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RESUMO

A obtencdo de substancias enantiopuras desperta grande interesse tanto em esfera
académica, quanto industrialmente. No presente trabalho, estudou-se o emprego de lipases e
de diferentes substratos em potencial, com o objetivo de se obter o carbonato de propileno
enantiomericamente puro, sobretudo o (R)-carbonato de propileno. Este é utilizado pela
industria farmacéutica para a sintese do tenofovir, um antirretroviral para tratamento de
primeira linha da infeccdo por HIV. Visualizaram-se trés estratégias sintéticas: 1%) a partir de
resolucéo de derivados 1-O-acilados do propano-1,2-diol (1,2-PDO); 2%) a partir da resolucéo
do carbonato de propileno racémico; 3?%) a partir da resolucdo de derivados 1-carbonatos
aciclicos de 1,2-PDO. Pela primeira, e mais promissora dentre as trés, estudaram-se diversas
reacOes, tendo-se como sitio de reacdo tanto a hidroxila secundaria, ligada ao estereocentro,
quanto o grupo éster primario dos substratos. Foram ensaiadas esterificagbes com &cidos
graxos, transesterificacdo, alcoxicarbonilacdo, assim como, alcodlises. Destacam-se 0s
resultados obtidos com os substratos benzoato e p-anisoato de 2-hidroxipropila, com os quais
se conseguiu avaliar diretamente a enantiosseletividade das reacdes estudadas por meio do
excesso enantiomérico de substrato remanescente (ees). Os melhores resultados foram obtidos
através de transesterificacdo com acetato de vinila. Com o benzoato de 2-hidroxipropila,
conseguiu-se ees de 93 % (66 % de conversdo), enquanto que com o derivado p-anisoato, 84
% de ees (59 % de conversdo). Dados de polarimetria do benzoato de 2-hidroxipropila
indicaram que o substrato enriquecido possui a configuracdo S. As alcoolises desses
substratos mostraram-se com menor enantiosseletividade, mas, curiosamente, observou-se que
as mesmas procederam com enantiodirecdo oposta, isto €, o substrato enriquecido foi 0 R. No
caso do benzoato de 2-hidroxipropila, com maiores valores de conversdo deste substrato na
reacdo de metandlise, conseguiu-se obter moderado ees (80 %). Para as reacGes de alcodlise,
logrou-se éxito no desenvolvimento de protocolo simples de separacdo fisica do substrato
remanescente e produto, por meio de extracdo com agua, conferindo alta praticidade ao
processo. Os substratos remanescentes de metandlise e transesterificacdo foram convertidos a
ambos enantibmeros do carbonato de propileno, segundo processo um pote de metandlise,

seguida de reagdo com DMC.

Palavras-chave: Carbonato de propileno; Resolucéo cinética; Lipase; Tenofovir



ABSTRACT

The obtention of enantiopure substances arouses great interest in both the academic
and industrial fields. In the present work, the use of lipases and different potential substrates
was studied in order to obtain the enantiomerically pure propylenecarbonate, especially (R)-
propylenecarbonate. This enantiomer is used by the pharmaceutical industry for the synthesis
of tenofovir, an antiretroviral for first-line treatment of HIV infection. Three synthetic
strategies were studied: 1) the resolution of 1-O-acyl derivatives of propane-1,2-diol (1,2-
PDO); 2) the resolution of the racemic propylenecarbonate; 3) the resolution of acyclic 1-
carbonate 1,2-PDO derivatives. By the first and most promising of the three, several reactions
were studied, aiming not only the secondary hydroxyl, which is bound to the stereocenter, but
also the primary ester group in the structure of the substrates. Amongst the reactions,
esterifications with fatty acids, transesterification, alkoxycarbonylation, as well as alcoholysis
were assayed. The results obtained with the substrates 2-hydroxypropylbenzoate and p-
anisoate were highlighted since it was possible to directly evaluate the enantioselectivity of
the reactions by the enantiomeric excess of the remaining substrate (ees). The best results
were accomplished by the transesterification reaction with vinyl acetate. With 2-
hydroxypropyl benzoate, the ees was equal to 93% (at 66 % conversion) and regarding p-
anisoate, the ees was of 84% (at 59 % conversion). Polarimetric data of 2-hydroxypropyl
benzoate indicated that the enriched substrate has the S configuration. The alcoholysis of
these substrates showed less enantioselectivity, but curiously, the enantiodirection was the
opposite, that is, the enriched substrate has the R configuration. In the case of 2-
hydroxypropyl benzoate, with higher conversion in the methanolysis reaction, it was possible
to obtain moderate ees (80%). For alcoholysis reactions, a simple protocol of physical
separation of the remaining substrate and product was achieved by extraction with water,
giving high practicality to the process. The remaining substrates of the methanolysis and
transesterification reactions were converted to both enantiomers of propylenecarbonate, by an

one-pot two-step process of methanolysis, followed by the reaction with DMC.

Keywords: Propylenecarbonate; Kinetic Resolution; Lipase; Tenofovir
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1. Introducgéo

1.1 Biocatélise e seu contexto na quimica verde e sustentavel

O termo biocatalise envolve o uso de enzimas isoladas, células inteiras (“whole
cells”), ou extratos livres de células, contendo uma enzima ou conjunto de enzimas, como
catalisadores em reacdes quimicas (MILNER; MAGUIRE, 2012; SHELDON; BRADY,
2018). O emprego de enzimas em processos quimicos apresenta inUmeras vantagens, dentre
estas, suas elevadas quimio-, régio e enantiosseletividades, aliadas ao fato de a catélise
ocorrer, normalmente, em temperaturas brandas, préximas as condi¢cbes ambiente, e pressao
atmosférica. Ademais, enzimas sdo biodegradaveis e ndo-tdxicas, sendo obtidas a partir da
fermentacdo de microorganismos, logo, provenientes de fontes renovaveis (SHELDON;
PEREIRA, 2017; SHELDON; WOODLEY, 2017; TRUPPO, 2017).

Usualmente, as enzimas sdo classificadas segundo o sistema de classificacdo EC. Este
se baseia na fungdo bioquimica de cada enzima em organismos vivos. A cada enzima sdo
fornecidos quatro numeros apds a abreviacdo EC, sendo o tipo de reacdo catalisada

discriminado pelo primeiro nimero (1-6) (Tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo EC de enzimas (Adaptado de <http://www.shcs.qmul.ac.uk/iubmb/>)

Classe Enzima Exemplos Reacdo catalisada
1 Oxidorredutases Desidrogenase, Oxigenase, Oxidase, Oxidacéo e redugao
Peroxidase
2 Transferases Transaminase, Glicosiltransferase, Transferéncia de um
Transaldolase grupo entre moléculas
3 Hidrolases Lipase, Protease, Nitrilase, Nitrila Hidrdlise em meio
hidratase, Glicosidase, Fosfatase aquoso
4 Liases Decarboxilase, Desidratase, Aldolase ~ Clivagem de ligagdes

por eliminagdo ou
adicdo a dupla ligacédo
5 Isomerases Racemase, Mutase, Tautomerase Rearranjo
intramolecular
6 Ligases DNA Ligase Formacao de ligacdo

com uso de trifosfato
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A biocatalise se insere no conttexto de “Quimica Verde”, a qual surgiu no inicio dos
anos 1990, gracas a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos. Esse termo ganhou
reconhecimento mediante a publicagdo dos seus 12 principios, no livro “Quimica Verde:
Teoria e Pratica”, de Anastas e Warner, em 1988 (SHELDON; WOODLEY, 2017) (Quadro
1).

Quadro 1: Os 12 principios da Quimica Verde (Adaptado de SHELDON; WOODLEY, 2017)

(1) Prevencédo de residuos, ao invés de remediacdo dos mesmos

(2) Economia atémica

(3) Sintese segura/ menos danosa

(4) Desenvolvimento de produtos quimicos mais seguro

(5) Solventes e demais substancias utilizadas no processo devem ser indcuos
(6) Economia de energia

(7) Uso de materiais renovaveis, preferencialmente biomassa

(8) Rotas sintéticas mais curtas, com menos derivatizagdes

(9) Uso de catalisadores ao invés de reagentes em quantidades estequiométricas
(10) Desenvolvimento de produtos pensando em sua degradacao

(11) Metodologias analiticas, em tempo real, para prevenir a geracdo de residuos
toxicos

(12) Prevencéo de acidentes

A sustentabilidade de todos os processos, incluindo os biocatalisados, deve ser
mensurada quantitativamente. Se ndo houver possibilidade de mensura-la, ndo ha como
definir pontos a serem otimizados. Dessa maneira, ndo basta enquadrar um processo em um
ou mais principios da “Quimica Verde”, de modo meramente qualitativo, a fim de classifica-
lo como sustentavel. Tornam-se necessarios fundamentos mais quantitativos (NI et al, 2014).
Nesse intuito, as duas métricas mais antigas e simples para se avaliar a sustentabilidade de um
processo quimico sdo a economia atdmica e o fator E, propostas em 1991 e 1992,
respectivamente (TROST, 1991; SHELDON, 2017).

Baseando-se na economia atdmica, a qual figura como um dos principios da quimica
verde (principio 2), infere-se que quanto mais atomos dos reagentes forem incorporados ao
produto de interesse, mais eficiente € o processo (TROST, 1991; SHELDON, 2017).

O fator E, por outro lado, é a razdo entre a massa de residuo que é gerado e a massa do
produto desejado. Um fator E alto significa que o processo gera mais residuo em detrimento
do alvo sintético, e, conseglientemente, tem impacto ambiental negativo. Diferentemente da
métrica de economia de atomos, consideram-se nos calculos os rejeitos provenientes de todas

as etapas do processo, inclusive de isolamento e purificacdo (SHELDON, 2017). Na tabela 2,
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podem ser observados alguns valores de fator E para alguns segmentos da indUstria quimica,

em que se constata o grande impacto da industria farmacéutica no meio ambiente.

Tabela 2: Fatores E nos segmetos da indUstria quimica (SHELDON, 2017)

Tipo de industria Toneladas por Fator E (Kg de residuo/Kg de
ano produto)
Refino de petrdleo 106 - 108 <0,1
Quimica pesada 10% - 10° <1-5
Quimica fina 102 - 10* 5-50
Farmacéutica 10 - 10° 25 - >100

Diferentemente da métrica de economia de atomos, o volume de solvente a ser
utilizado no meio reacional é considerado no céalculo do fator E. Entretanto, ndo s6 a
guantidade, mas também, o tipo de solvente influencia na avaliacdo da sustentabilidade de um
processo e na eficiéncia de um processo biocatalitico (SHELDON, 2017).

Geralmente, € tido como vantagem o uso de dgua como solvente, acrescido do fato de
biocatalisadores, como enzimas, apresentarem atividade 6tima em solugdes aquosas. Porém,
isso pode ser um empecilho se o substrato a ser utilizado no processo for pouco soltvel em
agua. Além disso, algumas reacbes como esterificacGes e tranesterificacbes ndo podem ser
conduzidas nesse meio, tendo-se em vista o equilibrio quimico da reacdo e a possibilidade de
hidrélise do produto. Com isso, os solventes organicos, mesmo com limitacGes referentes a
volatilidade e toxicidade continuam a ser empregados a nivel industrial e, sobretudo na
biocatalise (SHELDON, 2016).

Em estudo pioneiro, Zaks e Klibanov (1984) demostraram que enzimas podem ser
ativas em solventes orgéanicos em condicGes praticamente anidras, assim como adquirir maior
termoestabilidade, contribuindo para que pesquisas envolvendo biocatalise em sistemas ndo
aquosos fossem intensificadas.

Alguns dos beneficios de meios organicos englobam a facilidade de isolamento do
produto, por meio de evaporacdo de solventes volateis, além de evitar contaminacédo
microbiana (SHELDON; WOODLEY, 2017). Ademais, diferentes solventes podem alterar as
propriedades enzimaticas, como, enantiosseletividade (KITAMOTO et al, 2015), levando 3,
até mesmo, inversdo da enantiopreferéncia de enzimas (HIROSE et al, 1992; BERGLUND,
2001).
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A busca por solventes alternativos, com menos toxicidade, volatilidade e que sejam
passiveis de uso em processos biocatalisados é igualmente crescente. Liquidos ibnicos,
solventes eutéticos e o dioxido de carbono supercritico figuram como op¢6es promissoras aos
tradicionais solventes organicos (SHELDON; WOODLEY, 2017).

A biocatéalise € uma area sedimentada e estabelecida no contexto da quimica verde e
sustentavel, sendo continuamente aprimorada no que se refere a busca por novos
biocatalisadores, assim como a otimizacdo dos mesmos, incluindo técnicas de imobilizacédo e
engenharia de proteinas. Além disso, a pesquisa por solventes alternativos, com menores
toxicidade e volatilidade, contribui para o fortalecimento dessa &rea (NESTL et al, 2014; ES
et al, 2015; SCHWARTZ et al, 2016; SHELDON, 2016; SHELDON; WOODLEY, 2017).

1.1.1 A evolucao da biocatélise industrial

O primeiro exemplo de processo biocatalisado € creditado a Louis Pasteur, em 1858.
O pesquisador, outrora reconhecido pelos estudos pioneiros, em 1848, no campo de
quiralidade molecular, promoveu a resolucdo (separacdo dos enantidmeros) do acido tartarico,
através de fermentacdo com uma variedade de microorganismos, incluindo o fungo
Penicillium glaucum. Nos experimentos, um de seus enantibmeros, o (+)-acido tartarico foi
consumido, consideravelmente, mais rapido que o (-), permitindo o isolamento deste. Esta
descoberta comprovou a existéncia de processos enantiosseletivos a nivel bioldgico,
sobretudo, advindos de fermentacdo (GAL, 2007).

No final do século 19, outras contribuicdes pioneiras para a difusdo da biocatalise
foram as de Emil Fischer, em 1894, que propés o modelo chave-fechadura para explicar a
catdlise enzimatica, reconhecendo a importancia da configuracdo espacial das enzimas em
suas fungdes como catalisadores. Esse modelo contribuiu para o trabalho de Linus Pauling,
relacionado a estabilizacdo de estados de transicdo em reagdes catalisadas por enzimas e,
também, de Daniel Koshland, que sugeriu a teoria do encaixe induzido (REETZ, 2013).
Ademais, Eduard Buchner, em 1877, demonstrou que extratos livres de céelulas de leveduras
eram capazes de realizar processos fermentativos, comprovando que transformacoes
biolégicas ndo requerem, necessariamente, células vivas, sendo agraciado com o prémio
Nobel de quimica em 1907 (GHANEM, 2007; REETZ, 2013; HUGHES; LEWIS, 2018).

Durante a primeira era da biocatalise, cientistas reconheceram que componentes de
células vivas poderiam ser aplicados em transformacgdes quimicas de grande valia,

complementando o conhecimento de outrora, acerca de técnicas fermentativas, que ja eram
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largamente difundidas (BORNSCHEUER et al, 2012). Alguns exemplos incluem o uso de
glicose isomerase para converter glicose a frutose, para confeccdo de xaropes com alto teor de
frutose (JENSEN; RUGH, 1987); de penicilina G acilase na semissintese de antibidticos [-
lactdmicos (BRUGGINK et al, 1998) e, até mesmo, o emprego de proteases em formulagdes
de detergentes, sendo, em 1914, lancado o primeiro detergente, denominado Burnus, o qual
continha a enzima pancreatina, pela companhia Rohm, na Alemanha (GHANEM, 2007,
MILNER; MAGUIRE, 2012).

Na segunda era, nos anos de 1980 e 1990, a énfase foi depositada na extensdo do
escopo de substratos reconhecidos por enzimas, representando um avango na obtencdo de
intermediéarios sintéticos com utilidade nas industrias farmacéutica e de quimica fina. Citam-
se a obtencdo de cianoidrinas quirais para a sintese de herbicidas e farmacos, através de
catalise por oxinitrilases (hidroxinitrila-liases) (GRIENGL et al, 2000); a sintese, via lipases,
de ésteres de acidos graxos, como emolientes, para a industria de cosméticos (HILLS, 2003);
a sintese de &cido acrilico e acrilamida, precursores para obtencdo da poliacrilamida, polimero
de ampla aplicacdo industrial, a partir da acrilonitrila, por meio de nitrilase e nitrila-hidratase,
ambas enzimas provenientes de células de Rhodococcus rhodocrous, (NAGASAWA et al,
1990, 1993).

A terceira e, até entdo, presente era da biocatélise é marcada pelo desenvolvimento de
técnicas moleculares para a engenharia de proteinas (BORNSCHEUR et al, 2012; PORTER et
al, 2016; SHELDON; BRADLEY, 2018), com os trabalhos dos grupos de Frances Arnold
(CHEN; ARNOLD, 1993) e Willem Stemmer (STEMMER, 1994). Por meio dos trabalhos de
Stemmer, sobretudo, o potencial das técnicas moleculares para a obtencdo de enzimas
mutantes foi intensificado ao se introduzir o mecanismo de recombinacéo, tal como ocorre no
modelo de evolucdo de Darwin (STEMMER, 1994).

Através desse modelo de evolucdo Darwiniana in vitro, um ciclo envolvendo
mutagénese, recombinacdo e screening dos mutantes pode ser repetido até que as
caracteristicas de interesse possam ser observadas nas enzimas mutantes. Como consequéncia,
propriedades das enzimas podem ser alteradas para que as mesmas possam atuar com altas
atividades e estabilidades, reconhecendo substratos ndo-naturais e em condi¢gbes mais
adversas. Essas alteraces das propriedades enzimaticas sdo necessarias, visto que processos
qguimicos requerem biocatalisadores estaveis, seletivos e robustos, 0s quais operam sob
condigdes previamente delineadas, como temperaturas elevadas, alta concentracdo de
substratos e presenca de solventes organicos (REETZ, 2011; PORTER et al, 2016;
SHELDON; WOODLEY, 2017).
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A engenharia de enzimas para um determinado processo inicia-se mediante a definigéo
das propriedades enzimaticas a serem modificadas, como aumento de estabilidade,
seletividade, escopo de substratos, ou, até mesmo, a combinacdo das mesmas. Previamente ao
surgimento das técnicas moleculares que impulsionaram a biocatalise moderna, somente
algumas alternativas eram disponiveis, como a imobilizacdo enzimética. Entretanto, o
aumento de estabilidade observado, por si so, era moderado e normalmente insuficiente para o
emprego na catalise da maioria dos processos quimicos (BORNSCHEUER et al, 2012).
Consequentemente, as técnicas de evolucao dirigida permitiram um progresso significativo na
aplicacdo industrial de biocatalisadores e contribuiram para que os mesmos fossem
engenherados a fim de se adaptarem a um processo. Observa-se um avango em comparagéo
ao pensamento tradicional, pelo qual processos quimicos eram alterados com a finalidade de
se adaptarem aos biocatalisadores disponiveis comercialmente (CHOI et al, 2015;
SHELDON, 2017).

Além da engenharia de proteinas, que contribuiu para a geracdo de enzimas com
propriedades designadas (tailor-designed) para um determinado processo, outro fator que
possibilitou a difusdo de biocatalisadores no campo industrial foi a producdo dos mesmos em
larga escala. Anteriormente, muitas enzimas eram disponiveis somente em pequenas
quantidades e altos precos, por meio de extracdo de tecidos de animais e de plantas.
Atualmente, com a técnica de DNA recombinante e a expressao heterdloga de proteinas, uma
variedade de microorganismos encontra-se disponivel como sistemas de expressao,
destacando-se a Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris. Em bancos de
dados publicos, podem ser encontradas diversas sequéncias de proteinas, e, além disso, 0s
genes que codificam para as mesmas podem ser adquiridos para a expressao em um
determinado microorganismo (DE SOUZA et al, 2017).

1.1.2 Exemplos de aplicacéo de biocatalisadores engenherados na industria farmacéutica

Um dos exemplos de sucesso na aplicacdo de enzimas na industria farmacéutica
remete a sintese do farmaco antiglicémico sitagliptina, principio ativo do medicamento
Januvia, indicado para o tratamento de diabetes tipo Il. Pesquisadores da empresa Codexis e
da Merck juntaram esforgos e engenheiraram uma transaminase (R)-seletiva proveniente de
Arthrobacter sp. para a aminagdo redutiva assimétrica do intermediario cetonico
prositagliptina (SAVILE et al, 2010; DESAI, 2011; CHOI et al, 2015) (Esquema 1).
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As pesquisas partiram de uma transaminase (R)-seletiva sem atividade para o substrato
cetbnico (prositagliptina), tendo-se em vista que nenhuma transaminase testada reconheceu
esse substrato para catalisar a reacdo desejada de aminacdo. Através de engenharia de
proteinas, com multiplos ciclos de evolucdo dirigida, obteve-se uma variante com 27
mutacBes. Dos 17 aminodcidos que interagem com o substrato, 10 dos mesmos foram
mutados (SAVILE et al, 2010; DESAI, 2011; CHOI et al, 2015).

O processo biocatalisado proporcionou um aumento de 13 % em rendimento e 53 %
em produtividade (g/ L.h) e reducao de 19% de rejeito gerado em relacéo ao anterior, no qual
se empregava catalise quimica utilizando o metal rddio e hidrogénio molecular (250 psi ~ 17
atm) para o procedimento de hidrogenagdo assimétrica. Devido ao importante resultado, os
inventores desse processo (Merck e Codexis) receberam, em 2010, o prémio da Agéncia de
Protecdo Ambiental Norte-Americana (US EPA) pela utilizacdo de condi¢bes reacionais
menos danosas ao ambiente (“greener”) (SAVILE et al, 2010; DESAI, 2011; CHOI et al,
2015).

F
F  (R)-Transaminase/
o 0 PLP -
N - N
GTTTY L D
) i-PrNH,  Acetona e o
FsC Prositagliptina FsC Sitagliptina

50 % DMSO >99.9 % ee

Esquema 1: Aminagdo assimétrica redutiva da prositagliptina via (R)-transaminase (SAVILE et al,
2010; DESAI, 2011).

Outro exemplo classico de éxito na engenharia enzimatica foi o utilizado para sintese
do intermediario quiral da atorvastatina, um farmaco utilizado para reducéo de colesterol, o
qual é principio ativo do medicamento Lipitor. O processo contém duas etapas e envolve 3
enzimas, uma cetoredutase (KRED) para a reducdo assimétrica de uma a-clorocetona a
clorohidrina correspondente, na presenca de glicose e glicose desidrogenase (GDH) para
regenerar o cofator necessario a reducdo enzimatica (NADPH) (12 etapa); halohidrina
dehalogenase (HHDH) para converter a clorohidrina a cianohidrina de interesse (2% etapa)
(MA et al, 2010; CHOI et al, 2015; SHELDON, 2017) (Esquema 2).

Empregaram-se técnicas de evolugdo dirigida para melhorar a atividade e estabilidade
das enzimas, mas mantendo suas altas enantiosseletividades (MA et al, 2010; CHOI et al,
2015; SHELDON, 2017).
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Esquema 2: Processo biocatalisado para a sintese do intermediario quiral da atorvastatina (MA et al,
2010).

Com a engenharia dos biocatalisadores, houve melhora em diversos parametros do
processo, como aumento de produtividade (500 % e 9500 %) e rendimento (12 % e 37 %),
diminuicdo da carga de enzima necessaria (90 % e 96 %), aumento da concentracdo de
substrato empregado (100 % e 600 %) e diminuicdo do tempo de reacdo (67 % e 93 %), sendo
esses valores referentes as etapas com KRED/ GDH e HHDH, respectivamente. Destaca-se
que ndo houve comprometimento das enantiosseletividades observadas nas reagdes com
KRED e HHDH nativas, além de ndo haver problemas de emulséo e separacdo de fases (MA
et al, 2010; CHOI et al, 2015; SHELDON, 2017). Os inventores desse processo (Codexis)
também receberam, em 2006, o prémio da US EPA pela utilizacdo de condicGes reacionais

menos danosas ao ambiente (“‘greener’).

1.2 Emprego de lipases como biocatalisadores

As lipases (EC 3.1.1.3) séo triacilglicerol hidrolases ubiquas, sendo presentes em
todos os tipos de organismos, como fungos, bactérias, plantas e animais. Essas enzimas
atuam, essencialmente, na digestdo, transporte e processamento de lipideos, exercendo sua
funcdo nativa de hidrdlise de ligacOes ésteres de cadeias longas de triacilgliceréis (JAEGER;
EGGERT, 2002).

Além de seu papel natural no metabolismo lipidico, as lipases sdo empregadas em
diversos segmentos industriais, como aditivos em formulagdes de detergentes, na confeccdo
de ingredientes alimenticios, na sintese de biopolimeros, biolubrificantes e na producdo de
biodiesel (HOUDE et al, 2004; HASAN et al, 2006; ANOBOM et al, 2014; AOUF et al,
2014).

Na area de sintese organica, as lipases sdo amplamente estudadas e utilizadas devido a

sua relativa estabilidade em solventes organicos; por ndo necessitarem de cofatores para sua
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atividade catalitica; pela grande nimero de substratos que interagem com essas enzimas; pelas
altas seletividades (régio-, quimio- e enantio-) reportadas (ADLERCREUTZ, 2013; KUMAR
et al, 2016).

Outro fator preponderante para a vasta aplicacdo industrial de lipases decorre de sua
grande disponibilidade comercial, tanto na forma livre, como imobilizada. Quanto a sua
origem, as lipases mais utilizadas sdo provenientes de microorganismos (fungos e bactérias),
sendo produzidas por meio da téecnica de DNA recombinante, através de expressao heteréloga
em bactérias e leveduras (ADLERCREUTZ, 2013).

Diversas técnicas de imobilizacdo de enzimas, dentre estas lipases, sdo descritas na
literatura, tendo como vantagens a facil recuperacdo do catalisador do meio reacional; a
reciclabilidade, podendo-se reutilizar o catalisador sem que haja, idealmente, perda de sua
atividade; a possibilidade de se desenvolverem processos continuos. Além disso, a
imobilizacdo pode também ser utilizada para aumentar a estabilidade de enzimas em solventes
organicos, e, inclusive, melhorar suas atividades e enantiosseletividades (ADLERCREUTZ,
2013; SHELDON, 2013; MANOEL et al, 2016).

1.2.1 Estrutura e mecanismo de catélise das lipases

Considerando-se sua estrutura tridimensional, a maioria das lipases apresenta grande
variabilidade na estrutura priméria (sequéncia de aminoacidos), entretanto, compartilha da
mesma arquitetura caracteristica da familia das off hidrolases (SCHRAG; CYGLER 1997;
JAEGER et al, 1999; NARDINI; DIJKSTRA, 1999). Esta familia se configura em um dos
maiores grupos de enzimas relacionadas estruturalmente, mas com funcdes cataliticas
diversas, incluindo, além de hidrolases, membros de outras classes, como oxidorredutases e
liases (HOLMQUIST, 2000).

O enovelamento canénico, descoberto por Ollis e colaboradores (1992), € constituido,
no centro, por uma folha-p formada, normalmente, por 8 fitas paralelas, exceto por 32, que é
antiparalela. As fitas B3 a B8 sdo conectadas por a-hélices localizadas ao redor da folha-$3
(SCHRAG; CYGLER 1997; JAEGER et al, 1999; NARDINI; DIJKSTRA, 1999).

O sitio ativo das lipases é composto por uma triade catalitica formada, por ordem de
sequéncia primaria, pelos aminoacidos serina, aspartato, sendo este, em alguns casos,
substituido por glutamato, e histidina. O residuo nucleofilico corresponde a serina, enquanto a
funcdo de catalisador acido é desempenhada pelo aspartato ou glutamato. Destaca-se que, em

outras enzimas da familia das af hidrolases, o residuo nucleofilico pode ser uma cisteina ou
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aspartato. Ressalta-se também, que a histidina € o Unico aminoacido que se conserva em todas
as triades cataliticas dessa familia (SCHRAG; CYGLER 1997; JAEGER et al, 1999;
ANOBOM et al, 2014).

O aminoécido serina, nucleofilico, localiza-se em uma sequéncia de pentapeptideo
Gly-X-Ser-X-Gly (Gly = glicina; Ser = serina; X = qualquer aminoéacido), altamente
conservada na estrutura das lipase, a qual forma uma curva acentuada (curva-y) entre a fita 5
da folha-p central e a a-hélice seguinte (aC). Originalmente, o aspartato ou glutamato
cataliticos encontram-se na curva apo0s a fita f7, entretanto, sua localiza¢do pode variar entre
as estruturas das lipases. Esse aminoécido interage por ligacdo de hidrogénio com a histidina
da triade catalitica, a qual ¢ localizada apo6s a fita B8 (SCHRAG; CYGLER 1997; JAEGER et
al, 1999; ANOBOM et al, 2014) (Figura 1).
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S-serina; H-histidina; (// ‘ 7/ ,
\ / {

D/ E- aspartato/ \J \\l/', 7 "
aB \ J

glutamato oC { J/,\%\/l

Figura 1: Enovelamento candnico das lipases, com destaque para a triade catalitica (Adaptado de
JAEGER et al, 1999).

