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RESUMO

Biossintese de novos compostos emulsificantes para aplicacao cosmética

Nos dias de hoje, um mundo mais sustentavel é cada vez mais um objetivo a atingir. Face a
esta necessidade, a industria cosmética tem vindo a desenvolver novos métodos de producao para
satisfazer as necessidades do mercado. Deste modo, os ingredientes cosméticos tém sido substituidos
por alternativas, produzidas através de processos sintéticos mais verdes (sem solvente, menor gasto

energético e/ou com recurso a biocatalisadores).

Nesta dissertacao foram sintetizados seis compostos emulsificantes nao idnicos O/A, utilizando
mheptano e a lipase modificada da Aspergillus oryzae como biocatalisador: o éster 2-(2-
etoxietoxi)etiloctanoato (6a) (n=72%), o éster 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b) (n=68%), o éster 2-(2-
etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) (nN=68%), o éster 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d) (n=68%), o éster 2-(2-
etoxietoxi)etil(9212J-octadeca-9,12-diencato  (6e) (n=75%) e o éster 2-etoxietiloctanoato (7a)
(n=72%). As lipases nativas da Aspergillus oryzae, Candida rugosa e porcine pancreas foram também
testadas, no entanto, revelaram baixa (Aspergillus oryzae) ou nenhuma atividade de esterificacdo
(Candida rugosa e porcine pancreas). Estudos de modelacdo molecular foram realizados, tendo-se
observado uma baixa afinidade dos substratos/produtos aos centros ativos destas enzimas. De modo a
obter uma sintese mais verde, as reacdes com a lipase modificada foram efetuadas na auséncia de
solvente. Nestas foram apenas isolados os compostos 6d e 6e com um rendimento de 74% e 50%,

respetivamente.

Posteriormente os ésteres foram caracterizados, e foram estudadas as suas propriedades
emulsificantes através da producao de nanoemulsdes O/A com racios de 2,5% e 5% de emulsificante
em tampao PBS ou agua. A estabilidade destas foi avaliada com recurso a técnica de DLS, que
permitiu concluir que os compostos 6a e 6¢ nao formam nanoemulsdes estaveis, pelo balanco
hidrofébico-hidrofilico e pelo estado solido do éster, respetivamente. As nanoemulsdes formadas pelos
restantes ésteres revelam-se estaveis durante, pelo menos, 4 meses, o que foi justificado com 60 ns de
simulacao de dinamica molecular. Estas simulacoes revelaram que os ésteres 6b, 6e e 7a formam
agregados com perfil micelar e o composto 6d forma agregados com perfil de bicamada fosfolipidica.
Posteriormente foi encapsulado nestas nanoemulsdes um corante hidrofébico, o Nife Red. O corante foi
eficientemente encapsulado nas nanoemulsdes, o que foi confirmado através de microscopia confocal.
No entanto, as nanoemulsdes revelaram baixa capacidade na libertacdo do corante. O mesmo foi

observado em estudos de permeacao através de um sistema de transdermal.

Palavras chave: esterificacao, lipases, emulsificantes, nanoemulsdes, docking molecular



ABSTRACT

Biosynthesis of new emulsifying compounds for cosmetic applications

A more sustainable world is an emerging goal to achieve. Considering this, the cosmetic
industry has been developing new production methods to meet the requirements needs of the market.
In this way, cosmetic ingredients have been replaced by alternatives, produced through greener

synthetic processes (solvent-free, lower energy expenditure and/or using biocatalysts).

In this dissertation, six non-ionic O/W emulsifying compounds were synthesized using
heptane and a modified lipase from Aspergillus oryzae as biocatalyst, the 2-(2-
ethoxyethoxy)ethyloctanoate ester (6a) (n=72%), the 2-(2-ethoxyethoxy)ethyldecanoate ester (6b)
(m=68%), the 2-(2-ethoxyethoxy)ethylpalmitate ester (6c) (N=68%), the 2-(2-ethoxyethoxy)ethyloleate
ester (6d) (n=68%), the 2-(2-ethoxyethoxy)ethyl(97127-octadeca-9,12-dienoate ester (6e) (n=75%)
and the 2-ethoxyethyloctanoate ester (7a) (n=72%). Native lipases from Aspergillus oryzae, Candida
rugosa e porcine pancreas were also tested, however, revealed low (Aspergillus oryzae) or no
esterification activity (Candida rugosa e porcine pancreas). Molecular modelling studies were
conducted, showing a low affinity of the substracts/products to the active site of these enzymes. In
order to obtain a greener synthesis, reactions with modified lipase were performed in the absence of
solvent. These reactions only allowed to synthesize the compounds 6d and 6e with a yield of 74% and

50%, respectively.

Subsequently the esters were characterized and their emulsifying properties were studied
through the production of O/W nanoemulsions with emulsifier ratios of 2.5% and 5% in PBS buffer or
water. Their stability was evaluated using the DLS technique, which allowed us to conclude that
compounds 6a and 6¢ don’t form stable nanoemulsions due to the hydrophobic-hydrophilic balance
and the solid state of the ester, respectively. The nanoemulsions formed by the remaining esters are
stable for at least 4 months, which was justified with 60 ns of molecular dynamics simulation. These
simulations revealed that esters 6b, 6e and 7a form aggregates with micellar profile and the
compound 6d forms aggregates with phospholipid bilayer profile. Subsequently, a hydrophobic model
dye, Nile Red, was encapsulated in these nanoemulsions. The dye was efficiently encapsulated in
nanoemulsions, which was confirmed by confocal microscopy. However, its release was not observed,

nor its permeation through a transdermal system.

Keywords: emulsifiers, esterification, lipase, nanoemulsions, molecular docking
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1. Revisao bibliografica (Emulsificantes: contextualizacao)

1.1 Emulsificantes: contextualizacao

Uma emulsdo ¢ uma mistura de dois liquidos normalmente imisciveis que formam uma
mistura estavel. Nestas misturas, um dos liquidos, a fase dispersa, tem as suas goticulas dispersas no

outro liquido, a fase continua.

A classificacdo de emulsdes pode ser feita com base em varios critérios. Um dos critérios mais
importantes ¢ o componente da fase dispersa e da fase continua. Com base neste, as emulsdes
podem ser divididas em emulsdes agua em dleo (A/Q), caso a fase continua seja um o¢leo e a fase
dispersa agua, e emulsdes 6leo em agua (O/A), se a fase continua for agua e a fase dispersa um oleo
(figura 1). No caso de emulsdes cosméticas, um 6leo é sinonimo de um solvente organico insoluvel em
agua, que pode ser uma mistura de dois ou mais ingredientes hidrofobicos como silicones, acidos
gordos, ésteres de acidos gordos, entre outros, enquanto que a agua pode ser sinénimo de uma

solucdo aquosa de substancias hidrofilicas, como acucares ou aminoacidos.:

o6leo —

/ a ™\
\'\
0\ o)® ¢ ﬁ

e X ) agua

Emulséo A/O \N/ Emulséo O/A

Figura 1. Tipos de emulsdes com base na constituicao da fase continua e dispersa ! (Imagem criada em Biorender.com)

Além das emulsoes referidas anteriormente, existem ainda emulsdes nas quais nao € possivel
determinar qual a fase dispersa, pois cada fase da emulsao, tem gotas da outra fase. Estas emulsdes
séo conhecidas como emulsdes multiplas e sao classificadas de acordo com a relacdo entre fases.
Uma emulsdo A/O/A tem uma emulsédo A/O dispersa na fase aquosa (figura 2) e uma emulsdo O/A/O
tem um sistema O/A disperso na fase oleosa. Os sistemas de multiplas emulsdes representam
algumas vantagens na area da cosmética, uma vez que combinam a acao hidratante de emulsdes A/O
com as propriedades sensoriais de emulsdes O/A e permitem controlar a distribuicao de ingredientes

ativos na pele.»?

Figura 2. Emulsao A/O/A.: A fase aquosa encontra-se representada a azul e a fase oleosa representada a cinzento

(Imagem criada em Biorender.com).
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Outro critério com elevada relevancia na classificacao de emulsdes € o grau de dispersao da
fase interna, isto é, o tamanho das particulas desta fase. O tamanho das particulas da fase dispersa
afeta o aspeto da emulsdo e permite distinguir trés tipos de emulsdes, as macroemulsdes, as
microemulsdes e as nanoemulsdes. As macroemulsdes, de cor branca, sdo sistemas com particulas
dispersas com um tamanho superior a 500 nandmetros, as microemulsdes, semitransparentes,
incluem sistemas com particulas com um tamanho inferior a 500 nandémetros e as nanoemulsdes,
transparentes, tém particulas com um didametro entre 20 e 200 nandmetros. As microemulsdes e
nanoemulsdes tém um aspeto bastante semelhante, mas sado distinguidas pela formacao. As
microemulsdes sdo formadas de forma espontanea, pela solubilizacdo das particulas de éleo e uma
mistura de tensioativos, enquanto as nanoemulsdes requerem equipamento especializado.? As
nanoemulsdes oferecem algumas vantagens relativamente aos outros tipos de emulsdes distinguidas
com base neste parametro, nomeadamente a maior taxa de absorcao, a protecdo da hidrolise de
emulsdes A/O, a capacidade de incorporar farmacos ou substancias lipofilicas e hidrofilicas e o

controle preciso da libertacdo por permeacdo do farmaco.:

A emulsificacédo, o processo que origina emulsdes, & um processo dindmico, que necessita de
energia para dispersar um dos liquidos na fase continua. Existem varios métodos de emulsificacao,
sendo exemplos a agitacdo simples, o uso de homogeneizadores de alta pressao e geradores de
ultrassom.: As caracteristicas das emulsdes sao varidveis ao longo do processo devido a fatores
externos, como a temperatura ou velocidade de agitacdo. No entanto, para a sua formacao é
necessaria a satisfacao de trés condicoes: a existéncia de tensioativos, a imiscibilidade entre a fase

continua e dispersa da emulsao e agitacao para dispersar os dois liquidos envolvidos.*

A estabilidade da emulsdo é influenciada pelo filme formado pelas particulas na interface e o
mecanismo de absorcdo do tensioativo, podendo distinguir quatro mecanismos. O mecanismo de
repulsao eletrostatica, que resulta da interacao das camadas elétricas das gotas, com tendéncia a
impedir o contacto entre as gotas, mas estabilizada pelo filme interfacial que envolve as gotas
dispersas. O mecanismo de repulsdo estérea, no qual as gotas de agua dispersas sdo cobertas pelo
tensioativo e a sua cauda adsorvida, o que permite estabilizar emulsdes A/O. O mecanismo do efeito
Marangoni-Gibbs estabiliza emulsdes, pois evita a drenagem da fase continua entre duas gotas opostas
e 0 Ultimo mecanismo esta relacionado com a estabilizacao do filme fino, através da formacao de um

tecido rigido e viscoelastico, que impede a coalescéncia das gotas. *
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A termodindmica e cinética sdo parametros bastante relevantes quando o assunto é a
estabilidade de emulsdes, uma vez que estas sao naturalmente instaveis e as suas propriedades sao
mutaveis em determinado periodo. Mehta & Aaur afirmaram que o contacto indesejado entre as
particulas de agua e oleo tende a quebrar-se apos algum tempo, o que esta relacionado com o
tamanho das gotas e consequentemente com a estabilidade termodinamica da emulsao. A adicao de
agentes emulsificantes contribui para a estabilidade cinética. A funcdo deste agente/tensioativo é
promover a estabilidade das emulsdes, formando peliculas ao redor das gotas de agua na interface dos
dois liquidos, o que aumenta a viscosidade interfacial, facilita a dispersdo das gotas da fase dispersa e
diminui a tensdo na interface dos liquidos. A estabilidade da emulsdo estd relacionada com a

quantidade e o tipo de emulsificantes adicionados e alguns fatores externos como a temperatura.*

Os agentes emulsificantes séo compostos anfifilicos, ou seja, séo constituidos por uma regiao
hidrofébica/apolar e uma regiao hidrofilica/polar (figura 3). A regido hidrofilica pode ser constituida por
grupos acidos, alcalinos ou ésteres, enquanto a regiao hidrofobica & constituida por uma cadeia
carbonada. Esta caracteristica permite que estes compostos interajam com substancias apolares,

através da cadeia hidrofébica e com substancias polares, através da regiao hidrofilica.z

Figura 3. Representacdo esquematica de um agente emulsificante, sendo a parte hidrofilica representada pelo circulo e a

parte hidrofébica pela cauda do emulsificante (Imagem criada em Biorender.com).

De acordo com o tipo de emulsdo, o emulsificante é absorvido de maneira especifica, uma vez

que a parte hidrofobica ¢ dissolvida na fase oleosa e a parte hidrofilica é solvatada pela agua (figura 4).*

Figura 4. Emulsdes O/A e A/O e disposicdo dos emulsificantes na superficie da fase dispersa* (Imagem criada em

Biorender.com).

Os agentes emulsificantes, assim como as emulsdes, podem ser classificados de acordo com
varios critérios. Um dos parametros que permite distinguir os emulsificantes é a sua formacéao ionica,
sendo que, neste caso estes podem ser divididos em emulsificantes idnicos e nao idnicos. Os
emulsificantes ndo i6nicos ndo se dissociam em ides em agua e sdo exemplos os ésteres de acidos

gordos Ci-C.. Os emulsificantes ionicos dissociam-se em ides quando em contacto com a agua e

4
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podem ser classificados de acordo com a natureza do ido na parte anfifilica da molécula, sendo que
estes podem ser anionicos, catidnicos e anfotéricos. A cadeia carbonada dos emulsificantes anidnicos,
quando dissociados em agua, encontra-se na sua forma anidnica, sendo exemplos os sabonetes
alcalinos e os sabonetes metalicos. No caso dos emulsificantes catidnicos, a cadeia carbonada esta na
sua forma cationica, sendo um exemplo destes os sais de amonio quarternarios. Os emulsificantes
anfotéricos, quando dissolvidos em agua, podem adotar comportamento de emulsificante aniénico ou

catiénico, dependendo do pH da agua, sendo exemplificados por derivados de betaina ou lecitina.z

A relevancia da escolha de agentes emulsificantes na formacdo de emulsdes levou ao
desenvolvimento do conceito de balanco hidrofilico-lipofilico (HBL), por Griffin, em 1949. Este
desenvolveu um método semi-empirico para determinacédo do valor do balanco hidrofilico-lipofilico para
agentes emulsificantes nao-ionicos, sendo que o valor determina se o composto é hidrofilico ou
hidrofébico, através da razao entre a parte hidrofilica da molécula e a sua massa molecular. Griffin
criou uma escala numérica de classificacdo de tensioativos, que varia entre O (hidrofobico) e 20
(hidrofilico), e funciona como indicador geral de qual tipo de emulsao sera formada. Com base nesta
escala de classificacdo, se o valor do balanco estiver entre 3 e 6, 0 agente emulsificante é soltvel em
agua e insoluvel em lipidos, sendo adequado para a formacao de emulsdes do tipo A/O. Caso o valor
esteja entre 10 e 18, o agente emulsificante forma dispersdes de aspeto leitoso estaveis, & soluvel em
agua e em lipidos e forma emulsdes do tipo O/A. Posteriores avancos levaram ao desenvolvimento do
meétodo de Davies, que calcula o valor deste balanco com base nos grupos da molécula, neste caso, os

grupos hidrofilicos e lipofilicos.?

0 mecanismo de estabilizacdo da emulsdo depende do tipo de emulsdo, bem como da
estrutura quimica do agente emulsificante (figura 5). Este ultimo, além de reduzir a tensado interfacial,
forma um filme complexo em volta das goticulas de fase dispersa, evitando a separacdo das duas

fases.?
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Figura 5. Exemplificacdo de interagdes de varios agentes emulsificantes com uma emulséo A/O (adaptado de ?).
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1.2 Uso de nanoemulsdes para libertacido de compostos na pele

Nos ultimos anos, as nanoemulsdes tém sido cada vez mais produzidas pela sua pertinente
aplicacao na libertacdo de compostos na pele. A formacao de nanoemulsdes inclui dois passos, sendo
0 primeiro a formacdao de macroemulsdes e posterior conversao em nanoemulsdes. As numerosas
técnicas de formacdo podem ser divididas em dois grupos, os métodos de emulsificacdo de alta
energia, utilizados em escala laboratorial e industrial, e métodos de emulsificacdo de baixa energia,
apenas utilizados em escala laboratorial. Nos métodos de emulsificacao de alta energia sao geradas
forcas, através de métodos mecanicos, que dividem as gotas da macroemulsdo previamente formada
em gotas nanoméricas com elevada energia cinética, o que torna possivel um controle maior do
tamanho das nanoparticulas. Os métodos de emulsificacdo de baixa energia sdo mais eficientes em
termos energéticos, visto que usam o potencial quimico dos métodos e agitacao leve a moderada para

a formac&o de nanoemulsdes.®

' ’

Emulsificacdo de Emulsificacao de
alta energia baixa energia

v l ¥ v % v

Homogen\zac?o de Microfluidizacdo Ultrasonicagao Inversao de fase Emu\sﬁlfagao
alta pressao espontanea

Difusao de solvente

Figura 6. Esquema de exemplificacdo de técnicas de formacao de nanoemulsdes (adaptado de ).

As nanoemulsdes sdo geralmente transparentes, estaveis e anfifilicas, mas também
apresentam desvantagens como a dificil inclusdo em formulacdes cosméticas, sdo sensiveis a meio
acido e diminuem o tempo de acado dos produtos. As nanoemulsdes sao relevantes, pois permitem a
libertacao de compostos lipofilicos, uma maior absorcdo de ingredientes ativos e aumentam a
biodisponibilidade de ingredientes ativos e a penetracdo na pele (percutanea).s” Um exemplo bastante
comum de produtos que se tornaram mais estaveis se fabricados como nanoemulsdes sao 0s
antioxidantes, pois verificou-se um aumento da permeabilidade na pele e da solubilidade em agua, o

gue consequentemente aumentou o seu efeito clareador. 7

Algumas propriedades das nanoemulsdes, como a sua baixa viscosidade, alta capacidade de
solubilizacdo e o seu tamanho, que condiciona as propriedades o6ticas e reologicas, tornam-nas

bastante relevantes na industria cosmética e farmacéutica. Na industria cosmética sdo normalmente
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utilizadas para formulacdes cosméticas, como por exemplo cremes para a pele ou protetores solares,
enquanto na industria farmacéutica sdo utilizadas na concecdo de sistemas de entrega de
medicamentos.” A necessidade de aumentar a eficacia dos produtos levou a unido destas duas
industrias e consequentemente foi criado o conceito de cosmecéuticos, que sdo formulacdes
cosméticas constituidas por agentes com beneficios terapéuticos quando aplicadas na pele. O uso de
formulacdes cosméticas para aplicacdes tdpicas ou capilares para tratar problemas como a queda de

cabelo, rugas ou hiperpigmentacao, sédo exemplos de cosmecéuticos bastante utilizados no dia a dia.s

0 uso de nanoemulsdes nestas industrias ocorre através da pele, uma vez que esta é vista
COmMO uma via nao invasiva para a administracao de farmacos ou do componente ativo cosmético. A
pele funciona como barreira de protecao do corpo humano a agentes externos e é composta por varias
camadas, a epiderme, a derme e o tecido subcutaneo, como ilustrado na figura 7.° O Stratum
Corneum, a camada mais externa da epiderme, é constituida por uma rede de queratina em forma de
cornedcitos que funciona como barreira fisica a entrada de substancias estranhas ao organismo nas

camadas mais profundas da pele.x

Epiderme 1)

Figura 7. Esquema representativo das camadas da pele (adaptado de ¢).

Na industria farmacéutica, uma das técnicas mais utilizadas para a administracdo de
medicamentos, a via oral, tem sido cada vez mais substituida pela técnica de entrega transdérmica.
Esta técnica normalmente requer que os medicamentos passem por todas as subcamadas da
epiderme através de um processo de difusao passiva e permite uma libertacdo controlada do farmaco
através de nanoemulsdes A/O, que facilitam a passagem de substancias lipofilicas. O processo até o
farmaco atingir o local alvo é constituido por quatro fases, como representado na figura 8. A
administracdo é o primeiro passo, sendo que depois o0 farmaco passa por uma fase farmacéutica, na
qual é libertado do adesivo transdérmico para a pele. Consequentemente, apos dissolucao do farmaco,
0s componentes ficam farmaceuticamente disponiveis para serem processados, o que acontece na
fase Ill. Quando o farmaco é libertado, no inicio da ultima fase, este atinge a circulacéo sistémica e o

componente torna-se biodisponivel para alcancar o local alvo, quer seja um recetor ou uma enzima, e
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realizar a sua acdo terapéutica. Este processo mostra que a acdo do farmaco depende da sua

natureza, do local alvo e do transportador.n

Fase I - Administracao Fase Il - Fase Farmacéutica Fase Il - Fase Farmacocinética Fase IV - Fase Farmacodindmica
; Absorcao
I
(N Distribuicao

Metabolizagao
Farmaco

Adesivo Transdérmico Excrecéo

Figura 8. Representacdo do processo de entrega transdérmica (adaptado de ).

Um dos exemplos mais comuns de nanoemulsdes na industria farmacéutica é o Clotrimazol,
uma nanoemulsao O/A, aplicado na pele humana. Este derivado imidazolico apresenta atividade
antifungica e é o principio ativo utilizado no conhecido medicamento Gino-Canesten®. Este farmaco
causa danos na estrutura do fungo, impede que ele se multipliqgue e consequentemente provoca a sua

eliminacao.:

Na industria cosmeética, com produtos como cremes hidratantes, locdes corporais, maquiagem
ou produtos capilares, as nanoemulsdes sdo normalmente incorporadas nestas formulacdes, sendo
que estas nao apresentam problemas na formacdo de produtos cosméticos. Estes produtos sao
aplicados topicamente na superficie da pele, sendo que para a obtencdo de um determinado efeito
cosmeético, & necessario que seja alcancada uma determinada penetracdo na pele. Esta depende de
fatores como o tamanho molecular, o grau de ionizacdo ou a lipofilicidade. Existem trés vias possiveis
de penetracdo pela barreira cutanea, a via intercelular, a via folicular e a via transcelular.z A via
intercelular é a via mais utilizada, pois a substancia difunde-se pelo Stratum Corneumn através das
camadas lipidicas, o que se torna ideal para pequenas moléculas hidrofébicas, com um peso molecular
inferior a 500 Dalton. A segunda via é relevante, pois utiliza a extensa rede de capilares sanguineos
como suporte de penetracao, visto que as moléculas penetram através de apéndices da pele, como o
foliculo capilar. Esta via é recomendada para pequenas moléculas hidrofilicas ou moderadamente
lipofilicas através dos cornedcitos e ainda funciona como reservatério do composto ativo. A ultima via, a
via intracelular/transcelular, tem como base a penetracdo transcelular com transporte direto de
substancias através das camadas lipidicas. Esta via permite a passagem de compostos penetrantes
que ndo sao muito comuns, como por exemplo, os foliculos capilares. Estes podem permitir a
penetracdo de grandes moléculas hidrofilicas, que tém a sua permeacdo na pele dificultada. As trés

vias estao representadas na figura 9.1



1. Revisao bibliografica (Uso de nanoemulsdes para libertacdo de compostos na pele)
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Epiderme

Derme

Figura 9. Representacdo esquematica das trés vias de penetracado na pele (adaptado de =).

