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In view of the emerging importance of enzyme as a promising biocatalyst in fine
organic synthesis, we focused on the synthesis of epoxides for their potential
applications in chiral synthesis, including asymmetric synthesis and optical
resolution of racemates. Epoxides are increasingly used as intermediates in many
industrial processes and have wide applications in food, polymer and pharmaceutical
formulations due to their excellent ability to facilitate ring opening reactions to
various desirable functional groups. The enzymatic synthesis of epoxides has
received much attention for its clean production due to its high-regioselectivity and
low production of by-products. Furthermore, hydrogen peroxide (H,O,) as green
oxidant and mild operating temperature, hence, low energy requirement, are

becoming two important advantages of this enzymatic reaction.

Herein, we describe an improved enzyme-facilitated epoxidation of a simple alkene
(1-nonene) using a conventional water bath shaker. The lipase was used to catalyse

the formation of peroxy acids instantly from H,O, and various perhydrolysis



substrates. The peroxy acid generated was then utilised directly for in-situ oxidation
of 1-nonene to 1-nonene oxide. Various reaction parameters affecting the synthesis
of epoxide, including the nature of peroxy acids, organic solvents, enzyme’s sources,
enzyme concentrations, reaction temperatures, initial concentrations and rate
additions of the H,0,, stirring rates (rpm), and amounts of H,O, and peroxy acid,

were investigated.

Highest conversion was achieved using phenylacetic acid as an oxygen carrier. 1-
nonene was converted most efficiently with maximum yield of 97% by Novozym
435, an immobilised Candida antarctica lipase B (CALB) and chloroform as
reaction media. A minimum amount (1.4% w/w, 19 mg) of Novozym 435 was
needed to maintain the catalytic activity (190.0 Ug™). The highest yield was
successfully obtained within 12 h reaction time at optimal synthesis conditions
(35°C, 4.4 mmol of H,0; (30%) in a single step addition, stirring rate 250 rpm and
8.8 mmol of phenylacetic acid). Subsequently, the optimised conditions were
employed for the epoxidation of an array of aliphatic (1-heptene) and aromatic
(styrene) alkenes which gave 94% to 99% yield and quantitative purity. In addition, a
simple and rapid gas chromatography — mass spectrometry (GC-MS) selective ion
monitoring (SIM) method was developed using an HP-5ms column for determining
the epoxide yields. For 1-nonene oxide, the method was found to be linear in the

range of 29.9 - 298.8 mg/L with R? = 0.9960.
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Memandangkan kepentingan enzim sebagai satu bio-pemangkin yang berpotensi
dalam proses sintesis organik halus, kami telah memberi fokus kepada sintesis
epoksida di atas potensi aplikasinya dalam pemillihan molekul Kiral, termasuk
sintesis asimetrik dan resolusi optik rasemat. Penggunaan epoksida semakin
meningkat sebagai perantara dalam banyak proses industri dan aplikasinya meluas
dalam pembentukan makanan, polimer dan farmaseutikal disebabkan oleh tindak
balas pembukaan gelangnya yang baik kepada pelbagai kumpulan berfungsi yang
dikehendaki. Tindakan enzim dalam pengoksidaan telah menarik perhatian ramai
kerana pengeluarannya yang bersih, disebabkan oleh keregiopilihan yang tinggi dan
pengeluaran produk sampingannya yang rendah. Tambahan pula, hidrogen peroksida
(H20,) sebagai bahan pengoksidaan hijau dan suhu pengoperasian yang rendah, yang
seterusnya membawa kepada keperluan tenaga yang rendah, telah menjadi dua

kebaikan penting tindak balas enzim ini.



Di sini, kami menghuraikan proses pengoksidaan alkena yang mudah, yang dibantu
oleh enzim yang sudah dipertingkatkan (1-nonena) dengan menggunakan alat
penggetar air rendaman konvensional. Lipase telah digunakan untuk memangkinkan
pembentukan asid peroksi dengan serta-merta dari H,O, dan pelbagai substrat
perhidrolisis. Asid peroksi yang dihasilkan kemudiannya digunakan terus untuk
proses pengoksidaan in-situ 1-nonena kepada oksida 1-nonena. Berbagai parameter
tindak balas yang memberi kesan kepada sintesis epoksida, termasuk keadaan
semulajadi asid peroksi, pelarut organik, sumber enzim, kepekatan enzim, suhu
tindak balas, kepekatan awal dan kadar tambahan H,O,, kadar pengacauan (rpm),

dan kandungan H,O; dan asid peroksi, telah dikaji.

Pertukaran tertinggi telah dicapai menggunakan asid fenilasetik sebagai pembawa
oksigen. 1-Nonena telah ditukar dengan baik dengan 97% hasil maksimum oleh
Novozym 435, satu lipase B Candida antarctica (CALB) yang tidak bergerak dan
dengan klorofom sebagai medium tindak balas. Sebanyak (1.4% wi/w, 19 mg)
Novozym 435 diperlukan untuk mengekalkan aktiviti pemangkin (190.0 Ug™). Hasil
tertinggi telah berjaya dicapai dalam masa 12 jam masa tindak balas pada keadaan
sintesis yang optimal [35°C, 4.4 mmol of H,O, (30%) dalam tambahan satu-langkah,
kadar pengacauan 250 rpm dan 8.8 mmol asid fenilasetik. Seterusnya, keadaan
optima digunakan untuk pengoksidaan berjenis alkena alifatik (1-heptena) dan
aromatik (stirena) memberikan hasil 94% hingga 99% dan ketulenan kuantitatif.
Sebagai tambahan, satu kaedah mudah dan cepat pemantauan ion selektif (SIM) gas
kromatografi-spektrometri jisim (GC-MS) telah dikembangkan menggunakan kolum
HP-5ms untuk menentukan hasil-hasil epoksida. Untuk epoksida 1-nonena, kaedah

didapati linear dalam julat 29.9 - 298.8 mg/L dengan R? = 0.9981.

Vi
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