Tradicionalmente, as lipases sdo caracterizadas por aumento drastico de sua atividade
quando se encontram na interface lipideo/ agua, devido ao fenémeno denominado ativacao
interfacial, conforme observado por Sarda e Desnuelle (1958). Com algumas dessas enzimas,
ocorre aumento drastico de sua atividade lipolitica, quando o substrato atinge concentracfes
acima de sua concentracdo micelar critica (CMC), tornando-se insoltvel (emulsdo). Esse
fendmeno € usualmente utilizado para diferenciar as lipases de outras enzimas lipoliticas,
como esterases (FERRATO et al, 1997). Esse fendbmeno de ativagdo & promovido por
rearranjos estruturais na regido do sitio ativo das lipases. Na auséncia de interface lipideo/

agua, o sitio ativo e coberto por uma estrutura denominada tampa (lid). Porém, na presenca de
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substancias hidrofébicas, a tampa é aberta, permitindo a interacdo do sitio catalitico com o
substrato (VERGER, 1997; JAEGGER et al, 1999).

As alteracdes na estrutura das lipases durante o fendmeno de ativacdo interfacial sao
tradicionalmente estudadas por meio da comparacdo de cristais dessas enzimas obtidos em
diferentes condicdes, na tentativa de serem obtidos exemplares que reportem o estado ativo
(tampa aberta) e o inativo (tampa fechada). No caso da lipase de Candida rugosa (CRL), a
titulo de exemplo, a comparacao entre essas duas formas, aberta e fechada, mostrou que 508
dos 532 atomos de Ca da estrutura da lipase foram sobrepostos com um desvio (RMS) de
apenas 0,30 A, sendo a excecdo formada pelos 26 Ca pertencentes a estrutura de tampa, que
se deslocaram em até 25 A entre essas duas conformagdes (GROCHULSKI et al, 1994).

A maior parte das lipases possui a estrutura da tampa, entretanto, existem casos em
gue a mesma é ausente. Portanto, a presenca da tampa, assim como o fendmeno de ativacédo
interfacial ndo sdo critérios suficientes para caracterizar uma enzima como lipase (VERGER,
1997). Conforme os tipos de morfologia da tampa, os quais podem variar drasticamente entre
as lipases, pode-se classifica-las em diferentes grupos (KHAN et al, 2017).

Uma das lipases mais utilizadas a nivel académico e industrial, denominada lipase B
de Candida antarctica (CAL-B), € foco de continuos estudos a fim de se investigarem a
existéncia de uma tampa em sua estrutura, assim como, o fendmeno de ativagdo interfacial
exibido por essa lipase (STAUCH et al, 2015; MARTINELLE et al, 1995). Isto é justificado
pelo fato de a caracterizacdo de transicfes extensas de conformacdo a nivel atdbmico atraves
de métodos biofisicos experimentais continua a ser uma tarefa dificil. Técnicas como a
cristalografia de raios-x fornecem informacGes essenciais a nivel de conformacdo estética,
mas carecem sob o ponto de vista dindmico. A espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear, que poderia suprir essa limitacdo, ndo é largamente utilizada, devido a limitacao
imposta pela massa molecular dessas esnzimas. Com isso, alternativas como simulagéo de
dindmica molecular podem ser de grande valia (HENZLER-WILDMAN; KERN, 2007,
BORDES et al, 2010; ANOBOM et al, 2014).

1.2.1.1 Estrutura da lipase B de Candida antarctica (CAL-B)

A levedura Candida antarctica originalmente isolada no lago Vanda na Antartica,
produz duas lipases diferentes, as lipases A e B (CAL-A and CAL-B). Dentre estas, a CAL-B
é a mais utilizada, tendo destaque em processos biocatalisados, principalmente, com o nome
comercial Novozyme 435 (N435) (KIRK; CHRISTENSEN, 2002; YANG et al, 2013). A
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CAL-B é uma proteina com massa molar de 33 KDa e uma sequéncia de 317 aminoacidos,
tendo sua estrutura tridimensional elucidada via cristalografia por Uppenberg e colaboradores
(1994). Sua triade catalitica ¢ formada pelos aminoacidos serina (Ser) 105, aspartato (Asp)
187 e histidina (His) 224. A sequéncia do pentapeptideo contendo a serina nucleofilica, Gly-
X-Ser-X-Gly, altamente conservada na maioria das lipases, ndo é encontrada em CAL-B,
sendo a primeira glicina (Gly) substituida por uma treonina (Thr), gerando a seqliéncia Thr-
Trp-Ser-GIn-Gly. Além disso, essa enzima possui, no centro, 7 fitas-p, uma a menos que o
convencional. O correto enovelamento dessa lipase é auxiliado pela presenca de trés ligacdes
dissulfeto (UPPENBERG et al, 1994).

Desde sua descoberta, a presenca de uma tampa na estrutura da CAL-B € alvo de
debate. No estudo inicial, ao se analisar as formas dessa enzima cristalizada, acreditou-se que
a mesma se encontrava em uma conformacéo aberta, com o sito ativo acessivel ao solvente,
sendo a o-hélice 5, reconhecida, potencialmente, como tampa. Essa afirmacdo foi
fundamentada pelo fato de essa regido apresentar mobilidade, variando de conformagdo de a-
hélice organizada para uma estrutura desordenada, em condi¢cGes de mudanca de pH dos
cristais (UPPENBERG et al, 1994). Entretanto, em estudo posterior do mesmo grupo
(UPPENBERG et al, 1995), esta ultima hipotese foi descartada, o que tem impulsionado
pesquisas acerca do tema.

Na tentativa de se detectar a ativacdo interfacial de CAL-B, Martinelle e colaboradores
(1995) realizaram um estudo dessa enzima em reacgdes de hidrdlise de substratos, dentre estes
o0 butirato de p-nitrofenila. Ndo se observou mudanca pronunciada de atividade quando se
excedeu o limite de solubilidade desse substrato (presenca de interface), o que difere
drasticamente do comportamento da lipase modelo, a de Thermomyces lanuginosa, nessas
mesmas condic¢Bes, com a qual se observa aumento de atividade.

Mais recentemente, estudos mais modernos baseados em dindmica molecular
confirmaram a alta mobilidade da o-hélice 5 (SK@T et al, 2009), podendo se comportar
como tampa, exibindo diferentes conformacgOes, dependendo da temperatura do processo
(GANJALIKHANY et al, 2012). Além disso, Zisis e colaboradores (2015) reportaram um
aumento de atividade, em aproximadamente sete vezes, da CAL-B quando esta foi
imobilizada em suporte hidrofobico, esferas de vidro revestidas por cadeias alquilicas (octil),
atribuida a uma mudanga conformacional que conduz a uma maior abertura para o sitio ativo.
Entretanto, essa ativagdo é restrita a substratos volumosos, representados no trabalho por
ésteres formados por alcodis volumosos, levando a concluséo de que essa lipase atuaria como

esterase para pequenos substratos. Essa afirmacao foi respaldada por estudos de dindmica
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molecular, que demonstraram uma alta mobilidade da estrutura da a-hélice 5, que foi

classificada pelos autores como pequena tampa.

1.2.1.2 Mecanismo de catélise das lipases

O mecanismo de catalise das lipases pode ser compreendido por meio da reacdo de
hidrélise de ésteres, ilustrado na figura 2. Primeiramente, ocorre o ataque nucleofilico da
serina catalitica na carbonila da ligagdo éster do substrato. A nucleofilicidade da hidroxila da
serina € aumentada através da interacdo com a histidina da triade catalitica (etapa 1). Forma-
se 0 primeiro intermediario tetraédrico, no qual o atomo de oxigénio da carbonila adquire uma
carga negativa (oxidnion), que é estabilizada por ligacbes de hidrogénio com outros
aminoécidos da cadeia principal da enzima, em um sitio denominado buraco/fenda do
oxianion (oxyanion hole) localizado no sitio atiivo da enzima (etapa 2). Posteriormente,
libera-se uma molécula de alcool, como grupo de saida, do intermediério tetraédrico, o qual é
desfeito, enquanto a cadeia acilica permanece covalentemente ligada & enzima (intermediario
acil-enzima) (etapa 3). Com o ataque da &gua (nucleofilo de reacGes de hidrdlise), que, assim
como a serina, tem sua nucleofilicidade aumentada pela histidina da triade catalitica, no
intermediario acil-enzima, ocorre a formacdo do segundo intermediario tetraédrico (etapa ndo
mostrada na figura) e posterior regeneracdo da enzima, com a liberacdo do produto &cido
carboxilico (etapa 4) (JAEGER et al, 1999).
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Figura 2: Mecanismo de hidrélise de éster (propionato de etila) por lipases (JAEGER et al, 1999).
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Além da hidrélise de ésteres, reacdo natural de hidrolases, como as lipases, estas

enzimas podem catalisar outras reac6es, discutidas na proxima secao.

1.2.2 Uso de lipases em sintese organica

O uso de lipases em sintese organica foi promovido pela observada estabilidade em
solventes organicos (ZAKS; KLIBANOV, 1984). Em meios ndo aquosos, as lipases podem
ser utilizadas para a sintese de ésteres, através da esterificagdo de alcodis com &cidos
carboxilicos. Esse tipo de reacdo tem o sentido reverso ao de reacdo de hidrolise, a qual é a
reacao natural das hidrolases. Logo, para promover o deslocamento do equilibrio no sentido
de formacdo de ésteres, meios organicos com baixa atividade de agua devem ser usados
(GHANEM, 2007).

Além de serem ativas em solventes organicos, outra vantagem das lipases consiste no
amplo repertdrio de reacdes catalisadas por essas enzimas, compreendendo uma miriade de
transformacgdes quimicas, dentre estas hidrolise, esterificacdo, alcodlise (transesterificacdo),
acidolise, e, até mesmo, interesterificacdo, na qual dois ésteres reagem entre si (Figura 3A) .
Ao se sujeitar o intermediario acil-enzima, tipico do mecanismo de catalise via lipases, ao
ataque de diferentes nucletfilos alternativos a agua (nucledfilo natural de hidrolases), como
alcoois, aminas e peroxido de hidrogénio, podem ocorrer reacGes de alcodlise, amindlise e
peridrolise, respectivamente (GOTOR-FERNANDEZ et al, 2006; GHANEM, 2007) (Figura
3B).
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Figura 3: A) Reacles usualmente catalisadas por lipases; B) Ataque do intermediario acil-enzima por
diferentes nucledfilos (GHANEM, 2007).

A ocorréncia de diferentes reacdes, alternativas as que normalmente as enzimas
catalisam, enquadra-se no conceito de promiscuidade enzimatica. Hult e Berglund (2007)
classificaram este termo em trés categorias: promiscuidade de condicdo, promiscuidade de

substrato e promiscuidade catalitica.

e Promiscuidade de condi¢do: Enzimas possuem atividade catalitica em vérias
condicdes reacionais, diferentes daquelas em que normalmente atuam, como tipo de
solvente, temperatura e pH;

e Promiscuidade de substrato: Enzimas reconhecem diferentes substratos, com
estruturas diversas;

e Promiscuidade catalitica: Enzimas catalisam diversas reaces quimicas, passando por

diferentes estados de transi¢do, que ndo sdo observados em suas reagdes naturais.

Nesse contexto, as lipases se configuram como promiscuas, sendo observado um
consideravel nuimero de exemplos de promiscuidade catalitica, empregando-se lipases

selvagens (promiscuidade catalitica acidental). Em outros casos, por meio de mutaces, via
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design racional ou evolugdo dirigida, pode-se induzir a ocorréncia de uma nova reacgao
(promiscuidade catalitica induzida) (HULT; BERGLUND, 2007; HUMBLE; BERGLUND,
2011).

De acordo com a promiscuidade catalitica, j& foram descritas diversas reacdes
catalisadas por lipases que procedem via diferentes estados de transicdo e mecanismos
reacionais (DWIVEDEE et al, 2018), como reacdes aldolicas (LI et al, 2008; GUAN et al,
2012; XIE et al, 2013), adi¢cbes conjugadas (CAl et al, 2011; MONSALVE et al, 2012),
reacOes tipo Mannich (LI et al, 2009; HE et al, 2010; WU et al, 2016), tendo-se, inclusive,
estudos relatando a atividade de racemase (VONGVILAI et al, 2011).

1.2.2.1 Uso de lipases na obtencdo de alcoois enantioenriquecidos

1.2.2.1.1 Enantiosseletividade de lipases para alcodis secundarios

Uma das caracteristicas das lipases é sua alta enantiosseletividade, acoplada,
simultaneamente, a ampla faixa de substratos reconhecidos, principalmente no que se refere a
alcoois secundarios. Existem diferentes estudos que buscam descrever 0s mecanismos
relacionados a enantiosseletividade de lipases (EMA, 2004), sendo um dos mais famosos
criado por Kazlauskas e colaboradores (1991). Na tentativa de predizer qual enantibmero de
alcoois secundarios racémicos reage mais rapido em reacOes catalisadas por lipases, estes
pesquisadores desenvolveram um modelo empirico, com base na observacdo da
enantiopreferéncia de algumas lipases (de Pseudomonas cepacia e de Candida rugosa) em
reacOes com esse tipo de substrato.

Através do modelo de Kazlauskas e colaboradores (1991), a diferenca na cinética entre
os enantiémeros foi relacionada, de uma maneira simples, de acordo com 0s proprios autores,
com a diferenca de tamanho dos grupos ligados ao carbono assimétrico secundario contendo a
hidroxila. Conseguiu-se melhor resolucdo (E mais altos), quando a diferenca de volume entre
0s substituintes dos alcoois secundarios estudados era mais pronunciada. A presenca de um
grupo volumoso e de outro pouco volumoso na mesma estrutura desse tipo de substrato faz
com que haja uma orientacdo (encaixe) preferencial durante a interacdo com a lipase. Com
iSs0, 0 enantibmero que reage mais rapido é aquele que comporta o grupo mais volumoso e o
menos volumoso, respectivamente, na bolsa (“pocket”) maior e na menor (Figura 4),

localizadas no sitio ativo da enzima. Em contrapartida, o enantibmero mais lento é forcado a
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comportar seu grupo mais volumoso na bolsa menor (GOTOR-FERNANDEZ et al, 2006;
GHANEM, 2007).

Enantiomero mais rapido Enantiomero mais lento
(favorecido) (desfavorecido)

Figura 4: Modelo empirico de enantiopreferénica de lipases para alcodis secundarios, desenvolvido por
Kazlauskas e colaboradores. L: grupo mais volumoso e M: grupo menos volumoso (GOTOR-FERNANDEZ et
al, 2006).

Em estudo posterior pioneiro feito por Cygler e colaboradores (1994), preteriu-se o
empirismo, buscando-se investigar as bases estruturais, por meio de cristalografia, da
enantiopreferéncia de lipases na resolucdo de alcodis secundarios. Adotou-se, como
representante, a lipase de Candida rugosa (CRL), procurando-se identificar diferencas nas
interacOes dos residuos do sitio catalitico com cada enantidmero da substancia estudada como
modelo (um derivado do mentol), que foi utilizada por permitir uma simulacdo da formacéo
do estado de transicdo (intermediario tetraédrico) que ocorre no ciclo catalitico. Uma possivel
explicacdo, ilustrada na figura 5, foi levantada com base na interacdo, via ligacdo de
hidrogénio, entre o imidazol da histidina (N&2) da triade catalitica com o oxigénio do alcool
(01), que se mostra ausente com um dos enantiomeros (o0 mais lento), provocada pela
mudanca de orientacdo do grupo isopropil (grupo mais volumoso). A presenca dessa interacao
levaria ao colapso mais rapido do intermediario tetraédrico, contribuindo para uma maior
velocidade de reacdo de um dos enantidmeros (0 mais rapido). Outros estudos envolvendo,
também, experimentos de modelagem molecular podem ser encontrados, na tentativa de se
explicar a enantiosseletividade de lipases (UPPENBERG et al, 1995; HAEFFNER et al, 1998;
RAZA et al 2001; EMA, 2004).
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Figura 5: Dados de cristalografia evidenciando as diferencas de interacdo entre os enantibmeros de um
derivado do mentol com a histidina catalitica da CRL (Adaptado de CYGLER et al, 1994).

De modo interessante, em estudos envolvendo a lipase CAL-B, descobriu-se que a
enantiosseletividade da mesma para alcodis secundarios poderia ser alterada promovendo-se
mutacBes em seu sitio estereosseletivo (bolsa menor), cujo fundo é delimitado pela cadeia
lateral do aminoé&cido triptofano (Trp 104). Esse sitio comporta grupos com volume méximo
correspondente a uma etila (UPPENBERG et al, 1995; ROTTICCI et al, 1998, 2001). Esta
limitacdo estérica é a responsavel pela enantiopreferéncia da CAL-B, pois 0 enantibmero mais
lento é forcado a comportar seu grupo mais volumoso na bolsa menor (sitio estereosseletivo),
0 que ¢ desfavoravel (Figura 6).

Foi possivel se observar que ao se substituir o Trp 104 por aminoacidos com cadeias
laterais menores, como a alanina, principalmente, aumenta-se 0 espa¢o do sitio
estereosseletivo. Como conseqiiéncia, grupos mais volumosos (maiores que a etila) poderiam
ser acomodados nesse sitio, 0 que, na CAL-B selvagem, ndo era possivel. Com isso, por meio
dessa Unica mutacdo sitio dirigida, observou-se uma queda drastica dos valores de
seletividade (E) nas reacOes catalisadas por essa lipase, tendo-se como substratos alcodis
secundarios racémicos. Inclusive, em alguns casos, houve inversdo da enantiopreferéncia, isto
é, 0 enantibmero que reage mais rapido passou a ser o de configuragdo (S), ao invés do (R)
(MAGNUSSON et al, 2005).
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Figura 6: Modelo descritivo da enantiopreferéncia de CAL-B para alcodis secundarios (ROTTICCI et
al, 2001).

1.2.2.2 Reag0es de acilagao enantiosseletivas via lipases

Reacdes de acilacdo via esterificacdo ou transesterificacdo sdo usualmente utilizadas
para a obtencdo de alcodis enantioenriquecidos. Em resolugdes cinéticas ideais, com fatores
de seletividade (E) altos, o enantibmero que reage mais rapido é convertido a éster, enquanto
0 mais lento, ndo é convertido, sendo recuperado como alcool.

As reacdes de esterificacdo e transesterificacdo sdo caracterizadas como reversiveis, o
que se configura como uma limitacdo para a observacdo de altas enantiosseletividades, além
de diminuirem a velocidade de reagcdo. Com isso, condi¢des que favorecam reacOes rapidas e
praticamente irreversiveis sdo desejaveis para uma resolucédo cinética eficiente. Para este fim,
inicialmente, para contornar o problema da reacdo reversa de hidrolise, foram testados
sistemas bifasicos, em que a enzima era mantida em fase aquosa e o0 agente acilante na fase
organica (CAMBOU; KLIBANOQV, 1984). Posteriormente, com a descoberta da estabilidade
de lipases em solventes organicos, meios com praticamente nenhuma atividade de agua,
passaram a ser utilizados (ZAKS; KLIBANOV, 1984; KIRCHNER et al, 1985), assim como
outras estratégias, como 0 uso de excesso de agente acilante e o tipo de agente acilante
empregado (KIRCHNER et al, 1985; ANTHONSEN; HOFF, 1998; GHANEM, 2007;
FABER, 2018).

Os agentes acilantes, também chamados de doadores de acila, podem ser divididos em:
reversiveis, quase-irreversiveis e irreversiveis. Estes ultimos sdo 0s mais empregados em
reacOes de acilacdo com lipases, nas quais se utilizam ésteres entlicos, como acetato de vinila

e isopropenila. A irreversibilidade é fundamentada na liberagdo de um enol, como subproduto,
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que tautomeriza a aldeido, no caso do acetato de vinila, ou cetona, no caso do acetato de
isopropenila. Com isso, ndo ha geracdo de nucleofilo para que a reagédo reversa (alcoolise)
ocorra (KIRCHNER et al, 1985; DEGUEIL-CASTAING et al, 1987; FABER, 2018)
(Esquema 3).

Esteres endlicos

Esquema 3: Reacdo de alcoois com acilantes irreversiveis via lipases (FABER, 2018).

Os doadores de acila quase-irreversiveis, ao reagirem com alcoois (substrato), em
reacbes de transesterificacdo, liberam, como grupo de saida, alcodis com baixa
nucleofilicidade. Estes possuem grupos retiradores de elétrons, como ciano e halogénios e,
consequentemente, considera-se que a reacdo reversa praticamente ndo ocorre (KIRCHNER
et al, 1985; FABER, 2018) (Esquema 4).

0 i (0]
)k Lipase ~
R S0 R, T ReOH  — > R OR; * Ry OH
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R,: NC-; CH,CI-; CCly-; CF5-

Esquema 4: Reacéo de alcodis com acilantes quase-irreversiveis (FABER, 2018).

Lipases sdo largamente empregadas em rotas sintéticas que visam a obtencdo de
alcoodis enantioenriquecidos, sejam estes primarios, secundarios ou terciarios. A
enantiosseletividade observada em reacGes com alcodis secundarios é relativamente alta,
sendo observado o uso dessas enzimas em resolucfes cinéticas desse tipo de substrato,
inclusive com aplicacdo na industria farmacéutica (GOTOR-FERNANDEZ et al, 2006;
SOLANO et al, 2012; SIMON et al, 2013; CARVALHO et al, 2015; ALBARRAN-VELO et
al, 2017; SUN et al, 2017).

A enatiosseletividade mais baixa observada em resolugbes cinéticas envolvendo
alcoois primarios € justificada, geralmente, pela distancia do centro assimétrico ao local em
que ocorre a reacdo enzimatica. N&o obstante, altas enantiosseletividades podem ser
detectadas com esse tipo de substrato (FORRO et al, 2011; MACHADO et al, 2011;
MARTINS et al, 2015).
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1.3 Estratégias para obtenc¢do de substéncias enantiopuras

A obtencdo de substdncias enantiomericamente enriquecidas ou, idealmente,

enantiopuras desperta grande interesse, seja em escala laboratorial ou industrial, buscando-se,

continuamente, metodologias eficientes, mas que sejam, também, préticas. Entretanto, a

escolha da estratégia a ser seguida ndo é uma tarefa simples, porque eficiéncia e praticidade

dependem de um vasto numero de fatores. Estes podem incluir a escala de producdo, custo de

reagentes, tempo de processo, numero de etapas, riscos potenciais, geracdo de residuos,

especificacfes de pureza dos produtos, produtividade e disponibilidade de equipamentos
(KEITH, 2001).

Com a finalidade de se obterem substancias enantiomericamente enriguecidas, devem

ser consideradas diferentes alternativas (KEITH et al, 2001; ROUF; TANEJA, 2013;
LORENZ; SEIDEL-MORGESTERN, 2014) (Figura 7):

“Chiral pool”: baseia-se na utilizacdo de materiais de partida enantiopuros fornecidos
pela natureza.

Resolucéo de racemato: consiste na separa¢do dos enantidmeros de um racemato por
métodos quimicos ou fisicos.

Sintese assimétrica  enantiosseletiva: consiste no preparo de substancias
enantioenriquecidas a partir de precursores aquirais, utilizando-se reagentes ou

catalisadores quirais para a gera¢cdo de novo centro assimétrico.

Chiral pool
Sintese
Racemato SU!JSTF?tU
et Auxiliar pro-quiral
Cristalizacio . —
quiral
R x Cromatografia | | in 3 | Si
esolucio -—- . 1 Enantiomero | | Catilise —— intese
quiral | uro Assimétrica
Cinética Biocatilise ——

Figura 7: Estratégias para obtencdo de substancias enantiopuras (Adaptado de ROUF; TANEJA 2013).
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Tradicionalmente, as técnicas de resolugdo de racematos figuram como centrais na
preparacdo se substancias enantioenriquecidas. Todavia, salvo excecdes, como a resolucédo
cinética dindmica, apresentam a desvantagem de fornecer os enantibmeros com o rendimento
maximo de 50%, visto que ambos estdo presentes em propor¢do equimolar em um racemato.
Entretanto, apesar dessa limitacdo, as técnicas de resolucdo sdo muito utilizadas, inclusive
industrialmente, sendo obtidas por meio de cristalizacdo, resolugdes cinética e cinética
dindmica e cromatografia com fase estacionéaria quiral (ROUF, TANEJA, 2013; LORENZ;
SEIDEL-MORGESTERN, 2014).

Um caso especial de resolugdo consiste na resolucao cinética, ilustrada na figura 8.
Esta se baseia na diferenga de velocidades de reacdo dos enantidmeros de um racemato na
presenca de um catalisador ou reagente quiral. Quanto maior a diferenca na cinética de cada
enantibmero, maior € o grau de enantiosseletividade (seletividade para um enantibmero), e,
consequentemente, maiores as possibilidades de se obter uma resolucdo eficiente, com altos
excessos enantioméricos, tanto do produto, quanto do substrato remanescente (enantibmero
ndo reagido) (KEITH et al, 2001).

kp: k

rapido
Sk > Iz
cat. quiral
kS k lento P
S S """""""""""" > S
cat. quiral

Figura 8: Mecanismo de uma resolugdo cinética catalisada, indicando diferenca de velocidade entre os
enantiémeros de um substrato (R e S) com um catalisador quiral.

Assumindo-se, pela figura 8, que o enantibmero R reaja mais rapidamente que o S, na
presenca do catalisador, ao término da resolucdo, espera-se que se obtenha uma mistura
composta pelo produto Pr e o substrato remanescente S, ambos enantiomericamente
enriquecidos.

Apesar da desvantagem patente das técnicas de resolucdo, no que tange a obtencdo dos
enantidmeros com rendimento maximo de 50%, metodologias como essas possuem aplicacéo
quando o racemato € disponivel ou sintetizado com baixo custo, o catalisador € altamente
seletivo para um enantidmero e efetivo em baixas concentracfes e, mesmo que seja caro,
possa ser reciclado sem perda de enantiosseletividade. Além disso, visando-se aplicacao,

principalmente em escala industrial, é interessante que o produto e o substrato remanescente
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sejam obtidos em altos excessos enantioméricos e separados facilmente, por procedimentos
que ndo requeiram purificacGes laboriosas (KEITH et al, 2001).

Em resolucBGes cinéticas catalisadas, a razdo das constantes de velocidade do
enantibmero que reage mais rapido com o catalisador (K rapido) € do mais lento (K fento) €
definida como o fator de seletividade (krel OU ). Este é ditado pela magnitude de AAG™, o
qual corresponde a diferenca de energia entre os estados de transicdo diastereoisoméricos
formados pela interacdo de cada enantidmero do racemato com o catalisador quiral (Figura

9). Essa é a etapa determinante de enantiosseletividade (KEITH et al, 2001).

Kret = 5= K rapido / K tento = gAAGTH/RT

Energia do estado de transicdo Energia do estado de transicdo
do enantidmero mais lento § do enantidmero mais rapido R

Figura 9: Diferenca de energia dos estados de transicdo (AAG*™) dos enantidmeros de um racemato na
presenca de um catalisador quiral (Adaptado de KEITH et al, 2001). R: Constante dos gases e T:Temperatura

(K).

Quanto maior os valores de krei, maiores as diferencas de energia entre os estados de
transi¢do diastereoisoméricos (AAG*™) e mais eficiente é a resolugdo cinética, visto que séo
maiores as possibilidades de se obterem tanto produto como substrato remanescente
(enantibmero nao reagido) em altos excessos enantioméricos (ee) (KEITH et al, 2001).

Em resolucdes cinéticas, os valores de ee que podem ser obtidos para o produto e
substrato remanescente apresentam uma relagdo com a conversao da reagdo. Observa-se que 0
ee do produto decai conforme se aumenta a conversao, enquanto o ee do substrato apresenta
comportamento inverso, aumentando quando se atingem valores maiores de conversdo
(Figura 10). Ressalta-se que para simplificagdo matemética, a maioria dos graficos que
relacionam conversdo com ee sdo plotados, levando-se em consideragdo que a reacédo

catalisada apresenta cinética de primeira ordem em relacdo ao substrato (KEITH et al, 2001).
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Uma das vantagens da resolucdo cinética é a possibilidade de se obter o substrato
remanescente com alta pureza oOptica (alto valor de ee), mesmo que 0 kre Ndo seja tdo alto,
bastando-se, para tal, conduzir a reacdo a valores maiores de conversdo. Nesse sentido, a
desvantagem mais nitida é a queda de rendimento na obtencdo do substrato
enantioenriquecido. Em contrapartida, se houver interesse no produto com alto valor de ee, é
fundamental que se tenha elevado valor de fator de seletividade (krer > 50) (KEITH et al,
2001).

Substrato remanescente Produto

500

W

25% <

P

Kpgy = M2
0% . . , 0% , . -
0% 25% 0% 75% 100% 0% 25% 50% 75% 100%
Conversdo (c) Conversao (c)

Figura 10: Relagdo de conversdo com 0s excessos enantioméricos do substrato e produto (KEITH et al,
2001).

Os valores do fator de seletividade (krel OU S), largamente utilizados para se avaliar a
enantiosseletividade do catalisador em uma reacdo assimétrica, podem ser calculados a partir
de valores de conversdao e excessos enantioméricos do produto (eep) ou substrato
remanescente (ees), assumindo-se que a reacdo catalisada apresenta cinética de primeira
ordem em relacdo ao substrato e que seja irreversivel (Equacdo 1). Essas equagbes sdo
utilizadas para a construcdo dos graficos relacionando conversdo e ees ou eep, COmo 0s da
figura 15 (CHEN et al, 1982; KEITH et al, 2001; FABER, 2018).

