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RESUMO

Este trabalho relatou estudos da preparacédo quimio-enzimatica
dos epdxidos do terpineol e de trés compostos cumarinicos, sendo
estes, a himecromona e seus derivados de acetilaco e eterificacéo.

Ao longo do trabalho, foram utilizadas lipases (principalmente
a Lipozyme 435) como biocatalisadores, sendo empregados como
agentes acilantes os 4&cidos butanoico, hexanoico, octanoico,
decanoico ou dodecanoico. Como agente oxidante foi usado o
peroxido de hidrogénio na forma de aduto com ureia (ureia-peréxido
de hidrogénio, UPH) e em solucdo aquosa (30 %).

Fez-se a otimizacdo de alguns pardmetros reacionais para
preparacdo do 6xido de terpineol, sendo estes a procedéncia da lipase,
testando 14 lipases diferentes, o agente acilante empregado (acidos
butanoico, hexanoico, octanoico, decanoico ou dodecanoico), a sua
propor¢do em relacdo ao alceno (1:1, 1:2 ou 1:4), o tempo de reacdo
(1-24h) e o solvente organico empregado. O correspondente epdxido
foi obtido com conversdo >99 %, dependendo das condiches
reacionais. Este resultado foi obtido ao utilizar a Lipozyme 435 e 4cido
hexanoico em quantidade equimolar, em CH2Cl; por 6 h. Ao substituir
este solvente por acetato de etila e manter as outras condi¢des
reacionais, obteve-se 0 epdxido com conversdo de 95,2 %. Neste
Gltimo caso, ndo é necessario usar o agente acilante.

N&o foi possivel a preparagio dos epdxidos da himecromona e
seus derivados, ao se usar condi¢es similares as empregadas para
epoxidacdo do terpineol. Entdo, outros métodos de epoxidacdo foram
testados, diferente da reacdo de Prilezhaev, tal como a reacdo de
Weitz-Schaeffer. Porém, os correspondentes epdxidos ndo foram
obtidos.

Portanto, foi observado que um dos fatores mais importantes
que influenciam na formacdo ou ndo, de epdxidos via quimio-
enzimatica de alcenos, esté relacionado com a estrutura dos substratos.

Palavras-chave: Lipase. Biocatalise. Epoxidagdo. Terpineol.
Himecromona.



ABSTRACT

This work reports the chemo-enzymatic synthesis of epoxides from
terpineol and three coumarinic compounds, the last being
hymecromone and its acetylation and etherification derivatives.
Throughout this work, lipases (especially Lipozyme 435) were used
as biocatalysts, while carboxylic acids (butanoic, hexanoic, octanoic,
decanoic or dodecanoic acid) were used as acyl sources. The oxidant
agent employed constituted of hydrogen peroxide, both as its urea
adduct (urea-hydrogen peroxide, UHP) and as aqueous solution (30 %
vIv).

For the preparation of terpineol oxide, some reaction parameters were
optimized, being the lipase source (being tested 14 different lipases),
the acyl source (all carboxylic acids cited above), their ratio in relation
to the alkene (1:1, 1:2 or 1:4), reaction time (1 — 24 h) and organic
solvent. The corresponding epoxide was obtained on conversion
degrees were not detected or were >99 %.

The best conversion to product (>99 %) was obtained by employing
Lipozyme 435, equimolar amounts of terpineol and hexanoic acid,
with CH2Cl; as solvent in 6 h of reaction. By changing the halogenated
solvent to ethyl acetate and maintaining all other conditions, an
excellent conversion of 95,2 % was obtained. Considering the
greenness between both solvents, the use of ethyl acetate is better, and
in this case, no extra acylating agent is required.

It was not possible to prepare epoxides based on hymecromone and its
derivatives by employing similar conditions as used for the terpineol
epoxidation. Alternative methods, besides the Prilezhaev epoxidation,
were then tested such as the Weitz-Schaeffer reaction. However, no
product was detected.

Thus, it was observed that the subtract structure is one of the most
important parameters that influence in the alkene chemo-enzymatic
epoxidation, catalyzed by lipases.

Key-words: Lipase. Biocatalysis. Epoxidation.  Terpineol.
Hymecromone.
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1. INTRODUCAO

Em tempos de livre mercado, a disputa pela clientela e prépria
sobrevivéncia do negécio faz com que as empresas busquem a
melhoria da qualidade do produto ofertado, além da reducdo nos
custos de producdo. *

Exemplificando através do setor industrial, ao qual pertencem
as areas farmacéutica, téxtil, de cosméticos, alimenticia e de quimica
fina, a rentabilidade pode ser ampliada reduzindo o consumo
energético ou o volume de residuos que necessitam de tratamento. Em
ambos 0s casos, a catdlise pode ser empregada para alcancar tais
objetivos. 23

Dentre os varios catalisadores disponiveis, como metais de
transicdo,* acidos e bases inorganicas® e organocatalisadores,® as
enzimas apresentam a vantagem de apresentar seletividade (quimio-,
regio- e enantiosseletividade). N&o obstante, podem ser modeladas
para uma reacdo especifica e fixadas em suportes, facilitando sua
recuperacao e/ou reutilizagdo, bem como o tratamento das rea¢oes ou
aplicacdes em fluxo continuo. 2710

As lipases, enzimas da classe das hidrolases, sdo as que tém
maior aplicacdo biotecnoldgica, sendo utilizadas para hidrolise e/ou
esterificacdo, produzindo biodiesel, ésteres de aroma e aditivos de
sabdes, auxiliando na quebra de gorduras. %112

Tendo em vista o interesse publico também sobre a
sustentabilidade dos processos quimicos realizados, ha grupos que
atualmente pesquisam o desenvolvimento de metodologias eficientes
empregando lipases, pelo ajuste das condi¢Ges ou aplica¢do de outras
técnicas (como o ultrassom). Inclui-se ainda, o potencial de utilizacéo
desses catalisadores em diversas reacGes, como a condensacdo de
Knoevenagel e as adicdes de Michael. 131

Os epoxidos, uma classe de compostos interessante tanto
como reagente (para formacdo de haloidrinas e outros alcoois o-
substituidos, por exemplo) quanto produto “final” (resinas epoxi),
podem ser obtidos através da biocatalise a partir de alcenos. 1618

Fundamentado nestas consideracdes, este trabalho objetiva,
entdo, utilizar lipases como biocatalisadores para preparar epoxidos
derivados de cumarinas e de terpenos, nomeadamente, a himecromona
(e derivados) e o terpineol. Estes sdo produtos naturais que apresentam
propriedades bioldgicas (tais como antiespasmotica ou antitumoral) e
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a modificacdo possibilita a obtencdo de diversos outros compostos
anélogos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Catalise: enzimas

Um dos preceitos da quimica esta em que toda reacdo, por mais
complexa que seja, pode ser expressa através de equacdes e
mecanismos reacionais, descrevendo entdo o caminho entre reagente
e produto, conjuntamente de uma variacdo energeética, geralmente
avaliada pela energia livre de Gibbs (AG). ¥

Em uma reacdo exergonica (AG < 0), o processo € espontaneo;
contudo, é necessario vencer a barreira energética de ativagdo (AG?Y),
que influi na velocidade de reacdo. Tem-se entdo que determinada
transformacdo quimica, mesmo que favorecida, possa necessitar de
muito tempo para ocorrer. ¥

Como alternativa ao processo lento, podem ser utilizados
catalisadores. Em uma reacdo quimica, estes compostos alteram o
caminho da reacdo, reduzindo a energia de ativacdo necessaria, de
modo que séo regenerados ao fim do ciclo. 1°

Exemplificando, a formacdo do i-propanol partindo do
respectivo alceno em meio aquoso ndo ocorre em quantidade
apreciavel, devido a auséncia de um eletrofilo que se adicione a C=C.
Contudo, na presenca de um &cido, forma-se rapidamente o ion
hidrdnio, o qual entdo da prosseguimento a reacdo, descrita na Figura
01. Em funcdo do acido conjugado do alcool ser mais &cido que o
meio, este é deprotonado por uma molécula de agua, regenerando o
catalisador e por fim, formando o produto. %

Hz0 + I E=] Catalisado
/=CF2 H3C/\CH3 2/_\\ E=3 Nao Catalisade
HaC 01 B i s,
A H40 ;'f k)

Coordenada de reacdo

T
+
5
& <
3
o
Energia potencial

I
P
2
d
:
sy
T
(9]
=
: I
Mt
o

Figura 01. Diagrama energético e mecanismo para formagédo do i-propanol
catalisada por &cido.

Entre os catalisadores existentes, tem-se as enzimas, moléculas
de origem biolodgica que atuam em diversos processos. Estas possuem
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elevada massa molar, constituindo-se de uma sequéncia de residuos
de aminoécidos, ligados através de ligacdes amidicas e sdo portanto,
tipicamente proteinas.

Porém, ha algumas excecBes, como as RNAses, onde o0s
amino4cidos séo substituidos por bases nitrogenadas que ndo se ligam
diretamente, e sim através de uma cadeia fosfoglicosidica. 2

Na cadeia lateral dos aminoacidos, varios grupamentos séo
observados, tais como tiol, hidroxila, alquila, carboxilato e amida,
entre outros, como ilustrado nos aminoacidos exemplificados na
Figura 02. 2

/@o 0 0 CHs \ @) o o N\
HOJ\S(\SH HOJ\?V\OH HO)R.S/kOH HOJ\MOH
NH, i fiH, i,
Cisteina Serina Treonina Glutamato
03 04 05 06
o 0
HOJ\?/\H/NHQ )b\)\o HOkSArrOH
NH, 0 NH,, O
\Asparagma Glutamlna / Aspartato
07 08 09 J
c) 9 0 CHy \d) 9 o A
HOJJ\S,CHs HOJ\?/LCHS /L/\I:\> mHz
NH NH NHp
Alanina * Valina 2 Histidina N Lisina "
10 11 12 13 J

Figura 02. Exemplos de alguns aminoécidos, na forma ndo-ionizada,
encontrados em enzimas e proteinas, classificados de acordo com a cadeia
lateral em (a) Polar, ndo-carregada; (b) Negativamente carregada; (c) Apolar,
alifatica; (d) Positivamente carregada.

Pode-se avaliar uma enzima em quatro niveis estruturais:
primario, secundario, terciario e quaternario. No primeiro nivel,
observa-se a sequéncia na qual os aminoacidos unem-se. As estruturas
secundarias por sua vez apresentam as conformacdes de aminoacidos
mais préximos (em a-hélices e folhas B-pregueadas), originadas das
diversas interacdes presentes, tais como dipolares, ligacbes de
hidrogénio e pontes de enxofre. 2
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O conjunto de uma vizinhanca de estruturas secundarias por sua
vez, gera a estrutura terciaria, enquanto que as interacfes de uma ou
mais (sub)unidades terciarias formam a estrutura quaternaria (Figura
03). %

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
Primaria Secundéria Tercidria Quaternaria

Figura 03. Representacdo dos diversos niveis estruturais de uma enzima.
(adaptado da ref. 21)

Em funcdo das diversas reagdes biocatalisadas, as enzimas
foram classificadas pela UIBBM (Unido Internacional de Bioquimica
e Biologia Molecular) de acordo com o tipo de reagdo que catalisam,
como observado na Tabela 01. 2

Tabela 01. Classificacdo das enzimas de acordo com a UIBBM. %

Classe (EC)® Subclasse Tipo de reacdo catalisada
Oxidorredutase ~ Hidrogenase, oxidase, Transferéncia de elétrons ou
(EC 1) peroxidase remocéo de hidrogénio
Transferase Transcetolase, Transferéncia de grupo

(EC 2) transaldolase

Hidrolase Lipases, peptidases, Hidrolise, esterificagdo, amidacao,
(EC 3) esterases, fosfatases transesterificacdo

Descarboxilase, Adicdo de grupos funcionais a

Liase (EC 4) hidroliase, cetoacidase dupla ligacéo ou formagdo de
dupla por remocao de grupos

Isomerase Racemase, epimerase, Transferéncia de grupos dentro da

(EC5) oxirredutase, mutase molécula para produzir isbmeros

Formacéo e clivagem de C-C, C-S,

Ligase (EC 6) Sintetase, quelatase C-O, C-N e ésteres de fosfato

(a) Nimero EC (Enzyme Commission) de classificagéo.

De toda a estrutura da enzima, o processo catalitico ocorre
apenas em uma pequena porcao, chamada de sitio-ativo, estabilizando
os intermediarios da reacdo biocatalisada, o que reduz a energia de
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ativacdo do processo e aumenta a taxa de formagdo de produto, em
ordens entre 10°- 107 em relacéo a reacéo néo catalisada. "%

O sitio-ativo é moldado espacialmente pelo conjunto de
interacdes dos aminoacidos no restante da molécula, denominado
apoenzima. Tal formato, tdo especifico, garante as enzimas algumas
das suas maiores vantagens, tais como estereo-, quimio- e
enantiosseletividade. 2

Um exemplo de enzima com sitio-ativo rigido (mais conhecido
como modelo chave-fechadura de Fischer) é a acetil esterase de
Thermotoga maritima, que prefere ésteres com grupos acetila ligados
a alcoois primarios ou secundarios, aromaticos ou ndo. Ao substituir
alguns residuos de aminodcidos, altera-se a conformacdo estrutural,
causando uma diminuigcdo na atividade da enzima para o substrato
original (14a), mas obtém-se resultados melhores ao usar agentes
acilantes mais impedidos (metacrilato, 14b e ciclobutil, 14c), em uma
série de derivados de fluoresceina (Esquema 01). Nota-se também
regiosseletividade nesta reacdo, tendo em vista a formacéo exclusiva
do produto de mono-hidrélise e preservagdo da lactona destes
compostos, que néo sofre abertura.

0] HO

T. mantima

acetil esterase
-

15a-c 16a-c

Reagente R Atividade @ | (a) Proporcdo entre a

14a CHs 1/33 atividade da espécie natural

14b C(CH3)=CH, 1/8 (TM0077)  com  uma
14c C(CHy)s 4 variante (P228A).

Esquema 01. Hidrolise de derivados da fluoresceina catalisada por esterases
modificadas de T. maritima. (adaptado da ref. 22)

Contudo, uma enzima ndo se apresenta como uma estrutura
totalmente rigida, podendo sofrer alteragdes conformacionais. * A
lipase B de Candida antarctica (CALB), por exemplo, apresenta o-
hélices que podem atuar como “tampa” do sitio-ativo - tipicamente
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constituido por residuos de serina, histidina e aspartato, e cuja
distancia em relaco a ele varia em fungdo do solvente que se encontra.
Como observado em simulacGes de dindmica molecular, a CALB teria
0 sitio-ativo mais “disponivel” em meio aquoso, se comparado com
sua forma cristalizada. (Figura 04). "2

) .5

Figura 04. Estrutura tridimensional da lipase B de Candida antarctica. Em
azul e laranja, estdo representadas as a-hélices que mudam a conformagao do
entorno do sitio-ativo, ilustrado em modelo bolas-e-palitos. (a) conformacéao
"aberta"; (b) conformacéo "fechada". 2

Ao observar a “moldabilidade” do sitio-ativo, 0 modelo de
Fischer foi atualizado. Com o novo modelo de “encaixe-induzido”,
proposto por Koshland, o sitio-ativo tem conformagéo similar a sua
forma ativa e ajusta-se enquanto os reagentes aproximam-se, para
formar o complexo ‘“enzima-substrato”. A Figura 05 ilustra a
diferenca entre os modelos. 2.2

(@ (b)
‘ 1- ‘ ‘ {- ‘
modelo chave-fechadura modelo de encaixe-induzido

Figura 05. Representagdes dos modelos de sitio-ativo para catalise
enzimatica. (adaptado da ref. 20)

Apesar de enzimas naturalmente atuarem em meio aquoso,
publicagbes dos anos 1980 ja notavam sua aplicabilidade em meio
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organico, acarretando em uma série de vantagens. Assim, facilita-se a
solubilizacio de reagentes hidrofdébicos (eliminando a necessidade de
sistemas bifésicos), altera-se a atividade catalitica (modificando-se a
conformacdo estrutural) e ainda evitam-se reaces paralelas ou de
equilibrio que dependam de agua. 2*

Por exemplo, Peng et al. utilizaram a lipase CS-2 de uma
espécie recombinante de Escherichia coli para preparar o acetato de
n-butila, usando 1-butanol e 4cido acético em n-heptano. Em dado
momento, a conversdo em produto estagnava apds atingir o equilibrio
quimico entre sintese e hidrdlise. Ao empregar peneiras moleculares
para remover a 4gua formada, obteve-se um aumento na conversao ao
produto de aproximadamente 10 % (Esquema 02).%

a
| e 0
/L + H.o OH lipase de E. coli ||
B e
HiC OH
3 n-heptano H CAO/\\/,\CH + H0
17 Peneira molecular 4 A 3 :
16a 18 ¢=982%

Esquema 02. Preparacdo do acetato de n-butila utilizando a lipase de E.
coli.

