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Resumo

Os epodxidos sao éteres que possuem em sua estrutura um atomo de oxigénio
incorporado em um anel de trés membros, muito reativos e importantes
intermediarios sintéticos para formacédo de didis e outros compostos bifuncionais.
Podem ser preparados a partir de terpenos, substancias responsaveis pelo aroma e
sabor e de grande relevancia bioldgica.

Epoxidos derivados de terpenos podem ser obtidos a partir da catalise
enzimatica, utilizando lipases como biocatalisadores. Esta reacdo ocorre por meio da
formacdo de peracido in situ para posterior oxidacdo da ligacdo dupla C=C do
terpeno, formando o epoxido. As lipases podem ser imobilizadas em suportes, tais
como bucha vegetal e gel de agar, para aumentar a estabilidade e possibilitar a
reutilizacéo destes sistemas cataliticos.

Neste trabalho foram estudados diversos parametros reacionais na
epoxidacdo quimio-enzimética do acetato de citroneila, tais como massa de lipase
(CALB), tempo de reacao (3-24h), efeito do solvente organico e adicdo consecutiva
ou ndo de UPH. Por meio da adicdo controlada de UPH, obteve-se o epdxido
derivado do acetato de citroneila com conversdes de até 91% utilizando
diclorometano como solvente, e de >99% utilizando acetato de etila. Os parametros
otimizados foram aplicados na epoxidacéo de outros terpenos tais como [-pineno, a-
pineno, 3-careno, eugenol e citronelal. As conversdes foram determinadas por H-
RMN ou CG.

A lipase de Rhizopus oryzae (F-AP15) foi utilizada na epoxidagdo quimio-
enzimatica do acetato de citroneila na forma livre, obtendo 17% de conversao. Apés
a imobilizacdo em gel de agar e bucha vegetal, as conversdes foram de 17% e 8%,

respectivamente.

Palavras-chave: lipases, epoxidos, terpenos.



1.Introducao

A biotecnologia € um campo multidisciplinar que esta intimamente relacionado
a processos comprometidos com a Quimica Verde, possibilitando a unido do
economicamente viavel com o ecologicamente correto. Dentre os estudos na area
da biotecnologia, a aplicacdo de enzimas como biocatalisadores em processos
industriais € uma alternativa as metodologias convencionais. !

Diversas transformagdes ocorrem simultaneamente nos sistemas vivos. Esse
complexo conjunto de rea¢Bes quimicas sdo promovidas por centenas de milhares
de enzimas que catalisam a conversédo de substratos a produtos. ?

As enzimas sdo responsaveis por catalisar reacdes das mais simples as mais
complexas, com alta especificidade e velocidade, promovendo transformacdes que
podem ocorrer em uma Unica etapa, diminuindo a geracdo de residuos e
aumentando a economia atémica. 2

As lipases sdo enzimas que realizam reacfes de hidrélise de diversos
substratos, sendo caracterizadas pela ampla especificidade, convertendo diversos
substratos a seus respectivos produtos. Sao aplicadas na reacédo de epoxidacgéo, a
partir da formacéao in situ de peracidos. 3

Os epodxidos sao intermediarios sintéticos importantes para a obtencdo de
compostos bifuncionais de extrema relevancia comercial. Estas substancias podem
ser produzidas a partir de terpenos, que sdo compostos encontrados em animais,
plantas e micro-organismos, e s80 responsaveis pelas caracteristicas de aroma e
sabor. Destacam-se pela atividade biolégica que desempenham. A producdo de
epoxidos catalisada por lipases a partir dessas substancias tende a valoriza-las e
fomenta o desenvolvimento de novos compostos com atividade biolégica. 4

Devido a fatores quimicos, fisicos ou biolégicos, as enzimas em geral podem
ter seu uso comprometido pela possibilidade da perda da atividade catalitica. Para
minimizar esses efeitos, técnicas de imobilizacdo dos biocatalisadores tém sido
desenvolvidas. 3

Neste contexto, este trabalho baseou-se no estudo de epoxidagdo quimio-

enzimatica de terpenos utilizando lipases como biocatalisadores.



2.Revisdo da literatura

2.1. Enzimas

As células vivas sdo um sistema complexo onde ocorrem diversas reacdes
quimicas. Para que essas reacfes ocorram, € necessario a presenca de
catalisadores, que neste caso sdo as enzimas. O potencial catalitico dessas
biomoléculas foi constatado h& milénios no antigo Egito, por meio da fermentagéo na
producdo de queijos, vinhos, cervejas e para cozimento. °

Em 1700 a catalise biologica foi reconhecida através de estudos realizados
com secrecdes estomacais provenientes da digestdo de carne. A partir dai, outros
pesquisadores contribuiram para a elucidacdo dos conceitos que envolviam esses
fenbmenos. Em 1850, Louis Pasteur concluiu que a fermentacdo de aclUcares em
alcool por levedura era catalisada por “fermentos” e que esse processo sé poderia
ocorrer em células vivas. Esse ponto de vista, conhecido como vitalismo,
permaneceu por décadas. A partir de extratos de levedura sem célula, Eduard
Buchner concluiu em 1897, que a atividade era mantida mesmo fora do ambiente
celular, marcando o fim da visdo vitalista e contribuindo para o desenvolvimento da
engenharia enzimética. Mais tarde Frederick W. Kihne nomeou as moléculas
detectadas por Buchner como enzimas (do grego enzymos, levedado). A estrutura
das enzimas foi elucidada por James Sumner em 1926 a partir da cristalizacdo da
uréase presente no feijdo, concluindo que estas moléculas eram inteiramente

compostas por proteinas (Figura 1). 68

Figura 1. Representacéo estrutural da urease proveniente do “feijdo-de-porco” (Canavalia

ensiformis).®



As enzimas sdo biomoléculas que possuem um poder catalitico
extraordinario, capazes de aumentar a velocidade das reagées na ordem de 10° até
1023 vezes quando comparadas as ndo catalisadas. Além disso, destacam-se devido
ao seu alto grau de especificidade e por catalisarem reagdes em solugdes aquosas,
sob condi¢cdes amenas de temperatura e pH. Poucos catalisadores ndo biolégicos
apresentam o mesmo desempenho nessas condicdes. %19

A capacidade catalitica das enzimas é atribuida ao fato de possuirem em sua
estrutura uma regido denominada sitio ativo responsavel por induzir o substrato a se
aproximar com uma orientacdo favoravel, promovendo um estado de transicdo que
diminui a energia de ativacdo necessaria para que a reacao ocorra (Figura 2). Essa
caracteristica € essencial para organismos vivos, tendo em vista que grande parte
dos processos quimicos seriam impossibilitados cineticamente sem a presenca de
enzimas para catalisa-los. &7

Estado de transicao (§)

+

nao catalisada

AG

________ :I AG catalisada

Energia livre, G

Coordenada da reagao

Figura 2. Diagrama de energia para uma reacdo catalisada e uma néo catalisada. &’

As enzimas, com excecdo de um pequeno grupo de &cido ribonucléico (RNA),
sdo proteinas que possuem em sua estrutura uma cavidade composta por residuos
de aminoé&cidos, denominada sitio ativo. O reconhecimento molecular de um
substrato ocorre neste ambiente, através de interacdes eletrostaticas, van der Waals
e/lou por ligagcbes de hidrogénio, resultando na formagdo do complexo enzima-
substrato (ou complexo de Michaelis-Menten). Na Figura 3 esta representado o sitio
ativo das enzimas e a aproximacéo do substrato. 6711



Substrato —@

Enzima

Figura 3. Representacdo do sitio ativo da enzima e aproximacao do substrato. 711

Com o intuito de elucidar o funcionamento das enzimas, Emil Fisher propés
em 1894 o primeiro modelo denominado “chave e fechadura”. A proposta era que a
especificidade de uma enzima para 0 seu substrato surge a partir da
complementaridade de suas formas geométricas, assumindo uma estrutura rigida do
sitio ativo (Figura 4a). Contudo, este modelo ndo explicava a capacidade que
diversas enzimas tém de catalisar reacGes com diferentes substratos. 3’

Um novo modelo baseado em estudos de cinética enzimética foi proposto
pelo bioguimico americano Daniel E. Koshland Jr. em 1960. Ele assumiu que um
complexo enzima-substrato era formado a partir de um ajuste estrutural do sitio ativo
da enzima para receber o substrato. Esse modelo ficou conhecido como “ajuste
induzido” (Figura 4b). 37

/

Enzima

Enzima

Sibatalo Substrato

Substrato Substrato

(@) (b)

Figura 4. Representacdo esquematica do modelo “chave e fechadura” (a) e do “ajuste
induzido” (b). 3’

