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RESUMO

Os ésteres derivados de &cido cindmico sdo cada vez mais utilizados na
industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos, devido as suas
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e também aos seus aromas.
Neste trabalho foi produzido um éster derivado de &cido cinamico, o
cinamato de geranila, empregando-se uma reacdo de transesterificacéo,
utilizando solvente organico como meio reacional e temperatura de 60°C,
catalisado por uma lipase em trés processos reacionais distintos: um
utilizando agitacdo mecéanica e banho de ultrassom, outro apenas com
agitagdo mecéanica e outro com apenas banho de ultrassom. As reacGes
foram conduzidas durante seis horas e a conversdo de éster de geraniol foi
determinada por cromatografia gasosa. A confirmacdo da molécula do
composto obtido foi determinada por ressonancia magnética nuclear
(RMN). Na analise preliminar dos processos, o sistema utilizando apenas
ultrassom apresentou uma baixa conversdo se comparado com os demais,
ndo sendo utilizado nos experimentos seguintes. Um estudo cinético foi
realizado ao longo das seis horas de reacdo e a conversdo obtida foi de
aproximadamente 99% nos demais processos (agitacdo mecénica e agitacao
mecénica combinada com ultrassom). Isso possibilita concluir que apenas a
agitacdo mecénica é suficiente para que sejam alcancados rendimentos
elevados nas condi¢Bes reacionais estudadas. Posteriormente, a mesma
somente com agitacdo mecanica foi empregada numa ampliacdo de escala,
com volume cinquenta vezes superior ao utilizado anteriormente, que
resultou em uma conversdo de aproximadamente 89%, evidenciando que
este sistema é eficiente para a producgdo de cinamato de geranila em maiores
escalas e a custos reduzidos, se comparado com 0S processos que empregam
ultrassom ou irradiagio com microondas. O produto obtido da reacéo
escolhida foi submetido a testes de atividade antimicrobiana com as
bactérias Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus, demonstrando resultados muito satisfatorios,
comprovando que o cinamato de geranila pode ser considerado ativo contra
estas bactérias.

Palavras-chave: Acido cindmico, cinamato de geranila, transesterificago,
lipase, atividade antimicrobiana.






ABSTRACT

Derivatives of cinnamic acid have wide applications in food,
pharmaceutical and cosmetic industry, due to their antioxidant,
antimicrobial, flavor and fragrance properties. This work investigated
the geranyl cinnamate production by transesterification of ethyl
cinnamate and geraniol, in organic media and temperature of 60 °C,
catalyzed by the commercial immobilized lipase Novozym 435. This
reaction was conducted in three different conditions bath ultrasound and
mechanical stirring, only mechanical stirring and only bath ultrasound.
The reactions were carried out for six hours, the conversion was
determined by gas chromatography and the geranyl cinnamate
characterization was confirmed by H-nuclear magnetic resonance
spectroscopy (H-NMR). The first analysis, a very low conversion with
the system with just bath ultrasound are obtained, because of this, they
are not used for the kinetic. Under kinectic reaction of six hours a
conversion of 99% was obtained in both reaction systems, bath
ultrasound with mechanical stirring and just mechanical stirring. These
results showed that mechanical stirring is an efficient method for
achieving high conversion rates. Furthermore, this method was raised
fifty times at scale-up procedure and result a conversion of 89%,
showing a very good result for geranyl cinnamate production without
ultrasound or microwave and saving energy. The antimicrobial activity
of the geranyl cinnamate was tested on bacteria Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Bacillus
cereus the results were considered satisfactory, proving high
antimicrobial activity against these bacterias.

Keywords: Cinamic acid, geranyl cinnamate, transesterification, lipase,
antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A obtencdo de ésteres derivados de acido cinamico, por
apresentarem propriedades antioxidantes e antimicrobianas, além de
serem aromas utilizados na industria alimenticia e de cosméticos, tem
despertado interesse tanto da comunidade cientifica como industrial. O
cinamato de geranila, éster abordado neste estudo, apesar de pouco
conhecido na literatura, aponta indicios de apresentar tais propriedades.

Reacgbes de esterificacdo e transesterificacdo, meios de obtengédo
desses ésteres, praticas comuns na industria, estdo sendo cada vez mais
estudadas em processos biotecnoldgicos, utilizando rotas enzimaéticas
(DOSSAT, COMBES e MARTY, 1999). Tais reacdes catalisadas por
enzimas apresentam beneficios, comparados aos métodos tradicionais de
catalise, como aumento da eficiéncia com alta seletividade, menor
impacto ambiental e a possibilidade de emprego de elevadas
temperaturas e pressdes (YU et al. 2010). Em sinergia com essas reacoes
estdo sendo abordadas as tecnologias limpas e quimica verde nos quais
se tem investigado recentemente a utilizacdo de microondas e ultrassom,
métodos convenientes, seguros e rapidos e que podem contribuir com o
aumento da velocidade de reacBes catalisadas enzimaticamente
(JACOTET-NAVARRO et al. 2015).

Alguns estudos estdo disponiveis na literatura abordando a
utilizacdo do ultrassom como forma de melhorar o desempenho de
processos enzimaticos. A titulo ilustrativo, Lerin et al. (2014) realizou
uma revisdo de trabalhos com reacdes enzimaticas utilizando lipases
assistidas por sistemas de ultrassom. Outro estudo realizado neste
sentido foi o de Balen et al. (2015) que produziram oleato ascérbico em
meio a solvente organico, catalisado por Novozym 435 em sinergia com
um sistema de ultrassom.