Em outro estudo, Speranza e Macedo avaliaram a atividade da
cutinase de Fusarium oxysporum incubada em diversos solventes na
hidrolise do butirato de p-nitrofenila. Ao empregar solventes
organicos hidrofilicos (metanol, etanol, acetona, tetraidrofurano, 1-
propanol e 1-butanol), as atividades relativas foram menores que a
reacdo-controle (em solucdo-tampdo, sem incubacdo), com valores
entre 5 — 20 %, possivelmente em funcdo de estes solventes
removerem a “4gua essencial” da enzima, que é definida como a
guantidade de agua que interage intensamente com a estrutura
proteica, garantindo a preservacdo da estrutura terciaria,” causando a
diminuicdo da atividade catalitica. %

Porém, o uso de solventes mais apolares, como hexano, iso-
octano e 1-octanol, resultou em atividades relativas entre 160 - 180 %,
0 que indicou ndo apenas a preservacao da agua essencial, bem como
uma possivel alteragdo benéfica na conformacao estrutural (Esquema
03). %6
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NO 3 e HOL =
o cutinase de Fusarium oxy sporum
ot OH 4 |
tampéo fosfato pH 7,0 “
HiC 0 p PRE NO 3
HiC 20 21

19
Esquema 03. Hidrélise do butirato de p-nitrofenila catalisada pela cutinase
em meio aquoso. %

Pode-se também utilizar lipases, que normalmente hidrolisam
triacilglicerdis, em processos de (inter)esterificacdo. Mais
recentemente, as lipases foram empregadas para catalisar reacdes de
formacdo de C-C, como a adicdo alddlica e de Michael e a
condensacdo de Knoevenagel, como também na oxidacdo de Baeyer-
Villiger. 232

A atuacdo de enzimas em reagdes ‘“ndo-naturais” resulta na
chamada versatilidade (ou “promiscuidade”) enzimatica, fato ja
observado em 1900, ampliando as possibilidades de sintese com estes
biocatalisadores. 27:28:33

Neste trabalho, as lipases foram usadas para a obteng&o in situ
de peroxiécidos e posterior preparacdo de epoxidos. A seguir, serdo
descritas mais detalhadamente.

2.1.1 Lipases

As lipases (EC 3.1) sdo enzimas pertencentes a classe das
hidrolases que ndo necessitam de cofatores, sdo tipicamente
resistentes a0 meio organico (como liquido ibnico e solventes
organicos tradicionais, como diclorometano, cloroférmio e hexano, ou
de baixo ponto eutético), e também podem apresentar resisténcia a
temperaturas ou concentracdo salina elevada ou em valores de pH n&o-
neutros. /182133

Conjuntamente a estabilidade em amplas condicbes de
trabalho, as lipases podem ser obtidas de diversas fontes, estando
presentes em animais, vegetais e microrganismos. Esse Ultimo grupo,
gue é constituido de bactérias, fungos e fermentos produz geralmente
lipases extracelulares, facilitando o processo de isolamento ao omitir
etapas de ruptura e extracédo requeridas por enzimas intracelulares. 3*

A Tabela 02 apresenta alguns exemplos de lipases obtidas de
microrganismos, e que sdo comercialmente importantes.
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Tabela 02. Géneros de importantes produtores de lipases microbianas. *
Tipo de
microrganismo

Espécies comercialmente importantes

Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.,

FUMZeS Geotrichum sp., Mucor sp., Rhizomucor sp.
. Bacillus sp., Pseudomonas sp., Burkholderia
Bactérias sp
Fermentos Candida sp., Rhodoturula sp., Pichia sp.,

Saccharomyces sp.

Adicionado a relativa facilidade de purificacdo, a producéo de
lipases microbianas pode ser realizada por processos fermentativos
simples, seja fluxo continuo ou batelada, inclusive utilizando rejeitos
agroindustriais como matéria-prima. Como o processo é escalavel, as
lipases tornam-se industrialmente interessantes para diversos setores.
3436 Algumas aplicagdes estdo apresentadas na Tabela 03. 36

Tabela 03. Exemplos de aplicac@es industriais de lipases.

Setor Exemplos/ funcao
Alimentos Panificacéo, laticinios, doces, flavorizantes
Limpeza Aditivo removedor de gorduras
e Melhora a eficiéncia de outros tratamentos quimicos
Téxtil .
sobre o tecido
Cosméticos Sintese de ésteres de aroma (acetato de isoamila,
butirato de etila, caprilato de etila), desengordurante
Tratarpento Biorremediagao de rejeitos lipidicos
de residuos
. Sintese de polimeros biodegraddveis (como
Polimeros

polihidroxialcanoatos e policaprolactona)

Por exemplo, a lipase de Rhizomucor miehei foi usada para
obtencdo do butirato de hexila (um éster de aroma), formando o
produto (24) em conversdes excelentes (96,2 %), apds otimizacdo das
condicdes reacionais (Esquema 04). 37

or HO

. CH o HO CH (o]
RO Lipozyme M 77 3 > 3
! HECWOH * —, n-hexano ’ UL /\(“’)’CHB + i I\/H\
5 0 A W

OR &h,50°C OH
22 23 24 25
Esquema 04. Preparacdo do butirato de hexila biocatalisada pela lipase de R.
miehei imobilizada em resina anibnica.
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Com o uso de lipases de Mucor miehei, foram preparados
ésteres derivados do citronelol e geraniol (Esquema 05). Os acetatos
foram preparados em escala de bancada e tiveram as condicdes de
reacdo otimizadas (solvente, tempo, propor¢do 4lcool: acido
carboxilico, quantidade de lipase empregada), obtendo conversdes
excelentes (de ~90 % a >99 %, respectivamente). Ao escalonar o
processo para um pequeno reator, os resultados foram excelentes para
27b (>99 %) e aceitaveis (49 %) para o éster 27a (Esquema 05). ¥

0 lipase de M. miehei
hexano

R= CHa CH,
0 PN
ROH + e
)J\OH 24 h (27a)/ 15 h (28b) /H\OR + H0 gﬁtf qﬁ
37°C
26a-b 16a 27a-b HiC CHy HaC CH,

26al 27a 26b/ 27b

Esquema 05. Preparacdo dos acetatos de citroneila (27a) e de geranoila (27b)
catalisada pela lipase de M. miehei.

Mesmo que as aplicag¢Bes industriais das lipases se relacionem
majoritariamente & hidrélise ou (trans)esterificacdo, estas enzimas sdo
importante fonte de estudo e constituem a classe mais extensivamente
pesquisada de biocatalisadores. ’

As lipases foram também utilizadas por Zhang e col.
(especificamente, a lipase IM de Burkholderia cepacia) para resolugédo
de misturas racémicas, obtendo-se oxazolidinonas
enantiomericamente enriquecidas e/ou puras atraves de reacdes “one
pot” em cascata de aminoalcoois e carbonatos. Na primeira etapa,
tem-se uma carbamacdo via quimica, que prossegue entdo para a
lactonizacéo enantiosseletiva (Esquema 06). 3

Foram obtidos rendimentos razodveis (42 - 57 %) e 6timos
excessos enantioméricos do produto (eep, 95 - >99 %) quando a amina
de partida apresentava substituintes pequenos (31a, 31b e 31h). Nos
casos onde este grupo se tornava maior ou mais volumoso, 0s
rendimentos foram moderados (~45 %) mas o ee, tornou-se baixo (10
% para 31f, R = t-Bu), provavelmente devido a um encaixe ndo
adequado no sitio-ativo.
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Esquema 06. Sintese de oxazolidinonas catalisada pela lipase de B. cepacia
(PS-1M).

Em outro exemplo de resolucdo enzimatica, Silva e col.
modularam a seletividade da lipase de C. antarctica (CALB) para
obtencdo de a-bromoésteres. Ao variar algumas propriedades do
alcool empregado (efeito estéreo, presenca de C=C, heterodtomos, ou
do centro quiral), alterou também a preferéncia do enantibmero
formado, ou seja S ou R. Contudo, apesar de interessante, a conversao
em 34b foi baixa (13 %) e 0 ee, razoavel (47 %) (Esquema 07). %

o]

0
- Et\d\
R = alquil, alil, -CH,CH,CI, etc OR 4 Et. S

0 - : OEt

Br 33 g 34a
(033
conv.:31-85 %

Br CALB ee, 16-61%
32 n-hexano, 356 °C CHq
N : 0 CH 0
R _/\F'h Et. S /“\_ Et\R)J\
L 0" R™Ph + ! OEt
EtOH 5
Br 35 Br 34b
conv_: 13 %;
G 47 % (R)

Esquema 07. Inversdo da enantiopreferéncia biocatalitica na resolugdo de
ésteres 2-bromobutiricos. (adaptado da ref. 39)

E também possivel utilizar as lipases para transformar centros
pré-quirais em compostos enantiomericamente puros/enriquecidos
através da sintese assimétrica. Chen e col. prepararam derivados spiro-
oxazinicos, utilizando a lipase de pancreas de porco (PPL) e de
Candida antarctica (CALB).

Na etapa de adicdo alddlica, foram observados bons
rendimentos (70 - 99 %) e seletividade tanto enantiomérica (eep 79 -
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86 %) quanto diasteroisomérica (d.r. 3 - 7:1). Apds otimizacdo de
alguns pardmetros da etapa multicomponente, a quimioteca elaborada
exibiu rendimentos globais, ee, e d.r. razodveis, com valores
respectivos de 30 — 51, 42 — 86 % e 67/33 — 83/17 (Esquema 08). 4°

__ R
CHO 0 < 2
T CCO,H
3 pra
s i
| + 37 CALB
P
R

38 F
R rend.- 30 - 50 %:
R:NO,, CN, CI, CF; dr 67-83%

/ \ ee, 45 - 36 %
R" 4-MeOPh, 4-CIPh, 4-FPh, Ph, 3-MeOPh, {/_
s ¥

Esquema 08. Sintese assimétrica de compostos spiro catalisada pela PPL e
CALB.

Uma outra classe de compostos que pode ser obtida
empregando as lipases sdo os epdxidos, que serdo descritos a seguir.

2.2 Epdxidos
Os epdxidos (ou oxiranos) sdo éteres ciclicos de trés membros
de ligacGes angularmente tensionadas, com maior energia interna na

molécula, se comparado a estrutura aberta homéloga. 2°

2.2.1 Métodos de obtencédo e aplicacdes

Para preparar epoxidos, pode-se utilizar de haloidrinas (haletos
organicos a-hidroxilados) que por sua vez podem ser preparadas a
partir de alcenos. Pode-se, por exemplo, preparar o 1-cloro-2-
feniletanol a  partir do estireno  utilizando  Oxona®
(peroximonossulfato de potassio) e NH4CI. 4

E também possivel transformar alcenos diretamente em
epoxidos ao reagi-los com agentes oxidantes. Utilizando um perécido
(peroxiacido), através da reacdo de Prilezhaev, ocorre a transferéncia
concertada de um atomo de oxigénio para a ligacdo dupla C=C,
formando o epo6xido estereoespecificamente e gerando o respectivo
acido carboxilico como subproduto (Esquema 09). 42
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Esquema 09. Mecanismo de epoxidacdo concertada via reacdo de
Prilezhaev. %

Alternativamente, outros agentes oxidantes podem ser
empregados, sendo alguns exemplos citados na Tabela 04. Contudo,
a escolha destes deve ser discriminatéria, levando em consideragdo
aspectos como facilidade de reacéo, tratamento de residuos ou ainda a
real aplicabilidade. O oxigénio molecular, por exemplo, tem a difuséo
em meio liquido dificultada, necessitando de elevadas presses,
enquanto o triéxido de cromo é um agente oxidante muito forte, o que
pode levar a abertura do anel e subsequentemente oxidar o produto. 3

Tabela 04. Lista de alguns reagentes usados como agentes oxidantes na
epoxidacdo de alcenos. 2

Oxidante % O ativo (m/m) Sub-produto
0, 100 Nenhum/ H,O
H,0; 47,1 H.0
N2O 36,4 N>
O3 33,3 O,
KMnO, 30,4 Sais Mn (I1)
HNO; 25,0 NOx
CrOs 24,0 Sais de Cr (I11)
NaOCl 21,6 NaCl
AcOOH 21,1 AcOH
t-BuOOH 17,8 t-BuOH
HZNC&'\I'DHHZ) KOk 16,0 H,NCONH; - H,0
KHSOs 10,5 KHSO,
m'c('rcnfg“P%i?OH 93 m-CICsH:COOH
(Measi)zoz 9,0 (ME3Si)zO
NalO4 7,5 NalO3

PhlO 73 Phi
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Entre o0s agentes oxidantes usados, o 4&cido meta-
cloroperbenzoico (m-CPBA) é tipicamente utilizado em laboratorios
por ser um sélido, o que facilita seu manuseio, por solubilizar em meio
organico, além de simplificar o tratamento poés-reacional. O
subproduto (&cido m-clorobenzoico) é insolGvel em meio aquoso, mas
lavagens com solugBes saturadas de bissulfito e/ou bicarbonato
costumam ser suficientes para retird-lo do meio reacional. Contudo,
pode sofrer decomposic¢do, recomendando-se 0 emprego abaixo de 50
°C, e é potencialmente explosivo, dificultando o transporte e o
escalonamento dos processos que o utilizam. 44

Industrialmente, um dos agentes oxidantes mais interessantes é
0 peroxido de hidrogénio (H.0.), que gera agua como residuo.
Contudo, este apresenta-se numa concentracdo maxima de 30 % em
agua, degrada-se com o tempo e, por ser um oxidante forte, gera riscos
de seguranca aos manipuladores. 4546

Como alternativa, outras formas deste per6xido podem ser
empregadas, como o aduto de ureia-perdxido de hidrogénio (UPH).
Além de ser comercialmente disponivel, apresenta-se como um sélido
estavel, é facil de manusear e armazenar, além de ser anidro. Assim,
limita-se a presenca de agua no meio, reduzindo as chances de
hidrélise do produto, o que levaria a formagéo de didis. 4748

Outra forma para preparar epoxidos € com o uso de lipases. Em
1992, Bjorkling e col. publicaram um estudo onde estes foram obtidos
em um processo quimio-enzimatico. Na etapa enzimatica, forma-se o
perédcido empregando um &cido carboxilico (neste estudo foi usado o
acido miristico) e peroxido de hidrogénio, analogamente ao preparo
biocatalisado de ésteres. O peracido, entdo, reage com o alceno e
forma o produto, de acordo com o Esquema 10. "4

Quimioteca
o~ e icloleode
R

Rl Re R2R1 R: O
Rend.: 50 ~ =99 % 42 43 44 45
9 0

‘ Lipase || _ H]C\{V)/\m
oH s = CHy
HiCHA0) T 07 7~ HCHL),  OF D e
46 47

H;0 H,0,

P}

Esquema 10. Transformacdo quimio-enzimética de alcenos aliféaticos
realizada por Bjorkling. 4
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Neste estudo, também foi observado que a adicdo do oxidante
de forma porcionada favoreceu a formacdo do produto em maiores
conversdes. Para o epoxido derivado de 42, apds 24 h de reacdo, com
adicdo Unica de perdxido, obteve-se uma conversdo de 17 %. No
mesmo tempo de reacdo, e acrescentando-se 0 agente oxidante ao
longo de 12 h, este valor aumentou para 98 %. 48

Em 2006, Ankudey e col. propuseram 0 uso de UPH para a
epoxidacdo quimio-enzimética, valendo-se da propriedade que este
oxidante possui de ser liberado de maneira controlada no meio
reacional. Utilizando a CALB e uma série de alcenos (entre eles 42,
43, 46), resultados bons e 6timos foram obtidos, com conversdes entre
73 — 100 %.