A passagem por qualquer uma destas trés vias pode ser demasiado lenta para algumas
moléculas, o que torna dificil a eficacia da substancia ativa nas restantes camadas da pele. Deste
modo, com o objetivo de ultrapassar esta dificuldade, tm sido desenvolvidos sistemas de libertacao de
nanoparticulas na pele. Estes desenvolvimentos tornam-se relevantes pois as nanoparticulas, com
tamanho semelhante aos organelos celulares, permitem um transporte adequado de pequenas
moléculas para as células-alvo, o que reduz a dose necessaria para administracao e consequentemente
o0 desperdicio de composto e aumenta a eficacia deste. Estes sistemas tém como objetivo fornecer um
elevado numero de substancias ativas, independentemente do peso molecular e lipofilicidade, dentro e
através da pele, bem como fornecer uma libertacdo adequada de farmacos e cosmecéuticos. Esta
libertacao adequada tem como objetivo aumentar a concentracao destas substancias nas camadas
mais profundas da pele e na corrente sanguinea. Alguns destes nanosistemas tém flexibilidade para se
deformar e penetrar através do Stratum Corneum, através da via folicular ou intercelular,
impulsionados pelo gradiente de hidratacao. Os nanosistemas mais utilizados para administracao
cutdnea sao as nanoparticulas lipidicas solidas, transportadores nanovesiculares, micro e

nanoemulsdes e nanoparticulas poliméricas (figura 10).

Agentes ativos
de superficie
) P

Nucleo
de matriz
polimérica

Célula

polimér\ca\

Nucleo

Bicamada
fosfolipidica
Nucleo hidrofilico

Farmaco

©)

Nanocapsulas Nanoesferas
Figura 10. Representacdo dos nanosistemas mais utilizados, (A) nanoparticulas lipidicas sdlidas, (B) transportadores

nanovesiculares e (C) nanoparticulas poliméricas (adaptado de »).

Na industria cosmética as nanoemulsdes podem ter aplicacao dérmica, ou seja, na pele
(exemplificada por cremes, logcdes e pomadas, que revelam elevada estabilidade e sdo adequadas para
transporte de compostos lipofilicos, revelando uma permeacédo mais profunda na pele) ou em produtos
de tratamento capilar (exemplificada por champds e séruns, que tem como base o acesso que as

aberturas foliculares fornecem para as nanoparticulas ficarem estaticas no foliculo capilar).c
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1.3 Emulsificantes na cosmética

A historia dos cosmeéticos tem inicio no antigo Egipto, que utilizava Unguento como produto
hidratante e o primeiro emulsificante a ser incorporado num cosmeético foi a cera de abelha na Grécia

antiga. O maior desenvolvimento na industria cosmética ocorre no século XX (figura 11).

—e *— 4

31002907 a.c. [

400 a.C. L 1884 m 1913 Ii

Figura 11. Representacdo de alguns acontecimentos relevantes na histdria da industria cosmética.

Nos dias de hoje, existe uma inimera variedade de cosméticos, que tem como constituicdo
uma extensa variedade de substancias quimicas. No entanto, existem ingredientes comuns entre eles,
sendo exemplos os pigmentos, emolientes, agentes espessantes e, 0s mais comuns, a agua e o 6leo,

gue nao se misturam, tornando necessaria a existéncia de emulsificantes.

Os emulsificantes tém de ser adequados ao tipo de emulsdes que estabilizam. Deste modo, a
existéncia de varios tipos de emulsdes gera a necessidade de existéncia de varios tipos de
emulsificantes. Na cosmética, os mais comuns sdo os emulsificantes A/O, emulsificantes O/A,

emulsificantes naturais e emulsificantes de silicone.

Os emulsificantes O/A, tal como o nome indica, estabilizam emulsdes 6leo em agua e
normalmente sdo utilizados para efeitos hidratantes. Os emulsificantes ndo i6nicos O/A sdo o grupo
mais vasto dos emulsificantes cosmeéticos e sao derivados de polietilenoglicol/poliol, o que Ihes confere
uma forte afinidade com a agua e estabilizacdo do sistema. Estes emulsificantes sdo usados na
industria cosmética pois nao sao irritantes ou toxicos para a pele, sao resistentes a variacées de pH e
permitem combinacdes com outros emulsificantes. No entanto, também diminuem a atividade anti-
microbiana dos conservantes utilizados nas formulacbes cosméticas. Exemplos deste tipo de

emulsificantes sdo os alcoois gordos etoxilados e ésteres de acidos gordos etoxilados (figura 12).2

0
R/O{\/\OM_| R)J\OP\/ 04;/\OH

Figura 12. Estrutura representativa dos alcoois gordos etoxilados e dos ésteres de acidos gordos etoxilados (R representa

uma cadeia carbonada).

Os emulsificantes aniénicos O/A, outra das subclasses deste tipo de emulsificantes, atua

através da formacdo de uma camada elétrica em volta das gotas da fase dispersa, o que impede a

10
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coalescéncia. Estes emulsificantes estabilizam emulsées em meio alcalino e neutro, mas ndo em meio
acido. Um dos exemplos mais conhecidos destes emulsificantes sao os sabdes alcalinos (figura 13),
sendo um dos aspetos menos positivos o clareamento da pele, mas que pode ser solucionado com a

adicao de oleo de silicone.?

)OJ\

o ®

R™ O Na

Figura 13. Estrutura representativa dos sabdes alcalinos (R representa uma cadeia carbonada).

Os emulsificantes cationicos O/A sdo normalmente sais de aménio quaternarios (figura 14).
Estes compostos raramente sao utilizados em produtos de skin care, pois sao bastante irritantes. No
entanto, sao utilizados em produtos para cabelo, como substancias condicionantes e agentes
antiestaticos, evitando o enricamento e o frizz. Estes emulsificantes sdo estaveis em meios acidos e
alcalinos e tém atividade antibacteriana, no entanto sdao incompativeis com compostos anidnicos e

intolerantes a agua dura.?

R 17
R'—ITJ—R X
R

Figura 14. Estrutura representativa dos sais de amdnio quaternario (R' representa uma cadeia carbonada e R grupos

metilo).

Os emulsificantes A/O séo outro tipo de emulsificantes, apesar de menos relevantes que os
emulsificantes O/A referidos anteriormente. Este tipo de emulsificantes estabilizam emulsdes dgua em
oleo e normalmente provocam uma sensacao gordurosa, uma vez que as gotas de agua sao mantidas
embaladas em dleo. Os emulsificantes nao iénicos A/O sdo compostos hidrofobicos que sdo mais
soliveis em gordura do que em agua. Exemplos destes emulsificantes sdo a Lanolina e os seus
derivados e alguns ésteres ou poliésteres de alcoois. A Lanolina (figura 15) é bastante utilizada como

solvente em formulacdes cosméticas, como ceras.?
o}

/\/\/\/\/\/\/\)]\0/\/\/\/\/\/\/\/\/\

Figura 15. Estrutura da Lanolina.

Outros emulsificantes, ainda na classe dos emulsificantes A/0O, sdo os emulsificantes anionicos
A/Q. Estes sao sais de acidos gordos de catides multivalentes, como o calcio, magnésio, zinco ou
aluminio e sdo utilizados como fatores de consisténcia em emulsdes cosméticas. Uma das maiores
desvantagens destes compostos é ndo poderem ser combinados com emulsificantes anionicos O/A,

pois tornam-se neutros e a estabilidade da emulsao perde-se. 2
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Os emulsificantes anfotéricos, dependendo do pH da reacdo, podem funcionar como anides ou
catides. Caso 0 meio seja acido, estes funcionam como emulsificantes catidnicos e caso 0 meio seja
alcalino, funcionam como emulsificantes anidnicos. A sua maior vantagem é que podem ser
combinados com qualquer tipo de emulsificantes, pela sua variacdo de caracter. O facto de
apresentarem baixa toxicidade, serem altamente degradaveis, nao irritarem a pele e serem capazes de
inibir os efeitos irritantes de outros compostos sado vantagens destes emulsificantes. Estes sdo bastante
utilizados em cosmética, em produtos de barbear, locdes corporais e cremes. Os exemplos mais
relevantes, sdo os derivados da Betaina e a Lecitina. A Lecitina (figura 16), estabiliza emulsdes O/A,
quando pura, e quando ligada a fosfolipidos, acidos gordos livres ou carbohidratos, estabiliza emulsdes

A/0O. A Lecitina suaviza a pele, inibe a sua lubrificacdo e facilita a reabsorcdo de ingredientes ativos.

R
=0 -
R\”/O\/k/O\FI),O\;ITJ—CHrQ\
1l

CH
o) 3

Figura 16. Estrutura representativa da Lecitina (R representa um residuo de alquil acido gordo).

Uma alternativa aos emulsificantes mais comuns sao os polimeros e sélidos insollveis, uma
vez que estes evitam a coalescéncia da fase dispersa. A elevada massa molecular deste tipo de
compostos impede que os compostos irritem a pele, pois dificulta a sua migracdo. A
Hidroxipropilmetilcelulose (figura 17), é exemplo deste tipo de emulsificantes, que é frequentemente

adicionado a fase continua para aumentar a sua viscosidade e aumentar a estabilidade da emulséo.?

OH
OH
OH H\ OH
AN A
o, O 0.0
o
o " OH
7/\0 . o ,O/W/
O e}

HO
Figura 17. Estrutura da Hidroxipropilmetilcelulose.

Os emulsificantes naturais sdo outra das classes, e aparecem cada vez mais, devido a
necessidade de sinteses mais ecologicas e que obedecam aos principios da quimica verde. Estes
principios tm como objetivo a criacdo, producao, e uso de quimicos eficientes e efetivos mais
benignos para o ambiente.* O maior desafio nestes processos é garantir a mesma qualidade do
produto que seria produzido através de sintese quimica, uma vez que os produtos naturais tém
limitacOes estéticas e uma maior instabilidade associadas.'* Nestes emulsificantes & necessaria a

adicao de um conservante e sao exemplos as ceras derivadas de plantas, a Lecitina e a Lanolina. v
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A ultima classe sdo os emulsificantes em silicone. Os silicones nao sdo soluveis em agua ou
oleos e, por isso, s6 podem ser introduzidos em formulacdes através da modificacdo quimica do
silicone, 0 que aumenta a sua solubilidade em agua, ou através de emulsées de silicone. Estes
emulsificantes sdo mais estaveis numa emulsdo A/S, ou seja, numa emulsdo na qual o silicone é a

fase continua e a fase dispersa é agua.z

silicone
Q
® @ ® 00 agua
'. ./C
90 °

Figura 18. Emulsdo A/S (agua em silicone) (Imagem criada em Biorender.com).

A estabilidade do silicone ¢ dificultada pela sua origem, uma vez que este é derivado de uma
micela, que é um agregado de tensioativos que se forma quando ultrapassada a concentracdo micelar
critica. Os tensioativos agregam-se, num determinado solvente, até formar uma monocamada
saturada. A polaridade do solvente pode variar, o que leva a formacdo de micelas normais, num
solvente polar, ou micelas invertidas, num solvente apolar, sendo que ambas as estruturas se
encontram representadas na figura 19. Este tipo de emulsdes pode ser utilizado em formulacdes com

aplicacao capilar ou topica.*

(R) (B)

Figura 19. Micela normal (A) e micela invertida (B) * (Imagem criada em Biorender.com).

Os emulsificantes em silicone foram desenvolvidos para estabilizar as emulsdes com silicone,
sendo que estes sdo constituidos por uma parte soltvel em silicone (siloxano) e outra soluvel em agua
(parte hidrofilica) e dleo (hidrocarboneto). Estes emulsificantes, escolhidos através do conceito 3D HBL
1 t8m propriedades de silicone, como por exemplo, a sensacao de toque na pele e a baixa irritacao
provocada quando aplicado.

GH; GHs CHs GHs
H3C—S|i-OJ[SIi-Ol;lSIi—OtSIi—O—CHg,
CHy CH; CH, CHj

Figura 20. Estrutura geral de um emulsificante de silicone (X representa a modificacdo hidrofilica)e.
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1.4 Sintese de emulsificantes

Os emulsificantes naturais tornam-se cada vez mais comuns, mas ainda nao substituem os
restantes emulsificantes utilizados nas mais variadas formulacées cosméticas. O vasto numero de
compostos disponiveis faz com que a sintese destes seja necessariamente diferente, dependendo da

classe de emulsificante que integram.

Na classe de emulsificantes O/A, os emulsificantes nao iénicos O/A sao o grupo mais
representativo e sdo exemplificados pelos alcoois gordos etoxilados e ésteres de acidos gordos
etoxilados. Estes compostos sdo sintetizados através de reacdes de etoxilacdo (figura 21). Estas
consistem na reacdo entre alcoois de acidos gordos e o epdxi-etano para formar alcoois gordos

etoxilados, sendo catalisada por hidroxido de potassio, a uma temperatura de 150°C.

0 .0 H
R-OH +n/\—HQH » R {\/\ojln

Figura 21. Esquema de sintese de alcoois gordos etoxilados, catalisada por KOH, a uma temperatura de 150°C 2.

Antigamente, os alcoois gordos etoxilados eram obtidos através da reacao de hidrogenacao de
acidos gordos, mas como a maioria sao oxo-acidos, nos dias de hoje sao obtidos através de reacdes de
hidroformilacéo. Estas reacdes consistem na sintese de um aldeido, a partir de um alceno, mondxido
de carbono e hidrogénio molecular, com catalisador metalico e a uma temperatura entre 40°C e
300°C. O aldeido sintetizado é posteriormente reduzido a alcool, caso a reacdo aconteca a temperatura
elevada. O processo de sintese de ésteres de acidos gordos etoxilados é bastante semelhante, no

entanto o reagente inicial € um éster, como representado na figura 22.2

O (0]
I O cat
R/C\O/\/OH +n/\ RJJ\O(/\/O\];/\OH

Figura 22. Esquema de sintese de ésteres de acido etoxilados, com recurso a um catalisador metalico, a uma

temperatura entre 40°C e 300°C e alta pressao, entre 10 e 100 atm (adaptado de #).

Os sabdes alcalinos, os exemplos mais relevantes de emulsificantes anionicos O/A, sdo
sintetizados através de reacdes de saponificacdo, ou seja, uma reacdo entre um éster, como por
exemplo um triglicerideo, e uma base forte, que origina o sabao alcalino e glicerol (figura 23).2

0
R~ 0
0] )J\ HO
}o RO+ 3NaOH ——= 3 g~ Na® + }OH
_<o A HO
R 0
o)
Figura 23. Esquema de sintese de sabdes alcalinos com aquecimento, a temperatura ambiente. =

14



1. Revisao bibliografica (Sintese de emulsificantes)

Os emulsificantes cationicos O/A, representados pelos sais de aménio quaternarios sao
sintetizados através de uma reacao de acoplamento, a reacdo de Menshutkin. Esta reacdo converte
uma amina terciaria num sal de amonio quaternario, através da reacao da amina com um haloalcano,

a temperatura ambiente.

R R0
N._ +R—X—>=[R—N-R| X
R™R &

Figura 24. Esquema representativo da reacdo de Menshutkin a temperatura ambiente, overnjght (adaptado de #).

Na classe dos emulsificantes A/O, os emulsificantes A/O nao i6nicos tm como exemplo mais
relevante a Lanolina e os seus derivados. A Lanolina € um produto natural obtido na limpeza da |a dos
carneiros, com um aspeto de graxa amarela (figura 25) e cuja composicao inclui hidrocarbonetos e
ésteres, sintetizados a partir de alcoois e acidos presentes. Os ésteres produzidos podem ser 0os mais
variados, uma vez que estes compostos variam quer no tamanho da cadeia, quer na parte alcodlica, o

que confere a Lanolina uma textura mais liquida ou mais solida, consoante os reagentes de partida.:

Figura 25. Lanolina (#4ftps.//guiadatarmacia.com.br/lanolina-saiba-o-que-e-e-quais-as-indicacoes-de-usoy).

Outro exemplo de emulsificantes A/O n&o ionicos sdo alguns ésteres ou poliésteres de alcoois.
Os compostos mais relevantes neste grupo sdo 0s monoglicerideos, exemplificado pelo monooleato de
glicerol. Este composto é sintetizado através da reacdo de esterificacdo entre um acido carboxilico e
um alcool. No caso da sintese do monooleato de glicerol, a reacao ocorre entre o acido oleico e o

glicerol, em meio acidico, ou seja, catalisado pelo acido ptoluenossulfonico (figura 26).2
HsC HsC

OH OH
N OH + HO_A_OH  -R-IsOH. S O_X_OH

Figura 26. Esquema de sintese da reacdo de esterificacdo catalisada pelo acido p-toluenossulfénico, a uma temperatura

de 140°C, durante 90 minutos.»

A Lecitina e os derivados de Betaina sdao os exemplos mais comuns de emulsificantes
anfotéricos. A Lecitina € um emulsificante natural, uma vez que se encontra em tecidos animais ou

vegetais e pode ser extraida facilmente com recurso a solventes como o hexano ou a acetona. Esta
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também pode ser sintetizada a partir do 6leo de soja, por precipitacdo, o que resulta na Lecitina no
estado sélido. A composicdo quimica deste composto envolve uma mistura de lipidos, e deste modo,

dependendo dos lipidos que a constituem, esta pode ter diferentes aspetos (figura 27).%

Figura 27. Lecitina granulada (https://www.medicalnewstoday.com/articles/319260) e Lecitina liquida

(https://www.ingredientsnetwork.com/sunflower-lecithin-liquid-nongmo-allergen-free-prod1237120.html).

Os derivados de Betaina sao outro exemplo de emulsificantes anfotéricos e alguns derivados
sao a C-alquil betaina, Alquil aminopropril betaina, fosfobetaina e éster de betaina, que se encontram

representados na figura 28, bem como a estrutura da Betaina.z#

e I o 5 i ©
w e @ N (€ RJ\N/\/\%/\H/O
| [ H !
o 9 RO o
0 A or @ RHIRE

Figura 28. Estrutura da Betaina (A), C-alquil betaina (B), alquil aminopropril betaina (C), éster de betaina (D) e
fosfobetaina (E). 72

A sintese dos derivados de Betaina pode ser realizada a partir de acidos gordos, como a alquil

aminopropril betaina ou a partir de alcoois gordos, como a C-alquil betaina (Figura 29).z

0 0 o] % o
(A) J\ NaF J\ C EtOH:H,0 (5:1 N o
AN a AN | :H,0 (5:1) ~AE
X" OH +H3N '}‘ 160°c, 120~ R ﬂ N \)LONa 79°C, pH 11-13, 12h~ R ” /N\/\Ifc

o] |0
MeN,H / NaOH N®
(B) rR-on —MeNH oy 4 O\ g, —NEOH o pNT AP
Figura 29. Esquema sintético de alquil aminopropril betaina (A) e de C-alquil betaina (B). =
As alternativas aos emulsificantes comuns, os polimeros, sao bastante diversos e tém
processos de sintese bastante diferentes. O exemplo referido, a Hidroxipropilmetilcelulose, € sintetizado

a partir da celulose com clorometano e éxido de propileno. Os restantes emulsificantes sao sintetizados

a partir de reacdes de polimerizacao, isto &, a partir da adicao ou condensacao de monémeros.>

A Dimeticone copoliol é a classe de emulsificantes em silicone mais relevante e que tem sido o

composto chave na industria destes. A nomenclatura dos compostos tem como base a sua estrutura,
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uma vez que este é constituido por um polimero de silicone, a dimeticone, um co-polimero e um grupo

hidroxilo (figura 30).2

GHa GHy GHo CHa
H3C—Sli—OJ(SIi—O];[Sli-O{;nS‘I,i-O—CHg,
CHs CHs (CH,), CHg
O—(CH3CH,0),—(CH,CH(CH3)O),H

Figura 30. Estrutura representativa da dimeticone copoliol. =

A estrutura representada é um polimero de dimetilsiloxano com cadeias laterais de
polietilenoglicol ou polioxopropileno. A sintese deste composto ocorre através de uma reacdo de
hidrosililacdo, que adiciona as ligacdes Si-H compostos insaturados, normalmente catalisada por Niquel

(figura 31).

CH; CH; CH; CHs CH3 CH3 CH; CHy
HaC-Si-0-Si-0-Si-0-Si-CHy + H;C=CH-CH,0~(CH,CH,0)H —2— H,C-Si-0-8i-0-Si-0-Si-CHj
CH; CH; H  CHs CH; CH3 CH, CHj
CHy
CHy

O_(CH20H20)7H

Figura 31. Reacéo de hidrosililacao. »

A estrutura deste composto é bastante suscetivel a modificacdes, o que permite a sintese de
compostos com as mais variadas propriedades. Isto acontece pela ligacdo do silicone a trés grupos
metileno, que tém a funcdo de tornar a ligacdo entre o silicio e o carbono estavel. A presenca de
unidades variaveis na molécula determina algumas propriedades do composto. Exemplo destas
propriedades sdo o tipo de emulsdo que o emulsificante estabiliza (dgua em silicone ou silicone em

agua), o brilho ou a sensacao ao toque.®

Os catalisadores, utilizados na maioria das sinteses destes compostos, sdo acidos ou metais, o
que apresenta algumas desvantagens, como a elevada temperatura reacional ou o uso de produtos
perigosos para o ambiente. Face a necessidade da implementacéo de novas estratégias sintéticas, que
respeitem os principios da quimica verde, os catalisadores utilizados nas reacdes de sintese de
emulsificantes sao alterados, tornando-se cada vez mais comum a biocatalise. Estas reacoes utilizam
enzimas como catalisadores, o que se traduz em vantagens como a seletividade e a
estereoespecificidade da enzima, que ndo se verifica com 0s outros catalisadores, uma vez que, em
muitas reacdes é formada uma mistura de estereoisdémeros. O menor consumo de energia nas reacoes
€ outra vantagem associada a catalise enzimatica, o que permite que reacdes ocorram em condicoes
mais sustentaveis, uma vez que as enzimas catalisam reacdes a temperatura e pressao bastante mais

baixas que os catalisadores quimicos, podendo mesmo ocorrer a temperatura e pressdao ambiente.:»
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1.5 Lipases na sintese de ésteres

A sintese de ésteres pode ocorrer através de reacdes de esterificacao ou de transesterificacao,
ilustradas na figura 32. 0 produto secundario destas reacdes é a agua, que favorece a reacao inversa, o
que torna essencial a remocao de agua neste tipo de reacoes, que pode acontecer através do uso de
solventes organicos como o heptano ou hexano, do uso de crivos moleculares, ou da remocao de
solventes na reacao. A sintese industrial de ésteres ocorre a temperaturas muito elevadas, entre 150°C
e 240°C, o que gera produtos que necessitam de tratamento adicional para aplicacdo cosmética. As
enzimas sao utilizadas como catalisadores nas reacdes com o objetivo de sintetizar produtos puros,

sem cor ou odor, a uma temperatura reacional bastante inferior, entre 30°C e 70°C.=

A ¢ + R'OH C +H

R OH rR"C oR! 20

g A — B L3
(B) R OR' | R277OR3 R2" COR' ' R7TOR?

Figura 32. Reacdes de sintese de ésteres - (A) esterificacao e (B) transesterificacao. ==

As lipases sao as enzimas mais utilizadas na sintese de ésteres. Estas enzimas tém origem
maioritaria em microorganismos, mas também podem ser produzidas industrialmente a partir de
células microbianas, devido a facilidade de controlo e 0 menor custo associado a sua producéo. Os
microorganismos mais utilizados para a producao de lipases sdo os fungos do género Aspergillus,

bactérias do género Pseudomonas e leveduras do género Candida.*

Eliminacao de reacgdes
dependentes de agua

Reconhecimento de T Facilidade de recuperagao
diferentes substratos eznimatica

Facil obtencao de ésteres
com solventes com baixo

Boa solubilidade de
ponto de ebuliccdo ¢

substratos hidrofbicos

Estereoespecificidade

Figura 33. Vantagens do uso de lipases em reacdes de sintese de ésteres (adaptado de ).