As enzimas séo classificadas de acordo com as reacfes que catalisam e
segundo o Enzyme Data Base, organizado pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (UIBBM), existem cerca de 7214 enzimas registradas e

classificadas. 312



Tabela 1. Classificagdo das enzimas segundo a UIBBM. 312

Classe Nome Tipo de reacdo que catalisa
1 Oxirredutases Oxidacgéo e reducao
2 Transferases Transferéncia de grupos
funcionais
3 Hidrolases Reacdes de hidrolise
4 Liases Adicdo ou eliminacao de

pequenas moléculas (C=C, C=N,

C=0)
5 Isomerases Reacdes de isomerizacao
6 Ligases Formacéo ou clivagem de
ligacdes C-0O, C-S, C-N, C-C via
condensacéao

O potencial sintético e a especificidade dessas biomoléculas tem sido
amplamente estudado, e a partir de 1980 houve um aumento exponencial no
interesse na area de biotransformacdo e sua aplicacdo industrial no ramo
farmacéutico, alimenticio, cosmético e de quimica fina. Além da versatilidade desses
biocatalisadores, sua aplicacdo em reacbes quimicas vai ao encontro com 0S
conceitos da Quimica Verde, tornando-os ainda mais interessantes. 1314

As enzimas pertencentes a classe das hidrolases sdo responsaveis por
reacdes de hidrolise, podendo gerar uma quantidade consideravel de produtos
devido a sua capacidade de catalisar reagBes com distintos substratos. Essa classe
de enzimas sera estudada ao longo do trabalho, mais especificamente as lipases,

devido a sua relevancia para a biocatalise. 1516



2.1.1 Lipases

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases
encontradas em fungos, bactérias, animais e plantas. Biologicamente, s&o
responsaveis pela hidrolise de ésteres, por exemplo, os triacilglicerdis em acidos
graxos livres e glicerol. 812 Sdo caracterizadas com massa molar variando de 20 a 75
kDa, o ponto isoelétrico na faixa de pH 4,0 a 7,5 e a atividade 6tima entre pH 6,5 e
8,5. Seu sitio ativo € formado por uma triade catalitica composta pelos aminoacidos

serina, histidina e acido aspartico. > 1719

Os micro-organismos sdo mais interessantes do ponto de vista comercial, pois
produzem enzimas extracelulares, facilitando o isolamento e diminuindo o custo para
0 processo em grande escala. Além disso, as lipases provenientes de micro-
organismos possuem alto desempenho e sdo aplicadas no processamento industrial
de alimentos, cosméticos, detergentes, biodiesel, produtos farmacéuticos, entre
outros. A exemplo, tem-se as lipases provenientes dos fungos Aspergillus sp e de
Candida sp e das bactérias Pseudomonas sp. A lipase de Candida antarctica B

(CALB) proveniente do fungo Candida sp esta representada na Figura 5. 1820

Figura 5. Representacéo estrutural da lipase Candida antarctica B. 2%

O mecanismo de catalise para as lipases, assim como para todas as enzimas
pertencentes a classe das serina hidrolases, propde a formacgéao de um intermediario
acil-enzima por meio da ligacdo entre um doador acila e o residuo serina presente

no sitio ativo da enzima (Figura 6). 2
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Figura 6. Mecanismo de catélise das serina hidrolases (Adaptado da ref. 3)

Devido a proximidade espacial entre os trés grupos da triade catalitica (Asp,
His, Ser), ocorre uma diminuicdo no pKa do grupo hidroxila da serina, tornando
possivel um ataque nucleofilico a carbonila do substrato. Através de uma ligacéo
covalente, o substrato forma o intermediario acil-enzima. Neste momento, ocorre o
ataque do nucledfilo a carbonila do intermediario acil-enzima, regenerando a enzima

e liberando o produto. 3

A habilidade que as enzimas possuem de catalisar reagbes distintas das
reacOes fisiologicas e naturais tem sido amplamente descrita na literatura. Essa
versatilidade catalitica é observada nas lipases, que atualmente sdo utilizadas para
catalisar reacdes de hidrolise de ésteres, esterificacdo, transesterificacdo, amindlise,
resolucado de alcoois e epoxidacdo, em ambientes aquosos ou organicos anidros.
Isso € possivel devido as lipases possuirem especificidade para distintos

substratos.1®

Guezane e col. estudaram a formagao de a-aminofosfonatos a partir da
reacdo entre benzaldeido e anilina catalisada por diversas lipases, obtendo 94% de

converséo utilizando a CALB e sem a utilizacéo de solventes (Figura 7). 2
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Figura 7. Formacgao de a-aminofosfonatos catalisada por lipases. 2

Estudos de resolucao de alcodis, mais especificamente de 1-heteroariletandis,
foram realizados por Kucher e col. O (R)-1-(2-metiltiazol-4-il)etan-1-ol, foi obtido a
partir da hidrélise dos respectivos ésteres utilizando a lipase de C. antarctica B
(CALB) em solucédo de fosfato de sédio (pH 7,2). Nestas condi¢des, o produto foi
obtido com conversdo de 90% e excesso enantiomérico (e.e.) >99% (Figura 8). %4
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0
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S

Figura 8. Hidrdlise enzimatica para obtencdo do (R)-1-(2-metiltiazol-4-il)etan-1-ol.%

BN

E notavel o interesse industrial frente a capacidade catalitica das lipases,
tornando necessario o desenvolvimento de técnicas que possibilitam o reuso e o
aumento da estabilidade destes sistemas cataliticos. Neste contexto, a imobilizacao

destes biocatalisadores vem sendo amplamente estudada. 2°



2.2 Imobilizacao

A imobilizagdo consiste no confinamento do biocatalisador em uma regido
restrita que seja capaz de manter a sua atividade. Na catalise enzimatica, estas
técnicas sao utilizadas para aperfeicoar os processos, com o intuito de garantir a
possibilidade de reutilizacdo desses sistemas e proteger a enzima dos ambientes
menos favoraveis a sua estabilidade. Para que a reutilizacdo seja possivel, a
estabilidade da enzima imobilizada deve ser elevada, garantindo que ela resista aos
diversos ciclos de reuso. 2628

Os processos de imobilizacdo podem ocorrer através de métodos fisicos e

guimicos, como os descritos na Figura 9.26

Métodos de
Imobilizacido
Enzimatica

Metodos Metodos
fisicos quimicos
* Aprisionamento * Ligacdo covalente
» Adsorgdo * Ligacdo cruzada
* Microencapsulacdo * Ligacdo ibnica

Figura 9. Métodos de imobilizacdo de enzimas (adaptado da ref. 26)

A imobilizacdo de enzimas por meio de processos fisicos ocorre através de
interacBes hidrofébicas e de van der Waals e ligagdes de hidrogénio, sendo um
meétodo reversivel e controlado por parametros fisico-quimicos. A imobilizacdo de
enzimas através de processos quimicos € irreversivel e consiste na ligacéo
covalente ou idnica da enzima a diferentes matrizes. A Figura 10 mostra os

principais métodos utilizados para a imobilizacédo de enzimas.?6-2°
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Enzima

mH4xO0vCH®
mH4xoOovCw
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Material
polimérico
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O s
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Figura 10. Principais métodos de imobilizacdo: (A) adsor¢do, (B) aprisionamento e (C)

(A)

ligacdo covalente e/ou cross-linking. (adaptado da ref. 29)

O método de adsorcdo envolve a ligacdo da enzima ao suporte por meio de
ligagbes ndo covalentes. As matrizes utilizadas sdo as mais diversas, por exemplo,
ceramica, alumina, carvdo ativado, quitosana, gelatina, celulose, entre outros. O
meétodo de aprisionamento envolve a ligacdo cruzada da enzima a um polimero, e ou
biopolimero, por exemplo, alginato, poliacrilamida, agar, entre outros. O método de
ligacdo covalente e cross-linking consistem na ligacédo covalente entre a enzima e a
matriz. 26:27

A Figura 11 mostra alguns exemplos de suportes que podem ser usados para

a imobilizacdo de enzimas e microrganismos.

NANOPARTICULAS
MAGNETICAS

SILICA < CELULOSE

Figura 11. Exemplos de suportes para a imobilizacdo de enzimas. (Fonte: o autor)
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A escolha do método de imobilizagdo, bem como a matriz, é de extrema
importancia, pois as propriedades da catalise enzimatica com a enzima imobilizada
sdo regidas pelas interacdes do biocatalisador com o suporte. 27:28:30

Neste contexto, serdo estudados dois métodos fisicos de imobilizacdo, sendo
eles o de aprisionamento e adsor¢do. As matrizes utilizadas serdo o gel de agar e a

bucha vegetal.