Nas reacfes cujo solvente foi o acetato de etila, observou-se
gue a lipase também hidrolisava o solvente para formar acido acético,
nado sendo necessario adicionar outro acido carboxilico (no caso, acido
octanoico) para a formagéo dos epdxidos (Esquema 11). #°

R: Ra

Qo
ta}
Q@
=
I
[l
““‘3
]

47 48 49 50
83 %: 40 h 100 %; 2 h 100 %; 11 h 73 %: 161 h
0 CH 0
51 0 3 54
81%, 33 h 90 %246 h 86 9246 h 85 %: 46 h
(@ (@) "< o | e 0
£ Ph
: LA O L
55 v 56 57 58
90%, 60 h 85 %: 5,5 h 100 %; 28 h 77 %; 55 h

Esquema 11. Preparacdo de diversos epOxidos via quimio-enzimatica,
utilizando acetato de etila e UPH. (a) Formado de forma estereosseletiva.
(adaptado da ref. 49)
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Apesar dos rendimentos serem bons para toda a quimioteca
preparada, pode-se observar que o0s tempos reacionais ndo foram
idénticos para todos os compostos, dependendo da estrutura do alceno
de partida. 4

Ao se aumentar o nimero de substituintes da C=C, impacta-se
na densidade eletrénica e nucleofilicidade do grupo funcional,
facilitando o ataque a ligacdo O-O fraca do peréacido e posterior
formagcao do epoxido. 2

Assim sendo, 0s compostos 47 e 48, que reagiram em tempos
reacionais muito distintos, foram influenciados em funcéo do nimero
de substituintes na C=C, alterando a densidade eletrénica da
instauracdo. Contudo, para 48 pode-se propor a reducéo na liberdade
conformacional do alceno, causado pelo substituinte CHs, que devido
ao efeito 1,3-diaxial prefere posicionamento equatorial, aumentando a
rigidez dos conformeros. 2

O trabalho de Ankudey,*® no aspecto de empregar o acetato de
etila simultaneamente como solvente e reagente, assemelha-se ao
publicado por Pchelka e col. em 1998, onde cicloexanonas foram
guimicamente transformadas em lactonas através da reacdo de
Baeyer-Villiger, utilizando a lipase de C. antarctica. Apesar dos
rendimentos serem moderados (14 — 55 %), estes compostos
apresentaram bons ee,, em funcdo da enantiopreferéncia da lipase
(Esquema 12). 0

) )
R' CALB
UPH 0
"Sem solvente” \_)\R
F‘.2 p_2
60
37)R'=R’=H;
59a-¢) R! = H; RZ = Me; n-Bu; n-Hex; Ph; rend. 14 - 55 %

59f) R'=t-Bu; R?=H
ee, 10 -72 %

Esquema 12. Preparagdo "sem solvente™ de caprolactonas catalisada pela
CALB.

Devido a tensdo angular e a diferenca de polaridade entre os
atomos do ciclo, as ligacbes C-O dos epOxidos sdo suscetiveis a
processos de abertura de anel com diversos nucleéfilos, inclusive de
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forma regioespecifica, com o devido controle das condi¢des reacionais
e analise da estrutura do reagente de partida. 205

Como regra geral, nucleéfilos fracos irdo se adicionar ao
carbono que melhor estabilize uma carga parcial positiva (durante
clivagem da ligagdo C-O), ocorrendo o processo mais rapidamente na
presenga de um catalisador &cido. Nucleofilos fortes irdo
preferencialmente atacar pelo lado mais desimpedido, seguindo uma
reacao tipica Sn2, como ilustrado no Esquema 13. 2

OH R’
0 HaC R R CHz
Condicdes
@\.(%Ha — +
"R -
R H H H H
R OH

61a) R'=Me
62a-b -
61b) R = Ph 63a-b
#| R? Condicdes Conversao Fég_zgg
1 | OMe | MeOH/ 6xido de grafeno @ /ta., 1 h 95 % 97:3
(n-BU)ZCU(CN)L|2/THF/ (b)
2 | n-Bu 78> 20°C. 2h 96 % (63b) | --/--

(a) Atua como catalisador acido. (b) Razdo entre produto majoritario:minoritario nao foi
mencionada.

Esquema 13. Abertura regiosseletiva de epdxidos com nucleofilos fortes e
fracos. 5253

Em fungdo destas qualidades, controle e previsibilidade de
produto, quando quimicamente transformado, o grupo dos anéis
oxiranos torna-se (Util, principalmente como intermediario, seja para
sintese de polimeros, como o poliéxido de etileno (PEO) e
polipropileno glicol (PPG), de plastificantes poliméricos (diésteres
derivados do 9,10-diidroxioleato de metila), ou de componentes de
resinas epoxi (éter diglicidilico de bisfenol A). 175556

A importancia dos epodxidos para a indistria de polimeros
evidencia-se na epicloridrina (1-cloro-2,3-epoxipropano), que em
2016 apresentou um volume de vendas em torno de 1,2 milhGes de
toneladas. Entre outros setores que utilizam epoxidos, cita-se a
industria de farmacos e a quimica fina. 57,5859

Dentre os alcenos que podem ser oxidados, a classe de terpenos
constitui um material de partida interessante, considerando que séo
compostos naturais com atividade bioldgica diversificada. >
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Outro grupo de produtos naturais classico com insaturacao séo
as cumarinas, que sdo &-lactonas fundidas a um anel aromatico. Estas
sdo estruturalmente mais diversificadas que os terpenoides de cadeias
alifaticas e que por vezes podem apresentar formas mais complexas. &

A seguir, serdo discutidas algumas caracteristicas destes
COMpOstos.

2.3 Produtos naturais, terpenos e cumarinas

Dos diversos campos da quimica organica, o de produtos
naturais atua como fonte de vérias moléculas interessantes, seja para
a medicina, industria ou agricultura.

Pode-se também usar tais moléculas, ou fragmentos destas,
como reagentes para a sintese de outras, explorando esta abordagem
neste trabalho. Isso € especialmente valido na obtencdo de um
composto com propriedades relevantes otimizadas (como a
capacidade de um farmaco em ser absorvido e metabolizado por um
determinado sistema e efeitos adversos) ou, nas vezes em que O
rendimento da extracdo, ou a prépria concentracdo da espécie na fonte
natural, € menor do que desejado, tornando 0 processo
ambientalmente predatério ou com rentabilidade econémica reduzida.
62,63

Como exemplo, o composto quimioterapico paclitaxel (65,
Taxol®), extraido da casca do teixo-do-pacifico (Taxus brevifolia),
apresenta concentragdo (m/m) de 0,04 %, irriséria para fins préaticos.
Ap0s descobrir que outra arvore (Taxus baccata) continha nas folhas
a 10-deacetilbacatina 11l (64), similar e facilmente convertido
sinteticamente ao composto 65, diversificou-se o meio de produgéo do
composto-alvo, reduzindo a busca pela primeira espécie vegetal
(Esquema 14). 6364
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64 65

Esquema 14. Semi-sintese do paclitaxel (65) partindo da 10-deacetilbacatina
(64).

Em outro exemplo de quimioterapico, a vimblastina (66a,
Velban®), que constitui 0,001-0,05 % da vinca (Catharanthus roseus),
foi totalmente sintetizada através de estratégias lineares e
convergentes, permitindo-se também o preparo de compostos
similares, como a vincristina (66b), que difere de 66a pela substitui¢do
da metila do nitrogénio indolinico por um grupamento aldeidico
(Esquema 15). 6567

o]

OH 26 etapas /\)L
- ==  HC H

“Et

69
0
H3C\/\)LH
18 etapas
70
66a) R = Me; 5
66b) R = CHO %y AL

71
Esquema 15. llustragdo de algumas etapas retrossintéticas para sintese total
da vimblastina (66a).

Com estes breves exemplos, observa-se a aplicabilidade da
sintese organica como alternativa para a preparacdo e/ou modificagéo
[semi-]artificial de moléculas complexas de origem natural. Dentre os
inimeros grupos de produtos naturais, sdo destacados neste trabalho
0s terpenos e as cumarinas. O primeiro, maior constituinte dos 6leos
essenciais de diversas plantas,*® subdivide-se de acordo com o nimero
de moléculas de isopreno (72) que participam da estrutura do
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composto. Assim, monoterpenos, como citronelol (26a), linalol (73) e
terpineol (74), ilustrados na Figura 06, possuem duas unidades de 72.
Os sesquiterpenos, diterpenos e sesterterpenos contém trés, quatro e
cinco unidades do monémero, respectivamente. 2

GH; HO, CH CHg
CHy -
wCHZ \\
HLC | OH
HaC OH
HaC CH; "
72 26a 73 74 77

Figura 06. Estruturas do isopreno e dos terpenos citronelol (26a), linalol (73)
e a-terpineol (74).

Além dos trabalhos que reportam o uso de monoterpenos e
derivados como potenciais farmacos (antifingicos, anti-isquémicos),
encontram-se relatos desses compostos atuando como sistema de
defesa vegetal, flavorizantes, repelentes, entre outros. 671

O terpineol é um monoterpeno com quatro isbmeros estruturais
(explicitados na Figura 07), diferindo pelo posicionamento da
insaturago e da hidroxila. E encontrado no dleo essencial de algumas
plantas, apresentando-se comumente como mistura de isdmeros,
sendo majoritaria a forma alfa (o). "

CHy HO CH, HO CHg

]

74 76

Figura 07. Estruturas dos isdmeros de terpmeol nas formas a- (74), B- (75),
v-(76) e 4-hidroxi (77).

HC

Especificamente, o terpineol ja foi empregado como solvente
na dispersdo de particulas de niquel, chumbo, titdnio e zirconio,
evitando a aglomeracdo destas possivelmente por estabilizagdo
estérea. /374
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Este composto € também aplicado como aditivo de gasolina,
aumentando a octanagem da mistura e a eficiéncia térmica e de
consumo do combustivel. "> Foi também usado como possivel
potencializador das propriedades aromaticas e/ou biolégicas de outras
moléculas naturais, através da reacdo de cicloadicdo ao benzaldeido,
cinamaldeido e crotonaldeido (Esquema 16). 7

[ 1% CHz
CHs CHsz
R
. = T
Cat acido
- 0 — - o]
Me,CO4 \\—R 0+ R
R . HiC CH
"ol %, | 78ac)R=Ph, e s
| | cH=CHPh, 79a-c
CH:CHCH3 rend. 80-91 %

Esquema 16. Preparacdo de éteres biciclicos pela reacdo de cicloadicdo
utilizando terpineol (74) e aldeidos.

As cumarinas (81) sdo lactonas derivadas do 1-benzopirano
(80), distinguindo-se das cromonas (82) pela posicdo da carbonila,
formando cetonas a, B-insaturadas (Figura 08). °

]
sslivelse
Py A A, L]

82
Figura 08. Estrutura do 1-benzopirano (80), cumarina (81) e cromona (82).

Conhecidas ha décadas pelos quimicos, algumas rotas
sintéticas foram elaboradas, como as cléassicas reacfes de Perkin e
Pechmann. Na reacdo de Perkin, o produto tipico é o acido cinamico
ou derivado, formado através da reacdo de um benzaldeido com
anidrido acético na presenca de uma base, como piridina ou acetato de
sodio. Apesar de relativamente antiga, datando de 1868, 0 mecanismo
desta reacéo ndo foi totalmente elucidado. 276

Observando que o 4cido cindmico e 81 divergem apenas na
presenca de heterociclo e estereoquimica do alceno (trans no &cido,
cis em 81), facilmente adapta-se a rea¢do de Perkin para a preparacdo
de cumarinas, partindo do aldeido salicilico (83) e possivelmente
seguindo mecanismo similar, adicionado de uma etapa de
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lactonizagdo, que € sugerida na transformacéo entre 84 e 85, como
apresentado no Esquema 17.

o] 0 0 QAc O
H Ac,O /\O H* transf. OH
R EL —_—
OH Base OH HL™ 0 OH
83 84
OAc

('OAC
-~ H% HB T T
o Ester. Fischer %) ‘ /l
» —ho 7

Cll OH o0 = ACO- 0 0

H 85 81
Esquema 17. Proposta mecanistica para a sintese da cumarina 81 a partir do
aldeido salicilico (83).

A sintese de Pechmann utiliza fenol, B-ceto éster e catalisador
acido, que atua nos grupos oxigenados da segunda molécula. A
primeira etapa do mecanismo é uma interesterificagéo tipica, com o
grupo carboxilico ativado pelo catalisador (Esquema 18). 8

Acido de Lewis, A

(|3| +ﬂ,.-A.L(
@ o Interesterificacio (- EtOH) h iH
. L
// OH Et0” ™0 %)\o 0
R : R
86

(H))
_H*

87 A.fL.
OH;
/LOH o Gk
= = H o H* = 'y “H,O
DAL= G B T
= 0 0 = f-ro+ o = 0 OH
R R I R
88 H 89
H,0 H,0
e S = ¥
L, - G
R 0 OH . 810 0
(R=H)

Esquema 18. Mecanismo via Pechmann para sintese de cumarinas.
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Apdbs a condensacdo entre 86 e 87, ocorre a eliminagdo do
hidrogénio a-&cido, facilitada pela ativagdo da carbonila B ao grupo
éster, formando a espécie 88. Realiza-se entdo uma adi¢do conjugada,
gerando o heterociclo, seguida da remocdo de um proton para
recuperar a aromaticidade do anel benzénico (87). Por fim, através de
uma sequéncia simples de protonacdo de alcool, desidratacdo e
recuperacao do catalisador gera-se a cumarina 81.

Utilizando resorcinol (3-hidroxifenol), tem-se a formacdo de
umbeliferonas (7-hidroxicumarinas). Caso 0 segundo reagente seja 0
acetoacetato de etila, produz-se a 4-metilumbeliferona (90), também
conhecida como himecromona (hymc).

Entre suas aplicacGes, a himecromona (90) € utilizada como um
colerético e antiespasmotico, tendo aplicacdo no tratamento de
discinesia biliar. Este composto também pode ser aplicado como
inibidor do hialuronano, auxiliando no tratamento de processos
inflamatdrios, autoimunes e de alguns tipos de cancer. Além disso, é
um indicador fluorescente, precursor na preparacdo de inseticidas e
anti-incrustante biolégico. -8

CH; CH;
Br Br
| \/i &) HBr. MeOH, H,0, | \)\I 90a)R=H
90b)R=
o g b)1.Idem 902, 2 AcOlpyr, g, g )R=Ac
90 Br 91

Esquema 19. Preparacéo de larvicidas a partir da himecromona (90). &

Recapitulando a se¢do 2.2, os alcenos ricos em densidade
eletrénica, como o caso do terpineol (74), ttm sua epoxidacéo
facilitada, por atacar mais rapidamente a ligacdo fraca O-O do
peracido. #* A ligacdo olefinica de 90 também é eletronicamente
enriquecida, por conta da substituinte metila e do grupo fenol,
conjugado. Contudo, a presenca de uma carbonila, por efeito
mesomérico, altera a densidade eletronica, diminuindo o efeito
doador. %

Assim, a epoxidacdo das cumarinas 4-substituidas aproximar-
se-ia, por exemplo, das chalconas (95), produzidas facilmente através
da condensacdo de Claisen-Schmidt e precursoras de flavonas (97),
ambas classes de produtos naturais com propriedades bioldgicas
diversificadas (Esquema 20). 8384
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Esquema 20. (a) Preparagdo de chalconas via Claisen-Schmidt. (adaptado da
ref. 85) (b) Sintese da flavona partindo de hidroxichalcona. (adaptado da ref.
84)

Entdo, este trabalho visou realizar a epoxidacdo quimio-
enzimatica de 74 e 90 (e dois derivados, de acetilacdo e eterificacao),
onde foram avaliados a influéncia de diversos parametros reacionais,
tais como tempo, solvente e a procedéncia da lipase, entre outros.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Obter epoOxidos a partir do terpineol, da himecromona e
derivados via quimio-enzimatica, definindo os melhores parametros
reacionais, e realizar a caracterizacdo dos produtos através de técnicas
espectroscopicas.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Estudos com o terpineol

- Preparar o padrédo epoxido, via quimica, do terpineol 74.