Este tipo de enzimas tem inumeras vantagens associadas (figura 33), sendo destaque a
capacidade de sintetizar apenas um dos enantibmeros, relevante pelas diferentes propriedades
adquiridas por cada compostos.® No entanto, apesar das iniUmeras vantagens associadas, o uso de
lipases apresenta alguns inconvenientes como as restricoes de enzimas livres em processos
industriais, a estabilidade térmica e/ou em baixos valores de pH e a perda de atividade catalitica apos

a utilizacdo. De modo a superar as desvantagens associadas ao seu uso, é utilizada a técnica de
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imobilizacdo enzimatica, ou seja, a enzima fica restrita a uma determinada regido e ligada a um
suporte sélido inerte, no qual passa o substrato e este é convertido em produto. Os dois métodos mais
relevantes de aplicacdo desta técnica sdo a ligacdo covalente e a adsorcdo fisica. No método de
adsorcao fisica (figura 34-A) a enzima ¢ imobilizada num suporte através de ligacoes fracas, tais como
pontes de hidrogénio ou forcas de Van der Waals, e caso o suporte seja hidrofobico, a sua atividade
aumenta devido a alteracdes conformacionais que tornam estavel a sua conformacdo aberta. No
método de ligacdo covalente (figura 34-B), a estabilidade da enzima é aumentada pelas ligacdes

covalentes entre os grupos tiol e amina da enzima e os grupos ativos do suporte.®

[ ]
(A) Superficie (B) Superficie

Figura 34. Representacdo esquematica do método de adsorcéo fisica (A) e ligacado covalente (B) (Imagem criada em

Biorender.com).

As lipases utilizadas como catalisadores pertencem a classe das enzimas serinas hidrolases,
gue sao enzimas que catalisam a hidrélise de triglicerideos em diglicerideos, monoglicerideos, glicerol e
acidos gordos, bem como a reacdo inversa, ou seja, a esterificacdo da molécula de glicerol com acidos
gordos em sistemas com pouca agua. Estes biocatalisadores atuam na interface de sistemas bifasicos,
em que o substrato ¢ um agregado de moléculas de éster ou micelas que fazem interface com um
meio aquoso, sendo este fendmeno denominado como ativacao interfacial. A relevancia destas enzimas
na sintese de novos compostos esta relacionada com a sua estabilidade em solventes organicos, a

inexisténcia de produtos de reacao secundarios e a desnecessidade de cofatores ou coenzimas.*

A estrutura da lipase é bastante relevante para compreender o seu mecanismo de acdo. O
centro ativo, a regido da enzima na qual ocorrem as reacOes, € composta por uma determinada
sequéncia de aminoacidos. Neste, a triade catalitica € composta por um residuo de serina, um residuo
de histidina e um residuo de aspartato, que pode ser substituido por um residuo de glutamato (figura
35). Uma estrutura composta por uma sequéncia peptidica de a-hélice, denominada tampa (/id), cobre
0 centro ativo da enzima e impede a ligacdo do substrato a triade catalitica, na sua conformacéao
fechada, ou seja, na auséncia de solvente ou da interface lipido/agua. No entanto, quando em contacto
com interfaces hidrofébicas, ou seja, quando o substrato se liga a superficie da enzima, essa tampa
move-se e torna o centro ativo acessivel ao substrato, 0 que causa a exposicao de uma grande

superficie hidrofobica e confere funcionalidade a enzima, pois facilita a ligacdo do substrato a lipase. ¥
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Figura 35. Representacéo tridimensional da triade catalitica (cinzento) numa lipase serina hidrolase. A enzima encontra-se
representada em carfoon castanho. Os atomos de azoto estdo destacados a azul e os atomos de oxigénio a vermelho

(Imagem obtida com recurso ao programa PyMo/, PDB:1TIB).

0O mecanismo de acao das lipases (figura 36) tem inicio com uma reacao de acilacdo, na qual
sao transferidos protdes entre os residuos da triade catalitica, o que provoca a ativacdo do grupo
hidroxilo da serina. O residuo de serina, que atua como nucledfilo, ataca o grupo carbonilo do substrato
e forma o primeiro intermediario tetraédrico (1). A carga negativa é estabilizada pela cavidade de
oxianido (2) através das ligacdes de hidrogénio das amidas da lipase. O passo seguinte prende-se com
a libertacao do alcool, previamente ligado ao intermediario, enquanto o substrato continua ligado ao
residuo de serina e forma o complexo acil-substrato (3). A desacilacdo ocorre de seguida quando o
nucleofilo ataca a enzima, o que conduz ao ultimo passo da reacdo, que é a libertacdo do produto

reacional e a regeneracao da enzima.”*
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Figura 36. Ciclo catalitico da hidrolise do éster pela lipase. A triade catalitica encontra-se representada a rosa, a enzima a

azul e o éster/acido/alcool a preto (adaptado de #).

No grupo das lipases com origem em microorganismos/organismos, destaca-se a lipase
porcine pancreas, que ¢é extraida do pancreas do porco. Esta € uma pequena proteina globular (figura
37) constituida apenas por uma cadeia, sendo que a estrutura tridimensional revelou dois dominios
bem definidos. O dominio Mterminal que contém a triade catalitica e o dominio Cterminal, que contém
os residuos da colipase, uma coenzima proteica necessaria para a atividade da lipase pancreatica,
representado a cinzento na figura 37. A estrutura revelou ainda duas alcas, que ligam as hélices a e

folhas 3, que bloqueiam o sitio catalitico. No entanto, a conformacéo aberta, que torna funcional a
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lipase, € estabilizada por pontes de hidrogénio entre a estrutura que impede a ligacdo do substrato a

triade catalitica e a colipase.®
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Figura 37. Representacéo tridimensional da estrutura da lipase nativa da porcine pancreas na conformacao aberta. A
enzima encontra-se representada em carfoon castanho e a triade catalitica a cinzento. Os atomos de azoto estdo

destacados a azul e os dtomos de oxigénio a vermelho (Imagem obtida com recurso ao programa PyMol, PDB:1ETH).»

Esta lipase é uma das mais utilizadas nas reacoes de biotransformacao, devido a sua elevada
estabilidade termodinamica em temperaturas elevadas, alta seletividade e alta atividade catalitica em
inimeras reacdes com variados solventes. O uso desta lipase na sintese de monoacilglicerois torna-a
bastante relevante na industria farmacéutica, como aglutinante em comprimidos e na industria

cosmética, como emulsificantes em formulacdes cosméticas. =

No grupo das lipases produzidas a partir de células microbianas sao mais relevantes as lipases
produzidas por leveduras do género Candida e fungos do género Aspergiflus. O exemplo com maior
destaque das lipases produzidas por leveduras do género Candida é a lipase da Candida rugosa, sendo
esta lipase produzida através do processo de fermentacdo das leveduras. A estrutura da lipase é
bastante semelhante as referidas, ou seja, tem estruturas de hélices « e folhas [, intercaladas com
residuos cataliticos no centro. Possui dois terminais e a tampa que cobre o centro ativo, na
conformacao fechada, é constituida por hélices a de tamanho inferior (figura 38). A triade catalitica,
formada por um residuo de serina, histidina e glutamato, é exposta quando a enzima entra em
contacto com interfaces ou substancias hidrofébicas, o que torna a enzima funcional e estavel na

conformacao aberta. #«

(R)

Figura 38. Lipase da Candida rugosa na conformacéo fechada (A) (PDB: 1TRH) e na conformacao aberta (B) (PDB: 1CRL)

com a distancia entre os residuos de extremo da cavidade evidenciada (Imagem obtida com recurso ao programa PyMol) .+«
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Esta lipase & normalmente utilizada na sua forma imobilizada, pois no seu estado natural, é
liguida, pouco estavel e de dificil manuseamento. A lipase tem aplicacédo pratica em varias industrias,
mas destacam-se a industria farmacéutica e a cosmética, pela sua alta atividade e especificidade na

sintese de ésteres e acidos gordos.*

As enzimas produzidas a partir de fungos do género Aspergillus sao as mais diversas, sendo
um dos exemplos a lipase formada a partir de Aspergillus oryzae. Esta lipase relevou-se promissora na
sintese de ésteres através da reacao entre varios acidos e alcoois de cadeia curta.”Outra funcao deste
fungo € a producdo da lipase de 7hermomyces lanuginosus, a partir de uma estirpe recombinante,
sendo esta enzima, na sua forma isolada, a Lipolase® responsavel pela hidrolise de triacilglicerdis, isto
¢, a parte com funcao de lipase ativa para hidrélise. A lipase de 7hermomyces lanuginosus é 1,3-
estereoespecifica, ou seja, hidrolisa o grupo éster de triglicerdis na posicao 1 e na posicao 3.# A lipase
de Thermomyces lanuginosus € utilizada na sua forma imobilizada, com suportes solidos de
imobilizacdo, mas estes suportes podem ter o contra de reduzir a atividade enzimatica pela restricao de
mobilidade imposta. Deste modo, a estratégia mais utilizada para a amplificacdo das propriedades
enzimaticas é a modificacao da superficie da enzima com pequenas moléculas. Nos ultimos anos, a
lipase de Thermomyces lanuginosus foi modificada com compostos de comprimentos de cadeia e
hidrofobicidade diferentes, que se ligam aos residuos de lisina da superficie. A interacdo com
aminoacidos hidrofébicos proximos ao centro ativo torna a tampa mais instavel e alarga a cavidade
onde se encontra a triade catalitica, resultando num aumento do desempenho catalitico da lipase. Um
dos ligandos que revelou uma melhoria significativa na estabilidade e atividade da enzima em reacdes

de esterificacao e transesterificacao foi o dodecil aldeido (figura 39).4

Figura 39. Representacao da lipase da Aspergillus oryzae modificada com o dodecil aldeido. A enzima encontra-se
representada em carfoon castanho e o residuo de lisina 98 modificado a verde (Imagem obtida com recurso ao programa

PyMol, PDB:1TIB/ 1TIB modificada).

A modificacdo da enzima revelou uma melhoria no desempenho desta, o que a torna uma
potencial técnica a ser utilizada nas mais variadas industrias, desde o biodiesel a cosmética, visto que

€ mais econdmica e eficiente.*
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2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram comercializados por diversas marcas. O etanol, a
acetona e o acetato de etilo foram adquiridos a Fischer Chemicals. O hidrogenofosfato de sodio e o
hidroxido de sddio foram adquiridos a marca Panreac. O cianoborohidreto de sédio, hidrogenofosfato
de sodio, dodecil aldeido, bicarbonato de sodio, cloreto de potassio, dihidrogenofosfato de potassio,
hidroxido de sddio e sulfato de magnésio a marca Sigma Aldrich e o cloreto de sodio foi adquirido a
marca Labkem. O acido octanoico, o acido decandico, o acido palmitico, o acido oleico, o acido
linoleico, o etilenoglicol, o 1,3-propanediol, o dietilenoglicol, o trietilenoglicol, o polietilenoglicol 200
(PEG200), o 2-(2-etoxietoxi)etanol (transcutol) e o 2-etoxietanol utilizados na sintese de ésteres foram
adquiridos a marca 7C/ Chemicals. O solvente utilizado, o r+heptano foi adquirido a marca Fischer
Chemicals e foi seco com crivos moleculares antes da sua utilizacdo na sintese de ésteres.

As trés enzimas envolvidas neste trabalho foram comercializadas pela marca Sigma, sendo
elas a lipase nativa da Aspergillus oryzae (>100000 U/g), a lipase nativa da Candida rugosa (> 700
U/mg) e a lipase nativa da porcine pancreas (46 U/mg) e foram utilizadas apdés o processo de
ultrafiltracdo usando um sistema de ultrafiltracdo — UF Stirred Cell 47mm - da marca Milljpore com
uma membrana de 10 kDa e liofilizacao (Labconco Freezone 2,5 e bomba de vacuo Welch).

No processo de emulsificacdo foi necessario preparar uma solucdo fosfato-salino (PBS) 10x
(pH = 7,4), que foi preparada pesando 40,031g de cloreto de sodio, 1,0064¢g de cloreto de potassio,
7,700¢g de hidrogenofosfato de sodio e 0,9526g de dihidrogenofosfato de potéssio dissolvidos em agua

ultrapura, num volume total de 500 mL.

2.1.1 Modificacao da lipase nativa da Aspergillus oryzae

A modificacao da lipase nativa da Aspergillus oryzae foi feita através de uma reacao overnight,
a 4°C, com 2 mL da lipase nativa da Aspergillus oryzae, 5 mL de uma solucédo de cianoborohidreto de
sddio (0,02 M) e hidrogenofosfato de sodio (0,1 M) e 240 uL de dodecil aldeido. Posteriormente, apos
filtracdo por gravidade, a enzima ultrafiltrada, sendo obtida na forma de um solido branco, apdés
liofilizacdo (Labconco Freezone 2,5 e bomba de vacuo Welch). A atividade da enzima foi confirmada

através do procedimento descrito na literatura. #
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2.1.2 Sintese de ésteres com solvente

Num frasco com 5 mg de enzima, adicionou-se 0,95 mmol de acido carboxilico (acido oleico,
acido octandico, acido linoleico, acido decandico ou acido palmitico) com 1 equivalente de alcool
(etilenoglicol, dietilenoglicol, trietilenoglicol, 1,3-propanediol, PEG200 ou 2-etoxietanol), a excecdo do
2-(2-etoxietoxi)etanol, que foram utilizados 1,2 equivalentes. Em seguida foram adicionados 3 mL de
rrheptano e a suspenséo foi colocada num banho de parafina, a 37°C, com agitacdo. A reacao foi
controlada por uma titulacdo acido-base em diferentes intervalos de tempo. Para isso, foram retirados
100 uL da mistura reacional para um baldo de 5 mL, perfazendo o volume com uma solucdo de
acetona/etanol (1:1). A solucao foi titulada com uma solucéo aquosa de hidréxido de sodio 20 mM e o
ponto de equivaléncia foi determinado com o uso do indicador fenolftaleina 0,5% (m/v). A enzima foi
removida através de filtracdo por gravidade, e o rrheptano evaporado por pressdo reduzida num
evaporador rotativo (Heidolph), a 60°C. Posteriormente, o éleo obtido foi dissolvido em acetato de etilo
e transferido para um funil de separacdo, sendo lavado com uma solucdo aquosa de bicarbonato de
sodio 5% e com agua destilada. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio e evaporada a 40°C
sob pressao reduzida, com recurso ao evaporador rotativo.

Seguindo o protocolo anterior, foram sintetizados seis ésteres, na sua forma pura, com
sucesso, que foram posteriormente caracterizados (Apéndice B):

a) Sintese do 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a)

Num frasco com 5 mg de enzima (lipase da Aspergillus oryzae modificada) foi adicionado
acido octandico (151 L), 2-(2-etoxietoxi)etanol (153 pL) e heptano. O produto 6a foi obtido

na forma de 6leo incolor (nN=72%).
(0]

7 5 3 11 o 15 17
2 O/\IZ/ \14/\0/\18

8 6 )1

'H RMN(400 MHz, CDCIs) §(ppm): 4.22 (dd, .~ 6.0, 4.8 Hz, 2H, H11), 3.70-3.68 (m,
2H, H12), 3.65-3.63 (m, 2H, H14), 3.59-3.57 (m, 2H, H15), 3.52 (q, .~ 6.8 Hz, 2H, H17),
2.33 (t, &~ 7.6 Hz, 2H, H2), 1.65-1.57 (m, 2H, H3), 1.32-1.24 (m, 8H, H4-7), 1.20 (t, .~
7.6 Hz, 3H, H18), 0.87 (t, ~ 6.8 Hz, 3H, H8).

FTIR-ATRv (cm+): 2926-2860 (CH. alifaticos), 1740 (C=0), 1460-1370 (CH:), 1120 (C-0)
HRMS calculada: 261,3840 g/mol (MH-) HRMS obtida: 261,2078 g/mol (MH-)

25



2. Materiais e métodos

b) Sintese do 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b)
Num frasco com 5 mg de enzima (lipase da Aspergillus oryzae modificada) foi adicionado
acido decandico (183 L), 2-(2-etoxietoxi)etanol (153 pL) e heptano. O produto 6b foi obtido

na forma de dleo incolor (n=68%).

o
9 7 5 3 13 o 17 19
10 O/\/ \/\O/\ZO
8 6 4 2 14 16

'H RMN(400 MHz, CDCIs) §(ppm): 4.22 (dd, .~ 6.0, 4.8 Hz, 2H, H13), 3.71-3.68 (m,
2H, H14), 3.65-3.63 (m, 2H, H16), 3.59-3.57 (m, 2H, H17), 3.52 (q, /~ 7.2 Hz, 2H, H19),
2.32 (t, = 7.2 Hz, 2H, H2), 1.65-1.57 (m, 2H, H3), 1.34-1.23 (m, 12H, H4-9), 1.20 (t, ~
6.8 Hz, 3H, H20), 0.87 (t, .~ 6.4 Hz, 3H, H10).

FTIR-ATRv (cm+): 2930-2850 (CH. alifaticos), 1740 (C=0), 1466 (CH), 1120 (C-0)

ESI calculada: 289,43 g/mol (MH*) ESI obtida: 288,95 g/mol (MH)

c) Sintese do 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢)

Num frasco com 5 mg de enzima (lipase da Aspergillus oryzae modificada) foi adicionado
acido palmitico (243,6 mg), 2-(2-etoxietoxi)etanol (153 pL) e heptano. O produto 6¢ foi

obtido na forma de solido branco (n=68%).

(e}

19 o) 23 25
16 O/\/ \/\O/\ 26
14 12 10 8 6 4 2 20 22

'H RMN(400 MHz, CDCI:) 8(ppm): 4.24-4.22 (m, 2H, H19), 3.71-3.69 (m, 2H, H20),
3.66-3.63 (m, 2H, H22), 3.60-3.57 (m, 2H, H23), 3.53 (q, .~ 6.8 Hz, 2H, H25), 2.32 (t, .~
7.6 Hz, 2H, H2), 1.61 (quint., /= 6.8 Hz 2H, H3), 1.35-1.24 (m, 24H, H4-15), 1.21 (t, .~
7.2 Hz, 3H, H26), 0.87 (t, /~ 6.8 Hz, 3H, H16).

FTIR-ATRv (cm+): 2920-2850 (CH- alifaticos), 1736 (C=0), 1476 (CH:), 1116 (C-O)

ESI calculada: 373,59 g/mol (MH") ESI obtida: 373,05 g/mol (MH")

d) Sintese do 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d)

Num frasco com 5 mg de enzima (lipase da Aspergillus oryzae modificada) foi adicionado
acido oleico (300 pL), 2-(2-etoxietoxi)etanol (153 pL) e heptano. O produto 6d foi obtido na

forma de dleo incolor (n=68%).

18 16 14 12 10 9 7 5 3 21 25 27

— ] O/\/O\24/\O/\ 28
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'H RMN(400 MHz, CDCl:) 8(ppm): 5.35-5.32 (m, 2H, H9, H10), 4.24-4.22 (m, 2H,
H21), 3.71-3.69 (m, 2H, H22), 3.66-3.63 (m, 2H, H24), 3.60-3.57 (m, 2H, H25), 3.53 (q,
J~ 6.8 Hz, 2H, H27), 2.32 (t, ~ 6.8 Hz, 2H, H2), 2.01-1.98 (m, 4H, H8, H11), 1.66-1.58
(m, 2H, H3), 1.37-1.24 (m, 20H, H4-7, H12-17), 1.21 (t, ~ 6.8 Hz, 3H, H28), 0.88 (t, .~
6.4 Hz, 3H, H18).

FTIR-ATR v (cm*): 3016 (C=C-H), 2926-2860 (CH: alifaticos), 1740 (C=0), 1460-1370
(CHs), 1120 (C-O)

HRMS calculada: 399,6280 g/mol (MH-) HRMS obtida: 399,3504 g/mol (MH-)

e) Sintese do 2-(2-etoxietoxi)etil(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoato (6e)

f)

Num frasco com 5 mg de enzima (lipase da Aspergillus oryzae modificada) foi adicionado
acido linoleico (293 L), 2-(2-etoxietoxi)etanol (153 L) e heptano. O produto 6e foi obtido

na forma de dleo incolor (n=75%).

[e]
17 15 1312 10 9 7 5 3 21 o 2% 7
O/\/ \/\o/\28
18 16 14 11 8 6 4 2 22 24

'H RMN(400 MHz, CDCI:) 8(ppm): 5.42-5.29 (m, 4H, H9, H10, H12, H13), 4.24-4.22
(m, 2H, H21), 3.71-3.69 (m, 2H, H22), 3.66-3.63 (m, 2H, H24), 3.60-3.58 (m, 2H, H25),
3.53 (q, /= 7.2 Hz, 2H, H27), 2.76 (t, ~ 6.0 Hz, 2H, H11), 2.32 (t, ~ 8.0 Hz, 2H, H2),
2.07-2.02 (m, 4H, H8, H14), 1.66-1.58 (m, 2H, H3), 1.39-1.25 (m, 14H, H4-7, H15-17),
1.21 (t, &~ 7.6 Hz, 3H, H28), 0.88 (t, ./~ 7.6 Hz, 3H, H18).

FTIR-ATR v (cm*): 3026 (C=C-H), 2940-2860 (CH: alifaticos), 1740 (C=0), 1460-1380
(CH:), 1130 (C-0)

HRMS calculada: 397,6120 g/mol (MH") HRMS obtida: 397,3345 g/mol (MH")
Sintese do 2-etoxietiloctanoato (7a)

Num frasco com 5 mg de enzima (lipase da Aspergillus oryzae modificada) foi adicionado
acido octandico (151 L), 2-etoxietanol (92 L) e heptano. O produto 7a foi obtido na forma

de 6leo incolor (n=72%).
(0]

11 o 15
O/\/ ~
6 4 2 12 14

iH RMN(400 MHz, CDCI;) 8(ppm): 4.21 (dd, ~ 6.0, 4.8 Hz, 2H, H11), 3.63-3.61 (m,
2H, H12), 3.53 (q, .~ 6.8 Hz, 2H, H14), 2.33 (t, ~ 8.0 Hz, 2H, H2), 1.65-1.58 (m, 2H,
H3), 1.34-1.23 (m, 8H, H4-7), 1.21 (t, /= 7.2 Hz, 3H, H15), 0.87 (t, = 7.2 Hz, 3H, H8).
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FTIR-ATR v (cm*): 2940-2870 (CH. alifaticos), 1740 (C=0), 1480-1360 (CH), 1120 (C-0)
ESI calculada: 217,32 g/mol (MH') ESI obtida: 217,01 g/mol (MH")

2.1.3 Sintese de ésteres sem solvente
A sintese dos ésteres sintetizados com sucesso foi posteriormente realizada sem solvente,
utilizando a lipase modificada da Aspergillus oryzae. O protocolo foi semelhante ao referido

anteriormente, para as reacoes com solvente.

