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RESUMO

Neste trabalho, foram avaliadas diversas condicdes
reacionais que influenciam na epoxidacdo quimio-enzimatica do a-
pineno. As melhores condicBes reacionais foram usadas para a
epoxidagdo do B-pineno, citronelal, 3-careno e eugenol.

Inicialmente, 18 lipases de diferentes fontes foram usadas
como biocatalisadores na epoxidagdo do a-pineno, usando o acido
hexandico como doador acila e ureia-peroxido de hidrogénio (UPH)
como agente oxidante em CH,Cl, . Os maiores valores de converséo
ao epoxido do a-pineno (33) foram obtidas nas rea¢Bes catalisadas
pelas lipases B de Candida antarctica (CALB) e Lipozyme 435,
sendo 60 e 75%,em 9horas, respectivamente.

A seguir, a Lipozyme 435 foi selecionada para avaliar as
condi¢des experimentais que podem influenciar na epoxidagéo do a-
pineno, tais como tempo de reacdo (3-30h), massa da lipase (20-
100mg), temperatura (20-45°C), solventes organicos (hexano, tolueno
e acetona, entre outros) puros ou em misturas com alguns Lls
([BMIm][PFs] e [BMIM][BF,]) e o doador acila (acidos carboxilicos
lineares e/ou ramificados). Ao aumentar o tempo de reacéo,
verificou-se um também um aumento na conversdo a 33 (20-99%).
Ao aumentar a massa da lipase, também foi verificado uma maior
conversdo ao produto (30-93%). Com relacdo a temperatura, verificou
gue apos 25°C ndo houve uma mudanca significativa na converséo
em 33 (60-71%). No estudo do solvente orgénico, as maiores
conversGes em 33, foram obtidas ao utilizar o CH,Cl, (57%) e o

acetato de etila (>99 %). Ao usar misturas de solventes orgénicos e



LIs( 9:1 v/v), nado foi possivel obter o epdxido 33. O melhor doador
acila foi o acido hexandico, sendo que a conversdo em 33 foi de 57%.
Ao usar acidos carboxilicos substituidos na posi¢céo 2-, 3- e/ou 4- com
um grupo retirador de elétron préximo ao centro reacional (Br), as
convers@es foram baixas( 0-12%).

A segquir, a lipase nativa de Aspergillus niger na forma livre
(50mg) foi usada em CH,CIl, a 25°C por 8-40h. O epoxido 33 foi
obtido com conversdes de 44-93%. Quando a lipase de A.niger foi
imobilizada (gel de agar ou bucha vegetal) (30-70mg/g suporte), o
epoxido foi obtido com conversdes de 13-21% e 14-73%. Nao foi
observada a formacdo do produto em estudos de reutilizacdo dos
suportes.

Utilizando as melhores condicbes experimentais para a
epoxidagdo do a-pineno (Lipozyme 435, &cido hexandico,
diclorometano, UPH, 25°C, 8h), fez-se a reagdo com [3-pineno,
citronelal, 3-careno e eugenol. Nestas condi¢cdes, obtiveram-se os
epoxidos derivados do 3-careno (46%) e do citronelal (59%). Outras
condi¢Bes experimentais podem ser testadas nestas reacdes.

Estes resultados mostraram que a epoxidagdo quimio-
enzimatica do a-pineno e de outros terpenos, com lipases, € uma
alternativa interessante e viavel para a obtencdo de epdxidos com
boas conversfes. Salienta-se que estes compostos sdo considerados

intermedidrios sintéticos de grande aplicabilidade.

Palavras-chave: epoxidagdo, a-pineno e terpenos, lipases.



ABSTRACT

In this study, several experimental conditions were evaluated
in the chemo-enzymatic epoxidation of a-pinene. The best reaction
conditions were used in the epoxidation on [-pinene, citronelal, 3-
carene and eugenol.

Firstly, 18 lipases from different sources were used as
biocatalysts in the epoxidation of a-pinene, using hexanoic acid as
acyl donor and ureia-hydrogen peroxide (UHP) as an oxidizing agent
in CH,CIl,.The highest degrees of conversion to a-pinene epoxide (33)
were achieved by the use of lipases from Candida antarctica (CALB)
and Lipozyme 435 (60.0 and 75.0% - 9h).

Then, Lipozyme 435 was selected to evaluate the
experimental conditions which can influence in the epoxidation of a-
pinene, such as reaction time (3-30h), lipase loading (20-100mg),
temperature (20-45°C), organic solvents (hexane, toluene and
acetone or others) pure or in mixture with some ILs ([BMIm][PF¢] and
[BMIm][BF,]) and the acyl donor (linear or branched carboxylics
acids). With an increase in the reaction time, an increase in the
conversion to 33 was observed (20.0 >99%). As the lipase mass
loading increased, an increase in the degree of conversion into the
product (30.0-93.0%) was also observed. In relation to the
temperature, no significative increase in the conversion of 33 was
detected, after 25°C, these being of 60.0-70.9%. In the study of
organic solvents, the highest degrees of conversion in 33 were
obtained using CH,CIl, (57.0%) and ethyl acetate (>99 %).When

mixtures of organic solvents:ILs (9:1 v/v) were used, no product was



detected. The best acyl donor was the hexanoic acid, forming 33 in
conversion of 57.0%. When substituted carboxylic acids in the 2-, 3-
or 4-position with an withdraw group (Br) were used, the conversion
degrees to 33 were low (0-12.0%).

The native lipase from Aspergillus niger in a free form (50mg),
was used in CH,CI, at 25°C for 8-40h. The epoxide 33 was obtained
in degrees of conversion of 44.0-93.0%. When the lipase from A.niger
was immobilized (agar gel or loofa sponge) (30-70mg/g support), the
epoxide was obtained in degrees of conversions of 13.0-21.0% and
14.0-73.0%. No product was detected in the reuse of the supports,
under the same reaction conditions.

By the use of the best experimental conditions in the
epoxidation of a-pinene (Lipozyme 435, hexanoico acid, CH,Cl,, UHP,
25°C, 8h), the reactions of B-pinene, citronelal, 3-carene and eugenol
were studied. Only the epoxides derived from 3-carene (46.0%) and
citronelal (59.0%) were formed. The results herein obtained showed
that the chemo-enzymatic epoxidation of a-pinene and others
terpenes, is an interesting and feasible alternative to obtain epoxides
in good degrees of conversion. It is worth of mentioning that these
compounds are considered synthetic intermediates of high
applicability.

Key-words: epoxidation, a-pinene and terpenes, lipases
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

7

A pesquisa em catélise € multidisciplinar e envolve diversas
areas, tais como materiais, cinética quimica, quimica de sélidos e de
superficies, e a biotecnologia. A sua aplicacdo na inddstria quimica é
bastante diversificada, sendo intensamente utilizada nos setores
petroquimicos, de plasticos e no controle ambiental, entre outros. A
utilizacdo na sintese organica de moléculas complexas tem crescido
intensamente e, em consequéncia, os catalisadores ocupam um lugar
de destaque nos setores de quimica fina e de farmacos. Apesar de
ser uma é&rea de pesquisa ja consolidada, a importancia da catélise
se renova constantemente na inddstria e academia. *

A area de catalise ira, sem duvida, contribuir para 0os novos
desafios do mundo moderno, tais como a obtengdo de combustiveis
limpos e de fontes renovaveis, sintese de produtos naturais, obtengdo
de novos farmacos e defensivos agricolas. A catalise tem contribuido
significativamente em processos que cessam o0 desenvolvimento
sustentavel e a protecdo ambiental, dentro do conceito da Quimica
verde.!

Os pesquisadores, e em particular os quimicos, tem
confrontado diariamente por razdes econdmicas e ambientais com a
obrigacdo da otimizacdo dos processos sintéticos e analiticos,
objetivando sempre a maximizacéo da eficiéncia de um determinado

processo e a consequente diminuicdo dos custos e poluicao.



Portanto, estes sdo desafios constantes para as mais variadas linhas
de pesquisa.

O uso de microrganismos e de enzimas isoladas, como
catalisadores, em reacdes organicas vem ao encontro deste desafio.
Estes por sua vez, possuem uma grande importancia dentro da
indUstria quimio-farmacéutica, devido aos mais variados tipos de
reacbes que catalisam com uma eficiéncia extraordinaria em
comparacao com os catalisadores convencionais. 3

A versatilidade do uso destes biocatalisadores tem sido
recentemente explorada em sintese organica, e, portanto neste
trabalho foi explorado o uso e aplicacdes de lipases em reacdo de
epoxidagdo quimio-enzimética de sistemas insaturados. Foram
utilizados derivados de monoterpenos tais como os a- e B-pineno,

citronelal, 3-careno e eugenol.

1.2 ENZIMAS

A catalise bioldgica foi inicialmente reconhecida e descrita no
final de 1700, em estudos sobre a digestdo da carne por secrecdes
do estébmago. Em 1800 as pesquisas continuaram com o estudo da
conversdo do amido em acglcares simples pela saliva e por varios
extratos vegetais. Em 1850, Louis Pasteur concluiu que a
fermentacdo do aclUcar em 4&lcool pela levedura é catalisada por
“fermentos”. Ele postulou que esses fermentos eram inseparaveis da
estrutura das células vivas da levedura, uma hip6tese chamada de

vitalismo, que prevaleceu por muitos anos. Em 1897, Eduard Buchner



descobriu que os extratos de levedura podiam fermentar o aclcar até
alcool, provando que a fermentacéo era promovida por moléculas que
continuavam atuando mesmo quando removidas das células.
Frederick W. Kuhne denominou tais moléculas de enzimas. A medida
gue as nog0Oes do vitalismo da vida foram refutadas, o isolamento de
novas enzimas e a investigagdo das suas propriedades propiciou o
progresso da ciéncia da bioquimica. *

O isolamento e a cristalizagdo da urease, em 1926, por
James Summer, propiciou um avango significativo nos estudos
iniciais com relagdo as enzimas. Summer demonstrou que 0s cristais
da urease consistiam inteiramente de proteina e postulou que todas
as enzimas sdo proteinas. Devido & falta de outros exemplos, essa
premissa permaneceu controvertida por algum tempo. Somente em
1930, apds John Northrop e Moses Kunitz terem cristalizado a
pepsina, tripsina e outras enzimas digestivas e concluido que elas
também eram proteinas, é que a teoria de Summer foi
completamente aceita. 4

A maioria das reacdes de interesse biologico deveria ser
muito lenta ou nem ocorrer devido a sua complexidade. Entretanto,
essas reagfes sdo muito rapidas, o que leva a conclusao que existem
moléculas que aumentam muito as velocidades das reagBes nas
quais participam. Esses catalisadores naturais sdo chamados de
enzimas. °

Sem a catdlise, as reagBes necessarias para digerir 0s
alimentos, enviar sinais através dos nervos ou contrair um musculo

simplesmente n&o ocorreriam com uma velocidade adequada. As



enzimas contornam esses problemas fornecendo um ambiente
especifico onde uma determinada reacdo € energeticamente mais
favoravel. A caracteristica que distingue uma reacdo catalisada por
enzima € que ela ocorre em uma cavidade chamada de sitio ativo,

como representado na Figura 1. *

Figura 1-Ligacdo de uma molécula de substrato no sitio ativo de uma enzima. *

As enzimas representam as substancias encarregadas de
aumentar a velocidade de determinadas rea¢f6es no interior das
células. Como nas diversas células ocorrem muitas reacdes, deduz-
se que também exista um nimero grande de enzimas. 6

Os aumentos da velocidade provocados pelas enzimas
variam entre 5 e 17 ordens de magnitude, como pode ser observado

na Tabela 1.



Tabela 1- Valores do aumento da velocidade catalisada por enzimas. *

Ciclofilina 10°
Anidrase carbénica 10’
Triose fosfato isomerase 10°
Carboxipeptidase A 10"
Fosfoglicomutase 10"
Succinil-CoA transferase 10"
Urease 10*
Orotidina monofosfato descarboxilase 10"

As enzimas sdo biocatalisadores versateis, que atuam em
condicdes suaves de temperatura, pH e pressdo, atingindo
velocidades de reacdo bastante superiores as obtidas na presenca de
catalisadores quimicos convencionais.® Estes biocatalisadores sdo
bastante Uteis para a realizagdo de reagdes quimicas importantes na
industria devido ao fato de ndo serem téxicas, e apresentarem alta
seletividade (quimio-, régio- e enantiosseletividade).”

Como citado, as enzimas realizam vérias reagbes com maior
eficiéncia comparadas aos catalisadores convencionais, e tém sido
utiizadas na producdo de alimentos, produtos quimicos,
farmacéuticos e detergentes industriais. Com o desenvolvimento de
metodologias mais limpas e de baixo custo, estes catalisadores
tornaram-se indispensaveis para a preparacdo de muitos compostos.
8,9

Como citado, as enzimas séo proteinas, com excec¢do de um

pequeno grupo de moléculas de &cido ribonucleico (RNA). Sao
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constituidas por uma série de compostos organicos simples, os a-
aminoacidos, que se unem por ligacdes peptidicas. Na Figura 2, esta
representada a formacao da ligacao peptidica, na qual o grupo amino
de um aminoécido se liga ao grupo carboxila do outro aminoéacido

liberando uma molécula de agua. *°

H O H H o
Hos |01 - I, | Vi
H—N—@—C—0 H-—N—@—C
= NS
H l | O~

Grupo amino Grupo carboxila

Ligacao peptidica
H O H
H + | | | B
H—N—@—C—N—@—C
~ | \
H | | O~

Figura 2-Representacéo geral da formagéo da ligacéo peptidica. °

A sequéncia exata de aminoacidos da cadeia proteica é
denominada estrutura priméaria (Figura 3.1). O arranjo espacial dessa

sequéncia é chamado de estrutura secundaria (Figura 3.2-3.3), 0

tridimensional é conhecido como estrutura terciaria (Figura 3.4), e as



associacfes de proteinas para formacdo de dimeros ou oligdmeros

formam as estruturas chamadas quaternarias (Figura 3.5). *°

Figura 3-Representacdo esquematica das estruturas das proteinas. *
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A primeira proposta do mecanismo geral de acgdo
enzimatica foi desenvolvida por E. Fischer em 1894. Ele assumiu que
uma enzima e seu substrato interagem mecanicamente como uma
chave e fechadura (Figura 4a). Embora esta suposicdo fosse
bastante sofisticada, nesse momento, a enzima assume uma
estrutura completamente rigida. Além disso, ndo é possivel explicar
porque as enzimas atuam em varios substratos e porque podem
converter ndo somente seu substrato natural, mas também
compostos nao naturais que possuem caracteristicas estruturais
diferentes. *°

Em 1960, Koshland Jr. assumiu que ao aproximar do
substrato durante a formacdo do “complexo enzima-substrato”, a

enzima pode alterar a sua conformac¢éo sob a influéncia da estrutura



do substrato, de modo a enrolar-se em torno dele. (Figura 4b) A

inducdo mais tipica por ajuste s&o realizadas pelas lipases.**°

(a) bstrato (k)
Complexo enzima- _
substrato substrto (/
— + — |
o) | D
- -
( N\ A i
1 \: JJ Complexo
- ! enzima-substrato
enzima
enzima

Figura 4- (a) — Representacdo da formag&@o do complexo enzima-substrato pelo modelo
“chave-fechadura”; (b) representacdo da ligagdo enzima-substrato por encaixe
induzido.*

Para a sua identificacdo, cada enzima tem um nimero de 4
digitos CE A.B.C.D. onde CE significa comissdo de enzima com as
seguintes propriedades codificada:

e A - Denota o principal tipo de reacéo;

e B - Significa o subtipo, indicando o tipo do substrato ou tipo
da molécula transferida;

¢ C-indica a natureza do co-substrato;

e D - é o numero individual da enzima. *°

O sistema de unidades padrao é a Unidade Internacional
(11.U. = lumol de substrato transformado por minuto), mas outras

unidades, tais como nmols / min ou nmol / hora sdo também usados .