- Realizar a epoxidagdo quimio-enzimética de 74, empregando lipases
de diversas procedéncias (entre estas as de Candida antarctica,
Pseudomonas fluorescens e Rhizopus oryzae).

- Avaliar a influéncia de alguns pardmetros reacionais na conversdo
em epdxido, sendo estes o tempo de reacdo (1 — 24 h), solvente
organico (por exemplo diclorometano, hexano e acetona), agente
acilante (&cido butanoico, hexanoico, octanoico, decanoico ou
dodecanoico) e a sua proporcao em relagdo ao alceno (1:1 — 1:4).

- Isolar e caracterizar os epoxidos através de técnicas espectroscopicas
(*H-RMN e 1V), determinando também os tempos de retengdo por
cromatografia gasosa (CG).

3.2.2 Estudos com os derivados cumarinicos

- Preparar via quimica os derivados acetilado (98), eterificado (99) e
0 epoxido da himecromona (100a).

- Definir e otimizar as condicfes iniciais para epoxidacdo quimio-
enzimatica de hymc (90), sendo estes parametros a temperatura,
tempo, solvente organico, agente acilante (acido hexanoico ou
octanoico) e fonte de peréxido (H202 30 % ou UPH).

- Testar a aplicabilidade da reacéo de epoxidacdo biocatalisada com
pardmetros otimizados para hymc (90), empregando os compostos 98
e 99.

- Determinar o fator de retencéo por cromatografia em camada delgada
(ccd) e caracterizar os compostos 90, 98, 99 e 100a-c através de
técnicas espectroscépicas (RMN, 1V) e ponto de fusdo.
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- Comparar os resultados obtidos com outros correlatos citados na
literatura.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais e equipamentos

49

Para o desenvolvimento do trabalho, foram empregados os
reagentes listados a seguir, utilizando-os sem purificacdo prévia ao

uso (Tabela 05).

Tabela 05. Lista de reagentes e solventes empregados neste trabalho.

Reagentes

Himecromona, >98 % (Aldrich)

Terpineol, mistura de is6meros®
(Fluka)

Carbonato  de Potassio, P.A
(Quimidrol)

Cloreto de potassio, P.A. (Merck)
Anidrido acético, P.A. (Vetec)
Acido hexanoico, >99,5 % (Aldrich)
Acido decanoico, >98,0 % (Fluka)

Peroxido de hidrogénio, 30 % (Vetec)

Acido meta-cloroperbenzoico, 70-75
% (Acros Organics)

(Macherey-Nagel)

Silica para cromatografia em camada delgada, 60 A, 700-800 mesh

a-terpineol, > 90 % (Aldrich)
lodometano, 99 % (Sigma-Aldrich)

Acido barico, P.A. (Vetec)
Hidrdxido de sddio, P.A. (Vetec)
Acido butirico, P.A.

Acido octanoico, >99,5 % (Vetec)
Acido dodecanoico, P.A. (Vetec)

Bicarbonato de sddio, P.A. (Vetec)

Ureia-peroxido de hidrogénio, P.A
(Aldrich)

Solventes

Hexano, 98,5 % (Synth)
t-Butanol, >99,0 % (Vetec)

Eter dietilico, >99,5 % (Vetec)
Diclorometano, >99,5 % (Vetec)

Acetona, P.A. (Carlo Erba)

Acetonitrila, >99,5 % (Vetec)

Dimetilformamida, >99,0 % (Grupo
Quimica)

1,4-Dioxano, P.A. (Vetec)
Acetona deuterada (CIL)®

Cloroférmio, >99,8 % (Synth)
Eter t-butil metilico, >99,5 %
(Vetec)

Acetato de etila, P.A. (Reagen)
Tetrahidrofurano, P.A. (F. Maia)
Etanol, >99,5 % (Synth)

Metanol, >99,8 % (Cromoline)
Dimetilsulfoxido, >99,0 % (Grupo
Quimica)

Cloroférmio deuterado (CIL)®

Metanol deuterado (CIL)®

(a) Distribuicao isomérica: 65 % a (74), 20 % vy (76), 10 % B (75).
(b) Abreviatura para Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
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Adicionalmente, foram utilizadas as seguintes lipases, como
biocatalisadores (Tabela 06).

Tabela 06. Lista de lipases e seus respectivos microrganismos de origem. 8

Microrganismo de

Lipase . Atividade Fornecedor
origem
!;égozyme Candida antarctica 38)'000 P
Lipozyme Rhizomucor miehei 5-6 BAUN/ g% overymes
RM IM
LAY 30 Candida rugosa 30.000 u/ g©
F-AP 15 Rhizopus oryzae 150 u/ mg®
AK Amano  Pseudomonas 25.000 U/g®
20 fluorescens
AYS Candida rugosa 30.000 u/ g®
A Amano 12  Aspergillus niger 120.000 u/ g@ Amano
AS Mucor javanicus 15.000 u/ g™
M Amano 10 Mucor javanicus 10.000 u/ g®
By 0
PS-C Burkholderia cepacia 1.000 U7 g
Amano |
Ny )
PEHS Burkholderia cepacia S
Amano Il
6 4
“Lipase” Candida cylindracea rang lIJ ; ()6(])10 Y
S011do, A
Lipase tipo  Chromabacterium 10*U (3.580 U/ Sigma
Xl viscosum MGssiigo
. . [ficha técnica ndo 3910 U/ mgssiido
Lipoprotein . C "o da] Genzyme

(a) Definido como a quantidade de enzima que libera um umol de acidos graxos
por (minuto. Como substrato foi usado o laurato de propila.

(b) Definido como a velocidade inicial de incorporacdo do acido decanoico nas
posi¢des 1,3 de triglicerideo em 6leo de girassol rico em oleato.

(c) Definido como a quantidade de enzima que libera 10 pmols de &cido graxo
(ndo-definido) por minuto a pH 7,0.

(d) Definido como a quantidade necessaria para liberar 1,0 umol.h* de acidos
graxos de um triacilglicerol, a pH 7,2 e 37 °C.

(e) Definido como a quantidade de lipase que libera o equivalente a 01 umol de
acidos graxos de azeite de oliva por minuto

(f) Método “LMAP”, ndo se descrevendo qual a reagdo empregada na ficha
técnica.

(g) Método “Amano”, ndo se descrevendo qual a reagdo empregada na ficha
técnica.

(h) “Atividade digestora de gordura”

(i) Método “M”, ndo se descrevendo qual a reagcdo empregada na ficha técnica.
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(i) Definido como a quantidade necessaria para liberar 1,0 pmol.min-* de acetato
de 1-feniletila a partir da transesterificacdo do 1-feniletanol com acetato de vinila
a25°C.

(k) Uma unidade hidrolisa 01 microequivalente de acido graxo de triglicerideo de
azeite de oliva por hora, em pH 7,2 a 37 °C.

(I) Uma unidade hidrolisa 01 microequivalente de &cido graxo de triglicerideo de
azeite de oliva por hora, em pH 7,7 a 37 °C.

Os seguintes equipamentos também foram utilizados, estando
todos localizados no laboratério de Biocatalise (301/306):

e Agitador magnético/ chapa de aquecimento (Dist,
MicroQuimica MQAMA302, Marte MAGO1H);

Balancas (Ohaus Adventurer, AND EK-200i);

Mantas de aquecimento (Fisatom)

Controladores de poténcia (MicroQuimica MQCPT2000P)
Agitador orbital (Certomat MO);

Banho termostatizado (Microquimica MQBTZ99-20);
Rotaevaporador (Biichi 461);

Para obtencdo e andlise dos resultados, empregou-se o
cromatografo a gas com detector por ionizagéo de chama (CG-DIC) e
coluna capilar da Agilent HP-5 ((5%-fenil)polisiloxano, de dimensdes
30 m x 0.32 mm x 0.25 um) localizado no laboratério de Biocatalise
(Agilent, modelo 7820A), bem como o do laboratério multiusuério de
analitica instrumental (Agilent, modelo 7890B), sendo as anélises
realizadas pelo autor ou por Juliano Alex Roehrs, técnico responsavel
no local.

Definiu-se a temperatura do injetor e detector em 280 e 300 °C
(respectivamente), utilizando uma rampa térmica durante a analise (80
°C por 06 minutos, entdo 15 °C/ min até 280 °C, mantendo por 1
minuto), com fluxo de gas hidrogénio de 1 mL.mint. A amostra foi
diluida em n-hexano grau HPLC, e 1,0 pL foi injetado manualmente,
com split de 20:1.

Fez-se também uso de aparelho de ponto de fusdo
(Microquimica MQAPF-302) e dos espectrdmetros de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN), de 200 MHz e 400 MHz
(Bruker), e de infravermelho (1V, Bruker, modelo Alpha), localizados
na Central de Andlises do Departamento de Quimica, Grupo de
Estudos de Materiais Poliméricos (Polimat) e no Laboratorio de
Quimica Orgénica (105/107).
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4.2 Experimental

4.2.1 Preparo do 4-metil-7-acetoxicumarina (98)

Em um béquer de 50 mL, pesou-se 1,0 g de himecromona (90,
5,68 mmol), que foi transferida para um erlenmeyer de 250 mL e
pipetou-se em seguida cinco equivalentes de anidrido acético (2,67
mL). Adicionou-se 25,0 mL de CHCl,, seguidos de dois equivalentes
de NaHCO; (954,3 mg), previamente pesados em um béquer. O
sistema foi colocado em agitagdo magnética a temperatura ambiente,
acompanhando-se a reacdo por cromatografia em camada delgada
(ccd). Apo6s 50 h de reagdo, apenas um sinal era visivel na revelacéo
com iodo, indicando consumo total de reagentes (R¢ = 0,67,
CHCl»:AcOEt 4:1).

Apos este tempo de reagdo, o material solido foi filtrado e
lavado com 3,0 mL de CH.Cl,. O meio organico entdo foi seco
(MgSQg), rotaevaporado e analisado por H-RMN e IV para
caracterizacdo (Esquema 21).

5,0 eq. Ac,O
2.0 eq NaHCO, rend.: 81 %
/i CH.G, 50 h /Cfi p.f:156,8 - 5?9“087
= (lit.:153 - 155 °C)

Esquema 21. Preparacdo do derivado acetllado (98) da himecromona (90).

4.2.2 Preparo do 4-metil-7-metoxicumarina (99)

Em um béquer, foram pesados 1,324 g de 90 (7,5 mmol),
solubilizando em 15,0 mL de acetona e a solugdo foi transferida para
um baldo de fundo redondo, ao qual adicionaram-se dois equivalentes
de K2COs (2,073 g) e 1,5 equivalentes de CHsl (700 pL). Deixou-se
em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 48 h.

Apos o tempo de reacdo, filtrou-se o meio reacional com papel
pregueado, lavando o s6lido com aproximadamente 2,0 mL de acetona
e removendo o solvente sob pressdo reduzida. Foram obtidos 0,73 g
(rendimento de 51,0 %) de um sélido branco, sendo identificado como
produto puro pelas técnicas de *H-RMN e IV, sem necessidade de
purificagdo por cromatografia em coluna ou outra forma (Esquema
22).
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O residuo sélido da reacdo foi filtrado e lavado com CHxCly,
obtendo-se 0,12 g adicionais de um sélido amarelo, constituido de
uma mistura entre o produto 99 e o reagente 90. Deve-se ressaltar que,
em funcdo da baixa massa de produto obtida neste residuo e do
processo ndo ter sido otimizado, optou-se por ndo se purificar este
material.

1,5eq. Mel
o i 2,0 eq K,CO, ‘ e rend.: 51 %
—_——
| pf: 1895 - 162 °C
o o o Acetona, 48 h oo e o o (It 160 - 161°C) a8

90 99
Esquema 22. Preparacéo do derivado eterificado (99) de hymc (90).

HO

4.2.3 Epoxidacdo quimio-enzimatica dos compostos cumarinicos
90, 98 € 99 - Procedimento Geral

Utilizou-se 50,0 — 880 mg do derivado cumarinico (90, 98 ou
99), dissolvendo-o em 15 — 25,0 mL de solvente orgéanico (por
exemplo, CH2Clz, CHCIs ou em acetonitrila), 1 — 4 equivalentes de
acido octanoico ou hexanoico, 1 ou 2 equivalentes de perdxido de
hidrogénio (30 % em solucéo aquosa ou do aduto de uréia-peréxido
de hidrogénio, UPH) e 30 - 100 mg de lipase de C. antarctica
imobilizada comercialmente em resina aniénica (Lipozyme 435). O
sistema foi colocado em frasco &mbar ou em erlenmeyer, sob agitacdo
orbital a 250 rpm, a 35 °C por 24 ou 48 h (Esquema 23).

Fonte de acila 7
i Fonte perdxido
/J% Solvente /g
RO 0 0 RO ] 0

Lipozyme 435
90)R=H 100a) R =H
98) R=Ac 100b) R = Ac
99) R=Me 100c) R =Me

Esquema 23. Epoxidagdo quimio-enziméatica dos derivados cumarinicos 90,
98 e 99.

Ap6s o tempo de reacdo, fez-se a filtragem do material, e
lavagem com ~ 30 mL de solucéo aquosa saturada de NaHCOs. A fase
organica foi separada e seca, deixando-se evaporar no ambiente, para
evitar uma eventual contaminagdo do rotaevaporador (sendo este
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utilizado nos casos de solventes pouco volateis, como acetonitrila) e o
produto obtido analisado por *H-RMN.

Como ja citado, entre os parametros avaliados, estdo o solvente
organico empregado, acido carboxilico (hexanoico ou octanoico),
fonte de peroxido (H202 30 % ou UPH), tempo (24 — 48 h) e
temperatura (25 — 35 °C). O detalhamento de cada experimento, sera
apresentado nos Resultados e Discusséo.

4.2.4 Epoxidacdo quimica do a-terpineol (74)

Metodologia |

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 1,29 g (8,39
mmol) de a-terpineol (74), resfriando em banho de gelo. Em um
béquer, adicionou-se uma solucdo de 1,5 equivalentes de acido m-
cloroperbenzoico (m-CPBA, 2,17 g), em 15,0 mL de CH.ClI.

A solucdo de peracido foi entdo transferida para o baldo
reacional, com o auxilio de um funil simples, lentamente ao longo de
10 min, mantendo-se agitacdo manual. Apds o término da adicdo,
agitou-se por mais 2 min e removeu-se o0 banho de gelo.

O meio reacional foi lavado com duas aliquotas de 20,0 mL de
solucdo saturada de NaHCO3, A fase organica foi coletada, seca e
rotaevaporada, obtendo-se 1,21 g de 6leo ligeiramente opaco, sendo
este analisado por *H-RMN (rendimento = 85 %).

Metodologia Il

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,29 g (8,34
mmol) de 74, dissolvendo-o em 25,0 mL de CH2Cl.. Em um béquer,
pesou-se 1,5 equivalentes de m-CPBA (2,15 g), dissolvendo-o em 25,0
mL do mesmo solvente. Transferiu-se lentamente a solucdo de
peracido ao baldo reacional, adicionando em seguida pedacos de
porcelana porosa. O sistema foi colocado em refluxo por 48 h,
acompanhando-se por ccd (Rf = 0,83, acetona:CHCl 1:1)

Ap06s o término da reacdo, fez-se a extracdo com trés aliquotas
(10,0 mL, cada) de solugdo saturada de NaHCOs. A fase organica foi
coletada, seca e rotaevaporada, obtendo-se 1,07 g de um liquido
oleoso opaco, que foi analisado por H-RMN.
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GHs HaC
1. 15 eq. mCPBA @ rend.metocor: 85 %*
CH,CI,, A rend.metodoz: 75 %*
—_— - * H
2 NeHCO, Rendimentos brutos
OH 0OH
H4C CH, H4C CHy
74 101

Esquema 24. Preparacéo via quimica do epdxido do terpineol (101).