Relagdo de ee, com a conversao Relacdo de ee.com a conversao
para um dado valorde § para um dado valorde 5§

~In[l —c(1 +e.e.p)] s In[(1=c)(1—ce.es)]

In[l —c(l —ee.p)] CIn[(1=c¢)(1 +e.es)]

Equacéo 1:Célculo do fator de seletividade (s) a partir da conversdo (c) e de ees ou ee, (FABER, 2018)
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Por convencéo, valores de fatores de seletividade abaixo de 15 ndo apresentam fins
praticos. Entre 15 a 30, sdo classificados como moderados e, acima de 30, como ideais
(FABER, 2018).

Nos casos de reversibilidade, deve-se levar em consideracdo a constante de equilibrio
da reacdo (K) no célculo do fator de seletividade (CHEN et al, 1987; FABER, 2018)
(Equacgéo 2).

Relagdo de ee, com a conversdo Relagdo de ee;, com a conversdo
para um dado valorde S para um dado valorde S

. In[l — (1 +K)c(l +e.e.p) s _ In[1 — (1 +K)(c+ees{l —c})]
In[l — (1 +K)e(l —eep) In[l — (1 +K)(c —ee.s{l —c})]

Equacéo 2: Célculo do fator de seletividade (s), em reacfes reversiveis, a partir da conversao (c) e de
ees ou eep (FABER, 2018)

A peculiaridade de reacGes reversiveis pode ser visualizada através do grafico
relacionando conversdo e excessos enantioméricos de produto e substrato (Figura 11).
Analisando-se o gréfico, observa-se que, ao contrario de reacGes irreversiveis, o ee do
substrato decai conforme se atingem valores de conversdo mais altos. Pode-se entender esse
fendmeno baseando-se no fato de que como a enantiopreferéncia € mantida no sentido de
sintese e no sentido reverso, 0 mesmo enantibmero do produto e do substrato sdo selecionados
preferencialmente pelo catalisador. Assumindo-se que o substrato A seja melhor substrato
para o catalisador que B (ki e ks maiores que ks e k7), a acumulacdo do produto P e do
substrato reagente mais lento B ocorrerd. Para a reacdo reversa, entretanto, P serd melhor
substrato que Q, uma vez que possui a mesma quiralidade que A, logo, com a reversibilidade,
sera convertido a A mais rapido do que B é transformado em Q. Portanto, em conversées mais
altas, a reversibilidade predomina e se configura como uma reacdo indesejada, causando a
deplecdo de ee do substrato remanescente. Com isso, torna-se dificil a obtencdo do substrato
com elevado excesso enantiomérico, o que era uma vantagem de resoluc@es cinéticas, mesmo

gue as mesmas apresentassem fatores de seletividade mais modestos (FABER, 2018).
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- ' ~100
k ks
cat + A [cat A] =—= cat +P = Produto
2 ks
== Substrato
K k7
cat + B [catB] =—= cat+Q
Kg
cat: catalisador

A e B: substratos
P e Q: produtos Conversdo
§=20:K=0,1

Figura 11: Relacdo de conversdo com 0s excessos enantioméricos do substrato e produto em reacdo
reversivel, coms =20 e K=0,1 (FABER, 2018).

Um dos casos especiais de resolugdo cinética consiste no uso de enzimas como
catalisadores quirais (biocatalisadores), configurando-se na denominada resolucdo cinética
enzimatica. Nesse tipo de resolucdo, refere-se, por convencao, o fator de seletividade como E,
ao invés de s. O fator E, assim como o s, reflete a razdo das velocidades iniciais de cada
enantiomero com o catalisador quiral, no caso uma enzima (CHEN et al, 1982; FABER,
2018).

No ambito de enzimologia, esse fator pode ser relacionado como a razdo entre as
constantes de Michaelis-Menten (Kwm) e de turnover (Kcat) para cada enantiomero do racemato,
sendo essa razdo (kca/ Km) denominada constante de especificidade (CHEN et al, 1982;
FABER, 2018) (Equacdo 3). Em sentido mais amplo, a razdo entre as constantes de
especificidade é um parametro para expressar as diferencas nas velocidades de reacdes de
uma enzima com substratos concorrentes, dentre estes, podem-se incluir os enantidmeros
(STRAATHOF; JONGEJAN, 1997).

Esse método de calculo do fator E é pouco utilizado, entretanto, por ser laborioso,
necessitando-se de estudo cinético de cada enantidbmero e da disponibilidade dos mesmos, a
fim de se determinarem os valores de constantes cinéticas (CHAPUT et al, 2012;
KITAMOTO et al, 2015).
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[kﬁll

VA Km
E—=_"— : A

1".]:5 cat
Kv|g

v,: velocidade inicial de reacdo do enantidmero A
vg: velocidade inicial de reacdo do enantiGmero B

o

Equacéo 3: Célculo de E a partir da constante de especificidade de cada enantidmero com uma enzima
(Adaptado de KITAMOTO e al, 2015)

Devido a quiralidade do sitio ativo da enzima, um dos enantidmeros interage melhor
que o outro, e, logo, é convertido em maior velocidade, conseguindo-se a resolucdo cinética
do racemato (FABER, 2018). Devido a isso, 0 uso de enzimas em resolugdes cinéticas,
visando-se a obtencdo de substancias enantioenriquecidas, configura-se como estratégia
tradicional no campo de catalise assimétrica. Além de processos enzimaticos, outras
resolucbes cinéticas, envolvendo metais de transicdo e organocatalisadores, podem ser
encontradas na literatura (PELISSIER, 2011).

1.4 Métodos quimicos de obtencéo do propano-1,2-diol opticamente ativo

O propano-1,2-diol (propilenoglicol) é um diol com vasta aplicacdo, sendo utilizado
como mondmero em resinas de poliéster, em fluidos especiais, com a funcdo de agente
anticongelante, em detergentes liquidos, tintas, além de ser empregado nas indUstrias de
cosméticos, como umectante, e de alimentos. Sua producdo industrial da-se a partir da
hidrolise do 6xido de propileno, um dos subprodutos da exploracdo do petroleo. Ao se
utilizarem processos nao cataliticos, sdo requeridas altas condi¢Ges de temperatura (150 — 250
°C) e pressao (acima de 100 psi), além de um grande volume de agua. Geram-se, como
subprodutos, dimeros (dipropilenoglicol) e trimeros de propilenoglicol (tripropilenoglicol),
que necessitam de separacdo, rendendo ao processo desvantagens (NANDA et al, 2016).

Como alternativa mais sustentavel a processos cuja matéria-prima € o 6Oxido de
propileno, e, portanto, dependentes de combustivel fossil, vém sendo estudadas rotas de
producéo de propilenoglicol a partir de recursos renovaveis, como o glicerol (DASARI et al,
2005; NANDA et al, 2016; FREITAS et al, 2018) e, até mesmo, a celulose (LIU et al, 2012;
XIAO et al, 2013).

Devido ao estereocentro em C-2, o propano-1,2-diol é uma substancia quiral,

constituida por uma mistura equimolar (racemato) de seus enantibmeros (R e S), 0s quais séo
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isbmeros de configuragdo ndo sobreponiveis, cada qual a imagem especular do outro (Figura
12).

OH : OH
A on A on
3 2 4 I 3 2 4
(R)-propano-1,2-diol (S)-propano-1,2-diol

Figura 12: Enantidmeros do propano-1,2-diol.

Os enantiomeros do propano-1,2-diol podem ser obtidos por meio da resolucdo
cinética hidrolitica do 6xido de propileno (Esquema 5). Esse processo, descoberto pelo grupo
de pesquisas de Jacobsen (JACOBSEN, 2000), é largamente utilizado para a resolucao
cinética de epdxidos terminais. Na presenca do catalisador quiral (R,R)-1.0Ac, formado por
um complexo de cobalto, com o ligante quiral salen (complexo Co(lll)-salen), promove-se
uma reacdo de hidrolise enantiosseletiva, gerando-se didis (produto) e epdxidos terminais
(substrato ndo reagido), ambos enantiomericamente enriquecidos (SCHAUS et al, 2002). Os
enantibmeros do catalisador sdo disponiveis comercialmente, sob a forma de complexo
Co(ll)-salen, sendo necessaria prévia oxidacdo a Co(lll) para sua ativacdo, viabilizada por
oxidacdo aerdbia na presenca, por exemplo, de &cido acético (JACOBSEN, 2000; SCHAUS et
al, 2002).

—N_  N—=
5
t-Bu o’ | o t-Bu
AcO
t-Bu t-Bu
(R,R)-1.0Ac
0 /(_)A
L(XS)\R (S.S)-1.0Ac o (R,R)-1.0Ac RTR)
+ - S —_— +
A= H,0
OH "0 R ? OH
B (R, S) A _OH
HO— AR RS

Esquema 5: Obtencdo de ambos enantidmeros do propano-1,2-diol variando-se a configuracdo do
catalisador, por meio de resolucéo cinética hidrolitica (SCHAUS et al, 2002).

O enantiémero (R)-propano-1,2-diol foi obtido com 98 % de excesso enantiomérico e

rendimento de 50 %, em 12 horas de reagdo, atraves da reacdo do Oxido de propileno



49

racémico com agua (0,55 eq), na presenca do catalisador na configuragdo (S,S), em baixas
concentracdes (0,2 mol %). Além de gerar o referido diol com alto ee, o substrato
remanescente, o o0xido de propileno na configuracdo (S), foi conseguido com ee >98 %,
configurando-se em uma resolucdo altamente enantiosseletiva (krei > 400) (TOKUNAGA et
al, 1997) (Esquema 6). Além disso, o catalisador péde ser reciclado por mais duas vezes, sem
perda de eficiéncia. Mudando-se a configuracdo do catalisador para (R,R) € possivel obter o
enantidomero (S)-propano-1,2-diol, com ee > 98 % (JACOBSEN, 2000; SCHAUS et al, 2002).

(S,S)-1.0Ac

0 (0,2 mol %) 9] o
SN+ Ho MR g\ /(L)VOH
(0,55eq)  5-25°C .
12h 44 % 50 % Krei: > 400
(R, S) ee: > 98 % ee: 98 %

Esquema 6: Obtencdo do (R)-propano-1,2-diol a partir de resolucéo cinética hidrolitica (TOKUNAGA
etal, 1997).

Além da resolucdo hidrolitica do éxido de propileno, metodologias empregando, como
material de partida, o glicidol enantiomericamente enriquecido, o qual pode ser obtido por
diferentes metodologias (KATSUKI; SHARPLESS, 1980; GAO et al, 1987; PALOMO et al,
2005; LEI et al, 2010), podem ser adotadas para a obtencdo do propano-1,2-diol
enantiomericamente puro (SAJIKI et al, 1999).

A di-hidroxilacdo assimétrica de alcenos terminais catalisada por 6smio, segundo
metodologia de Sharpless, € um dos métodos mais tradicionais para a preparacdo de diois
terminais vicinais opticamente ativos. Entretanto, tratando-se de alcenos terminais com
substituintes pouco volumosos ligados a dupla ligacdo, como o propeno, que possui uma
metila, o processo de oxidacdo enantiosseletiva é dificultada (NOE et al, 2005).

A titulo de ilustracdo, Vanhessche e Sharpless (1997) utilizaram o propeno como
substrato na di-hidroxilagdo assimétrica, na presenca do ligante quiral DHQD:> (DHQD:
diidroquinidil), contendo diferentes espacadores (ftalazina: PHAL e pirimidina: PYR). O (R)-
propano-1,2-diol foi obtido com 35 % e 49 % de ee, a0 se empregarem DHQD.-PHAL e
DHQD-.-PYR, respectivamente (Esquema 7).
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(DHQD),-PYR (1 mol %); K,0sO0,(OH)4 (0,5 mol %);
KsFe(CN)s (3 eq.), KoCO3 (3 eq.)

)

t-BuOH/ H,0 (1:1); 0 °C; 12 h

(DHQD),-PYR

Esquema 7: Di-hidroxilagdo assimérica do propeno para obtencdo do (R)-propano-1,2-diol
(VANHESSCHE; SHARPLESS, 1997).

A metodologia de hidrogenagdo enantiosseletiva de a-hidroxi-cetonas, para obtengédo
do propano-1,2-diol opticamente ativo, também ¢é dificultada pela semelhanca estérica dos
dois grupos adjacentes a carbonila da a-hidroxi-propanona. Com substituintes mais
volumosos, como em a-hidroxi-arilcetonas, hd uma diferenga de volume entre esses grupos
(Figura 13) e, consequentemente, podem ser obtidos, com mais facilidade, melhores
resultados de enantiosseletividade (KADYROQV et al, 2009).

0]

O
OH
oo (T

Figura 13: Comparagao entre o efeito estérico dos substituintes da a-hidroxi-fenilpropanona e da o-
hidrdxi-propanona (KADYROV et al, 2009).

Entretanto, mesmo com a dificuldade supracitada, Saito e colaboradores (2001)
desenvolveram uma série de ligantes quirais denominados SEGPHOS para utilizacdo na
redugdo assimétrica, catalisada por ruténio, de cetonas, dentre estas a a-hidroxipropanona. O
enantibmero (R)-propano-1,2-diol foi obtido com > 99 % de ee, com conversdao completa,
ap0s 7 horas de reacdo, com pressdo de 30 Kgf/cm? (29 atm) de H: e temperatura de 65 °C. O
aumento da razdo molar substrato/catalisador (S/C) de 3.000 para 10.000, ndo resultou em
acréscimo do tempo reacional para se atingir 100 % de conversdo, observando-se somente

pequena reducdo no ee para 98,5 % (Esquema 8).
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]
<o Ph o onPh O o)
[NH Me,][{RuCI((R)-segphos)},(u-Cl)s] o /7N 0 oy
o (0,005 mol %) OH Cl—Ru=Cl—Ru=Cl N
Mo P 0 N/ 0 ®
MeOH; H, (29 atm) @ < O Ph CI” Ph O )
2 A Ph Ph o

7h;85°C ee 98,5 %
conv. 100 %

T

[NHzMe2][{RuCI((R)-segphos)}(1-Cl)s]

Esquema 8: Reducéo assimétrica da o-hidréxi-propanona a (R)-propano-1,2-diol (SAITO et al, 2001).

A hidrogenacdo assimétrica catalitica desenvolvida por Saito e colaboradores (2001)
representou um avango em comparagdo com o processo desenvolvido por Kitamura e
colaboradores (1988). Neste, 0 (R)-propano-1,2-diol foi obtido com 92 % de ee e 100 % de
rendimento, por meio de outro catalisador, composto por ruténio e o ligante (R)-BINAP,
sendo necessarios tempo reacional e pressdao maiores, 32 horas e 93 atm de Ho,
respectivamente, apesar de se utilizarem temperaturas menores de 20-32 °C. Além disso,
empregou-se uma menor razdo molar substrato /catalisador (S/C = 230).

Em outro trabalho, utilizando-se, também, da hidrogenagdo assimétrica, mas com
outro ligante quiral, Kadyrov e colaboradores (2009) sintetizaram, via catalise com ruténio, o
(R)-propano-1,2-diol com ee de 95 % e rendimento de 80 %, apds 17 horas de reacdo, com
S/C de 1.000 e 80 bar de Hz. Ao se diminuir a carga de catalisador (S/C = 10.000), necessitou-
se de aumento do tempo reacional (48 horas), obtendo-se o respectivo diol com ee de 94 % e
85 % de rendimento. Em estudo mais recente, Wu e colaboradores (2017) empregaram o
metal iridio com ligante quiral (S/C = 10.000), para a sintese enantiosseletiva de uma série de
1,2-diois, dentre estes o (S)-propano-1,2-diol, que foi obbtido com 99 % de rendimento e 93
% de ee, ao longo de 2 horas, utilizando-se 20 atm de Ho.

Além das estratégias supracitadas, Liu e colaboradores (2018) desenvolveram um
processo de resolucdo cinética via esterificacdo, por meio de catalise com carbeno N-
heterociclico quiral, para a obtencdo enantiosseletiva de diversos 1,2-di6is, dentre estes o
porpano-1,2-diol. O (S)-propano-1,2-diol foi obtido com 52 % de rendimento e baixo ee (50
%).

1.5 Emprego do propano-1,2-diol e seus derivados como substratos de lipases

Trabalhos descrevendo a utilizagdo do propano-1,2-diol racémico, como substrato de
resolucbes cinéticas enzimaticas via lipases, podem ser encontrados na literatura. Janssen e
colaboradores (1991) estudaram a régio- e enantiosseletividades da reacdo de
transesterificacdo, catalisada pela lipase de pancreas de porco (PPL), de diversos didis com
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propionato de metila, na condicdo de solvente e agente acilante. Obteve-se alta
regiosseletividade, sendo observada somente monoacilacdo na hidroxila primaria, apesar da
baixa enantiosseletividade. Tendo-se como substrato o propano-1,2-diol, obtiveram-se o
enantiébmero (S)-propano-1,2-diol com ee de 23 % e o produto monoacilado na configuracédo

(R) com ee de 10 %, ao se atingir 69 % de conversdo (Esquema 9).

OH
AL OH - M e >

PPL; 40 °C; 4 h 5

(R, S) conv. 69 % ce: 23 % ee 10 %

0}
OH \)ko/ OH

Esquema 9: Resolucdo cinética do propano-1,2-diol com propionato de metila via PPL (JANSSEN et
al, 1991).

De modo semelhante, lzquierdo e colaboradores (2000) utilizaram a lipase de
Pseudomonas fluorescens (PFL) visando a resolucéo cinética do propano-1,2-diol. Utilizou-
se, como agente acilante, o acetato de vinila e diclorometano, como solvente. Obtiveram-se o
enantiébmero (R), monoacetilado na hidroxila primaria, com 27 % de ee e rendimento de 50,3

% e o (S)-propano-1,2-diol, com 32,5 % de ee e rendimento de 48 % (Esquema 10).

X
/\
o . 2o | OH OH
2 eq. - 0
A_oH R
PFL; CH,Cly; ol
(R S) 2,5 h; t.a. 48 % 0.3 %
b 9 - 5 ‘ y
conv. 69 % ee: 32,5 % ee 27 %

Esquema 10: Resolugdo cinética do propano-1,2-diol com acetato de vinila via PFL (IZQUIERDO et
al, 2000).

Alternativamente a acilacdo enzimatica direta do propano-1,2-diol, a qual néo resultou
em boa enantiosseletividade, Poppe e colaboradores (1993) partiram de derivados diacetilados
de diois, dentre estes, o diacetato de propano-1,2-diol, investigando-se a enantiosseletividade
em reacdes de hidrdlise via lipase de pancreas de porco (PPL). Nessas reacdes, observou-se a
ocorréncia de desacetilacdo tanto na hidroxila primaria, quanto na secundaria, gerando
mistura de regioisbmeros monoacetilados com a mesma configuracdo. Apds hidrdlise béasica

do diacetato de propano-1,2-diol remanescente, o (R)-propano-1,2-diol foi obtido com ee de
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28 %, em 50 % de conversdo. O ee é aumentado para 52 %, ao se atingir 70 % de conversao

na reacao de hidrolise (Esquema 11).

o) o) 0
)ko PPL )J\O A o OH
/?\/ow( — D Om/ 5 OH o+ /(‘s)\/om/
0

H,O; pH 7,4

(R, S) 0,2-3h;ta. © N + , 0
conv.50 % e 70 % NaOMe;
MeOH; 4 h; t.a. Mistura de regioisbmeros

OH
)\/OH ee 28 % (conv. 50%)
R ee 52 % (conv. 70%)

Esquema 11: Obtencdo do (R)-propano-1,2-diol a partir da hidrélise do diacetato de propano-1,2-diol
via PPL (POPPE et al, 1993).

Comparando-se o trabalho supracitado (POPPE et al, 1993) com o de acilacédo direta
de didis catalisada pela mesma lipase (PPL) (JANSSEN et al, 1991), observa-se maior
enantiosseletividade nas reacfes de hidrolise dos derivados diacilados, porém, com menor
regiosseletividade, tendo-se em vista que houve desacilacdo enzimatica tanto da hidroxila
primaria, quanto da secundéria. Entretanto, apesar da menor regiosseletividade, observou-se
que os produtos das desacilacdes, possuem a mesma configuracdo, demonstrando que a lipase
PPL manteve a mesma enantiopreferéncia (POPPE et al, 1993).

Em trabalho mais recente, Ciuffreda e colaboradores (2003) estudaram a
enantiosseletividade de lipases na reacdo de transesterificacdo do propano-1,2-diol com
benzoato de vinila em TBME. As lipases mais enantiosseletivas foram as de Rhizomucor
miehei (MML) e a CAL-B (N435), obtendo-se o produto monobenzoilado na configuracdo
(R) com ee de 61 %, em converséo de 30 %, com MML. Com a CAL-B (N435), o ee foi de
54%, em conversdo de 37 %. Ao se atingirem conversbes mais altas, ocorre
enantioenriquecimento do substrato, no caso o propano-1,2-diol, que foi obtido na
configuracéo (S), com ee de 70 %, em 60 % de conversdo, via MML, e com ee de 64 %, em

63 % de conversao, via CAL-B (Esquema 12).
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ohe
(3eq) OH OH
°a - + ~_OH
NGRS A
MML; TBME 0
OH 0,1-0,25h; t.a.
OH _| o ee 61 % (conv. 30 %) ee 70 % (conv. 60 %)
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(R, S) @AO b OH oH
+ ~._-OH
(3 eq.) /(L)\/o o~
CAL-B; TBME 0
1,5-2,1h; ta.

ee 54 % (conv. 37 %) ee 64 % (conv. 63 %)

Esquema 12: Resolugdo cinética do propano-1,2-diol com benzoato de vinila via MML e CAL-B
(CIUFFREDA et al, 2003).

Comparativamente, ao se utilizar como substrato o benzoato de 2-hidroxipropila, ao
invés do propano-1,2-diol, na acilagdo com benzoato de vinila com catdlise de MML em
TBME, observou-se um aumento na enantiosseletividade, demonstrando um melhor
reconhecimento do substrato pela lipase. Obteve-se 0 monobenzoato enantioenriquecido na
configuracdo (S), com ee de 88 %, em 62 % de conversdo (CIUFFREDA et al, 2003)
(Esquema 13).

O
OH OH
/S\/O (3 °a)
o) MML; TBME;
40 h; t.a.
(R, S) ee 88 % (conv. 62 %)

Esquema 13: Resolucéo cnética do benzoato de 2-hidroxipropila com benzoato de vinila via MML
(CIUFFREDA et al, 2003).

1.5.1 Resolucéo cinética enzimatica de derivados éteres do propano-1,2-diol

Em alternativa ao emprego do propano-1,2-diol diretamente como substrato em
resolucdes via lipase, alguns trabalhos reportam o uso de derivados éteres do propano-1,2-
diol. Estes podem ser obtidos através de monoalquilacdo seletiva, utilizando-se o Oxido de
dibutilestanileno e haletos de alquila, como o iodeto de benzila. Observou-se que a adi¢éo de
sais de fluoreto, como o fluoreto de césio, possui efeito consideravel, viabilizando que a
reacdo ocorra a temperaturas mais baixas (NAGASHIMA; OHNO, 1991). A protecdo da
hidroxila primaria restringe a hidroxila secundaria, que é ligada ao carbono assimétrico, para

reacOes de transesterificagéo, por exemplo.



55

Nesse contexto, Shuklov e colaboradores (2014) utilizaram o 1-tertbutoxi-2-propanol,
para a resolucdo cinética dindmica enzimatica. Este € um tipo de resolucdo na qual ocorre a
formacéo de um Unico enantidmero a partir de um racemato (deracemizagdo), apresentando a
vantagem, em relacdo a resolucdo cinética, de ndo possuir a limitagdo de rendimento maximo
de 50 % na obtengdo dos enantibmeros. Para tal, torna-se necessaria uma etapa adicional de
racemizagdo, na qual o substrato é continuamente racemizado, ndo levando ao acumulo do
enantidmero mais lento (VERHO; BACKVALL, 2015, FABER, 2018). A lipase N435 foi
empregada, juntamente com o acetato de isopropenila, como agente acilante, e o catalisador
de Backvall, com a funcéo de promover a racemizacdo constante do substrato. Conseguiu-se
obter o produto monoacetilado, com configuracdo (R), com ee de 99 %, mesmo em alta
conversdo de 92 %. O derivado éter acetilado enantiopuro foi obtido com 68 % de rendimento
e 99,5 % de ee (Esquema 14). Este pode ser convertido ao (R)-propano-1,2-diol através de

desacilacdo e desprotecdo do grupo éter (SHUKLQV et al, 2014).

o Phs

N435; )LO C@

OH catalisador de Béckvall (0,3 mol %) i
_A_otBu L otBu oG- Ru,
(@] JJ\ oC Cl
1,01 eq. 68 %
(R. S) )ko (1.01eq) ce995%  (PhsCPRU(CO)CI

Na,CO3 (0,07 eq.), KOtBu (0,005 eq.),
tolueno; 120 h; 75 °C

Catalisador de Backvall

Esquema 14: Resolugdo cinética dinamica do 1-tert-butoxi-2-propanol com acetato de isopropenila via
N435 (SHUKLOV et al, 2014).

Hoff e colaboradores (1996) estudaram a resolucdo cinética de derivados 2-butanoato-
1-éteres do propano,l,2-diol, através da reacdo de hidrélise catalisada por lipases. Foram
avaliadas as lipases de Pseudomonas cepacia (PCL), Rhizomucor miehei (RM), lipase de
pancreas de porco (PPL) e a lipase B de Candida antarctica (CAL-B). Os melhores resultados
foram obtidos com a CALB, reportando-se altos excessos enantioméricos (ee > 97 %), para o
produto e substrato, em 50 % de conversdo, o que reflete excelentes valores de E (E > 100)

(Esquema 15).
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Esquema 15: Hidrolise de derivados 2-butanoato-1-éteres do propano,1,2-diol via CAL-B (HOFF et al,
1996).

Baumann e colaboradores (2000) avaliaram a capacidade de diversas hidrolases em
resolver cineticamente substratos racémicos, classificados, segundo os autores, como “dificeis
de resolver”, dentre estes, o acetato de 1-metOxi-2-propanila. Esta substancia apresenta um
grupo éter menos volumoso em comparacdo com as estudadas por Hoff e colaboradores
(1996). Em escala preparativa, a hidrolise desse substrato catalisada pela CAL-B apresentou
um valor de E > 100, fornecendo o produto (1-metoxi-2-propanol), na configuracdo (R), e 0
substrato remanescente, na configuracéo (S), ambos com ee acima de 99 % (Esquema 16).

CAL-B =
)\/O\ - P /('R)\/O\

Tampao fosfato;
(R, S) pH 7,3; 37 °C; 210 min ee>99 % ee>99 % (E >100)
conv. 50%

Esquema 16: Hidrélise do acetato de 1-metoxi-2-propanila via CalB (BAUMANN et al, 2000).

Goergens e Schneider (1991) reportaram a resolucdo enzimatica de diversos didis,
dentre estes o propano-1,2-diol. Primeiramente, foi realizada a prote¢do da hidroxila priméria
através de sililagdo utilizando-se o t-butildimetilsilil (TBDMS), o qual proporcionaria,
conforme sugerido pelos autores, uma enantiodiferenciacdo, pelo fato de ser um grupo
volumoso. O derivado sililéter foi acetilado por via quimica e submetido a reacao de hidrélise
catalisada pela lipase de Pseudomonas fluorescens (PFL). A hidrolise do éster, em 50 % de
conversdo, gerou o enantidmero (R) do propano-1,2-diol sililado na posi¢do 1, com ee acima
de 95 % (Esquema 17). Este pode ser convertido a (R) do propano-1,2-diol ap6s hidrélise
acida.
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o (0]
CsH;” O PFL CsH;” O OH
iMe,tBu Tampao fosfato: (S) SiMe,tBu (R) SiMe,tBu
(R, S) pH 7,0; t.a.; 18 h
conv. 50 % ee > 95% ee > 95% (E >100)

Esquema 17: Hidrélise do butirato de 1-butildimetilsililéxi-2-propanila via PFL (GOERGENS;
SCHNEIDER, 1991).

Outras alternativas mais recentes foram estudadas por Petursson e colaboradores,
utilizando derivados 1-éteres do propano-1,2-diol, como substratos para lipases em reacdes de
transesterificacdo com acetato de vinila (PETURSSON, 2009; PETURSSON et al, 2012).

1.6 Bioreduc0es e bioxidacOes para obtengdo dos enantibmeros do propano-1,2-diol

Lee e Whitesides (1986) reportaram a reducéo enantiosseletiva da a-hidréxipropanona
a (R)-propano-1,2-diol catalisada pela enzima comercial glicerol desidrogenase (GDH) de
Enterobacter aerogens, uma oxirredutase dependente de NADH. Adicionaram-se a0 meio 0
formiato de amonio, a formiato desidrogenase (FDH) e NAD™ para a regeneracdo do cofator
NADH. A reacdo permaneceu em atmosfera de argonio, para evitar a oxidagdo dos grupos
tidis da GDH, por 9 dias. O (R)-propano-1,2-diol foi obtido com rendimento de 50 % e 98 %
de ee (Esquema 18).