Outros sistemas de unidades estdo baseados em katal =1MO/s de
substrato transformado, mas ainda n&o sdo amplamente aceitos. ™
Devido a especificidade, a maioria delas é nomeada pelo seu
substrato ou pela reagdo que catalisa seguido da palavra “ase’.
Segundo a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(UIBBM), as enzimas sao classificadas em seis grandes grupos, de
acordo com o tipo de reacdo envolvida, sendo as oxidorredutases,
transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases. Nestes grupos,
estdo incluidas as subclasses de acordo com o tipo de reacéo
catalisada. * A Tabela 2 descreve o tipo de reacdo catalisada por

cada classe de enzimas.



Tabela 2— Classificag&o intternacional das enzimas segundo a UIBBM.*

Classe

Tipo de reacéo catalisada

Oxidorredutases

Transferases

Hidrolases

Liases

Isomerases

Ligases

Transferéncia de elétrons (oxidacdo
de ligacdes C-H, C-C, C=C).
ReacBes de transferéncia de
grupos, aldeido, cetonas, acilas.
Reacdes de hidrélise (ésteres,
amida, epoxidos).

Adicdo e eliminacdo de pequenas
moléculas em ligagbes C=C, C=0,
C=N.

Transferéncias de grupos dentro da
mesma molécula para formar
isbmeros (racemizacao e
epimerizagao).

Formacdo de ligacdo do tipo C-C,
C-S, C-O e C-N através de reagbes
de condensacdo acopladas a
quebra de ATP.

As enzimas hidroliticas sdo os biocatalisadores

mais

comumente usados em sintese organica. Nesta classe, estdo

incluidas as amidases, proteases, nitrilases, fosfatases e epoxidases.
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Como pode ser observado na Figura 5, ha uma maior utilizacdo das
6,10

lipases, sendo elas de grande interesse neste trabalho.

Liases
Transferases
. Isomerases
Oxigenases
Células Isoladas

Oxiredutases —
Cédulas Inteiras

Outras Hidrolases Lipases

Nitrilases

Esterases

Proteases

Figura 5— Utilizac&o relativa das enzimas em biotransformacao e/ou biocatalise. ®*°

1.3 LIPASES

Como as enzimas sdo nomeadas pelas reacdes que
catalisam, as lipases (E.C.3.1.1.3) nos organismos vivos S&o
responsaveis pela hidrélise de ésteres, principalmente os
triacilgliceréis em acidos graxos livres, di e monoacilglicerol e glicerol.
11,12

As lipases sdo enzimas da familia das hidrolases presentes
em diversos organismos, incluindo animais, plantas, fungos e
bactérias. o'

Todos os membros da familia de estruturas a/B-hidrolases
possuem um mecanismo comum de hidrélise de ésteres, como

exemplificado na Figura 6. Este consiste em cinco etapas, ligacdo ao

11



substrato éster (a); formacao do primeiro intermediario tetraédrico por
ataque nucleofilico da serina catalitica com o oxianion estabilizado

por duas ou trés ligag6es de hidrogénio (b); quebra da ligagéo éster e

saida da porcdo alcodlica (c); hidrolise (d,e), regeneracdo do
5,10

catalisador e formacao do produto (f).

Figura 6— Mecanismo proposto para hidrélise enzimatica de um éster. 5,10

As lipases sdo muito utilizadas em sintese organica devido a
sua grande disponibilidade, baixo custo, ndo requerem cofatores,
atuam em uma faixa de pH relativamente grande e sdo muito
estaveis. *’

Além de sua importancia bioldgica, elas desempenham uma

funcdo importante na biotecnologia, ndo somente para alimentos e

12



processamentos de Oleos, mas também para a preparacdo de
intermediarios quirais. De fato, cerca de 30% de toda
biotransformacéo relatada até hoje tem sido realizada com lipases.
7,10
Além da industria de processamento de couro, industrias
de papel e celulose, industria de detergentes e industria de alimentos,
as lipases sao excelentes catalisadores para as inddstrias
farmacéuticas onde suas propriedades enantiosseletivas foram
usadas para a preparacdo de ingredientes farmacéuticos ativos
(API). Estas aplicagbes incluem a resolugdo clinica de alcoois
racémicos, Aacidos, ésteres e aminas, ou a dessimetrizacdo de
compostos proquirais.*?
As lipases (E.C. 3.1.1.3) também s&o utilizadas em varios
setores industriais. Ndo é de surpreender, portanto, que uma
variedade de lipases foram isoladas e utilizadas como catalisadores

robustos e reciclaveis em sintese organica.”**

Por exemplo, a lipase
de Candida antarctica B (CALB, Novozyme 435) vem sendo
amplamente utilizada em sinteses, e tem-se demonstrado bastante
estavel em relagdo a lixiviagdo em meio aquoso. Além disso, a CALB
apresentou boa atividade em solventes organicos e em dioxido de
carbono supercritico na resolugdo do (R,S)-1-feniletanol (1) com
acetato de vinila (2). A CALB catalisou seletivamente a acetilacdo do
S-1, obtendo conversdo de 50% ao usar hexano, e 17% em didxido

de carbono (Figura 7).*
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oM

CALB

3.

(RS)-1 (R) -1
(S) -1

Figura 7— Resolucéo do (R,S)-1-feniletanol (1) com acetato de vinila (2) catalisada pela
CALB. ™

Além da alta seletividade, a CALB foi utilizada com sucesso
em diversas aplicagBes que incluem processamento de gorduras e
Oleos para reagBes de polimerizacdo e de esterificacdo  ou
transesterificacéo.”*®

A grande versatilidade da CALB decorre da sua estrutura
tridimensional que foi primeiramente elucidada por Uppenberg e
colaboradores usando estudos de cristalografia de raios-X ( Figura

8). 17
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Figura 8— Modelo tridimensional da estrutura da lipase de Candida antarctica B.”

O sitio ativo na CALB situa-se a uma profundidade de
aproximadamente 12 A da superficie da enzima, relativamente
profunda quando comparada com outras lipases. O sitio ativo em si
tem dois canais; um para a porcao acila e o outro para o nucledfilo. A
profundidade e a largura destes canais contribuem para a
seletividade e especificidade de CALB.*"*®

Especialmente para nucledfilos, a CALB aceita apenas
moléculas de tamanho pequeno. Exemplos destes incluem alcoois
(para sintese de ésteres), H,O, (para sintese de peroxiacidos) e
aminas (para sintese de amidas). O canal da cadeia acila reconhece
além de substratos naturais tais como acidos graxos, agua e glicerol,
alcoois primarios (cadeia linear) e alguns secundarios. Alcoois
terciarios ndo sao reconhecidos pela CALB."

Como mencionado anteriormente as lipases estdo entre o0s
biocatalisadores mais utilizados na resolu¢do enzimatica. A CALB e

outras lipases foram usadas ndo imobilizadas na resolugcéo
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enantiosseletiva do (R,S)-mentol (5) com acetato de vinila (2) como
doador acila. Usando as lipases ndo comerciais de Rhizopus
oligosporus (LRO), Aspergillus niger (LAN) e a de Burkholderia
cepacia PS-SD (LSD) comercial, o produto nao foi detectado até 168
h de reacdo. Usando CALB e a lipase de Mucor javanicus (LMJ), o
éster 6, foi detectado somente apds 96 h de reacdo, com graus de
conversao de 19,8 e 19,6% e valores de ees de 24,7 e 24,4%,
respectivamente. Usando as lipases de Candida rugosa (LAY), de
Pseudomonas fluorescens (LAK) e a de Candida rugosa (LCR),
observou-se a formacdo do (R)-éster (6) apdés 24h de reacgdo
(resultados ndo apresentados na Tabela 3). Em todas as reag0es, e
independentemente da lipase e do tempo de reacéo, o (R)-éster (6)
foi obtido com valores de ee, e E de> 99% e> 200, respectivamente,

0 que é considerado ideal para resolugdo enzimética (Tabela 3). 20
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Tabela 3— Resolucéo do (R,S)-mentol (5) com acetato de vinila (2) catalisada por

diferentes lipases.?

lipase

(o)
6 7

on N )ko P N CHiCHO
2 solvente
5
Lipase 48h 96h 168h
c(%) ee) E c(%) eey(%) E c(%) eey(%) E
LAY 189 20,5 >2 19,1 23,6 >200 22,3 28,6 >200
LAK 16,3 19,2 >200 19,7 21,7 >200 18,9 23,2 >200
LMJ - 20,6 - 19,6 24,4 >200 22,4 28,8 >200
LCR 14,2 16,4 >200 19,3 23,7 >200 18,8 23 >200
CALB - 15 - 19,8 247 >200 21,7 27,6 >200

Condicdes de reagdo: (R,S)-mentol (3mmol), acetato de vinila (6mmol), 40mg

lipase, 20mL de tolueno, 30°C. Determinado por CG-quiral. LMJ=lipase de

Mucor javanicus; LAY= lipase de Candida rugosa; LAK= lipase de

Pseudomonas fluorescens ; LCR= lipase de Candida rugosa e CALB= lipase

de Candida Antarctica B.

Em outro trabalho, Rocha e col. usaram a lipase de

Candida antarctica B como biocatalisador na resolugdo cinética do

(R,S)-iodofeniletandis (8) obtendo excessos enantioméricos elevados
(ee>98%) para os (R)-acetatos (10) e (S)-alcoois (9) (Figura 9). *
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OH CAL-B OH OAc
acetato de vinila(1mL) =
hexano(10mL) z

| X X A
[ Y +
// 2h, 32°C, 130rpm |/ / |//
I(R,S)- 4lcool I ' (R)-acetato
8 (8)-Alcool orto-1 (c=4%) - ee>98%

orto-1 (¢=96%) - e=6% 0141 (c=50%) - ec>98%
meta-1(c=50%) - ee>98%

para-1 (¢=50%)- ee>98% para-l (e=50%) - e>98%
- . 0)- 0
9 10

Figura 9 — Resolucéo cinética do (R,S)-iodofeniletanol (8) catalisada pela CALB. 21

Outro exemplo da aplicacdo de enzimas em resolucéo, é o
uso da lipase de Aspergillus niger AC-54 que foi utilizada na
esterificacdo do (R,S)-ibuprofeno (11) com n-propanol, sendo que foi
obtido preferencialmente o (R)-éster (ee,=25% e ¢=19,8%). Os
resultados de enantiosseletividade e termoestablidade foram
melhores em comparacdo com outras lipases nativas. Por exemplo,
ao usar a lipase de Penicilium solitum, o éster (12) ndo foi obtido, e
ao usar a lipase de Geotrichum candidum, a conversao ao R-(12) foi
de 12% (Figura 10). %
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H, 4CHs

COOCH,CH,CH;
H CH3 (R)-¢sterpropilico de ibuprofeno  + H,0
CooH Lipase ee=25% 12
CH;CH,CH,OH
H, ,CHs3
R,S)-ibuprof $
(R,S)-ibuprofeno COOH

11

(S)-ibuprofeno
— )
ee=6,1% 13

Figura 10— Esterificagéo enantiosseletiva do (R,S)- ibuprofeno (11) com 1-propanol

catalisada pela lipase de A.niger. %%

Apesar de todas as vantagens, as enzimas apresentam
alguns inconvenientes que tém limitado a sua aplicacdo generalizada.
Como citado, sdo moléculas complexas, altamente sensiveis com
estruturas tridimensionais Unicas que sao essenciais para suas
atividades. A exposicdo a certas condi¢cfes, temperaturas elevadas
ou solventes organicos, pode levar a desnaturacdo (desdobramento)
e perda da atividade. **

Sabe-se, por exemplo que a Novozyme 435 é estavel até
130 °C, mas o fornecedor recomenda o uso entre 40-60° C para obter
um desempenho 6timo. A temperatura deve ser alta o suficiente para
gue a reacéo ocorra e evite a decomposi¢do do substrato, mas néo
deve comprometer a estabilidade da enzima e levar a custos altos de
energia. 25

Além disso, as enzimas sdo geralmente utilizadas em

solugdes aquosas, e neste meio a recuperacéo e reutilizagdo tornam-

19



se problematicos, e também pode resultar em contaminacdo do
produto. **

Por exemplo, a lipase de Rizomucor miehei (LRM), néo
imobilizada, foi usada na oxidagdo quimio-enzimatica do 1,4-di-
hidronaftaleno (14) com ureia peroxido de hidrogénio (UPH) em 3

ciclos consecutivos. (Figura 11). *°

acido laurico
UPH LRM
MeCN

24h, 30°C, 250rpm

Figura 11 — Oxidac&o do 1,4-dihidronaftaleno (14) catalisada por LRM. %

O epodxido (15) foi obtido iniciamente com conversdo de 82%,
e 68% apds o 1°reuso. Porém, observou-se uma grande diminuigdo
na atividade apds o 2°ciclo (conversao de 18%), e no 3° reuso nao foi
observada a formagcao do produto (Figura 12).%°
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Figura 12— Reuso da LRM na oxidacdo quimio-enzimatica do 1,4-di-hidronafaleno o),
Condig6es de reacdo: 1,4-di-hidronafaleno (10mmol), &cido laurico (2equiv.), UPH (1,1
equiv.), 30°C, 24h, 250rpm. %

Estes obstaculos podem geralmente ser superados pela
imobilizagcdo da enzima, proporcionando melhor armazenamento,
estabilidade e além da facil separacéo e reutilizacdo. ***’

1.4 IMOBILIZACOES DE ENZIMAS

A engenharia enzimtica surgiu como uma area de
investigacao e de aplicacao da biocatédlise em larga escala e para fins
analiticos durante a década de 60 do século XX, com a imobilizacéo

de enzimas. °
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Existem muitas técnicas disponiveis que permitem
melhorar as caracteristicas das enzimas, envolvendo muitas areas da
ciéncia que se desenvolveram nos Ultimos anos tais como a
microbiologia, engenharia protéica e quimica das proteinas. No
entanto, a imobilizacédo, tém sido revelada nos Ultimos tempos como
uma ferramenta muito Gtil para melhorar quase todas as enzimas, no
gue se refere a estabilidade, atividade, especificidade seletividade e
reducao da inibicgo. 2%