Apesar da ccd indicar o consumo do alceno de partida, o
tratamento do meio reacional foi feito apenas com lavagens de solucéo
aquosa de bicarbonato de sédio saturado, o que se provou, pela analise
do espectro de *H-RMN, insuficiente para remog&o de todo o 4cido m-
clorobenzoico residual. Uma solugéo seria empregar também lavagens
com solucdo saturada de bissulfito de sddio, como citado
anteriormente. Porém, deve-se considerar que o terpineol, e
possivelmente o epoxido, sdo levemente sollveis em A&gua
(aproximadamente 2,5 g.L™?). 8

Como alternativa, pode-se usar como padrdo um espectro do
epoxido 101 obtido via quimio-enzimatica com conversao >99 %,
assemelhando a um padrdo de via quimica. Esta proposta sera
abordada com mais detalhes nos Resultados e Discusséo (item 5.1.1,
pagina 59).

4.2.5 Epoxidacdo quimio-enzimatica do a-terpineol (74)

Para uma reacdo tipica, em um erlenmeyer, foram adicionados
500 mg de 74, 01 equivalente de acido hexanoico, 15,0 mL de CHCl,,
30,0 mg de lipase (Lipozyme 435 ou de outra lipase) e 1,0 equivalente
de UPH. O sistema foi colocado em frascos termostatizados, sob
agitacdo magnética a 300 rpm (Esquema 25).

Apos 6 h (com excecdo do estudo de tempo), filtrou-se por
gravidade a fase organica, posteriormente sendo extraida com 30,0 mL
de solugdo aquosa saturada de NaHCOs (02 x 15,0 mL), seca com
MgSO. anidro e deixado o solvente evaporar. A seguir a amostra foi
analisada por *H-RMN.

Entre os pardmetros avaliados, estdo o tempo (1 — 24 h),
solvente organico, fonte de lipase, diferentes proporcdes do a-
terpineol e do &cido carboxilico (ChH2002, n = 4, 6, 8, 10, 12). O
detalhamento de cada experimento, sera apresentado nos Resultados e
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Discussdo. Apos o processo de otimizagdo, os melhores resultados de
conversdo em produto foram obtidos ao se utilizar quantidade
equimolar de acido hexanoico como agente acilante, CH,Cl, como
solvente e 06 horas de reacdo, utilizando a Lipozyme 435 como
catalisador.

CH, HC 4
=
oH oH
HaC™ CH, H,C” TCHa
74 101
CALB

H,C(CH,) COH

n=2 488, 10 ,/

H450 H;_Oz
+

H,NCONH,,

f

H_NCONH, . H,0, (UPH)
Esquema 25. Epoxidagdo quimio-enzimatica do a-terpineol (74).

4.2.6 Avaliacdo da solubilidade da himecromona (90)

Observando que 90 ndo era solivel em CH.Cl,, foram
realizados testes de analises macroscépicas para selecionar qual
solvente organico seria utilizado nas rea¢Ges de epoxidagdo quimio-
enzimatica deste composto.

Em um tubo de ensaio, pesou-se uma pequena quantidade de
90 (~50 mg), adicionando em seguida ~450 mg de hexano (~0,5 mL),
pesando-se o sistema. Utilizando uma pipeta, porcées de 05 gotas do
co-solvente (tetrahidrofurano, acetona ou acetonitrila) foram
adicionadas, agitando-se entdo em vortex e pesando-se novamente o
conjunto, e fazendo nova adi¢do enquanto 90 permanecia insoldvel.

Para cada solvente, o limite do intervalo testado foi definido em
funcdo da formacdo de sistema bifasico, ou quando o co-solvente
tornava-se o solvente principal (%mm > 50).

Os resultados da solubilidade de 90 serdo apresentados e
discutidos no item 5.2.1, pégina 84.
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4.3 Caracterizacao dos compostos

Na Tabela 07 sdo compiladas as informacGes de caracterizagdo
dos compostos estudados neste trabalho. Os espectros de IV e tH-
RMN serdo apresentados e discutidos nos Resultados e Discussao
(secOes 5.1.1 e 5.2.1).

Tabela 07. Dados de caracterizagdo dos compostos cumarinicos e terpénicos,
relativos a 74 e 90.

Ry: 0,38 (CH.Cl:AcOEt 4:1,y)
p.f.: 191-192 °C (lit.: 190-192 °C) @9
CH
’ H-RMN (400 MHz, CD3;0D): ®-© § 7.51 (d, J =
Sy 8.7 Hz, 1H), 6.83 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 6.76 (d,
| J=2.4Hz, 1H), 6.08 (0, J = 1.1 Hz, 1H), 2.42 (d, J
HO F g S | = 1.1 Hz, 3H).

90 .
IV (pastilha KBr, cm™): ®: ©@.© 1370 (§4nCH3, ms);
1451 (8.mCHs, ms); 1650 (vC=C, Fs): 1693
(VC=Oluctona, FS); 2811 (VCHs, fs); 3163 (vO-H, ml).
Rr: 0,67 (CH.Cl:ACOEt 4:1,1,)
p.f.: 156.8-157.9 °C (lit.: 153-155 °C) @&
o 1H-RMN (200 MHz, Acetona-ds) @ © §7.81 (d, J =
) 9.2 Hz, 1H), 7.16 (dd, J= 4.1, 2.2 Hz, 1H), 7.13 (d, J
i jﬂ\lv | = 2.3 Hz, 1H), 6.30 (q, J = 1.3 Hz, 1H), 2.49
oA, A, | (d, 3= 1.3 Hz, 3H), 2.31 (s, 3H).
98

IV (pastilha KBr, cm?): ® @ © 1713-1727
(VC=O\actona, FS); 1766 (vC=Opster, FS); 1840 - 2200
(overtones); 2935 (vC-Hokfina, fs); 3053 (vC-
Haromatico, fS)

Rf: 0,29 (CH.CI2:AcOEt 4:1 )

p.f.: 159.5-162 °C (lit.: 160-161 °C) @ 88

1H-RMN (400 MHz, CDCls) ® © §7.51 (d, J = 8.8
! Hz, 1H), 6.87 (dd, J=8.8, 2.5 Hz, 1H), 6.83 (d, J =
\)j 2.5 Hz, 1H), 6.15 (g, J = 0.9 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H),
2.41(d, J=0.9 Hz, 3H).

Mg g g

99 IV (pastilha KBr, cmt): ® @ © 857 (§,,,C-H, ms);
1071 (VemC-O-Ceter, Ms); 1391 (8:CHs, ms); 1214
(VasmC-O-Cerer, ms); 1609 (vC=C, Fs); 1726
(vC=Ouactona, FS); 2853 (VCHs, fs); 2921 - 2951
(VC'H0|efina, fS); 3070-3027 (VC'Haromé{ico, fS)
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Rf: ~0,63 (acetona:CH,Cl, 1:1 )
CHy CG ®: tempo de retencéo (Rt): 10.816 min
o 1H-RMN (400 MHz, CDCly): ®© § 5.38 (dd, 3.3,
1.4 Hz, 1H), § 1.1 — 2.3, H alquilicos @
OH
IV (cela de Si, cm): ®- @ © 918: 1157 (vC-Osicool,
HC - Ch, ms); 1440 (8C-Hyini, Ms); 2833 - 2889 (vVC-Haquil,
ms); 2922 - 2966 (VC-Haceno, Ms); 3383 (vO-
Hintermoleculan ml)
Rf: ~0,83 (acetona:CH,Cl, 1:1)
Mo o CG" Ri=12.194 min
Ha
1H-RMN (400 MHz, CDCl3): ®-©§3.01 (t,3.3,5.3
Hz, 1H), § 1.1 — 2.3, H alquilicos ©
OH IV (cela de Si, cm): ® @ @) 609 (§,,,0-H, ms);
HSC CH:I> 1111 (VasmC'O'Céter); 1176 (VC'Oé|coo|, mS), 1379
101 (60-Hip, ms); 2873 - 2962 (vC-Haiquil+epoxido, MS);
3421 (VO‘Hintermolecular, ml)

(a) Os pontos de fuséo experimentais ndo foram corrigidos.
(b) Anélises de dados fundamentadas no livro de identificagdo espectroscopica de

SILVERSTEIN. %

(c) Espectro de *H-RMN descrito em ppm, com tetrametilsilano (TMS) usado como

referéncia.

(d) As bandas do espectro de IV tém os valores reportados em cm, definindo-se
também, sua intensidade (f, fraco; m, médio; F, forte), “espalhamento” (s, estreito; I,
largo) e movimento relacionado (v: estiramento; &: tor¢ao).

(e) Fonte: Spectra database %

(f) Condigdes de andlise do CG-DIC: 80 °C por 06 minutos, entdo 15 °C/ min até 280
°C, manter por 1 minuto. Tinjetor: 280 °C, Taetector: 300 °C, fluxo de 1 mL/ min; coluna
HP-5 ((5%-fenil)metilpolisiloxano).

(9) Néo foi possivel realizar a resolucéo e separagdo efetiva dos sinais sobrepostos,
inviabilizando analise de acoplamentos e multiplicidade destes.

(h) Banda em 1712 cm? referente & C=0 de 4cido hexanoico residual.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo do trabalho apresenta os resultados dos estudos da
epoxidacdo quimio-enzimatica do terpineol, himecromona e seus
derivados. Para tal, fez-se a divisdo em dois capitulos, sendo o
primeiro correspondente a caracterizacdo e estudos referentes a
epoxidacdo quimio-enzimatica do terpineol, tais como efeito do
agente acilante, solvente e procedéncia da lipase.

No segundo, estard sendo apresentado a caracterizagdo e 0s
estudos referentes a himecromona (90) e seus derivados 98 e 99,
abordando as diversas reagdes de epoxidacdo que foram testadas.

Em ambos os estudos, utilizou-se principalmente a técnica de
!H-RMN, tanto para determinacdo das conversGes em produto das
reacOes, quanto para caracterizagdo dos compostos (reagentes e
produtos).

Adicionalmente, utilizou-se de CG-DIC como técnica auxiliar
em alguns estudos para a caracterizacdo e calculo de conversao, cujas
condi¢des de operagdo estdo descritas no item 4.1, pagina 51. Foram
também obtidos e analisados os espectros de infravermelho para
caracterizacdo dos compostos.

5.1 Epoxidacdo quimio-enzimatica do terpineol

5.1.1 Caracterizacdo do terpineol 74 e do respectivo 6xido 101

Antes de se preparar o epoxido, fez-se a caracterizacdo do
alceno de partida, no caso terpineol (74), principalmente para
identificar o deslocamento do hidrogénio da insaturagéo, necessario
para o calculo da converséo através de *H-RMN (Figura 09).
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Mistura_isémeros (74 - 76) H 22

i ;f\*
\ﬁ/\f ’/ 1 |

a\"/r

[
L/ 9” 118f\/ | 116
PR N
HaC CHy f
74 5

+ isbmeros

©

c

=1 —
—
3
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1 (dd)| & (ppm)
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8 (ppm) |
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T
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ppm.

Figura 09. Espectro de 'H-RMN do terpineol, como mistura de isbmeros
74 — 76, com 65 % de 74 (400 MHz, CDCl5).

Neste espectro, o hidrogénio pertencente a ligagdo C=C
apresenta um sinal em 5,38 ppm. Os outros picos, entre 1,2 e 2,4 ppm,
correspondem aos protons alifaticos, mas que, por semelhanca
magnética, ndo puderam ser distinguidos com a resolucdo disponivel
do aparelho.

Destes picos alifaticos, poder-se-ia inferir, com certa
seguranca, que os dupletos em 1,16 e 1,18 ppm, seriam referentes as
metilas (C9 e C10) préximas & hidroxila, em funcdo de sua area
relativa em relagdo ao préton ligado ao alceno de aproximadamente
3:1.

Estas metilas, por ndo apresentarem hidrogénios na sua
vizinhanga, deveriam apresentar-se como simpletos. Ao serem
observadas como dupletos, estes acoplamentos extras poderiam
indicar tanto a presenca de acoplamentos 4J com o hidrogénio de C4
(condizente pelas constantes de acoplamento na ordem de 2 Hz) ou
serem resultantes de concentracéo elevada da amostra.

Sabendo ainda que este reagente é constituido de uma mistura
de isbmeros, apresentando sinais proximos, e que isto poderia gerar
uma falsa interpretacdo de multiplicidade dos sinais, decidiu-se
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utilizar um reagente com maior teor de alfa-terpineol, sendo este de
90 %. O espectro de *H-RMN de 74 esta apresentado na Figura 10.

165

Alfa_majoritario

o

1.670 1.660 1.650 1.640
3 (ppm)

ﬂ‘ Jﬂw‘"“fﬂ ﬁUJ
3

Figura 10. Espectro de *H-RMN do terpineol, sendo 90 % na forma alfa (74)
(400 MHz, CDCly).

>,

5
5

1.004,

3
3

Neste espectro, com menos picos que o da Figura 09,
comprovam-se 0s sinais definidos anteriormente para o hidrogénio da
ligagdo C=C e as metilas, apesar da resolucdo ainda ser insuficiente
para definir os outros hidrogénios. Este resultado, contudo, é esperado,
em funcdo da assimetria gerada pela presenca do grupo 2-hidroxi-
isopropilico. Este grupo é volumoso, favorecendo seu posicionamento
em equatorial, aumentando a rigidez conformacional da molécula e
diferenciando magneticamente os hidrogénios metilénicos geminais
do cicloexeno (Figura 11). 2%

H5C H
74
A CHs
H3C
A-H
OH

Figura 11. Representacdo tridimensional de 74, com detalhe da néo-
equivaléncia magnética em hidrogénios metilénicos geminais.
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Utilizando, entdo, este reagente, fez-se o preparo do
correspondente epdxido, inicialmente utilizando m-CPBA, em funcéo
deste ser um reagente classico e de facil manuseio, como agente
oxidante, como descrito em 4.2.4, pagina 54. Apés separagdo do meio
reacional, obteve-se o espectro de *H-RMN (Figura 12).

101_viaQMC

HC
N a5 8 88 83
A= 2 a9
& N . I =
6\4/2
Lo
He cH ‘
310 1 3 h ‘Lﬁ“
101 - i
5‘.0 4‘5 4‘.0 3.5 3‘0
& (ppm)
C=CH
m-CPBA f.w l
- CH2CR2
!
J'L_/U}H | _,JMI'\“V_AJ\_)\JMJ‘/ v -

S‘.U 7{5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 ;5 5‘.0 4‘.5 5 a)gm) 3‘.0 2‘5 2‘.0 1‘.5 1‘0 (;.5 0‘.0
Figura 12. Espectro de *H-RMN do produto de reacdo de 74 com m-CPBA
(400 MHz, CDCls). [Condigdes reacionais: 74 (8,3 mmol), m-CPBA (12,5

mmol), CH,Cl; (50,0 mL), 48 h, refluxo]

Apesar do procedimento experimental desta reagdo ser simples,
observam-se no espectro varios sinais de impurezas, mesmo apds o
devido tratamento p6s-reacional. Destes sinais, alguns tém sua origem
conhecida, como os de deslocamento entre 7,0 — 8,0 ppm, referente ao
m-CPBA residual, que, apesar de poder ser removido com outras
lavagens, este procedimento ndo foi realizado em funcdo da
solubilidade de 74 (e presumidamente 101) no meio aquoso. Na regido
entre 1,0 — 2,0 ppm, além dos sinais alquilicos de 74 e 101, também
observam-se outros sinais de hidrocarbonetos, apesar da origem destes
ser desconhecida. O sinal em 3,7 ppm também ndo pode ser
identificado, e ressalta-se a presenca do pico em 5,3 ppm, referente ao
CH_Cl residual e em 5,1 ppm, do hidrogénio da ligagdo C=C de 74,
indicando que a reacdo ndo ocorreu totalmente.
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Tentando evitar estes problemas de contaminacéo, preferiu-se
entdo preparar o epoOxido padrdo através de uma reacdo quimio-
enzimatica, obtida ap6s otimizacdo das condi¢cdes reacionais com a
Lipozyme 435 (apresentada na sequéncia deste capitulo). Apoés
separacao e purificagdo, o epoxido 101 foi obtido com conversao > 99
%, e 0 espectro esta apresentado na Figura 13.