GDH;
o
)K/OH / \‘ )(R)\/OH
NADH NAD* 50 %

v ee 98 %
FDH
N8
H/U\O@ i

CO, + H,0 NH,

Esquema 18: Bioredugdo enantiosseletiva da a-hidroxipropanona via GDH (LEE; WHITESIDES,
1986).

Bioredugbes e oxidacOes catalisadas por fungos, como alternativa ao emprego de
enzimas isoladas, mostraram-se promissoras como rotas industriais para obtencdo dos
enantibmeros do propano-1,2-diol. Ao invés da enzima GDH, conforme o trabalho de Lee e
Whitesides (1986), Kometani e colaboradores (1993) utilizaram fermento de péo

(Saccharomyces cerevisiae) para desenvolver um processo em larga escala (10 L) de reducéo
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assimétrica do acetol (a-hidréxipropanona), visando a obtencdo do (R)-propano-1,2-diol.
Utilizou-se etanol como fonte de energia, ao invés de carboidratos, e, também, para
regeneracdo do cofator necessario a bioreducdo (NADH). Este foi gerado a partir de NAD®,
por meio da oxidacdo do etanol. O processo foi desenvolvido em reator com aeracéo
controlada e operando sob batelada alimentada de acetol e etanol. Ap6s 38 horas a 30 °C,
mais de 95 % de acetol foi convertido a (R)-propano-1,2-diol, com ee acima de 98 % e
rendimento, apos purificacdo, de 55 %.

Seguindo estratégia semelhante, 0os mesmos autores utilizaram o mesmo
microorganismo, fermento de pdo (Saccharomyces cerevisiae), em um processo de resolucéo
cinética por oxidacdo aerdbia do propano-1,2-diol. Além do custo do catalisador (fermento)
ser baixo e o meio reacional ser a agua, outra vantagem do processo é a facil remocao do
acetol, o produto da reacdo de oxidacgdo, por evaporacdo. Obteve-se 0 enantibmero (S) com 51
% de rendimento e ee de 82,4 % (Esquema 19). Visando-se aumentar 0 excesso
enantiomérico (enantioenriquecimento), procedeu-se com uma segunda resolucdo, na qual se
partiu do (S)-propano-1,2-diol (ee de 82,4 %), conseguindo-se 71 % de rendimento e 98 % de
ee (KOMETANI, 1993b). Com isso, através do mesmo biocatalisador, conseguiu-se obter
ambos os enantidmeros do propano-1,2-diol, sendo um por oxidagdo (KOMETANI et al,
1993b) e o outro por reducdo (KOMETANI et al, 1993).

OH Fermento de pdo o OH
- + - OH
)\/OH )J\/OH /(S)\/
Og; Hy0;
0,
(R, S) 24 h; 30 °C o1 %

ee 82,4 %

Esquema 19: Resolugdo cinética oxidativa do propano-1,2-diol via Saccharomyces cerevisiae
(KOMETANI, 1993b).

Baseando-se na tecnologia de DNA recombinante, Yamada-Onodera e colaboradores
(2004) utilizaram, como biocatalisadores, células modificadas geneticamente de Escherichia
coli, contendo o gene da enzima glicerol desidrogenase de Hansenula polymorpha DL-1. Esta
enzima promoveu a oxidacao seletiva do enantiémero (R) do propano-1,2-diol, obtendo-se 50
mM de (S)-propano-1.2-diol a partir de 100 mM de seu racemato, com 98 % de ee, apds 24 h
de incubagdo a 30 °C. Além disso, empregaram-se células de E. coli transformadas com
plasmideo de expressdo contendo ambos os genes de glicose desidrogenase e glicerol
desidrogenase, com a finalidade de se obter o (R)-propano-1,2-diol a partir do acetol.

Utilizou-se a glicose desidrogenase, proveniente de Bacillus subtilis, em meio contendo
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glicose, para viabilizar a regeneracdo de NADH, cofator importante para a bioreducdo
enantiosseletiva almejada. Em escala maior, partindo-se de 800 mM de acetol, obteve-se, apds
33 h de incubacdo a 30 °C, 550 mM de (R)-propano-1,2-diol, com ee > 99 %.

1.7 Obtencéo de propano-1,2-diol opticamente ativo por fermentacéo

Apesar de menos usual, 0 propano-1,2-diol também pode ser gerado por meio de rotas
fermentativas. Cameron e colaboradores (1986) obtiveram o enantidmero (R)-propano-1,2-
diol através da fermentacdo com cepas de Clostridium thermosaccharolyticum, um
microorganismo anaerobio estrito, utilizando-se varios acglcares como substratos, incluindo
D-glicose e D-xilose. A possivel rota metabdlica levantada pelos autores para a formacéao de
propano-1.2-diol envolve a conversdo da dihidroxi-acetona a metilglioxal, o qual é reduzido
primeiramente a acetol e, posteriormente, enantiosseletivamente, a (R)-propano-1,2-diol. A
fermentacao da glicose com a cepa HG-8 (ATCC 31960) gerou 7,9 g/ L de (R)-propano-1,2-
diol no tempo final de fermentacdo (aproximadamente 100 horas), com ee acima de 99 % e
com o melhor rendimento de 0,27g/ g de glicose, obtido em 30,7 horas de fermentacdo. O

rendimento decai ap0s esse tempo, atingindo o valor de 0,19 g/ g de glicose, no tempo final.

1.8 Métodos de obtencéo do carbonato de propileno

Carbonatos ciclicos organicos, como o carbonato de propileno, possuem diferentes
aplicacdes industriais, como solventes apréticos, precursores de resinas de policarbonato,
eletrdlitos em pilhas de litio, e também, como intermediarios sintéticos em sintese organica
(SAKAKURA; KOHNO, 2009; HONDA et al, 2014; MARTIN et al, 2015).
Convencionalmente, carbonatos ciclicos podem ser sintetizados empregando-se fosgénio,
entretanto, este processo possui desvantagens advindas da toxicidade desse reagente e da
coproducdo de grandes quantidades de &cido cloridrico, necessitando-se de etapa de
neutralizacdo para tratamento do residuo (SAKAKURA; KOHNO, 2009; PEARSON et al,
2011; HONDA et al., 2014; YASIR et al, 2017).

Metodologias alternativas ao uso de fosgénio séo descritas na literatura, como a
oxidacéo de olefinas com CO, (EGHBALLI; LI, 2007; WU et al, 2014; KUMAR et al, 2015),
carbonilacdo oxidativa de diois (DORO et al, 2011; PEARSON et al, 2011), cicloadi¢do de
CO, a epoxidos (KLEIJ et al, 2010; MARTIN et al, 2015; BUTTNER et al, 2017),
condensac&o de di6is com uréia (YASIR et al, 2017; INDRAN et al, 2016; PENA-LOPEZ et
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al, 2016), carboxilacdo de didis (HUANG et al, 2008; WANG et al, 2011; HONDA et al.,
2014; LIM et al, 2014; GREGORY et al, 2015) e transesterificacdo (transalquilacdo) de diois
com carbonatos organicos (SANDERS et al, 2010; SELVA et al, 2014), podendo esta ser

realizada através de biocatalise, com o uso de lipases (YADAV et al, 2015).

1.8.1 Obtencdo de carbonato de propileno enantioenriquecido por resolugdo do éxido de
propileno

No &mbito da sintese assimétrica, carbonatos ciclicos enantiomericamente
enriquecidos podem ser empregados como blocos de construcdo de intermedidrios quirais.
Destaca-se o carbonato de propileno, o qual seu enantibmero (R) € utilizado na rota sintética

de obtencédo do farmaco antirretroviral tenofovir (SCHULTZE et al, 1998) (Esquema 20).

NH2 O NH2 NH2
NaOH N =
Y L T Iy 9
LY - N N ~OH
k\ DMF N N N =)
NT N °C: N OH o\
H 140 °C; 20 h \ \_°~ bH
(R)-carbonato - '
de propileno Tenofovir

Esquema 20: Utilizagdo do (R)-carbonato de propileno na sintese do tenofovir (Adaptado de
SCHULTZE et al, 1998).

Na literatura, sdo descritas algumas metodologias para a obtencdo dos enantibmeros
do carbonato de propileno, com destaque para a resolucdo cinética de epdxidos, utilizando-se
CO: e catalisadores quirais, por meio de reagéo de cicloadi¢do (WU et al, 2016).

Visto que o acoplamento direto de CO> com epoxidos é desfavorével, devido a alta
barreira energética dessa transformacdo, um sistema catalitico é requerido, utilizando-se,
normalmente, complexos de metais (acidos de Lewis) com ligantes quirais, além de pressoes e
temperaturas mais altas. Em metodologias de resolucédo, um dos enantidmeros dos epoxidos é
ativado pela interagdo do oxigénio do anel com o eletrofilo quiral (acido de Lewis). Em
seguida, ocorre o ataque de um nucledfilo (rota a), ou do diéxido de carbono ativado por
nucledfilo (rota b), com posterior abertura do epoxido. O carbonato é formado via eliminacdo
intramolecular ciclica (Figura 14). Através de uma resolucéo eficiente, podem ser obtidos
epoxidos (substratos remanescentes) e carbonatos ciclicos (produtos) com alta pureza optica
(LU et al, 2004; WU et al, 2016).
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Figura 14: Mecanismos de acoplamento de CO; a ep6xidos (Adaptado de WU et al, 2016).

Estudos pioneiros visando a resolucéo cinética de epdxidos com o uso de catalisadores
metélicos, com a funcéo de &cido de Lewis, dentre estes titanio e zirconio, em conjunto com
ligantes quirais, foram desenvolvidos pelo grupo de pesquisa de Vogt (BRUNNER et al,
1993). Todavia, observou-se baixa enantiosseletividade, tendo como melhor resultado um
valor de s de 2,6.

Posteriormente, estudos mais promissores acerca da resolucdo cinética de epdxidos,
sobretudo do 6xido de propileno, foram desenvolvidos pelo grupo de pesquisa de Nguyen
(PADDOCK; NGUYEN, 2004) e por Lu e colaboradores (2004). Ambos utilizaram complexo
Co(lll)-salen como catalisador, mas de modo geral, baixos fatores de seletividade foram
alcangados, com s = 4,8 e 9,0, respectivamente, nos melhores resultados.

Berkessel e colaboradores (2006) estudaram a influéncia de diversos parametros na
resolucdo cinética do 6xido de propileno via cicloadicdo de CO2, como o contra-ion ligado ao
catalisador metalico, assim como o préprio metal e a temperatura da reacdo. O melhor fator de
seletividade (s = 18,7) foi observado com o catalisador Co (lI1)-salen contendo o contra ion
trifluoroacetato ligado ao metal [(R,R)-1.0COCFs3], na presenca do nucleofilo PPNF (fluoreto
de bis-trifenilfosforanilideno aménio) e na temperatura de -40 °C. O (S)-carbonato de
propileno foi obtido com 40% de rendimento e ee de 83 %. Destaca-se que 0 processo nédo
necessitou de solventes e foi conduzido a pressao atmosférica (1 atm), ao longo de 5 dias, as

custas da utilizacdo de baixa temperatura (Esquema 21).
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Esquema 21: Resolugdo cinética do éxido de propileno com CO; via complexo Co(lll)-salen e PPNF
(BERKESSEL et al, 2006).

Como alternativa ao uso do gas CO2, 0 mesmo grupo estudou a possibilidade de se
empregar carbonato anidnico, adicionado ao meio reacional sob a forma de sal (TBAMC). No
melhor dos resultados o (S)-carbonato de propileno foi obtido com 71 % de ee e 18 % de
rendimento, com 18 h de reacdo a 10 °C (Esquema 22). Nao houve necessidade de adigéo de
nucledfilo, pois o proprio sal do carbonato adquire essa funcdo adicional, porém, houve
necessidade de adicdo de solvente para a solubilizacdo do mesmo (BERKESSEL et al, 2006).

o)

0 ® )oL (R,R)-1.0COCF; (2 mol %) 0 o)J\o
[CHS) )1, 3 (]
A F BN 0707 R
CHCly R S19)
TBAMC °C:

(R, S) 10°C; 18 h 18 %
(0,5eq.) ee71%

Esquema 22: Resolugdo cinética do 6xido de propileno com TBAMC via complexo Co(lll)-salen
(BERKESSEL et al, 2006).

Em um trabalho mais recente e de destaque, tendo-se em vista a alta
enantiosseletividade observada, Ren e colaboradores (2012) reportaram a obtencdo do (S)-
carbonato de propileno com alto ee (97,1 %) e com elevado fator de seletividade (s = 75,8),
apesar do baixo valor de conversdo (10 %). Conduziu-se a resolucdo cinética em baixa
temperatura (-25 °C) e com excesso de 200 equivalentes de nucleofilo PPN-DNP (2,4-
dinitrofenoxido de bis-trifenilfosforanilideno aménio) em relagdo ao epoxido e 0,05 mol % de
catalisador Co(lll)-salen, contendo o contra-ion 2,4-dinitrofenoxido ligado ao metal

(Esquema 23).
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Esquema 23: Resolucéo cinética do dxido de propileno com CO- via complexo Co(lll)-salen e PPN-
DNP (REN et al, 2012).

Yan e Jing (2009) desenvolveram catalisadores quirais poliméricos contendo
complexo formado por Co(l11)-salen e BINOL para a adigdo enantiosseletiva de CO, ao 6xido
de propileno. O aspecto promissor desse estudo resulta da possibilidade de reuso do
catalisador, por mais de dez vezes, sem perda de sua atividade e enantiosseletividade, no que
diz respeito ao excesso enantiomérico do carbonato de propileno formado. O melhor resultado
foi conseguido utilizando-se fluoreto de tetrabutilamonio (BusNF) como co-catalisador
nucleofilico, obtendo-se o (R)-carbonato de propileno com 71,7 % de ee, com 42,1 % de

conversdo (s = 10,1), ao longo de 12 horas a 0 °C (Esquema 24).

Ao

X
\ O 0”0
g (0,1 mol %) X: OCOCCl, K )
1) ”)
CO; (1,2 MPa); BuyNF (0,2 mol %)

R o,
(R, S) 0°C;12h ee 70,7 % (conv. 42,1 %)

Esquema 24: Resolugdo cinética do 6xido de propileno com CO; via complexo polimérico de Co(lll)-
salen e BusNF (YAN; JING, 2009).

Na literatura também podem ser encontrados trabalhos descrevendo a sintese e uso de
catalisadores bifuncionais tipo Co(lll)-salen para a cicloadicdo de CO. a epoxidos, ndo
havendo necessidade da presenga de co-catalisadores nucleofilicos. Na propria estrutura do
catalisador encontra-se ancorada uma unidade nucleofilica, composta por sais de amdnio ou
fosfonio (MIAO et al, 2008; CHANG et al, 2009; ROY et al, 2013). Nesse intuito, Chang e
colaboradores (2009) obtiveram éxito na obtencdo do (S)-carbonato de propileno
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enantioenriquecido, tendo-se, como melhor resultado, rendimento de 23,5 % e ee de 77,8 % (s
=10,1), com 48 horas de reacao a 0 °C (Esquema 25), podendo-se reciclar o catalisador por 5

VEZES, Sem Seu comprometimento.
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Esquema 25: Resolugcdo cinética do 6xido de propileno com CO; via complexo Co(lll)-salen
bifuncional (CHANG et al, 2009).

Roy e colaboradores (2013) estudaram outro catalisador bifuncional polimérico do
tipo Co(lll)salen para resolucdo do 6xido de propileno, em que a nucleofilicidade é conferida
por heterociclos nitrogenados piperazina e triazina contidos em sua estrutura. Conduzindo-se
a reacdo a 0°C, obteve-se o (S)-carbonato de propileno com 40,3% de rendimento e 74% de ee
(s = 11,2), em 48 horas de reacdo. Destacam-se, como pontos positivos, o fato de reacédo
ocorrer com pressdo baixa de CO2 (1 atm) e a reciclagem do catalisador, utilizado na
concentragdo de 0,1 mol %, por mais de dez vezes sem perda significativa de atividade e

enantiosseletividade.

1.8.2 Outras estratégias para a obtencao do carbonato de propileno opticamente ativo

Outra estratégia catalitica que vem se configurando como alternativa, ainda que de
maneira incipiente, para a fixacdo de CO3, sobretudo por meio da adi¢do a epdxidos, consiste
no emprego de catalisadores hibridos heterogéneos, contendo componentes organicos e
inorganicos, denominados redes metaloorganicas (MOFs). Estes possuem estrutura cristalina,
altamente porosa e com grande area superficial, 0 que contribui para a adsor¢do de gases,
dentre estes 0 CO2. Podem ser encontrados trabalhos recentes descrevendo a utilizacdo desse
tipo de material para obtencéo do carbonato de propileno a partir do seu precursor 6xido, com



65

altas conversbes (GAO et al, 2014; GUILLERM et al, 2014), apesar de processos
enantiosseletivos serem mais escassos na literatura (REN et al, 2013).

Pode-se constatar a dificuldade em se desenvolver catalisadores que promovam a
cicloadicdo enantiosseletiva de CO> a epoxidos, via resolucdo cinética, tendo-se poucos
trabalhos em que foram observados altos valores de fatores de seletividade, como o de Ren e
colaboradores (2012) (s = 75,8). Com isso, o carbonato de propileno enantiomericamente
enriquecido ou enantiopuro pode ser sintetizado utilizando-se os enantibmeros do propano-
1,2-diol ou os enantidmeros do 6xido de propileno como materiais de partida. Ambos podem
ser obtidos, por exemplo, através da resolucdo cinética hidrolitica de epdxidos, a qual € uma
metodologia largamente empregada e que fornece, usualmente, melhores resultados, em
termos de enantiosseletividade, quando comparada a insercdo de CO, a epdxidos
(SCHULTZE et al, 1998; JANG et al, 2012).

Seguindo outra estratégia, Whitaker e colaboradores (2008) reportaram a sintese do
(R)-carbonato de propileno, através de um processo de trés etapas, utilizando-se como
material de partida o (S)-lactato de etila. A rota abrange a tosilacdo da hidroxila desse éster
quiral, com posterior reducdo do grupo éster com borohidreto de sodio. A etapa chave
consiste na carbonatacdo da hidroxila gerada, com dioxido de carbono, na presenca de base
(carbonato de potéssio) e catalisador de transferéncia de fase (18-coroa-6), e posterior
ciclizacdo, levando a remocdo do grupo tosiloxi e inversdo de configuracdo (Esquema 26).
Deve-se atentar para esta etapa, a fim de se evitar a formacdo do epoxido, ao invés do
carbonato ciclico, devido ao ataque intramolecular da hidroxila ao carbono vizinho, que é
ligado ao grupo tosiloxi, previamente & carbonatagéo.

K,COg; 18-coroa-6;

M 1l NaBH 9 "co, (4,14 bar) © i
2 i
Etowﬁ's)\ o, EtO\H/k L Ho A . O\[]/O\/("S)\
I Py; 2 °C EtOH; -5 °C MeCN - THF (1:1) 0
60 °C
(S)-Lagtato 84 % 84 % l
de etila
J§
2% Q 9
ee>98 % (R

Esquema 26: Sintese do (R)-carbonato de propileno a partir do (S)-lactato de etila (WHITAKER et al,
2008).
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Recentemente, baseando-se em metodologias j& descritas, Suveges e colaboradores
(2018) descreveram uma nova estratégia de processo, objetivando a sintese do (R)-carbonato
de propileno, com a inovacdo de ser desenvolvido inteiramente em fluxo continuo. A rota
possui como material de partida o carbonato de glicerol, o qual foi convertido a glicidol, na
presenca de aluminato de sodio (NaAlO2) como catalisador. Seguiu-se com a hidrogendlise do
glicidol a propano-1,2-diol, o qual foi protegido regiosseletivamente via cloreto de
trifenilmetila (PhsCCl), segundo metodologia de Petursson e coladoradores (2009, 2011). Este
derivado 1-éter foi submetido a resolucdo cinética enzimatica com a lipase CAL-B (N435) e
acetato de vinila. O produto (R)-acilado foi submetido a desprotecdo de ambas as hidroxilas,
gerando-se o (R)-propano-1,2-diol, que foi convertido ao produto de interesse, (R)-carbonato

de propileno (Esquema 27).

E H, (40 psi H

Yo NaAlO, Qs _oH 240ps) £ oy PhsCCl /Syo\ﬁph
O > _—

WA goe . Pd/ C (10 %); ., DABCO; NEt; phFh

7 min. 66 % t.a; 17 min. >99 % 30 °C: 15 min. 63 %
Carbonato de
glicerol N435; AcO™
30 °C;7 min.
O

0’/( 0 0 OH NaHS0,.Si0,
P N _oH - Ao _Ph

DBU; 30 °C; 30 min. \Fﬁph
R)-carbonato de 120 °C; 60 min.  (R)-propano-1,2-diol
propileno conv. 47%
94 % 95 % E>170

Esquema 27: Sintese quimioenzimatica do (R)-carbonato de propileno a partir do carbonato de glicerol
em fluxo continuo (SUVEGES et al, 2018).
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2. Justificativa

A busca por novas metodologias para a obtencdo de didis enantiomericamente puros,
assim como seus derivados carbonatos, € justificada, no campo de sintese organica, pelo
emprego dessas substancias como blocos de construcdo quiral, os quais sdo utilizados como
reagentes para a geracao de novos centros assimétricos na estrutura molecular, sobretudo de
substancias com atividade farmacoldgica. Nesse sentido, pode-se destacar a importancia do
propano-1,2-diol e do carbonato de propileno, ambos enantiomericamente puros, na
configuracdo (R), na rota sintética do farmaco antirretroviral tenofovir. Este atua como
inibidor nucleotidico da enzima transcriptase reversa do HIV, disponibilizado na forma de
pré-farmaco (tenofovir desoproxila), sendo este metabolizado a sua forma ativa no organismo.
Seu uso é indicado na primeira linha de tratamento de adultos e criangas acima de 12 anos, na
profilaxia pds-exposicdo de risco a infeccdo pelo HIV, assim como na, na mais recente,
profilaxia pré-exposicao ao virus, segundo protocolo e diretrizes terapéuticas do Ministério da
Saude, o que demonstra sua importancia terapéutica. Mais recentemente, outro pré-farmaco
do tenofovir foi liberado para comercializacdo em coformulagdo com outros antirretrovirais,
pela Agéncia Federal Americana Food and Drug Administration (FDA), denominado
tenofovir alafenamida, o que pode acarretar em maior demanda por sua sintese e,
consequentemente, dos insumos necessarios a mesma, como o (R)-carbonato de propileno.

No que tange a disponibilidade de metodologias através das quais sdo gerados os
enantidmeros do carbonato de propileno, com alta pureza ética, pode-se observar um vasto
nimero de pesquisas pelas quais se busca realizar a incorporacdo de CO; a epdxidos de
maneira enantiosseletiva, por meio de resolucdo cinética quimica. Apesar do viés ambiental,
na tentativa de reduzir a concentracao desse gas estufa na atmosfera, sdo raros os trabalhos em
que foi alcancada alta enantiosseletividade. Portanto, pode-se inferir que, na maioria dos
casos, faz-se uso de seu precursor, 0 propano-1,2-diol enantiomericamente puro.

Na literatura, os métodos disponiveis para a obtencdo dos enantibmeros do propano-
1,2-diol baseiam-se, principalmente sob o ponto de vista industrial, na resolugdo cinética
hidrolitica do 6xido de propileno, pela qual altos excessos enantiomericos sdo obtidos tanto
para o substrato epdxido, quanto para o produto, o referido diol. Apesar de, indiscutivelmente,
ser conseguido alto valor de enantiosseletividade, essa metodologia apresenta a
inconveniéncia figurada pelo emprego do 6xido de propileno, substancia gasosa e com

conhecida toxicidade. Outra possibilidade configura-se em processos de hidrogenacéo
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assimétrica, em que se conseguem altos excessos enantioméricos, tendo-se, inclusive,
aplicacdo industrial. Entretanto, o uso de hidrogénio gasoso, em altas pressdes, e de
catalisadores metalicos sdo pontos a serem discutidos.

Alternativas empregando tanto rotas fermentativas, como reacdes biocatalisadas sao
também disponiveis. Em relagdo as ultimas, trabalhos mais recentes fazem uso,
principalmente, de derivatizacdo quimica do propilenoglicol racémico e sua posterior
resolucdo cinética via lipases. Apesar de alguns resultados expressivos em termos de
enantiosseletividade, a etapa de derivatizacdo, sobretudo pela dificuldade em se conseguir
regiosseletividade e pela necessidade, em alguns casos, de purificacbes mais laboriosas, cria
margem para possiveis tentativas de melhoria de processo.

Nesse ambito, sdo validos os esforcos que visam a obtencdo do carbonato de propileno
e do propano-1,2-diol, ambos com alta pureza ética, por métodos mais brandos, em termos de
temperatura e condi¢cbes menos danosas ao meio ambiente, como, por exemplo, via resolugdes
cinéticas biocatalisadas. Além disso, a praticidade do processo quimioenziméatico também é
destacavel, no que concerne a protocolos mais simples de purificacdo e de derivatizacdo do
propilenoglicol.

Portanto, ¢ justificavel a tentativa de se empregar o carbonato de propileno como
substrato de resolucGes cinéticas enzimaticas via lipases, tendo-se em vista 0 ineditismo da
proposta, de acordo com o levantamento bibliografico feito pelo autor deste trabalho. Além
disso, € de igual importancia, no que se refere a obtencdo dos enantibmeros do
propilenoglicol, avaliar a possibilidade de se proteger regiosseletivamente esse diol de
maneira simples e com grupo funcional que permita, ndo sé 0 seu uso como substrato em
acilacbes enzimaticas, o0 que € mais convencional, como também em reacdes de desprotecdo,

como alcoolises, catalisadas por enzimas.
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3. Objetivo geral

Desenvolver processo quimioenzimatico pratico, baseado em resolucdo cinética

enzimaética, para obtencdo do carbonato de propileno, com alta pureza Otica.

3.1 Objetivos especificos

e Utilizar lipases como catalisadores em diversos tipos de reagbes, como
transesterificacdo, esterificacao, hidrolise, alcodlise e amindlise, visando-se a obtencao

de carbonato de propileno, com alta pureza 6tica;

e Estabelecer metodologia analitica para a determinacdo da conversdo e do excesso

enantiomérico nas reacfes enzimaticas

e Analisar viabilidade de processo simples de purificacdo dos enantidmeros, por meio de

extracdo, preferencialmente, para as resolucdes cinéticas enzimaticas.
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4. Estratégias

Para a realizacdo dos objetivos desse trabalho, foram visualizadas trés estratégias

4.1 Estratégia 1: Resolucgdo de 1-O-acil propano-1,2-diois via lipases

Seguindo-se esta estratégia (Esquema 28), 1-O-acil propano-1,2-diois seriam
sintetizados e utilizados como substratos para lipases em reac6es de acilacdo de sua hidroxila
e de alcodlise de seu grupamento éster. Na acilagdo, tanto o enantibmero remanescente do
substrato (ndo acilado), quanto o acilado necessitariam de etapa de desprotecdo, por via
quimica, para a conversdo a propilenoglicol, o qual seria convertido a carbonato de propileno.
A énfase seria dada a reacdes de acilacdo atraves de esterificacdo com acidos graxos de cadeia
longa, como &cidos caprilico e oléico.

Em relacdo ao uso dos monoésteres de propilenoglicol como substratos em reacdes de
alcoolise, ha a vantagem de se gerar, prontamente, como produto, o propilenoglicol, o qual
poderia ser isolado, por processo pratico de extracdo, e convertido a carbonato de propileno.
Em contrapartida, o enantibmero remanescente do substrato necessitaria de etapa posterior de
desprotecdo, por via quimica, para a obtencdo do outro enantibmero do referido diol e sua

posterior conversdo a carbonato de propileno.

Substratos-chave

0 R
0 HO  OH
4 )k HO, OA/< Alcodlise HO/,_ O_<\ .
)\/OH + Ry X — R Mntaated 0 -
Lipases (S ou
(R, S) X: OH; Cl (R, S) P
R
R4z Cq7Ha3; CeHs 1 HO  OH
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(R) (S
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o o< AV |
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o O 40 \/
o (0] HO 0] S
R>L — J<R1 ’ Ry (R) (s)
(S (R) Carbonato de propileno
R: C47H33; C7H4s5; CH3

Esquema 28: Estratégia de resolugcdo dos substratos-chave propostos, ilustrando-se as possiveis
configuracGes de produto e substrato remanescente de cada reagdo enzimatica.
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4.2 Estratégia 2: Abertura enantiosseletiva do carbonato de propileno racémico por
nucleéfilos catalisada por lipases

Vislumbrou-se a possibilidade de utilizar o carbonato de propileno racémico como
substrato para lipases em reacOes de alcodlise, hidrélise e amindlise, com a finalidade de
resolvé-lo cineticamente (Esquema 29). Em caso de reconhecimento do substrato, dois
cenarios seriam possiveis ilustrados no esquema 29, nos quais haveria a possibilidade de se
gerar o propano-1,2-diol enantiomericamente enriquecido, como produto ndo imediato das

reagdes, resultando na maneira mais rapida de atingir o objetivo deste trabalho.

i
OH 0" o
/\/OH + )_/
X
o o Lipases (S) (R)
Nucleofilos* ou o)
(R, S) OH o)ko
A oH v
* Alcoois, aminas e agua (R) (S)

Esquema 29: Esratégia de abertura enantiosseletiva do carbonato de propileno com diversos nucleéfilos.