A imobilizacdo de biocatalisadores consiste na sua
confinagdo em uma regido restrita, garantindo a retencdo da atividade
catalitica, e assegurando a possibilidade da sua utilizagdo de forma
repetida ou continua. A Figura 13 mostra a classificagcdo de métodos

de imobilizacdo de biocatalisadores. °
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Imobilizagdo do

biocatalisador

et

[ Modificagdo Sem
. ~ Li Tt
Reticulagdo Bagao do modificagdo do
suporte microambiente microambiente
Adsorg¢do Ligagdo Ligagdo Gel Microencap Membrana de
fisica iénica covalente sulagdo ultrafiltragdo
Microcapsu
la
Micélas
invetidas

Figura 13- Classificacdo dos métodos de imobilizago. °

Basicamente, podem ser distinguidos trés métodos
tradicionais de imobilizacdo, tais como ligacho em um suporte
(transportador), aprisionamento (encapsulamento) e reticulacao. 29

A ligacdo ao suporte pode ser fisica (tal como interacdes
hidrofébicas de van der Waals), ibnica ou de natureza covalente.
Contudo, a ligagédo fisica é geralmente fraca para manter a enzima
fixa ao suporte. A ligagéo idnica é geralmente mais forte e a ligacdo
covalente da enzima no suporte, € ainda mais, 0 que tem a
vantagem de que a enzima nao pode ser lixiviada na superficie. No

entanto, esse método tem uma desvantagem, se a enzima for
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irreversivelmente desativada tanto o biocatalisador bem como o
suporte (muitas vezes caro), podem ser inutilizados. O suporte pode
ser uma resina sintética (Epergite® C — copolimero de
metacrilamida), biopolimero (celulose, agarose e quitosana) ou
polimero inorganico (silica, alumina). 29
O aprisionamento pode ser por inclusdo da enzima em um
polimero (rede de gel) tal como um polimero organico, em sol-gel de
silica, ou em dispositivo de membrana tal como uma fibra oca ou
microcapsula.?®
A Figura 14 representa esquematicamente de que forma a
enzima se liga ao suporte usando as diferentes estratégias de

imobilizacéo.
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Figura 14— Estratégias mais utilizadas de imobilizacdo (adaptado da ref.10).

Existem varias razfes para usar uma enzima na forma
imobilizada. Além do manuseio ser mais conveniente, a separacéo do
produto é facilitada, minimizando ou eliminando a contaminag&o. ***°

A principal razdo para imobilizar uma enzima é o aumento
significativo da estabilidade operacional para o0 uso em altas
temperaturas e em solventes organicos. A diminuicdo da atividade em
altas temperaturas € devido a maior flexibilidade e alteracdo da

estrutura terciaria, que é necesséria para a manutencdo da atividade.
31

25



Como citado, outra razdo importante para imobilizar uma
enzima é a sua recuperacédo a partir do meio reacional e reutilizacao,
resultando na simplificacdo do processo e reducdo dos custos. Van
Langen e col. estudaram o efeito do reuso sobre o desempenho da
(R)-oxinitrilase-CLEA de Prunus amygdalus na hidrocianacdo de o-
clorobenzaldeido (16) (Figura 15). A enzima foi reutilizada dez vezes

sem perda da atividade (converso >99% em todos os reusos). *

H + HON ————» CN
14 R-oxinitrilase

16 °© ce=99%
17

Figura 15— Hidrocianagdo do o-clorobenzaldeido (16) catalisada pela R-oxinitrilase de
P. amygdalus. 32

Na epoxidagdo quimio-enzimatica do acido linoleico (18)
catalisada pela CALB imobilizada em organogel na presenca de
H,0,, o biocatalisador foi reutilizado por 7 vezes formando o produto
com excelentes conversdes durante as primeiras 4 reutilizagbes (56-
53%). Ap6s 0 5° e 6° reuso a conversdo diminuiu para ~33% e no
dltimo reuso foi de 14%. > (Figura 16). E o diepdxido foi obtido com

28% de conversao.
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Figura 16— Epoxidacéo quimio-enzimatica do acido linoleico (18) catalisada pela CALB.

33

Varios biopolimeros, principalmente os polissacéarideos
(celulose, amido, agarose, quitina, quitosana) e proteinas (gelatina e
albumina) tém sido amplamente utilizados como suportes para
enzimas.**%

Neste trabalho foram usados como suportes a bucha vegetal
e o agar na forma de gel. No gel de agar o biocatalisador é
imobilizado por aprisionamento, e na esponja ou bucha vegetal por

adsorc&o.”

1.5 SUPORTES

O método de imobilizacdo por adsorcdo na superficie é
simples e tem grande potencial para aplicacdo. Além disso, 0s custos
para utilizacdo desses suportes sdo baixos. Cita-se por exemplo o
uso da esponja vegetal (Luffa cylindrica). *
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A bucha vegetal é um material obtido da fruta madura e seca
da L. cylindrica. E comumente chamada de esponja vegetal ou
esponja de banho, e é membro da familia Cucurbitaceae. E usada
para a higiene pessoal e limpeza domeéstica, sendo comum em
muitos paises. O uso mundial da bucha vegetal na agricultura,
medicina e engenharia € devido ao alto grau de porosidade, néo
toxicidade, apresenta propriedades fisicas estaveis e consiste em

uma rede de fibras biodegradaveis (Figura 17). 3%

Figura 17— Bucha vegetal. **

As fibras de L. cylindrica podem apresentar composi¢ao
guimica variada, tais como, celulose em uma quantidade entre 55 e
90%, lignina entre 10 e 23%, hemicelulose entre 8 e 22%. 2 As fibras
lignoceluldsicas s&o hidrofilicas e suas caracteristicas polares séo
devidas a grupos hidroxilas da celulose, hemicelulose e lignina. A

diferenca na composicao quimica das fibras de L. cylindrica esta
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relacionada com a natureza do solo, origem vegetal e condicdes
atmosféricas. ****

A elucidacdo da estrutura polimérica da celulose (21) foi
descoberta em 1920 com o trabalho pioneiro de Hermann Staudinger

(Figura 18). 4

21

Figura 18- Estrutura do polimero de celulose (21). *

A estrutura molecular confere a celulose propriedades tais
como hidrofilicidade, quiralidade, degradabilidade e ampla
variabilidade quimica devido & alta reatividade dos grupos OH. E
também a base para redes de ligagbes de hidrogénio extensas. ®

Como matéria-prima quimica, a celulose tem sido utilizada
por 150 anos. A formac&do de nitrato de celulose por reagdo com

®ea correspondente sintese do primeiro material

acido nitrico
polimérico termoplastico chamado celuloide (c&nfora usada como
plastificante) pela Empresa Hyatt Manufacturing em 1870,
demonstraram que novos materiais podem ser obtidos em escala

industrial pela modificacdo quimica da celulose. 647
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Outras aplicacBes da celulose, por exemplo, usam de sua
biocompatibilidade para a imobilizacéo de proteinas. ***°

Recentemente, diversas lipases foram imobilizadas em bucha
vegetal (BV) e estes sistemas usados como biocatalisador na

preparacio do octanoato de n-pentila (24) (Figura 19).*°

0 lipase imob.
A~ HAgy + NN ——— /\/\/\)Lo’\/\/ TH0
22 23 24
Figura 19— Preparagéo do octanoato de n-pentila (24) catalisada por lipases.
Condig6es de reagdo: n-pentanol (10mmol), acido octandico (10mmol), 20mg lipase, n-
hexano (25mL), 25°C, 24h. *

Observou-se que ao utilizar as lipases de Candida rugosa
(AYS), de Mucor javanicus (M10), de A.niger (Al12) e de Candida
rugosa (AY30) imobilizada em BV como catalisadores, a conversao
ao éster (24) foi inferior ou igual a 10%. Ao utilizar a lipase de
Burkholderia cepacia (PS-SD), o éster (24) foi obtido com 52% de
conversdo, e com a lipase de Pseudomonas fluorescens (AK 20) a
conversdo foi de 65%. Ao usar as lipases de Burkholderia cepacia
(PS-IM e PS-SD), as conversdes ao produto 24 foram de 82 e 94%%,
respectivamente. Bons resultados também foram obtidos ao usar a
lipase de Rhizopus oryzae (F-AP15), sendo de 94%. Portanto, pode-
se observar que as lipases mais eficientes foram as PS-SD e F-
AP15.%
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Outro suporte que foi utilizado neste trabalho, foi o agar e
este também possui varias hidroxilas em sua estrutura.

O é&gar (mais corretamente nomeado de agar-agar) € um
coldide hidrdfilo extraido a partir da parede celular de certas algas da
classe das Rhodophyceae. O seu esqueleto é formado por unidades
de B-1,3 D-galactose, a-1,4 3,6-anidro-L-galactose e a agaropectina,
gue é a forma 3,6-anidro neutro (fracdo de agarose) e que confere ao
agar o poder de gelificagéo elevado. %0 A estrutura dos mondmeros do
agar (25) e dos usos do agar a partr de uma alga estédo
representados na Figura 20.

mﬁ\«%

Figura 20- Estrutura dos mondmeros do agar e usos do agar a partir da alga marinha.
50

As algas pertencentes ao género Gracilaria sdo cada vez
mais empregados na producdo de agar. A disponibilidade desta
matéria-prima importante aumentou muito, principalmente através do

desenvolvimento das técnicas de cultivo. *°
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Com o objetivo de esclarecer quais tipos de agar estéo
disponiveis em diferentes mercados mundiais, a Tabela 4 apresenta

as classes e suas origens, em dois grupos.®

Tabela 4- Tipos de agar disponiveis para uso comercial.®

Tipo de Agar Fonte
Agar natural  Faixa/Tira Somente Gelidium
Quadrado
Agar Alimentar Gelidium,Gracilaria,
industrial Pterocladia, Gelidiela e
Anfeltia
Farmacoldgica Somente gelidium

Producdo de clones de Gelidium e Pterocladia

plantas
Agar bacteroldgico Somente Gelidium
Agar purificado Gelidium

O é&gar natural é consumido principalmente na Asia em
culinaria tradicional e é comercializado em formas convencionais de
tiras e quadrados obtidos apenas de Gelidium (a melhor qualidade)
ou a partir de misturas onde o Gelidium predomina.®

O agar industrial é produzido em instalac6es industriais de
diferentes tamanhos. Os graos industriais sdo comercializados em
flocos, e principalmente em forma de pé quando sdéo triturados, que é

0 mais comumente usado. O &gar possui aplicacdo como agente de
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gelificacdo em alimentos e na indGstria farmacéutica. E
razoavelmente estavel a acidos, comparado com outros
polissacarideos e ndo apresenta qualquer reatividade com proteinas.
50

O custo deste material, em comparacdo com 0S outros
usados para a imobilizacdo de enzimas, também é baixo. >

A epoxidacdo quimio-enzimatica do B-cariofileno, foi estudada
usando diversas lipases livres e imobilizadas em gel de agar (Tabela
5). 35
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Tabela 5— Epoxidacéo quimio-enzimatica do B-cariofileno utilizando diferentes lipases.
35

> (@]
\ 2
CH;CH,CH,0H CH,CH,CH,0H
HzOM%

26 lipases 27

Conversao(%)?

Lipases Atividade Livre Imobilizada
F-AP15 150u/mg 16 15
PS Amano 30.000U/g 16 8
AK Amano 20 25.000U/g 25 6
M Amano 10 10.000u/g 23 6
AY Amano 30 30.000u/g 23 2
AS Amano 15.000u/g 3 3
AYS Amano 30.000u/g 3 2

Condigdes de reagdo: B-cariofileno(2,5mmol), acido octandéico (1mmol) UPH
(5mmol), lipase (50mg) imobilizada em gel de agar (0,4g de agar/ 10mL de
agua), diclorometano (10mL), temperatura ambiente, 24h, 150rpm. (a)

Determinado por CG.

Em geral, as conversdes ao epoxido (27) foram menores ao

usar as lipases imobilizadas (2-15%) em comparacdo com a forma
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livre (3-25%). Isso se deve, provavelmente, ao fato que apods
imobilizacdo o catalisador pode ndo assumir as modificacdes
estruturais adequadas e necessarias, que favorecam 0 encaixe
adequado do substrato no sitio ativo, bem como a limitagdes na
difusdo do substrato ao sitio ativo. Ndo existem regras especificas
para prever a atividade e estabilidade de uma enzima mediante a
imobilizacdo, podendo este processo inibir ou ativar a atividade. O
gue se pode afirmar € que a maioria das lipases imobilizadas
apresenta maior resisténcia a temperatura e a diferentes solventes
que as livres, além de permitir a reutilizacdo. Esta observacao é
atribuida ao fato de que as enzimas imobilizadas sdo menos
sensiveis a desativacdo, pois a estrutura se torna mais rigida. 1035
Devido ao seu baixo custo, ambos o agar e a bucha vegetal
foram escolhidos como suportes na imobilizacdo da lipase de A. niger
para ser usada como biocatalisador na reacdo de epoxidac&o quimio-
enzimatica do a- pineno. Salienta-se que estes suportes sao
resistentes ao agente oxidante, e foi usado com sucesso em outras

reacdes. *>3°

1.6 EPOXIDOS

Os epoxidos sdo uma subclasse de éteres, pois possui a
unidade C-O-C. Contudo, o termo epéxido ou oxirano, é usado para

descrever o sistema heterociclico de trés membros, contendo dois
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carbonos e um oxigénio. Estes atomos estdo ligados através de
ligacbes 0. As ligagbes C-O séo polares devido a alta
eletronegatividade do 4tomo de oxigénio. **°*

Devido a polaridade e a tensdo do anel de trés membros, os
epoxidos sdo suscetiveis a reagdes com um grande numero de
nucledfilos, eletrofilos, acidos, bases, com agentes redutores e alguns
agentes oxidantes. >

Estes representam uma classe importante de heterociclos
oxigenados com multiplas aplica¢des na industria quimica fina para a
preparacéo de adesivos, revestimento, tintas e polimeros. Além disso,
eles sdo considerados como intermediérios sintéticos versateis de
alcoois, didis e outras familias de compostos organicos.
Tradicionalmente, os epoxidos tem sido preparados em condi¢cdes
suaves, através de alcenos, utilizando catalisadores metalicos,
peroxidos organicos ou peracidos para transformacdes néo
enzimaticas.>"*°

Os reagentes usados para epoxidacdo s&o as substancias
guimicas responsaveis pela insercdo do oxigénio em uma ligacéo
dupla carbono-carbono formando o epéxido. Desde o inicio dos anos
1990, estes compostos também tém sido obtidos pela agcdo de
sistemas enziméticos, 0s quais sdo capazes de epoxidar
enantiosseletivamente olefinas néo funcionalizadas. *°