2.2.1. Agar

O 4&gar-dgar € um polissacarideo extraido de algas da classe das
Rhodophyceae e possui aplicacdes como agente gelificante nas industrias de
alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos, biomedicina e biotecnologia. E
considerado um biopolimero inerte biocompativel, ndo-téxico e econémico, e possui
em sua estrutura unidades de B-1,3 D-galactose, a-1,4 3,6-anidro-L-galactose e a
agaropectina, sendo esta Ultima responsavel pela caracteristica de gelificagcdo do

agar. As estruturas dos mondémeros deste polimero estdo representadas na Figura

12 31-33
OH
0 H
OH OH o H
o ) H -0 H Quvvwv
H H H © 0
-0 H 1
o o 0 " on o
-0 H
e HOH a-1,4 H H H "
H H H

B-1.3

Figura 12. Estrutura dos monémeros do agar.3!3

Dentre suas caracteristicas, o agar possui excelente estabilidade térmica
entre 80 a 85 °C, possibilitando sua aplicacdo na imobilizacdo de enzimas
termossensiveis, protegendo-as dentro de sua rede polimérica e mantendo a
atividade catalitica. 33

Silva e Nascimento estudaram a imobilizacdo da lipase F-AP15 em gel de
agar para a epoxidacdo quimio-enzimatica do B-cariofileno, obtendo uma conversao
de 96% ao produto oxidado. O gel de &gar mostrou-se um suporte vantajoso,
mantendo a atividade catalitica na presenca de meio organico, agente oxidante e

liquidos i6nicos (Figura 13). 4
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CH4(CH,)§COOOH  CH4(CH,)sCOOH

H,O H,0,
F-AP15 / gel de agar

Figura 13. Epoxidagdo quimioenzimatica do B-cariofileno catalisada pela lipase F-AP15

imobilizada em gel de agar. 3

2.2.2. Buchavegetal

A bucha vegetal é derivada da fruta madura e seca da Luffa cylindrica
pertencente a familia Cucurbitaceae. Amplamente comercializada para uso
doméstico e de higiene pessoal, a bucha é muito comum em paises tropicais e

subtropicais. A Figura 14 mostra a fruta madura e seca de Luffa cylindrica.3536

Figura 14. Fruta madura e seca de Luffa cylindrica. 6%

A rede fibrosa da bucha vegetal possui extensa area superficial proveniente
do seu alto grau de porosidade, e € um material inerte, tornando-se um suporte
interessante para imobilizacdo. Suas fibras sdo compostas por celulose (55-90%)
lignina (10-23%) e hemicelulose (8-22%). 3839

A celulose é composta pela unido de moléculas de glicose através de uma
ligacdo [B-1,4 glicosidica e apresenta boa estabilidade quimica, capacidade de
recuperacdo e resisténcia mecanica. Por ser o seu principal componente, estas
mesmas caracteristicas sdo observadas na bucha vegetal. A estrutura dos

mondmeros da celulose esta representada na Figura 15. 3840
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Figura 15. Representacao estrutural dos monbémeros da celulose.

Sattari e col. estudaram a sintese de oleato de metila a partir de uma reacao
de esterificacdo utilizando células de Rhizopus oryzae como biocatalisadores
imobilizados em bucha vegetal, resultando em atividade de até 13x10? U.mg?,
sendo maiores se comparadas com a atividade das células livres (3x102 U.mg?). O

éster foi obtido com conversdes de até 80%. 4!

R V"
R NNy HO-CH,
)LA/MOH - SN+ 1o
! R. oryzae o

0 hexano

Figura 16. Sintese do oleato de metila utilizando a lipase de R. oryzae.*

Os sistemas contendo biocatalisadores imobilizados em gel de &gar e bucha
vegetal podem ser utilizados para catalisar reacGes de terpenos ou derivados. Estes

compostos serdo descritos a seguir.

2.3 Terpenos e Aplicagcbes

Animais e plantas produzem uma grande variedade de compostos
organicos, tais como lipideos, acidos nucleicos, proteinas, terpenos, entre outros.
Muitas destas substancias sdo comuns a todas as espécies, sendo responsaveis
pela formacdo de estruturas essenciais, denominadas como metabdlitos primarios.
JA4 os metabdlitos secundarios podem ser comuns a todas as espécies ou
produzidos por uma Unica espécie. Os terpenos pertencem a classe de metabdlitos
secundarios, conferindo as caracteristicas de aroma e sabor. E sdo eles os
responsaveis por duas plantas serem fisicamente idénticas, mas uma ser inodora e a

outra possuir um odor intenso e caracteristico, por exemplo. 42
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O termo terpeno é proveniente da terebintina, uma resina encontrada nos
troncos de plantas coniferas que possui odor caracteristico, e a palavra terpeno € de
origem grega e significa “cheiro agradavel’. A definicdo estrutural foi proposta em
1887 por Wallach a partir de estudos feitos sobre a sua composi¢ao, concluindo que
0s terpenos sdo substancias que contém unidades de isopreno (2-metilbuta-1,3-
dieno) em sua estrutura. O isopreno € considerado o bloco de construcdo destas
substancias e, portanto, a quantidade de atomos de carbono presentes em sua
composicdo é sempre multipla de cinco. Neste contexto, 0s terpenos sao
classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno. Na Tabela 2 esta

descrita a classificacédo dos terpenos.*?

Tabela 2. Classificagéo de terpenos. 42

Nome Numero de unidades de Namero de &tomos de
isopreno carbono

Hemiterpeno 1 5
Monoterpeno 2 10
Sesquiterpeno 3 15
Diterpeno 4 20
Sesterterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40
Poliisoprenos >8 >40
Carotenos 8 40

Além de unidades isoprénicas, podem estar contidos em sua estrutura
diversos grupos funcionais tais como cetonas, alcoois e aldeidos, sendo entédo
denominados terpendides. Na Figura 17, estdo representadas as estruturas de

alguns terpenos.#243


http://www.wiley-vch.de/books/sample/3527317864_c01.pdf
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g

B-pineno (1) a-pineno (2) citronelol (3 3-careno (4)
~ | |
O =0
| |
OH
eugenol (5) citronelal (6) terpineno (7) mirceno (8)

Figura 17. Estruturas de alguns terpenos.

Os terpenos sdo produzidos por uma grande variedade de animais, plantas
e microorganismos, e desempenham um papel biolégico importante. Os
monoterpenos em plantas sdo responsaveis pela defesa contra pragas e sinalizacédo
para os agentes polinizadores. Estudos propdem o uso de suas propriedades para o
desenvolvimento de insenticidas e pesticidas. Nos mamiferos, os terpenos estao
envolvidos na estabilizacdo das membranas celulares, vias metabodlicas e como
reguladores das reacfes enzimaticas. O colesterol e esterGis sdo derivados
terpénicos. 4% 44-46
Além das caracteristicas conhecidas destes compostos, tais como aroma e
sabor, modificagOes estruturais podem ser realizadas a fim de valorizar ainda mais
esses produtos. Muitas das modificacdes descritas na literatura estdo baseadas na
reatividade da ligacdo dupla ou em grupos funcionais presentes nas estruturas dos
terpenos. 4547
A biotransformacdo de terpenos tem sido explorada devido ao uso de
condicbes reacionais brandas e a possibilidade de obtencdo de produtos
enantiomericamente puros. Além disso, o0os produtos obtidos através destes
processos podem ser considerados naturais. 4°48
Diversos trabalhos tém sido feitos sobre a oxidacdo de terpenos a partir da

formacdo de peracidos in situ intermediados pela catélise enzimatica. 4° Destaca-se
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a possibilidade de utilizar os epoxidos gerados como intermediarios sintéticos
capazes de gerar didis e compostos bifuncionais.
A seguir serdo descritos os epoxidos e suas caracteristicas, bem como

métodos para obté-los.

2.4 Epoxidos

Epoxidos, ou oxiranos, sdo éteres que possuem em sua estrutura um atomo
de oxigénio incorporado em um anel de trés membros por meio de duas ligacdes
0.1 A tensdo do anel de trés membros confere maior reatividade aos epoxidos se
comparados a outros éteres, tornando-os suscetiveis a reagbes com diversos
nucledfilos, eletréfilos, acidos, bases, agentes redutores e agentes oxidantes. 5951

Devido a sua sensibilidade frente a uma ampla classe de reagentes, 0s
epoxidos séo considerados intermediarios sintéticos importantes, pois possibilitam a
formacao de compostos bifuncionais como alcanolaminas e glicois, além de olefinas
substituidas, poliésteres, poliuretanos e resinas epoéxidos, amplamente empregados
na industria de quimica fina. A epoxidacdo de 6leos vegetais e ésteres de acidos
graxos fazem parte da funcao plastificante de diversos materiais plasticos, dentre
eles o policloreto de vinila (PVC).5253

A preparacdo de epoéxidos € realizada a partir de uma reacdo de oxidacao da
ligacdo dupla carbono-carbono com o uso de reagentes responsaveis pela insercao
do oxigénio. Esta reacdo foi amplamente explorada, e tradicionalmente utiliza
catalisadores metalicos, peroxidos organicos ou peracidos como agentes
oxidantes.50:54