4.3 Estratégia 3: Resolucdo de carbonatos aciclicos do propano-1,2-diol via lipases

Levantou-se a hipotese de carbonatos aciclicos derivados do propilenoglicol, obtidos a
partir de reacdes com cloroformiatos, dentre estes os de fenila e benzila, serem resolvidos
cineticamente através de acilacdo via lipases (Esquema 30). Dependendo da
enantiopreferéncia das lipases, pela rota mais rapida, o enantibmero nao reagido do substrato
(ndo acilado) poderia ser convertido a um dos enantibmeros do carbonato de propileno,

através de ciclizacdo intramolecular.
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Esquema 30: Estratégia de resolu¢do dos carbonatos aciclicos do propano-1,2-diol, mostrando as
possiveis configuracdes de produto e substrato remanescente, destacando-se a ciclizacdo deste para a obtencéo
do carbonato de propileno.
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5. Parte experimental

5.1 Materiais e métodos gerais

As reacOes foram realizadas em vials (frascos com tampa de rosca revestida com selo
de PTFE) ou, em maior escala, em balGes de fundo redondo fechados com septos de borracha,
sob agitacdo magnética, através do uso de barras metalicas (magnetos) revestidas por teflon,
em placas de agitacdo e aquecimento com sonda de temperaturas (IKA). Experimentos com
necessidade de emprego de baixas temperaturas foram conduzidos em banho de gelo e dgua
ou banho de etanol e nitrogénio liquido. No caso de aquecimento, a temperatura foi mantida
por meio de 6leo mineral.

Sempre que necessario, 0 solvente diclorometano foi seco através de destilacdo na
presenca do agente secante hidreto de calcio (CaH2), sob atmosfera de argdnio. Quando nédo
mencionado, 0s materiais de partida utilizados foram adquiridos comercialmente.

O acompanhamento das reac6es foi feito por meio de cromatografia em camada fina
(CCF), em cromatofolhas com silica gel 60 Fzs4 suportada em placa de aluminio (Merck ou
Silicycle). A revelacdo das fraces foi realizada em camara de ultravioleta (UV) e, quando
necessario, por solucéo bésica de permanganato de potassio (KMnOs/ NaOH 2,5 %/ K2COs)
com posterior aquecimento com pistola de alta temperatura.

As purificacGes cromatograficas em coluna seguiram a metodologia de cromatografia
flash, sendo utilizada silica gel 60, com tamanho de particula de 0,040 — 0,063 mm. A
concentracdo de amostra por evaporacdo de volateis se deu em evaporadores rotatérios, com
pressao reduzida, atraveés de bomba de membrana (Edwards). Os tracos de solventes foram
retirados com o auxilio de bomba de alto vacuo (Edwards).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos nos espectrdmetros
Bruker DRX-400, Varian RMN MR-400 (400 MHz) e VNMRSYS-500 (500 MHz). Os
deslocamentos quimicos (8) foram referenciados pelo sinal do tetrametilsilano (TMS) (0 ppm)
no espectro de RMN de *H.

As lipases comercialmente imobilizadas (lipase B de Candida Antarctica - Novozyme
435, de Rhizomucor miehei - Lipozyme RM-IM e de Thermomyces lanuginosus - TL-1M)
foram adquiridas da empresa Novo Nordisk. As lipases liofilizadas de Pseudomonas cepacia
(PS Amano), de Candida rugosa (AY Amano 30), Aspergillus niger (A Amano 12), Rhizopus
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oryzae (FAP-15) foram obtidas da empresa Amano. A lipase liofilizada de pancreas de porco
(PPL) foi obtida da empresa Sigma Aldrich.

As analises de cromatografia gasosa foram realizadas em cromatdgrafo de marca
Shimadzu modelo GC-2010 Plus equipado com detector por ionizacdo de chama e coluna
capilar de (5 %-fenil)-metilpolisiloxano (Agilent DB-5, 30 m x 0,32 mm, 0,5 um de espessura
de filme). O gas carreador foi hélio. A temperatura do injetor e detector foram,
respectivamente, 270 °C e 300 °C. Os métodos de analise empregaram split de 10 e
temperatura inicial de 60 °C com rampa de aquecimento de 10 °C por minuto até 300 °C,
sendo mantida esta temperatura por tempo variavel.

As medidas de rotacdo especifica foram obtidas através do polarimetro de marca
Anton Paar, modelo MCP 300. Esta analise foi realizada com o intuito de se identificar o
sentido de desvio da luz plano polarizada, para determinacdo da configuracdo do
estereocentro e, ndo, para célculo de pureza Optica. Os valores de rotagdo foram obtidos de
modo automatico, pelo préprio equipamento, a 25 °C e concentrac¢do de 10 mg/ mL.

5.2 Procedimento geral de screenings enzimaticos

Os experimentos de screening enzimatico foram realizados em vials, contendo 5 - 7
mg de substratos, em 0,7 - 2,0 mL de meio reacional. A massa de lipases imobilizadas e
liofilizadas foi correspondente a 1 - 6 vezes a de substrato. A faixa de temperatura empregada
variou de temperatura ambiente a 45 °C. As reacdes foram acompanhadas por CCF, e
submetidas a andlise por cromatografia gasosa, em seu término. Para isto, o conteudo dos
vials foi filtrado em algod&o, para a retirada das enzimas, e refiltrado em filtro de seringa de
PVDF (0,45 pm) (Whatman), avolumando-se com 1,0 mL de diclorometano, previamente a

injecdo no cromatdgrafo gasoso.

5.3 Procedimento experimental para as cinéticas de conversao

As cinéticas de conversdo foram realizadas na escala de 40 mg de substrato, em 6,0
mL de solvente, com a adicdo de padrdo interno (acetofenona). As lipases utilizadas foram
empregadas com uma massa de 12,5 % a 3 vezes a de substrato. As reagdes foram conduzidas
a temperatura ambiente.

Imediatamente antes da adi¢do das lipases ao meio reacional, foi retirada uma aliquota

de 0,1 mL, correspondente ao tempo inicial de reagcdo. As rea¢des foram acompanhadas por
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CCF e, mediante sua andlise, foram retiradas novas aliquotas de 0,1 mL, referentes aos
tempos subsequentes. As aliquotas foram submetidas a analise por cromatografia gasosa,
sendo previamente filtradas em filtro de seringa de PVDF (0,45 um) e avolumadas a 1,0 mL,
com diclorometano.

O célculo de percentagem de converséo foi realizado considerando-se a relacdo da
razdo area do substrato/ area do padrdo interno ao longo do tempo, em que Tf se refere ao

tempo final e Ti, ao tempo inicial, segundo a equacao 4:

Areado substrato Tf Area do substrato Ti
1- + x 100

Area do padrio interno Tf Area do padrio interno Ti

Equagéo 4: Célculo de conversdo do substrato.

5.4 Procedimento para analises de HPLC com fase estacionéria quiral

As analises de cromatografia liquida com fase estacionéria quiral, para obtencdo de
dados de excesso enantiomérico, foram conduzidas em cromatografo de marca Shimadzu,
com bomba LC-20 AT, detector na regido UV-Visivel SPD-M20A, forno de coluna CTO-
20A , auto-injetor SIL-20A, controlador de sistema CBM-20A e degaseificador DGU-20A,
equipado com coluna com fase estacionéria quiral AD-H (Chiralpak) (4,6 mm x 250 mm, 5
um de tamanho de particula). Utilizou-se como fase movel uma mistura de 10 % isopropanol/
hexano, com fluxo de 0,8 mL/ minuto em modo isocratico. Previamente a injecdo, as amostras
foram filtradas em filtro de seringa de PVDF (0,45 pum) (Whatman) e diluidas com

diclorometano. O software para edi¢do dos cromatogramas foi o LabSolutions.

5.5 Procedimento para analise de excesso enantiomérico de substrato remanescente (ees)
e produto (eep) das cinéticas enzimaticas

Os substratos remanescentes provenientes de reagOes de esterificagéo,
alcoxicarbonilagéo e transesterificagcdo foram separados dos produtos de reagéo por meio de
cromatografia em coluna. Nos casos de benzoato de 2-hidroxipropila e p-anisoato de 2-
hidroxipropila, estes tiveram seus excessos enantioméricos determinados por HPLC com fase
estacionaria quiral (Chiralpak AD-H).

No caso especifico dos substratos capriloato e oleato de 2-hidroxipropila, que possuem

baixa deteccdo por UV, foi realizado um procedimento padrdo de derivatizacao.
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Primeiramente, em vial, procedeu-se com uma reagdo de metanolise com DBU em excesso (3
gotas), sendo o metanol adicionado na condicéo de reagente e solvente (0,8 mL) a 80 °C por 3
horas, fornecendo converséo total. Posteriormente, evaporou-se o metanol, substituindo-se o
meio por DMC (0,8 mL) e levou-se a aquecimento, por 80 °C, por 8 horas, a fim de converter
totalmente o 1,2-propanodiol gerado na etapa prévia a carbonato de propileno, possibilitando
a determinacdo de ees por cromatografia gasosa com fase estacionaria quiral. Este mesmo
procedimento de derivatizacdo foi realizado para o p-anisoato de 2-hidroxipropila a fim de se
determinar a configuracdo do estereocentro. No caso do benzoato de 2-hidréxxipropila, este
mesmo processo foi realizado somente com o objetivo de se sintetizar o carbonato de
propileno.

Para as reacOes de alcoolise de todos os substratos sintetizados, realizou-se protocolo
especifico. Primeiramente, ao residuo obtido apos filtracdo da enzima e evaporacdo do meio
reacional, realizou-se extragdo com 0,4 mL de diclorometano e 0,1 mL de agua destilada em
microtubo. A fase organica, contendo o substrato, foi retirada e submetida a nova lavagem
com mesmo volume de dgua. A fase aquosa dessas extracdes, contendo o 1,2-propanodiol, foi
transferida para vial e levada a secura com sulfato de magnésio. Adicionou-se acetato de etila
e submeteu-se a agitacdo magnética, com aquecimento de 80 °C por 20 minutos. A fase
liquida foi retirada, repetindo-se a adicdo de acetato de etila e o procedimento posterior por
mais duas vezes. Evaporaram-se as fracGes organicas recolhidas. Ao residuo gerado, formado
por 1,2-PDO, foi adicionado DBU em excesso (3 gotas) e DMC como solvente e reagente
(0,8 mL), para converter o 1,2-PDO a carbonato de propileno. Este teve seu excesso

enantiomérico determinado por cromatografia gasosa com fase estacionaria quiral.

5.6 Substancias sintetizadas como padrdes de andlise e substratos enzimaticos ou
isoladas de reac@es de cinéticas enzimaticas
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5.7 Procedimentos experimentais de sintese de padrdes de analise e substratos
enzimaticos

5.7.1 Sintese do oleato de 2-hidroxipropila

DCC (1,25 eq.)

OH i DMAP (0,05 eq.) )OH\/
OH + O R
/K/ R™ “OH CH,Cl, seco hil
(5eq.) R: Cy7Ha3 0°C-ta;10h 0

A um vial contendo 0,091 g de DCC (0,44 mmol; 206,33 g/ mol), em banho de gelo,
adicionou-se, sob agitacdo, uma solucéo contendo 0,100 g de acido oleico (0,35 mmol; 282,46

g/ mol) em 1,0 mL de CH2Cl, seco e, em seguida, 0,135 g de propano-1,2-diol (1,77 mmol;
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76,09 g/ mol) diluidos em 0,5 mL de CHCl. seco. Posteriormente, foi feita a adi¢do de 0,002
g de DMAP (0,018 mmol; 122,17 g/ mol) e avolumou-se 0 meio com 0,5 mL de CHCI; seco.
A mistura foi deixada atingir a temperatura ambiente, permanecendo sob agitacdo por 10
horas. Ao término, o conteudo do vial foi vertido em uma solucdo de 10 mL de 10 % de
acetato de etila em hexano e submetido a filtragdo, para retirada dos subprodutos de reacdo
solidos. Evaporou-se o solvente e realizou-se a purificacdo por cromatografia em coluna,
utilizando-se gradiente variando de 10 % a 25 % de acetato de etila em hexano. Foi obtido

0,086 g de oleato de 2-hidroxipropila (72 % de rendimento).

5.7.2 Sintese de oleato de 2-hidroxipropila e oleato de 2-oleoiloxipropila

(0]
DCC (2,4 eq.
OH 0 DMAP((O 05 gq)) OH R)J\O
A — l_o_r + _L_o_r
OH +
)\/ R™ OH CH,CI, seco \ﬂ/ \ﬂ/
R: Cq7H33 0°C-ta;5h o 0

(2,3 eq.)

A um vial contendo 0,326 g de DCC (1,58 mmol; 206,33 g/ mol), em banho de gelo,
adicionou-se, sob agitacdo, uma solucéo contendo 0,427 g de &cido oléico (1,51 mmol; 282,46
g/ mol) em 2,0 mL de CHCl seco e, em seguida, 0,05 g de propano-1,2-diol (0,66 mmol;
76,09 g/ mol) diluidos em 1,0 mL de CHCl, seco. Posteriormente, foi feita a adi¢cdo de 0,004
g de DMAP (0,033 mmol; 122,17 g/ mol) e avolumou-se 0 meio com 1,0 mL de CHCI; seco.
A mistura foi deixada atingir a temperatura ambiente, permanecendo sob agitacdo por 5 horas.
Ao término, o contetdo do vial foi vertido em uma solucdo de 10 mL de 10 % de acetato de
etila em hexano e submetido a filtracdo, para retirada dos subprodutos de reacdo sélidos.
Evaporou-se o solvente e realizou-se a purificacdo por cromatografia em coluna, utilizando-se
gradiente variando de 2 % a 15 % de acetato de etila em hexano. Foram obtidos 0,195 g de
oleato de 2-oleoiloxipropila (49 % de rendimento) e 0,038 g de oleato de 2-hidroxipropila (17

% de rendimento).

5.7.3 Sintese do capriloato de 2-hidroxipropila

Inicialmente, foi sintetizado o cloreto de capriloila, através da reagdo com cloreto de

tionila:
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0 0]

SOCI, (3,0 eq.
/U\ 2(3,0eq.) )J\

R™ ~CI
R OH CH,ClI, seco

R: C;Hq5 0°C-50°C;16h

A um vial contendo 0,200 g (1,39 mmol; 144,21 g/ mol) de acido caprilico em 2,0 mL
de CH2Cl> seco, adicionou-se 0,302 mL (4,16 mmol; 118,97 g/ mol) de SOCI,, gota a gota,
em banho de gelo e sob agitacdo. A reacdo foi deixada atingir a temperatura de 50 °C,
permanecendo por 16 horas. Ao término, evaporaram-se 0s Vvolateis e procedeu-se com a

etapa seguinte.

SN
| ~
OH j\ (2,0 eq.) )OH\/
* (0] R
)\/OH R*c CH,Cl, seco T
(5eq.) R: C/H4s5 -30a-20°C; 3 h 0

Ao residuo obtido na etapa anterior, adicionaram-se, em banho de etanol com
nitrogénio liquido, uma solucéo contendo 0,528 g (6,94 mmol; 76,09 g/ mol) de propano-1,2-
diol em 2,0 mL de CH2Cl; seco e 0,22 mL de piridina (2,77 mmol; 79,101 g/ mol). A reagéo
permaneceu na faixa de temperatura de -30 a -20 °C por 3 horas. Apds evaporacdo dos
volateis, o residuo obtido foi submetido a purificagdo por cromatografia em coluna,
utilizando-se gradiente variando de 15 % a 30 % de uma mistura acetato de etila em hexano.

Foi obtido 0,139 g de capriloato de 2-hidroxipropila (45 % de rendimento).

5.7.4 Sintese do capriloato de 2-capriloiloxipropila

(@]
DCC (2.4 eq.)
OH i DMAP (0,05 eq.) R)Lo
OH * (0] R
)\/ R™ OH CH,CI, seco /K/ Y
R: C7H¢s 0°C-ta;24h o)

(2,3 eq.)

A um vial contendo 0,326 g de DCC (1,58 mmol; 206,33 g/ mol), em banho de gelo,
adicionou-se, sob agitacdo, uma solucdo contendo 0,218 g de acido caprilico (1,51 mmol;
144,21 g/ mol) em 2,0 mL de CH2Cl; seco e, em seguida, 0,05 g de propano-1,2-diol (0,66

mmol; 76,09 g/ mol) diluidos em 1,0 mL de CH2Cl> seco. Posteriormente, foi feita a adi¢do de
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0,004 g de DMAP (0,033 mmol; 122,17 g/ mol) e avolumou-se 0 meio com 1,0 mL de
CH.CI> seco. A mistura foi deixada atingir a temperatura ambiente, permanecendo sob
agitacdo por 24 horas. Ao término, o conteudo do vial foi vertido em uma solucdo de 10 ml de
10 % de acetato de etila em hexano e submetido a filltracdo, para retirada dos subprodutos de
reacdo solidos. Evaporou-se o solvente e realizou-se a purificagdo por cromatografia em
coluna, utilizando-se gradiente variando de 2 % a 35 % de acetato de etila em hexano. Foi

obtido 0,111 g de capriloato de 2-capriloiloxipropila (51 % de rendimento).

5.7.5 Sintese do benzoato de 2-hidroxipropila

Em baldo de 10 mL, adicionou-se 0,588 g de propano-1,2-diol (7,73 mmol; 76, 09 g/
mol) e 6,0 mL de CH2Cl seco. Manteve-se a solu¢do em banho de gelo e adicionaram-se, sob
agitacdo, 0,30 mL de cloreto de benzoila (2,30 mmol; 140,57 g/ mol) e 0,43 mL de
trietilamina (3,08 mmol; 101,19 g/ mol). A mistura foi mantida nessas condi¢des por 6 horas.
Ao término da reacdo, realizou-se extragcdo com solugdo saturada de NaHCO3 (1 x 2,0 mL) e
agua destilada (2 x 2,0 mL), para retirada do excesso de propano-1,2-diol. A fase organica foi
seca com NazSOg, filtrada e o residuo obtido apos evaporagdo dos volateis foi submetido a
purificacdo por cromatografia em coluna. Utilizou-se gradiente variando de 20 % a 30 % de
acetato de etila em hexano, obtendo-se, ao final da purificagdo, 0,328 g de benzoato de 2-
hidroxipropila (70 % de rendimento).

o

OH . cl NEt; (1,2 eq.) . )Oi/o
)\/OH CH,CI, seco; 0-5°C;
6h

o]
(eq.)

5.7.6 Sintese do benzoato de 2-oleoiloxipropila

Inicialmente, foi sintetizado o cloreto de oleila, através da reacdo com cloreto de

tionila:

o}

j\ SOCl, (3,0 eq.) Jy
R™>Cl
R OH CH,Cl, seco

R:CiHs ~ 0°C-ta;16h




81

A um vial contendo 0,157 g (0,56 mmol; 282,46 g/ mol) de &cido oléico em 2,0 mL de
CHCl; seco, adicionou-se 0,12 mL (1,66 mmol; 118,97 g/ mol) de SOCI;, gota a gota, em
banho de gelo e sob agitacdo. A reacdo foi deixada atingir a temperatura ambiente,
permanecendo por 16 horas. Ao término, evaporaram-se 0s Volateis e procedeu-se com a

etapa seguinte.

X

| e}
N M
0 R” O
OH Y (3.0eq) p
. o)
)\/Oﬁ(© R” >Cl CHLO, s000 PNy
o) R:CyHyy  0°C-ta;24h 0O

(2eq.)

Ao residuo obtido na etapa anterior, adicionaram-se, em banho de gelo e sob agitacéo,
uma solugdo contendo 0,05 g (0,277 mmol; 180,20 g/ mol) de benzoato de 2-hidroxipropila
em 2,0 mL de CH2Cl seco e 0,07 mL de piridina (0,83 mmol; 79,101 g/ mol). A reacéo foi
deixada atingir temperatura ambiente, na qual permaneceu por 24 horas. Apos evaporacao dos
volateis, o residuo obtido foi submetido a purificacdo por cromatografia em coluna,
utilizando-se gradiente variando de 2 % a 5 % de uma mistura acetato de etila em hexano. Foi
obtido 0,069 g de benzoato de 2-oleoiloxipropila (54 % de rendimento).

5.7.7 Sintese do benzoato de 2-capriloiloxipropila

Inicialmente, foi sintetizado o cloreto de capriloila, através da reacdo com cloreto de

tionila:

i SOCl, ( 3,0 eq.) j\
R™ > Cl
R™ "OH CH,Cl, seco
R: C/Hq5 0°C-ta.;24h

A um vial contendo 0,08 g (0,56 mmol; 282,46 g/ mol) de acido caprilico em 2,0 mL
de CH2ClI> seco, adicionou-se 0,12 mL (1,66 mmol; 118,97 g/ mol) de SOCI», gota a gota, em
banho de gelo e sob agitacdo. A reacdo foi deixada atingir a temperatura ambiente,
permanecendo por 24 horas. Ao término, evaporaram-se 0s Volateis e procedeu-se com a

etapa seguinte.
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X
| 0
N M
O R” O
OH )J\ (3,0 eq.)
+ 0]
)\/om/© R™ Cl CHLC, s000 P
0 R: C;Hys 0°C-ta;24h o

(2eq.)

Ao residuo obtido na etapa anterior, adicionaram-se, em banho de gelo e sob agitacéo,
uma solucdo contendo 0,05 g (0,277 mmol; 180,20 g/ mol) de benzoato de 2-hidroxipropila
em 2,0 mL de CH2Cl; seco e 0,07 mL de piridina (0,83 mmol; 79,101 g/ mol). A reacéo foi
deixada atingir temperatura ambiente, na qual permaneceu por 24 horas. Apos evaporacdo dos
volateis, o residuo obtido foi submetido a purificacdo por cromatografia em coluna,
utilizando-se gradiente variando de 2 % a 5 % de uma mistura acetato de etila em hexano. Foi

obtido 0,069 g de benzoato de 2-capriloiloxipropila (81 % de rendimento).

5.7.8 Sintese do benzoato de 2-acetoxipropila

X
N7 O

OH _ (Boeq) 0 eq.)
)k )\/O
CHZCIZ seco

O

A um vial adicionou-se 0,05 g (0,277 mmol; 180,20 g/ mol) de benzoato de 2-
hidroxipropila e 1,5 mL de CH2Cl.. Em banho de gelo e sob agitacéo, adicionaram-se 0,07
mL de piridina (0,83 mmol; 79,101 g/ mol) e 0,08 mL de anidrido acético (0,83 mmol; 102,09
g/ mol). A reacdo foi deixada atingir temperatura ambiente, permanecendo por 4 horas. Ao
término desse tempo, foi feita nova adicdo de 0,05 mL de anidrido acético e 0,05 mL de
piridina. A reacdo foi deixada por 7 horas a temperatura ambiente. Ao término da reacéo,
adicionou-se 3,0 mL de CHClI; e realizou-se extracdo com agua destilada (2 x 2,0 mL). Foi

obtido 0,038 g de benzoato de 2-acetoxipropila (62 % de rendimento).
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5.7.9 Sintese do p-anisoato de 2-hidroxipropila

Inicialmente, foi sintetizado o cloreto de p-anisoila, através da reacdo com cloreto de

tionila:

0] (0]
B
0 CH,Cl, seco 0
| 0-70°C;4h |

A um baldo contendo 0,500 g (3,29 mmol; 152,15 g/ mol) de &cido p-anisico em 5,0
mL de CHCI; seco, adicionou-se 0,72 mL (9,86 mmol; 118,97 g/ mol) de SOClI,, gota a gota,
em banho de gelo e sob agitagdo. A reacdo foi aquecida a temperatura de 70 °C,
permanecendo por 4 horas. Ao término, evaporaram-se os volateis e procedeu-se com a etapa

seguinte.

B
o] N’ o
OH ~
OH Cl (2,0 eq.)
)\/OH * - )\/o
0 CH,ClI, seco
| 0-5°C;8h 0

Ao residuo obtido na etapa anterior, adicionaram-se, em banho de gelo e sob agitacéo,
5,0 mL de CH2Cl:> seco, 1,20 mL (16,4 mmol; 76,09 g/ mol) de propano-1,2-diol e 0,53 mL
(6,58 mmol; 79,101 g/ mol) de piridina. A reacdo permaneceu em banho de gelo e &gua
ambiente por 8 horas. Apo6s evaporacdo dos volateis, o residuo obtido foi submetido a
extracdo com solucdo de NaHCOs saturada (3 x 1,0 mL) e &gua destilada (5 x 1,0 mL).
Posteriormente, realizou-se a cristalizacdo do produto através de uma mistura de
diclorometano e hexano. Foi obtido 0,345 g de p-anisoato de 2-hidroxipropila (50 % de

rendimento).
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6. Resultados e Discussao

6.1 Sintese quimica dos derivados 1-O-acilados do 1,2-PDO a partir de acidos graxos

Explorando-se a estratégia 1 (secdo 4.1), primeiramente, estudaram-se metodologias
sintéticas a fim de se obterem regiosseletivamente os derivados 1-O-acilados do
propilenoglicol. Estes sdo os substratos a serem submetidos as resolugdes cinéticas via
lipases. A sintese dos mesmos € dificultada pelo fato de o substituinte ligado a hidroxila
secundaria do referido diol ser um grupo metila, 0 que leva a uma diferenga pequena de
tensdo estérica, quando se comparam as duas hidroxilas (primaria e secundéaria) para reacdes

com eletréfilos, como a de acilagdo (Figura 15).

HO OH
.y -
HH )
~_ L
‘ HCr /H
N /I \_/,
\—’_I

Pequena diferenca de
tensao estérica

Figura 15: Dificuldade natural de se obter regiosseletividade em rea¢cdes com propano-1,2-diol.

Inicialmente, foi dada énfase as reacBes de acilacdo, por via quimica, do
propilenoglicol com &cidos graxos, como o oléico e caprilico. Para tal, foram estudadas duas
metodologias. A primeira baseou-se na sintese dos cloretos desses acidos, por meio de reacao
com cloreto de tionila (SOCI>) e, posteriormente, adi¢do de propilenoglicol (Esquema 31). A
segunda, por meio da reacdo de Steglich, utilizando-se N,N"-diciclohexilcarbodiimida (DCC)
e 4-dimetilaminopiridina (DMAP), em quantidade catalitica (Esquema 32). Com o intuito de
proporcionar a acilacdo regiosseletiva na hidroxila primaria, foi empregado excesso de

propano-1,2-diol.

OH
_A_OH
o soct, o /?HV
3-5eq.)
(3eq.) ( _ O__R
R)J\OH . R)J\C' m - bl
.a. @)
~ 2 -
N> (2ea)
CHCl; seco; Oleato ou capriloato
0°C-ta. de 2-hidroxipropila

Esquema 31: Mono-O-acilagdo regiosseletiva do 1,2-propanodiol com cloretos de acila.
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DCC (1,25 eq.) OH
O OH DMAP (10 mol %) }\/
Oo._ R
M A on - e
CH,CI, seco; 0]
(5eq.) 0°C-ta.

Oleato ou capriloato
de 2-hidroxipropila

Esquema 32: Mono-O-acilagéo regiosseletiva do 1,2-propanodiol via reagdo de Steglich.

A regiosseletividade das reagdes foi avaliada, principalmente, por meio de ressonancia
magnética nuclear de préton (RMN de ‘H), considerando-se ideal a auséncia dos sinais dos
hidrogénios metilicos, metilénicos diastereotdpicos e metino da cadeia propilica do outro
regioisdmero, proveniente de esterificacdo da hidroxila secundaria.

Em relacdo a sintese do oleato de 2-hidroxipropila, conseguiu-se melhor rendimento,
através da metodologia de Steglich (Esquema 32), obtendo-se esse monoéster
regiosseletivamente (secéo 5.7.1), conforme analise por ressonancia magnética nuclear de
préoton (*H) (se¢éo 9.3).

Houve maior dificuldade na sintese do capriloato de 2-hidroxipropila, gerando-se, em
ambas as metodologias, os dois regioisémeros, possivelmente pelo fato da cadeia acilica
conter menos carbonos, 0 que acarreta em menor efeito estérico. Para contornar esse
problema, manteve-se o0 meio reacional a temperaturas negativas, entre — 20 e — 30 °C, com 0
intuito de explorar a barreira energética reduzida em detrimento da reacdo na hidroxila
secundaria, mais impedida. Ademais, permaneceu-se com 0 excesso de propano-1,2-diol (5
eq.). Esta estratégia logrou éxito, obtendo-se o capriloato de 2-hidroxipropila de modo

regiosseletivo (se¢do 5.7.3), mediante analise de RMN de *H (se¢do 9.3).