Uma das estratégias mais comuns para a sintese de
epoxidos é baseada na formacao de peracidos in situ (per-hidrélise),
que pode ser obtido pela reacdo de um acido ou éster carboxilico

com perédxido de hidrogénio ou seus derivados como oxidantes. O
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perdxido de hidrogénio € um oxidante preferido, pois a transformacéo
s6 resulta em agua como subproduto. Neste contexto, a epoxidacéo
de alcenos catalisada por enzimas tem sido estudada utilizando
hidrolases tais como perhidrolases, lipases, esterases, e
aciltransferases. *>"*®

O peroéxido de hidrogénio tem sido o reagente mais utilizado.
Porém, devido a sua baixa eletrofilicidade, necessita ser ativado para
reagir com uma olefina. Contudo, os peracidos organicos onde a
ativagcao do perdxido de hidrogénio ocorre pela conjugagdo com um
grupo acila de um é&cido carboxilico, ainda s&o os reagentes classicos
para a epoxidacédo de olefinas ndo funcionalizadas. %3

Os peréacidos (28) sdo reagentes organicos capazes de
transformar olefinas (29) em epoxidos (30), através da reacao
descrita na Figura 21, conhecida desde 1908 e denominada de

"Reac&o de Prilaschajew”. *°

RCO;H +
28

Figura 21— Epoxidacao de alceno com perécido. >

O peracido mais utilizado e disponivel comercialmente é o
acido m-cloroperbenzdico (MCPBA), um reagente potencialmente

explosivo, o que dificulta o seu transporte e utilizagcdo em reacdes de
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larga escala. A epoxidacao de olefinas com peracidos é usualmente
realizada em solventes aproticos de baixa polaridade, tais como
diclorometano, cloroférmio e benzeno. >

Devido aos riscos operacionais acima mencionados de utilizar
guantidades elevadas desta substancia e as subsequentes etapas de
limpeza envolvidas, a preparacdo quimio-enzimatica in-situ de
peracidos foi desenvolvida por F. Bjorkling no inicio da década de
1990 utilizando lipases (EC 3.1.1.3) na epoxidacdo dos
monoterpernos a-pineno (32), 3-careno (34) e D-limoneno (36). Este
processo foi o primeiro relato, e trabalhos subseqientes foram
realizados usando este protocolo (Figura 22). *°

O e 508

o 0
R* oo rR*on
0 (0]
lipase
36 o L
H,0 H,0, 37 38 39

Figura 22— Epoxidacéo de monoterpenos (32, 34, 36) usando peracidos de acordo com

o0 método de Bjorkling. *°
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A epoxidacdo quimio-enzimatica é uma metodologia
importante nesta area, considerando que a utilizacdo de lipases,
como catalisadores nas reacdes de per-hidrélise pode fomar

peracidos com diferentes seletividade e capacidade de oxidacao. **

61

A epoxidagdo quimio-enzimética de vérios alcenos com
acetato de etila e perdxido de hidrogénio, catalisada pela CALB foi
estudada por Klass e col. Os correspondentes epoxidos foram obtidos
com conversfes de 67-100%, e com seletividade de 98% (nenhum
subproduto foi observado em analises por cromatografia gasosa). Os

resultados estdo apresentados na Tabela 6. *

Tabela 6— Epoxidagdo de alcenos catalisada pela CALB usando dimetil carbonato ou
acetato de etila. *

Converséao aos epoxidos (%)

Dimetil carbonato Acetato de etila

1-octeno 67 61-81
4-octeno 92 94
1-tetradecano 69 71
7-tetradecano 100 90
Estireno 78 73-92
Norborneno 83 92
o—pineno 85 72
B—pineno 77 3
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ciclohexeno 83 64

Condicdes de reacdo: 0,1mol alceno; H.O, (60%)=1:5; 5mmol alceno/g

Novozyme 435; 16h; 20°C para dupla interna; 40°C para dupla terminal.

Em outro estudo, Silva e col. relataram a regiosseletividade
na epoxidagdo do [-cariofileno (26) catalisada pela CALB na
presenca dos agentes oxidantes &agua oxigenada 30% e ureia-
perdoxido de hidrogénio (UPH). A reacdo formou os mono- (27) e di-
epoxidos (40) em conversdes elevadas, dependendo das condi¢bes
experimentais. Quando n-hexano foi usado como solvente, o0 mono-
epoxido (27) foi obtido com conversdo de 99%, em acetato de etila
ou em tolueno, o di-epéxido (40) foi obtido com conversao de 99%
(Figura 23). ®

CALB, 24h

25°C, 150 0 0
N » 1oUrpm
0
+
CH;CH,CH,0H CH;CH,CH,0H
26 10 «—————1H)0, mono-epdxido di-epxido
solvente organico (¢=99%, n-hexano) (c=99%, acetato de
27 etila ou tolueno)
40

Figura 23— Epoxidagdo quimio-enzimatica do B-cariofileno (26) catalisada pela CALB.%

Uma das aplicacdes importantes de Oleos vegetais

epoxidados e ésteres de &cidos graxos, € como plastificante para
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serem usados junto com poli-cloreto de vinila (PVC) ou outros
materiais plasticos. Os plastificantes sdo substancias que aumentam
a flexibilidade dos plasticos, tornando-os assim adequados para
diversas aplicagdes. *

O oleo de soja epoxidado (ESBO), € comercialmente o aditivo
plastico mais importante e tem um mercado relativamente estavel de

® Este oferece mais

aproximadamente 100.000 toneladas / ano.
capacidade de alongamento do que a base de petréleo e é também
capaz de proporcionar alta estabilidade térmica. % 0 ESBO é um
plastificante secundario e ndo possui compatibilidade para uso em
plasticos tipicos de PVC. Portanto, é usado principalmente como um
estabilizador devido & sua capacidade de eliminar o acido cloridrico
(HCI) durante a decomposi¢éo do PVC quando exposto a calor e luz.
67

Devido a importancia e usos de epodxidos, neste trabalho,
serdo estudadas as reacdes de epoxidacdo dos monoterpenos a-
pineno (32), 3-careno (34), B-pineno (41), citronelal (42) e eugenol
(43). As estruturas de (41), (42) e (43) estdo representadas na Figura
24,

)\/\/k/\ - d
AN N0

42 HO
43
41

Figura 24— Estruturas dos monoterpenos 41- 43.
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1.7 TERPENOS

Os terpendides sao definidos como materiais com
estruturas moleculares contendo unidades de isopreno (2-metilbuta-
1,3-dieno). O isopreno contém cinco atomos de carbono e, portanto, o
namero de atomos de carbono em qualquer terpendide € um multiplo
de cinco. Os produtos de degradacdo de terpendides em que o0s
atomos de carbono foram perdidos através de processos quimicos ou
bioquimicos podem conter nimeros diferentes de atomos de carbono,
mas a sua estrutura global indicar4 a sua origem terpendide, e eles
ainda seréo considerados como terpenéides.

O nome genérico “terpeno” foi originalmente aplicado aos
hidrocarbonetos encontrados na terebintina, o sufixo eno indica a
presenca de ligacé@o olefinica. A Tabela 7 ilustra a classificacdo dos

terpenos. %
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Tabela 7— Classificacéo dos terpendides.

Nome N° de unidades N° de atomos de

de isopreno carbono

Hemiterpendides 1 5
Monoterpendides 2 10
Sesquiterpendides 3 15
Diterpendides 4 20
Sesterterpendides 5 25
Triterpenodides 6 30
Tetraterpendides 8 40
Poliisoprendides >8 >40
Carotenoides 8 40

Os terpenos pertencem ao grupo maior e mais diversificado
de compostos de plantas secundarias. As principais fontes de
terpenos sdo o0s Oleos essenciais de coniferas, frutas citricas e

terebinto. °%7°

Eles séo utilizados como aromas, fragrancias,
inseticidas naturais, solventes e compostos farmacéuticos.®* A

Figura 25, mostra alguns exemplos de terpenos. 68
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46 47

Figura 25— Estrutura de alguns terpenos.

Os terpenos e outros produtos naturais podem ser usados
sem modificacdo ou podem ser quimica e / ou biotecnologicamente
convertidos em novas moléculas . Especialmente a oxidacdo de

z

produtos naturais é uma reagdo importante que pode ser realizada
por catalisadores metalicos ou enzimas. "+

Os epoéxidos derivados de monoterpenos e 0s
correspondentes didis sdo intermediarios sintéticos importantes. *

O D-limoneno e a (S)-carvona, por exemplo, foram
oxidados utilizando a lipase de Rhizomucor miehei (LRM) necessaria
para a formacgéo de peracidos. Os epoxidos do D-limoneno e da (S)-
carvona foram obtidos com conversbes de 18% e 78%,

respectivamente (Entradas 1 e 2). As reacfes de epoxidagdo do D-
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limoneno e da (S)-carvona catalisadas pela CALB também foram
realizadas para fins comparativos, e o0s resultados foram
semelhantes, formando os epoxidos com conversdes de 20 e 80%
(Entradas 3 e 4) (Tabela 8). *

Tabela 8- Epoxidagao do D-limoneno e (S)-carvona com a LRM. *

Y UPH 0
X acido laurico 0
RML
—_—
MeCN ou
: 24h, 30°C H Eg¥e)
AL 250rpm AL X
36k (Y-C-X=CH, 37k 49L
36L (Y-C-X=C=0
Entrada  Substrato Enzima ¢ (%)°
1 D-Limoneno (36k) LRM 18 (37k)
2 (S)-carvona (36L) LRM 78 (49L)

3 D-Limoneno (36K) CALB 20 (37k)

4 (S)-carvona (36L) CALB 80 (49L)
Condi¢cdes de reacdo: Substratos (0,66M); &cido laurico (2equiv); UPH
(1,1equiv.), LRM ou CALB (50mg), MeCN, 30°C, 24h, 250rpm. (a)-Conversao

determinada por CG.

A epoxidacdo quimio-enzimatica de citronelol seguida da
reacdo de esterificacdo foi relatado por Silva e col. Dependendo das

condicbes experimentais, foram obtidos rendimentos altos dos
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epoxidos e do éster (>99%). A CALB foi o catalisador mais efetivo
nesta reacdo. O epdxido, foi obtido com boas conversdes de 80% e
77% a 20° e 25°C, respectivamente, utilizando uréia perdxido de
hidrogénio (H,0,-UPH) como um agente oxidante e acido octandico
como um dador de acila (Figura 26). ™

N OH OH
>99%

citronelol 0 c
50 CH;3(CH,)¢COOOH  CH;(CH,),COOH 51
H,0 H,0, 0u UPH

CAIB 9
—_—
OH OJ\/\/\/\
CH;(CH,);COOH

0 epoxido citronelol 0 éster do epoxido
51 c>75%
52

Figura 26— Epoxidacao quimio-enzimatica do citronelol catalisada pela CALB.™

Uma maneira de aumentar a atividade catalitica dos
biocatalisadores é através da utilizacdo de aditivos. Estes, incluem os
liguidos i6nicos (LIs), que foram recentemente descritos como
agentes que podem estabilizar a enzima ou causar alteracfes

conformacionais que conduzem a ativacéo dela. S
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1.8 LIQUIDO IONICO

Os liquidos ibnicos (LIs) foram descobertos no inicio do
século XX, mas seu potencial como meios de reacdo e extracdo de
solventes permaneceram inexplorados por muito tempo.

Os LlIs sdo compostos inteiramente formados por ions, sendo
a maioria liquidos & temperatura ambiente ou muito abaixo desta. Sdo
formados por um céation, geralmente organico e um anion. "

Os liquidos ibnicos possuem propriedades fisicas vantajosas
em comparacdo a solventes organicos usados, tais como baixa
inflamabilidade, reciclabilidade, alta estabilidade térmica e excelente
solubilizacdo. ""®

Além disso, a polaridade, miscibilidade e hidrofilicidade ou
hidrofobicidade, pode ser projetado para necessidades individuais.
Combinacdo das propriedades fisicas e quimicas dos Lls oferece
oportunidades para o processamento verde. %%

Pode-se distinguir atualmente trés geracdes de liquidos
ibnicos. Os liquidos ibnicos a base de piridinio, pirrolidinio, ou céations
de amonio sdo conhecidos como os de primeira geracdo. A segunda
geracao é formada por fosfonio, imidazdlio e guanidinio. A terceira

geracdo compreende os liquidos idnicos especificos (Figura 27). &
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Figura 27— Liquidos idnicos mais comuns de 12 e 22 geracéo usados em biocatélise. ®

Na epoxidagdo do ciclohexeno e cicloocteno foi possivel
observar diferencas claras na conversédo ao epdxido, na presenca de
diferentes liquidos idnicos. Na reagéo do ciclohexeno, a conversao ao
epoxido foi de 71% ao usar o 1-(3-hidroxipropil)-3-metilimidazol nitrato
[HOPMIM][NO;], que é 9% maior do que ao usar 1-butil-3-metil
imidazol tetrafluorborato [BMIm][BF,;] (62%). Na epoxidacdo do
cicloocteno, a diferenca entre os mesmo Lls foi ainda maior, sendo de
23%. Ao usar o [HOPMIM][NOgs], a conversédo ao epdxido foi de 69%
e com o [BMIm][BF4] foi 46%. Em meio mais hidrofobico tal como 1-

butil-3-metil imidazol hexafluorfosfato [BMIm][PF¢], um sistema
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bifasico é formado durante a epoxidacdo, e devido as limitacdes de
transferéncia de massa, a conversédo ao epéxido diminuiu sendo de
38% (Tabela 9). *

Tabela 9— Epoxidacéo de alcenos na presenca de CALB em liquido iénico.®

Converséao ao epoxido (%)

[HOPMIM][NOs]  [Bmim][BF4] [Bmim][PFs]
Ciclohexeno 71 62 56
Cicloocteno 69 46 38
Estireno 44 40 41

Condicdes de reagdo: alceno (1,40mmol), &cido octandico (0,2mmol), H202
50% (2,6mmol), n-decano (0,12mmol), CALB (10mg), liquido iénico (1mL).
Temperatura ambiente, 24h.

Ao aumentar a temperatura para 50°C, a conversdo ao
epoxido aumentou. Ao usar [HOPMImM][NO;] a conversao ao epdxido
do ciclohexeno aumentou de 70% a temperatura ambiente apés 24 h,
para 86% a 50 ° C ap6s 5 h. Usando [BMIm][BF,], a conversao

também foi maior, sendo de 73% (Tabela 10). *

49



Tabela 10 - Epoxidacéo do ciclohexeno com a CALB em liquido idnico a 50°C. &

[HOPMImM][NO3] [BMim][BF4]
Ciclohexeno 86 73

Condigdes de reagdo: alceno (1,40mml), acido octandico (0,2mmol), H20,
50% (2,6mmol), n-decano (0,12mmol), CALB (10mg), liquido idnico (1mL).
50°C, 5h.