Os peracidos sdo acidos que possuem em sua estrutura um grupo —OOH e
podem ser classificados como inorganicos e organicos, onde 0 mais comum dentro
da classe dos inorganicos € o acido peroxi(mono)sulfarico. Aqueles classificados
como organicos podem ser alifaticos ou aromaticos, sendo estes ultimos os mais
estaveis e normalmente obtidos na forma de sélidos cristalinos. O peracido organico
aromatico mais utilizado disponivel comercialmente é o acido m-cloroperbenzéico
(m-CPBA) (9). %°
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“OH
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A reacdo que descreve a formacdo de epoxidos a partir de olefinas e
peracidos é conhecida como a Reacdo de Prilaschajew, reportada na literatura em
1908 e amplamente empregada atualmente. Esta reacdo € usualmente realizada em
solventes apréticos de baixa polaridade, como diclorometano, cloroférmio, entre
outros. No Esquema 1 esta representado o esquema reacional para a epoxidacao

de olefina utilizando peréacido. *°

Rs O
N
HoH HO—O o';}o/H J=N HO
5 + Rs /\ > "}C_C\H + %Ra
Ry R, 0 /c;c\ R, R, 0
R1 RZ

Esquema 1. Mecanismo para a formacéao de epodxidos utilizando peracidos. *°

7

A proposta mecanistica € de um ataque nucleofilico ao peracido que,
estabilizado por meio de ligacdo de hidrogénio, gera um estado de transi¢cdo onde as
ligagbes C-O sdo formadas, resultando no epoxido e no &cido carboxilico. A
estrutura de transicdo denominada Butterfly foi proposta por Bartlett e promoveu a
elucidacdo do mecanismo para esta reagéo. *°

Como descrito anteriormente, o acido m-cloroperbenzdéico é o peracido mais
utilizado para reagdes de epoxidagdo, mas a alta reatividade Ihe confere um carater
explosivo dificultando o seu uso em larga escala. *°

Como alternativa, Bjorkling desenvolveu no inicio da década de 1990 uma
rota sintética para preparacdo de perécidos in situ a partir de acidos carboxilicos e
peréxido de hidrogénio por meio de catalise enziméatica utilizando lipases. A reacao
originalmente estudada em seu trabalho e publicada esta descrita no Esquema 2.%°
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50-55°C, 24 h O
73-88%
)& ]
Ry ©-OH R%LOH

lipase
R = CgH13-C14H 29
R' = CiaHsy

H,0 H>0O5

Esquema 2. Epoxidacdo quimio-enzimatica catalisada por lipase. 5

Trabalhos subsequentes de epoxidacdo quimio-enzimatica foram baseados
neste protocolo.

A reacdo de epoxidacdo quimio-enzimatica do (+)-3-careno catalisada por
CALB e utilizando peréxido de hidrogénio, foi estudada por Moreira e Nascimento,
obtendo os respectivos epoxidos com conversfes de até >99% e excesso

enantiomérico (ee.) de >99% (Esquema 3). %’

- ~#

0
o «}If R
ong. solv., il

%
ri., 0-240min 0=0

C=0-=99%

j\ n ] j\ ee = =994
R “OOH

R OH

Vo

. H'g{ }1
- Hidrolases -

R =CH;(CH,)s- n=6. 10. 12, 14. 16.

Esquema 3. Epoxidacdo quimio-enzimatica do (+)-3-careno. *’
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A epoxidacao quimio-enzimatica do ciclohexeno com a formacao de peréacido
in situ (com acido laurico e ureia peroxido de hidrogénio-UPH) foi estudada por
Méndez-Sanchez e col. formando o produto oxidado com converséao >91%. A reacao
foi catalisada pela lipase de Rhizomucor miehei (LRM) e esta representada na
Figura 18. %6

Acido laurico
UPH, LRM

MeCN,
30 °C, 250 rpm

Figura 18. Epoxidacéo quimio-enzimética do ciclohexeno catalisada pela LRM. %

Recentemente, Meyer-Waliewitz e col. avaliaram os diversos parametros que
influenciam a epoxidagcdo quimio-enzimatica do a-pineno com acetato de etila e
catalisada pela lipase imobilizada de C. antarctica B (CALB), bem como o progresso

da reacdo em termos cinéticos. A reacdo esta representada na Figura 19. 49

O
CALB

AcOEt
H>0,

Figura 19. Epoxidagdo quimio-enzimatica do a-pineno. °

Dando continuidade aos estudos relacionados as reacdes de epoxidacgao,
neste trabalho serdo descritos os resultados obtidos na epoxidagdo quimio-
enzimatica do acetato de citroneila, 3-careno, B-pineno, entre outros terpenos,
utilizando CALB e lipase de Rhizopus oryzae (F-AP15) livre e imobilizada em bucha

vegetal e gel de agar.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Realizar reacdes de per-hidrolise do acido hexandico catalisada por lipases
(imobilizadas ou ndo) para a formacéo do respectivo peracido e a utilizacdo deste na

oxidagao in situ de monoterpenos.
3.2 Objetivos especificos

> Preparar e caracterizar por técnicas espectroscépicas de 'H RMN e IV o acetato
de citroneila usando a CALB como catalisador.

» Avaliar o uso das lipases de C. antarctica (CALB) e de Rhizopus oryzae (F-AP15),
na epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila utilizando uréia de
perdxido de hidrogénio (UPH) como doador perdxido.

» Analisar o efeito da variagdo na massa da CALB, tempo de reagédo (3-24h),
solventes organicos e a adicdo controlada de UPH na epoxidacdo quimio-
enzimatica do acetato de citroneila.

» Preparar o epoxido derivado do B-pineno, a-pineno, 3-careno, citronelal e eugenol
pelo método quimio-enzimético utilizando as melhores condi¢cdes obtidas na
epoxidacao do acetato de citroneila.

» Imobilizar a lipase de Rhizopus oryzae (F-AP15) em gel de agar e em bucha
vegetal, e usar estes suportes como biocatalisadores na epoxidagdo do acetato
de citroneila.

» Comparar com os resultados obtidos com a lipase nao imobilizada.

» Isolar e caracterizar os epOxidos obtidos através de espectroscopia de
ressonancia mangnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN).

» Comparar os resultados obtidos com outros descritos na literatura.
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4. Metodologia

4.1 Materiais

Os reagentes e solventes que serao utilizados possuem grau de pureza >95%

ou sao P.A.

» Aldrich: acidos hexandico (99,5%), cloroférmio deuterado (CDClI3) (99,8%), uréia
de perodxido de hidrogénio (UPH) (97%), citronelol (95%).

» Vetec: peroxido de hidrogénio (30%), diclorometano (99,5%), ciclohexano (99%),
t-butanol (99%), éter t-butil-metilico (99,5%), acetato de vinila (99%).

» Grupo Quimica: acetato de etila, etanol (99,5%).

» Reagen: hexano (98,5%).

» Fluka Chemika: B-pineno (80%), a-pineno (80%).

» F. Maia: tetrahidrofurano (THF).

» SAFC: citronelal.

» Geroma do Brasil: eugenol.

» Carlo Herba: acetona (99,5%).

» Cromoline: metanol (99,8%).

» Nuclear: cloroférmio (99,8%), sulfato de magnésio anidro (98%).

» Dinamica: éter etilico.

» Acros Organics: 3-careno (90%).

As lipases utilizadas foram recebidas como doacdo da Novozymes e da

Amano Pharmaceutical CO e serdo descritas a seguir.

» Novozymes: lipase de Candida antarctica (imobilizada em macroporos de resina
acrilica) (Novozyme 435-CALB) (10.000 PLU/g?); Lipozyme 435 (imobilizada e
geneticamente modificada a partir da Mucor miehei).

> Amano: lipase de Rhizopus oryzae (F-AP15) (150u/mgP).

@PLU/g é uma unidade relacionada a sintese de ésteres, expressa em unidades de laurato de
propila. A reacao utilizada é omitida na ficha técnica. °
® u/mg sdlido é a quantidade necessaria para liberar 1,0 umol/min de éacidos graxos de um

triacilglicerol a pH 7,2 e 37°C
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4.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho estdo localizados no laboratorio
301/306 do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina e

serdo descritos a seguir:

» Agitador orbital: Certomat MO

» Agitador magneético: Dist

» Banho termostatizado: MQBTZ99-20 Microquimica

» Rota-evaporador: Buchi 461waterbath

» Balancas analiticas: Sartorius Basic, Marte A500, AND Ek-200i

» Espectrometro de ressonancia magnética (RMN H) — Varian400MHz

» Banho de ultrassom: UltrasonicCleaner Thornton T1140

> Espectrofotdmetro de Infravermelho: Prestige Shimadzu 21. 1!