6.2 Sintese enzimatica dos derivados 1-O-acilados do 1,2-PDO a partir de acidos graxos

Diante da dificuldade encontrada na sintese, principalmente, do capriloato de 2-
hidroxipropila, conseguindo-se regiosseletividade apenas em temperaturas negativas (-30 a -
20 °C), estudou-se a possibilidade de se usar a catalise de lipases para promover a sintese
regiosseletiva de derivados 1-O-acilados do 1,2-PDO, a partir dos acidos oléico e caprilico.
Além disso, sendo exitosa neste aspecto, essa metodologia conferiria maior praticidade de
processo, principalmente, na etapa de purificacdo, em que vislumbraria um simples processo

de extracdo liquido-liquido.
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Estudou-se o potencial uso das lipases na capacidade de catalisar a acilagéo
regiosseletiva do propilenoglicol, por meio de esterificacdo, empregando-se os &cidos
caprilico e oléico. Salienta-se que, por si sO, a obtencdo de monoésteres do propilenoglicol
contendo cadeias acilicas provenientes de acidos graxos desperta interesse industrial, diante
do uso dos mesmos, com a fungdo principal de emulsificantes nas industrias de cosméticos e
de alimentos.

A utilizacdo do propilenoglicol como substrato para lipases em reagdes com &cidos
graxos e seus derivados (ésteres, anidridos e triglicerideos) é descrita na literatura. Shaw e
colaboradores (1994) estudaram a influéncia desses doadores de acila e de outros parametros,
como solventes organicos, temperaura, atividade de agua, pH e tempo reacional na obtencéao
de monoésteres de 1,2-PDO. Foram empregados os acidos laurico, miristico, palmitico,
estedrico e oléico, assim como seus derivados supramencionados. Foram avaliadas as
diferengas entre as lipases quanto ao rendimento e conversdo, ndo se atendo a
regiosseletividade dos monoésteres formados. Preconizou-se o uso de hexano como solvente,
devido ao maior rendimento obtido com o0 mesmo, observando-se que, além dos monoésteres,
foram detectados, também, os diésteres em todas as reacbes com os diferentes agentes
acilantes, entretanto, em alguns casos, em concentracGes significativamente menores que as

dos monoésteres.

6.2.1 Screeening sobre a regiosseletividade da esterificacdo do 1,2-PDO com acidos
graxos via lipases

Baseando-se na referida literatura (SHAW et al, 1994), buscou-se avaliar,
primeiramente, a sintese de oleato de 2-hidroxipropila, a partir do &cido oléico, empregando-
se diferentes lipases imobilizadas e solventes.

Inicialmente, reproduziu-se, em pequena escala, a reacdo de esterificacdo do 1,2-PDO
em hexano. Ao invés da estequiometria de 10:1 e 30 °C (SHAW et al., 1994), utilizou-se 4:1
de 1,2-PDO em relacdo ao &cido oléico e temperatura ambiente. Comparou-se o efeito dos
solventes diclorometano e hexano na formacdo dos produtos esperados (monoésteres e
diésteres de acidos graxos), sendo empregadas as lipases imobilizadas N435, TLIM e RMIM
(Esquema 33). Esta ultima ja havia sido estudada no referido artigo, sob a nomenclatura
comercial de Lipozyme.

Foram empregados nos screenings (sec¢do 5.2) 5 mg de 1,2-PDO (4 eq.) e 5,4 mg de

acido oléico (1 eq.) em 0,7 mL de hexano e a temperatura ambiente, com 30 mg das lipases
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supramencionadas. As reac6es foram acompanhadas por CCF, comparando-se com a eluigéo
dos referidos padrées sintéticos dos produtos esperados. Estes padrdes foram sintetizados de
acordo com o descrito na secdo experimental (secdo 5.7.2). A amostra bruta, obtida apds
filtracdo das lipases, foi analisada por CG e, comparando-se com 0s cromatogramas dos

referidos padrdes sintéticos.

X i
OH i Lipases' OH R” ™0 R)ko
> + OH +
}\/OH ’ R”™ "OH solventes? A/OTR /2\/ )\/O\H/R
t.a. e} (0]
(4 eq.) (1eq.)
Oleato de Oleato de Oleato de
2-hidroxipropila 1-hidroxipropila 2-oleoiloxipropila

R: C47Hs3 Acido oléico
1- Lipases: N435; TLIM; RMIM; 2- Solventes: Hexano e CH,Cl,

Esquema 33: Screening de esterificacdo do 1,2-propanodiol com acido oléico via lipases, mostrando os
produtos possiveis de reacao.

Analisando-se os cromatogramas das esterificacfes realizadas em hexano, tomando-se
como exemplo a reacdo com N435 (Figura 16), pdde-se observar, com todas as lipases, a
presenca de dois picos, em 38 min e 33 min, aproximadamente, relacionados ao oleato de 2-
oleiloxipropila, sendo o minoritario provavelmente devido a alguma impureza ndo
determinada, e um pico em 19 min, aproximadamente, referente ao oleato de 2-hidroxiropila.
Salienta-se que a observacdo de 2 picos relacionados ao de 2-oleoiloxipropila foram também
observados no padrdo sintético desta substancia (secdo 9.1), o que pode ser gerado por

alguma impureza do préprio acido oléico, utilizado na sintese.

uV(x10,000)
8.0 Chromatogram
7.0
6.
5.0] g
<
>
a
4.0
3.0
2.0| 5
i
2 &8
8
A
0.0
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

Figura 16: Cromatograma da esterificacdo do 1,2-PDO com &cido oléico (4:1), catalisada por N435 em
hexano; 18 h de reacdo a t.a. Oleato de 2-hidroxipropila (19 min.) e oleato de 2-oleoiloxipropila (33-38 min.).
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Destaca-se que mesmo que o propilenoglicol seja insolivel em hexano, observa-se a
formacéo de produtos, os quais sdo uma mistura de mono e diésteres de 1,2-PDO. A razdo de
areas observada (diéster/ monoéster) foi de 1,1.

Alternativamente ao hexano, avaliou-se a esterificacdo do 1,2-PDO em diclorometano,
solvente ndo mencionado por Shaw e colaboradores (1994) e com menor log P. Mantiveram-
se as mesmas condicGes das reagdes realizadas em hexano.

Observou-se que, bastando-se alterar o solvente de reacdo para diclorometano, ao
invés de hexano, ndo se detectam os dois picos relacionados ao oleato de 2-oleoiloxipropila
em nenhuma das reacGes catalisadas com as lipases testadas. Isto pode ser ilustrado mediante
0 cromatograma de esterificagdo com N435 (Figura 17).

uV(x100,000)
Chromatogram
3.0

2.5

2.0

1.5

19.048

1.0

0.5

0.0f

5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 min

Figura 17: Cromatograma de esterificagdo do 1,2-PDO com &cido oléico (4:1), catalisada por N435 em
diclorometano; 18 h de reacéo a t.a. Oleato de 2-hidroxipropila (19 min.).

O efeito do solvente na esterificagdo com &cido oléico pode ser ilustrado, também,

pela anélise de CCF das reagdes em hexano e diclorometano (Figura 18).

—_— Oleato de
2-oleoiloxipropila
1-M435 em diclorometano
2-TLIM erm diclorometano
3- RMIM em diclorometano
__ Oleatode A-M435 em hexano
2-hidroxipropila 5-TLIM em hexano

6- RMIM em hexano

123 456

Figura 18: CCF da reacdo de esterificacdo do 1,2-PDO com &cido oléico (4:1), a t.a., em hexano (19 h)
e diclorometano (18 h); massa lipase/ massa 1,2-PDO = 6; Eluente: 15 % AcOEt/ hexano.
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O efeito da polaridade de solventes na esterificacdo do 1,2-propanodiol e outros
alcoois com &cidos graxos ja havia sido estudada anteriormente (SHAW et al 1994,
FEVRIER et al, 2001). Inclusive, o 1,2-propanodiol foi empregado em esterificacdo com
acido caprilico, segundo estequiometria de 1:1, observando-se que o uso de solventes mais
polares (menor log P) acarreta na formacdo de monoéster em maior proporcdo que diéster,
apesar da possibilidade de ocorrer comprometimento da atividade catalitica com solventes
muito polares, como acetonitrila e acetona, resultando em menores conversées (FEVRIER et
al, 2001).

Em hexano, em virtude da ndo solubilizagdo do 1,2-propanodiol, cogita-se que haja
um favorecimento, por efeito de parti¢do, da reacdo do monoéster gerado com nova molécula
de acido graxo, no caso o oléico, formando o derivado dioleato. Em diclorometano, tendo-se
em vista a solubilidade do 1,2-PDO neste solvente, o excesso deste diol contribui,

provavelmente, na formacéao exclusiva de monoéster.

6.2.2 Estudo em maior escala da regiosseletividade da esterificacdo do 1,2-PDO com
acidos graxos via lipases

Diante dos resultados de screening, as referidas reacdes de esterificagdo foram
realizadas em maior escala, a fim de melhor caracterizar os produtos por RMN,
principalmente para a eventual identificacdo dos regioisbmeros dos monoésteres de acidos
graxos formados. Priorizou-se o estudo em diclorometano, uma vez que neste ndo houve
deteccdo de diéster na reacdo de screening com acido oléico.

Manteve-se, nessas reacGes em maior escala, excesso de 1,2-PDO (2 - 4 eg.), com 0
intuito de contribuir para a regiosseletividade das reac6es realizadas, de deslocar o equilibrio
para o sentido dos produtos (sentido de esterificacdo) e por entender que seu excesso nao é
um aspecto negativo, uma vez que esse alcool pode ser removido facilmente na etapa de
purificacdo, por meio de extracdo com agua.

Empregaram-se 50 mg dos acidos graxos, oléico e caprilico, e optou-se pelo uso da
lipase RMIM, tendo-se em vista a melhor regiosseletividade desta lipase, utilizada sob a
nomenclatura comercial IM60, na esterificacdo do 1,2-PDO com &cido caprilico, conforme
descrito por Fevrier e colaboradores (2001).

Ao contrério dos referidos autores, ndo foram utilizadas condi¢6es equimolares de 1,2-

PDO e &cido graxo, por motivos supracitados. Com excesso de 4 eq. de 1,2-PDO em relacéo
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ao acido caprilico e proporcdo de 1:1 entre a massa de lipase e a massa de &cido caprilico, ndo
houve deteccdo do regioisdbmero secundario (derivado 2-O-acilado) e de diéster, através de
analise de RMN de 'H (Esquema 34). Esse fato também ¢ valido para o acido oléico,
obtendo-se o oleato de 2-hidroxipropila, na auséncia do outro regioisdmero (derivado 2-O-
acilado) e de diéster, com o mesmo excesso de 1,2-PDO e 50 % de massa de lipase em
relacdo a de &cido oléico (Esquema 34).

Destaca-se que a purificagdo de ambos monoésteres obtidos por rota biocatalisada, via
lipase RMIM, consistiu de apenas extracdo com agua do meio reacional, para retirada do 1,2-
PDO em excesso. Os espectros de RMN de *H mostraram-se iguais aos dos padrdes
sintéticos, obtidos por via quimica, sendo que estes necessitaram de cromatografia em coluna

para sua purificacéo.

OH i RMIM OH
B
A _OH * R O OH CH,Cl, }\/OTR
ta.;24h o
(4 eq.) (1eq.)

R:Cq7H33 -74 %"
C/His -59 % 2

1- massa RMIM/ massa acido oléico = 0,5
2- massa RMIM/ massa acido caprilico = 1

Esquema 34: Sintese regiosseletiva de oleato e capriloato de 2-hidroxipropila via RMIM.

6.3 Resolucdo enzimatica dos derivados 1-O-acilados de &cidos graxos via lipases

6.3.1 Screening de alcoolise

Conforme ilustrado no esquema da estratégia 1 (secéo 4.1), as reacdes de alcodlise de
derivados monoésteres do propano-1,2-diol oferecem a vantagem de ser gerado prontamente o
propano-1,2-diol, como um dos produtos de reagdo. Este fato proporciona uma avaliacdo
mais rapida da viabilidade de se obter o carbonato de propileno enantiomericamente
enriquecido, uma vez que o mesmo pode ser obtido a partir de derivatizacdo do 1,2-PDO em

Unica etapa, reagindo-se com DMC (Esquema 35).
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0
\OJ\O/ %O
OH (DMC) 0 5
oH o
DBU

Esquema 35: Derivatizacdo do 1,2-propanodiol a carbonato de propileno.

Portanto, realizaram-se reac6es de isopropandlise (Esquema 36) em pequena escala
(screening) do oleato de 2-hidroxipropila catalisadas por diferentes lipases, tanto liofilizadas
(PS e AY Amano 30), quanto imobilizadas (N435, RMIM e TLIM). Os screenings foram
realizados com 5 mg de substrato e 30 mg de lipases em 1 ml de meio reacional (5 % de
isopropanol em hexano), a 30 °C, segundo descrito na se¢éo 5.2.

Acompanhando-se a reacdo por cromatografia em camada fina (CCF), pode-se
perceber que nas reacdes catalisadas com as lipases imobilizadas N435, RMIM e TLIM houve
consumo praticamente completo do substrato em 24 horas a 30 °C. Observou-se formacéo de
produto, com alto fator de retencéo (Rf), condizente com a baixa polaridade esperada para um
dos produtos dessa reacdo (oleato de isopropila). A presenca desta substancia foi confirmada
submetendo-se a amostra a analise por CG/ MS. Em contrapartida, nas rea¢Ges com as lipases
liofilizadas (PS e AY Amano 30), houve baixa conversdo. Mesmo ao aumentar a temperatura
para 40 °C, por 24 horas, passadas 48 horas a 30 °C, foi observado, ainda, substrato

remanescente nessas duas reacdes (Figura 19).

i-PrOH (5%)
Hexano
R: C17H33 30-40 °C

Lipases OH i J\
/é\/O\H/R /§\/OH * R 0
@)

oleato de
isopropila

Esquema 36: Isopropandlise do oleato de 2-hidrpoxipropila via lipases.
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Oleato de d8kha30*C+ 24 hadl*C
isopropila
1-AY &mano
2-P5 liofilizada
3- TLIMA
— Oleato de 4-M435

2-hidroxipropila SR

1 23 45

Figura 19: Analise por CCF do screening de isopropanélise em hexano (5 % i-PrOH) do oleato de 2-
hidroxipropila; massa lipase/ massa substrato = 6; volume de reacéo: 1,0 mL Eluente: 15 % AcOEt/ Hexano.

Conforme observado, conseguiram-se altas conversdes com as lipases imobilizadas,
reportadas por CCF e CG. Em situacdo ideal de resolucdo cinética, com alto fator de
seletividade, o catalisador quiral, no caso a lipase, apresenta uma grande diferenca de
velocidade de reacdo com cada enantibmero do substrato racemato, conseguindo-se
conversdes proximas a no maximo 50 %, com altos excessos enantiomericos de substrato e
produto. No caso especifico da reacdo estudada, constatou-se que as lipases reconhecem
ambos 0s enantiémeros, conseguindo-se conversées completas (consumo total do substrato), o
gue € um indicativo de baixa enantiosseletividade. Isto ndo é impeditivo, todavia, de serem
conseguidos altos excessos enantioméricos, sendo somente necessario monitorar com maior
rigor a reagéo, a fim de se chegarem a valores ideais de convers&o.

Diante do reconhecimento do substrato pelas lipases e com a finalidade de se estudar a
enantiosseletividade dessas reacfes, avaliou-se a viabilidade da separacdo (resolucdo) dos
enantidmeros do oleato de 2-hidroxipropila, o substrato ensaiado, por cromatografia liquida
com fase estacionaria quiral. Entretanto, nenhuma das colunas quirais testadas foi capaz de
resolver o substrato racémico. Além disso, o préprio substrato apresenta a dificuldade de ser
pouco detectado por UV, o que dificulta a obtencéo de uma boa relacao sinal/ ruido.

Em virtude da dificuldade encontrada, uma alternativa para avaliar a
enantiosseletividade dessas reacdes consiste na derivatizacdo de produto ou substrato
remanescente a carbonato de propileno (secéo 5.5). A determinacdo do ee desta substancia é
reportada, na literatura, por meio de cromatografia gasosa com coluna quiral (REN et al,
2012). Esta possibilidade oferece a vantagem advinda do fato de o produto de derivatizacdo

(carbonato de propileno) ja ser a prépria substancia de interesse do referido trabalho.
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6.3.2 Cinéticas de alcodlise dos derivados 1-O-acilados de acidos graxos

Considerando-se que houve éxito na sintese dos derivados 1-ésteres de 1,2-PDO,
sobretudo de modo pratico, via lipase, utilizando-se os acidos oléico e caprilico, além de se
observar conversdo no screening de isopropandlise do oleato de 2-hidroxipropila, decidiu-se
realizar reacdes de alcodlise desses substratos em maior escala para estudo de cinética
(Esquema 37). Diante do comportamento aparentemente similar das lipases imobilizadas no
screening realizado, optou-se por empregar a N435 nos ensaios de cinética. O procedimento
seguido, assim como o célculo de conversdo, encontra-se descrito na se¢ao 5.3.

Destaca-se que nesse tipo de reacdo, priorizou-se atingir valores de conversao abaixo
de 50 %, a fim de se avaliar a possibilidade de se obter o 1,2-propanodiol em alto excesso
enantiomérico, uma vez que 0 mesmo é um dos produtos da reacdo. Isto porque em resolucGes

cinéticas, o ee do produto (eep) decai conforme se atingem maiores conversoes.

QH N435 oH i
}vo R - )\/OH ’ R)J\O’R1
hig R4OH
o Hex. (67 %)/ TBME
R: C17H33 t.a. R»]: Me, i-Pr
C7H1s

Esquema 37: Alcodlises dos derivados 1-O-acilados de acidos graxos.

Inicialmente foram estudadas reacdes de metandlise desses substratos. Utilizando-se o
oleato de 2-hidroxipropila, observou-se que com um valor de massa de N435 correspondente
a 3 vezes a do substrato e com uma quantidade de metanol referente a 10 % de volume do
meio, atingiu-se conversao completa em aproximadamente 30 minutos de reacao.

Diante do répido consumo do substrato, decidiu-se retardar a cinética, reduzindo-se a
carga de lipase, o volume, assim como o préprio alcool. Ao invés de metanol, optou-se por
utilizar um nucledéfilo mais fraco, como o isopropanol, o qual confere a vantagem adicional de
ser menos toxico. Os novos ensaios foram realizados com uma massa de N435
correspondente a 12,5 % em relacdo a de oleato de 2-hidroxipropila e volume de isopropanol
referente a 11 eq. Com essas mudancas, conseguiu-se reduzir a taxa de consumo do substrato,

obtendo-se 38 % de conversdo apds 40 minutos de reacdo (Quadro 2).
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Quadro 2: Conversdo conforme o tempo da reacdo do oleato de 2-hidroxipropila com isopropanol (11
eq.), com 12,5 % m/ m de N435, a t.a.

Tempo 20 min. 40 min,

Conversao 27 % 38 %

Empregando-se as mesmas condi¢cOes descritas no quadro 2, realizou-se a
isopropandlise do capriloato de 2-hidroxipropila (Quadro 3). Além desta reacdo, estudou-se,
também, a metandlise deste substrato, mantendo-se as mesmas condicdes reacionais (Quadro
4). Priorizou-se de certa forma o derivado capriloato, pelo fato de a grande diferenga de massa
molecular entre o oleato de 2-hidroxipropila e do propano-1,2-diol (produto) limitar mais a

massa que pode ser obtida deste diol com essa reacéo.

Quadro 3: Conversdo conforme o tempo da reacdo do capriloato de 2-hidroxipropila com isopropanol
(11 eq.), com 12,5 % m/ m de N435, a t.a.

Tempo 20 min. 33 min.

Conversao 23 % 41 %

Quadro 4: Conversdo conforme o tempo da reacdo do capriloato de 2-hidroxipropila com metanol (11
eq.), com 12,5 % m/ m de N435, a t.a.

Tempo 20 min. 30 min.

Conversao 30 % 37 %

Os resultados, de um modo geral, reportaram a ocorréncia de reacdes em que houve
rapido consumo dos substratos, mesmo com baixa carga de lipase (12,5 % m/ m). Isto
dificultou a observacdo de uma eventual diferenca de velocidade de consumo do substrato ao
longo do tempo, 0 que pode ser um indicativo de baixa enantiosseletividade.

Interromperam-se as reagdes de isopropanodlise do oleato e do capriloato de 2-
hidroxipropila nas conversbes de 38 e 41 % e a de metanolise do capriloato de 2-
hidroxipropila, em 37 %. Os cromatogramas correspondentes aos tempos inicias e finais
dessas reagdes encontram-se na se¢do 9.2.1, 9.2.2 e 9.2.3, respectivamente.

Prosseguiu-se com a extragdo do 1,2-propanodiol gerado nessas reagdes, por meio de
extragcdo com agua, e de sua derivatizacdo a carbonato de propileno, para determinacéo de ee
(secdo 5.5). Destaca-se que o procedimento de extracdo, com agua, do referido diol foi
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eficiente, conseguindo-se particionar totalmente o substrato remanescente na fase organica
(diclorometano), evitando-se 0 uso de cromatografia em coluna para separacdo fisica dos

enantibmeros. A CCF da reacdo de derivatizacdo reportou conversao total ao carbonato.

6.3.3 Cinéticas de transesterificacao dos derivados 1-O-acilados de &cidos graxos

Além das reacOes de alcoolise descritas na sec¢do anterior, os derivados 1-O-acilados
de &cidos graxos foram testados como substratos em reacdes de transesterificagdo com acetato
de vinila, um agente acilante irreversivel (Esquema 38). Buscou-se a O-acetilagédo
enantiosseletiva do carbinol secundario desses substratos. Neste tipo de reacdo, priorizou-se
atingir valores de conversdo proximos ou acima de 50 %, na tentativa de se obterem o0s
substratos remanescentes em altos excessos enantioméricos. Isto porque em resolucGes
cinéticas, o ee do substrato (ees) aumenta conforme se atingem maiores conversoes.

O procedimento seguido para o estudo de conversdo, assim como o seu calculo,

encontra-se descrito na secdo 5.3.

O
(0]
OH o )ko
o= )\/O R
O R \ﬂ/
il N435 5
© Hex. (67 %)/ TBME
R: Cq7H33 ta.
C7Hqs

Esquema 38: Transesterificacdo dos derivados 1-O-acilados de &cidos graxos.

Assim como nas reacOes de alcodlise, empregou-se somente a lipase N435. Para o
estudo dessa reacdo, utilizou-se uma massa de enzima correspondente a 25 % em relagdo a
dos substratos oleato e capriloato de 2-hidroxipropila. O acetato de vinila foi adicionado ao
meio em excesso (5 eq.).

Os valores de conversdo ao longo do tempo para o oleato e capriloato de 2-

hidroxipropila séo ilustrados nos quadros 5 e 6, respectivamente.

Quadro 5: Converséo conforme o tempo da reacdo do oleato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila
(5eq.), com 25 % m/ m de N435, a t.a.

Tempo 2h 3h 4h
Conversao 21 % 30% 42 %
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Quadro 6: Conversdo conforme o tempo da reacdo do capriloato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila (5
eq.), com 25 % m/ m de N435, a t.a.

Tempo 22 min. 32 min. 1h 2h
Converséo 22 % 36 % 52 % 69 %

Os cromatogramas correspondentes aos tempos inicial e final das reacGes de
transesterificacdo realizadas encontram-se na se¢do 9.2.4 e 9.2.5. Comparando-se 0s dois
substratos, pode-se constatar que a reacdo com o oleato de 2-hidroxipropila procedeu com
uma cinética mais lenta em relacdo ao capriloato de 2-hidroxipropila. Observou-se que,
mesmo com 4 horas de reacdo, ndo foi atingida conversdo de 50 %. Possivelmente, a longa
cadeia acilica deste derivado (18 carbonos) causa uma dificuldade na interacdo com o sitio
catalitico da lipase.

Com relacdo aos dois tipos de reacdes realizadas (alcodlise e transesterificacdo) com
os derivados 1-O-acilados de acidos graxos, observa-se uma nitida diferenca de reatividade
desses substratos. Observou-se conversdo mais rapida nas alcodlises em comparagdo com a
transesterificagdo, por, provavelmente, se assemelharem estruturalmente com os substratos
naturais das lipases (ésteres de acidos graxos). Logo, os derivados sintetizados comportam-se
melhor como acilantes da serina catalitica da lipase, no caso N435, do que propriamente como
nucleofilos.

Com os valores de conversdo de 42 e 69 %, referentes aos substratos oleato e
capriloato de 2-hidroxipropila, respectivamente, as reacdes foram interrompidas, separando-se
fisicamente o produto, enantibmero acetilado, do substrato remanescente, por meio de
cromatografia em coluna. Este ultimo foi derivatizado a carbonato de propileno para
determinacdo do ee, por meio de duas etapas, consistindo de metanélise mediada por DBU,
seguida de reacdo com DMC, conforme descrito na se¢do 5.5. Destaca-se que o procedimento
de 2 etapas € simples, sendo realizado em Unico pote, bastando-se trocar o0 meio de reacdo de

metanol para DMC, sem necessidade de nova adi¢do de DBU.

6.4 Sintese quimica do benzoato e p-anisoato de 2-hidroxipropila

Com a finalidade de contornar o problema decorrente da baixa deteccdo e nao
resolucdo direta dos substratos 1-O-acilados de &cidos graxos de 1,2-PDO por HPLC com
fase estacionaria quiral, estudou-se a possibilidade de sintese de substratos monoésteres

alternativos. Desse modo, buscou-se sintetizar regiosseletivamente o benzoato e o p-anisoato
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de 2-hidroxipropila, pelo fato destes conterem grupo éster com cadeia acila volumosa
(facilitando a enantiodiscriminacdo do racemato) e que absorve na regido do UV.

E conveniente destacar que o benzoato de 2-hidroxipropila ja foi utilizado em
resolucdes cinéticas com lipases, em reacdo de transesterificacdo com benzoato de vinila, por
outro grupo de pesquisa (CIUFFREDA et al, 2003). Entretanto, a avaliacdo da
enantiosseletividade das reagdes ndo foi feita por cromatografia com fase estacionéria quiral
e, sim, por RMN.

Obteve-se éxito com a metodologia sintética empregando-se baixas temperaturas (0-5
°C) e excesso de 1,2-PDO (3 eq.) em relagdo ao cloreto de benzoila (Esquema 39) (secéo
5.7.5), conseguindo-se alta regiosseletividade, conforme espectro de RMN de H (se¢&o 9.3),
observando-se, praticamente, somente um sinal referente aos hidrogénios de metila da cadeia
propilica.

A sintese do p-anisoato de 2-hidroxipropila seguiu a mesma metodologia, via cloreto
do acido p-anisico (Esquema 40). Entretanto, esta reacdo possui as vantagens de nao
necessitar de cromatografia em coluna para purificacdo, tendo-se em vista que o p-anisoato de
2-hidroxipropila cristaliza mediante adicdo de uma mistura de hexano e diclorometano. Além
disso, ndo sdo necessarias baixas temperaturas para o controle da regiosseletividade, podendo-
se manter a reacdo a temperatura ambiente (secBes 5.7.9 e 9.3).

o)
/é\/OH CH,Cl, seco; 0-5°C;
6h 0]
(3eq.) (1eq.)
70 %

Esquema 39: Mono-O-acilacao regiosseletiva do 1,2-propanodiol com cloreto de benzoila.

| X
(0] N’ o)
OH ol (2,0 eq.) OH >
lon - R °
0 CH,CI, seco o
| 0-5°C;8h
(5eq.) 50 %

Esquema 40: Mono-O-acilacao regiosseletiva do 1,2-propanodiol com cloreto de p-anisoila.
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6.5 Resolucéo enzimatica do benzoato de 2-hidroxipropila via lipases

6.5.1 Screenings de esterificacdo com acidos graxos

Tendo-se éxito na sintese regiosseletiva do benzoato de 2-hidroxipropila, decidiu-se
investigar o seu uso como substrato de lipases em reacdes de esterificacdo com o0s acidos
caprilico e oléico. Na literatura, em resolucgdes cinéticas de substratos alcoois catalisadas por
lipases, sdo, normalmente, empregados esteres enodlicos, como agentes acilantes em
transesterificacdes. Reacdes de esterificacdo sdo menos utilizadas com essa finalidade, ainda
mais com o uso de acidos graxos, como 0s propostos por esse trabalho.

Para uma avaliacdo inicial qualitativa a respeito de conversdo, foram realizados
screenings (secdo 5.2), utilizando-se as lipases N435, TLIM e RMIM. As reacGes foram
acompanhadas por CCF, comparando-se com a eluicdo dos referidos padrfes sintéticos dos
produtos esperados. Estes padrdes foram sintetizados de acordo com o descrito na secéo
experimental (se¢do 5.7.6 e 5.7.7).

No screening com acido caprilico, utilizaram-se 5 mg de substrato e 1 gota de &cido
caprilico (0,005 mL) em hexano (0,7 mL) a 30°C. A propor¢do massa de lipase/ massa de
substrato foi de 1:1. As reacGes foram filtradas para retirada das lipases e submetidas a analise
por CG, comparando-se com os cromatogramas dos referidos padrdes sintéticos.