A partir destas consideracdes tedricas, neste trabalho propde-
se a utilizacdo de lipases de diferentes procedéncias na preparagéo
de peréacidos derivados de acidos carboxilicos e posterior utilizagéo in
situ na obtengao de epodxidos derivados do a-pineno. Os estudos a
seqguir, serdo apresentados em funcdo da otimizacdo dos parametros
que influenciam diretamente nestas reac¢des, tais como, procedéncia
da lipase, solvente organico na presenc¢a ou néo de liquidos ibnicos, e
de diversos doadores acila. Também ser4d demonstrada a
aplicabilidade desta metodologia em relac@o a diferentes substratos,

tais como o B-pineno, citronelal, 3-careno e eugenol.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Utilizar lipases, imobilizadas ou n&o, como biocatalisadores
em reacOes de per-hidrélise de acidos carboxilicos para formacéo de
seus respectivos peracidos e a utilizagdo destes na oxidagédo in situ

de monoterpenos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar o epéxido do a-pineno por métodos convencionais (p. ex.
por oxidacdo com m-CPBA) e comparar os dados espectroscépicos
obtidos com os pelo método enzimaticos.

Preparar o epdxido do a-pineno pelo método quimio-enzimatico
utilizando uréia peréxido de hidrogénio (UPH) como doador peréxido.
Avaliar o uso de diferentes lipases na epoxidagcdo quimio-enzimética
do a-pineno.

Avaliar o efeito da variagdo da massa da lipase de Candida antartica
(CALB) e da Lipozyme 435 na epoxidagéo do a-pineno.

Avaliar o efeito do tempo e temperatura na reacdo de epoxidacdo do
a-pineno catalisada pela Lipozyme 435.

Avaliar o efeito do solvente orgénico na epoxidagdo do a-pineno

(incluindo os liquidos ibnicos) catalisada pela Lipozyme 435.
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Averiguar a influéncia de diferentes doadores acilas tais como acido
hexandico, octandico e decandico, na epoxidacdo quimio-enzimatica
do a-pineno catalisada pela Lipozyme 435.

Utilizar as melhores condigBes reacionais obtidas anteriormente na
epoxidagdo do B-pineno, 3-careno, citronelal e eugenol com a
Lipozyme 435.

Imobilizar a lipase de Aspergillus niger gel de agar e em bucha
vegetal e comparar com a lipase livre na epoxidagao do a-pineno.
Isolar e caracterizar os epoéxidos obtidos, através de técnicas
espectroscépicas tais como as de infravermelho e ressonancia
magnética nuclear (RMN "H).

Comparar os resultados obtidos com outros descritos na literatura.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 MATERIAIS

Os solventes e reagentes utilizados foram de grau de pureza

>95% ou P.A ,e sdo das seguintes procedéncias:

Aldrich: acidos hexandico (99,5%), decandico, 3-metilvalérico (97%),
2- bromovalérico, 2-bromohexanéico (99%), 2-bromohexadecandico
(97%), decanodidico, dodecanodidico, docosanodidico (85%),
adipico, 2-octendico e 4-pentendico. Tetrametil silano(TMS),
cloroférmio deuterado(CDCl3) (99,8%), tetrafluoroborato de 1-butil-3-
metil-imidazélio [BMIM][BF,] (97%), hexafluorofosfato de 1-butil-3-
metilimidazolio [BMIM][PFg] (96%), uréia perdxido de hidrogénio(UPH)
(97%);

Merck: tolueno (99,7%), isooctano (99%);

Vetec: perédxido de hidrogénio 30%, acidos butirico, caprilico (99,5%),
laurico esteérico (99%), palmitico (98%) e octandico, diclorometano
(99,5%), cicloexano (99%), t-butanol (99%), éter t-butil-metilico
(99,5%), acetonitrila (99,5%), éter di-isopropilico (99%);

Grupo Quimico: acetato de etila, etanol (99,5%), acido etandico;
Reagen: hexano (98,5%);

Nuclear: cloroférmio (99,8%), sulfato de magnésio anidro (98%);
Dinamica: éter etilico;

Fluka Chemika: a-pineno (98%), B-pineno (80%), acido miristico
(98%), acido 2-metilvalérico (98%);

SAFC: citronelal 85%;

F.Maia: tetrahidrofurano;
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Carlo Herba: acetona (99,5%);

Cromoline: metanol (99,8%);

Sigma: éacidos 4-metilvalérico (99%), (+/-)-canforcarboxilico, (+/-)2-
etilhexanoico, D(-)-mandélico e L-(+)-mandélico;

Geroma do Brasil: eugenol;

Acros Organics: 3-careno (90%).

Foram utilizadas também as seguintes lipases:

. Novozymes: lipase de Candida antartica (imobilizada em
macroporos de resina acrilica) (Novozym 435 - CALB) (10,000
PLU/g%); Lipozyme 435 (imobilizada e geneticamente modificada a
partir da Mucor Miehei); e lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme
RM IN, 5-6 BAUN/g");
. Amano: PS Amano — 30.000U/g"; lipase de Rhizopus oryzae
(F-AP15) (150 u/mgd) ; lipase de Candida rugosa (AY Amano 30)
(30,000u/g%); lipase de Pseudomonas fluorescens (AK Amano 20);
lipase de Mucor javanicus (M Amano 10, 10.000u/g); lipase de
Aspergillus niger (AS Amano; A Amano 12); lipases de Burkholderia
cepacia (PS-C Amano I; PS-C Amano 11,1.000U/g; PS-D Amano I; PS
Amano IM, 500U/g);
. Sigma: lipase de pancreas de porco (46U/mg);

Estas lipases foram recebidas como doagédo da Novozyme e
da Amano Pharmaceutical CO.

As duas lipases nativas de Aspergilus niger (19,8U/mLf) ea

de Mucor hiemalis — lipase 32 (23,4 U/mL), foram isoladas a partir de
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solo da regido Branddo Bueno (MG, Brasil) e doadas pela prof.2 Dr.2

Patricia O. Carvalho (USF — Braganga paulista — SP). %

®PLU/g € uma unidade relacionada a sintese de ésteres, expressa em
unidades de laurato de propila por grama, mas a reagdo utilizada para
determinacdo de sua atividade €é omitda na ficha técnica.

(www.novozym.com). %

PBAUN/g é atividade baseada na acidélise de 6leo de girassol rico em acido
oleico, empregando acido decandico. A velocidade da reacéo é determinada
pela medida da quantidade de acido decandico incorporada as posi¢des 1 e 3

dos triacilgliceréis do 6leo de girassol.

‘Ulg é a quantidade necessaria para liberar 1,0umol/min de acetato de 1-
feniletila a partir da transesterificacdo do alcool 1-feniletilico com acetato de
vinila a 25°C.

du/mg solido é a quantidade necessaria para liberar 1,0umol/min de acidos

graxos de um triacilglicerol, a pH 7,2 e 37°C.

°u/g é a quantidade de enzima necessaria para liberar 1,0umol/min de acidos

graxos do 6leo de oliva, a pH 7,0 e 30°C.

'UImL é a guantidade de lipase que produz 1,0umol/min de acidos graxos na

hidrélise do dleo de oliva, a pH 6,0 e 40°C, em 1h.
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3.2 EQUIPAMENTOS

As reacbes foram realizadas em um agitador orbital
(Certomat MO) ou em agitador magnético (Dist), acoplado a um
banho termostatizado MQBTZ99-20 (Microquimica). Foram usadas
também balancas analiticas (Sartorius basic/Marte A500/AND Ek-
200i) e um rota-evaporador (Buchi 461 water bath).

Os reagentes e produtos foram caracterizados por técnicas
espectroscépicas de ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN 'H). Os espectros de RMN 'H foram obtidos em um
espectrometro da Varian (400MHz) utilizando como referéncia interna
o tetrametilsilano (TMS, ©=0,00ppm). O solvente usado foi o
cloroférmio deuterado (CDCI,).

O produto também foi caracterizado por técnicas
espectroscépicas de absorcao no infravermelho (IV). O espectro de
IV foi obtido na regido de 4000- 700 cm™ com um espectrofotdmetro
Perkin Elmer — FT-IR Spectrometer.

3.3 PREPARACAO DO EPOXIDO DO a-PINENO VIA
NAO ENZIMATICA

Em um erlemeyer foram adicionados 50mL (0,8 mol) de
diclorometano sob agitagdo magnética em um banho com gelo. Em
seguida adicionou-se 9g (52mmol) de acido m-cloroperoxibenzéico e

aos poucos 5mL (31,5mmol) de a-pineno (Figura 28).
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Constantemente, foram realizadas cromatografia de camada delgada
para analise da formacéo do produto (eluente: 3:7 hexano/acetato de
etila) e Rf:0,54.

59 cl

32 33 60

Figura 28— Epoxidagéo do a-pineno via quimica.

Apo6s adigdo do a-pineno, foi possivel observar a formagéo de
um precipitado branco e liberagdo de gas. Apdés 30min de agitacéo,
foi realizada cromatografia de camada delgada e deixado em
agitacdo por mais 3horas. A solugdo foi deixada na geladeira por 24h
para total precipitacdo do &cido. A mistura reacional foi filtrada a
vacuo, separando a parte liquida da soélida. Apés secagem, foi
determinado o ponto de fusédo do sélido e comparado com a literatura.
Obteve-se 140° C, que é compativel com o &cido m-cloro benzdico
(153-156°C). °°

A parte liquida foi neutralizada com solugédo aquosa saturada
de bicarbonato de sddio. A fase aquosa foi descartada corretamente
e a organica rotoevaporada para eliminar o solvente. Para verificar a

formacdo do produto e identifica-lo, foram realizadas andlises dos
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espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)
e de absorcao na regiao do infravermelho.

A Figura 29 — A mostra o espectro de RMN 'H, onde foi
observado a formacéo dos produtos através da comparacdo das
areas relativas ao hidrogénio da dupla ligacdo em 5,3 ppm, com o
hidrogénio do epdxido em 3,06 ppm.

Os dados espectroscopicos do epdxido do a-pineno foram

comparados com a literatura e estdo descritos a seguir. 87

Epoxido a-pineno

CH4°
(@]
Hy
Hy
CHgP .
Ho
CH, @
Hs Ha
33

E possivel observar no espectro (Figura 29 — A) o pico mais
importante para determinar a formacao do epoxido, em 3,06 ppm (Hy,
1H, d). Além deste, observa-se também os picos das metilas em 1,34
e 0,93ppm (CHg%, 3H, s e CHy”, 3H, s) e em 1,29ppm (CH5’, 3H, s).
Observa-se ainda o multipleto entre 2,06 — 1,90ppm referente ao (H,,
2H, m); o pico em 1,72ppm do H,; (1H, m) e em 1,61 e 1,98ppm
referente aos hidrogénios Hg (1H, m) e Hs (1H, m).
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Figura 29— (A) Espectro de RMN1H do epoxido do a-pineno [CDCI3, 400MHz].
(B)Espectro de absorgao no infravermellho do epdxido do a-pineno (filme).

E importante salientar que mesmo apoés purificacdo (ver item
3.3, pg37), ainda é detectado a presenga do a-pineno (<10%), devido
a presenca do pico em 5,7ppm correspondente ao H; da C=C do
reagente. &’

Na Figura 29 - B, é possivel observar a banda
correspondente ao epdxido em 1726cm™, referente a ligagdo C-O.
Verifica-se também uma banda média de deformacgéo simétrica (CHs)
em 1377 cm™. Os sinais em 2800 cm™ e 3000 cm™ s&o atribuidos &
deformacéo axial de C - H em carbonos sp3. Na regido entre 1300 cm’
' e 1500 cm™, observam-se a banda de intensidade média 1446 cm™
corresponde ao estiramento da ligagdo C = C. Estas bandas sé&o

compativeis com valores da literatura. 87

60



3.4 PREPARACAO QUIMIO-ENZIMATICA DO
DERIVADO DO a-PINENO

Em uma reacéo tipica, em um erlemeyer de 125 mL foram
adicionados 50mg da CALB, 20 mL de diclorometano, 0,02mol (1,99)
de ureia perdxido de hidrogénio (UPH), 2mmol (0,3mL) de acido
hexandico e 0,02mol (1,4mL) de a-pineno. A reacdo foi mantida sob
agitacdo constante em um agitador orbital (250rpm) a 25°C por 24h
(Figura 30).

lipase o
CH;(CH,),COO0H CH;(CH,),COOH
32 H.O® UPH 33
2 CH,Cl,

Figura 30— Epoxidacao quimio-enzimatica do a-pineno.®*

Este sistema foi colocado em agitacdo por 24h e monitorado
por cromatografia de camada delgada (eluente: 3:7 hexano/acetato
de etila) para andlise da formagédo do produto (RF: 0,54). Apés 24h a
mistura foi filtrada e a fase orgénica neutralizada com solu¢do aquosa
saturada de bicarbonato de sédio, com a separagdo das fases
organica e aquosa através de extracdo liquido-liquido. A fase aquosa
foi descartada corretamente, e a organica submetida a um rota-

evaporador para eliminar o solvente.
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Para verificar a formacdo do produto e identifica-lo, foram
realizadas analises dos espectros de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio e de absorg&o no infravermelho. Os valores obtidos nos
espectros sdo compativeis com os apresentados para o epoéxido
preparado via quimica.

Foram avaliados varios parametros nesta reacgéo, incluindo a
influéncia do uso de diversas lipases (imobilizadas ou n&o), tempo de
reacao, doador acila, temperatura e 0 meio orgéanico incluindo ou ndo
os liquidos ibnicos. A partir desses parametros, foram utilizadas as
melhores condigbes para a epoxidagdo do [B-pineno, 3-careno,
citronelal e eugenol com a Lipozyme 435. Os detalhes experimentais
para cada um destes estudos serdo apresentados e discutidos nos
resultados e discusséo.

As reacOes foram realizadas na auséncia das lipases, e ndo
foi detectado a formacéo do produto.

3.5 IMOBILIZACAO DA LIPASE DE Aspergillus niger

3.5.1 IMOBILIZACAO DA LIPASE EM GEL DE AGAR

Em um béquer de 50 mL foram adicionados 0,4g de agar, 2
mL de agua e o sistema foi deixado no ultrassom por 3minutos.
Depois foram completados com 8 mL de &agua fervente (~100°C).
Quando a mistura tornou-se transparente, deixou-se gelificar até
atingir 30°C, e em seguida foram adicionados 30-70mg da lipase de

A. niger dissolvida em 2 mL de &gua. Apos resfriamento, foi obtido um
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gel consistente e com auxilio de uma espatula este foi passado em
uma peneira fina, obtendo-se pequenos pedacos de gel de agar com

a lipase (Figura 31). *°

- J— § e
n e ¥ passar na peneira
0,4g dgar | . 20-70mg de lipase

2mL dgua 5
ultrasfom 3min 8mL 4gua fervendo deixar atingir 30°C 2mL de gua
agitagio até ficar deixar gelificar

transparente

Figura 31-Imobilizacéo da lipase de A.niger em gel de agar.