» Cromatografo a gas (CG Agilent Tecnologia 7820 A), equipado com coluna apolar
(Agilent HP-5-M30)

1 Equipamento disponivel no Laboratério 202/204 do Departamento de Quimica —

Polimat

4.3. Seguranca no laboratorio e tratamento de residuos

Laboratérios de quimica sdo locais de trabalho que possuem certo grau de
periculosidade, e por este motivo deve-se trabalhar com atencdo e tomar certas
precaucoes.

Ao longo deste trabalho, alguns solventes utilizados séo classificados como
nocivos ou que oferecem risco a saude, tais como diclorometano, cloroférmio e
metanol. Por este motivo, foi necesséria atencdo especial no manuseio destas
substéancias e utilizacdo de equipamento de protecédo individual (EPI), tais como
luvas e guarda-p0. Os solventes mais volateis foram manuseados em capela ou em
locais bem ventilados, de acordo com o que € indicado pelas normas dispostas no

Manual de Regras Basicas de Seguranca Para Laboratorios de Quimica.
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O reagente de partida para estes estudos foi preparado a partir de residuos
de reacdes anteriores do grupo, onde existiam misturas do alcool (citronelol) e do
éster (acetato de citroneila) referente a estudos de transesterificacdo cujas
conversdes ndo atingiram 100%. % A metodologia para o preparo do éster esta
descrito em Procedimentos Experimentais (pag. 23). Portanto, a preocupac¢do com o
destino de residuos e sua possivel reutilizacdo vem sendo contemplada ao longo de

todo o trabalho.

Os residuos aquosos gerados, majoritariamente solucbes aquosas de
NaHCOs, foram devidamente descartados. Os solventes orgéanicos foram
rotaevaporados e armazenados para posterior destilacdo, buscando recupera-los e

reutiliza-los.

4.4 Procedimentos experimentais
4.4.1 Preparacédo do acetato de citroneila

A partir de uma reacéao de transesterificacao, adicionou-se em um erlenmeyer
de 125 mL, citronelol (1,8 mL, 10 mmol), acetato de vinila (1,8 mL, 20 mmol), n-
hexano (25 mL) e a CALB (50 mg). A mistura reacional foi mantida a 35°C, por 24 h
em banho termostatizado. Terminada a reacéo, filtrou-se a mistura para a remocéao
da lipase, evaporou o solvente em rota-evaporador, e o produto (6leo incolor), foi
analisado por espectroscopia de H-RMN e espectrofotometria de infravermelho. A
reacao esta representada no Esquema 4.

9 n-hexano O PN )OJ\
| ont ot~ Toam ™ ot Fon = A,

CALB |

(11)
(10)

Esquema 4. Reacdo de transesterificagdo enzimatica do citronelol com acetato de vinila

catalisada pela CALB.
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A formacgédo do acetato de citroneila (11) foi acompanhada por cromatografia
de camada delgada (CCD) utilizando como eluente uma mistura de hexano/acetato
de etila (7:3 v/v), obtendo-se um valor de Rf de 0,64.

A preparacado do acetato de citroneila foi realizada sete vezes a fim de obter
uma quantidade suficiente para os estudos descritos ao longo deste trabalho. O
rendimento médio foi de 90%.

4.4.2 Epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila (Procedimento
Geral)

Em um erlenmeyer de 125 mL, adicionou-se 1,0 mL (5 mmol) de acetato de
citroneila, 0,95 g (10 mmol) de uréia de peréxido de hidrogénio (UPH) em uma Unica
adicdo ou em adi¢cbes consecutivas (a cada 2h), 0,15 mL (1,0 mmol) do acido
hexandico, a CALB (10-50 mg) e o diclorometano (20 mL). A mistura reacional foi
mantida em banho termostatizado a 35°C por 3-24 h. A seguir, a parte sélida
contendo a UPH e a lipase foi removida por filtracdo simples. A fase organica foi
lavada com solucdo aquosa de NaHCO3s (2x30mL). ApoOs separacgdo, foi seca com
sal secante (MgSOa4 anidro) e rota-evaporada (Esquema 5).34 4°

o BN o

OJ-L CHj(CH,),CO0O0H CH3(CH5),CO0H O/J.L

| \ O
(11) H.O CALB UPH (12)

2
CH,Cl,

Esquema 5. Epoxidacdo quimio-enzimética do acetato de citroneila com a CALB.

As porcentagens de conversdo aos produtos foram determinadas por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN), através da razdo das areas
dos sinais da ligacdo dupla do reagente (5,0-5,1 ppm), em comparacdo com o do
epoxido formado (2,6-2,7 ppm) obtidos de acordo com a Equacao 1. O espectro de
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'H-RMN de uma aliquota da reacdo sera apresentado nos Resultados e Discusséao,

pagina 27.

area do sinal do produto

(%)conversao = X 100% Eq.1

area do sinal do produto+area do sinal do reagente

Alguns parametros foram estudados nesta reacgdo, tais como solvente
organico, massa de lipase, tempo de reacdo, adicdo controlada ou ndo de UPH.
Além destes estudos, utilizou-se a lipase de R. oryzae (F-AP15) livre e imobilizada
em gel de agar e bucha vegetal.

Os resultados obtidos para todos estes estudos serdo descritos em
Resultados e Discusséo.

4.4.3 Imobilizacdo da lipase em bucha vegetal

Inicialmente a bucha foi limpa em uma solucdo de peréxido de hidrogénio
30%, sendo mantida por 24 h. ApGs a secagem, a bucha foi cortada em pequenos
cubos e utilizada para a imobilizagéo das lipases. 40 mg da lipase de R. oryzae (F-
AP15) foi dissolvida em 20 mL de solu¢cdo tampao fosfato de potassio (pH = 7,0) e
colocada sobre 500 mg de bucha em uma placa de Petri. O sistema foi seco em
capela por aproximadamente 24 h, obtendo o suporte com o biocatalisador. O

procedimento esta representado no Esquema 6.5

Bucha limpa e seca

N \

Limpeza ® :

H,0, 30% |::>
24 h
Solugao tampéo (pH 7,0) @
+

40 mg de lipase

Esquema 6. Imobilizagdo da F-AP15 em bucha vegetal
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4.4.4 Preparacao do gel de agar e imobilizac&o da lipase

Um béquer contendo uma mistura de 0,40 g de &gar-agar e 2 mL de agua
destilada foi mantido em um banho de ultrassom por 3 minutos. Posteriormente,
foram adicionados 8 mL de agua a 100 °C, mantendo-a sob aquecimento em uma
chapa até que a solucédo se torne transparente. Em seguida, a mistura foi retirada da
chapa de aquecimento e foi aguardada a gelificagdo até atingir 30-35 °C. Neste
momento, 40 mg da F-AP15 dissolvida em 2 mL de &gua foram adicionados a
mistura. 34

Para que o gel atingisse uma consisténcia satisfatéria, manteve-se a
temperatura ambiente por um periodo de 24 h. Em seguida, o gel foi passado em
uma peneira com o intuito de obter pequenos cubos de agar com a lipase. O
processo esta representado no Esquema 7.3

8 mL de dgua 40 mg de lipase
0,4 g de agar (~100°C) +
+ 3 minutos 2 mL de agua
2 mL de agua ﬂ
@ &2
&

24h
Temp. ambiente

Esquema 7. Preparacéo e imobilizacdo da lipase em gel de agar.

Todas as metodologias descritas anteriormente serdo usadas ao longo deste
trabalho para a obtencdo de epodxidos derivados de monoterpenos a partir de

reacOes quimio-enzimatica utilizando lipases como biocatalisadores.
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5. Resultados e discussao

Neste topico serdo apresentados os resultados obtidos na epoxidagdo quimio-
enzimatica do acetato de citroneila variando massa de CALB, tempo de reacéao,
solvente orgéanico e adicdo controlada ou ndo de UPH. Em seguida, os melhores
parametros foram aplicados na epoxidagdo quimio-enzimética do B-pineno, a-

pineno, 3-careno, citronelal e eugenol.

Além destes estudos utilizando a CALB, a lipase de R. oryzae (F-AP15) foi
utilizada na epoxidacdo quimio-enzimatica do éster (11) na sua forma livre e

imobilizada em gel de agar e bucha vegetal.

5.1. Preparacéo de caracterizacdo do acetato de citroneila

O acetato de citroneila foi preparado conforme a metodologia descrita no
tépico “Procedimentos Experimentais” (pag. 23). Optou-se por utilizar o éster
derivado do citronelol para evitar a competicdo da reacado de transesterificacao entre
o alcool e o doador acila (acido carboxilico) durante a epoxidacdo quimio-enzimatica.
Portanto, ao usar o éster, a reacdo de epoxidacao é favorecida.