2.1.4 Caracterizacao dos ésteres sintetizados
A caracterizacdo dos produtos sintetizados foi realizada com recurso a técnicas como
ressonancia magnética nuclear (RMN), espetrometria de massa e espetroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). O pH, o indice de refracao, a viscosidade, a propagacao, a polaridade,
a densidade e a tensdo superficial foram medicdes realizadas para completar a caracterizacdo dos
compostos sintetizados. O coeficiente de particdo e a analise termogravimétrica foram ainda
considerados na caracterizacdo dos compostos.
a) Ressonancia magnética nuclear (RMN)
Nesta técnica foi utilizado o espetrémetro Bruker Avance ///, no qual foram adquiridos
espetros de protdo (*H RMN) dos compostos sintetizados, com uma frequéncia de 400
MHz. As solucdes para analise foram preparadas utilizando 20 L do éster sintetizado em
cloroformio deuterado (CDCls) e utilizando TMS (Tetrametilsilano) como referéncia interna.
b) Espetrometria de massa
A andlise das amostras 6a, 6d e 6e foi feita recorrendo a uma fonte de ionizacéo de alta
resolucdo, a ionizacao por efletrospray (ESI). Esta analise foi obtida num espetrometro de
massa Qq7OF Impact //"e o processamento dos dados foi feito através do software Data
Analysis 4.2. Os ensaios foram realizados em modo positivo e modo negativo. Em modo
negativo 0s ensaios foram obtidos por infusdo direta da amostra e em modo positivo, 0s
ensaios foram obtidos por flow injection analysis (FIA), usando um gradiente isocratico
70A:30B de 0.1% acido formico em agua (A) e em acetonitrilo (B), com um fluxo 10 uLmin+,
durante 15 min. A calibracdo do analisador de massa foi obtida com uma solucdo de
formato de amonio 10 mM, com uma velocidade de varrimento de 1 Hz, e num intervalo

entre 100-1000 r7/z As amostras para analise foram dissolvidas em acetonitrilo.
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A anadlise das amostras 6b, 6¢ e 7a foi realizada num sistema HPLC Dionex Ultimate 3000
acoplado a um espectrémetro de massa LCQ Fleet ion trap equipado com uma fonte £S5/,
operando no modo de ionizacao negativo /positivo (7hermo ScientificTM). Aliquotas de 10
uL foram injetadas por flow injection analysis (FIA) usando um gradiente isocratico 30A:70B
de agua acidulada com 0.1% de acido formico (v/v, eluente A) e metanol (eluente B). Os
espectros de full scan foram obtidos com um intervalo de massa entre 100-1000 u, e
analisados com o software Xcalibur 2.2 SP1 da Thermo Scientific.

c) Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
A analise de FTIR foi feita com recurso a um espetrofotometro Bruker Alpha I (ATR com
diamante), no qual foram adquiridos espetros de absorvancia, com recurso ao Ssoftware
Opus. As amostras foram analisadas entre 400-4000 cm?, com uma resolucdo de 4 cmie
uma média de 24 scans.

d) pH
O pH dos compostos sintetizados foi medido com recurso a um medidor de pH (Metria
M32), a uma temperatura de 25°C, com um elétrodo adequado para solucdes organicas.

e) indice de refracio
A andlise do indice de refracdo dos compostos sintetizados foi feita através de um
refratometro RX-9000CX da marca Afago, a uma temperatura de 25°C. O indice de refracéo
do composto 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) nao foi obtido, pois € um sdlido branco a
temperatura ambiente.

f) Viscosidade
Nesta técnica a analise foi feita recorrendo a um viscosimetro Aotavisc da marca /KA. A
amostra foi analisada colocando 6,7 mL desta na unidade do viscosimetro, com rotacdo
ajustavel para obter um torque de 15%. Todas as medidas foram realizadas a 25°C, a
excecao do composto 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) que foi medido a 37°C, atendendo
que ¢ o seu ponto de fusao.

g) Teste de propagacao
A analise da propagacao foi realizada com recurso a laminas de bordas esmeriladas 90°, a
temperatura ambiente. No centro da lamina foram colocados 50 uL de cada um dos
compostos sintetizados. Apds 10 minutos, o comprimento e a largura de espalhamento do
composto foram medidos, com recurso a uma régua, e foi calculada a area de

espalhamento do composto. A propagacdo correspondente ao composto 2-(2-
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etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) nao foi obtida, pois este ¢ um sodlido branco a temperatura

ambiente.

h) Polaridade

i)

A polaridade na forma de energia de transicao (Ew) dos compostos foi determinada com
recurso ao corante MNile Red. As amostras para analise foram preparadas numa microplaca
para a qual foram pipetados 200 uL dos ésteres sintetizados e dos reagentes de partida e
adicionado Nile Red, de modo a obter uma concentracdo de 10=M. O controlo deste teste
de polaridade foi feito com agua destilada e com etanol, nos quais também foi adicionado o
corante. O espetro de absorcao de cada um dos compostos com o corante foi lido num
espetrofotdmetro UV-visivel (espetrofotometro BioTek SynergyMy), a 60°C, e a energia de

transicao molar dos compostos foi calculada com recurso a seguinte equacao:

Eygr:Eyg(Kcal mol L™1) = ;Cﬂ = 28591/ 0x (Equacao 1)

max
Coeficiente de particao
O valor do coeficiente de particao teodrico para os ésteres sintetizados foi obtido através do
site https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.
Densidade
A densidade dos ésteres sintetizados foi determinada com recurso a um picndmetro de
25,00+0,01 mL. A densidade final (g/cm?) calculada através da seguinte equacéo:

massa

p = (Equacao 2)

volume

onde a massa corresponde a diferenca entre a massa do picnometro pesado com o éster e

do picnometro vazio e o volume é o volume do picndmetro.#

k) Tensao superficial

A tensao superficial dos ésteres sintetizados foi determinada com recurso a um tensiometro
de forca K100C da marca ARUSS. O método utilizado para as medicdes realizadas foi o
anel Du-Nody de platina. O maximo de forca necessaria para puxar o anel através da
interface corresponde ao valor da tensdo superficial. O valor de tensdo superficial obtido
corresponde ao valor médio de cinco medicdes, de acordo com o método de correcao de
Harkins & Jordan utilizado pelo software ADVANCE. O valor de tensdo superficial
correspondente ao composto 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) nao foi obtido, pois este

composto é um solido branco a temperatura ambiente.
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I) Analise termogravimétrica (TGA)
A analise termogravimétrica dos compostos foi realizada através de um analisador
termogravimétrico TGA 4000 da marca Perkinflmer. A analise dos varios compostos foi
feita num intervalo de temperatura entre 30°C e 500°C, com uma taxa de aquecimento de

20°C por minuto e um fluxo de nitrogénio de 20 mL por minuto (3 bar).

2.1.5 Producao de nanoemulsoes
Os ésteres previamente sintetizados foram utilizados para preparar nanoemulsées. Estas foram
preparadas com 2,5% ou 5% do composto sintetizado numa solucdo tampado ou agua. O tampao
utilizado foi o tampéo fosfato-salino (PBS) 1x, a pH = 7,4, preparado a partir de uma diluicdo com agua
ultrapura de uma solucdo PBS 10x. As emulsdes foram produzidas utilizando um equipamento de
ultrassons 20 KHz Sonics & Materials Vibracell CV 33, acoplado a um banho de gelo, com uma
microponta de titdnio de 3 mm de diametro, colocada na interface agua/éleo. A ultrasonicacao foi
realizada durante 3 minutos com uma amplitude de 40%. As nanoemulsdes foram guardadas num
frigorifico a 4°C, exceto as nanoemulsdes preparadas com o acido palmitico que foram armazenadas a
temperatura ambiente.
De modo a verificar a estabilidade das nanoemulsdes, o pH destas foi medido mensalmente
com recurso a uma fita indicadora de pH da Metria.
a) Caracterizacao de nanoemulsdes
i. Espalhamento dindmico de luz (DLS)
Nesta técnica foi medido o didmetro das particulas (nm), o indice de
polidispersividade - PDI e o potencial zeta (mV) com recurso a um Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments), a 25°C. As amostras a ser analisadas foram preparadas
através de uma diluicdo 10x das nanoemulsdes. A diluicdo das nanoemulsdes foi
feita com PBS 1x (pH=7,4) ou agua destilada (pH=5,6) para todas as medicdes do
tamanho e com agua destilada (pH=5,6) para todas as medicdes do potencial
zeta. A medicado do tamanho das nanoparticulas foi feita com recurso a uma
célula de espetrofotometro (ZENO040) e um tempo de calibracdo de 60 segundos,
enquanto a medicdo do potencial zeta recorreu a uma célula de elétrodos
(DTS1070) com um tempo de calibracdo de 30 segundos. A estabilidade das
nanoparticulas foi medida semanalmente durante o primeiro més e

posteriormente mensalmente.
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ii. Nanosight
Nesta técnica foi medida a concentracao de particulas na amostra, bem como o
tamanho das mesmas com recurso a um aparelho Nanotraking analysis (NTA) -
NS500 da marca Safisbury. O aparelho ¢ composto por uma camara que permite
a visualizacao e rastreamento das nanoparticulas em suspensao e que permitiu a
captura de um video de 60 segundos. As analises foram realizadas a temperatura
ambiente, sendo que nesta técnica apenas foram analisadas as amostras em
agua que se revelaram estaveis durante 4 semanas por DLS (compostos 6b, 6d,
6e e 7a). As amostras analisadas foram previamente diluidas com agua
destilada, com um fator de diluicdo 10x, no caso do éster 6b e 7a e 100x, no
caso do éster 6d e 6e. As amostras foram posteriormente injetadas no sistema e

analisadas.

2.1.6 Encapsulacao do corante Nile Red
Nos ensaios de encapsulacdo do corante Nile Red apenas foram utilizados os compostos que
formaram emulsdes mais estaveis, ou seja, os compostos 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b), 2-(2-
etoxietoxi)etiloleato (6d), 2-(2-etoxietoxi)etil(92,127-octadeca-9,12-dienoato (6e) e 2-etoxietilocanoato
(7a). O primeiro passo para a encapsulacdo do corante Nile Red foi a dissolucdo de 1 mg de corante
em 3 mL de etanol de modo a construir a reta de calibracdo do corante. A partir desta solucdo-mae
foram feitas diluicbes sucessivas, o que permitiu que a reta de calibracdo abrangesse concentracoes
entre 2 mM e 60 mM. O valor de absorvancia maximo utilizado na reta de calibracao foi obtido através
do pico maximo do espetro de absorvancia (548 nm) do corante Nile Red, dissolvido em etanol, a
temperatura ambiente.
a) Determinacao da solubilidade do Nile Red nos ésteres sintetizados
De modo a determinar a concentracdo maxima do corante nos ésteres sintetizados foi
preparada uma solucdo-mae com 1 mg de corante em 1,7 mL de éster. Desta solucao
foram pipetados 10 uL posteriormente dissolvidos em 1 mL de etanol. A absorvancia
desta solucdo foi medida num espetrofotdometro UV-visivel (espetrofotometro BioTek
SynergyMx), em ftriplicado e a temperatura ambiente. A concentracdo de corante
dissolvida nos ésteres sintetizados foi determinada com recurso a reta de calibracdo

previamente obtida.
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b) Processo de emulsificacido com o corante Nile Red

As nanoemulsdes foram preparadas com 2,5 % e 5% da solucdo-mae previamente

preparada (1 mg de corante dissolvido em 1,7 mL de éster) e dgua destilada (pH=>5,6). As

nanoemulsdes foram produzidas utilizando a metodologia descrita anteriormente (secéo

2.1.5) e foram armazenadas num frigorifico a 4°C, protegidas da luz, de modo a conservar

as suas propriedades fluorescentes.

Estudos de libertacao do Ni/e Red das nanoemulsées

As nanoemulsdes contendo Nile Red (4 mL) foram colocadas em tubos de didlise
(1 kDa cut-off da marca GE Healthcare) com uma solucdo de 10% etanol em agua
no exterior (50 mL), sob agitacdo a temperatura ambiente. A absorvancia do
conteudo exterior a membrana foi medida ao longo do tempo foi medida com
recurso a uma microplaca de 96 pocos, para a qual foram pipetados 200 uL do
exterior de cada uma das amostras, e posteriormente analisada num
espetrofotdmetro UV-visivel (espetrofotometro BioTek SynergyMx).

Microscopia confocal

Numa lamina foram adicionados 2 uL das nanoemulsdes com corante produzidas
com 2,5% dos ésteres sintetizados. As imagens foram adquiridas num
microscopio Confocal Scanning Laser (Olympus BX61, Model FluoView 1000),
com uma ampliacdo 100x e com recurso ao programa FVIO-Verd.1.1.5
(Olympus). As nanoemulsdes com corante foram analisadas com um laser
vermelho 559 BA:575-675 e as nanoemulsdes sem corante, que funcionam como
controlo, foram obtidas em campo claro com recurso a técnica DIC (Differential
Interference contrast).

Permeacao do corante em modelo de pele através de um sistema de
transdermal

A permeacado do corante foi avaliada através de um sistema transdérmico
constituido por células de difusdo de Franz (figura 40). A solucdo colocada no
meio recetor, com uma capacidade de 5 mL, foi uma solucao de agua destilada,
que foi mantida em agitacdo constante durante 24 horas. O compartimento dador
foi preenchido com 500 uL das nanoemulsdes previamente preparadas com 2,5
% dos ésteres sintetizados. O sistema foi mantido a uma temperatura de 37°C,

através de um banho de agua termostatico. Os estudos de permeacao do corante
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utiizaram duas membranas diferentes, uma membrana de fibrina e outra
membrana de acetato de celulose, ambas com 25 mm de didmetro e um poro de
0,45 um. A quantidade de corante libertado ao longo do tempo foi medida através
das amostras retiradas em intervalos de tempo pré-determinados (1 hora, 2
horas, 4 horas, 6 horas e 24 horas) e com recurso a uma microplaca de 96
pocos, para a qual foram pipetados 400 pyL de cada uma das amostras, e
posteriormente analisada num leitor de microplacas (BioTek Synergy™ HI) a
temperatura ambiente. O volume removido em cada analise foi substituido pela

mesma quantidade de solucao recetora.

Nanoemulsao

v
Compartimento dador %
—

Membrana s

E Recolha de amostra
Entrada/saida

de agua

Gt COmpartimento recetor

Circulacdo de agua =) 4= Agitador magnético

Figura 40. Representacdo das células de difusdo de Franz (adaptado de
https://permegear.com/franz-cells/).

2.2  Docking e simulacdes de dinamica molecular

Neste trabalho foram utilizadas técnicas de modelacdo molecular com o objetivo de
compreender, em detalhe, 0 modo de ligacao dos reagentes e dos produtos a trés das lipases em

estudo, a lipase nativa e modificada da Aspergillus oryzae e a lipase nativa da porcine pancreas.

Docking molecular foi utilizado para perceber a interacao e a forca de ligacdo dos reagentes,
bem como dos produtos da reacao, com as lipases em estudo, sendo que em alguns casos foram
necessarias simulacées de dinamica molecular do complexo ligando-lipase para complementar os

estudos de docking molecular.

Adicionalmente, de modo a compreender a formacdo espontanea de nanoemulsdes a partir
dos ésteres sintetizados em meio aquoso, foram realizadas outro tipo de simulacdes de dinamica

molecular, a frente detalhadas.

34



2. Materiais e métodos

O docking molecular recorreu as trés lipases em estudo (alvo) e aos ésteres sintetizados com
sucesso (ligandos), sendo necessario a divisdo dos ligandos com base no tamanho destes. No caso das
lipases da Aspergillus oryzae, a lipase nativa e a lipase modificada no residuo 98 com a introducdo de
uma cadeia de dodecilo na lisina, os estudos de docking molecular incidiram na interacéo das duas
lipases com os ésteres sintetizados a partir do transcutol com todos os acidos carboxilicos em estudo e
do 2-etoxietanol com o acido octandico e o acido oleico, bem como os respetivos reagentes de partida.
No caso da lipase nativa da porcine pancreas, os estudos de docking molecular indicaram a interacao
de ambas as lipases com o produto 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d), representativo dos ligandos de

cadeia longa e com o produto 2-etoxietilocanoato (7a), o ligando de cadeia curta.

Todos os ligandos utilizados foram otimizados com o software Gaussian09 * através de
célculos DFT (Density functional theon)® com a base B3LYP/631+G(d,p)®, para obtencao da estrutura
eletronica de menor energia e distribuicdo de cargas. De modo a serem utilizadas no AufoDock 4.0 =,
as estruturas otimizadas foram convertidas em ficheiros pdbqt através do OpenBabel =, que preserva

as coordenadas otimizadas pelo DFT7 e cargas calculadas.

De modo a executar as experiéncias de docking molecular aos ligandos divididos em dois
grupos, consoante o tamanho, foram atribuidas diferentes caixas em tamanho, sendo ambas as caixas
centralizadas na cavidade que comporta o centro ativo, com uma resolucdo de 1 A e com as
dimensdes necessarias para comportar a triade catalitica e os diferentes ligandos. As experiéncias
consistiram em 20 corridas independentes, com um maximo de avaliacdes de energia de 2500000. A
observacéo das interacoes entre os ligandos e 0s aminoacidos ao seu redor, nomeadamente a triade

catalitica foram realizadas com recurso ao programa PvMol.s

O primeiro tipo de simulacées de dinamica molecular do complexo enzima-ligando foram
apenas realizadas com o produto 2-etoxietiloleato (7d) na lipase nativa e modificada (figura 41), a
partir dos complexos obtidos por docking molecular, no qual o ligando apresenta energia mais negativa,
ou seja, na qual o ligando faz mais interacbes com o centro ativo da enzima. Os pardmetros GROMOS
do ligando foram obtidos com recurso ao servidor A7B (Automated Force Field Topology Builder).s%
Nas caixas de simulacédo para ligandos de tamanho superior, categoria na qual se inclui o ligando em
estudo (7d), foi necessario adicionar dez ides de sddio, no caso da caixa da lipase nativa e onze ides
de sodio, no caso da caixa da lipase modificada, para que a carga global dos sistemas fosse nula. Em

todas as simulacdes foi utilizado o GROMACS 5.1.45 com o campo de forcas GROMOS54a7 s
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O primeiro passo da simulacdo de dindmica molecular foi a minimizacdo de energia do
sistema, com o algoritmo sfeepest descent para uma organizacao global das moléculas de agua, do
ligando e das cadeias laterais dos aminoacidos, sendo que a minimizacdo de energia foi realizada com
um maximo de 50000 passos. O segundo passo foi a inicializacdo/equilibracao dos sistemas através
da integracdo da equacdo do movimento de MNewfon e considerando os ensembles (estado
termodinamico) candnico - NVT, que fixa o numero de atomos, volume e temperatura, e
isobarico/isotérmico — NPT, com numero de atomos, pressdo e temperatura fixos, sendo a
temperatura 310 K (algoritmo V-rescale) e a pressao 1 bar (algoritmo Parrinello-Rahman).® O ultimo
passo consistiu na simulacdo de dindmica molecular durante 10 nanossegundos (ns), sendo
restringidos os angulos e ligacdes do sistema com o algoritmo LINCS. Os resultados obtidos nestas

simulacdes foram analisados através da visualizacao da sua trajetdria.

Caixa de simulacao Neutralizacao

Simulagéo de Eq;:'tz:fado R
dindmica < Inimizagao de
NVT (100 ps) energia

molecular (10 ns) NPT (100 ps)

Figura 41. Esquema representativo dos passos da simulacdo de dinamica molecular entre a lipase Aspergillus oryzae
modificada e o ligando 2-etoxietiloleato (7d). A lipase modificada estd representada em carfoon castanho, o éster
representado a ciano, as moléculas de agua a azul e os ides representados a verde. Os atomos de oxigénio estdo

representados a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMo/, PDB:1TIB modificada).

0 segundo tipo de simulacdo de dindmica molecular (figura 42) teve por objetivo observar o
processo de selfassembly de cada éster sintetizado em meio aquoso. Este tipo de simulacao consistiu
em distribuir um determinado numero de moléculas de cada éster sintetizado numa caixa de
simulacdo, de dimensdes 10x10x10. De seguida, a caixa foi solvatada com agua e seguiram-se 0s

passos do sistema de simulacado explicados para o sistema anterior. Neste caso foi minimizada a
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energia do sistema e este foi equilibrado (com os ensembles NVT e NPT), realizando-se por fim a
simulacéo de dinamica molecular durante 60 ns, sendo as opcdes de calculo iguais ao passo anterior.
Os resultados obtidos foram analisados através da visualizacdo da trajetéria dos sistemas. A densidade
dos sistemas ao longo da simulacdo foi calculada com recurso ao campo de forcas GROMOS54a7:
com o objetivo de analisar a evolucao do sistema, bem como o estado de equilibrio no qual este se

encontra ao longo da simulacao de dinamica molecular.

Minimizagéo de

energia
Ester sintetizado Caixa de si[’nulacéo Solvatécéo
Simulagéo de Equ'mtb?r? do
dinamica - vﬁ!s 1eooa
molecular (60 ns) (100 ps)

NPT (100 ps)

Figura 42. Esquema representativo dos passos da simulacdo de dindmica molecular no processo de para se/fassembly do
ligando 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d). O éster encontra-se representado a ciano e as moléculas de agua a azul, sendo que
na ultima imagem do esquema as moléculas de agua foram omitidas para melhor visualizacdo. Os atomos de oxigénio

estdo representados a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).
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Esta dissertacdo esta dividida em duas seccdes. A primeira relata a sintese de novos
compostos emulsificantes (ésteres) através de reacdes de esterificacdo, com e sem solvente, seguindo-
se a sua caracterizacdo. A segunda seccao inclui o estudo das propriedades emulsificantes dos
compostos sintetizados, através da formacado de emulsdes oleo em agua (O/A), seguindo-se a sua
caracterizacao e posteriormente, a encapsulacao de um corante nas emulsées mais estaveis.

Ao longo da discussdo de resultados foram incorporados resultados obtidos através de

diferentes técnicas de modelacao molecular, de forma a justificar alguns resultados experimentais.

3.1. Sintese de ésteres

A sintese de novos compostos emulsificantes foi feita através de reacdes de esterificacdo, entre

um acido carboxilico e um alcool, como exemplificado na figura seguinte.

Q Q
.C.,,, + R'OH Co ., +H
R” OH rRC oR! 20

Figura 43. Esquema representativo da reacao de esterificacao realizada.

Neste trabalho foram utilizados cinco acidos carboxilicos (acido octanodico, acido decandico,
acido palmitico, acido oleico e acido linoleico) e sete alcoois, sendo cinco deles bi-funcionalizados
(etilenoglicol, 1,3-propanediol, dietilenoglicol, trietilenoglicol e PEG200) e os restantes
monofuncionalizados (transcutol e 2-etoxietanol) (tabela 1). A utilizacao de diferentes tipos de alcoois

teve como objetivo principal o estudo aprofundado das capacidades cataliticas das diferentes lipases.

Tabela 1. Tabela representativa dos acidos e dos alcoois testados na sintese de ésteres, bem como a numeracao atribuida

aos respetivos produtos desejados

Acido Acido Acido Acido Acido

octandico decandico palmitico oleico linoleico
Etilenoglicol la NT NT 1d le
1,3-Propanediol 2a NT NT 2d 2e
Dietilenoglicol 3a NT NT 3d 3e
Trietilenoglicol 4a NT NT 4d 4e
PEG200 ba NT NT 5d 5e
Transcutol 6a 6b 6c 6d be
2-Etoxietanol 7a 7b 7c 7d /e

NT: Nao testado
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As reacdes de esterificacao foram realizadas, numa primeira fase, com solvente (/#heptano), de
modo a estudar as propriedades cataliticas de quatro lipases (a lipase nativa e modificada da
Aspergillus oryzae, a lipase nativa da Candida rugosa e a lipase nativa da porcine pancreas).
Posteriormente, as reacdes com melhores resultados, foram estudadas na auséncia de solvente, de
modo a obter uma metodologia mais verde, econdmica e amiga do ambiente.

Nas reacoes que utilizaram solvente, foi utilizado r+heptano anidro, um solvente apolar,
tipicamente utilizado em reacdes de esterificacdo com lipases. As reacdes foram realizadas a uma
temperatura de 37°C, sendo esta considerada a temperatura 6tima da maioria das lipases.”s A
realizacao das reacoes em meio anidro é bastante importante, uma vez que a agua promove a reacao
inversa, nomeadamente a hidrolise do éster.« As reacdes foram controladas por titulacao acido-base,
uma técnica que permite a quantificacdo de acido presente no meio reacional. No final da reacao foi
efetuada uma extracao liquido-liquido com solucao aquosa de bicarbonato de sddio e agua destilada,

com o objetivo de remover os reagentes de partida que nao reagiram.

3.1.1. Sintese catalisada pela lipase nativa e modificada da Aspergillus oryzae
com solvente
A modificacdo quimica da lipase nativa da Aspergillus oryzae (Lipolase®) com o dodecil aldeido
revelou previamente um aumento da performance catalitica da enzima em reacbes de hidrolise,
esterificacdo e transesterificacao. “#
Atendendo que os alcoois testados sao de caracter mais hidrofilico que os substratos tipicos
destas enzimas, ambas as lipases (nativa e modificada) foram estudadas inicialmente para este

proposito na presenca de r+heptano.

a) Reacoes de esterificacao com dialcoois

Os alcoois utilizados nestas reacdes de esterificacdo sdo alcoois bifuncionais, variando no
tamanho da sua cadeia, composta por atomos de carbono e oxigénio.