Padrdo_101

| )
HaC 102
8\3/(7) H
o I
o~ ]
g U\
W
ESi S ——
H3% %H:, 33 32 3'15(pp3m0) 29 28 27
101 r
/
Ha
HO /
(filme)

| ] MWJ m\J \ w |

65 60 ss  so 45 40 35 sl 25 20 s 10 o5 oo
Figura 13. Espectro de H-RMN de 101 obtido via epoxidagdo quimio-
enzimética de 74 (400 MHz, CDCls). [Condigdes reacionais: 74 (3,24 mmol),
acido hexanoico (3,24 mmol), UPH (10,8 mmol), Lipozyme 435 (30 mg),

CH.Cl, (15,0 mL), 25 °C, 6 h, 300 rpm]

Neste espectro, a auséncia de sinal do hidrogénio olefinico em
5,38 ppm indica o consumo de 74, enquanto que o tripleto em 6 = 3,0
ppm, corresponderia ao prdton ligado ao anel do epdxido, indicando a
formacéo do produto 101. Além disso, a auséncia de sinais na regido
de 4,0 - 4,5 ppm confirma que ndo ocorreu a esterificagdo do acido
hexanoico (possivel reacdo paralela biocatalisada) com o alcool,
devido este ser terciario e impedido por efeito estéreo, tornando-o
pouco reativo para reacoes de esterificagdo. %

Para o célculo das convers@es, considerou-se a porcentagem
relativa & area do sinal do hidrogénio do epdxido (8 = 3,00 ppm) em
relagdo a do terpeno de partida (6 ~ 5,4 ppm), como demonstrado na
Figura 14. %
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Figura 14. Exemplo para o calculo da conversdo em 101 utilizando *H-RMN
de uma reacdo tipica de epoxidacdo de 74 (400 MHz, CDClIs). [CondigBes
reacionais: 74 (3,24 mmol), acido octanoico (3,24 mmol), UPH (10,8 mmaol),
Lipozyme 435 (30 mg), CH,Cl (15,0 mL), 25 °C, 6 h, 300 rpm]

Adicionalmente ao RMN, fez-se uso de CG para auxiliar a
determinar a formacédo de produto. A mistura isomérica de terpineol
(65 % de 74, empregada inicialmente) foi analisada, e comparando as
areas relativas com composicdo informada pelo fabricante (se¢éo 4.1,
pagina 49), fez-se a determinacdo dos tempos de retencdo para cada
isomero, sendo estes de 10,8, 10,1 e 10,9 min para as formas a, B e 7,
respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Cromatograma de CG-DIC do terpineol na sua mistura de
isdmeros. [Condicdes de andlise descritas na pagina 51]

Fez-se entdo a analise por CG de 74 com pureza de 90 %, onde
0 componente minoritario constitui-se unicamente de 76, obtendo o
cromatograma da Figura 16a, no qual se observa boa repetitividade
nos tempos de retencdo em relacdo a mistura isomérica.

Comparando este cromatograma com o obtido ap6s a reacéo de
epoxidacdo quimio-enzimatica (Figura 16b), pode-se observar o
consumo total do terpineol 74, e a presenca do pico do epoxido 101
em Tr= 12,2 min.

Nota-se também a auséncia do pico correspondente a 76,
indicando a possivel formagdo do correspondente epdxido. Este
epoxido, entretanto, é tetrassubstituido e ndo apresenta sinais no H-
RMN na regido de caracterizag&o do grupo (6 = 3,0 ppm). Portanto, o
pico em 3,0 ppm deve corresponder unicamente ao epoxido 101
derivado de 74, ndo inviabilizando a anélise das conversdes de 74
através desta técnica.
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Figura 16. Cromatogramas de CG-DIC de a) terpineol (isbmero a, 90 %) e
b) Produto de reacdo quimio-enzimética. Condigdes de analise descritas na
pag. 51. [Condigdes reacionais: 74 (3,24 mmol), 4cido hexanoico (3,24 mmol),
UPH (10,8 mmol), Lipozyme 435 (30 mg), CH2Cl2 (15,0 mL), 25 °C, 6 h, 300
rpmj.
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Apesar do CG-DIC ser uma técnica auxiliar importante (e
viavel) para confirmacdo dos resultados obtidos com *H-RMN, esta
ndo foi usada ao longo do trabalho devido a problemas relacionados
ao equipamento.

Obteve-se também o espectro de IV do terpineol, onde foram
observadas algumas bandas para caracterizagdo dos principais grupos
funcionais. Entre as mais importantes, tem-se a de estiramento de O-
H da hidroxila (~ 3380 cm) e de C-H de alcanos e alcenos (2830-
2966 cm). Em funcéo do comprimento da ligacdo C-H de alcenos ser
menor (mais energética) que dos alcanos, a banda de IV
correspondente ao alceno apresenta um ndmero de onda maior.
Contudo, neste caso, apresenta-se juntamente a dos alcanos. A
presenca da ligacdo C=C também pode ser confirmada através da
banda referente a tor¢do C-H vinilica em 1440 cm, presente (como
fragmento) na molécula (Figura 17). Estes dados sdo concordantes
com os citados na literatura para estes grupos funcionais. 209
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Figura 17. Espectro de IV do alfa-terpineol (74, 90 %) (filme sobre cela
de Si).

No espectro do correspondente epdxido, tem-se a presenca de
algumas bandas observadas no reagente, tais como as de hidroxila ou
da cadeia alifatica, em ~3420 e ~2870 cm™, respectivamente. (Figura
18).
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As bandas observadas entre ~2830 e ~2970 cm'! correspondem
aos estiramentos simétricos e assimétricos de metilas e metilenos de
ciclos ndo-tensionados, ndo sendo possivel discerni-los em funcédo da
sobreposicéo dos sinais. %

A formacdo do epoxido também foi comprovada pela presenca
de bandas na regido entre 810-950 e em ~1250 cm'!, correspondentes
ao estiramento simétrico e assimétrico do heterociclo. A banda em
1712 cm* (regido tipica de carbonilas), por sua vez, é provavelmente
originada devido ao acido hexanoico residual, cujos sinais no tH-
RMN apresentam-se entre 0s sinais alifaticos do anel do ciclohexano
de 74, dificultando o discernimento destes e a efetiva caracterizacéo,
sendo que estes valores reportados estdo em acordo com a literatura. %
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Figura 18. Espectro de IV do a-terpineol epoxidado (101) (filme sobre cela
de Si).

Com ambos reagente e produto caracterizados, a seguir serao
descritos os estudos da epoxidacdo quimio-enzimatica, onde se fez a
otimizag&do univariada de alguns parametros reacionais, sendo estes a
procedéncia da lipase, agente acilante empregado (e de forma mais
extensa a sua proporcdo em relacdo ao alceno), tempo de reacdo e o
solvente organico. As diversas condicdes testadas, estdo compiladas
de forma genérica no Esquema 26.
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Esquema 26. Epoxidagdo quimio-enzimatica de 74 em diferentes condicdes
reacionais.

5.1.2 Influéncia da procedéncia da lipase

Nos primeiros estudos de epoxidago quimio-enzimatica de 74,
avaliou-se a diversidade de lipases que poderiam catalisar esta reacao,
variando-se a procedéncia destas. A escolha das enzimas avaliadas,
em sua maioria, foi baseada no uso destas lipases na epoxidacdo
quimio-enziméatica do o-pineno, pB-pineno, 3-careno, citronelal,
eugenol e B-cariofileno (também pertencentes a classe dos terpenos),
como os realizados por Minsfelt e Silva. %%

Inicialmente, os reagentes foram utilizados em quantidades
equivalentes. Os resultados de conversdo ao correspondente epoxido
estdo apresentados na Tabela 08.

Tabela 08. Influéncia da procedéncia da lipase na epoxidacéo de 74. @

Entrada Enzima Conversao (%) °
1 Lipozyme 435 >99
2 Lipozyme RM IM n.d.
3 AK Amano 20 n.d.
4 AY Amano 30 n.d.
5 AYS n.d.
6 F-AP15 n.d.
7 A Amano 12 n.d.
8 AS n.d.
9 M Amano 10 n.d.
10 PSC Amano | n.d.
11 PS-C Amano Il n.d.
12 Candida cylindracea © n.d.
13 Chromobacterium viscosum @ n.d.
14 Lipoprotein da Genzyme >99
15 --- /| ---- (reacdo controle) n.d.

(a) Condicdes reacionais: 74 (3,24 mmol), &cido hexanoico (3,24 mmol), UPH (10,8 mmol),
lipase (30 mg), CH.Cl; (15,0 mL), 25 °C, 6 h, 300 rpm. (b) Determinada por *H-RMN. (c)
Utilizou-se 18,0 mg, correspondente a uma Unica reagdo. (d) Utilizou-se 3,4 mg,
correspondente a uma Unica reacéo. n.d.: ndo detectado.
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De todas as reacOes testadas, apenas aquelas utilizando a
Lipozyme 435 e a Lipoprotein da Genzyme formaram o ep6xido 101
de forma satisfatoria (entradas 1 e 14). Resultados similares foram
obtidos por Minsfelt na tentativa de epoxidar o a-pineno, onde apenas
as lipases 435 e RM IM foram eficazes. Entretanto, o tempo de reagédo
foi maior (8 h) e as conversdes moderadas ou baixas, sendo de 60,0 e
9,0 % ao se utilizar a Lipozyme 435 e a RM IM, respectivamente. *3

No trabalho de Silva, as lipases AK Amano 20, AY Amano 30,
AYS e F-AP15 foram empregadas para epoxidagdo do B-cariofileno,
na forma livre e imobilizada (com objetivo de preservar a enzima em
meio orgénico). Neste estudo, apds 24 h, todas as reagdes
apresentaram conversdes baixas (2 - 15 % quando a enzima foi
imobilizada e de 3 — 25 % na forma livre).** De forma comparativa e
com o relato da formac&o de produto com a enzima livre, descarta-se
a inativacdo destas, em func¢éo do solvente, na reacdo desenvolvida no
trabalho atual.

Os resultados obtidos ndo indicam a correlacdo entre atividade
e conversdo ao produto 101. Na reacdo controle, ou seja, na auséncia
de lipase, ndo foi observada a formacdo de produto. Portanto, apesar
da escolha da lipase ser limitada, esta é indispensavel para o sucesso
da reacéo.

Para os préximos estudos, utilizou-se entdo a Lipozyme 435,
em funcdo da excelente conversdo obtida e pela pequena quantidade
em estoque da Lipoprotein da Genzyme. Porém, salienta-se que a
Lipoprotein da Genzyme estava estocada por ~20 anos, indicando a
alta atividade e estabilidade por um longo periodo de tempo.

5.1.3 Influéncia do agente acilante (e sua proporcao)

As lipases sdo seletivas com relacdo ao tamanho da cadeia
alquilica dos agentes acilantes, em fungéo da “eficiéncia” que estas
interagem com o sitio-ativo. Avaliou-se entdo o efeito do acido
carboxilico empregado, variando o tamanho de sua cadeia e a
proporcao deste em relagdo ao terpineol (74), considerando que a
formacdo do peracido depende da concentracdo de A4cido
carboxilico. %

Neste estudo, foram usados os 4cidos butanoico, hexanoico,
octanoico, decanoico e dodecanoico nas proporcdes de 1:1, 1:2 e 1:4
com relacdo ao terpineol. Os dados de converséo ao epéxido 101 estdo
apresentados na Tabela 09.
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Tabela 09. Converséo do terpineol 74 em seu epéxido 101 em funcéo do
agente acilante e usando diferentes proporcdes em relacio a 74. @ ®

Acido Proporcéo (mols) 74: &cido carboxilico
carboxilico 11 1:2 1:4
Butanoico 67,6 85,5 98,7
Hexanoico >99 >99 >99
Octanoico 73,3 63,8 74,6
Decanoico 53,0 78,7 83,5
Dodecanoico 63,1 81,2 >99

(a) Condicdes reacionais: 74 (3,24 mmol), UPH (10,8 mmol), Lipozyme 435 (30
mg), CH2Cl2 (15,0 mL), 25 °C, 6 h, 300 rpm. (b) Converséo determinada por 'H-
RMN (400 MHz, CDCls).

Ao usar 4cido butanoico e dodecanoico, observaram-se
conversdes ao produto 101 entre ~60 e >99 %. Empregando-se o acido
decanoico, foram obtidas conversdes entre ~50 e ~85 %. Nestes casos,
as conversdes observadas foram de moderadas a boas, aumentando de
forma diretamente proporcional a quantidade de acido carboxilico
utilizada.

Entretanto, ao usar o &cido hexanoico, ndo foi observada
variacdo na conversao ao epdxido para todas as proporcoes entre 74 e
0 doador acila, sendo em todos os estudos >99 %. Ao usar o 4cido
octanoico, as conversdes foram menores (63,8 — 74,6 %), e também
ndo apresentaram grande influéncia em relacdo a quantidade de agente
acilante.

Observa-se portanto, que a propor¢gdo empregada do agente
acilante é um fator preponderante na efetividade da conversdo ao
produto. Porém, esta influéncia pode ser menor nos casos onde ha
melhor interacdo da cadeia alquilica com o sitio-ativo da enzima; haja
vista as conversdes similares para os acidos hexanoico e octanoico.

Estes resultados sdo similares ao reportado por Minsfelt para a
epoxidag¢do do a-pineno, empregando uma série de acidos n-alquilicos
com cadeia carbénica entre 02 e 18 carbonos como agentes acilantes.
Entre os acidos utilizados, o melhor resultado também foi obtido com
0 acido hexanoico (~60 %), havendo uma diminuicdo na conversdo ao
produto ao se utilizar os &cidos octanoico (CgH1602) e decanoico
(C10H200,). %
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Adicionalmente aos dados de conversao obtidos, notou-se que
0 emprego de &cidos carboxilicos de cadeia longa (decanoico e
dodecanoico) forma emulsGes durante o tratamento com solugdo
aquosa de NaHCOgs, em funcdo do seu carater anfifilico em meio
basico, com propensdo a formacdo de sais de &cidos carboxilicos de
cadeias longas (sabdes).

Desta forma, decidiu-se por utilizar o &cido hexanoico em
guantidade equimolar a 74, onde foram obtidas excelentes conversdes
(>99 %). Nestas condicdes, também evita-se o desperdicio de
reagentes.

5.1.4 Influéncia do tempo de reacdo

Nos estudos relatados até 0 momento, puderam ser observadas
excelentes conversdes ao epoxido 101, sendo em alguns casos, de até
>99 %, em 6 h de reacdo. Na tentativa de aumentar a eficiéncia do
processo, foi verificado se estes valores podiam ser obtidos em tempos
menores. Os resultados de conversdo em funcdo do tempo estéo
apresentados na Figura 19.
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Figura 19. Influéncia do tempo para a preparagdo do epdxido do terpineol
(101). [Condicbes de reacdo: 74 (3,24 mmol), acido hexanoico (3,24 mmol),
UPH (10,8 mmol), Lipozyme 435 (30 mg), CH:Cl, (15,0 mL), 25 °C, 300
rpm. Conversdo determinada por tH-RMN]

Apo6s 1 h de reacdo, a conversdo ao epdxido foi de foi de 29,5
%, e apds 2 e 4 h foram de 97,0 e 98,4 %, respectivamente. A variacdo
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elevada na conversdo observada entre 1 - 2 h de reacdo pode ser
justificada considerando que neste intervalo esta inserido o tempo
necessario para se alcancar o equilibrio, e sé entdo ocorrer saturaco
do complexo enzima-substrato. *°

As reacOes realizadas entre 8 - 24 h, tempos maiores que 0
utilizado anteriormente, tiveram o intuito de testar a degradabilidade
do produto (como por exemplo, abertura do anel). As conversdes
foram >99 %, e portanto esta hip6tese foi afastada, comprovando a
alta estabilidade de 101 nas condi¢des reacionais.

Em 4 h de reag&o, a converséo foi de 98,4 %, um pouco menor
gue a obtida em 6 h (>99 %). Entretanto, ao ser considerado o erro
intrinseco a técnica, ambos os valores praticamente equivalem-se.
Considerando a pequena diferenca de tempo e o0s resultados obtidos,
preferiu-se empregar 6 h para o préximo estudo, que esta relacionado
ao efeito do solvente orgénico.