A CALB tem sido amplamente empregada em reacdes de esterificacdo e
transesterificacdo, obtendo-se conversfes satisfatérias aos correspondentes
produtos.®® Trabalhos anteriores realizados pelo grupo demonstraram a alta
eficiéncia desta lipase para a transesterificacdo do citronelol, e por este motivo ela
foi selecionada para a preparacéo do acetato de citroneila.®

A reacao de transesterificacado do citronelol com o acetato de vinila gera como
produto secundario o alcool vinilico, que estd em equilibrio com o acetaldeido.
Devido ao equilibrio favorecer a formacdo do acetaldeido, e este por sua vez ser
muito volatil e ndo participar da reacdo inversa, a formacao do éster de interesse &
favorecida. Essas observacdes foram comprovadas durante a preparacédo do acetato

de citroneila utilizando o acetato de vinila como doador acila. 1151
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Esquema 8. Reacdo de transesterificagdo enzimatica do citronelol com acetato de vinila
catalisada pela CALB.

Na Figura 20 esta representado o espectro de ressonancia magnética nuclear

de hidrogénio (*H-RMN) para o acetato de citroneila.
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Figura 20. Espectro de 'H-RMN do acetato de citroneila [CDCl;, 400MHz] (Condi¢Ges
reacionais: citronelol (10 mmol), acetato de vinila (20 mmol), n-hexano (25 mL), CALB (50
mg). 35°C, 24 h)

Observa-se o pico localizado na regido de 5,1-5,2 ppm (multipleto) referente
ao hidrogénio da ligacao dupla carbono-carbono (Ha) . Em 4,1-4,2 ppm, é observado
um multipleto referente aos dois hidrogénios vizinhos ao oxigénio do éster (Hb). Em
2,05 ppm observa-se a presencga do singlete referente aos hidrogénios Hd da metila
vizinha a carbonila. Na regidao entre 1,60-1,75 ppm observam-se dois singletes
referentes as metilas da ligagdo dupla carbono-carbono e dos hidrogénios
metilénicos. Em 0,90 ppm observa-se um dublete referente a metila dos hidrogénios
He.
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Na Figura 21 esta representado o espectro de infravermelho obtido para o
acetato de citroneila.
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Figura 21. Espectro de absor¢éo no infravermelho do acetato de citroneila (filme)

Observa-se a presenca de uma banda em 1750 cm referente ao estiramento
de carbonila de éster, assim como uma por volta de 1220 cm™ referente ao
estiramento da ligacdo C-O de éster. Na regido entre 2920- 2930 cm observa-se a
banda referente ao estiramento de ligacdo C-H de carbono sp3. Estes valores sédo
concordantes com os citados na literatura. !

Este substrato serd utilizado para o estudo da reacdo de epoxidacdo quimio-
enzimatica, em diferentes condi¢des reacionais.

5.2 Epoxidac¢do quimioenzimética do acetato de citroneila

A epoxidacdo de olefinas utilizando peracidos € usualmente realizada em
solventes aproticos e apolares. Neste contexto, para os estudos iniciais da reacao, o
diclorometano foi selecionado por possuir as caracteristicas necessarias. Muitos
estudos sdo descritos na literatura utilizando a CALB como biocatalisador para as

mais variadas reac0Oes, inclusive para catalisar reacdes de epoxidagdo quimio-
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enzimatica. Por este motivo, esta lipase foi selecionada para realizar os estudos
iniciais. 4°

O doador acila possui um papel importante na epoxidacdo quimio-enzimatica
por ser responsavel pela geracdo do peracido. E importante que a ligacdo ao sitio
ativo da enzima seja efetiva, porém ndo muito intensa, para que o perécido seja
gerado e rapidamente liberado para o meio reacional. Para isto, o doador acila n&o
deve ter uma cadeia alquilica muito curta, caso contrario pode ocorrer a inativacao
da enzima através de uma ligacao irreversivel em seu sitio ativo, e também néo
deve possuir uma cadeia alquilica muito longa, pois isso dificultaria a sua
aproximacédo e, consequentemente, o ajuste ao sitio ativo.® Neste contexto, o acido
hexandico foi selecionado para os estudos iniciais, por ter uma cadeia alquilica de
tamanho intermediario.

O tempo de reacéo foi selecionado como 8 h e a temperatura foi mantida em
35°C durante toda a reacédo. A agitacdo do meio reacional foi realizada utilizando um

agitador magnético (500 rpm) (Esquema 9).

OJ.L CH3(CH3),CO00H CH3(CHz),COOH OJ—L
CALB
( H,0 UPH (12)

CH,Cl,

11)

Esquema 9. Epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila utilizando CALB como

biocatalisador.

Para verificar a formacédo do epoxido (12), fez-se analise do residuo obtido
(liquido), por *H-RMN (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de H-RMN da mistura reacional obtida na epoxidacdo do acetato de
citroneila. [CDCIs, 400MHz]. Condi¢Ges reacionais: acetato de citroneila (5 mmol), acido
hexandico (1,0 mmol), UPH (10 mmol), diclorometano (20 mL), CALB (50 mg). 35°C, 8 h,
500rpm

Na Figura 22, verifica-se a presenca do pico referente ao hidrogénio da
ligacdo dupla carbono-carbono do éster terpénico em 5,0-5,1 ppm, e a presenca do
pico em 2,6-2,7 ppm que é referente ao hidrogénio ligado ao anel de trés membros
do epdxido (12). Estes valores sdo concordantes com os citados na literatura.®®
Salienta-se que este pico ndo € observado no espectro do acetato de citroneila
(Figura 20).

A partir da analise das areas relativas ao hidrogénio da dupla (5,0-5,1 ppm) e
ao hidrogénio do epdxido (2,6-2,7 ppm), determina-se que a conversao ao éster
epoxidado foi de 43%, sendo este um dado satisfatorio.

Este resultado pode ser aprimorado a partir de modificacbes em alguns
parametros reacionais, tais como tempo de reacdo, massa de CALB, adicao
controlada de UPH, solvente organico e uso de diferentes lipases (imobilizadas ou

nao). Estes dados serdo descritos a seguir.
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5.2.1. Influéncia do tempo para a reacdo de epoxidacdo quimio-enzimatica do
acetato de citroneila

Inicialmente foi realizado o estudo da influéncia do tempo na reagao de
epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila. Os resultados podem ser

observados na Figura 23.
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Figura 23. Influéncia do tempo na epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila.
(Condigbes reacionais: acetato de citroneila (5,0 mmol), UPH (10 mmol), acido hexandico
(1,0 mmol), CALB (25 mg), diclorometano (15 mL); 35°C, 3-24 h, 500 rpm.)

Observa-se um aumento na conversao ao produto oxidado em funcao do
tempo. A maior converséo obtida foi de >99% apds 15 horas de reacdo. Em 6 horas
de reacao obteve-se uma conversao de 42% e a partir deste resultado optou-se por

avaliar a influéncia da massa de CALB a fim de aumentar os valores de conversao.

5.2.2. Influéncia da massa de CALB para a reacdo de epoxidagcdo do acetato de
citroneila

A epoxidagdo quimio-enzimatica ocorre a partir da reacao entre o peracido e o
alceno. A formacéo do peracido in situ é catalisada pela lipase, portanto, a massa
deste biocatalisador estd diretamente relacionada com a epoxidacdo efetiva do

terpeno utilizado. %°
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A partir destas consideracdes, foi realizado o estudo da influéncia da massa
de lipase, mais especificamente de CALB, na epoxidacdo quimio-enzimatica do
acetato de citroneila em uma reacdo com duracdo de 6 horas. A Figura 24 mostra

0s resultados obtidos para estes estudos.
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Figura 24. Avaliagdo da massa de CALB na epoxidagdo quimio-enzimética do acetato de
citroneila. (Condi¢des reacionais: acetato de citroneila (5 mmol), UPH (10 mmol), &cido

hexandico (1,0 mmol), CALB (10-50 mg), diclorometano (15 mL); 35°C, 6 h, 500 rpm.)

Observou-se que ao aumentar a massa de CALB, a conversdao ao produto
oxidado foi de até 42% ao usar 30 mg. Com 40 ou 50 mg de CALB, nao foi verificado
um aumento na conversdo ao correspondente epoxido (42%). Este resultado pode
ser explicado devido a saturacdo do meio reacional, onde a partir de uma

determinada massa de lipase, ndo é constatado maior conversao.

A partir destes resultados, optou-se por avaliar outros parametros na
epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila tais como adi¢cdo controlada

de UPH, efeito do solvente organico e uso de diferentes lipases (imobilizadas ou
nao).
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5.2.3 Adicao controlada de UPH na reacdo de epoxidacdo do acetato de

citroneila

A ureia de peroxido de hidrogénio (UPH) (13) também conhecida como
peréxido de carbamida, é um sdlido branco e cristalino composto por ureia e
peréxido de hidrogénio, e foi preparada pela primeira vez por Tanatar em 1908.
Quando dissolvida, resulta na liberacdo de perdxido de hidrogénio livre. Por este
motivo, € amplamente utilizada como agente oxidante em sintese organica, devido a

sua alta estabilidade e facil manuseio. 92

(13)

A sua funcéo como doador perdxido € essencial para a reacédo de epoxidacao
guimio-enzimatica, considerando que € necessario a presenca de perdxido de

hidrogénio para a formacéao do peracido in situ. 5°

A adicdo gradativa de peroxido de hidrogénio na reacdo de epoxidagao
quimio-enzimética de olefinas foi inicialmente descrita por Bjérkling e col. em 1992, e
foi observado que a conversdo ao epoxido do ciclohexeno aumentou de 17% para

95%, em 24 h utilizando esta técnica. °°

Neste contexto, a epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila foi

estudada utilizando a técnica de adi¢cao controlada de UPH.