3.5.2 IMOBILIZACAO DA LIPASE EM BUCHA VEGETAL

A bucha vegetal foi colocada em solucdo de peréxido de
hidrogénio 30% por 24h; e apls estar seca foi cortada em pequenos
pedacos e utilizada na imobilizacdo da lipase de A. niger. Para a
imobilizagdo foi pesado 500mg de bucha vegetal em uma paca de
Petri. Foram dissolvidas 10-70mg de lipase em 20mL de solugéo
tampéo fosfato de potassio (pH=7,2), e colocado sobre o suporte. O
sistema foi seco em capela por aproximadamente 24h, obtendo-se
assim o suporte com o biocatalisador. Este processo é por adsor¢céo
(Figura 32). %
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BV em sol. deixada na capela para
H202 30% secar
24h

foi cortada em cubos

Figura 32— Imobilizagao da lipase de A.niger em bucha vegetal.

500mg BV
10-80mg lipase
20mL sol.tamp&o
fosfato pH 7,2
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho serdo apresentados os resultados obtidos na
epoxidacdo quimio-enzimatica dos terpenos a- e B-pineno, 3-careno,
citronelal e eugenol. O primeiro terpeno escolhido para iniciar os
estudos foi o a-pineno. Com este composto foram estudadas algumas
condi¢cdes experimentais, tais como o uso de lipases de diferentes
fontes, tempo e temperatura da reacdo, tipo de doador acila e a
influéncia do meio organico. Apos estes estudos, as melhores

condi¢cOes reacionais foram testadas com outros quatro terpenos.

4.1 EPOXIDACAO QUIMIO-ENZIMATICA DO a-PINENO

Para iniciar os estudos das reacdes de epoxidagéo foi preciso
escolher primeiro o biocatalisador e por isso avaliou-se o0 uso de
lipases de diferentes procedéncias. Foi escolhido o acido hexandico
como doador acila e o diclorometano como solvente, segundo alguns
estudos ja realizados na epoxidacdo do citronelol. * A reacéo

estudada esta representada na Figura 33.

lipase o
CH;(CH,)4,COOO0OH CH,(CH,),COOH
32 H,0% INeR UPH 33

Figura 33 — Epoxidagéo quimio-enzimatica do a-pineno catalisada por lipases.
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4.1.1 AVALIACAO DO USO DE DIFERENTES LIPASES

Neste estudo foram selecionadas 18 lipases comercialmente
disponiveis e 2 nativas para verificar a eficiéncia de cada uma delas
na epoxidacdo quimio-enzimatica do a-pineno. A procedéncia,
atividade e as siglas correspondentes estdo descritas na parte
experimental (item 3.1, pg.53).

Ao usar as lipases F-AP15, PS Amano, AK Amano 20, M
Amano 10, AY Amano 30, AYS Amano, A Amano 12, PS-C Amano |,
lipase do Pancreas de Porco, PS-C Amano Il, PS-D Amano |, PS
Amano IM e a de Mucor hiemalis; o produto 33 nédo foi obtido.
Inicialmente, as reacdes foram realizadas em 8h.

Na epoxidagéo do B-cariofileno estudada pela Silva e col., por
exemplo, ao utilizar a FAP-15 o epoxido 27 (pg. 34) foi obtido com
conversdes de 16 e 15%, com a lipase na forma livre e imobilizada
em gel de agar, respectivamente. ¥

Porém, na epoxidagédo do a-pineno ao utilizar a FAP-15 em
uma reacdo de 24h, ndo foi observada a formac¢éo do produto. A
mesma foi realizada mudando o agente oxidante. Ao utilizar dgua
oxigenada 30%, também néo foi detectada a formagédo do epoxido 33.

Além destas, outras lipases foram usadas e os resultados de

conversédo ao epoxido 33, estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11— Avaliacdo do uso de diferentes lipases na epoxidagéo quimio-enzimatica do

a-pineno.
Lipases Convers&o(%)*
CAL-B 75"
Lipozyme 435 60°; 57°
Aspergillus niger 44°% 75°
RM IM o°
Lipase 32 6°

Condicdes de reacdo: a-pineno (0,01mol), &cido hexandico (2mmol), UPH
(0,02mol), lipase (50mg); diclorometano (20mL), 25°C, 300 rpm. (a)
Determinada por RMN 'H; (b)9h; (c)8h, e (d) 24h.

Ao utilizar as lipases RM IM e a lipase 32, a conversao ao
produto foi baixa sendo de 6 e 9%. As maiores conversdes ao
epoxido 33 foram obtidas ao utilizar as lipases CALB, Lipozyme 435 e
a de A. niger (44 — 75%). Dentre as duas lipases nativas apenas ao
usar a de A. niger é que o produto foi obtido com conversédo de 44%.
Para comprovar sua eficiéncia como biocatalisador fez-se a reacéo
em 24horas, e obteve-se o produto com conversao de 75%.

Os resultados obtidos mostraram a importancia de avaliar
diferentes fontes de biocatalisadores para cada substrato.
Considerando as lipases que foram eficientes na epoxidacdo quimio-

enzimética do a-pineno, escolheu-se as trés que formaram o epoxido
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33 em maiores conversdes, sendo a CALB, Lipozyme 435 e a de A.

niger, para serem utilizadas nos proximos estudos.

4.2. EPOXIDACAO QUIMIO-ENZIMATICA DO a-PINENO
COM A CALB

O primeiro biocatalisador utilizado foi a CALB, e avaliou-se a
influéncia do tempo. N&o foram feitos outros estudos com a CALB,
considerando que esta foi utilizada em varios outros trabalhos,
incluindo a obtencdo de epoxidos derivados do &cido linoleico e a
resolugdo de alcodis. **

Mais especificamente, Rocha e col. usaram a CALB na
resolucdo cinética do (R,S)-iodofeniletanol. ! Mais tarde, Zanette e
col. usaram a CALB como biocatalisador da epoxidacdo quimio-

enzimatica do acido linoleico. *

4.2.1 INFLUENCIA DO TEMPO DE REACAO

Neste primeiro estudo foram preparadas cinco reacdes
idénticas com as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente (item
3.4, pg. 60) e apods 3, 6, 9, 24 e 30h, a formacédo do produto foi
determinada por RMN 'y, apoés isolamento do produto da reacéo
(item 3.4, pg. 60). Os valores de conversdo ao epoéxido 33 estdo

representados na Figura 34.
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Figura 34— Influéncia do tempo na epoxidagdo quimio-enzimatica do a-pineno
Condig6es de reagdo: a-pineno (0,01mol), &cido hexandico (2mmol), UPH (0,02mol),
CALB (50mg), diclorometano (20mL), 25°C, 3-30h, 300 rpm.

Em trés horas, o epdxido foi obtido com 25% de conversao. A
porcentagem de converséo foi aumentando com o tempo, sendo que
em 9 horas foi de 75%. Em 30h, o epdxido 33 foi obtido com
conversdo >99%, sendo um bom resultado. Salienta-se que as
condi¢cdes de reacdo sdo brandas.

Como citado a CALB é uma lipase bem conhecida e muito
estudada pelos quimicos como biocatalisador em diversas rea¢des de
resolucdo e epoxidacado. #3337

Assim, optou-se por utilizar outra lipase nos proximos
estudos, sendo a Lipozyme 435, que também foi fornecida pelo

fabricante na forma imobilizada.
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4.3 EPOXIDACAO QUIMIO-ENZIMATICA DO a-PINENO
COM A LIPOZYME 435

Utilizando a Lipozyme 435, avaliou-se o tempo e temperatura
de reagdo, massa da lipase, uso de diferentes doadores acilas e
também a influéncia do meio reacional, na presenca de solventes

organicos puros e/ou em mistura com alguns Lls.

4.3.1 INFLUENCIA DO TEMPO NA REACAO

O primeiro estudo feito com a Lipozyme 435 foi o do tempo,
sendo que as reacdes foram realizadas em 3, 6, 8, 9, 16, 24 e 30h.
Os valores de conversdo ao epéxido 33 estdo representados na
Figura 35.
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Figura 35— Influéncia do tempo na epoxidagdo quimio-enzimatica do a-
pineno.Condigdes de reagdo: a-pineno (0,01mol), &cido hexanéico (2mmol), UPH
(0,02moal), Lipozyme 435 (50mg); diclorometano (20mL); 25°C, 3-30h, 300 rpm.

Em trés horas de reacéo o epéxido 33 foi obtido com 20% de
conversdo. Esta porcentagem foi aumentando com o tempo, sendo
que em 9 horas foi de 60%. Foi possivel observar no espectro de
RMN 'H (expandido na regido de 2,9 - 5,4 ppm) que o0 pico em 3,08
ppm referente ao hidrogénio do epdxido vai aumentando sua
intensidade, enquanto o pico em 5,2 ppm referente ao hidrogénio da

dupla ligacéo do terpeno, foi diminuindo (Figura 36).
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Figura 36— Espectros de RMN 1H (2,9 - 5,4 ppm) mostrando a influéncia do tempo na
epoxidagdo quimio-enzimatica do a-pineno (CDCl;, 400MHz).Condig6es de reacao: a-
pineno (0,01mol), &cido hexanéico (2mmol), UPH (0,02mol), Lipozyme 435 (50mg);
diclorometano (20mL); 25°C, 9-30h, 300 rpm.

No tempo de 16 e 24h de reacdo ndo houve diferenca
significativa na conversdo, sendo de ~91%. A conversao total ao
epoxido foi em 30h (>99%). Os dados mostram que dependendo do
tempo de reacdo, o produto pode ser obtido em boas conversoes, e
em condi¢des brandas.

Nos estudos seguintes foi escolhido o tempo de 8h, visto que

ndo houve diferenca significativa na conversao entre os tempos de 8
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e 9h, sendo de 57 e 60%. Neste sentido, no proximo estudo foram

usadas diferentes massas da Lipozyme 435.

4.3.2 INFLUENCIA DA MASSA DA LIPOZYME 435.

A lipase atua na primeira etapa da reacdo de epoxidacao, ou
seja na formacgdo do peracido in situ, para posterior oxidagdo do
alceno. Por isso a quantidade de lipase é muito importante na reacao,
pois ira determinar a quantidade de peracido formado. Além disso,
dependendo desta quantidade pode ocorrer a saturacdo, ou seja, ao
aumentar a massa da lipase ndo se obtém uma maior conversdo ao
produto. %% ©°
A Figura 37, mostra os valores de conversdo ao epoxido 33

usando diferentes massas da Lipozyme 435.
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Figura 37— Influéncia da massa da Lipozyme 435 na epoxidagdo quimio-enzimatica do
a-pineno.Condigdes de reagéo: a-pineno (0,01mol), acido hexanoéico (2mmol), UPH
(0,02moal), Lipozyme 435 (20 - 100mg); diclorometano (20mL); 25°C, 8h, 250 rpm.

Observa-se na Figura 37, que a conversdo aumentou ao
variar a massa da lipase de 20-100mg, o que é um resultado
esperado em fungdo da formacdo de quantidades maiores do
peracido. Ao usar 20 e 30mg, as conversdes em 33 foram de 30 e
31%, respectivamente. Ao usar de 40-100mg, as conversdes
aumentaram, sendo de 57-93%.

Foi realizado o reuso desta lipase (diferentes massas), porém
nao foi verificada a formacg&o do produto.

A partir desses resultados, em todos os outros estudos foram
utiizados 50mg da lipase, e avaliados outros parametros

(temperatura, doador acila e meio reacional) que possam aumentar
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ainda mais a conversdo ao epoéxido. No préximo estudo avaliou-se a
influéncia da temperatura.

4.3.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA

Outro fator importante que afeta a velocidade das reacdes
catalisadas por enzimas ou ndo é a temperatura. A temperatura pode
influenciar na atividade, seletividade e estabilidade do biocatalisador,
bem como o equilibrio da reacgao. * > ' %

Para avaliar este efeito na epoxida¢do quimio-enzimética do
a-pineno as reagdes estudadas foram realizadas na faixa de 20-45°C,

e os resultados estédo apresentados na Figura 38.
100
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Figura 38— Influéncia da temperatura na formagao do epoxido do a-pineno.Condi¢des
de reacéo: a-pineno (0,01mol), &cido hexanoéico (2mmaol), UPH (0,02mol), Lipozyme

435 (50mg); diclorometano (20mL); temperatura: 20 — 45°C, 8h, 300 rpm .
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E possivel observar que a 20°C, a conversao é relativamente
baixa sendo de 39,4% e acima deste valor, de 25 a 45°C n&o houve
variacao significativa nas conversdes, sendo de 57 — 71%.

Nas temperaturas entre 25-40°C as condi¢gbes foram
adequadas para a formacéo do peracido, enquanto que a 45°C houve
uma possivel decomposicdo da UPH e diminuigdo da atividade
catalitica da Lipozyme 435, obtendo o epo6xido com conversao um
pouco menor (70%) que em 40°C (71%). Segundo a ficha técnica a
Lipozyme 435 pode ser utilizada entre 30-70°C. *°

Como mencionado, a Lipozyme 435 ja esta imobilizada, o que
ajuda a manter a estabilidade em temperaturas maiores que 35°C. 8

A partir destes resultados, optou-se por realizar as reacdes

em 25°C para avaliar o efeito do solvente.

4.3.4 EFEITO DO SOLVENTE ORGANICO

Neste estudo, foi avaliada a influéncia do meio orgéanico na
epoxidagdo do a-pineno. Esta bem estabelecido na literatura que a
atividade da enzima é fortemente afetada pelo solvente organico. 20
74,90

O log P é definido como o logaritmo do coeficiente de particdo
do solvente no sistema octanol/agua, sendo o parametro mais usado
para classificar os solventes para as reacdes biocatalisadas. E
geralmente considerado que os solventes com log P > 4,00 (néo-
polar) sdo mais eficientes nas reacdes biocatalisadas. Os solventes
com log P entre 2,00 e 4,00 sdo moderadamente eficazes e os
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polares com log P < 2,00 muitas vezes ndo sdo adequados para
estas reacoes.

O parametro de saude é uma escala que indica o grau de
toxicidade ao corpo humano durante longa exposicdo a solventes.
Como valor maximo na escala tem-se a 4gua com parametro igual a
10, sendo o melhor solvente para saide humana. Os solventes ideais
para a saude humana séo aqueles com parametros entre 8 e 10. Os
gue apresentam valores entre 4 e 7 sdo considerados intermediarios
com relacdo a exposicdo e <4 devem ser substituidos por outros
solventes menos téxicos ao corpo humano. **

A Tabela 12, mostra os dados da conversdo ao produto 33

obtidos ao usar os diferentes solventes orgénicos.
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Tabela 12- Efeito do solvente orgéanico na epoxidag&o gquimio-enzimatica do a-pineno.