5.2.4 Influéncia do solvente organico

Ap6s o estudo do tempo de reacdo, fez-se a avaliacdo do
solvente organico empregado em funcdo destes terem efeito
consideravel na capacidade catalitica da enzima. Para medir
guantitativamente a polaridade de solventes, Laane e col. os
classificaram em funcéo da particdo destes no sistema 1-octanol-agua,
definindo como log P. Através deste parametro, observou-se que
enzimas apresentam atividade mediana nos solventes com log P entre
2,0 e 4,0 e elevada quando log P >4,0, enquanto que solventes de log
P < 2,0 causam distor¢cBes na enzima e podem remover a agua
essencial, reduzindo a atividade enzimatica. *°

Esta observacdo esta de acordo com a propriedade da “tampa”
presente em algumas lipases, como a Lipozyme 435, empregada na
reacdo estudada, que por ser lipofilica, 0 acesso dos reagentes ao sitio-
ativo é facilitado na presenca de solventes apolares. 24

No estudo de Skjgt e col., por exemplo, observou-se que ao usar
a CALB obtiveram-se conversdes moderadas ou satisfatérias na
hidrélise em meio aquoso de uma série de ésteres alifaticos, tais como
benzoato de etila, (R,S)-2-fenilpropanoato de etila e acetato de (R,S)-
2-etilexila (conversdes de 91, 41 e 58 %, respectivamente), mas com
baixa enantiosseletividade (E = 1,1; 1,0 e 3,9). Ao ser realizada a
esterificacdo do (R,S)-3-hexanol para o respectivo acetato, utilizando
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a mesma enzima e em hexano, obteve-se o produto com Otima
enantiosseletividade (E >50). 2

Os resultados obtidos de conversdo ao produto 101, em funcdo
do solvente, séo descritos na Tabela 10.

Tabela 10. Influéncia do solvente organico para a preparacdo de 101. @

Entrada Solvente orgénico Log P Converséo (%) ®
01 Heptano 4,0 9,9
02 Hexano 3,5 n.d.
03 Ciclohexano 3,2 14,5
04 Tolueno 2,5 45,6
05 CHCl3 2,0 47,6
06 t-BuOH 1,45 8,2
07 CH.Cl, 1,25 >99,0
08 MTBE 0,94 30,6
09 DEE 0,85 71,1
10 AcOEt © 0,68 95,2
11 THF 0,49 5,7
12 Acetona -0,23 8,0
13 MeCN -1,0 >99,0
14 DMF -1,0 nd
15 1,4-Dioxano -1,1 26,5
16 DMSO -1,3 n.d.

(a) Condicdes da reacdo: 74 (3,24 mmol), acido hexanoico (3,24 mmol), UPH (10,8
mmol), Lipozyme 435 (30 mg), solvente (15,0 mL), 25 °C, 6 h, 300 rpm. (b)
Determinada por tH-RMN. (c) Neste caso, ndo foi usado &cido hexanoico. n.d.: ndo-
detectado.

Entre os solventes testados, as conversdes em 101 foram baixas
ao usar tanto solventes polares, como acetona (8,0 %, log P = -0,23)
e THF (5,7 %, log P = 0,49), quanto alguns apolares como heptano
(9,9 %, log P = 4,0) e ciclohexano (14,5 %, log P = 3,2). O epoxido
101 ndo foi detectado ao usar hexano, dimetilformamida ou
dimetilsulféxido (log P = 3,5, -1,0 e -1,3, respectivamente), sendo que
ao usar estes dois ultimos, houve dificuldade em isolar o residuo
reacional. Ndo foi observado, entdo, aparente correlacdo entre a
polaridade do solvente e a conversdo a 101.

Resultados medianos e satisfatorios foram obtidos ao utilizar
solventes de polaridade moderada com log P entre 0,68 e 2,5, entre
estes o tolueno (45,6 %, log P = 2,5), CHCI; (47,6 %, log P = 2,0),
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éter etilico (71,1 %, log P = 0,85) e éter t-butilmetilico (30,6%, log P
= 0,94). Contudo, neste grupo, apenas ao se usar CH,Cl, é que a
converséo foi >99 %.

Dos solventes polares (log P <2,0) testados, a conversdo
observada na reacdo realizada em acetonitrila foi uma excecéo, sendo
6tima (>99 %). Como explicacdo, sugere-se que esta, ao solubilizar a
ureia, libera uma maior quantidade (mas ainda aceitavel) de H202 no
meio, aumentando sua concentracdo e deslocando o equilibrio
quimico em direcdo a formagdo do peroxiacido.

De modo geral, os resultados observados seguem um
comportamento esperado, dadas as interagBes que estes solventes
apresentam com a enzima e com os reagentes. O hexano, por exemplo,
interage apenas hidrofobicamente com a lipase, acarretando em uma
rigidez estrutural desta e dificultando a entrada de reagentes no sitio-
ativo, apesar da conformacdo mais acessivel em funcdo do
deslocamento da “tampa”. Os solventes muito polares/ hidrofilicos
podem tanto remover a “adgua essencial” da enzima ou aumentar
demasiadamente a liberdade conformacional desta, alterando a
estrutura tridimensional do sitio-ativo, inativando-o. %

“A baixa conversao observada ao se utilizar t-BuOH (8,2 %, log
P = 1,45), poderia ser justificada ao se avaliar o mecanismo da reagéo
de Prilezhaev (Esquema 09, pagina 34), onde se observa a formacéo
de um estado de transigdo polar, cuja estabilizacdo reduz sua energia,
favorecendo a formacao do produto. Como o t-BuOH ¢ estericamente
impedido, prejudica-se a estabilizacdo do estado de transigdo, e por
conseguinte desfavorece a sintese. 2° Contudo, ao se comparar este
solvente com o MTBE, onde a converséo foi relativamente maior (8,2
vs. 30,6 %, respectivamente), sugerir-se-ia a existéncia de um efeito
causado pelo solvente ser protico ou ndo, podendo, por exemplo,
estabilizar mais os reagentes (como a &cido carboxilico ou o
peroxiacido) do que o estado de transicdo, também desfavorecendo a
formagcdo do produto. 2

Confirma-se entdo que solventes razoavelmente polares sejam
0s mais recomendados, com ressalvas aos casos que causem a
remocdao da agua essencial ou desestruturacdo da lipase e/ou estado(s)
de transicdo, como comentado acima.

De forma complementar, a avaliagcdo do solvente empregado
pode ser também realizada em funcdo de um pardmetro verde, de
acordo com um estudo realizado pela empresa farmacéutica
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GlaxoSmithKline, inicialmente publicado em 1999 (a época,
SmithKline Beecham) e recentemente atualizado. %

Através deste parametro, diversas variaveis sao compiladas em
um valor quantificado, entre elas, o residuo gerado (e seu tratamento),
impacto ambiental, riscos a salde e a seguranca.

Com excecdo da propria agua, a classe de alcoois apresenta-se
como uma das mais verdes. Entretanto, poderiam gerar o produto de
esterificacdo, dada as condi¢des reacionais empregadas neste trabalho
(onde acidos carboxilicos sdo agentes acilantes).

O CHCIy, da classe dos compostos halogenados, por sua vez,
¢ considerado um solvente ‘“problematico”, principalmente pela
necessidade de ser incinerado apOs 0 uso e por ser altamente volatil.
Contudo, possui excelente reciclabilidade, com impacto ao meio
aquético e a salde tolerdveis. O hexano (relativamente melhor
avaliado), por comparac&o, apresenta excelente combustéo (eficiéncia
energética), mas falha nos quesitos de impacto aquatico, a salde e
flamabilidade de forma equiparavel ou pior que 0 CH,Cl.. %

Considerando os solventes tipicamente disponiveis de um
laboratério e a inviabilidade de empregar alcoois na reacao estudada,
0 CH.ClI, apresenta-se como um solvente razoavel (ou bom, relevado
0 problema de incineragdo). Porém, o acetato de etila, no aspecto
ambiental, ¢ melhor que o solvente halogenado em praticamente todos
0s aspectos, excetuando a reciclabilidade. Sendo minima a diminuigéo
da conversdo a produto nos casos destes solventes (>99 vs 95,2 %),
conclui-se que o acetato de etila € o melhor solvente para a reacdo
estudada, além de dispensar o uso do acido carboxilico como aditivo
(o solvente entdo, passa a ser solvente e reagente, como evidenciado
no Esquema 11, pagina 36).

Terminados os testes com o a-terpineol (74), iniciaram-se entdo
os estudos referentes aos derivados cumarinicos.

5.2 Estudos da epoxidacdo quimio-enzimatica da himecromona e
derivados

5.2.1 Caracterizacdo da himecromona (90) e seus derivados

De maneira similar, para a caracterizacao da himecromona (90)
e para os derivados 98 e 99 foram usados 0s mesmos meétodos
espectroscopicos usados na caracterizacdo do terpineol (74) e do
correspondente epdxido 101.
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Contudo, em funcdo do elevado ponto de fusdo/ebuli¢do de 90,
98 e 99, ndo se pode aplicar a técnica de CG. Tentativas de analisar
estes compostos, usando 0s mais diversos programas de temperatura e
fluxo, resultaram apenas em um pico mal resolvido e de cauda longa.

Obteve-se entdo, inicialmente, o espectro de *H-RMN de 90 em
metanol deuterado (Figura 20).

Himecromona
"HNMR (400 MHz, MeOD-d% & 7.51 (d,J = 8.7 Hz, 1H), 6.83 (dd,J/ = 8.7, 2.4 Hz,
1H), 6.76 (d,J = 2.4 Hz, 1H), 6.08 (q,J = 1.1 Hz, 1H), 2.42 (d,J = 1.1 Hz, 3H). CHgy

A 7(q) s
6.76 a/ \‘/ \/
5 (dd) I | I |
pit e8] NG B
1 P /\/\ oo NN
Vv 13 10 1"
. 90

L1

757473 720 700 70 69 65 67 6080 6070
(d)| 8 (ppm)

CD30H

, 1L % L

3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0

7‘45 7“0 6‘,5 6.0 S‘,S ;0 4‘45 4‘40 6(ppm3)‘s
Figura 20. Espectro de *H-RMN de 90; na expansdo de H7, observa-se em
azul a andlise do sinal do hidrogénio olefinico por deconvolugdo global

espectral (400 MHz, CD3;0D-dy).

Em func¢&o da planaridade e rigidez da molécula, acoplamentos
4J podem ser observados, tal qual o pequeno desdobramento no pico
em 2,42 ppm, correspondente aos hidrogénios da metila, que se
apresenta como dupleto com J = 1,1 Hz, acoplando com o H7 do
alceno (6 = 6,08 ppm), estando estes valores de acoplamento e
deslocamento concordantes com a literatura. %

Este acoplamento de longa distancia também foi atil para
definir os sinais de H3-5 aromaticos (6,7 a 7,6 ppm). Assinala-se o
duplo dupleto em 6,83 ppm a H5, o Unico possivel a ter dois
acoplamentos distintos. Os dupletos restantes sdo definidos em fungéo
da constante de acoplamento com H5, sendo que o pico em 6,76 ppm,
com constante de menor valor (4 = 2,4 Hz) se refere ao H4, mais
distante de H5; H3 corresponde ao pico em 7,51 ppm (3J = 8,7 Hz).



7

Destes sinais observados, as areas relativas (utilizando H7
como referéncia) apresentam valores dentro do esperado, sendo de
3,55 para os hidrogénios da metila (3H12) e entre 0,92 — 1,26 para 0s
hidrogénios arilicos (3Hss). O préton do OH fenolico, por sua vez,
estd em troca rapida com o solvente empregado, ndo apresentando
sinais no espectro.

Sendo este um composto comercial e conhecido, o espectro de
1V de 90 foi obtido da base de dados do Instituto Nacional de Ciéncia
Industrial Avancada e Tecnologia (AIST), e esta apresentado na
Figura 21. %

oo

Transmitancia (%)

Ha a o

90 cr.

]

Numero de onda (cm™)
Figura 21. Espectro de IV de 90 (pastilha de KBr). %

Entre as bandas mais importantes, destacam-se as de
estiramento de O-H (3160 cm™?), C-Hcus (2811 cm™), C=0 de &-
lactona (1690 cm™) e da ligagdo C=C (1650 cm™). Com o reagente
caracterizado, pode-se preparar alguns derivados e, sequencialmente,
realizar a sua caracterizagao.

Inicialmente fez-se a preparacdo do derivado 98 a partir da
acetilacdo do grupo fenélico de 90 utilizando um excesso de anidrido
acético e NaHCOs para formar o ion fenolato, como descrito no item
4.2.1, pagina 52. Este composto foi obtido com 80,6 % de rendimento
e tem ponto de fusdo de 156,8 — 157,9 °C, muito proximo ao relatado
na literatura (153 — 155 °C),%" sendo aceitavel ao considerar que o valor
experimental ndo foi corrigido.

O espectro de 'H-RMN obtido para 98 em acetona deuterada
estd apresentado na Figura 22.
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Figura 22. Espectro de *H-RMN de 98 (200 MHz, acetona-ds).

Em funcdo da menor resolucdo de equipamento empregado,
observou-se a sobreposicéo dos sinais de H1 e H3 (6 = 7,12 — 7,18
ppm), prejudicando a determinacdo da area de forma individual.
Contudo, o padrdo de multiplicidade e areas dos sinais dos hidrogénios
arilicos ¢ o mesmo que em 90 (Figura 20), facilitando a analise.

A formacéo de produto é indicada pela presenca do simpleto
em 2,31 ppm, correspondente a metila do grupo acetila. As &reas dos
sinais dos hidrogénios H13 e de H16 (referente a outra metila, em 2,49
ppm), estdo em acordo com o previsto. (3,09 em ambos, comparando
com 1Ho).

O espectro de IV (Figura 23), comparado com o da Figura 21,
confirma este resultado, ao se observar a reducdo da intensidade da
banda de O-H (~3100 c¢cm™), indicando a formacdo do composto
acetilado.

Comprova-se a inser¢do do grupo acetil pela presenca de uma
segunda banda de estiramento C=0 (1766 cm™), correspondente a
regido de ésteres e mais energética que a carbonila de lactona
observada em 1727 (e/ou 1713) cm. Uma outra banda, visivel em
1197 cm!, corresponde ao estiramento C-O de acetatos de fenila,
corroborando as informacdes anteriores. %
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As anélises de tH-RMN e 1V comprovam de forma satisfatoria
a obtencdo do derivado acetilado 98.

Transmitancia (%)

€9'992T-

VE'99LT
.
9'S29T—
TOCETT—

65'L2LT—
82'L6TT-

TEETLT

4000 3500 3000 1000 500

Nf]srl;gero de 0?1033 (cm™) e
Figura 23. Espectro de IV de 98 (pastilha de KBr).

Um outro derivado preparado a partir da himecromona (90) foi
0 produto eterificado com o grupo metila (99). Este composto foi
preparado via reacdo Sn2 tipica (sintese de Williamson), com pequeno
excesso (2,0 eq.) de K.COs e de CH3sl (1,5 eq.), conforme descrito no
item 4.2.2, pégina 52. Obteve-se 0 composto 99, com rendimento
isolado de 51,0 % e ponto de fuséo entre 159,5 — 162 °C, concordando
com o reportado na literatura (160 — 161 °C). 8

No espectro de H-RMN (Figura 24), pode-se observar
diversas semelhangas ao de 90, com excec¢do do simpleto em 3,88
ppm, correspondente ao hidrogénios do grupo metila do metédxido
(permanecendo a metila vizinha ao alceno em ~2,4 ppm). O sinal em
1,6 ppm, refere-se a 4gua, contaminante e oriunda provavelmente do
carbonato de potéassio utilizado.
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"HNMR (400 MHz, CDCI3) 8 7.51 (d,J = 8.8 Hz, 1H), 6.87 (dd,J = 8.8, 2.5 Hz, 1H),
6.83 (q,J = 2.5 Hz, 1H), 6.15 (q,J = 0.9 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H), 2.41 (d,J = 0.9 Hz, 3H).
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Figura 24. Espectro de *H-RMN de 99 (400 MHz, CDCls).