Mediante analise dos cromatogramas de CG, tomando-se como referéncia o da reacao
com N435 (Figura 20), observa-se, em todas as reacGes com as lipases, a formacdo do
produto diéster benzoato de 2-capriloiloxipropila, no tempo de retencdo proximo a 17
minutos, quando comparado ao padrao sintético dessa substancia (se¢éo 9.1).

Mesmo que o screening teha sido feito para se ter uma avaliagdo qualitativa, pode-se
inferir um maior consumo do substrato, com maior formacdo do produto esperado na reagédo
com N435.
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Figura 20: Cromatograma de esterificagdo do benzoato de 2-hidroxipropila com &cido caprilico,
catalisada por N435 em hexano; 5 h a 30 °C. Acido caprilico (6 min.); benzoato de 2-hidroxipropila (9 min.);
benzoato de 2-capriloiloxipropila (17 min.).

Para o screening com acido oléico, utilizaram-se 7 mg de substrato e 1 gota de &cido
oléico (0,005 mL) em hexano (0,7 mL) a 30°C. A razdo massa de lipase/massa de substrato
foi de 1:1.

Analisando-se os cromatogramas, como, por exemplo, o da reacdo com N435 (Figura
21), observa-se, que, em todas as reacGes com as lipases, houve formacdo do produto diéster
benzoato de 2-oleoiloxipropila, no tempo de retencdo entre 23 e 24 minutos,
aproximadamente, quando comparado ao padréo sintético dessa substancia (se¢éo 9.1).

Assim como no screening com acido caprilico, péde-se inferir uma maior conversao

do substrato na reacdo com N435.
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Figura 21: Cromatograma de screening de esterificagdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acido
oléico catalisada por N435 em hexano; 24 h a 30 °C. Benzoato de 2-hidroxipropila (9 min.); &cido oléico (16
min.); benzoato de 2-oleoiloxipropila (23-24 min.).
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Testou-se a possibilidade de resolucdo do substrato (benzoato de 2-hidroxipropila), por
meio de cromatografia com fase estacionaria quiral. Ressalienta-se que embora este substrato
ja tenha sido utilizado em outro estudo (CIUFFREDA et al, 2003), ndo se empregou
cromatografia para a determinacéo de excesso enantiomérico.

A separagdo dos enantidmeros do substrato foi possivel por meio do uso da coluna
quiral AD-H (Chiralpak) (Figura 22).

&
95|
1

Figura 22: Cromatograma do benzoato de 2-hidroxipropila racémico em coluna quiral (AD-H). Fluxo:
0,8 mL min. (10 % i-PrOH/ hexano); 232 nm.

Apesar de a resolucdo ndo ser a ideal, pois as bandas referentes a cada enantidmero nédo
se encontram totalmente separadas, esta foi a melhor condicdo de analise utizada. Foi testada

outra coluna, a OD-H (Chiralpak), mas nao houve resolucéo do substrato.

6.5.2 Cinética de esterificacdo com acidos graxos

Diante da possibilidade de se se averiguar diretamente a enantiosseletividade dessas
reacOes, por meio do substrato benzoato de 2-hidroxipropila, buscou-se realizar as reacdes de
esterificacdo em maior escala, com os &cidos graxos oléico caprilico (Esquema 41). Utilizou-
se, principalmente, a lipase N435, devido a, aparentemente, maior conversdo durante o
screening. O procedimento seguido para as cinéticas, assim como o calculo de conversao, sdo
descritos na se¢éo 5.2.

Procurou-se atingir, idealmente, valores acima de 50 %, na tentativa de se obter o
substrato remanescente com alto excesso enantiomérico. Isto porque ndo foi conseguida a
resolucdo dos produtos de esterificagdo com os acidos graxos (caprilico e oléico) na coluna
quiral AD-H, utilizada para a resolucdo do substrato, o que justificaria interromper a reacao

em baixas conversoes, diante da possibilidade se obter alto eep.
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Esquema 41: Esterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com os acidos oléico e caprilico.

N435

Hex. (67 %)/ TBME

(3eq.)

R: C;H45 (Acido caprilico)

C47H33 (Acido oléico)

t.a.
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Nesses ensaios, utilizou-se a lipase N435 na propor¢do de 3:1 m/m em relagdo ao

substrato. Com relacdo a esterficacdo com &cido oléico, os valores de converséo ao longo do

tempo estdo dispostos no quadro 7, sendo os cromatogramas dos tempos inicial e final

dispostos na secdo 9.2.6 Com o valor de conversdo de 52 %, a reacdo foi interrompida e o

substrato remanescente foi purificado por cromatografia em coluna a fim de se avaliar o

excesso enantiomérico (se¢des 5.4 e 5.5).

Quadro 7: Conversao conforme o tempo da reagdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acido oléico (3
eq.), com massa de N435/ massa de substrato = 3, a t.a.

Tempo

3h

6h

9h

Conversao

30 %

43 %

52 %

Mesmo com conversdes acima de 50 %, poOde-se constatar que o substrato

remanescente foi obtido com valor muito baixo de excesso enantiomérico (15 % de ees)

(Figura 23). Isto forneceu um indicativo de que a reagdo apresenta baixo fator de seletividade

(E =1,5).
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Figura 23: Cromatograma do substrato remanescente da esterificacdo com é&cido oléico (coluna
chiralpak AD-H; fluxo 0,8 mL/ min; 10 % i-PrOH/Hexano; 232 nm); 52 % de conversdo; 15 % de ees;.

Com base no resultado obtido na esterificacdo com &cido oléico, deciciu-se averiguar
se mesmo com conversfes mais altas, acima de 80 %, o substrato seria obtido com baixo
excesso enantiomérico. Para tal, optou-se, também por modificar o acido graxo, empregando-
se 0 &cido caprilico.

Analisando-se os cromatogramas dessa esterificacdo, pode-se observar o aparecimento
de dois picos proximos ao do substrato, em 9,2 e 9,3 minutos, com o decorrer do tempo de
reacdo. Estes se tornam mais nitidos (melhor separados do pico referente ao substrato) em
valores mais altos de conversdo (Figura 24) (secdo 9.2.7). Este fato foi um obstaculo ao
calculo de conversdo, tendo-se em vista a diculdade em se delimitar o pico do substrato, e,
consequentemente, a variacdo de sua area ao longo do tempo. N&do obstante, valores

aproximados de conversdo foram calculados (Quadro 8).

Quadro 8: Conversdo conforme o tempo da reagdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acido caprilico
(3 eqg.), com massa de N435/ massa de substrato = 3, a t.a.

Tempo 3h 6h 10 h 14 h
Conversao 58 % 70 % 78 % 83 %
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Figura 24: Expanséo do cromatograma da reagdo de esterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com
acido caprilico via N435 em 67 % hexano/ TBME a t.a; 83 % de conversdo. Expansdo na regido do tempo de
retencdo do substrato, mostrando os picos dos regioisdmeros do monocapriloato de 1,2-propanodiol (9,2 e 9,3
min.) e do substrato (9,1 min.).

Mediante andlise por CG/ MS, pdde-se relacionar os dois picos proximos ao substrato
com o0s regioisdbmeros capriloato de 2-hidroxipropila e capriloato de 1-hidroxipropila
(ilustrados no esquema 33), ao se comparar com o0 padrdo de fragmentacdo com o de uma
amostra contendo esses dois regioisdmeros. Esta amostra foi proveniente de tentativas ndo
exitosas de sintese regiosseletiva do capriloato de 2-hidroxipropila, em que se obtiveram
ambos regioisdmeros. Cogita-se que a presenca dessas substancias possa ser proveniente de
reacao de aciddlise do substrato mediada pela lipase. Este tipo de reacdo pode ser catalisada
por lipases e consiste na troca das cadeias acilicas entre um &cido e um éster, como por
exemplo, um &cido graxo e o substrato estudado. Neste caso, o destaque, sob 0 ponto de vista
quimico, desse tipo de reacdo configura-se na funcdo de nucledfilo desempenhada pelo acido
carboxilico, o que ndo € algo usual.

Na regido do cromatograma préximo ao tempo de retencdo do produto esperado para
esta reacdo (benzoato de 2-capriloiloxipropila), p6de-se observar também a presenca de outro
pico com intensidade semelhante, em 16,4 minutos (Figura 25). Mediante analise de CG/ MS
e comparacdo com o padrdo sintético do capriloato de 2-capriloiloxipropila, relacionou-se

esse pico com esta substancia.
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Figura 25: Expansdo do cromatograma da reagdo de esterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com
acido caprilico via N435 em 67 % hexano/ TBME a t.a; 83 % de conversdo. Expansdo na regido do tempo de
retencdo do produto, mostrando o pico referente ao capriloato de 2-capriloiloxipropila (16,4 min.).

Com o valor de conversdo de 83 %, a reacdo foi interrompida. Apds purificacdo do
substrato, analisou-se seu excesso enantiomérico (Figura 26) (se¢des 5.4 e 5.5). Observa-se
que 0 ees &€ moderado (50 %), mesmo com alta conversdo. O E calculado, de acordo com a

equacdo 1, foi de 1,8, sendo semelhante ao da esterificacdo com &cido oléico.
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Figura 26: Cromatograma do substrato remanescente da esterificagdo com acido caprilico (coluna
chiralpak AD-H; fluxo 0,8 mL/ min; 10 % i-PrOH/Hexano; 232 nm); 83 % de conversdo; 50 % de ees;.

Cogita-se que a dificuldade para se conseguir alto ees, mesmo com alta converséo,
possa ser causada pela reversibilidade da reacdo de esterificagcdo. Buscou-se evitar tal

fendmeno por meio do uso de excesso de &cido graxo, entretanto, esta estratégia ndo foi
eficiente.
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6.5.3 Screening de transesterificacdo com acetato de vinila

Considerando-se os baixos valores de excesso enantiomérico do substrato obtidos nas
reagOes esterificacdo com os acidos oléico e caprilico, estudou-se utilizar o acetato de vinila,
um eéster enolico, como doador de acila na resolucdo cinética do benzoato de 2-hidroxipropila.
Destaca-se que, na literatura, foi descrito o emprego de benzoato de vinila na
transesterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila catalisada pela lipase MML (Mucor
miehei), em diferentes solventes. Observou-se uma cinética mais rapida na presenca de
hexano, obtendo-se o substrato remanescente com ee de 88 %, em 62 % de conversédo (4 horas
de reacdo), ao passo que com solventes mais polares, como tetraidrofurano e cloroférmio, as
conversdes foram mais baixas (menores que 30 %) ap6s 168 horas de reacdo (CIUFFREDA et
al, 2003).

Inicialmente, foi feito um screening (secdo 9.2) da reacdo de transesterificacdo com
acetato de vinila catalisada pelas lipases comerciais N435, TLIM e RMIM. Foram utilizados 5
mg de substrato e 0,013 mL de acetato de vinila (5 eg.) em hexano (1,0 mL) a ta. A
proporcdo de massa de lipase em relagdo a massa de substrato foi de 3:1. As reacdes foram
monitoradas por CCF e analisadas por CG, apo6s filtracdo das enzimas, comparando-se 0
cromatograma com o padrdo sintético do produto esperado (se¢édo 9.1).

Mediante os resultados de screening de transesterificacdo do benzoato de 2-
hidroxipropila, pdde-se observar que a reacdo catalisada pela lipase N435 apresentou cinética
mais rapida, com conversao total do substrato em 24 horas, com aparecimento de um pico em
10,6 minutos, referente ao benzoato de acetoxipropila (Figura 27). Em contrapartida, com as
lipases TLIM e RMIM, observou-se baixa conversdo. Diante disso, optou-se por utilizar
somente a lipase N435 em estudos posteriores em maior escala, visando-se calcular a
conversdo e a obtencdo de dados referentes a enantiosseletividade da reacéo.
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Figura 27: Cromatograma da transesterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila
catalisada por N435. Benzoato de 2-acetoxipropila (10,6 min.).
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6.5.4 Cinéticas de transesterificacdo com acetato de vinila

Com a finalidade de se calcular a conversdo, as reages de transesterificagdo com
acetato de vinila (Esquema 42) foram realizadas em escala maior. As cinéticas e o calculo de
conversao foram realizados de acordo com o descrito na secéo 5.3. Buscou-se atingir valores

de conversdo acima de 50 %, na tentativa de se obterem altos valores de ees.

N
OH 9 N435 )
)\/Op + )ko/\ ~ /5\/0
o)

Hex. (67 %)/ TBME
(5eq.) t.a. 0

Esquema 42: Transesterifica¢cdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila.

Inicialmente, utilizou-se a lipase N435, com uma proporcao de 3:1 m/m em relacéo ao
substrato. Nessas condi¢des, observou-se um rapido consumo do substrato. Em 20 minutos de
reacdo, atingiu-se 70 % de conversdo. A reagdo foi interrompida neste tempo, para analise do
ees, apos purificacdo do substrato por cromatografia em coluna.

Mediante andlise do cromatograma (Figura 28), pode-se observar que o substrato
remanescente apresentou alto valor de ee (97 %). Apesar do alto valor de excesso, a
enantiosseletividade ndo foi alta, obtendo-se um valor de E de 9,1. Com isso, ilustra-se que,
mesmo que o valor de E ndo seja tdo alto, pode-se conseguir alto ees, através de maiores
conversdes (> 50 %). Ademais, curiosamente, o enantibmero enriquecido é o oposto ao das

reacOes de esterificagdo realizadas anteriormente (Figuras 23 e 26).
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Figura 28: Cromatograma do substrato remanescente da transesterificacdo com acetato de vinila
(coluna chiralpak AD-H; fluxo 0,8 mL/ min; 10 % i-PrOH/Hexano). 70 % de conversdo; 97 % de ees.
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Tendo-se em vista que a cinética de conversdo foi rapida, vislumbrou-se a viabilidade
de se empregar menor carga de lipase. Reduziu-se, portanto, seu valor para um valor de 25 %
em relacdo a massa do substrato. Os valores de conversao encontram-se no quadro 9.

Quadro 9: Conversdo conforme o tempo da reacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acetato de
vinila (5 eq.), at.a, com 25 % m/m de N435.

Tempo 10 min. 20 min. 40 min. 70 min. 80 min.
Conversao 24 % 37% 59 % 65 % 66 %

Os cromatogramas referentes aos tempos inicial e final dessa cinética encontram-se na
secdo 9.2.8. Nota-se que, acima de 50 % de conversdo, 0 consumo de substrato torna-se
aparentemente mais lento, o que poderia ser um indicio de uma melhor enantiosseletividade.
A fim de se averigua-la, a reacdo foi interrompida com 66 % de conversdo, para analise do
ees, sendo seu valor calculado em 93 % (secOes 5.4 e 5.5). Com isso, conclui-se que mesmo
reduzindo-se a carga de lipase utilizada ndo interfiriu na enantiosseletividade (E = 8,9).

Considerando-se o maior valor de ees obtido com este tipo de reacdo, realizou-se
medida de rotacdo especifica, uma vez que dados polarimétricos do (R)-benzoato de 2-
hidréxipopila sao disponiveis ([a]®p: -11,5 ° (c. 0,041, CHCI3)) (CIUFFREDA et al, 2003).
Este estudo foi conduzido a fim de se concluir a respeito da configuracdo do estereocentro (R
ou S), por meio do sentido de desvio da luz plano polarizada e ndo com o intuito de se
calcular a pureza o6ptica. O resultado forneceu um indicativo de que a configuracdo do
substrato remanescente enriquecido é S, devido ao sinal oposto de rotacao ([a]*°o: 7,1 ° (c.
0,01, CHCIz)). Com isso, conclui-se que a configuracdo do substrato remanescente
enriquecido nas reacdes de esterificacdo (secdo 6.5.2) é R.

Os substratos remanescentes com ees de 93 % e 96 % foram convertidos a carbonato

de propileno, segundo a sec¢éo 5.5.

6.5.5 Screening de alcoxicarbonilagéo com carbonato de dimetila (DMC)

O uso de carbonatos orgénicos para fins de resolucdo cinética enzimatica de alcodis e
aminas € mais escasso na literatura. Alguns exemplos podem ser encontrados, utilizando-se
lipases como catalisadores de reacGes de alcoxicarbonilacdo (POZO; GOTOR, 1993, 1995;
GONZALO et al., 2003).
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Nesse contexto, vislumbrou-se a possibilidade de se utilizar o carbonato de dimetila,
com o intuito de se conseguir a resolucdo cinética do benzoato de 2-hidroxipropila catalisada
por lipases.

Inicialmente foram realizados screenings (secéo 5.2) com as lipases N435, RMIM e
TLIM, a fim de se avaliar qualitativamente a conversdo. Empregou-se 5 mg de substrato, 15
mg das referidas lipases e 1,0 mL de meio reacional (10 % de DMC em hexano), a t.a.

Observou-se que, somente com a lipase N435, houve consumo do substrato. Ao
término de 24 horas, houve conversdo quase completa, observando-se, via CG, um pico com
alta intensidade no cromatograma referente & reagdo com esta enzima (Figura 29).

Curiosamente, este pico, mediante analise de CG/ MS, foi relacionado ao benzoato de metila.
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Figura 29: Cromatograma da alcoxicarbonilacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com DMC catalisada
por N435, a t.a.; 24 h. Benzoato de metila (4,44 min.); benzoato de 2-hidroxipropila (9,06 min.); carbonato de
propileno (3,08 min.).

Esse resultado, a primeira vista, imprevisto, por conta de ndo se esperar esse éster,
como produto dessa reacdo, encontrou explicacdo pelo fato de, a cada alcoxicarbonilacdo do
substrato, ser liberado metanol. Este, por sua vez, devido a uma reacdo de alcodlise do
produto alcoxicarbonilado ou do proprio substrato, catalisada pela lipase, libera o benzoato de

metila (Esquema 43).
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Esquema 43: Hipo6tese mais provavel de formacdo de benzoato de metila a partir da reagdo de
alcoxicarbonilacdo do benzoato de 2-hidroxipropila.

Ademais, outro dado curioso foi o aparecimento de 3 picos entre 2,80 e 3,08 min.
(Figura 29), sendo o de menor intensidade, em 3,08 min., referente ao carbonato de
propileno, conforme o padrdo de fragmentacdo, obtido com o auxilio de CG/ MS. Esta
observacao vem a corroborar com a hipotese supracitada, tendo-se em vista a possibilidade
de, ap6s a metandlise, ocorrer uma ciclizacdo do carbonato aciclico do esquema 43, levando a

formacéo do carbonato de propileno (Esquema 44).

O
N 2
0”0 ciclizaggo OJ<
)\/OH J\,NK/O
Carbonato Carbonato de
aciclico propileno

Esquema 44: Hipdtese de formacédo do carbonato de propileno a partir do carbonato aciclico.

Devido a isso, supostamente a deteccdo do produto direto da reacdo de
alcoxicarbonilacdo estudada, o carbonato aciclico, dos esquemas 43 e 44, é mais intensa mais
cedo durante esta reacao, o que foi investigado na préxima secéo.

6.5.6 Cinética de alcoxicarbonilagdo com carbonato de dimetila (DMC)

A reacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com DMC foi realizada em maior escala, a
fim de se avaliar sua conversdo e melhor caracterizagdo dos produtos de reacdo. As cinéticas e

o calculo de conversdo foram realizados conforme descrito na se¢édo 5.3. Utilizou-se a lipase
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N435 na proporgédo de 3:1 m/m em relacdo ao substrato. O carbonato de dimetila foi

empregado como co-solvente, na proporcdo de 17 % (53 eq.) (Esquema 45).

o] ~o07 0
OH N435 [ J
TBME (60 %)/ Hex.

o] t.a. 0]

Esquema 45: Alcoxicarbonilagdo do benzoato de 2-hidroxipropila com DMC.

Mediante andlise dos cromatogramas eferentes ao tempo inical e final da reacéo (secéo

9.2.9), p6de-se observar o rapido consumo do substrato, conforme o quadro 10.

Quadro 10: Conversdo conforme o tempo da reacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com DMC (53
eq.), a t.a, com massa de N435/massa de substrato = 3.

Tempo 2h 4 h

Conversao 66 % 77 %

Assim como suposto pelo resultado de screening dessa reacdo, a formacéo do produto
esperado, o carbonato aciclico (benzoato de 2-metoxicarboniloxipropila) se da em eventos
iniciais da reacdo, apresentando tempo de retengdo proximo a 12 minutos. Como o
cromatograma referente a esta reacdo apresentou outros picos, optou-se por melhor elucidar
este produto esperado, por meio de sua purificacdo por cromatografia em coluna e analise por
RMN de *H (se¢do 9.3).

Mais de 50 % do substrato foi consumido em 4 horas, sem que o0 pico do benzoato de
metila fosse o de maior intensidade no cromatograma (secéo 9.2.9). O substrato remanescente
correspondente a conversdo de 77%, foi purificado por cromatografia em coluna, sendo o ees
calculado em 59 %. Assim como na reagéo de transesterificagdo com acetato de vinila (secéo
6.5.4), pode-se observar que a configuracdo do substrato remanescente enriquecido € S.
Entretanto, este enantioenriquecimento é menor, mesmo com maior conversao (Figura 30). O

E calculado foi de 2,4, sendo levemente maior que nas reagdes de esterificacao.
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Figura 30: Cromatograma do substrato remanescente da reacdo de alcoxicarbonilacdo (coluna AD-H;
fluxo 0,8 mL/ min; 10 % i-PrOH/Hexano; 232 nm). 77 % de conversdo; 59 % de ee;.

Aumentando-se 0 tempo de reacdo, para 24 horas (90 % de converséo), obteve-se um
cromatograma semelhante ao de screening (Figura 29), podendo-se observar a diminuicao da
intensidade do pico do produto alcoxicarbonilado, em 12 minutos, e aumento do pico do
benzoato de metila, em 4,5 minutos, além da presenca do pico referente ao carbonato de
propileno. Uma vez que esta € a substancia alvo do trabalho, procurou-se melhor caracterizé-
la, vislumbrando-se sua eventual purificagcdo, uma vez que a reacdo foi feita em maior escala.

Valendo-se do carater hidrofilico do carbonato de propileno, realizou-se simples
procedimento de extracdo do meio reacional com agua. Posteriormente, procedeu-se com
salting-out da fase aquosa com sulfato de sédio anidro e nova extracdo com acetato de etila
para particionar o carbonato para o solvente organico.

Paralelamente, comparou-se esse protocolo com o de purificacdo por cromatografia
em coluna. O produto obtido de ambos os procedimentos foi analisado por CG e por RMN de
'H, obtendo-se perfil semelhante de resultados. Puderam ser percebidas impurezas nas
amostras, evidenciado também por CG (Figura 31), dificultando a obtencdo de um espectro
de RMN mais caracteristico do carbonato de propileno. Salienta-se, também, que o fato de o
mesmo ser gerado com subproduto de reagdo causa um empecilho adicional, devido a pouca
massa gerada durante o processo.

Mesmo que o valor de conversdo para 0 substrato tenha sido alto (90 %), o que
impediria que produtos de resolugéo cinética fossem obtidos com alto excesso enantiomérico,
cogita-se que o carbonato de propileno, por ndo ser um produto direto da rea¢do, possa ainda
apresentar enantioenriquecimento. Isto, se a etapa que leve a sua formagdo, como a da

hipdtese ilustrada no esquema 44, for catalisada pela lipase.
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Alternativamente ao ilustrado no esquema 43, o carbonato de propileno poderia ser
formado por metandlise do substrato, gerando o 1,2-propanodiol, sequida da reacéo deste com
DMC. Neste caso, haveria competicdo entre a reacdo de alcoxicarbonilacéo e a de metanolise
pelo consumo de substrato. Entretanto, acredita-se que esta hipoOtese seja menos provavel,
pelo fato de haver rapida formacdo do carbonato aciclico logo nas primeiras horas de reacéo,
e, posteriormente, consumo do mesmo, com pouca deteccdo desta substancia apos 24 horas, e,

em contrapartida, aumento da detec¢do do carbonato de propileno.
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Figura 31: Cromatograma da fracdo obtida por coluna cromatogréfica contendo o carbonato de
propileno (pico de menor intensidade, em 3,08 min.).

6.5.7 Cinética de Metandlise

Considerando-se a caracteristica eletrofilica apresentada pelo substrato, devido a
presenca do grupo éster primario, avaliou-se a possibilidade de serem testadas reacfes de
alcodlise em resolugdes cinéticas. Com isso, ao invés de explorar a hidroxila secundaria do
substrato, a qual é ligada ao carbono assimétrico, como vinha sido feito, buscou-se estudar a
enantiosseletividade de reacBes que possuem como alvo um sitio remoto ao estereocentro,
como as alcodlises.

Estudou-se a metanolise benzoato de 2-hidroxipropila, empregando-se a lipase N435
(Esquema 46) na proporcdo de 3:1 m/m em relacdo ao substrato, enquanto o metanol foi
utilizado com excesso de 11 equivalentes. As cinéticas e o calculo de conversdo foram

realizados de acordo com o descrito na se¢éo 5.3.
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Esquema 46: Metandlise do benzoato de 2-hidroxipropila

Os valores de conversdo ao longo do tempo de reacdo sdo descritos no quadro 11.
Pbde-se observar que ao se comparar com os derivados 1-O-acilados de &cidos graxos do 1,2-
propanodiol, o consumo do benzoato de 2-hidroxipropila foi nitidamente mais lento, mesmo
com o triplo de massa de lipase em relacdo a de substrato. Os cromatogramas referentes aos
tempos inicial e final da reacdo encontram-se na se¢éo 9.2.10.

Quadro 11: Conversdo conforme o tempo da rea¢do do benzoato de 2-hidroxipropila com metanol (11
eq.), a t.a, com massa de N435/massa de substrato = 3.

Tempo 14 h 25h 30h 48 h
Conversao 43 % 64 % 70 % 75 %

O substrato remanescente da reacbes com conversdo de 43 % e 75 % foram
submetidos a andlise de excessso enantiomérico (secdo 5.4). Observou-se
enantioenriguecimmento consideravel somente com o maior valor de conversédo (80 % de ees)
(Figura 32). Entretanto, o E calculado, de acordo com a equagdo 1, foi de 3,8, sendo
representativo de baixa enantiosseletividade.

Figura 32: Cromatograma do substrato remanescente de metandlise (coluna Chiralpack AD-H; fluxo
0,8 mL/ min; 10 % i-PrOH/Hexano; 232 nm). 75 % de conversdo; 80 % de ees.



114

Considerando-se o0 maior valor de ees obtido, realizou-se medida de rotacao especifica,
assim como feito na secdo 6.5.4. O resultado forneceu um indicativo de que a configuracéo do
substrato remanescente enriquecido é R, devido ao sinal de rota¢do ([0]®p: - 5,6 ° (c. 0,01,
CHCIs)). O substrato remanescente com ees de 80 % foi convertido a carbonato de propileno,

segundo a derivatizacdo descrita na se¢do 5.5.

6.6 Resolucéo enzimatica do p-anisoato de 2-hidroxipropila via lipases

Considerando-se as reacdes de metandlise e transesterificacdo com acetato de vinila
como as que forneceram os melhores resultados mais promissores obtidos com o benzoato de
2-hidroxipropila, vislumbrou-se a possibilidade de estuda-las empregando-se o p-anisoato de
2-hidroxipropila, como substrato para a lipase N435.

Assim como os benzoato de 2-hidroxipropila, a separacdo dos enantibmeros do
anisoato de 2-hidroxipropila também foi conseguida com o uso da coluna quiral chiralpak
AD-H (Figura 33). Obteve-se uma melhor resolucdo, visto que foi observada melhor
separacdo das bandas referentes a cada enantibmero.

1)

1200

1100

fager

1000

Figura 33: Cromatograma do p-anisoato de 2-hidroxipropila racémico em coluna quiral (Chiralpak
AD-H). Fluxo: 0,8 mL min. (10 % i-PrOH/ hexano); 252 nm.

6.6.1 Cinética de Metandlise

Para estas reaces (Esquema 47), optou-se por permanecer com a lipase N435 na
proporcao de 3:1 m/m em relacdo ao substrato e o metanol (11 eq.), a titulo de comparacao
com a reacdo com o benzoato de 2-hidroxipropila. As cinéticas e o calculo de conversédo

foram realizados de acordo com o descrito na se¢éo 5.3.
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Esquema 47: Metandlise do p-anisoato de 2-hidroxipropila

Os valores de conversdo ao longo do tempo de reacéo sao descritos no quadro 12.

Quadro 12: Conversdo conforme o tempo da reagdo do p-anisoato de 2-hidroxipropila com metanol
(11 eq.), at.a, com massa de N435/massa de substrato = 3.

Tempo 28 h 48 h 72 h 96 h
Conversao 15 % 25 % 30 % 50 %

Comparando-se com a metandlise do benzoato de 2-hidroxipropila, p6de-se observar
que a conversdo ao longo do tempo foi nitidamente mais lenta. Este resultado pode ser
advindo de uma reatividade mais baixa do préprio substrato para esse tipo de reacdo ou por
uma diferenca de interacdo com a lipase. A justificativa para a primeira hipotese consiste no
efeito de doacdo do par de elétrons do oxigénio do grupo metdxi ao anel aromatico, levando a
desativacdo do substrato para esse tipo de reacao.