Ambas as lipases esterificaram o menor alcool em estudo, o etilenoglicol, com os trés acidos
carboxilicos testados (acido octanoico, acido oleico e acido linoleico) (figura 44). Os resultados obtidos
apés 30 horas revelaram que o éster 1la foi o composto sintetizado com maior percentagem de

COnversao.
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Figura 44. Esquemas reacionais e respetivos graficos com a percentagem de conversao das reacdes catalisadas pelas
lipases nativa (linha tracejada) e modificada (linha continua) da Aspergillus oryzae com o etilenoglicol ao longo do tempo: i)
éster 2-hidroxietiloctanoato (1a), ii) éster 2-hidroxietiloleato (1d) e iii) éster 2-hidroxietil(9.,127-octadeca-9,12-dienoato
(1le).

O produto 1a foi obtido com uma maior percentagem de conversdo quando sintetizado com
recurso a lipase nativa (81%) comparativamente a lipase modificada (72%). Contrariamente, o produto
1d revelou ser sintetizado com maior eficiéncia quando utilizada a lipase modificada (75%)
comparativamente a lipase nativa (62%). O éster 1le foi obtido de igual forma por ambas as lipases
(62%).

De modo a compreender os resultados obtidos, recorreu-se a modelacdo molecular. Os
resultados obtidos revelam que a lipase nativa (figura 45-A) tem uma menor superficie disponivel,
perto do centro ativo, para comportar novos ligandos do que a lipase modificada (figura 45-B). Este

comportamento deriva da modificacao do residuo de lisina 98 presente no /id da lipase.* Esta
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modificacao afasta a “tampa” do centro ativo da enzima, o que permite aumentar o espaco livre ao
redor deste. Este fendmeno acaba por facilitar a reacao entre a lipase modificada e moléculas com
uma maior cadeia carbonada, como o éster 1d, uma vez que o local onde ocorre a reacao esta menos
impedido estereoquimicamente e a molécula consegue aproximar-se mais facilmente do centro ativo da
lipase. No caso do éster 1a, como a sua cadeia carbonada € menor (8 carbonos), adapta-se melhor a
cavidade da lipase nativa, provocando uma ligeira diferenca de percentagem de conversdo face a lipase
modificada. O caso do éster 1e é um pouco diferente, uma vez que o acido linoleico € menos flexivel,
devido as suas duas ligacoes duplas, o que aumenta a dificuldade em adaptar-se a qualquer uma das
cavidades enzimaticas. Consequentemente, € mais dificil a sua aproximacdo ao centro ativo das

lipases, 0 que resulta numa menor conversao em produto.

(B)

Figura 45. Representacéo tridimensional da superficie disponivel para comportar ligandos na lipase nativa (A) (PDB:1TIB)
e com a lipase modificada (B) (PDB:1TIB modificada)“, sendo as enzimas representadas em carfoon castanho e as
superficies que indicam cavidades ao redor do centro ativo representadas a cinzento (Imagens obtidas com recurso ao

programa PyMol).

A lipase nativa e modificada da Aspergillus oryzae esterificaram o alcool 1,3-propanediol, que
apesar de diferir do etilenoglicol em apenas um (-CH.), revelou um comportamento bastante distinto

com os trés acidos em estudo, apos 30 horas (figura 46).
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Figura 46. Esquemas reacionais e respetivos graficos com a percentagem de conversao das reacOes catalisadas pelas
lipases nativa (linha tracejada) e modificada (linha continua) da Aspergillus oryzae com o 1,3-propanediol ao longo do
tempo: i) éster 3-hidroxipropiloctanoato (2a), i) éster 3-hidroxipropiloleato (2d) e iii) éster 3-hidroxipropil(92124-

octadeca-9,12-dienoato (2e).

O produto 2a foi sintetizado com igual percentagem de conversao independentemente da
lipase utilizada (87%). Os produtos 2d e 2e apenas foram sintetizados quando utilizada a lipase
modificada, com uma percentagem de conversdo maxima de 87% e 81%, respetivamente. Apesar de
diferir do etilenoglicol em apenas um (-CH:), observou-se um grande impacto quando utilizado o 1,3-
propanediol na atividade da lipase nativa. Em relacao ao produto 2a, como o acido octanoico é menor
gue o acido oleico e o0 acido linoleico, ambos os substratos podem ser comportados nas cavidades das
lipases, justificando a percentagem de éster formado. Quanto aos produtos 2d e 2e, devido ao
tamanho de ambos os reagentes de partida, o tamanho da cavidade da enzima nativa demonstrou-se
insuficiente para os alojar e posteriormente realizar a reacao de esterificacao.

Atendendo que os alcoois sdo bifuncionais, foi efetuada a caracterizacao dos produtos isolados,
de modo a verificar se foi obtido apenas o produto pretendido, ou seja, o produto monofunionalizado,
apenas com um grupo éster. Nas reacdes realizadas com o etilenoglicol, verificou-se a presenca do
diéster, juntamente com um excesso do alcool de partida nos espetros de ressonancia magnética
nuclear de protdo (*H RMN) e por espetrometria de massa. O excesso de alcool livre faz com que estes

produtos ndo possam ser utilizados em formulacdes cosmeéticas pela sua elevada toxicidade em varios
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orgaos do corpo humano, nomeadamente o coracdo e os rins,® sendo apenas possivel a sua utilizacao
se 0 alcool estiver complexado com outras moléculas. A implementacdo de um passo extra de
purificacdo, como cromatografia em coluna, tornaria o processo industrial mais caro e demorado, pelo
que nao foi realizado. No caso do 1,3-propanediol, foi identificado por *H RMN um excesso de acido
carboxilico livre. Também neste caso, foi observado por espetrometria de massa um pico
correspondente ao diéster. Os resultados obtidos revelam que ambas as lipases possuem baixa
seletividade na obtencdo dos produtos pretendidos (monoésteres). A obtencdo de misturas de
compostos torna inviavel o seu estudo como potenciais agentes emulsificantes cosmeéticos, o que levou

a que os estudos com estes produtos nao fossem prosseguidos.

De modo a verificar se a seletividade das lipases aumentaria para os produtos desejados
(monoésteres), foram estudados dialcoois de tamanho superior. Os resultados obtidos com o
dietilenoglicol, com o trietilenoglicol e com PEG200, apos 30 horas de reacdo com o acido
octanoico, o acido oleico e o acido linoleico revelam que as reacdes de esterificacdo ndo funcionam
com nenhuma das lipases testadas, como exemplificado na figura 47, nao tendo sido isolado nenhum

dos produtos pretendidos (tabela 2).
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Figura 47. Grafico representativo das percentagens de conversado obtidas nas reacdes catalisadas pelas lipases nativa

(linha tracejada) e modificada (linha continua) da Aspergillus oryzae com o dietilenoglicol, trietilenoglicol e PEG200.

Tabela 2. Tabela com os produtos pretendidos para as reacdes de esterificagdo entre o dietilenoglicol, trietilenoglicol e
PEG200 com o acido octanoico, acido oleico e acido linoleico

Acido octanoéico Acido oleico Acido linoleico

Dietilenoglicol MON°%OH vvvwow°wOH W/\/\/\)Qku/\ﬁww

(3a) (3d)

Trietilenoglicol e e e GGG SO

(@) ua

Polietilenoglicol PSS S o F ], TN
200 S5 Y o
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As baixas percentagens de conversdo reacionais obtidas para os alcoois dietilenoglicol,
trietilenoglicol ¢ PEG200 podem ser explicadas pela sua estrutura quimica. Além de possuirem um
tamanho superior, que dificulta a sua acomodacao ao centro ativo das lipases, estes também sao mais
hidrofilicos. Como constatado anteriormente, a ativacdo interfacial das lipases por compostos
hidrofébicos é crucial para o seu desempenho catalitico, 0 que resulta no insucesso das reacdes

efetuadas.

b) Reacodes de esterificacao com alcoois monofuncionais

De modo a evitar a sintese de diésteres, foram posteriormente utilizados alcoois
monofuncionais, nomeadamente o transcutol e o 2-etoxietanol, cujo elemento diferenciador é o
tamanho da sua cadeia.

O transcutol reagiu com todos os acidos carboxilicos em estudo (acido octandico, acido
decandico, acido palmitico, acido oleico e acido linoleico). Os resultados obtidos revelam que, apos 30

horas de reacao, todos os ésteres foram eficientemente produzidos (figura 48).
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Figura 48. Esquemas reacionais e respetivos graficos com a percentagem de conversao das reacOes catalisadas pelas
lipases nativa (linha tracejada) e modificada (linha continua) da Aspergillus oryzae com o transcutol ao longo do tempo: i)
éster 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a), ii) éster 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b), iii) éster 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato

(6¢), iv) éster 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d) e v) éster 2-(2-etoxietoxi)etil(9.2,12 J-octadeca-9,12-dienoato (6e).

O produto 6a foi sintetizado com uma percentagem de conversao superior quando utilizada a
lipase modificada (72%) comparativamente a lipase nativa (62%). Os restantes produtos 6b, 6¢, 6d e
6e apenas foram sintetizados quando utilizada a lipase modificada, com uma percentagem de
conversao maxima de 68%, 68%, 68% e 75%, respetivamente.

Através da analise da figura 48, € possivel inferir que todas as reacdes de esterificacdo revelam
uma percentagem de conversado superior quando catalisadas pela lipase modificada comparativamente
a lipase nativa. Os resultados experimentais obtidos podem ser explicados pela interacdo do
transcutol, livre em solucdo, com os aminoacidos na cavidade das lipases (figura 49). A interacao

entre o transcutol e a lipase nativa (AGiez= -3,0 kJ/mol) ocorre através de pontes de hidrogénio entre o
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atomo de oxigénio do grupo hidroxilo terminal do alcool e um atomo de hidrogénio de uma amina num
aminoacido da triade catalitica (Histidina 258) e um dos aminoacidos ao redor (Isoleucina 86).
Verificou-se ainda uma interacdo entre o atomo de hidrogénio do mesmo grupo e um atomo de
oxigénio do grupo carbonilo de um aminoacido ao redor (Arginina 84). A interacdo com a lipase
modificada (AGies= -4,1 kJ/mol) ocorre entre o atomo de oxigénio do grupo éter e atomos de
hidrogénio de um aminoacido da triade catalitica (Serina 146) e um ao redor (Histidina 145), e entre o
atomo de hidrogénio do grupo hidroxilo terminal e dois atomos de oxigénio de um aminoacido ao redor
(Glutamato 87), por pontes de hidrogénio. A diferenca de energias de ligacao (-1,1 kJ/mol) e o facto de
a parte polar do éster estar mais no centro ativo da lipase modificada, permitindo deste modo mais
interacoes, justifica os resultados obtidos.

(A) (B)

Figura 49. Docking do transcutol com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e com a lipase modificada (B) (PDB:1TIB
modificada)*, sendo as enzimas representadas em carfoon castanho, o éster representado a ciano, o centro ativo a cinzento
e as interacdes polares a tracejado amarelo. Os atomos de azoto estdo destacados a azul e os atomos de oxigénio a

vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

A lipase nativa apenas foi cataliticamente eficiente quando utilizado o acido octanoico, o acido
carboxilico de cadeia mais curta, quando reagido com o transcutol. Estes resultados sao coerentes aos
obtidos previamente (seccdo 3.1.1.a)). A lipase modificada revelou uma atividade de esterificacéo
superior em todos os casos, com os produtos a serem todos obtidos com bons rendimentos (>65%).
Estes resultados foram todos estudados com recurso a docking molecular.

O éster 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a) (figura 50) revela uma percentagem de conversao
superior quando utilizada a lipase modificada (72%) comparativamente a lipase nativa (62%). No caso
da lipase nativa (AGes= -4,1 kJ/mol), a interacdo ocorre com um aminoacido da triade catalitica
(Histidina 258) e com um outro aminoacido (Isoleucina 86), através de pontes de hidrogénio. No caso
da lipase modificada (AGi= -4,6 kJ/mol), a interacdo ocorre através de pontes de hidrogénio, com
dois aminoacidos da triade catalitica (Histidina 258 e Serina 146) e ainda com um outro residuo do

centro ativo (Arginina 84). Apesar da reacdo ocorrer com ambas as lipases, verificou-se que a
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percentagem de conversao com a lipase modificada é superior. Estes resultados sao reflexo da
interacdo do produto 6a com dois residuos da triade catalitica, além da melhor adaptacdo da molécula
a cavidade da lipase modificada. A pequena diferenca de energias entre as lipases, corrobora o facto

de que a reacdo também ocorre com a lipase nativa, apesar de necessitar de mais tempo.

(R)

Figura 50. Docking do éster 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a) com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e com a lipase
modificada (B) (PDB:1TIB modificada)#, sendo as enzimas representadas em cartoon castanho, o éster representado a
ciano, o centro ativo a cinzento e as interacdes polares a tracejado amarelo. Os dtomos de azoto estdo destacados a azul e

os atomos de oxigénio a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

O éster 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b) (figura 51) apenas é obtido quando a reacdo de
esterificacdo é catalisada pela lipase modificada (68%), mas os estudos de docking molecular revelam
uma energia de ligacao igual para as duas lipases (AGies=-4,4 kJ/mol). A interacdo do produto com a
lipase nativa ocorre através de pontes de hidrogénio, com um aminodacido da triade catalitica (Histidina
258) e com dois aminoacidos ao redor (Arginina 84 e Isoleucina 86), sendo que a interacdo do produto
com a lipase modificada ocorre apenas com dois aminoacidos da cavidade (Serina 85 e Glicina 266).
Seria expectavel que a reacdo com a lipase nativa fosse facilitada devido a interacdo polar com o
residuo de histidina da triade catalitica, o que nao acontece pois, apesar da parte polar do produto
estar voltada para a cavidade enzimatica, é bastante dificil o produto obter a conformacao que permita
a interacdo representada. A observacao da figura 51-C permite concluir que ao aumentar as dimensdes
da grid box, o éster tem tendéncia a afastar-se do centro ativo da enzima e interagir com outros
aminoacidos, sendo que este afastamento dificulta a reacédo de esterificacdo quando catalisada pela
lipase nativa. A grid box usada com a lipase modificada, com a cavidade maior, permite obter as mais
variadas conformacdes, o que faz com que as interacOes representadas sejam mantidas, pois a

conformacao do éster ¢ estavel.
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Figura 51. Docking do éster 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b) com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e com a lipase
modificada (B) (PDB:1TIB modificada)* e com a lipase nativa e a grid box aumentada (C) (PDB:1TIB), sendo as enzimas
representadas em carfoon castanho, o éster representado a ciano, o centro ativo a cinzento e as interacdes polares a
tracejado amarelo. Os atomos de azoto estdo destacados a azul e os atomos de oxigénio a vermelho (Imagem obtida com

recurso ao programa PyMol).

0 éster 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) (figura 52) é apenas obtido quando utilizada a lipase
modificada (68%), porque interage (AGis= -5,2 kJ/mol) através de interacbes polares com um
aminoacido da triade catalitica (Serina 146) e um aminoacido ao redor (Arginina 84). No caso da lipase
nativa (AGies= -4,3 kJ/mol), interage com um aminoacido da triade catalitica (Histidina 258) e outro
aminoacido ao redor (Isoleucina 86). No entanto, apesar da parte polar do éster estar proxima do
centro ativo, o que permite interacoes semelhantes, a conformacao obtida pelo éster na lipase nativa é
pouco estavel, o que requer mais energia para obter a conformacao representada. A energia mais
negativa associada a lipase modificada, faz com que a reacao ocorra quando catalisada por esta, mas
nao quando catalisada pela lipase nativa.

()

Figura 52. Docking do éster 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e com a lipase
modificada (B) (PDB:1TIB modificada)®, sendo as enzimas representadas em cartoon castanho, o éster representado a
ciano, o centro ativo a cinzento e as interacdes polares a tracejado amarelo. Os atomos de azoto estdo destacados a azul e

os atomos de oxigénio a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa P/Mol).

O éster 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d) (figura 53) foi também apenas sintetizado quando

catalisado pela lipase modificada (68%). Os estudos de modelacdo molecular, revelam uma interacéo
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mais favoravel (AGis= -5,3 kJ/mol), obtida através de pontes de hidrogénio com um aminoacido da
triade catalitica (Serina 146) e um aminoacido ao redor do centro ativo (Histidina 145). No caso da
lipase nativa (AGies= -4,6 kJ/mol) a interacdo ocorre apenas através de forcas de Van der Waals, uma
vez que a parte polar da molécula fica mais afastada da triade catalitica, nao se verificando qualquer
interacdo do composto 6d com aminoacidos da triade. Este tipo de interacdo € menos forte que a
interacdo polar, o que juntando a conformacdo pouco estavel adquirida pela molécula, explica o facto

de a reacao nao ocorrer.

(R) (B)

Figura 53. Docking do éster 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d) com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e com a lipase modificada
(B) (PDB:1TIB modificada), sendo as enzimas representadas em carfoon castanho, o éster representado a ciano, o centro
ativo a cinzento e as interacdes polares a tracejado amarelo. Os atomos de azoto estdo destacados a azul e os dtomos de

oxigénio a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

De um modo semelhante ao produto 6d, o éster 2-(2-etoxietoxi)etil(92124-octadeca-9,12-
dienoato (6e) (figura 54) é obtido apenas quando a reacao é catalisada pela lipase modificada (75%). A
interacdo (AGiss= -5,6 kJ/mol) entre estes ocorre por pontes de hidrogénio com um aminoéacido da
triade catalitica (Serina 146). No caso da lipase nativa (AGias= -5,1 kJ/mol), como a parte polar do
éster fica voltada para o lado oposto da triade catalitica, apenas sdo estabelecidas interacdes apolares.
Apesar da pequena diferenca de energia obtida, a conformacédo adquirida pelo éster quando em
contacto com a lipase nativa é pouco estavel, uma vez que a cadeia carbonada esta bastante enrolada,
0 que pode ser explicado pela pouca flexibilidade do acido e consequente maior dificuldade de

adaptacao a cavidade da lipase nativa.
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(A) (B)

Figura 54. Docking do éster 2-(2-etoxietoxi)etil(9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato (6e) com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e
com a lipase modificada (B) (PDB:1TIB modificada)*, sendo as enzimas representadas em carfoon castanho, o éster
representado a ciano, o centro ativo a cinzento e as interacdes polares a tracejado amarelo. Os atomos de azoto estdo

destacados a azul e os atomos de oxigénio a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

Posteriormente foi utilizado o alcool 2-etoxietanol, estruturalmente semelhante ao transcutol,
mas com menos uma unidade (-CH:CH.0). Contrariamente ao esperado, este alcool apenas reagiu
efetivamente com o acido octandico, formando o produto 2-etoxietiloctanoato (7a), apds 30 horas

(figura 55).
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Figura 55. Esquemas reacionais e respetivos graficos com a percentagem de conversao das reacOes catalisadas pelas
lipases nativa (linha tracejada) e modificada (linha continua) da Aspergillus oryzae com o 2-etoxietanol ao longo do tempo: i)
éster 2-etoxietiloctanoato (7a), ii) éster 2-etoxietildecanoato (7b), iii) éster 2-etoxietilpalmitato (7¢), iv) éster 2-

etoxietiloleato (7d) e v) éster 2-etoxietil(97,12 F-octadeca-9,12-dienoato (7e).

Os resultados obtidos ndo foram de acordo com os resultados esperados, uma vez que com a
diminuicao da cadeia, seria expectavel uma igual ou melhor performance enzimatica. De modo a
explicar os resultados obtidos, estudou-se por modelacdo molecular a interacdo entre o 2-etoxietanol
e ambas as lipases (figura 56). No caso da lipase modificada, verifica-se uma interacéo, entre a lipase
e o0 ligando mais forte, uma vez que a sua energia de ligacdo é mais negativa (AGius= -3,6 kJ/mol)
quando comparada a lipase nativa (AGi== -2,8 kJ/mol). A interacdo entre a enzima e o alcool ocorre
entre a parte polar deste e os aminoacidos polares que constituem a enzima, sendo que em ambos 0s
casos as interacdes ocorrem com um aminoacido da triade catalitica (Histidina 258) e um aminoacido

ao redor desta. No entanto, é possivel observar na figura seguinte que a molécula fica mais inserida na
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cavidade enzimatica da lipase modificada do que na lipase nativa, o que facilita a reacdo quando

catalisada pela lipase modificada.

(R) (B)

Figura 56. Docking do 2-etoxietanol com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e com a lipase modificada (B) (PDB:1TIB
modificada)*, sendo as enzimas representadas em carfoon castanho, o éster representado a ciano, o centro ativo a cinzento
e as interacdes polares a tracejado amarelo. Os atomos de azoto estdo destacados a azul e os atomos de oxigénio a

vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

O 2-etoxietiloctanoato (7a) (figura 57) é sintetizado com uma percentagem de converséo
superior quando catalisado pela lipase modificada (72%) comparativamente a lipase nativa (56%), o que
pode ser explicado pela posicdo do éster no centro ativo. No caso da lipase nativa (AGigw= -4,2
kJ/mol), as interacdes sao apenas apolares, uma vez que a cadeia carbonada esta mais proxima do
centro ativo do que a parte polar do éster. No caso da lipase modificada (AGias= -4,5 kJ/mol), as
interacOes ocorrem através de pontes de hidrogénio entre a parte polar do éster e dois aminoacidos da
triade catalitica (Histidina 258 e Serina 146) e um aminoacido ao redor (Arginina 84), o que diminui a
energia de ligacao necessaria, pois as interaces sao mais fortes. O produto 7a tem um balanco
hidrofébico-hidrofilico estavel, uma vez que a parte hidrofobica, ou seja, a cadeia carbonada é de
tamanho semelhante & parte hidrofilica, proveniente do alcool. Neste caso, a parte hidrofilica tem

tamanho suficiente para manter as interacdes polares estabelecidas.

(R) (B)

Figura 57. Docking do éster 2-etoxietiloctanoato (7a) com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e com a lipase modificada (B)
(PDB:1TIB modificada)“, sendo as enzimas representadas em carfoon castanho, o éster representado a ciano, o centro
ativo a cinzento e as interacdes polares a tracejado amarelo. Os atomos de azoto estdo destacados a azul e os atomos de

oxigénio a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).
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No caso dos restantes ésteres (7b, 7¢, 7d e 7e), exemplificados pelo produto 7d na figura
58, os resultados obtidos experimentalmente e os resultados do docking molecular sao contraditorios,
uma vez que experimentalmente a reacao nao ocorre com nenhuma lipase, mas os estudos de docking
molecular tornam expectavel que a reacdo ocorra quando catalisada pela lipase modificada (AGigea= -
5,6 kJ/mol), mas nao quando catalisada pela lipase nativa (AGiss= -4,8 kJ/mol). Isto acontece porque
as interacdes do produto 7d com a lipase nativa sdo apolares e com a lipase modificada sdo
interacdes polares (pontes de hidrogénio) com um residuo da triade catalitica (Serina 146) e um

aminoacido ao redor (Histidina 145), como ilustrado na figura seguinte.

(A) (B)

Figura 58. Docking do éster 2-etoxietiloleato (7d) com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e com a lipase modificada (B)
(PDB:1TIB modificada)®, sendo as enzimas representadas em carfoon castanho, o éster representado a ciano, o centro
ativo a cinzento e as interacdes polares a tracejado amarelo. Os atomos de azoto estdo destacados a azul e os dtomos de

oxigénio a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

De modo a clarificar os resultados obtidos foi realizada uma simulacao de dinamica molecular.
E importante realcar que o centro ativo enzimatico de ambas as lipases é maioritariamente polar,
atendendo aos aminoacidos que o constituem, tornando possivel a existéncia de interacdes polares no
complexo ligando-lipase. Os ligandos utilizados permitem que possa existir algum impedimento estéreo,
0 que pode resultar na incapacidade do ligando se manter na conformacdo sugerida na analise de

docking molecular.