Foram realizadas trés adicdes de 0,33 g de UPH ao longo de 6 h de reacdo. A

formacéo do epo6xido durante este tempo foi acompanhada por *H-RMN (Figura 25).
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Figura 25. Espectro de *H-RMN mostrando a influéncia da adicdo controlada de UPH na
epoxidagcdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila. (CDCl;, 400 MHz). (Condi¢des
reacionais: acetato de citroneila (5 mmol), acido hexandico (1,0 mmol), CALB (25 mg),
diclorometano (20 mL), UPH (3,33-10 mmol) ; 35°C, 6 h, 500 rpm.)

Observa-se que com a adi¢ao controlada houve um aumento progressivo na
conversdo ao epoxido (12), variando de 34% em 2 h de reacéo, para 60% em 4 h e
finalmente para 91% apds 6 h. Através da uma adicdo controlada e gradativa, o
peréxido de hidrogénio é liberado e imediatamente reage com o &cido hexandico,
promovendo a formacgdo do peréacido in situ para a posterior epoxidacado do acetato
de citroneila. Quando se realiza uma Unica adi¢cdo da UPH, o peroxido de hidrogénio
€ liberado e pode ser degradado ao longo do tempo, inibindo a sua funcdo na
formacdo do peracido e, consequentemente, diminuindo a conversao ao éster

epoxidado.

E importante salientar que esta reacdo foi previamente estudada com uma

Unica adicdo de UPH, onde a converséo ao produto oxidado foi de 42%.

Este resultado mostrou-se satisfatorio e esta técnica foi utilizada para os

estudos posteriores relacionados a influéncia do solvente organico.
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5.2.4. Influéncia do solvente organico para a epoxidagao quimio-enziméatica do

acetato de citroneila

A eficiéncia da catalise enzimatica esta diretamente relacionada ao solvente
utilizado, e esta caracteristica também € observada nas reacdes de epoxidagao

quimio-enzimatica. 334

O Log P & um parametro importante a ser analisado para a escolha de
solventes utilizados em reacdes biocatalisadas. E definido como o logaritmo do
coeficiente de particdo do solvente em um sistema octanol/agua. Valores maiores de
Log P correspondem a solventes apolares enquanto que valores menores de Log P

correspondem a solventes mais polares.

Considera-se que solventes com Log P > 4,0 sdo mais eficientes em reacdes
biocatalisadas. Os solventes com Log P entre 2,00 e 4,00 sdo moderadamente

eficazes e os com Log P < 2,0 sdo pouco adequados para estas reacoes.®?

Neste contexto, a epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila foi
estudada em diferentes solventes organicos. Os dados de conversdo ao epoxido
(12) estéo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Efeito do solvente organico na epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato

de citroneila.®

Solvente Log P® Converséao (%)

n-Hexano 3,50 13
Ciclohexano 3,20 7

Cloroférmio 2,00 39
MTBE 1,43 49
Diclorometano 0,93 60
Acetato de etila 0,68 >99
THF 0,49 40
Etanol -0,24 <2
Metanol -0,76 <2

(a) Condicbes reacionais: acetato de citroneila (5 mmol), &cido hexandico (1,0 mmol), CALB (25
mg), solvente (20 mL), UPH (duas adi¢des de 3,33 mmol a cada 2 horas) ; 35°C, 4 h, 500
rpm.

(b) Referéncia 63.

Observa-se que ao utilizar solventes mais polares como etanol e metanol, as
conversbes ao epodxido (12) foram muito baixas (<2%), sugerindo que estes
solventes ndo sédo adequados para esta reacdo. Estes resultados sdo esperados
pois solventes com Log P < 0 inativam as enzimas de modo geral, pela substituicao

das moléculas de agua que estdo ligadas a sua estrutura terciaria. 3

Ao utilizar solventes com Log P > 2, tais como o n-hexano e ciclohexano, as
conversdes foram consideravelmente baixas. Estes resultados sao justificados
devido ao fato de que solventes apolares ndo estabilizam o intermediario de
transicéo na reacao de epoxidacédo a partir do peracido formado in situ (Esquema 1,
pag 17).50
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As maiores conversdes foram obtidas utilizando solventes com Log P entre 0
e 2,00, como THF, acetato de etila, MTBE, cloroformio e diclorometano, sendo de
40%, 99%, 49%, 39% e 60%, respectivamente.

Estes resultados sdo esperados, pois se tratam de solventes que possuem
certa polaridade, porém s&o aproticos, impossibilitando a substituicdo das moléculas
de 4gua que estabilizam a estrutura terciaria da lipase que poderia inativa-la. Além
disso, a polaridade do meio € mantida, tornando possivel a estabilizacdo do

intermediario de transicdo durante a reacdo de epoxidacéo. *°

Destaca-se 0 acetato de etila devido a alta conversdo obtida (>99%), que
pode ser justificada por sua capacidade de atuar como solvente e doador acila,

promovendo um aumento na conversdo ao produto. 62

Os resultados descritos demonstram a influéncia direta do meio orgénico na
epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila, sendo considerado um

parametro importante a ser avaliado nas rea¢des biocatalisadas de modo geral.

A partir dos resultados descritos ao longo do trabalho, sera realizado o
estudo da epoxidacdo quimio-enzimatica de outros terpenos. Apesar dos bons
resultados utilizando o acetato de etila como solvente na epoxidagcdo quimio-
enzimatica, o diclorometano sera utilizado para os estudos posteriores a fim de
avaliar as conversfes aos epoxidos de diferentes terpenos utilizando apenas o acido

hexandico como doador acila.

5.2.5. Epoxidacdo quimio-enzimatica do B-pineno e outros terpenos

Neste estudo, foram usadas as melhores condi¢cOes reacionais obtidas na
epoxidacdo do éster (11), com outros cinco terpenos. Para avaliar as conversoes,

foram realizadas andlises de *H-RMN e de cromatografia gasosa (CG).

Na Tabela 4 estdo representados os valores de conversdo, bem como os

meétodos analiticos pelos quais foram determinadas.
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Tabela 4. Conversdes para epoxidagdo quimio-enzimatica de outros terpenos

Terpeno Conversao (%) Método de anélise
3-careno (4) 63 H-RMN
a-pineno (2) 58 H-RMN
citronelal (6) 55 H-RMN
B-pineno (1) 19 CG, H-RMN
eugenol (5) 5 CG, H-RMN

Condig¢8es reacionais: terpeno (5 mmol), &cido hexandico (1,0 mmol), CALB (25 mg), diclorometano
(20 mL), UPH (trés adi¢6es de 3,33 mmol a cada 2 horas) ; 35°C, 6 h, 500 rpm.

O produto epoxidado foi obtido com baixas conversdes para o 3-pineno (19%)
e para o eugenol (5%). Estes resultados podem ser justificados devido a reatividade
da ligacdo C=C terminal ser menor quando comparada a ligacdes duplas localizadas

no meio da cadeia alquilica. ’

Para a determinacdo das conversdes, uma aliquota do meio reacional foi
analisada por CG (CG Agilent Tecnologia 7820 A) equipado com um detector de
ionizagdo de chama (FID). As andlises foram realizadas em uma coluna apolar
(Agilent HP-5-M30), com um programa de temperatura 100°C — 250°C (8°C/min). O
injetor e detector foram definidos em 290°C e 320°C respectivamente. A taxa de

fluxo de gas hidrogénio foi de 7 mL/min, utilizando 1puL de amostra.

A Figura 26 mostra os cromatogramas do -pineno e o de uma aliquota da
reacao de epoxidacdo em 6 h.
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Figura 26. Cromatograma expandido na regido de 1 a 5 min do reagente e de uma aliquota
da reacdo de epoxidacdo quimio-enzimatica do B-pineno. (tr = 1,7 min ; tr = 4,2 min).
Condigdes reacionais: B-pineno (5 mmol), acido hexandico (1,0 mmol), CALB (25 mg),
diclorometano (20 mL), UPH (trés adi¢cdes de 3,33 mmol a cada 2 horas) ; 35°C, 6 h, 500

rpm.