No espectro de IV de 99 (Figura 25), confirma-se novamente
a formacdo de produto através da auséncia da banda de estiramento O-
H, além da presenca de bandas de estiramento assimétrico de C-O-C
de éteres alquil-arilicos em 1213 cm?, e de estiramento simétrico em
1070 cm™.

Menciona-se também que as bandas de estiramento C-H
alifatico apresentam-se bem separadas, com C-H da metila, alceno e
de aromaticos em 2853, 2920-2951 e 3026-3069 cm?,

respectivamente. Estes valores sdo concordantes com os citados na
literatura. %
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Figura 25. Espectro de IV de 99 (pastilha de KBr).

Completada a caracterizacdo dos compostos cumarinicos por
espectroscopia e por ponto de fusdo, iniciaram-se 0s testes para
epoxidacdo quimio-enzimatica destes, sendo utilizado primeiramente
90.

Ao se preparar 0 epoxido padrdo 100a via quimica com m-
CPBA (secdo 4.2), utilizando CHCI;:EtOH 1:1 como mistura de
solventes, sob refluxo, ndo foi possivel obter o produto, sendo
identificados no espectro apenas sinais do material de partida
(mostrados na Figura 20, pagina 76) e impurezas, como 0s sinais na
regido de aromaticos, pertencentes ao agente oxidante e o sub-produto
(Figura 26).

Além disso, foi observado o inesperado desenvolvimento de
coloragdo do meio reacional, tentando-se entdo realizar a
recristalizacdo do produto, mas nao foi possivel encontrar um solvente
adequado para este procedimento.
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Figura 26. Espectro de H-RMN do produto de epoxidagdo via quimica de
90 (400 MHz, acetona-ds).

Iniciaram-se, entdo, os testes de epoxidagdo via quimio-
enzimatica. Utilizando os mesmos parametros iniciais para o teste para
epoxidacéo do a-terpineol, encontrou-se dificuldades na solubilizagédo
da himecromona em diversos solventes organicos, tais como
diclorometano, cloroférmio e hexano. Este fato é justificavel pela sua
estrutura, que apresenta os grupos fenol e lactona, sendo ambos
polares.

Testando-se de modo qualitativo, foi observada a solubilidade
deste composto (90) em THF, e por conseguinte em solventes de
polaridade maior tais como metanol, etanol e acetona. Porém, estes
Gltimos podem causar desnaturacao da lipase, distorcendo o sitio-ativo
e desativando o catalisador.

Para contornar este problema, foram testadas misturas binarias
de solventes, constituidas de hexano (apolar e de facil extracdo) com
alguns solventes polares, de acordo com a metodologia descrita no
item 4.2.6 (pagina 56). A Tabela 11 descreve o0s resultados obtidos.
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Tabela 11. Avaliacdo para solubilizagdo de 90 em misturas de hexano e co-
solventes.
Caracteristica

Co- Intervalo-teste .
Entrada macroscopica no
0, - ()
solvente = (% mm co-solvente) ponto-final ®
I 29-204 N5o solubiliza 90
Forma sistema bifasico

8 HAEEI e =2l sem solubilizar 90

4 MeOH 0,7-26,1 -

5 DME 46_175 SO|ubI|l;Z? em

: . sistema bifasico
6 DMSO 4,0-12,7

(a) Calculado pela razdo entre massa de co-solvente e massa total de solventes
(solvente principal + co-solvente); devendo-se considerar os valores como
aproximacoes, em funcdo da volatilidade dos solventes. (b) Definido como o
limite superior do intervalo de solubilidade testado.

Como ndo é interessante neste estudo a utilizacdo de sistemas
bifasicos e, ndo sendo possivel solubilizar 90 nas misturas propostas,
decidiu-se utilizar outros solventes mais polares, tais como
acetonitrila, tetraidrofurano e acetato de etila, sendo este éster
vantajoso por poder também atuar como agente acilante na epoxidacao
quimio-enzimatica de 90.

Utilizando estes solventes e condicGes similares (Esquema 27)
as empregadas para epoxidacdo de 74, testou-se entdo a epoxidacdo
quimio-enzimatica de 90. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 12.

CH H4C
3 3 0
R Acido hexanoico (5.0 mmol)
UPH (24_glmmol} /R
HO 0 0 25°C, 24 h, 250 rpm HO 0 0
lipase
90 100a

Esquema 27. Tentativa de epoxidagdo quimio-enzimatica de 90 utilizando
solventes organicos polares.
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Tabela 12. Testes de epoxidagdo quimio-enzimatica da himecromona (90). @

Entrada Solvente Converséo ® (%)
1 | THF n.d.
20© \ AcOEt n.d.
3 \ n.d.
4@ \ MeCN nd
5 (@), (@) | nd

(a) Condicdes reacionais: 90 (5,0 mmol), Lipozyme 435 (30 mg), solvente (25,0
mL), 25 °C, 24 h, 250 rpm. (b) Determinada por *H-RMN. (c) Neste caso, ndo
utilizou acido hexanoico. (d) 35 °C, 72 h. (e) Reagdo com &cido octanoico em
substituicdo ao hexanoico. n.d.: ndo-detectado.

Ao usar tetrahidrofurano, ndo foi verificada a formacdo do
produto 100a (entrada 01). O mesmo resultado foi obtido ao utilizar
acetato de etila e acetonitrila (entradas 02 e 03).

Em funcédo destes dados, testou-se a reagcdo em condi¢des mais
enérgicas, aumentando o tempo e a temperatura (72 h, 35 °C). Notou-
se que o uso de acetonitrila favoreceria um aumento da concentracéo
de H,O; disponivel no meio (entradas 04 e 05). Verificou-se também
se 0 agente acilante usado (&cido hexanoico ou octanoico) teria
alguma influéncia (entrada 05). No entanto, em todos estes
experimentos, novamente nao foi detectada a formacg&o de produto.

Em funcdo dos problemas encontrados serem originalmente
relacionados a solubilidade, decidiu-se entdo utilizar o composto
derivatizado de 90 na sua forma acetilada (98). Espera-se que esta seja
mais solivel em solventes apolares, considerando a substituicdo do
grupo hidroxila por acetila. 2°

5.2.2 Estudo da epoxidacdo da 4-metil-7-acetoxicumarina (98) e
4-metil-7-metoxicumarina (99)

Ao derivatizar 90, a adicdo do grupo acetil mostrou-se
suficiente para diminuir a polaridade e permitir a solubilizagdo deste
composto em CH,Cl,. Fez-se assim os testes iniciais, utilizando as
condicBes descritas no Esquema 28.
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CH, H4C
UPH ou H,0, 0
B Agente acilante
/R 25°C, 250 rpm, 24 h /k
AcO 0" o lipase AcO 0 o
98 100b

Esquema 28. Tentativas de epoxidacdo via quimio-enzimatica de 98.

Tabela 13. Tentativas de epoxidacdo quimio-enzimatica de 98. ®

# Solvente /A_gente acila,n t ¢ Fon’t e_de Conversao®
(acido carboxilico) peréxido
1 | CHCl octanoico (5,0 mmol)  UPH (6,25 mmol) n.d.
2 \ CH:Cl2 octanoico (5,0 mmol)  UPH (6,25 mmol) n.d.
3@ | CHCl,  hexanoico (1,8 mmol)  UPH (6,0 mmol) n.d.
4@ | CHCl,  hexanoico (2,5 mmol)  UPH (8,3 mmol) n.d.
5@ | CHClz  hexanoico (2,5 mmol)  Hz02(2,5 mmol) n.d.

(a) Condicdes reacionais: 98 (1,25 mmol), solvente (15,0 mL), Lipozyme 435 (30 mg). (b)
Determinada por H-RMN. (c) 98 (0,9 mmol), Lipozyme 435 (100 mg). (d) 35 °C, 72 h.

Ao utilizar cloroférmio ou diclorometano como solventes,
acido octanoico como agente acilante e fonte de peréxido em excesso,
ndo foi observada formacéo de produto (entradas 01 e 02). Testou-se
entdo, o 4cido hexanoico e uma quantidade maior de UPH e de lipase
em relacdo ao alceno (entrada 03). Verificou-se também o efeito de
aumentar o tempo e a temperatura de reagdo (72 h, 35 °C, entradas 04
e 05) ou utilizar o agente oxidante sem estar na forma de aduto (30 %
em meio aquoso, entrada 05). Porém, como pode ser observado na
Tabela 13, novamente, ndo foi detectada a presenca de 100b.

Observa-se que os testes reportados até 0 momento ocorreram
via reacdo de Prilezhaev (Esquema 09, pag. 34), cujo estado de
transicdo apresenta uma transferéncia de grupos concertada, e que
favorece ligagfes C=C eletronicamente ricas.

Considerando que o grupo olefinico de 90 (e derivados) é
eletrodeficiente em funcdo da carbonila vizinha, decidiu-se entéo
testar uma epoxidacao nucleofilica (reacdo de Weitz-Scheffer), onde
no lugar de um estado de transicdo que ocorre na reacao de Prilezhaev,
tem-se a formacao inicial do anion peréxido a partir da desprotonacao
do peroxiacido em meio bésico, seguida da adi¢do-1,4 a dupla e
posterior eliminacdo do grupo de saida, formando o epéxido e
regenerando a ligacdo dupla da carbonila (Esquema 29). %
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Esquema 29. Proposta mecanistica da epoxidacéo de 98 via Weitz-Scheffer.

Para realizar esta reacdo, foi utilizado sistema biféasico
composto por CH.Cl; e uma solucdo-tampéo alcalina (pH = 9,0)
constituida de HsBO3, KCI e NaOH, preparada conforme descrito na
literatura. *® As demais condicbes foram similares as usadas
anteriormente (Esquema 30).

CHy HiC o
Acido hexanoico (2.0 eq.), UPH (2.0 eq.)
l lipase 435 (30,0 mg ) /&
X »
] /|
AcO 0 0 10,0 mL tampéo H,BO,KCI/NaOH pH 9.0 AcO 0 0
98 10.0 mL DCM 100
250 rpm, 25°C, 24 h
CH,
- l
HO 0 o]
90

Esquema 30. Tentativa de epoxidacdo quimio-enzimatica de 98 via reagdo
de Weitz-Scheffer.

Contudo, esta reacdo mostrou-se incapaz de formar o produto
epoxidado desejado, em funcéo da preferéncia da lipase em hidrolisar
0 grupo acetato em 98 adicionado do que formar o peréacido,
revertendo 98 entdo para 90, evidenciado pelo ponto de fusdo do
sélido obtido, ~190 °C (lit.: 190 -192 °C),%! e solubilidade reduzida em
cloroférmio. Provavelmente esta reacdo de hidrdlise, ndo observada
anteriormente, ocorreu também em funcdo da presenca do meio
alcalino.

Todavia, com interesse nesta nova abordagem e no intuito de
evitar a reacdo paralela de ocorrer futuramente, decidiu-se fazer a
substituicdo do grupo éster pelo éter (pouco reativo frente a hidrolise).

Apos sintetizar o material de partida 99, fez-se novamente a
reacdo usando as mesmas condicGes descritas no Esquema 30. Mais
uma vez, foram identificados apenas sinais do material de partida e
impurezas no espectro.
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Alternativamente, a reacdo acima pode ser realizada em tempos
menores, com 0 uso de lipases de outras procedéncias ou bases
organicas, removendo a fase aquosa.

Em um trabalho realizado por Cavar e col., tentou-se oxidar
diversos derivados da 4-metilcumarina, entre eles 90 e 99, de forma
semelhante ao idealizado neste trabalho, mas cujas condigdes
reacionais divergem, ao empregar como agente oxidante o
dimetildioxirano (DMDO), em grande excesso (12 equivalentes), com
solvente anidro, sem ar e luminosidade (Esquema 32). %

0
S 12,0 eq. DMDO OH
g - +
Acetona seca, t.a., sem luz/ ar
RO 0] Q RO 0 o] RO 0

(0]
R =H(90) n.d. Rend.: ( )
_ 231 %, R = H (102a
R=Me (99) 49,3 %, R = Me (102b)

Esquema 31. Oxidacdo de 90 e 99 utilizando DMDO (adaptado da ref. 99)

No trabalho de Cavar, para estes compostos especificos (90 e
99), obteve-se o produto de hidroxilacdo (102a-b), ndo sendo
observado a formacdo de epdxido. Comprova-se entdo que, apesar
destes alcenos ja terem sido testados para reagdes de epoxidacdo na
literatura, a formacgdo dos compostos 100a/c nédo é trivial, de modo
que os resultados obtidos neste trabalho reiteram a dificuldade natural
apresentada pelos substratos estudados, necessitando de outras
condi¢des para efetivamente formar os produtos 100a-c.
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89
CONCLUSAO

Este trabalho visou a sintese quimio-enzimatica de epoxidos
através do uso de lipases para compostos terpénicos (terpineol) e
cumarinicos (himecromona e derivados).

Nos estudos com o terpineol, durante o processo de otimizacgao
notou-se que poucas enzimas foram capazes de catalisar a epoxidacéo,
sendo, entretanto, essencial para o sucesso da reacdo. Além disso, foi
observado que a propor¢do do agente acilante empregada influenciou
na conversao ao produto, mas este efeito € menos pronunciado ao
utilizar &cidos carboxilicos com um tamanho adequado em relacéo ao
sitio-ativo. Ao avaliar o solvente organico empregado, notou-se
grande influéncia deste na conversdo ao produto, sendo o
diclorometano o melhor (¢ >99 %). Contudo, considerando alguns
fatores de impacto (salde, residuos, etc.), o acetato de etila mostrou-
se superior, apesar de conversdo ter sido um pouco menor (95,2 %).
Com os estudos realizados, pode-se entdo obter conversdes de nivel
quantitativo (>99 %) do epoxido do terpeniol, em condicGes brandas
de reacdo.

Para 0s compostos cumarinicos, observou-se notoria
dificuldade, inicialmente em fungéo da solubilidade da himecromona
em solventes tipicos, tais como AcOEt, CHCI3, CH,Cl; e acetona. O
problema de solubilidade foi solucionado através da derivatizacdo do
reagente, via O-acetilacdo e O-metilacéo.

Foram testadas diversas condigdes reacionais, tais como fonte
de peroxido, temperatura, tempo, solvente e agente acilante. Porém,
o0s correspondentes epdxidos ndo foram obtidos.

Em geral, demonstrou-se neste trabalho a efetiva viabilidade do
uso de lipases para epoxidacdo de um terpeno (terpineol), além de
apresentar tentativas de possiveis métodos para obtencdo de oxiranos
derivados de alguns compostos cumarinicos.
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PERSPECTIVAS

Em funcdo dos resultados ainda em carater preliminar na
epoxidacdo da himecromona e seus derivados, sdo sugeridas como
proximas etapas deste trabalho:

- Estudar o efeito da adicdo de DMSO (e similares, como DMF e
MeCN) nesta reacéo;

- Utilizar outras fontes limpas de perdxido, como o aduto Na,COs -
H20;;

- Verificar o efeito de adi¢do fracionada ou Unica da fonte de perdxido
durante a reago;

- Avaliar o efeito de substituintes em outras posicdes da molécula,
através da sintese de outros compostos com o nicleo cumarinico;

- Complementando o item acima, racionalizar através de estudos
computacionais os efeitos de densidade eletrénica na C=C com as
conversoes a produto;

- Além disso, sugere-se, facultativamente, re-otimizar o preparo do
oxido do terpineol, utilizando o tempo de 1 h (ndo-ideal) para as
reacOes. Espera-se assim, facilitar a observacdo das variaces
causadas pelas diversas condi¢des impostas ao sistema.

- Adicionalmente, outros compostos podem ser acrescidos aos estudos
ja realizados, entre estes, outros agentes acilantes (acidos carboxilicos
quirais, ésteres, aminoacidos), e agentes oxidantes (Na.COs - H20y).

- Entre outros estudos que poderiam ser realizados, tem-se a
verificacdo da influéncia de aditivos (como ions metalicos, liquidos
ibnicos), ou a imobilizacdo das enzimas em suportes.
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