No caso da lipase nativa, é possivel observar, no inicio da simulacédo (figura 59-A), que a
distancia do grupo carbonilo do éster até ao grupo alcool do residuo de serina 146, pertencente a
triade catalitica, é de 8,3 A, ou seja, nao é possivel estabelecer interacdes polares, uma vez que a
distancia entre os grupos em questdo é superior a 3,5 A. Este facto esta em concordancia com os
resultados obtidos no docking molecular (figura 58-A), uma vez que ndo se encontra representada
nenhuma interacao entre o éster sintetizado e o residuo de serina 146. No ultimo frame de simulacao
(figura 59-B), é possivel observar que a distancia entre os dois grupos referidos anteriormente
aumenta, ou seja, o éster revela uma tendéncia a afastar-se do centro ativo da enzima. Estes
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resultados adicionados ao resultado obtido através de docking molecular revelam que o
enfraguecimento das interacdes estabelecidas entre a enzima e o éster permite explicar o motivo pelo
qual a reacdo ndo ocorre quando catalisada pela lipase nativa. Os resultados obtidos com a lipase
modificada também estdo em concordancia com os resultados obtidos no docking molecular (figura 58-
B). No inicio da simulacdo de dindmica molecular, a distancia entre o grupo carbonilo do éster e o
grupo alcool do residuo de serina 146 da lipase modificada é de 3,2 A (figura 59-C). No final dos 10 ns
de simulacao de dinamica molecular, ou seja, na ultima estrutura obtida pelo éster, é possivel observar
que a distancia entre os grupos funcionais referidos anteriormente aumentou bastante, sendo o valor
obtido de 19,7 A (figura 59-D). E possivel concluir que o éster se afasta do centro ativo da enzima, de
tal maneira, que acaba por sair da cavidade enzimatica. Este resultado mostra que, apesar da
interacdo inicial com o centro ativo, o éster tem tendéncia a sair do centro da enzima, justificando o

insucesso da reacdo de esterificacdo catalisada pela lipase modificada.

(B)

Figura 59. Representacdo da posicdo adquirida pelo éster 2-etoxietiloleato (7d) no inicio da simulacdo de dinamica
molecular com a lipase nativa (A) (PDB:1TIB) e com a lipase modificada (C) (PDB:1TIB modificada)* e no final da
simulacao com a lipase nativa (B) (PDB:1TIB) e com a lipase modificada (D) (PDB:1TIB modificada)®, sendo as enzimas
representadas em carfoon castanho, o éster representado a ciano, o centro ativo a cinzento e as interacdes polares a

tracejado amarelo. Os atomos de oxigénio a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMo).

O mecanismo de catalise enzimatica para as reacdes de esterificacdo rege-se de modo

semelhante para todos os ésteres sintetizados com sucesso. Com base na literatura®, foi possivel
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propor, na figura 60, o mecanismo para a sintese do éster 6a. A transferéncia de protdes entre os
residuos da triade catalitica (Serina 146, Aspartato 201 e Histidina 258) constitui o primeiro passo do
mecanismo proposto, ativando o grupo hidroxilo da serina (1). Este residuo de serina, que funciona
como nucledfilo, ataca o grupo carbonilo do acido carboxilico (acido octanosico), formando assim o
primeiro intermediario tetraédrico (2). A carga negativa é estabilizada pela cavidade do oxianiao,
através das ligacdes de hidrogénio das amidas da lipase. Em seguida, regenera-se o grupo carbonilo,
levando a libertacao de agua e a formacao do complexo acil-enzima (3). O passo seguinte € a ativacao
do alcool (transcutol) executada pelo residuo de histidina (4). O ultimo passo é o ataque nucleofilico do
grupo hidroxilo do alcool (transcutol) ao grupo carbonilo do éster (5) (acido octanoico-serina), formando
o segundo intermediario tetraédrico (6). Este Ultimo passo provoca a libertacdo do produto reacional

(éster 6a) e a regeneracdo da triade catalitica da enzima.

~\Cavidade do
NH_ HN oxianido
Q0

~\Cavidade do
NH,_ HN oxianiao

Acido octandico o}
~ HO\H/\/\/\/ HQW /\/\/\)K
/\ s ™ o H,0
N - S
1) (2) 3)
Intermediario Tetraédrico
o
KO 0O o
2-{2-etoxietoxi)etiloctanoato Transcut itol
—— Cavidade do ~—~Cavidade do
~—Cavidade do H HN oxianido NH_ HN oxianiao
NH_ HN oxianiao e o
Q0 /\/M
© o Ao O Oy
~ - Ly o o
S - - Dy
(5) (4)

(6)
Intermediario Tetraédrico

Figura 60. Mecanismo proposto para a reacao de esterificacdo do 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a) catalisada pela lipase
Aspergillus oryzae. A triade catalitica encontra-se representada a rosa, a enzima a azul e o éster/acido/alcool a preto

(adaptado de *).

3.1.2. Sintese catalisada pela lipase nativa da Candida rugosa com solvente

A sintese de ésteres com o transcutol e com o 2-etoxietanol foi também realizada com outras
lipases, com o objetivo de observar a sua capacidade catalitica na sintese de ésteres anfifilicos. A lipase
nativa da Candida rugosa é uma enzima bastante explorada na sintese de ésteres para aplicacdes
industriais, nomeadamente de 6leos e aromas na industria cosmética e farmacéutica. Neste trabalho,
verificou-se que esta lipase nao possuia nenhuma atividade de esterificacao para a sintese dos

compostos emulsificantes desejados, recuperando-se o0s reagentes de partida no final das reacdes.
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Os resultados obtidos foram explicados por modelacdo molecular. A triade catalitica desta
enzima ¢ formada pelos residuos de Serina 209, o Glutamato 341 e a Histidina 449, sendo que o
glutamato funciona como parte acida da triade catalitica, ou seja, forma uma ligacdo de hidrogénio
com a histidina, que ¢ um residuo basico, restringindo a rotacdo deste aminoacido. Na conformacéo
fechada (figura 61-A), a superficie livre que existe perto do centro ativo para alojar novas moléculas ¢
de dificil acesso, devido ao impedimento estereoquimico. Na conformacao aberta (figura 61-B), ou seja,
apos decorrer a ativacdo interfacial, a “tampa” abre e consequentemente expde o centro ativo. No
entanto, esta exposicdo nao ¢é suficiente, uma vez que o espaco disponivel nesta conformacéo para
alojar novas moléculas aparece na parte superior do centro ativo e nao no centro da triade catalitica,
que é o local onde ocorre a reacdo. O dificil acesso a triade catalitica, mesmo em conformacao aberta
pelos reagentes de partida utilizados, justifica a ineficiéncia catalitica desta enzima nas reacdes de
esterificacdo em estudo.

(R) (B)

Figura 61. Representacdo tridimensional da superficie disponivel para alojar novos ligandos na lipase nativa Candida
rugosa na conformacao fechada (A) (PDB: 1TRH) e na conformacdo aberta (B) (PDB: 1CRL), sendo as enzimas
representadas em cartfoon castanho e as superficies que indicam cavidades ao redor do centro ativo representadas a
cinzento. Os atomos de azoto estdo destacados a azul e os dtomos de oxigénio a vermelho (Imagens obtidas com recurso

ao programa PyMol).

3.1.3. Sintese catalisada pela lipase nativa da porcine pancreas com solvente

A lipase nativa da porcine pancreas também foi estudada, uma vez que é uma das enzimas
mais econdmicas comercialmente disponiveis. Os resultados obtidos com o transcutol e com o 2-
etoxietanol foram bastante semelhantes aos resultados obtidos com a lipase nativa da Candida rugosa,
uma vez que nenhum dos compostos pretendidos foram sintetizados. De modo semelhante, recorreu-
se ao docking molecular para compreender os resultados obtidos.

Esta enzima é constituida por duas cadeias e a triade catalitica é constituida por um residuo

que funciona como nucledfilo (Serina 153), um residuo acidico (Aspartato 177) e um residuo basico
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(Histidina 264). Na figura 62 é ilustrado o espaco disponivel para alojar novos ligandos nesta lipase,
verificando-se que este se encontra acima do centro ativo. Estes resultados demonstram que a
interacao entre os reagentes de partida e os aminoacidos polares do centro ativo é dificultada, levando

a que a reacao nao ocorra.

R
Figura 62. Representacéo tridimensional da superficie disponivel para alojar novos ligandos na lipase nativa da porcine

pancreas (PDB:1ETH), sendo a enzima representada em carfoon castanho e as superficies que indicam cavidades ao redor
do centro ativo representadas a cinzento. Os atomos de azoto estao destacados a azul e os atomos de oxigénio a vermelho

(Imagens obtidas com recurso ao programa Py/Moi).

De modo a clarificar as diferencas entre ligandos com cadeia comprida e cadeia curta, foram
realizados estudos de docking molecular. No caso do 2-etoxietiloctanoato (7a), o unico ligando de
cadeia curta, € possivel observar uma interacao polar com um residuo da triade catalitica. No entanto
este nao estda completamente inserido na cavidade enzimatica, o que abre a possibilidade de
afastamento do éster e consequente quebra de interacdo. No caso dos restantes ésteres, a interacéo
com a enzima ocorre através de interacdes apolares e é possivel observar que o éster se encontra

acima do centro ativo.

Figura 63. Docking de um ligando de cadeia comprida - 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d) (A) e um ligando de cadeia curta -
2-etoxietiloctanoato (7a) (B) com a lipase nativa da porcine pancreas (PDB:1ETH), sendo as enzimas representadas em
cartoon castanho, o éster representado a ciano, o centro ativo a cinzento e as interacdes polares a tracejado amarelo. Os
atomos de azoto estdo destacados a azul e os atomos de oxigénio a vermelho (Imagens obtidas com recurso ao programa

PyMol).
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Outro fator que pode justificar o insucesso das reacdes quando utilizadas as lipases nativas da
Candlida rugosa ou da porcine pancreas é o facto de o alcool poder causar inibicdo da enzima, fazendo

com que esta ndo exerca a sua funcao catalitica.c:

3.1.4. Sintese catalisada pela lipase modificada da Aspergillus oryzae sem
solvente

De entre as quatro lipases testadas, a lipase modificada da Aspergillus oryzae demonstrou-se
como sendo a mais eficiente, levando ao isolamento dos compostos 6a, 6b, 6¢, 6d, 6e ¢ 7a. De
modo a tornar o processo de sintese mais amigo do ambiente e econémico, as mesmas reacdes foram
testadas na auséncia de /+heptano. O produto 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) nao foi sintetizado, uma
vez que o acido palmitico € solido a temperatura reacional (37°C), o que torna o processo inviavel.

Os resultados obtidos (figura 64) revelam que apenas foram sintetizados os produtos 6d e 6e,
no final de 48 horas de reacdo, com uma percentagem de conversao de 74% e 50%, respetivamente. A
baixa mobilidade da enzima perante um sistema mais viscoso (sem solvente) pode justificar os
resultados obtidos.

O papel do solvente em reacdes de esterificacao catalisadas por enzimas é bastante relevante
devido ao fenomeno de ativacdo interfacial, sendo este necessario para abrir a “tampa”’ e
consequentemente ativar a enzima, para que esta possa catalisar a reacao de esterificacdo. Estudos
anteriores® revelam que as lipases sao mais ativas em solventes pouco polares ou apolares, uma vez
que a abertura da “tampa” provoca pequenas alteracdes conformacionais que desempenham um
papel fundamental no mecanismo de ativacdo. Deste modo, a enzima sem solvente é pouco ativa,
devido ao caracter hidrofilico dos alcoois usados, regendo-se exclusivamente pela hidrofobicidade do
acido. No caso do acido oleico e do acido linoleico, que sdo acidos gordos insaturados e de maior
tamanho de cadeia carbonada, verifica-se uma maior eficiéncia na ativacdo enzimatica e por isso a
reacao ocorre na auséncia de solvente. No caso do acido octandico e do acido decandico, como sao
acidos saturados e de menor tamanho de cadeia, a hidrofobicidade global torna-se insuficiente para
ocorrer a ativacao da enzima, levando consequentemente ao insucesso das reacoes de esterificacao.

A obtencdo dos produtos 6d e 6e foi confirmada através do espetro de 'H RMN, pela
integracao dos protdes constituintes da molécula, comparando aos produtos isolados anteriormente

(seccao 2.1.2).
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Figura 64. Graficos com a percentagem de conversdo das reacdes catalisadas pela lipase modificada da Aspergillus
oryzae sem solvente ao longo do tempo: i) éster 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a), ii) éster 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato
(6b), iii) éster 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d), iv) éster 2-(2-etoxietoxi)etil(92,12J-octadeca-9,12-dienoato (6e) e v) éster 2-

etoxietiloctanoato (7a).

3.1.5. Caracterizacao dos ésteres isolados
Os ésteres sintetizados com sucesso, através da utilizacdo da lipase modificada da Aspergilius

oryzae (tabela 3) como catalisador, foram sujeitos a uma caracterizacdo mais aprofundada.

Tabela 3. Tabela representativa dos ésteres sintetizados com sucesso posteriormente caracterizados

Acido Acido Acido Acido Acido
octandico decandico palmitico oleico linoleico
Transcutol 6a 6b 6¢ 6d 6e
2-Etoxietanol 7a

A obtencéo dos produtos acima referidos foi confirmada através do espetro de '*H RMN, pela
integracao dos protdes constituintes da molécula. No caso dos ésteres sintetizados foi possivel observar
0s picos caracteristicos da parte polar do éster, ou seja, da parte proveniente do alcool, no intervalo de
desvios quimicos &+ 3,5 e 4,5 ppm e os picos caracteristicos da cadeia carbonada, entre os 6+ 0,5 e
2,5 ppm (exemplificado na figura 65). Os protdes adjacentes ao oxigénio do grupo éster surgem como
um novo sinal a o« 4,22 ppm. Os desvios quimicos mais elevados na parte polar da molécula, podem
ser justificados pela maior desblindagem dos atomos de hidrogénio, devido a nuvem eletronica do
atomo de oxigénio. Os restantes espetros sdo semelhantes ao representado (apéndice B).
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Figura 65. Espetro '*H RMN do composto 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a).

Todos os produtos sintetizados foram caracterizados por espetrometria de massa, tendo sido
obtido o valor de peso molecular esperado.

A analise de FTIR (exemplificada na figura 66) foi bastante relevante para confirmar a obtencao
do produto pretendido, uma vez que foi possivel observar uma banda intensa a aproximadamente
1100 cm* que corresponde ao estiramento da ligacdo simples C-O do éster. Igualmente relevante é o
desaparecimento da banda caracteristica correspondente ao grupo hidroxilo terminal do alcool (-OH),
no intervalo 3400 cm* - 3000 cm-. A banda correspondente a ligacao simples C-O do acido carboxilico
encontra-se a aproximadamente 1300 cm-®, enquanto a banda correspondente @ mesma ligacdo no
éster encontra-se a aproximadamente 1100 cm. Esta alteracao pode ser explicada pela ligacdo mais
forte no acido carboxilico, uma vez que este pode formar pontes de hidrogénio intermoleculares, ou
seja, esta ligacdo necessita de mais energia para alongar, o que faz com que o se encontre a um
numero de onda superior. A banda correspondente ao grupo carbonilo (C=0), no espetro do acido
carboxilico encontra-se aproximadamente a 1700 cm e no espetro do éster sintetizado situa-se
aproximadamente a 1750 cm?, o que pode ser explicado pela maior conjugacao do acido em relacao
ao éster, o que reduz o numero de onda. O alongamento simétrico e assimétrico correspondente aos

grupos CH: que constituem a cadeia carbonada verificam-se nos reagentes e nos produtos da reacao
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numa banda a aproximadamente 2900 cm. Os restantes espetros sdo semelhantes ao representado

(apéndice B).
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Figura 66. Espetro de FTIR do composto 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a) e respetivos regentes de partida (acido
octandico e transcutol).

Diversas outras técnicas, como a medicao do pH, indice de refracao, viscosidade, propagacao,
polaridade, densidade e da tensao superficial e a determinacédo do coeficiente de particdo e a analise
termogravimétrica foram realizadas de modo a obter uma caracterizacao mais aprofundada dos ésteres
sintetizados (tabela 4). Esta extensiva caracterizacdo foi efetuada atendendo a necessidade da
implementacao futura destes compostos numa formulacdo cosmética. A Unica excecao verificou-se
para o éster 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢), uma vez que este é sdlido a temperatura ambiente,

tendo um ponto de fusao de 37°C.

Os valores de pH obtidos estdao no intervalo de 3,6 a 4,4, como representado na tabela 4. No
entanto, estes valores sédo mais acidos do que o esperado, uma vez que o composto sintetizado € um
éster, logo 0 seu pH deveria estar no intervalo de 6-7. O valor obtido pode ser explicado pela presenca
de uma quantidade residual de acido (reagente de partida), que nao é visivel no espetro de *H RMN. Os
valores de pH, embora acidicos sdo aceitaveis tendo em conta o pH da pele (4,1 - 5,8) e das

formulacdes cosméticas (4 — 6)e.

Os valores do indice de refracdo obtidos para os ésteres sintetizados foram bastante
semelhantes entre si, atendendo as suas semelhancas estruturais. Através da tabela 4 é possivel
observar que o éster 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d), tem o valor mais elevado (1,4558) o que significa
que a luz passa entre meios a uma velocidade menor e o éster 2-etoxietiloctanoato (7a) tem o valor

mais baixo (1,4192), ou seja, a luz transita a uma velocidade superior.
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Os resultados obtidos no teste de propagacdo e a viscosidade dos ésteres sintetizados podem
ser relacionados entre si, como relatado em estudos anteriores.®> Geralmente, quanto maior a
viscosidade do éster, menor a sua propagacdo. Apesar da relacdo quase direta entre as duas
propriedades, existem outros fatores necessarios a considerar como a densidade e a tensdo superficial.
Neste caso, os resultados obtidos revelam que os ésteres 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d) e 2-(2-
etoxietoxi)etil(9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato (6e) nao estdo de acordo com esta relacdo, o que pode
ser explicado pela estrutura do composto. Estes dois ésteres revelam insaturacées na sua estrutura,
sendo este fator relevante quando avaliada a viscosidade do composto, uma vez que o grau de
insaturacao esta relacionado com valores superiores de viscosidade.

Tabela 4. Caracterizacdo dos ésteres sintetizados com o valor do pH, do indice de refracdo, da viscosidade e da
propagacao

pH indice de refracdo Viscosidade Propaga?éo

(nD) (mPa) (mm2/min)
6a 4,05 1,4540 3,26 14,3
6b 4,21 1,4280 4,41 10,4
6¢c 4,19 ND 4,59 ND
6d 4,45 1,4558 17,8 12,3
6e 3,68 1,4312 15,0 16,5
7a 4,34 1,4192 2,50 20,9

:‘Medicao efetuada a 37°C.

ND: Nao determinado atendendo a natureza do éster 6¢ (sélido a temperatura ambiente).

Os resultados do logaritmo do coeficiente de particdo (log P) e os valores de energia de
transicao molar obtidos para os ésteres sintetizados, representados na tabela 5, podem ser
relacionados entre si. Os valores de energia de transicao molar indicam a capacidade de um solvente
dissolver substancias e estdo diretamente relacionados com a polaridade do composto sintetizado.
Neste teste, quanto maior a energia de transicao molar, menos polar o composto e, neste caso, as
substancias utilizadas como referéncia foram a agua e o etanol, que apresentaram valores de 50,96
kcal/mol e 55,41 kcal/mol, respetivamente. Os valores relativos aos ésteres sintetizados e aos
reagentes de partida encontram-se no intervalo das referéncias utilizadas, de onde é possivel concluir
que os compostos 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a), 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b) e 2-(2-
etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) sdo mais polares que o composto 7a, uma vez que 0s valores sdo mais

proximos do valor obtido para a agua. No entanto, no caso dos ésteres 6d e 6e, os valores obtidos sao
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superiores ao valor do etanol, o que se traduz numa menor polaridade do composto. Este valor pode
ser explicado pelo maior caracter hidrofobico dos ésteres, pois contém as cadeias carbonadas mais
longas, traduzindo-se também num valor superior do logaritmo do coeficiente de particdo. No caso do
éster 6¢ este revela uma menor polaridade, mas um logaritmo do coeficiente de particdo superior aos
restantes ésteres com a mesma polaridade. Este resultado pode ser justificado pelo maior caracter
hidrofébico do acido palmitico, visto que o seu valor de energia de transicdo molar é 69,5645 kcal/mol
(411 nm). Os valores da densidade revelam que os ésteres sintetizados s@o menos densos que a agua
e podem também ser relacionados com a sua tensdo superficial, pois, de um modo geral, quanto
maior a densidade, maior a tensao superficial. &

Tabela 5. Tabela com os valores de polaridade, do coeficiente de particdo, da densidade e da tensdo superficial dos
ésteres sintetizados

Energia de

.. Densidade Tensao superficial
transicao molar Log P- ( ) (mN/m)
(kcal/mol) (A, nm) g/cm
6a 54,047 (529) 3,29 0,906 25,525+0,098
6b 54,047 (529) 4,30 0,899 27,260+0,097
6¢ 54,047 (529) 7,33 0,887 ND
6d 57,877 (494) 7,86 0,920 27,010+0,012
6e 61,092 (468) 7,13 0,939 30,873+0,010
7a 54,983 (520) 3,50 0,882 25,887+0,057

:Valor teorico calculado a partir do site https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
ND: Nao determinado atendendo a natureza do éster 6¢ (sélido a temperatura ambiente).

Os resultados obtidos na analise termogravimétrica revelam que a temperatura de degradacao
maxima dos produtos sintetizados é de 290°C para o produto 6a (exemplificado na figura 67), 303°C
para o produto 6b, 363°C para o produto 6¢, 371°C para o produto 6d, 359°C para o produto 6e e
253°C para o produto 7a. A tabela seguinte revela que a percentagem de peso perdido nao
corresponde totalmente a amostra analisada, uma vez que a percentagem perdida até aos 100°C
corresponde a agua contida na amostra. Todos os produtos obtidos sdo termicamente mais estaveis
que os reagentes de partida, tal como o esperado, atendendo a outros exemplos reportados na

literatura.ss Os restantes espetros sdo semelhantes ao representado (apéndice B).
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Tabela 6. Patamares de degradacao da analise termogravimétrica dos ésteres sintetizados, bem como dos seus reagentes
de partida

Apeee (%) Tons (°C)

o Acidooctandico 97,404 249,49
o
% Acidodecandico 96,220 274,08
(=}
T Acidopalmiico 94,892 340,52
]
S Acido oleico 93,987 350,60
‘2 Acido linoleico 95,358 350,44
S Transcutol 99,924 215,66
o
=2  2etoxietanol 99,814 168,90
6a 97,734 290,38
6b 88,484 303,28
6c 96,838 363,62
S 6d 97,675 371,35
‘wl
6e 91,243 359,00
7a 98,459 253,33
100
80
2
'g 60
=]
& 40-
(=3
= 20
0 I I I I
100 200 300 400

Temperatura (°C)
— Acido octandico — Transcutol
— 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato

Figura 67. Grafico representativo da analise termogravimétrica do composto 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a) e dos seus
reagentes de partida.

3.2. Propriedades emulsificantes de ésteres

Nos ultimos anos, o consumo de produtos cosméticos tem aumentado em todos os pontos do

globo. Um mundo mais sustentavel levou a que a industria cosmética tivesse necessidade de inovar os
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seus meétodos de producdo, com o objetivo de responder as novas necessidades de mercado. A
producao de cosméticos passou, por isto, a considerar essencial o balanco entre a producao quimica e
natural de um produto.® A maioria dos produtos cosméticos produzidos atualmente tém um processo
de producao com base em ingredientes naturais, derivados de recursos renovaveis, utilizando praticas
ecologicamente corretas. Na industria cosmética, a escolha de ingredientes naturais que substituam os
utilizados até a data pode ser desafiante, uma vez que cada ingrediente reflete o seu efeito na pele, e
deste modo, é necessario garantir a seguranca e a estabilidade da formulacdo produzida, bem como a
manutencdo da sua qualidade e eficacia, considerando esta alteracdo. Um dos ingredientes que tem
sido substituido por alternativas mais amigas do ambiente ¢ o emulsificante, uma vez que este
estabiliza nanoemulsdes, que sdo cada vez mais utilizadas em formulacdes cosméticas. Os
emulsificantes nao iénicos sdo moléculas com caracter hidrofébico e hidrofilico, pelo que podem ser
substituidos por outros ésteres, desde que a sintese destes se revele amiga do ambiente (sem

solvente, baixas temperaturas e com recurso a biocatalisadores).”