Nestas condi¢cdes de analise, observa-se na Figura 26a que o tempo de
retencdo do reagente € de 1,7 min. Na Figura 26b, além do pico de reagente,
observa-se o pico do correspondente epoxido em 4,2 min. Por comparacdo das

areas relativas, determinou-se a conversao ao produto que foi de 19%.

A Figura 27 mostra os cromatogramas do eugenol, e de uma aliquota da

reacao de epoxidacao em 6 h.
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Figura 27. Cromatograma expandido na regido de 2 a 8 min do reagente e produto da
epoxidagdo quimio-enzimatica do eugenol. (tr = 4,8 min ; tr = 7,5 min). Condi¢bes
reacionais: eugenol (5 mmol), acido hexandico (1,0 mmol), CALB (25 mg), diclorometano (20
mL), UPH (trés adi¢Bes de 3,33 mmol a cada 2 horas) ; 35°C, 6 h, 500 rpm.

Nestas condicbes de andlise, observa-se na Figura 27a que o tempo de
retencdo do reagente € de 4,8 min. Na Figura 27b, além do pico de reagente,
observa-se o0 pico do correspondente epéxido em 7,5 min. Por comparacao das

areas relativas, determinou-se a conversao ao produto que foi de apenas 5%.

Os valores de conversao para os epoxidos do 3-careno, a-pineno (e citronelal

foram satisfatorias sendo de 63%, 58% e 55%, respectivamente.

Estes resultados demonstram que a epoxidagcédo quimio-enzimatica catalisada
por CALB com adicao controlada de UPH é uma alternativa viavel para a preparacao

de epobxidos derivados de monoterpenos.
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Em consequéncia dos bons resultados utilizando a adicdo controlada de UPH,
o proximo estudo ira empregar este método na epoxidacdo quimio-enzimatica do

acetato de citroneila utilizando a F-AP15 (livre e imobilizada) como biocatalisador.

5.2.6. Epoxidacao quimio-enzimatica do acetato de citronelila utilizando F-AP15

livre e imobilizada

Com o intuito de utilizar diferentes biocatalisadores para a reacao de
epoxidacdo quimio-enzimatica, a lipase de R. oryzae (F-AP15) foi escolhida para
avaliar as conversdes ao epoxido (12). Esta lipase tem sido amplamente utilizada

para catalisar diversas reacoes, dentre elas a epoxidacéo de terpenos. %

Inicialmente realizou-se o estudo de epoxidacdo quimio-enzimatica de (11)
com a F-AP15 livre. A reacao foi feita a partir de 1,0 mL (5,0 mmol) de acetato de
citroneila, 0,15 mL (1,0 mmol) de acido hexandico, 20 mL de diclorometano, 40 mg
de F-AP15 e trés adicdes de 0,33 g UPH, sendo realizadas a cada 2 h. A reacéo foi
mantida por 6 h a 35°C em banho termostatizado. Ao final da reacdo, uma aliquota

foi analisada via *H-RMN, obtendo converséo de 17% ao produto oxidado (12).

Por meio de métodos de imobilizacdo, € possivel promover um aumento na
estabilizacdo da estrutura terciaria das enzimas, obtendo maiores conversdes. 2°
Neste contexto a F-AP15 foi imobilizada em bucha vegetal com a finalidade de
aumentar as conversdes ao epoxido (12). O processo de imobilizacdo esta descrito

em Procedimentos Experimentais (pag. 23).

Os cubos de bucha vegetal contendo a F-AP15 imobilizada, foram utilizados
na reacdo de epoxidacdo quimio-enzimética do éster (11). Ao final da reacdo, uma
aliquota foi analisada via *H-RMN, obtendo conversédo de 8%. Este resultado pode
ser justificado devido as fracas interacdes entre o suporte e a enzima, resultando na
possivel dessorcdo do biocatalisador para 0 meio reacional e, consequentemente,
na sua inativacdo. Na Figura 28 observa-se o aspecto macroscépico da bucha
vegetal contendo a F-AP15 imobilizada antes e depois da reacgéao.
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(B)

Figura 28. Aspecto macroscopico da bucha vegetal com F-AP15 imobilizada antes (A) e

apos (B) a reagéo.

Observa-se a mudanca na coloracéo e diminuicdo da rigidez da bucha apés a
reacdo, em consequéncia do contato com o solvente, agente oxidante (UPH) e da

possivel lixiviagdo da F-AP15.

Outro suporte utilizado para a imobilizacdo de lipases € o gel de agar. O
biocatalisador € imobilizado por meio do aprisionamento na estrutura polimérica do
polissacarideo. 3* Neste contexto a F-AP15 foi imobilizada em gel de agar e este
sistema foi utilizado para catalisar as reagfes de epoxidacdo do éster (11). A
imobilizacdo da F-AP15 em gel de agar foi realizada de acordo com o procedimento

descrito em Procedimento Experimentais (pag. 23).

Os cubos de gel de agar contendo a F-AP15 imobilizada foram utilizados na
reacdo de epoxidacdo quimio-enzimética. Ao final da reacdo, uma aliquota foi
analisada via 'H-RMN, e o epoéxido (11) foi obtido com conversdo de 17%. Este
resultado pode ser justificado devido ao aprisionamento do biocatalisador
comprometer o seu arranjo estrutural, dificultando a aproximacdo do substrato com
orientagdo favoravel para a formacédo do complexo acil-enzima. %* Na Figura 29 esta
representado o aspecto macroscopico do gel de agar contendo a F-AP15
imobilizada antes e depois da reagéo.
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(A) (B)

Figura 29. Aspecto macroscopico do gel de agar com F-AP15 imobilizada antes (A) e ap6s

(B) areacéao.

Observa-se que houve a aglutinagcdo dos cubos resultante da agitacédo do
meio reacional, sugerindo a baixa resisténcia da forma dos cubos de gel na

presenca de solvente, agente oxidante (UPH) e agitacao.

As conversdes ao epoxido (12) obtidas utilizando os sistemas com a F-AP15
imobilizada (bucha e gel de agar) podem ser melhoradas a partir de modificaces
nos parametros reacionais, tais como tempo de reagdo, solvente organico e massa
de F-AP15 imobilizada.

Salienta-se que a epoxidacao quimio-enzimatica € uma alternativa altamente
viavel para a producdo de epoxidos em condigBes brandas, considerando que estas
substancias sdo de grande relevancia para quimica organica, atuando como
intermediarios sintéticos na producdo de compostos bifuncionais, ou como produtos

finais.
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6. Conclusdes

A reacado de epoxidacdo quimio-enzimatica do acetato de citroneila (11) foi
estudada variando algumas condicfes reacionais, tais como tempo de reacéo,
massa de CALB, adicdo de UPH controlada ou ndo e solvente organico. As
melhores condi¢Oes reacionais obtidas foram utilizadas para a epoxidacdo do [3-
pineno, a-pineno, 3-careno, eugenol e citronelal.

Além destes estudos, a epoxidacdo quimio-enzimatica de (11) foi realizada
utilizando a F-AP15 livre e imobilizada em gel de agar e bucha vegetal.

A partir dos resultados obtidos, pode-se considerar que:

» A reacado de transesterificacdo do citronelol (10) utilizando acetato de vinila
catalisada pela CALB foi satisfatoria e de boa reprodutibilidade, obtendo o
produto (11) com rendimento médio de 90%;

» No estudo da influéncia do tempo na epoxidagdo quimio-enzimatica de (11)
obteve o epoxido (12) com converséo de >99% apds 15 h de reacéo;

» Ao utilizar 10-50 mg de CALB, a maior conversédo ao epoxido (12) em 6 h de
reacao, foi com 30 mg (42%);

» Ao realizar adi¢des consecutivas de UPH em uma reacédo de 6 h (0,33 g a
cada 2 h), as conversdes ao epodxido (12) aumentaram consideravelmente,
passando de 42% com uma Unica adicao, para 91%;

» Os melhores solventes para a obtencdo do epd6xido (12) foram cloroférmio,
MTBE, diclorometano, acetato de etila e THF, com conversdes de 39%, 49%,
60%, <99% e 40%, respectivamente;

» Ao utilizar a lipase de R. oryzae (F-AP15) livre, o epdxido (12) foi obtido com
converséo de 17%;

» Ao utilizar a F-AP15 imobilizada em gel de agar e bucha vegetal, as
conversdes ao epoxido (12) foram de 17% e 8%, respectivamente.

» A adicéo controlada de UPH mostrou-se eficiente na epoxidacao de (2), (4),

(6), obtendo-se conversodes de 58%, 63% e 55%, respectivamente;

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho mostraram-se satisfatérios para
a obtencdo de epdxidos via quimio-enzimatica. O aprimoramento no método de
adicdo da UPH foi relevante considerando o aumento nas conversdes ao produto
oxidado. Contudo, é necessério aperfeicoar os parametros na reacdo de epoxidacdo

guimio-enzimatica de alguns terpenos, devido as baixas conversdes obtidas.
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