de uma molécula ionicamente marcada (LI-NHz). O espectro da

fragmentacédo de Ic € exposto na Figura 27.
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Figura 27 - ESI(+)-MS/MS do ion de m/z 138.

A parte mais importante do trabalho em questéo foi a deteccdo do intermediario
catidnico de m/z 221, nomeado de Ilc na Figura 25. O espectro de fragmentagédo do cation

Ilc foi exposto na Figura 28.

50 75 100 125 150 175 200 225

Figura 28 - ESI(+)-MS/MS do ion de m/z 221.

O fato de a deteccdo dos intermediarios reacionais Il e 111 ser realizada apenas
guando a amina marcada foi utilizada pode ser explicado pelo possivel consumo cinético

lento do reagente ionicamente marcado em relacdo aos reagentes neutros.
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E importante destacar que como o intermediario reacional catiénico Il1c ndo foi
detectado, entdo é possivel afirmar que a via mecanistica preferencial para U4CR é via

formagdo do intermediério Ilc, ou seja, via formag&o do ion iminio.
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5 - Concluséao e Perspectivas

A reacdo e U4CR foi monitorada por ESI-MS(/MS) com auxilio de dois TSILs como
reagentes ionicamente marcados. A utilizagdo do MAI se mostrou eficiente para a
deteccdo de alguns intermediarios e do aduto da U4CR e, utilizando-se o LI-NH, foi
possivel detectar os intermediarios complementares ndo detectados anteriormente. Desta
forma pode-se indicar que a adicdo de isocianeto ao intermediario iminio € o caminho
reacional preferencial da reacdo. Célculos tedricos corroboraram com 0s indicativos
obtidos por ESI-MS(/MS) de que o rearranjo de Mumm é muito rapido e leva a formacéo
do aduto de Ugi que é significativamente mais estavel do que o intermediario isomérico.

Como perspectivas tem-se a possibilidade da utilizagdo dos reagentes ionicamente
marcados para o estudo mecanistico de outras RMC.
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