O ees correspondente a conversdo de 50 % foi de 33 % (Figura 34), fornecendo um
valor de E de 2,7, de acordo com a equacdo 1. Possivelmente haveria um
enantioenriquecimento, com maiores valores de conversdo, entretanto ndo se prosseguiu com
a reacdo, tendo-se em vista a cinética lenta, mesmo com o triplo de massa de lipase em
relagdo ao substrato.

1000

an 28 50 75 100 125 150 s 200 £ =0 ER B 25 ) ES min

Figura 34: Cromatograma do substrato remanescente de metanélise (coluna Chiralpak AD-H; fluxo 0,8
mL/ min; 10 % i-PrOH/Hexano; 252 nm). 50 % de conversao; 33 % de ees.
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O substrato remanescente com ees de 33 % foi convertido a carbonato de propileno,
segundo a derivatizacdo descrita na secdo 5.5, a fim de se determinar a configuracdo do

estereocentro do substrato enriquecido.

6.6.2 Cinética de Transesterificacdo com acetato de vinila

Para estas reacdes (Esquema 48), optou-se por permanecer com a lipase N435 na
proporcdo de 25 % m/m em relacdo ao substrato e o acetato de vinila (5 eq.), a titulo de
comparag¢do com a reacdo com o benzoato de 2-hidroxipropila. As cinéticas e o célculo de

conversdo foram realizados de acordo com o descrito na secéo 5.3.

Hex. (67 %)/ TBME
(5eq.) t.a. @)

|
O o]
OH N435
/Z\/OW(@ + )ko/\ = )\/O
(0]

Esquema 48: Transesterificagdo do p-anisoato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila.

Os valores de conversdo ao longo do tempo de reacdo sao descritos no quadro 13.

Quadro 13: Conversdo conforme o tempo da reacdo do p-anisoato de 2-hidroxipropila com acetato de
vinila (5 eq.), a t.a, com massa de N435/massa de substrato = 3.

Tempo 30 min. 60 min. 90 min. 120 min.
Converséao 26 % 46 % 54 % 59 %

Analisando-se 0 quadro 13, observa-se que apés 50 % de conversao, S0 necessarios
intervalos mais longos de tempo para se aumentar o consumo do substrato. llustra-se isto pelo
fato de ter ocorrido variagdo de 5 % no valor de converséo entre 90 e 120 minutos, ao passo
que nos 30 minutos iniciais, esse foi de 26 %. Esta diferenca poderia ser um indicativo de
melhor enantiosseletividade.

Analisando-se 0 ees, calculou-e o seu valor em 84 % (Figura 35), correspondente a
conversao de 59 %. O valor de E calculado, de acordo com a equacgdo 1, foi de 9,6.
Comparando-se com a transesterificagio do benzoato de 2-hidroxipropila (secdo 6.5.4),

observa-se um maior valor de E, mesmo que a diferencga seja pequena.



117

Assim como ocorrido com o benzoato de 2-hidroxipropila, ao se comparar as reagoes

de metandlise e transesterificacdo, conclui-se que estas apresentam enantiodire¢éo oposta.
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Figura 35: Cromatograma do substrato remanescente de transesterificagdo com acetato de vinila
(coluna Chiralpak AD-H; fluxo 0,8 mL/ min; 10 % i-PrOH/Hexano; 252 nm). 59 % de conversédo; 84 % de ees.

O substrato remanescente com ees de 84 % foi convertido a carbonato de propileno,
segundo a derivatizacdo descrita na secdo 5.5, a fim se determinar a configuracdo do

estereocentro do enantidmero enriquecido.

6.7 Resolucéo enzimética do carbonato de propileno via lipases

Conforme explicitado na estratégia 2 (secdo 4.2), a resolucdo cinética via lipases do
carbonato de propileno racémico se configuraria na maneira mais rapida de o objetivo deste
trabalho ser alcancado, contanto que fossem observadas altas enantiosseltividades.

Carbonatos ciclicos organicos ja foram descritos, na literatura, como substratos de
biocatalisadores, em reacGes de hidrdlise. Dentre estes, enzimas isoladas, como lipases,
especificamente, a lipase de péancreas de porco - PPL (KAWASHIMA et al, 1993;
MATSUMOTO et al, 1995, 1996a,b, 1997, 2002) e esterases, como a esterase de figado de
porco - PLE (BARTON; PAGE, 1992), assim como microorganismos (células inteiras)
(MATSUMOTO et al, 2000; NOGAWA et al, 2006; CHANG et al, 2010).

Em estudos iniciais, j& foi observado que, no caso de carbonatos ciclicos
monossubstituidos, tal como o carbonato de propileno, a enantiosseletividade de reacdes de
hidrolise € maior conforme a cadeia alquilica do substituinte aumenta. Até certo nimero de
carbonos (10), atinge-se E maximo de 28 (Esquema 49), decrescendo ao se ultrapassa-lo
(KAWASHIMA et al, 1993).
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Esquema 49: Hidrélise de carbonato ciclico via PPL (KAWASHIMA et al, 1993).

Além disso, reportou-se, também, que o acréscimo de co-solventes a0 meio aquoso
possui a capacidade de aumentar tanto a conversdo da reacdo de hidrolise de carbonatos
ciclicos, como sua enantiosseletividade. De modo interessante, esse efeito foi maior com a
adicdo de éter isopropilico, que é parcialmente miscivel em agua, na proporc¢édo de 10 % v/ v.
(MATSUMOTO et al, 1995, 1996a,b).

No caso do carbonato de propileno, ha escassez de artigos cientificos relatando seu uso
como substrato de enzimas, como o de Yang e colaboradores (1998). Entretanto, ndo houve
conclusdo a respeito da enantiosseletividade da reacao.

Nesse sentido, foram testadas diferentes lipases imoilizadas (N435, RMIM e TLIM) e
liofilizadas (A-Amano e PS), em reacGes de alcodlise, tendo-se como substrato o carbonato de
propileno. Os screenings (se¢do 5.2) foram realizados com 5 pL de substrato e 30 mg de
lipases, em 2 mL de meio, de acordo com as condi¢des expostas no quadro 14. As reacdes

foram acompanhadas por CCF.

Quadro 14: Condic0es testadas de alcodlise do carbonato de propileno via lipases.

Nucleéfilo | Concentragdo (v/v) Solvente Temperatura e tempo
0,5 % TBME 30 °C (24 h) + 40 °C (24 h)
EtOH 1% AcOEt 30 °C (48 h)
THF 30 °C (24 h) + 40 °C (24 h)
25 % Hexano 30 °C (24 h) + 40 °C (24 h)
t-BuOH 25 % Hexano | 30 °C (24 h) + 40 °C (24 h) +
45 °C (24 h)
BnOH 6 % TBME 30 °C (24 h) + 40 °C (24 h)
OctOH 6 % TBME 30 °C (24 h) + 40 °C (24 h)
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Foi feito um maior nimero de tentativas com o etanol como nucledfilo, no que se
refere sua concentracdo no meio, assim como o solvente empregado. Em relacdo a este
aspecto, buscou-se variar a polaridade do mesmo com o intuito de avaliar um possivel efeito
na conversao, utilizando-se solventes de baixa polaridade (hexano), média polaridade (TBME
e THF) e alta polaridade (AcOEt). Entretanto, ndo foi observada formagéo de produto por
CCF em nenhuma dessas condicoes.

Diante disso, procurou-se variar o nucleofilo alcool, com o intuito de avaliar o efeito
do volume de sua cadeia carbbnica. Portanto, utilizou-se o t-BuOH, um &lcool terciario, e
outros alcodis priméarios com cadeias volumosas, como o alcool benzilico e o octanol. Porém,
né&o houve detecgédo de produto por CCF.

Tendo-se em vista que a lipase de pancreas de porco foi a Unica capaz de catalisar
reacOes (de hidrdlise) contendo, como substratos, carbonatos ciclicos organicos, foram
realizados screenings especificos para avaliar esta lipase em alcoolises, de acordo com o
esquema 50. Todavia, em nenhuma das reagdes foi observada formacéo de produto por CCF.

PPL
(@) Nucleofilos 0] 0]

hae) (6 % v/ V) Yo OH + Y=o

OH
O g Yo \m ou : o \®
AN TeME HOJ(S)\ HO A~

30 °C (24 h) +
45 °C (24 h)

Nucledfilos: EtOH; t-BuOH; OctOH; BnOH; s-BuOH

Esquema 50: ReacOes de alcodlises testadas com o carbonato de propileno como substrato.

Diante da auséncia de conversdo do substrato nas reacdes de alcoodlise, optou-se por
estudar a hidrolise do carbonato de propileno. Diferentemente da literatura, empregou-se meio
reacional contendo menor proporcdo, em volume de meio (TBME), de &gua (6 % v/ v).
Utilizaram-se as mesmas lipases descritas anteriormente, inclusive a PPL. As reacfes foram
conduzidas com 5 pL de substrato e 30 mg de lipases em 2,0 mL de meio. Apos 24 h a 30 °C
e 24 h a40 °C. Nao foi observada formacéo de propano-1,2-diol por CCF.

Na tentativa de aumentar a conversdo, realizou-se a reagdo com a lipase mais
promissora, PPL, em meio composto somente por agua e com 20 % v/ v de TBME em &gua.
Além disso, reduziu-se o volume de meio para 1,0 mL, mantendo-se a mesma quantidade de

substrato (5 puL), porém diminuindo a massa de enzima utilizada para 3 vezes em relagdo a do
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carbonato de propileno. Apesar disso, em 78 h de reacdo a temperatura ambiente, ndo foi
detectada conversao por CCF.

Tendo-se em vista que as reacdes de alcodlise e hidrolise ndo reportaram formacéo de
produto, avaliou-se a utilizacdo de aminas como reagentes nucleofilicos para promocao da
abertura do carbonato de propileno. Ja é descrito na literatura que aminas sdo capazes de
reagir com carbonatos, como o proprio carbonato de propileno, sem a presenca de
catalisadores, como acidos de Lewis e organocatalisadores (BLAIN et al, 2014), o que seria
um empecilho a estratégia vislumbrada.

Entretanto, mesmo assim, optou-se por estudar a viabilidade de se realizarem
amindlises do carbonato de propileno via lipases, com a finalidade de resolvé-lo
cineticamente. Foram testadas reacGes do carbonato de propileno com etilamina (amina
priméaria) e dietilamina (amina secundaria), para se checar a reatividade. Ao contrario do
observado com alcodis, ambas as aminas estudadas foram capazes de reagir com o carbonato
de propileno, até mesmo, a dietilamina, que posssui menor nucleofilicidade.

A titulo ilustrativo, na reagdo com etilamina (Esquema 51), a anélise de RMN de H,
mostrou o desaparecimento dos sinais referentes ao carbonato de propileno e surgimento de
sinais referentes aos regioisdmeros do carbamato formado, ilustrados no esquema 51,

principalmente sinais de protons metilicos em 1,15 e 1,18 ppm (Figura 36).

0
0 ~NH, A
o~ (15eq) /?i/ H " /?\/OH
(0] I —— O_ N +
”‘NK/ TBME il ~7
30°C; 3h o

Mistura de regioisoOmeros

Esquema 51: Amindlise do carbonato de propileno com etilamina.
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Figura 36: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDClIs) do produto isolado do Esquema 51, mostrando
sinais dos regioisdmeros do carbamato formado.

Sendo assim, optou-se por ndo dar continuidade com esta estratégia, tendo-se em vista
que ocorre abertura do carbonato de propileno (amindlise) sem necessidade de catalise. Com
isso, mesmo que alguma lipase catalisasse esta reacdo, haveria prejuizo na obtencdo de um ee

fidedigno, caso a catalise fosse enantiosseletiva.

6.8 Resolucéo enzimatica via lipases dos derivados obtidos de cloroformiatos

Considerando-se a estratégia 3 (secdo 4.3), realizaram-se reagdes do 1,2-propanodiol
com cloroformiatos comerciais, a fim de serem gerados carbonatos aciclicos como potenciais
substratos para lipases. Foram utilizados os cloroformiatos de benzila e fenila e excesso de
1,2-PDO, com o intuito de promover o ataque regiosseletivo da hidroxila primaria do diol.

Na reacdo com cloroformiato de benzila (Esquema 52), mediante analise por CCF,
pode-se inferir a presenca de carbonato de propileno como Unico produto de reacdo. A
possivel explicacdo para sua formacéo seria a ciclizagdo intramolecular do produto direto da
reagdo, o carbonato aciclico ilustrado no esquema 52. Dados de RMN de 'H (Figura 37)
corroboram com o observado, podendo-se identificar sinais referentes a esta substancia, como
os prétons metilicos (1,46 ppm), metilénicos diastereotopicos (3,99 e 4,52 ppm) e metinico
(4,82 ppm).
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Esquema 52: Reacdo do 1,2-propanodiol com cloroformiato de benzila, na tentativa de se gerar o
derivado carbonato aciclico de interesse.
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Figura 37: Espectro de RMN de ‘H (400 MHz, CDCls) do produto isolado do esquema 52, mostrando
sinais do carbonato de propileno.

Na tentativa de sintetizar o carbonato aciclico, estudou-se a possibilidade de se
adicionar ao meio o Oxido de dibutilestanho (Bu.SnO) em proporcdes cataliticas. Este é
reportado na literatura como um catalisador para promocdo de regiosseletividade em reagoes
de diversos didis. Cogitou-se que seu uso poderia surtir efeito positivo. Além disso, optou-se
por reduzir o tempo de permanéncia da reagdo a temperatura ambiente e trocar a trietilamina
por uma base menos nucleofilica, como DIPEA.

Ao se realizar a reacdo ilustrada no esquema 53, pdde-se observar, por RMN de 'H
(Figura 38), a presenca de sinais do carbonato aciclico, principalmente os sinais dos protons
metilicos da cadeia propilica. Entretanto, estes mesmos sinais acusam que houve formagéo de
regioisdmeros, sendo o0 primario 0 majoritario, em uma propor¢do calculada em 5:1. Além
disso, pode-se identificar, também, os sinais dos protons da metila do carbonato de propileno,

que aparecem como mais desblindados (1,46 ppm) em relacdo aos das demais substancias.
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Salienta-se que, mantidas estas condi¢des, mas sendo adicionando excesso de 3 equivalentes
de 1,2-propanodiol, na presenca de BuzSnO, ainda houve deteccdo do regioisbmero

minoritario e do carbonato de propileno.

o)

0
0
HO  OH Bu,SnO (0,01eq) HO, 0 o}—o OH

PN .
* ¢~ o - 7— O
/\O DIPEA (1,2 eq.) d

(1eq.) Ar; CH,Cl,
0°C- T.a. Regioisémero . Regioisdmero
90 min. majoritario minoritario

i

Carbonato de
propileno

Esquema 53: Reacéo do 1,2-propanodiol com cloroformiato de benzila, gerando os regioisdbmeros do
carbonato aciclico esperado, além do carbonato de propileno.
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Figura 38: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClIs) do produto issolado do esquema 53, mostrando

os sinais dos prétons metilicos dos regioisdmeros do carbonato aciclico (1,18 e 1,27 ppm) e do carbonato de

propileno (1,46 ppm).
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O fato de ser gerado o carbonato de propileno demonstra uma instabilidade do
carbonato aciclico planejado como substrato para as lipases (se¢cdo 4.3). Com isso, haveria
uma diminuicdo do excesso enantiomérico do carbonato de propileno obtido, caso o carbonato
aciclico fosse submetido a resolucéo via lipases. Isto porque, a cicliza¢do intramolecular, por
Ser um processo espontaneo geraria o carbonato de propileno racémico, competindo com o
processo biocatalisado possivelmente enantiosseletivo, ilustrado na secéo 4.3.

No caso das reacdes com cloroformiato de fenila, ja seria esperado que a instabilidade
proveniente da ciclizacdo do produto direto da reacdo (carbonato aciclico) fosse mais
preponderante, tendo-se em vista a melhor natureza do ion fendxido como grupo de saida.

Assim como o ocorrido na reagdo com cloroformiato de benzila, na auséncia do
Bu.SnO, houve somente formagéo do carbonato de propileno. Entretanto, mesmo na presenca
deste organoestanho, observou-se uma grande instabilidade do carbonato aciclico, ndo
conseguindo isola-lo.

Portanto, diante dos empecilhos gerados pelas sinteses dos substratos propostos

segundo essa estratégia (secdo 4.3), ndo se prosseguiu com a mesma.



125

7. Conclusao

Foram estudadas trés estratégias sintéticas na tentativa de se obter o carbonato de
propileno enantiomericamente puro por catalise enzimética, via lipases. A mais promissora
baseou-se na resolucdo cinética de derivados 1-O-acilados do propano-1,2-diol, como etapa
chave determinante da enantiosseletividade. Foram testados quatro destes derivados, com
perfil diferente de cadeia acilica. Estes foram utilizados como substratos em diversas reagdes
enzimaéticas, fazendo-se valer tanto da presenca da hidroxila secundaria ligada ao carbono
assimétrico, quanto do grupamento éster de sua estrutura.

A resolucdo dos derivados monoésteres com cadeia acilica aromatica foi conseguida
por meio HPLC com fase estacionaria quiral, o que permitiu pronta avaliacdo da
enantiosseletividade da reacdo, por meio de excesso enantiomérico do substrato
remanescente. No caso de rea¢fes empregando como substratos derivados de acidos graxos,
esse tipo de resolucdo direta ndo foi conseguida. Com isso foi desenvolvido protocolo de
derivatizacdo, baseando-se na conversao do produto ou substrato remanescente a carbonato de
propileno. Obteve-se éxito com este procedimento, sendo necessaria analise de excesso
enantiomeérico por meio de cromatografia gasosa com fase estaciondria quiral.

Utilizando-se os substratos aromaticos (benzoato de 2-hidroxipropila e p-anisoato de
2-hidroxipropila), énfase maior foi dada a reacdes de alcodlise e transesterificacdo via lipase
N435. Sob o ponto de vista préatico, a primeira seria mais vantajosa, diante da possibilidade da
separacdo fisica dos enantibmeros (reagido e ndo reagido) por meio de extracdo com agua,
evitando o uso de cromatografia em coluna. Apesas disso, baixas enantiosseletividades foram
observadas nas reac@es de alcoolise (E = 2,7 - 3,8).

Com estes substratos, observou-se que a enantiodirecdo é oposta, quando se comparam
as reacOes de alcoolise e transesterificacdo. As transesterificacbes com acetato de vinila do
benzoato de 2-hidroxipropila e do p-anisoato de 2-hidroxipropila forneceram ees de 93 % e 84
%, respectivamente, enquanto que, com as metandlises, foram conseguidos ees de 80 % e 33
%, respectivamente. Observou-se cinética muito lenta com o derivado p-anisoato, sendo
necessarios 4 dias para se alcancar 50 % de converséo.

Portanto, mediante uso do benzoato de 2-hidroxipropila e, atraves de transesterificacdo
com acetato de vinila e metandlise, reacdes estas ndo exploradas anteriormente na literatura,
conseguiram-se obter ambos os enantiomeros do carbonato de propileno, por meio de

derivatizacao simples de duas etapas, em um pote, a partir do substrato remanescente.
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9. Anexos

9.1 Cromatogramas de CG das substancias sintetizadas como padrdes de anélise e
substratos enzimaticos
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3.0{ Chromatogram

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5
0.0 L

20.0 21.0 22.0 23.0 24.0 25.0 26.0 27.0min

Padrdo benzoato de-2-oleoiloxipropila
tr: 23,048 min. (8% de &rea); tr: 24,345 min. (88% de area)
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(tr: 16,657 min.; 97% de area)
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uV(x1,000,000)
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0.00;

25 5.0 7.5 10.0 12,5 min

Padrdo p-anisoato de 2-hidroxipropila (tr: 12,385 min.)

9.2 Cromatogramas das cinéticas realizadas

9.2.1 Isopropandlise do oleato de 2-hidroxipropila

uV(x100,000)
Chromatogram
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4.0y

18.819

3.0

4111

2.0

1.0

0.0

25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 min

Cromatograma da reagdo de isopropandlise do oleato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 % hexano/
TBME a t.a; tempo inicial. Oleato de 2-hidroxipropila (18,82 min.); acetofenona (4,11 min.).
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Cromatograma da reacdo de isopropandlise do oleato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 % hexano/
TBME a t.a; 38 % conversdo. Oleato de 2-hidroxipropila (18,81 min.);oleato de isopropila (16,75 min.);
acetofenona (4,11 min.).

9.2.2 Isopropanolise do capriloato de 2-hidroxipropila
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Cromatograma da reagdo de isopropanolise do capriloato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 %

hexano/ TBME 4 t.a; tempo inicial. Capriloato de 2-hidroxipropila (9,11 min.); acetofenona (4,11 min.).
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uV(x100,000)
7.0{ Chromatogram
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. 4118

0.0

2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 120 13.0 min

Cromatograma da reagdo de isopropandlise do capriloato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 %
hexano/ TBME a t.a; 41 % conversdo. Capriloato de 2-hidroxipropila (9,01 min.); capriloato de isopropila (6,19
min.); acetofenona (4,11 min.).

9.2.3 Metandlise do capriloato de 2-hidroxipropila

uV(x100,000)
Chromatogram
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9.146
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1.0

% 4.160
i

0.0

25 5.0 75 10.0 125 min

Cromatograma da reacdo de metanolise do capriloato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 % hexano/
TBME a t.a; tempo inicial. Capriloato de 2-hidroxipropila (9,15 min.); acetofenona (4,16 min.).
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Chromatogram
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25 5.0 7.5 10.0

125
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Cromatograma da reacdo de metandlise do capriloato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 % hexano/
TBME a t.a; 37 % conversdo. Capriloato de 2-hidroxipropila (9,14 min.); capriloato de metila (4,82 min.);
acetofenona (4,16 min.).

9.2.4 Transesterificacao do oleato de 2-hidroxipropila

min.).

uV(x100,000)
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1.0

0.0

Chromatogram

4.132

18.840

25 5.0 7.5 10.0 125 15.0

175

min

Cromatograma da reacdo de transesterificacdo do oleato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila via
N435 em 67 % hexano/ TBME a t.a; tempo inicial. Oleato de 2-hidroxipropila (18,84 min.); acetofenona (4,13
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uV(x100,000)
7.0Chromatogram
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3.0

4.136

2.0

) WJ_L
0.0f *

25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 min

18.830
19.648

Cromatograma da reacdo de transesterificagdo do oleato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila via
N435 em 67 % hexano/ TBME a t.a; 42 % conversdo. Oleato de 2-hidroxipropila (18,84 min.); oleato de 2-
acetoxipropila (19,65 min.); acetofenona (4,14 min.).

9.2.5 Transesterificacdo do capriloato de 2-hidroxipropila

uV(x100,000)
Chromatogram
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4.0y

3.5
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0.5

Z 4.151

0.0

20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 min

Cromatograma da reagdo de transesterificacdo do capriloato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 %
hexano/ TBME 4 t.a; tempo inicial. Capriloato de 2-hidroxipropila (9,13 min.); acetofenona (4,15 min.).
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uV(x100,000)

Chromatogram
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Cromatograma da reacdo de transesterificacdo do capriloato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila
via N435 em 67 % hexano/ TBME a t.a; 69 % de conversdo. Capriloato de 2-hidroxipropila (9,12 min.);
capriloato de 2-acetoxipropila (10,62 min.); acetofenona (4,15 min.).

9.2.6 Esterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acido oléico

uV(x100,000)
Chromatogram

7.0

6.0

9.139

5.0

4.0

3.0

4.119
16.610

2.0

1.0

0.0

25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 min

Cromatograma da reacdo de esterificagdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acido oléico via N435
em 67 % hexano/ TBME a t.a; tempo inicial. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,14 min.); acido oléico (16, 61
min.); acetofenona (4, 12 min.).
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uV(x100,000)
Chromatogram
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4121
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~
©
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N
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25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 min

Cromatograma da reacdo de esterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com &cido oléico via N435
em 67 % hexano/ TBME a t.a; 52 % de conversdo. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,13 min.); &cido oléico (16,
60 min.); benzoato de 2-oleoiloxipropila (22,95-24,17 min.); acetofenona (4, 12 min.).

9.2.7 Esterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acido caprilico

uV(x1,000,000)

Chromatogram

1.00

0.75
~
[Te}
-

0.50] @

8 3
0.25 < I
000 k /L
25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min

Cromatograma da reagdo de esterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acido caprilico via N435
em 67 % hexano/ TBME a t.a; tempo inicial. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,16 min.); &cido caprilico (5,84
min.); acetofenona (4,13 min.).
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uV(x100,000)
Chromatogram

3.0

4.134

2.5

5.800

2.0

16.547°64

1.5

1.0

0.5

0.0

25 125 15.0 min

Cromatograma da reagdo de esterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com &cido caprilico via N435
em 67 % hexano/ TBME a t.a; 83 % de conversdo. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,14 min.); &cido caprilico
(5,80 min.); benzoato de 2-capriloiloxipropila (16,53 min.); acetofenona (4,13 min.).

9.2.8 Transesterificacao do benzoato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila

uV(x100,000)
5.07Chromatogram

4.5

4.0

9.146

3.5

3.0

2.5

4.193

2.0

1.5

1.0
0.5 L
0.0

25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 min

Cromatograma da reacdo de transesterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila
via N435 em 67 % hexano/ TBME a t.a; tempo inicial. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,15 min.); acetofenona
(4,29 min.).
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uV(x100,000)
Chromatogram
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10.627

3.0

4191

2.0

9.121

1.0

odl —

25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 min

Cromatograma da reacdo de transesterificacdo do benzoato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila
via N435 em 67 % hexano/ TBME a t.a; 66 % de conversdo. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,12 min.); benzoato
de 2-acetoxipropila (10,63 min); acetofenona (4,19 min.).

9.2.9 Alcoxicarbonilagio do benzoato de 2-hidroxipropila

uV(x100,000)
Chromatogram

3.0

2.5

2.0

9.092

15

1.0

0.5

-

25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 min

{ 4121

0.0

Cromatograma da reacdo de alcoxicarbonilagcdo do benzoato de 2-hidroxipropila com DMC via N435
em 60 % TBME/hexano a t.a; tempo inicial. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,09 min.); acetofenona (4,12 min.)
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uV(x100,000)
Chromatogram
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0.50
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0.25

0.00y

25 5.0 7.5 10.0 125 15.0 175 20.0 min

Cromatograma da reacdo de transesterificagdo do oleato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila via
N435 em 60 % TBME/ hexano a t.a; 77 % conversdo. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,10 min.); acetofenong;
benzoato de 2-metoxicarboniloxipropila (11,78 min.); benzoato de metila (4,47 min.); acetofenona (4,10 min.)

9.2.10 Metanolise do benzoato de 2-hidroxipropila

uV(x100,000)
Chromatogram
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,_\
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25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 min

Cromatograma da reacdo de metanolise do benzoato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 % hexano/
TBME a t.a; tempo inicial. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,08 min.); acetofenona (4,14 min.).
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Cromatograma da reacdo de metandlise do benzoato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 % hexano/
TBME a ta; 43 % conversdo. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,08 min.); benoato de metila (4,50 min.);
acetofenona (4,16 min.).
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e
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125
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175

min

Cromatograma da reacdo de metanolise do benzoato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 % hexano/
TBME & ta; 75 % conversdo. Benzoato de 2-hidroxipropila (9,06 min.); benzoato de metila (4,50 min.);
acetofenona (4,14 min.).
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9.2.11 Metandlise do p-anisoato de 2-hidroxipropila

uV(x100,000)
Chromatogram
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1.00
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0.00;

25 5.0 7.5 10.0 125 min

Cromatograma da reacdo de metandlise do p-anisoato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 % hexano/
TBME at.a; tempo inicial. p-Anisoato de 2-hidroxipropila (12,33 min.); acetofenona (4,16 min.).
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Cromatograma da reacdo de metandlise do p-anisoato de 2-hidroxipropila via N435 em 67 % hexano/
TBME a t.a; 50 % de conversdo. p-Anisoato de 2-hidroxipropila (12,33 min.); p-anisoato de metila (8,19 min.);
acetofenona (4,16 min.).
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9.2.12 Transesterificacdo do p-anisoato de 2-hidroxipropila
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25 5.0 7.5 10.0 125 min

Cromatograma da reacdo de transesterificacdo do p-anisoato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila
via N435 em 67 % hexano/ TBME a t.a; tempo inicial. p-Anisoato de 2-hidroxipropila (12,38 min.); acetofenona
(4,16 min.).
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Cromatograma da reacdo de transesterificacdo do p-anisoato de 2-hidroxipropila com acetato de vinila
via N435 em 67 % hexano/ TBME a t.a; 59 % conversdo. p-Anisoato de 2-hidroxipropila (13,66 min.); p-
anisoato de 2-acetoxipropila (13,66 min.); acetofenona (4,16 min.).



9.3 Espectros de RMN de 'H das substancias sintetizadas como padroes de analise e

substratos enziméticos ou isoladas das reacdes de cinéticas enzimaticas
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Espectro de RMN de *H (400 MHz; CDClIs) do oleato de 2-hidroxipropila.
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Espectro de RMN de 'H (400 MHz; CDCls) do oleato de 2-oleoiloxipropila.
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