Entrada Solvente LogP® Parametro  Conv.
desaude® (%)°

1 isooctano 4,51 4 24

2 n-hexano 3,50 4 5

3 ciclohexano 3,20 7 <5

4 tolueno 2,50 4 33

5 cloroférmio 2,00 3 25

6 eter 1,52 8 33

diisopripilico

7 t-butanol 1,45 6 50

8 MTBE 1,43 5 42

9 diclorometano 0,93 4 57
10 éter etilico 0,85 5 25
11 acetato de 0,68 8 >99

etila

12 THF 0,49 6 45
13 acetona -0,23 8 <5
14 Etanol -0,24 8 <5
15 acetonitrila -0,33 6 <5
16 metanol -0,76 5 <5

Condi¢des de reacado: a-pineno (0,01mol), acido hexandico (2mmol), UPH
(0,02mol), lipozyme435 (50mg); solvente (20mL); 25°C, 8h, 250 rpm. (&)
ref.90; (b) ref.91; (c) Determinado por RMN 'H
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Ao utilizar os solventes mais polares acetona, etanol,
acetonitrila e metanol verificou-se que estes ndo foram adequados
para a reagdo de epoxidagdo do a-pineno, obtendo o epoxido com
conversdo <5% (Entradas 13 - 16).

Estes solventes com log P < 0 podem inativar a enzima, pois
retiram a 4gua essencial ao redor da lipase.™

Além disto, alguns deles séo reconhecidamente toxicos para
a satide humana, como o metanol e acetonitrila. **

Ao usar os solventes apolares tais como isooctano, hexano,
tolueno e ciclohexano, (log P > 2,0) o epédxido foi obtido com
conversdes de 5 a 33% (Entradas 1 — 4). Estes resultados podem ser
explicados pelo fato que o solvente apolar néo inativa a enzima mas
também ndo estabiliza o intermediario formado na reacdo da C=C do
a-pineno com o peroxi-acido (Figura 21, pg.37). >

Observa-se que os valores do parametro de salde para o
isooctano (4), hexano (4) e tolueno (4) estdo no limite da toxicidade
para saude, e que o ciclohexano (7) ndo é téo téxico. Porém nao é
possivel estabelecer uma relagdo direta entre estes valores e as
conversGes ao epoxido, considerando que nesta reacdo outros
fatores estdo envolvidos, como a formacdo quimio-enzimatica do
peroxi-acido.

As maiores conversBes ao produto 33 foram obtidas
utilizando os solventes com 0 < log P < 2,0, tais como o acetato de
etila (>99%), diclorometano (57%) e t-butanol (50%). Estes resultados

sdo esperados, considerando que devido a polaridade do solvente
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ndo deve ocorrer a inativacdo da enzima e estes podem estabilizar o
estado de transicdo (Figura 21, pg.24), com caracteristicas polares.

O acetato de etila pode ser utilizado como solvente e doador
acila. Ap6s o uso deste como solvente fez-se a reagdo novamente
utilizando-o como solvente e doador acila. Em 8h de reacdo e na
auséncia do acido hexandico, o epdxido 33 foi obtido com 80% de
conversdo. Estes resultados sdo muito bons, visto que além de ser
um solvente eficiente para a reagdo de epoxidagdo, é também
considerado n3o nocivo & satide humana (Parametro de saude= 8). ¥

Esses dados mostram que existe certa relacdo entre o grau
de converséo e a polaridade do solvente (expresso em valores de log
P), visto que ao usar todos os solventes com log P < 0,00, obteve-se
0 epdxido com conversdo <5%. Entretanto, as maiores conversdes
foram obtidas com os solventes que apresentam 0 < log P < 2,0.

Recentemente, o uso de lipases, em liquidos iénicos (LIs) tem
demonstrado muitas vantagens tais como altas taxas de conversao,
enantiosseletividade elevada, melhor estabilidade da enzima e
capacidade de reciclagem.” %

Assim, para avaliar a influéncia de alguns LlIs na epoxidacdo
quimio-enzimatica do a-pineno, foram escolhidos trés solventes (t-
butanol, MTBE e isoctano). Estes foram usados em uma mistura
solvente organico:liquido idnico (9:1 v/v) com os Lls [BMIM][BF,] e
[BMIm][PF¢]. Esta composicdo de solvente:Lls foi baseada em
trabalhos anteriores, na epoxidacédo do citronelal e do 3-cariofileno. 83,
™ Ao utilizar misturas de solventes organicos e LIs nao foi possivel

obter o epoxido 33.
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Entretanto, Silva e col. ao estudar a epoxidacéo do citronelol
com diferentes misturas de solventes organicos (hexano, cloroférmio
e MTBE) e Lls ([BMIm][CI], [BMIm][PFs] e [BMIm][BF,]) catalisada
pela CALB, os produtos 51 e 52 (pg. 45) foram obtidos com
conversdes de 18 e 75%, respectivamente. "

Em resumo, os dados aqui relatados demonstram que o meio
organico é um parametro muito importante na epoxidacdo quimio-
enzimatica do a-pineno e de outros alcenos. O parametro de salde
ndo apresentou uma relagédo direta com o valor da conversdo ao
epoxido o que é também esperado devido as diversas etapas
envolvidas nesta reagcdo. Porém todas estas informagBes séo
importantes e devem ser consideradas.

O estudo a seguir visa avaliar a influéncia de diferentes
doadores acilas na obtengdo do correspondente peroxi-acido. O
solvente utilizado foi o diclorometano por ser de polaridade
intermedidria.

4.3.5 INFLUENCIA DO DOADOR ACILA

Uma das primeiras etapas das reacdes catalisadas por

10, 74, 93 Dessa

lipases é a formacdo do intermediario “acil-enzima”.
forma espera-se observar uma certa influéncia dos diferentes
doadores acilas, nestas reacgoes.

Neste estudo, e inicialmente, nove acidos carboxilicos de
cadeia linear foram usados para avaliar a influéncia do tamanho da
cadeia alquilica na epoxidacdo do a-pineno. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39— Influéncia do tamanho da cadeia alquilica do doador acila na epoxidagao
quimio-enzimatica do a-pineno.Condic¢des de reagao: a-pineno (0,01mol), &cido
carboxilico (2mmol), UPH (0,02mol), Lipozyme 435 (50mg); diclorometano (20mL);
25°C, 8h, 300 rpm.

Como observado na Figura 39, o grau de conversdo ao
epoxido 33 aumentou de 20 para 57,5% com o aumento da cadeia
alquilica do acido carboxilico de C, a C¢. O doador acila que levou a
uma maior conversdo ao epoxido foi o acido hexandico.

Com o0 aumento da cadeia de Cg a Cy;4 a conversao ao
produto foi de 44 a 52%. Ao utilizar os acidos C;¢ e C;g houve uma
diminuicdo na converséo ao epoxido 33, sendo de 34 e 42%.
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Estes efeitos podem estar relacionados aos efeitos estéreos
em funcdo do tamanho da cadeia alquilica e com a formacdo do
intermedidrio acil-enzima, e posterior reagcdo com o agente oxidante
(UPH). 7™

Resultados semelhantes foram reportados na literatura para a
epoxidacdo quimio-enzimatica do citronelol catalisada pela CALB,
onde a conversdo ao epodxido 51 aumentou de 41 a 71% com
aumento da cadeia alquilica do &cido carboxilico (Cs a Cy6). O valor
mais alto (71%) foi obtido quando o &cido octandico foi o doador acila.
74

Além dos acidos carboxilicos de cadeias lineares, foram
também utilizados outros 17 acidos (61 — 77) (Figura 40) para avaliar
os efeitos estéreos e eletrbnicos dos doadores acilas. Os resultados
obtidos de conversdo ao epéxido 33 estdo representados na Tabela
13.
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Figura 40— Estruturas dos acidos carboxilicos usados na epoxidagdo quimio-enzimatica
do a-pineno.
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Tabela 13- Influéncia do uso de diferentes doadores acilas (61-77) na epoxida¢ao

quimio-enzimatica do a-pineno.

Entrada Acido Conv. (%)
1 2-metilvalérico (68) 2
2 3-metilvalérico (69) 12
3 4-metilvalérico (70) 26
4 hexanodioico (71) 7
5 decanodidico (72) 4
6 dodecanodidico (73) 24
7 docosanodidico(74) 19
8 2-octenoico(75) 7
9 4-pentendico (76) 35
10 octadec-9-endico (77) 22

Condicdes de reacgdo: a-pineno (0,01mol), acido (2mmol), UPH (0,02mol),
Lipozyme 435 (50mg); diclorometano (20mL); 25°C, 8h ,300 rpm .

Ao utilizar os acidos de 61 — 64 ndo houve conversdo ao
produto. A ndo formacdo do peroxi-acido pode ser explicada pelos
efeitos eletrdnicos e ou estéreos, pois o0s &cidos possivelmente

possuem uma estrutura que impede a aproximacgdo do sitio ativo e

85



assim nao ocorre o encaixe adequado da mesma, necessario para a
formagao do complexo “acil-enzima”.'®

Ao utilizar os acidos 2-bromovalérico (65), 2-bromohexandico
(66) e 2-bromohexadecandico (67), também né&o foi verificada a
formacédo do epodxido 33. Esta relatada na literatura que acidos fortes
podem diminuir a atividade da enzima. Ao usar os acidos carboxilicos
a-bromados, o efeito retirador de elétrons do halogénio contribuiu
com essa diminuicao de atividade e a ndo formacéo do peroxi-acido.
94

Resultados similares foram reportados por Silva e col. na
epoxidac@o do citronelol. O epoxido 51 (pg. 45) ndo foi detectado
indicando que ndo houve a formacao do peracido na presenca destes
acidos.

Ao utilizar os acidos 2-(68), 3- (69) e 0 4-metilvalérico (70) as
conversfes ao epdxido 33 variaram de 2% a 26% (Entradas 1 — 3).
Estes resultados mostram a influéncia dos efeitos eletrbnicos e
estéreos na formacdo do peracido, na primeira etapa da reacao
guimio-enzimatica. Observa-se que as conversées aumentaram de 2
para 26% ao usar os acidos 2- e 4-metilvalérico, respectivamente
como doadores acila. Salienta-se que ao usar o acido butandico e
hexanoico, as conversdes ao epoéxido 33 foram de 49 e 57%
respectivamente, conforme descrito no item 4.3.5 (pg.80).

Resultados semelhantes foram relatados por Hollmann e col.
ao avaliarem a atividade da CALB nas reacdes de esterificacdo do
acido valérico com as metilas nas posi¢des a-, -, y- com 1-octanol.

Quando foram utilizados os acidos a- e B-substituidos, as conversées
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aos produtos foram baixas, pois estes substituintes dificultam a
ligacdo adequada do substrato (doador acila) no sitio ativo. *°

Ao usar os diacidos (71), (72), (73) e (74) as conversdes ao
epoxido foram baixas de 4 — 24%. A maior converséo ao produto foi
ao utilizar o acido dodecanodiodico (73) com 24% (Entradas 4 — 7).

Ao comparar o acido laurico (Figura 39, pg.81) com o diacido
correspondente (73), € possivel observar uma diferenca significativa
nos valores de conversédo, sendo 47 e 24%, respectivamente. Outro
exemplo é o &cido hexanodico (Figura 39, pg. 81) que formou o
epdxido com conversdo de 57%, enquanto o acido hexanodidico (71)
apenas 7%. Portanto, conclui-se que para a reacao de epoxidagédo do
a-pineno é preferivel utilizar os &cidos com apenas um grupo
carboxila.

Para finalizar os estudos de epoxidagdo do a-pineno
catalisada pela Lipozyme 435, foi avaliada a influéncia da posi¢céo da
insaturacao nos acidos. Os 3 acidos utilizados foram os 2-octendico
(75), 4-pentendico (76) e o oleico (77).

Ao utilizar o acido 2-octendico como doador acila a converséo
ao epoxido 33 foi a mais baixa, 7%. A maior conversdo de 35% foi
obtida utilizando o &cido 4-pentendico (Entradas 8 - 10). O
afastamento da ligacdo dupla do grupo carboxila favoreceu a
formacdo do complexo acil-enzima, novamente salientando a
influéncia dos efeitos estéreos nestas reagdes.

Ao utilizar o &cido oleico (77) como doador acila a conversao

ao epoxido foi moderada (22%), pois apesar de possuir a insaturacao
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distante do grupo carboxila, € um acido de cadeia alquilica longa, o
que pode dificultar a formagdo do complexo “acil-enzima”.

A partir dos resultados obtidos, verifica-se que é de grande
importancia o estudo do doador acila, a fim de avaliar e comprovar os
efeitos estéreos e eletrénicos na formagdo do complexo “acil-enzima”,
e posterior formacdo do peracido, necesséario para a obtencdo do
epoxido.

Apb6s todos esses estudos citados acima, elencou-se as
melhores condi¢cdes reacionais para a reacdo de epoxidacdo de

outros terpenos (serdo citadas no proximo item).

4.4 EPOXIDACAO QUIMI-ENZIMATICA DE OUTROS
TERPENOS

Na epoxidacdo quimio-enzimatica do a-pineno foi possivel
avaliar diversos pardmetros que influenciam na conversdo ao
epoxido, tais como o tempo, temperatura, doador acila, solvente e
diferentes lipases.

Ap6s avaliar os estes parametros, foi possivel obter uma boa
conversdo ao epoéxido 33 (57%). Sendo assim, foram selecionadas
algumas dessas condic¢des reacionais para a epoxidacdo do 3-careno
(34), B-pineno (41), citronelal (42) e do eugenol (43).

As reacdes de epoxidacdo foram realizadas com o &acido
hexanodico como doador acila, diclorometano com solvente, UPH
como agente oxidante e a 25°C. O biocatalisador escolhido foi a

Lipozyme 435 e o tempo de reacéo foi de 8h.
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Ao utilizar as condi¢cdes experimentais descritas acima na
epoxidacdo dos terpenos [-pineno (41) e eugenol (43), ndo foi
verificada a formacdo dos correspondentes produtos. Este resultado
pode ser relacionado com a menor reatividade da ligacdo dupla C=C
terminal. Resultados similares foram obtidos na epoxidacdo quimio-
enzimatica do estireno, e alguns derivados, baseado na formacao do
peracido catalisada pela lipase de R. miehei. %

Entretanto, ao utilizar o 3-careno (34) foi possivel obter o
correspondente epoéxido. A estrutura do 3-careno é semelhante ao a-
pineno e por isso, talvez, tenha sido epoxidado nas mesmas
condi¢des reacionais. Apés 8h de reacdo o produto foi obtido com

conversao de 46% (Figura 41).
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Figura 41— Espectro de RMN 1H (0,0 — 5,5 ppm) de uma aliquota da reacéo de
epoxidagdo quimio-enzimatica do 3-careno catalisada pela Lipozyme 435. (CDCls,
400MHz).Condi¢des de reagédo: 3-careno (0,01mol), acido hexanoico (2mmol), UPH
(0,02moal), Lipozyme 435 (50mg); diclorometano (20mL); 25°C, 8h, 300 rpm.

Converséo: 46%.