Deste modo, o potencial emulsificante dos ésteres previamente sintetizados com sucesso
(éster 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a), 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b), 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato
(6¢c), 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d), 2-(2-etoxietoxi)etil(92,127-octadeca-9,12-diencato (6e) e 2-
etoxietiloctanoato (7a)) foi explorado para a producao de nanoemulsoes O/A. Especificamente, o éster
foi utilizado como fase oleosa e diferentes fases aquosas foram inicialmente investigadas, de modo a
observar o efeito dos sais e pH na producdo e estabilizacdo das nanoemulsdes. As emulsées O/A
foram produzidas com 2,5% e 5% de fase oleosa, com base em estudos anteriores (figura 68).”* As
quantidades de fase oleosa testadas ndo foram superiores a 5%, uma vez que estudos anteriores
revelam que quantidades superiores de fase oleosa sdo pouco eficientes na formacdo de
nanoemulsdes, pelo seu potencial nocivo.” Neste caso, como as duas fases sdo imisciveis, foi
necessario recorrer a um método de emulsificacdo de alta energia, no qual as forcas sdo geradas
através de métodos mecanicos, como a ultrasonicacao. Este método & necessario porque a energia
das duas fases separadas € menor do que a energia da nanoemulsdo. Baseado neste facto, a
ultrasonicacao é feita num banho de gelo, com o objetivo de diminuir a energia necessaria para o
processo de emulsificacdo, em condicdes previamente otimizadas”. Foi previamente reportado que,

nestas condicoes, as nanoparticulas obtidas sao mais pequenas e estaveis.”

As nanoemulsdes foram inicialmente estudadas com tampdes com pH préximo ao pH da pele

(4,1-5,8): acido citrico/citrato de sodio (0,1 M; pH=D5), acido citrico/fosfato dissddico (0,1 M/ 0,2 M;
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pH=5,8) e hidrogenofosfato dissddico/dihidrogenofosfato de sddio (0,2 M; pH=5,9). No entanto, estas
nao se revelaram estaveis, o que levou a que as nanoemulsdes fossem posteriormente feitas com o
tampao fosfato-salino (PBS) e com agua. A solucao-tampdo de PBS foi utilizada pois as concentracdes
de ides e o poder osmotico sdo bastante semelhantes as do corpo humano e nao é toxico para a

maioria das células do corpo humano 7.

PBS  Agua Ester

2,5% 6leo 5% oleo ‘ Nanoemulsdes
0/A

Ultrasonicacao (3 minutos)

Figura 68. Esquema de formacéo das nanoemulsdes (exemplificado com o éster 6a) (Imagem criada em Biorender.com).

3.2.1 Caracterizacao das emulsoes

A caracterizacdo das nanoemulsdes formadas a partir dos ésteres previamente sintetizados
teve como foco principal a verificacdo da estabilidade destas ao longo do tempo com recurso a técnica
do espalhamento dindmico de luz (DLS). Esta técnica permite medir o tamanho das nanoparticulas e o
potencial zeta associado as mesmas. O Nanosight também foi utilizado, uma vez que, para além de
medir o tamanho das nanoparticulas, permite ainda obter a concentracdo de particulas na

nanoemulsao.

A estabilidade das nanoemulsoes foi seguida também através da medicao do pH das amostras
ao longo dos meses. Todas as nanoemulsdes revelaram a manutencao do seu pH desde a sua
producado até 1 més (no caso do tampéao PBS) e 4/6 meses (no caso da agua destilada), uma vez que
depois desse tempo, as nanoparticulas deixam de ser estaveis. No caso das nanoparticulas em PBS, o

pH varia entre 7 e 8, enquanto que no caso das nanoparticulas em agua, o pH varia entre 5 e 6.
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a) Técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS)

A caracterizacdo através da técnica de DLS foi efetuada a todas as emulsdes produzidas,
fornecendo informacdes sobre o tamanho das nanoparticulas (diametro), o indice de polidispersividade
(PDI) e o potencial zeta, ou seja, a carga superficial da nanoparticula. Simulacées de dinamica
molecular também foram efetuadas nesta parte do trabalho, de modo a observar se a agregacao das

moléculas emulsificantes, em meio aquoso, ocorre de forma organizada ou aleatéria. 47

A aplicacao cosmética das nanoemulsdes produzidas faz com que o tamanho ideal das
nanoparticulas produzidas seja no intervalo de 20 nm a 200 nm, no entanto, sdo aceitaveis
nanoparticulas com tamanho até 500 nm. Geralmente, ao aumentar a quantidade de emulsificante
utilizado, a tendéncia é a diminuicdo do tamanho das nanoparticulas obtidas.c O indice de
polidispersividade descreve o grau de uniformidade das nanoparticulas que constituem as
nanoemulsdes e varia entre 0 (amostra uniforme) e 1 (amostra altamente polidispersa).” O potencial
zeta associado as nanoparticulas indica o grau de repulsao entre particulas adjacentes de carga
semelhante, sendo 25 mV (valor positivo ou negativo) o valor considerado arbitrario que separa
superficies de alta carga das de baixa carga, uma vez que este valor foi considerado suficiente para
criar uma barreira de energia entre as nanoparticulas e evitar agregacao.” Por um lado, um elevado
valor de potencial zeta confere estabilidade a nanoemulsdo, levando as particulas a resistir a
coalescéncia molecular, e, por outro lado, quando o valor de potencial zeta é baixo, a atracdo excede a
repulsdo e as particulas revelam uma tendéncia de coalescéncia. Quanto mais negativo for este

parametro, maior sera a carga elétrica das particulas e mais estavel sera a emulsao. 77

Todas as nanoemulsdes preparadas revelaram um aspeto homogéneo, fluido e branco (A),
como representado na figura 69, enquanto estaveis, passando a um aspeto heterogéneo e

transparente (B) quando instaveis, observando-se nitidamente uma separacéo de fases.

== -

(B)
Figura 69. Representacao do aspeto das nanoemulsées preparadas enquanto estaveis - homogéneo, fluido e branco (A) e

quando deixam de ser estaveis - heterogéneo e transparente (B).
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As nanoemulsdes O/A produzidas foram avaliadas em termos de tamanho, PDI e potencial

zeta desde a sua formacao até deixarem de ser estaveis.

Os resultados obtidos com o produto 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a) revelaram que as
nanoemulsdes formadas a partir deste éster ndo sdo estaveis, com nenhuma das fases aquosas
testadas. O tamanho das nanoparticulas obtidas no tampao PBS foi de aproximadamente 3000 nm
com um indice de polidispersividade associado de 1. No caso do tamanho das nanoparticulas em

agua, o tamanho é superior a 500 nm com um PDI de 0,300 (figura 70).
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Figura 70. Estabilidade das nanoemulsdes O/A formadas com 5% do éster 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a) com: i) o
tampao PBS e ii) agua, armazenadas a 4°C durante 1 semana e 1 més, respetivamente (os erros associados aos valores

obtidos resultam de duas medicdes independentes).

Atendendo ao seu elevado tamanho, as nanoemulsdes formadas com o éster 6a ndo podem
ser utilizadas para aplicacdo cosmética, pelo que a sua caracterizacdo ndo foi avante. Em ambos os
casos, o0 potencial zeta € menor que -25 mV, o que significa que a atracdo entre as nanoparticulas
excede a repulsdo, provocando coalescéncia da nanoemulsdo. Este facto foi observado através da
separacao de fases ao final de um dia apos formacao, no caso do tampao PBS e ap6s uma semana,
no caso da agua. Estes resultados podem ser explicados pelo maior caracter hidrofilico do composto
em causa, Uma vez que a interacdo com a agua é mais forte que a interacao com outras moléculas de
emulsificante. Simulacdes de dindmica molecular também permitiram observar a causa de
instabilidade na nanoemulsao. A densidade do agregado formado ao longo dos 60 ns revela a
formacdo de um agregado com perfil micelar (figura 71). A instabilidade da nanoemulsdo pode ser
explicada pela diferenca observada nas curvas de densidade do agregado formado ao longo do tempo,

gue sao pouco acentuadas, indicando que a densidade no centro deste ndo ¢ muito elevada.” Estes
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fatores sdo indicativos de um sistema pouco estavel. Além disso, é possivel observar a reversdo da
aproximacdo das moléculas de emulsificante durante a simulacao, pois a densidade aos 40 e 50

nanossegundos de simulacdo é superior a densidade nos 60 nanossegundos de simulacao.
(o]
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Figura 71. Grafico da densidade em relacdo a distancia relativa ao centro da agregacdo das moléculas do éster 2-(2-
etoxietoxi)etiloctanoato (6a) ao longo da simulacao de dindmica molecular em agua e representacdo da andlise de cluster

em intervalos de 10 ns (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

Os resultados com o produto 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b) revelaram que as
nanoemulsdes formadas com este éster sdo menos estaveis quando formadas com o tampao PBS do
que quando formadas com agua (figura 72). No caso das nanoemulsdes feitas com o tampao PBS, o
tamanho das nanoparticulas esteve no intervalo aceitavel para aplicacdo cosmética e com um indice de
polidispersividade inferior a 0,500. O potencial zeta revelou uma diminuicdo na medicdo do primeiro
més, o que pode ser resultado da coalescéncia das nanoparticulas e consequentemente provocando
um aumento do PDI da amostra, bem como a alteracdo do aspeto. No entanto, apoés 1 més de
producao, verificou-se o aumento substancial no seu tamanho (1200 nm).

No caso das nanoemulsdes em agua, verifica-se uma elevada estabilidade, observando-se até
aos 4 meses de producao, tamanhos de nanoparticulas entre os 300 nm e 400 nm e valores de PDI
entre 0,200 e 0,400. O potencial zeta destas nanoparticulas apresenta um valor mais negativo que -25
mV (entre -27 mV e -33 mV), o que significa que esta superficie ¢ de carga relativamente alta, o que faz
com que seja criada uma barreira de energia entre as nanoparticulas e evita a coalescéncia da

nanoemulsdo. Os resultados obtidos com os dois racios testados, 2,5% e 5%, sado bastante
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semelhantes, no entanto, as nanoemulsdes com 5% de 6leo formam nanoparticulas de menor tamanho

e com potencial zeta mais negativo, o0 que as torna mais estaveis.
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Figura 72. Estabilidade das nanoemulsdes O/A formadas com 2,5 % e 5% do éster 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b) com:
i) o tampao PBS e ii) dgua, armazenadas a 4°C durante 1 més e 4 meses, respetivamente. Nos graficos relativos ao
tamanho e PDI, o tamanho das nanoemulsdes 5% O/A é representado pela coluna cor-de-rosa e o PDI associado
representado pela linha cor-de-laranja e o tamanho das nanoemulsdes 2,5 % O/A é representado pela coluna cinzenta e o
PDI associado representado pela linha preta. Nos graficos relativos ao potencial zeta, o potencial das nanoemulsdes 5% O/A
¢ representado pela coluna cor-de-rosa e o potencial das nanoemulsdes 2,5% O/A é representado pela coluna cinzenta (os

erros associados aos valores obtidos resultam de duas medi¢des independentes).

A estabilidade deste sistema é comprovada através de dinamica molecular (figura 73), na qual
¢ possivel observar a estabilizacdo do sistema a partir dos 50 ns, através da aproximacao das curvas
de densidade. Neste caso, ao fim de 20 ns é possivel observar a formacéo de um agregado molecular,
com perfil micelar, que aumenta a sua densidade no decorrer da simulacdo, uma vez que a curva com
um valor mais elevado de densidade corresponde aos 60 ns.” A simulacdo de dindmica molecular
permite também observar que o arranjo destas moléculas ocorre de forma organizada, sendo que as
cadeias carbonadas da molécula tém tendéncia a manter-se no interior da micela formada, enquanto a

parte polar fica voltada para o exterior, interagindo com a agua na caixa de simulacao.
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Figura 73. Grafico da densidade em relacdo a distancia relativa ao centro da agregacdo das moléculas do éster 2-(2-
etoxietoxi)etildecanoato (6b) ao longo da simulacdo de dindmica molecular em agua e representacdo da analise de cluster

em intervalos de 10 ns (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

Os resultados com o produto 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) revelam que as nanoemulsoes

sd0 estaveis apenas no primeiro més apos producdo com ambas as fases aquosas usadas (figura 74).
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Figura 74. Estabilidade das nanoemulsoes O/A formadas com 2,5 % e 5% do éster 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) com:
i) o tampao PBS e ii) agua, armazenadas a temperatura ambiente durante 1 més e 4 meses, respetivamente. Nos graficos
relativos ao tamanho e PDI, o tamanho das nanoemulsdes 5% O/A é representado pela coluna cor-de-rosa e o PDI
associado representado pela linha cor-de-laranja e o tamanho das nanoemulsées 2,5 % O/A é representado pela coluna
cinzenta e o PDI associado representado pela linha preta. Nos graficos relativos ao potencial zeta, o potencial das
nanoemulsdes 5% O/A é representado pela coluna cor-de-rosa e o potencial das nanoemulsdes 2,5% O/A é representado

pela coluna cinzenta (os erros associados aos valores obtidos resultam de duas medicdes independentes).
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No caso das nanoemulsdes formadas com o tampao PBS, o tamanho das nanoparticulas inicial
¢ inferior a 500 nm, no entanto, o seu indice de polidispersividade e consequente instabilidade apés 1
més, impossibilita a sua aplicacdo cosmeética. No caso das nanoemulsdes em agua, apesar das
amostras se revelarem homogéneas e possuirem baixo PDI, é observado um tamanho de particula
superior a 500 nm. O potencial zeta revela, em ambos 0s casos, uma diminuicdo ao longo do tempo, o
que pode ser indicativo de perda de estabilidade.

A densidade ao longo da simulacdo de dinamica molecular permite concluir que a formacao de
nanoemulsdes com este composto emulsificante é pouco estavel, uma vez que a curva correspondente
aos 60 ns revela um menor valor de densidade que as restantes (figura 75). Neste caso, apds 20 ns de
simulacdo, as moléculas de emulsificante comecam a formar um agregado, que segue um perfil
micelar, isto &, a densidade é superior no centro da micela e vai diminuindo do centro a superficie.”
Este agregado mantém-se estavel entre os 30 ns e 50 ns de simulacdo, no entanto, no final da

simulacéo, as moléculas parecem afastar-se.
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Figura 75. Grafico da densidade em relacdo a distancia relativa ao centro da agregacdo das moléculas do éster 2-(2-
etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) ao longo da simulacao de dindmica molecular em agua e representacao da analise de cluster

em intervalos de 10 ns (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

0 éster 6¢ ¢ solido a temperatura ambiente, sendo o Unico composto ao qual foi necessario
proceder previamente a sua fusao antes do processo de emulsificacdo. Verificou-se, apdés 1 més de

formacao, a precipitacédo do éster (figura 76), coincidindo com a instabilidade das nanoemulsoes.
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Figura 76. Aspeto das nanoemulsdes O/A com o éster 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) precipitado ao final de um més.

As nanoemulsdes obtidas com o produto 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d) (figura 77) revelaram
ser as nanoemulsdes mais estaveis, até um periodo de, pelo menos, 6 meses com ambas as fases
aquosas testadas. No caso das nanoparticulas com o tampao PBS, o seu tamanho varia entre 150 nm
e 250 nm e com um PDI relativamente baixo (<0,400), demonstrando elevado potencial para aplicacéo
cosmética. O potencial zeta destas nanoparticulas é bastante negativo, aproximadamente -70 mV, o
que se traduz numa elevada estabilidade. No caso das nanoemulsdes com agua, o tamanho das
nanoemulsdes ¢ ligeiramente superior (aproximadamente 330 nm) e o seu indice de polidispersividade
¢ bastante baixo (entre 0,1 e 0,2), revelando um elevado potencial para aplicacdo cosmética. O
potencial zeta associado a estas nanoparticulas vai sendo mais negativo ao longo do tempo, o que €

indicativo de um aumento de estabilidade das nanoemulsoes.
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Figura 77. Estabilidade das nanoemulsées O/A formadas com 2,5 % e 5% do éster 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d) com: i) o
tampao PBS e ii) agua, armazenadas a 4°C durante 1 més e 4 meses, respetivamente. Nos graficos relativos ao tamanho e
PDI, o tamanho das nanoemulsdes 5% O/A é representado pela coluna cor-de-rosa e o PDI associado representado pela
linha cor-de-laranja e o tamanho das nanoemulsdes 2,5 % O/A é representado pela coluna cinzenta e o PDI associado
representado pela linha preta. Nos graficos relativos ao potencial zeta, o potencial das nanoemulsées 5% O/A é
representado pela coluna cor-de-rosa e o potencial das nanoemulsdes 2,5% O/A é representado pela coluna cinzenta (os

erros associados aos valores obtidos resultam de duas medicdes independentes).
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Os resultados obtidos com os dois racios testados, 2,5% e 5% revelam que com ambas as
fases aquosas utilizadas, as nanoemulsdes com 2,5% de éster ttm um tamanho superior do que as
formuladas com 5%. Os valores obtidos de potencial zeta sdo semelhantes para ambos os racios,
apresentando valores negativos o suficiente para que a repulsdo entre nanoparticulas seja superior a
atracdo. As nanoemulsdes com o tampao PBS sdo menores e com um potencial zeta mais negativo.
Estes resultados indicam que estas particulas séo mais estaveis do que as nanoemulsées em agua,
uma vez que quanto mais pequenas as nanoparticulas, mais tempo demoram a aproximarem-se e
coalescerem.

Neste caso, o perfil da simulacdo obtido ao longo da simulacdo de dinamica molecular é
diferente dos obtidos anteriormente, sendo semelhante ao perfil de densidade de uma bicamada
fosfolipidica.*#t A densidade da bicamada fosfolipidica & maior nas extremidades, locais onde se
encontram as partes hidrofilicas dos emulsificantes e menor no centro, pois tem um vazio (figura 78).
O sistema revela-se estavel, uma vez que nas zonas de maior densidade, ou seja, nas mais distantes
do centro, as curvas de densidade entre os 30 ns e 60 ns estdo bastante préximas, o que é indicativo
de que o agregado que se forma se mantém estavel ao longo da simulacdo e de que o sistema se

encontra em equilibrio.
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Figura 78. Grafico da densidade em relacdo a distancia relativa ao centro da agregacdo das moléculas do éster 2-(2-
etoxietoxi)etiloleato (6d) ao longo da simulacdo de dinamica molecular em agua e representacdo da analise de cluster em

intervalos de 10 ns (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMoi).
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Os resultados com o produto 2-(2-etoxietoxi)etil(9.2, 12 7-octadeca-9,12-dienoato (6e) revelaram
gue as nanoemulsdes sao estaveis durante mais tempo em agua do que em tampao PBS (figura 79).
No caso das nanoemulsdes formadas com o tampao PBS, apos 2 meses, o tamanho das
nanoparticulas é cerca de 1100 nm (5% de ¢leo) e 2100 nm (2,5% de 6leo) e bastante polidisperso,
impossibilitando a sua aplicacéo cosmética. O potencial zeta destas nanoparticulas diminui ao longo do
tempo, indicando instabilidade. No caso das nanoemulsdes em agua, que sao estaveis até pelo menos
6 meses, 0 tamanho das particulas varia entre 350 nm e 500 nm, o que permite que sejam aplicadas
em formulacdes cosmeéticas, sendo as nanoemulsdes homogéneas, com um valor de PDI baixo (entre
0,1 e 0,2). O potencial zeta destas mantém-se relativamente estavel ao longo do tempo, o que confere
uma certa estabilidade a nanoemulsdo. O tamanho destas nanoparticulas € superior as restantes
nanoparticulas produzidas, possivelmente devido as insaturacdes no acido linoleico, levando a um
menor empacotamento das cadeias. Os resultados obtidos com os dois racios testados, nos dois meios

aquosos, revelam-se bastante semelhantes.
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Figura 79. Estabilidade das nanoemulsdes O/A formadas com 2,5 % e 5% do éster 2-(2-etoxietoxi)etil(9.2 12 J-octadeca-
9,12-dienoato (6e) com: i) o tamp&o PBS e ii) agua, armazenadas a 4°C durante 1 més e 4 meses, respetivamente. Nos
graficos relativos ao tamanho e PDI, o tamanho das nanoemulsdes 5% O/A é representado pela coluna cor-de-rosa e o PDI
associado representado pela linha cor-de-laranja e o tamanho das nanoemulsdes 2,5 % O/A é representado pela coluna
cinzenta e o PDI associado representado pela linha preta. Nos gréaficos relativos ao potencial zeta, o potencial das
nanoemulsdes 5% O/A é representado pela coluna cor-de-rosa e o potencial das nanoemulsdes 2,5% O/A é representado

pela coluna cinzenta (os erros associados aos valores obtidos resultam de duas medicdes independentes).
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Nas simulacdes de dinamica molecular, a aproximacao das moléculas de emulsificante verifica-
se a partir dos 30 ns e mantém-se até ao final da simulacdo. O perfil micelar (figura 80) de
aproximacdo destas moléculas é facilitado pela maior hidrofobicidade do composto, 0 que também
explica os valores elevados de densidade.” No grafico da densidade deste agregado, a partir dos 40 ns

verifica-se a aproximacao das curvas de densidade, o que permite concluir que este sistema é bastante

estavel.
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Figura 80. Grafico da densidade em relacdo a distancia relativa ao centro da agregacdo das moléculas do éster 2-(2-
etoxietoxi)etil(9Z,127)-octadeca-9,12-dienoato (6e) ao longo da simulagdo de dindmica molecular em agua e representacao

da analise de clusterem intervalos de 10 nanossegundos (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

Os resultados com o produto 2-etoxietiloctanoato (7a) revelaram que as nanoemulsdes sao
menos estaveis em tampdo PBS do que em agua (figura 81). No caso do tampdo PBS, as
nanoemulsdes sao heterogéneas, com tamanho bastante superior a 500 nm e um potencial zeta que
diminui ao longo do tempo. No caso das nanoemulsdes em agua, o tamanho das nanoparticulas varia
entre 200 nm e 400 nm, sendo o tamanho bastante uniforme, o que é confirmado pelo baixo valor do
indice de polidispersividade (<0,400). O potencial zeta ndo revela grandes variacdes, o que permite
concluir que o sistema em agua é estavel. Os resultados obtidos com os dois racios em estudo,
revelam que o tamanho das nanoparticulas produzidas com o menor racio, € menor, mas o potencial

dos dois racios é semelhante.
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Figura 81. Estabilidade das nanoemulsées O/A formadas com 2,5 % e 5% do éster 2-etoxietiloctanoato (7a) com: i) o
tampao PBS e ii) agua, armazenadas a 4°C durante 1 més e 4 meses, respetivamente. Nos graficos relativos ao tamanho e
PDI, o tamanho das nanoemulsdes 5% O/A é representado pela coluna cor-de-rosa e o PDI associado representado pela
linha cor-de-laranja e o tamanho das nanoemulsdes 2,5 % O/A ¢ representado pela coluna cinzenta e o PDI associado
representado pela linha preta. Nos graficos relativos ao potencial zeta, o potencial das nanoemulsdes 5% O/A é
representado pela coluna cor-de-rosa e o potencial das nanoemulsdes 2,5% O/A é representado pela coluna cinzenta (os

erros associados aos valores obtidos resultam de duas medicoes independentes).