Moreira e col. estudaram a epoxidacdo do 3-careno
catalisada pela CALB e foi obtido o ep6xido com conversao >99% em
90min de reacdo. Porém neste trabalho foi utilizado uma grande
guantidade de lipase (200mg) e como doador acila o &cido octandico
em 30°C. *°
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Ao utilizar o citronelal (42), o epoxido foi obtido com
conversdo de 59%. As condi¢cdes reacionais foram as mesmas da

anterior (Figura 42).
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Figura 42- Espectro de RMN 1H (0,0 —10,0 ppm) de uma aliquota da reacéo de
epoxidagdo quimio-enzimética do citronelal catalisada pela Lipozyme 435. (CDCls,
400MHz).Condigdes de reagao: citronelal (0,01mol), &cido hexandico (2mmaol), UPH
(0,02mol), Lipozyme 435 (50mg); diclorometano (20mL); 25°C, 8h, 300 rpm .

Converséo: 59%.

Silva e col. também obtiveram conversdes altas na

epoxidacdo quimio-enzimatica de um terpeno com estrutura similar, o
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citronelol. A reacao foi catalisada pela CALB e como doador acila foi
utilizado o &cido octandico a 25°C. O epéxido 51 foi obtido com
conversao de 77%. "

Estes resultados mostraram que o uso da epoxidacdo quimio-
enzimatica, via lipase, € uma alternativa viavel, e dependendo das
condicdes reacionais os epoxidos podem ser obtidos em boas
conversoes.

No préximo estudo, foi utilizada a lipase de A. niger que,
conforme ja citado (item 4.1.1, pg. 65), foi um biocatalisador eficiente

na formacéo do peracido, e posterior formacao do epodxido.

4.5 EPOXIDACAO QUIMIO-ENZIMATICA DO a-PINENO
COM A LIPASE DE A. niger

E muito importante dentro da biocatalise explorar outros
biocatalisadores além dos comerciais. Assim, escolheu-se a lipase de
A. niger para a epoxidagao do a-pineno.

Esta lipase foi usada, com boa eficiencia em outras reacgdes.
22,23, 8. 97 carvalho e col. estudaram a esterificacio enantiosseletiva
do (R,S)-ibuprofeno com n-propanol catalisada pela lipase de A.
niger, sendo que foi obtido preferencialmente o R-éster (ee,=25 e
c=19,8%). **** Mais tarde, Pilissdo e col. utilizaram a lipase de
Aniger na forma livre como biocatalisador da acilacdo
enantiosseletiva da (R,S)-sec-butilamina. A (R)-amida foi obtida com
conversdo de 41% em 1h de reacéo (ee,= 89%). '

Para iniciar os estudos com esta lipase, na sua forma livre,

avaliou-se a influéncia do tempo, na epoxidagdo do a-pineno. Neste
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estudo as reacdes foram realizadas em 8, 24, 30 e 40h. Os valores

de conversao ao produto estdo representados na Figura 43.
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Figura 43— Influéncia do tempo na epoxidagdo quimio-enzimatica do a-
pineno.Condigdes de reagdo: a-pineno (0,01mol), &cido hexanéico (2mmol), UPH
(0,02moal), lipase de A. niger (50mg); diclorometano (20mL); 25°C, 8 - 40h, 300 rpm .

Observa-se que com o aumento do tempo houve um aumento
significativo na conversdo ao epoxido. Em 8h de reacéo, a conversao
foi de 44% e em 30h aumentou para 93%. Porém em 40h, a
conversdo diminuiu para 80%. Este resultado se deve provavelmente
ao fato da enzima ficar muito tempo em contato com a UPH, e
possivelmente tenha desnaturado e/ou tenha ocorrida a
decomposicdo do agente oxidante. Deve-se considerar que a reagao
podera ser feita em tempos maiores, para assegurar estes resultados.

A lipase usada foi doada na forma livre, e apés a reacé@o nao
foi possivel separa-la da UPH, e fazer estudos da reutilizacéo.
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Por isso, é importante imobilizar a enzima. Além do manuseio
ser mais conveniente, espera-se um aumento significativo da
estabilidade para o uso em altas temperaturas e em solventes
organicos, a recuperacdo a partir do meio reacional, bem como a
reutilizacdo. *°

Sendo assim o proximo estudo descreve o uso da lipase de
A. niger imobilizada em gel de 4gar e em bucha vegetal. Os sistemas
(suporte/ biocatalisador) foram preparados conforme item 3.5.1 e
3.5.2, pg. 61-62.

Neste primeiro estudo, avaliou-se a influéncia da massa de
A.niger (30-70mg) imobilizada em gel de agar.

Este suporte foi escolhido, pois ja foi utilizado para imobilizar
outras lipases (F-AP15, PS Amano, AK Amano 20,entre outras), e
estes sistemas usados na epoxidagdo do B-cariofileno. *°

Os resultados de conversdo ao epdxido 33 estdo

representados na Figura 44.
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Figura 44— Influéncia da massa da lipase de A. niger imobilizada em gel de agar na
epoxidagdo quimio-enzimatica do a-pineno.Condi¢des de reacgao: a-pineno (0,01mol),
acido hexandico (2mmol), UPH (0,02mol), lipase (30 - 70mg/g agar); diclorometano
(20mL); 25°C, 8h, 300 rpm.

Ao utilizar 30mg de lipase a conversao ao epéxido 33 foi de
13% e ao utilizar 60mg de lipase foi 21%. Ao utilizar as massas 50 -
70mg ndo houve uma mudanca significativa de conversdo ao
epoxido, sendo de 20 - 22%.

Estes valores de conversfes sao baixos, visto que ao utilizar
50mg de A.niger na sua forma livre obteve-se o epodxido com
conversao de 44%, enquanto que imobilizada foi apenas 20%.

Resultados semelhantes foram obtidos na epoxidagao do f3-
cariofileno catalisado por diferentes lipases imobilizadas em gel de
agar. Neste estudo, as conversdes ao epoxido foram de 2 a 15%,
muito menores quando comparado com a lipase na forma livre, 3 a
25%. *°
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Nestes casos ndo houve melhora na conversao do epoxido
ao imobilizar a enzima e isso se deve, provavelmente, ao fato que
ap6s imobilizacdo o catalisador pode ndo assumir as modificacdes
estruturais adequadas que favorecam o encaixe adequado do
substrato no sitio ativo. Além disso, 0 suporte possui muita agua, e
devido a menor solubilidade do substrato neste meio, a reagéo néo é
favoravel.

Umas das vantagens de imobilizar a enzima citado na
literatura € a capacidade de reutilizar o biocatalisador. Assim, os
suportes contendo as diferentes massas de lipase foram reutilizadas
nesta reagdo. Porém néo foi verificada a formacéo do epoxido 33.

Foi possivel observar uma mudanca no aspecto
macroscopico do gel de agar apés sua utilizacdo, sendo verificada
certa dissolugdo, o que deve ter afetado a atividade da enzima
(Figura 45).

Figura 45— Aparéncia do gel de agar antes e apds a reagdo de epoxidagdo do a-

pineno.
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Com o objetivo de aumentar os valores de conversédo e
reutilizar o biocatalisador, a lipase de A. niger foi imobilizada em
bucha vegetal. Neste suporte a imobilizacdo é por adsorcdo, mas
durante a reacéo pode ocorrer a dessor¢do da enzima.

Recentemente, diversas lipases foram imobilizadas em bucha
vegetal (BV) e estes sistemas usados como biocatalisador na
preparacio do octanoato de n-pentila (24) com boas conversées. % %

Foram utilizadas de 30 a 70mg de lipase imobilizada em
bucha vegetal. Os resultados de conversdo a epdxido 33 estédo

apresentados na Figura 46.
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Figura 46— Influéncia da massa da lipase de A. niger imobilizada em bucha vegetal na
epoxidagdo quimio-enzimatica do a-pineno. Condi¢des de reacao: a-pineno (0,01mol),
acido hexanéico (2mmol), UPH (0,02mol), lipase (30 - 70mg); diclorometano (20mL);
25°C, 8h, 300 rpm .

Ao utilizar as massas 30-50mg a conversao ao epoxido 33 foi

baixa variando de 14% a 24%. Porém ao aumentar a massa da lipase
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para 60 e 70mg a conversdo ao epoxido aumentou significativamente,
sendo de 61 e 72%, respectivamente. Ou seja, quanto maior a massa
de lipase maior é a quantidade dela presa ao suporte e maior a
conversado ao produto.

Ao utilizar 50mg da lipase na sua forma livre a conversdo ao
epoxido foi maior (44%) ao comparar com ela imobilizada em bucha
vegetal (24%). Porém este valor pdde ser aumentado ao utilizar
massas maiores de lipase.

Os suportes contendo as diferentes massas de lipase foram
reutilizados nesta reacdo. Porém nao foi verificada a formacgdo do
epoxido 33. Foi possivel observar ap0s as reacdes, que o aspecto
macroscopico do suporte estava diferente, podendo desta forma
também ter ocorrido a lixiviacdo da enzima (Figura 47).

Figura 47 — Aparéncia da bucha vegetal antes e depois da reagéo de epoxidacéo do a-
pineno.

Salienta-se que o método de adsorcao é rapido e facil de ser

realizado. Porém, como as intera¢des nao sado fortes, pode ocorrer a
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dessorcdo do biocatalisador para o0 meio reacional causando a
inativacao.

Avaliou-se a seguir, o uso do acetato de etila como solvente
nesta reacdo. Foi usado 50mg de lipase livre e imobilizada na bucha
vegetal e em gel de agar. Os dados de conversdo ao epoxido 33

estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14— Valores de conversao ao epdxido do a-pineno catalisada pela
lipase de A. niger livre e imobilizada.

Converséo (%) °

Livre gel agar bucha vegetal
44°: 92 ¢ 20%17¢ 24 73¢

Condi¢des de reacdo: a-pineno (0,01mol), &cido hexandico (2mmol), UPH
(0,02mol), lipase 50mg; solvente (20mL); 25°C, 8h, 300 rpm. (a) Determinado

por RMN 'H; (b) diclorometano; (c) acetato de etila

O acetato de etila além de ser o solvente da reacdo, pode
atuar como doador acila. Na reacdo com a lipase imobilizada em gel
de agar as conversdes ao epoxido foram baixas, inclusive com o uso
de acetato de (16,6%). Como citado, este suporte possui uma grande
guantidade de agua e isso interfere na difusdo do substrato.

Ao utilizar o biocatalisador na sua forma livre houve um
aumento significativo ao mudar o solvente, sendo de 44% em

diclorometano e 92% em acetato de etila.
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A influéncia do solvente foi maior com a lipase de A.niger
imobilizada em bucha vegetal. Ao utilizar o diclorometano a
conversédo ao epoxido 33 foi de 24%, e de 73% ao utilizar o acetato
de etila. Essa diferenca é explicada pelo fato que a bucha vegetal é
um material poroso e a adsorcdo da enzima ocorre na superficie do
suporte, tendo assim bastante contato com o solvente.

Os resultados aqui relatos demonstram a importancia da
escolha do suporte para cada reagéo. Para a epoxidacao do a-pineno
suporte mais adequado foi a bucha vegetal.

Além disso, vale ressaltar a principal vantagem de imobilizar
uma enzima, que € a possibilidade de reuso. Porém, nédo foi possivel
reutilizar os suportes.

Em resumo, os dados reportados neste trabalho para a
epoxidagédo do a-pineno e de outros terpenos, mostram que diversos
par@metros reacionais sdo importantes e devem ser analisados
cuidadosamente. Entre eles citam-se o meio reacional, o doador
acila, bem como a escolha de um suporte resistente ao meio
reacional.

Como vantagem da metodologia enzimatica, destaca-se que
as reacdes em geral, séo feitas em condi¢Bes brandas, e os epdxidos

sdo compostos de interesse na quimica organica.

100



5 CONCLUSOES

As reacdes de epoxidacdo quimio-enzimatica do a-pineno
(32) foram realizadas variando algumas condigBes reacionais tais
como a fonte do biocatalisador, tempo, temperatura da reacéo,
doador acila e o meio organico. Apés avaliacdo das melhores
condicdes, fez-se a epoxidacdo do 3-careno (34), B-pineno (41),
citronelal (42) e eugenol (43).

Para a obtenc¢édo do epoxido (33), deve-se considerar que:

e A Lipozyme 435, CALB e a lipase de A. niger foram os
biocatalisadores mais eficientes, formando o epoéxido (33)
com conversoes de 57, 75 e 44 %, respectivamente;

e Utilizando a Lipozyme 435 como biocatalisador, a conversao
total ao epoxido foi em 30h de reacdo (>99%). O tempo de 8h
foi selecionado para os estudos futuros;

e Ao utilizar 20-100mg de Lipoyzme 435, a maior conversao ao
epoxido (33) foi obtida com 90mg (93%);

e Na faixa de temperatura de 30-45°C ndo houve uma variacéo
significativa na converséo ao epdxido, sendo de 63-71%;

e Os melhores solventes organicos foram acetato de etila,
diclorometano e t-butanol sendo que o epéxido (33) foi obtido
com conversodes de >99, 57 e 50%, respectivamente;

e Ao utilizar misturas de solventes organicos e Lls néo foi
possivel obter o epoxido (33), salientado a importancia do
meio reacional nesta reacéo;

e O &cido hexanoico foi o doador acila mais eficiente (57%);
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e Ao utilizar a lipase de A.niger imobilizada em gel de &gar, o
epoxido (33) foi obtido valores de conversdo baixos (12 a
22%);

e Ao utilizar a lipase A.niger imobilizada em bucha vegetal, o
epoxido (33) foi obtido com conversdes 13 a 72%;

e Nao foi possivel reutilizar as lipases imobilizadas;

e Ao utilizar as melhores condicdes experimentais para a
epoxidagdo do a-pineno (Lipozyme 435, &cido hexandico,
diclorometano, UPH, 25°C em 8h), obteve-se o epdxido do 3-
careno e do citronelal com conversbes de 44 e 59%,
respectivamente.

A partir destes resultados, verifica-se a grande importancia da
otimizagdo das condicdes reacionais em sistemas biocataliticos. As
reacfes de epoxidacdo quimio-enzimatica mostraram fortemente
influenciadas por diversos fatores, com destaque para a fonte do
biocatalisador, doador acila e 0 meio orgéanico.

Deve-se destacar também que os epodxidos podem ser obtidos
em condi¢Bes brandas de reacéo e que estes sdo intermediarios uteis
na quimica orgéanica, para a obtencao, por exemplo, de didis e amino

alcodis.
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6 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos, tem-se como perspectivas:

e Otimizar outras condi¢cdes reacionais, tais como o uso de
diferentes lipase ou doadores acilas para a epoxidacdo
guimio-enzimatica dos terpenos, B-pineno e eugenol.

e Utilizar diferentes tipos de agitacdo, como orbital, magnético
e Dubnoff, na epoxidagcdo do a-pineno catalisada pela lipase
de A. niger imobilizada visando néo danificar os suportes;

e Variar algumas condigBes reacionais, tais como lipase,
doador acila ou solvente na epoxidagdo quimio-enzimatica do

3-careno e do citronelal, com o objetivo de aumentar a

conversdo aos correspondentes epéxidos.
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