Neste caso, o potencial € menor que os restantes emulsificantes, o que revela que o sistema é
menos estavel. Este éster é o mais pequeno em tamanho, o que faz com que as moléculas demorem
mais tempo a aproximar-se. Consequentemente, ¢ posteriormente formado um agregado com uma
distribuicao uniforme e um perfil micelar, ou seja, mais compacto e uniformemente denso. No inicio da
simulacao, o perfil deste éster era semelhante ao perfil de uma bicamada fosfolipidica, o que indicava
que a maior densidade estava nas zonas mais afastadas do centro.®t No entanto, é possivel observar,
no grafico da figura 82, que ao longo da simulacao, os valores de densidade do centro vao aumentando
e nos 60 ns de simulacdo de dinamica molecular, ou seja, quando é formado o agregado molecular, a

organizacao das moléculas de emulsificante adquire um perfil micelar.”
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Figura 82. Grafico da densidade em relagdo a distancia relativa ao centro da agregacdo das moléculas do éster 2-
etoxietiloctanoato (7a) ao longo da simulacdo de dindmica molecular em agua e representacao da analise de cluster em

intervalos de 10 ns (Imagens obtidas com recurso ao programa PyMol).

Resumidamente, os resultados obtidos (tabela 7) revelam que as nanoemulsdes produzidas em
tampao PBS sdo menos estaveis do que as nanoemulsdes formadas unicamente com agua. Estes
resultados podem ser explicados pelo facto de as emulsdes produzidas serem derivadas de ésteres nao
idnicos, nao ocorrendo uma estabilizacdo electroestatica com os sais do tampao PBS. O maior
tamanho dos ésteres 6d e 6e leva a que os agregados moleculares sejam formados mais cedo,
traduzindo-se numa maior estabilidade, comparativamente aos ésteres de menor tamanho (6b e 7a).
Este facto é também corroborado pelos valores de potencial zeta mais negativo. A organizacdo do
agregado no éster 6d ¢ diferente dos restantes. O éster 6e agrega-se do mesmo modo que os ésteres
de menor tamanho, ou seja, com um perfil micelar e ndo como uma bicamada fosfolipidica, ao
contrario do que se verifica geralmente nos acidos gordos, devido ao seu elevado tamanho e rigidez

estrutural.
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Tabela 7. Tabela resumo com o tempo de estabilizacdo das nanoemulsdes em PBS e agua, tipo de organizacado adquirido

pelo agregado molecular em agua e observacdes finais

PBS Agua
o Nao forma emulsdes
/\/\/\)%/\/\/\/\ . . L
1 dia 1 semana Micelar estaveis (balanco
6a
hidrofobico-hidrofobico)
0 Forma emulsdes estaveis
WONOWOA
6 2 meses 4 meses Micelar em agua (310 nm (2,5%);
b
PDI: 0,30)
/\/\/\/\/\/\/\)(LO/\/O\/\O/\ Nao forma emulsdes
1 més 1 més Micelar
6¢ estaveis (estado solido)
0 Forma emulsdes estaveis
V\AAN/\/\)J\O/VOV\O/\ Bicamada
6 meses 6 meses em agua (280 nm (2,5%);
6d fosfolipidica
PDI: 0,17)
. Forma emulsdes estaveis
W/VMON°%OA
2 meses 6 meses Micelar em agua (440 nm (2,5%);
6e
PDI: 0,10)
o Forma emulsdes estaveis
N\/\)K,/\/K/ . .
2 meses 4 meses Micelar em agua (180 nm (2,5%);
7a
PDI: 0,18)

Nota: Os tamanhos e PDI indicados nas observacoes finais correspondem a estabilidade maxima (indicada na tabela) de cada nanoemulsao produzida.

b) Nanosight

As nanoemulsdes produzidas com os ésteres sintetizados (2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b),
2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d), 2-(2-etoxietoxi)etil(9.2 12 J-octadeca-9,12-dienoato (6e) e
2-etoxietiloctanoato (7a)) foram analisadas através da técnica de Nanoparticle tracking analysis (NTA).
As nanoemulsdes produzidas a partir dos ésteres 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a) e
2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢), atendendo & sua instabilidade, ndo foram analisados. A semelhanca
do DLS esta técnica permite determinar o tamanho das emulsdes, sendo, no entanto, possivel a
obtencéo da concentracao de particulas. O Nanosight permite a captura de um video de 60 segundos,

possibilitando a visualizacao das particulas em suspensao.
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Na tabela 8 constam os valores do tamanho das nanoemulsdes obtidos através de ambas as
técnicas realizadas. E possivel observar que os valores obtidos sdo semelhantes, a excecdo das
nanoemulsdes formadas com o composto 7a. Estas particulas demoram mais tempo a agregar-se e
consequentemente a estabilizar-se, o que faz com que os dados medidos através de DLS revelem um
tamanho superior, pela elevada influéncia de particulas com tamanhos maiores.® O armazenamento
das nanoemulsbes a temperatura ambiente ao longo do dia de medicdes € também um fator que
diminui a estabilidade das particulas produzidas. A medicao das nanoparticulas no dia em que foram
produzidas € uma possivel explicacao para que o tamanho das nanoparticulas nao seja uniforme, o que
¢ detetado pelos valores relativamente elevados do indice de polidispersividade e pela analise através
de NVT7A nao revelar apenas um pico. Esta hipdtese é confirmada pelo tamanho D10, D50 e D90 ser
diferente na analise de N7A realizada, sendo que estes parametros indicam que 10%, 50% e 90%,

respetivamente, se encontram abaixo do tamanho destes parametros.

A concentracdo obtida com os diferentes racios vai de encontro ao esperado, uma vez que as
concentracdes com 5% de éster sintetizado sdo superiores as concentracées com o racio de 2,5%. No
caso das nanoemulstes com 5% de o6leo é possivel concluir que a maior concentracdo corresponde ao
menor éster sintetizado, ou seja, o0 composto 7a, ao qual também corresponde a menor concentracao
com o racio de 2,5%. Isto acontece porque o éster € de menor peso molecular, o que torna mais dificil

a formacéao de agregados.

Tabela 8. Tamanho e concentracado das nanoparticulas que formam nanoemulsées O/A medidas através da técnica de

espalhamento dinamico de luz (DLS) e através de Nanosight (NTA)

Concentracao de

Tamanho (nm) Tamanho (nm)
nanoparticulas (particulas/mL)

2,5% 368 356 69 x 10¢

6b
5% 373 338 104 x 10¢
2,5% 315 293 98 x 10¢

6d
5% 383 315 156 x 10¢
2,5% 370 346 51 x 10¢

6e
5% 554 417 149 x 10¢
2,5% 486 354 40 x 108

7a
5% 431 320 167 x 10¢
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Os resultados obtidos revelam que as particulas tém tendéncia a agregar-se, o que
anteriormente foi confirmado através de simulacdo de dinamica molecular, e funcionar como

emulsificante, como ilustra a figura 83.

Figura 83. Imagem obtida através da técnica de MNanosight das nanoparticulas formadas com 2,5% de éster 2-
etoxietiloctanoato (7a).

3.2.2 Encapsulacao do corante Nile Red

As nanoemulsdes mais estaveis em agua, ou seja, as nanoemulsdes formadas a partir dos
ésteres 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b), 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d), 2-(2-etoxietoxi)etil(9.2127-
octadeca-9,12-dienoato (6e) e 2-etoxietiloctanoato (7a) foram testadas relativamente a encapsulacao
do corante hidrofébico Mife Red. Este corante foi utilizado para testar a capacidade de encapsulacao
das nanoemulsdes e observar a sua libertacao, assim como para estudar a sua permeacao utilizando
um modelo de pele através de um sistema de transdermal. As propriedades fluorescentes deste
corante permitem também detetar a forma das nanoparticulas sintetizadas através de microscopia
confocal. A escolha deste corante, deveu-se a possibilidade do Mife Red ser utilizado quer em leituras
de fluorescéncia como de absorvancia, demonstrando alta sensibilidade.®

O primeiro passo consistiu em determinar a concentracao de corante que cada um dos ésteres
sintetizados conseguia solubilizar, procedendo-se inicialmente a construcéo de uma curva de calibracéo
do corante. Esta curva (2 mM - 60 mM) foi construida com base no espetro de absorvancia do corante,
em etanol, que revela o seu pico de absorvancia maxima aos 548 nm.

A regressao linear do corante, com equacdo Absorvancia = 0,0174 x Concentragio — 0,0247,
e um coeficiente de correlacdo de r>=0,9963 permite determinar a concentracdo de corante em cada
uma das amostras, através da substituicdo na equacdo obtida. As concentracdes de corante
encapsulado sdo bastante semelhantes entre os varios ésteres, a excecao do composto 6d, que revela
um valor inferior (tabela 9). Previamente, verificamos que o éster 6d se organizava em meio aquoso de

modo diferente dos restantes, uma vez que este apresenta um perfil de bicamada fosfolipidica. Através
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deste facto, é possivel constatar que a hidrofobicidade, assim como a organizacdo estrutural das

moléculas, desempenham um papel crucial na capacidade de solubilizacdo e posterior encapsulacao.

Tabela 9. Tabela com a concentracéo de corante encapsulado nos ésteres sintetizados

Absorvancia Concentracao (mM)
6b 0,467 26,5
6d 0,249 15,7
6e 0,451 27,3
7a 0,467 28,3

O processo de emulsificacao (figura 84) foi semelhante ao discutido anteriormente, sendo a

Unica diferenca o uso das solucdes do éster com o corante solubilizado.

Solucao de éster e corante

1 Ultrasonicacao O

(3 minutos)

v

2,5% oleo 5% oleo Nanoemulsao

(A) (B)

Agua
Figura 84. Representacdo do processo de emulsificacdo com o corante NVile Red previamente solubilizado no éster estado

inicial (A) e no estado final (B) (Imagem criada em Biorender.com).

a) Estudos de libertacao do Nile Red das nanoemulsées

As nanoparticulas, pelo seu pequeno tamanho e grande area superficial, revelam um aumento
de solubilidade dos farmacos e consequente biodisponibilidade, o que faz com que estes sistemas
tenham mais facilidade em atravessar a barreira hematoencefalica.® Deste modo, sao feitos estudos de
libertacao de farmacos em nanoemulsées com o objetivo de avaliar a seguranca, eficacia e qualidade
de sistemas de liberacao de alguns compostos farmacéuticos. Numa primeira avaliacao, sao utilizados
corantes como compostos modelo, para uma melhor visualizacdo da libertacao. Nos estudos cinéticos
de libertacao ¢é possivel obter informacdo sobre a capacidade de as nanoparticulas alterarem a

libertacao do farmaco.
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Neste trabalho, o corante utilizado foi o Mife Red, um composto hidrofébico, e realizaram-se
estudos de libertacdo ao longo de 240 horas. O tamanho das nanoparticulas também foi monitorizado

(tabela 10).

Tabela 10. Tamanho das nanoparticulas no inicio dos estudos de libertacdo do corante Nile Red (48 horas)e no final dos
estudos (240 horas)

Tamanho (nm) PDI Tamanho (nm) PDI
2,5% 284,4 0,236 185 0,313
o 5% 289,9 0,418 201,3 0,332
2,5 % 303,9 0,196 368,2 0,247
o 5% 326,6 0,136 331,0 0,325
2,5 % 557,3 0,083 553,9 0,250
o 5% 692,3 0,244 528,1 0,265
2,5 % 163,6 0,280 152,1 0,249
72 5% 152,1 0,249 181,5 0,227

Até as 240 horas, apenas se observaram quantidades vestigiais (cerca de 0,5%) de corante
libertado por todas as nanoemulsdes em estudo. Os tamanhos das nanoparticulas sdo semelhantes ao
longo do tempo, uma vez que ndo é libertada praticamente nenhuma percentagem de corante. Os
resultados obtidos sao contraditérios aos resultados esperados, uma vez que seria expectavel que o
corante inicialmente fosse libertado em quantidade elevada e essa quantidade estabilizasse
posteriormente.

Estudos anteriores revelaram que, em emulsificantes que se organizam de acordo com perfil
micelar, o corante esta situado na interface da micela. Isto ¢é, algumas moléculas de corante estado
localizadas mais perto da agua e outras estdao mais perto das caudas hidrofobicas dos ésteres
anfifilicos.®s Os resultados obtidos podem ser explicados pela hidrofobicidade do corante, uma vez que,
a maior parte do corante esta mais perto das caudas hidrofébicas, pelas interacdes mais fortes entre
estas duas moléculas, contrariamente ao que acontece com a agua. Neste caso, o corante localiza-se
no interior da micela formada, no caso dos ésteres 6b, 6e e 7a e no interior da bicamada no caso do
éster 6d. Todos os sistemas demonstraram previamente ser bastante estaveis, o que faz com que seja
dificil o corante ser libertado do agregado formado. O etanol utilizado como solvente, que confere um

caracter hidrofobico a solucao utilizada como tampéo, deveria interagir com o corante e fazer com que
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fosse libertado. Isto nao se verificou, o que pode ser indicativo da necessidade de uma solucao-tampao

com maior caracter hidrofobico.

b) Microscopia confocal

0O tipo de microscopia normalmente utilizado para a caracterizacdo do tamanho e da forma de
nanoparticulas é a microscopia eletrénica de varrimento (SEM) de alta resolucao, pela simplicidade de
obtencao e analise de resultados.®” No entanto, neste caso as nanoparticulas tém movimento, pelo que
nao é possivel utilizar este tipo de microscopia para obter uma imagem 3D.

Nas técnicas de microscopia sao bastante utilizados corantes, nomeadamente o Nie Red, com
0 objetivo de aumentar o contraste na imagem microscépica. As propriedades fluorescentes do corante
Nile Red fazem com que as nanoemulsdes produzidas possam ser observadas através de microscopia
confocal, que utiliza otica de fluorescéncia e, deste modo, observar se a encapsulacao do corante nas
nanoparticulas foi eficiente.®* No entanto, as nanoparticulas com um racio de 5% revelam excesso de
fase oleosa e consequentemente de corante, o que faz com que nado sejam utilizadas neste estudo e
sejam apenas utilizadas as nanoparticulas com um racio de 2,5%.

Os resultados obtidos revelaram que o corante ficou encapsulado nas nanoparticulas, uma vez
que sao visiveis as particulas totalmente coradas de vermelho.® Na figura 85 é possivel observar que
as nanoparticulas sem corante, como nao tém propriedades fluorescentes, ndo sao visiveis no campo
de visualizacdo. Neste caso, & possivel observar alguma polidispersividade no tamanho das particulas,
sendo a grande maioria das particulas de forma esférica. Algumas particulas podem parecer
ligeiramente esticadas na imagem obtida, o que pode ser explicado pelo movimento das mesmas na
solucao.

Através da figura 85, é possivel observar que o tamanho das particulas é diferente consoante o
éster sintetizado. As imagens obtidas revelam que as nanoparticulas dos compostos 6b e 6d tém
tamanho semelhante, enquanto as nanoparticulas com o composto 7a sao bastante menores, o que
pode ser explicado pelo facto de este composto ser de tamanho inferior relativamente aos restantes. As
nanoparticulas formadas a partir do composto 6e revelam um tamanho superior, como ilustrado na
referéncia na figura 85-C, o que pode ser explicado pelo tamanho superior deste éster. Estes resultados

estdo em concordancia com os dados obtidos pela técnica de DLS.
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(A). . (B) . .
(C). . (D) . .

Figura 85. Imagem microscépica das nanoparticulas sem corante (& esquerda) e com corante (a direita) dos ésteres 6b

(A), 6d (B), 6e (C) e 7a (D) com uma ampliacdo 100x (cor vermelha corresponde as particulas encapsuladas com

corante).

c) Permeacao do corante em modelo de pele através de um sistema de
transdermal
As células de difusdo de Franzsao uns dos dispositivos mais utilizados para avaliar a libertacédo
transdérmica de farmacos, sendo normalmente utilizadas membranas sintéticas porosas, como
membranas de acetato de celulose.* Neste caso, foi avaliada a capacidade de permeacdo das

nanoemulsdes encapsuladas com Nie Red.

No sistema transdérmico utilizado foram testadas duas membranas, uma membrana de fibrina
e outra membrana de acetato de celulose. O sistema foi colocado a uma temperatura de 37°C,
induzindo na membrana em teste uma temperatura préxima a temperatura da superficie da pele
(32°C). Nestes estudos apenas foram utilizadas as nanoemulsdes com um racio de 2,5%, atendendo a

observacao de duas fases imisciveis quando utilizados 5% de éster, como demonstrado na figura 86.

(B)

Figura 86. Aspeto das nanoemulsdes obtidas quando produzidas com o corante Nile Red com um récio de 5% (A) e 2,5%

(B).

86



3. Discussao de resultados

Os resultados obtidos revelam que nao foi libertado corante através de nenhuma das

membranas em estudo, ao longo de 24 horas.

A membrana de fibrina é uma membrana hidrofdbica, o que torna expectavel que o corante
nao seja libertado, mas que fique retido na mesma. A encapsulacao do corante na zona mais interior
das nanoemulsdes, pode também justificar a baixa capacidade de libertacdo do mesmo.® Esta
membrana é bastante semelhante a pele de porco, que normalmente é utilizada nestes ensaios pela

sua semelhanca com a pele humana.=

Deste modo, foi utilizada uma membrana de acetato de celulose, que é mais hidrofilica, com o
objetivo de facilitar a passagem do corante encapsulado.* Todavia, 0s mesmos resultados foram
obtidos. Neste caso a membrana hidrofilica esta em contacto com a parte exterior do agregado, de
caracter semelhante. E possivel constatar que a interacdo do corante com as caudas hidrofobicas dos

ésteres é extremamente forte, demonstrando ser inviavel a sua libertacao.

A medicdo do tamanho das particulas permitiu suportar os resultados obtidos, uma vez que
este é semelhante no inicio e no final dos ensaios realizados (tabela 11), relevando a manutencéo
estrutural das nanoemulsdes. Os resultados apresentados na tabela 11 corroboram a informacéo

obtida na microscopia confocal relativa a polidispersividade das particulas com corante.

Tabela 11. Tabela com o tamanho das nanoparticulas libertadas ao longo do tempo do ensaio de transdermal

Tamanho (nm) PDI Tamanho (nm) PDI
6b 297,6 0,586 367,0 0,580
6d 226,0 0,083 217,2 0,255
6e 456,1 0,533 4931 0,530
7a 210,8 0,311 200,5 0,247
6b 209,6 0,534 179,8 0,360
6d 172,0 0,060 181,8 0,381
6e 266,4 0,302 293,4 0,295
7a 225,7 0,395 215,3 0,396

87



Consideracoes finais e perspetivas futuras



4. Consideracoes finais e perspetivas futuras

O objetivo visado nesta dissertacdo, a biossintese de compostos com propriedades
emulsificantes para futura aplicacdo cosmética, foi atingido. Para tal, foram exploradas quatro lipases,
nomeadamente, as lipases nativa e modificada da Aspergillus oryzae e as lipases nativas da Candida

rugosa e da porcine pancreas.

As reacdes de esterificacao, com solvente, catalisadas pela lipase nativa da Aspergillus oryzae
obtiveram, de modo geral, um menor rendimento do que as mesmas reacdes catalisadas pela lipase
modificada da Aspergillus oryzae. As reacdes catalisadas pela lipase modificada permitiram a sintese
bem sucedida de seis agentes emulsificantes O/A nao ionicos: o éster 2-(2-etoxietoxi)etiloctanoato (6a)
(72%), o éster 2-(2-etoxietoxi)etildecanoato (6b) (68%), o éster 2-(2-etoxietoxi)etilpalmitato (6¢) (68%),
o éster 2-(2-etoxietoxi)etiloleato (6d) (68%), o éster 2-(2-etoxietoxi)etil(9.712J-octadeca-9,12-dienoato
(6e) (75%) e o éster 2-etoxietiloctanoato (7a) (72%). Estes resultados foram justificados através de
estudos de docking molecular, pela energia de ligacdo mais negativa e interacdes mais fortes entre

aminodcidos do éster sintetizado e o centro ativo polar da lipase modificada.

As reacdes de esterificacdo com o transcutol e o 2-etoxietanol, com solvente, foram também
estudadas com a lipase nativa da Candida rugosa e a lipase nativa da porcine pancreas, de modo a
avaliar a sua capacidade catalitica. Os resultados obtidos com estas lipases revelam que estas nao
possuem nenhuma atividade de esterificacdo, uma vez que nenhum dos compostos pretendidos foi
sintetizado. Estes resultados podem ser justificados pelo espaco livre para comportar novos ligandos
estar situado acima do centro ativo da enzima, o que dificulta a interacdo entre os reagentes e a lipase

e consequentemente a reacao de esterificacao.

Uma abordagem sintética mais amiga do ambiente foi posteriormente estudada com a lipase
modificada da Aspergillus oryzae, removendo o solvente do meio reacional. Neste caso, apenas o0s
produtos 6d e 6e foram sintetizados, com uma percentagem de conversdo de 74% e 50%,
respetivamente. Estas reacdes apenas funcionam com o acido oleico e com o acido linoleico, visto que

sa0 os acidos gordos de maior cadeia carbonada, incrementando a ativacao interfacial da enzima.

As propriedades emulsificantes destes ésteres foram testadas através da formacédo de
nanoemulsdes O/A em tampéao PBS e agua e posterior avaliacao da sua estabilidade através da técnica
de DLS e de Nanosight. Os resultados obtidos através da técnica de DLS revelaram que as emulsdes
em agua sao mais estaveis que em PBS, uma vez que os emulsificantes ndo tém carga. As
nanoemulsdes formadas a partir do éster 6a nao sao estaveis, uma vez que o composto tem uma

maior componente hidrofilica do que hidrofobica. O mesmo se verificou para o éster 6¢, devido ao seu
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estado sélido a temperatura ambiente. As nanoemulsdes em agua formadas a partir dos restantes
ésteres (6b, 6d, 6e e 7a) revelaram-se estaveis durante, pelo menos, 4 meses, o que foi justificado
com base em simulacées de dinamica molecular (60ns), através da aproximacao das curvas de
densidade ao longo da simulacao. Foi possivel concluir que o agregado formado pelo éster 6d tem um
perfil de bicamada fosfolipidica, sendo que os restantes agregados apresentam um perfil micelar.
Posteriormente, um corante hidrofébico, o Nie Red, foi utilizado como corante modelo para as quatro
nanoemulsdes mais estaveis (6b, 6d, 6e e 7a), devido a sua hidrofobicidade e propriedades
fluorescentes. O corante foi encapsulado nas nanoemulsdes, o que foi confirmado através de
microscopia confocal. No entanto, ndo foi observada a sua libertacdo das nanoemulsdes, nem em
estudos de permeacdo utilizando um modelo de pele através de um sistema de transdermal. Estes
resultados sugerem que o corante ficou encapsulado dentro do agregado formado, juntamente a parte

mais hidrofébica da nanoemulsao.

As perspetivas futuras desta dissertacdo sao baseadas na aplicacdo cosmética dos agentes
emulsificantes O/A nao ionicos produzidos. Uma das aplicacoes possiveis destes agentes seria num
creme hidratante, com o objetivo de formar uma emulsao estavel entre a fase aquosa e oleosa. Outra
aplicacao possivel seria num produto capilar com funcao reparadora. Neste caso, o emulsificante seria
aplicado para estabilizar a emulsdo O/A e ver se o produto mantinha o efeito reparador. Este produto
seria aplicado num fio de cabelo danificado, bem como o produto comercial, que serviria de controlo, e
o fio de cabelo seria observado por microscopia eletronica de varrimento (SEM) de alta resolucdo, com
0 objetivo de observar o processo de reparacdo do fio capilar. As formulacdes produzidas seriam
caracterizadas através de testes organoléticos, analise de textura e outras técnicas relevantes. Estas
formulacdes poderiam ser uma alternativa as formulacdes comerciais e seriam mais adequadas para
satisfazer as necessidades atuais do mercado cosmético, uma vez que se baseiam numa sintese mais

verde.
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Apéndice A

Tabela de novos compostos sintetizados
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Apéndice B
[0}

Caracterizacao do composto 6a
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Caracterizacao do composto 6b
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Caracterizacio do composto 6¢ PP PP NP PN
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Caracterizacao do composto 6d
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