Zanetti et al. (2016) estudaram a esterificacdo do geraniol e acido
cindmico, numa relacdo 3:1, em cinamato de geranila e obtiveram uma
conversdo de 75% de produto a temperatura de 70°C utilizando 15 wt%
de enzima C. antarctica imobilizada (NS 88011). Os autores também
analisaram a atividade antimicrobiana do produto para as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e concluiram que o produto €
ativo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.

O presente trabalho é baseado no estudo de Shinde e Yadav (2014),
que analisaram a sinergia entre uma transesterificacdo enzimatica
catalisada por Novozym 435 e irradiacdo por microondas na obtencéo de
cinamato de geranila. Diferente do que ja foi estudado, este trabalho,
tem como objetivo a exploracdo de sistemas alternativos de obtencéo
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deste produto empregando ultrassom e a agitacdo mecanica, utilizando
catalise enzimatica, e analisar a eficiéncia desses processos. Além disso,
0 sistema considerado mais eficiente nas condi¢cBes experimentais
empregada foi submetido a ampliacdo de escala para validagdo do
processo.

Finalmente, tendo em vista de seu potencial para futuras aplicacdes
em alimentos e indlstrias quimicas, foi avaliado a sua atividade
antimicrobiana frente a quatro bactérias gram-positivas e gram-
negativas.

Por uma questdo de facilidade de apresentacdo, o presente
documento foi estruturado em capitulos, sendo que no segundo capitulo
serd apresentada uma revisdo bibliografica detalhando a importancia de
cada item abordado. No terceiro capitulo serdo apresentados 0s materiais
e métodos que foram utilizados no desenvolvimento deste trabalho. No
quarto capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos.
No quinto capitulo serdo apresentadas as conclusdes obtidas bem como
as sugestdes para trabalhos futuros.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar diferentes sistemas de obtengdo e ampliacdo de escala na
sintese enzimatica de cinamato de geranila e suas propriedades
antimicrobianas.

1.1.2 Objetivos especificos

Para atingir o objetivo proposto acima, 0s seguintes objetivos
especificos foram estudados:

1) Produgdo enzimética de cinamato de geranila pelos sistemas:
e Agitacdo mecéanica em banho de ultrassom;
e Banho de ultrassom;
e Agitagdo mecanica.
2) Avaliagdo da producdo enzimatica de cinamato de geranila em escala
piloto;
3) Avaliagdo de atividade antibacteriana do éster obtido frente as
bactérias:
Staphylococcus epidermidis;
Escherichia coli;
Staphylococcus aureus;
Bacillus cereus.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No presente capitulo sera apresentada uma revisao do estado da
arte sobre os temas relacionados a transesterificagdo enzimatica de
cinamato de etila e geraniol para obtengdo de cinamato de geranila.

2.1 CINAMATO DE GERANILA

O cinamato de geranila é um éster que pode ser obtido por uma
esterificacdo entre geraniol e acido cindmico ou uma transesterificacéo
do geraniol com o cinamato de etila.

Sua aplicacdo ainda é pouco conhecida, sendo registrado em
patente como ingrediente para perfume, conforme patente
US20030036489 Al (THE PROCTER & GAMBLE COMPANY, 2003)
e investigado em poucos artigos, como o de Shinde e Yadav (2014) e
Zanetti et al. (2016).

Por se tratar de um composto fendlico derivado de &cido
cindmico, estudos estdo sendo direcionados para investigagdo de suas
propriedades, entre elas atividade antioxidante e antimicrobiana do éster
cinamato de geranila.

Zanetti et al. (2016) obtiveram o éster cinamato de geranila por
uma esterificacdo enzimatica entre geraniol e acido cinamico, utilizando
como catalisador a lipase imobilizada de C. antarctica, NS 88011. Os
autores também investigaram as propriedades deste éster e concluiram
que frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli o
produto tem uma boa atividade antibacteriana, porém na analise de
atividade antioxidante o composto ndo apresentou um resultado
significativo.

Shinde e Yadav (2014) pesquisaram a sinergia entre a
irradiacdo de microondas e a catdlise enzimatica para obtencdo do
cinamato de geranila pela transesterificacdo entre o cinamato de etila e
geraniol, conforme apresentado na Figura 2.1. Os pesquisadores
utilizaram a ferramenta do planejamento de experimentos de Taguchi
para determinar as condigdes Otimas para esta reacdo. O presente
trabalho utilizou a pesquisa de Shinde e Yadav como base para 0s
estudos realizados.
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Figura 2.1: Reacdo de transesterifacdo para obtencdo de cinamato de geranila.
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2.2 DERIVADOS DE ACIDO CINAMICO E CINAMATO DE ETILA

Os compostos fendlicos sdo muito estudados por apresentarem
atividades farmacoldgicas, inibirem a oxidacdo lipidica e a proliferacédo
de fungos, além de participarem de processos responsaveis por conferir
cor, adstrigéncia e aroma em varios alimentos (SOARES, 2002).

Esses compostos sdo largamente distribuidos na natureza,
geralmente encontrados em todo o reino vegetal. Estes fendlicos estéo
divididos em dois grandes grupos: os flavondides e derivados e os
acidos fendlicos (acidos benzobico, cindmico e seus derivados) e
cumarinas (SOARES, 2002).

O 4cido cinamico, também conhecido como &cido 3-fenil-2-
propendico, é encontrado em estoraque, 6leo de canela e folha de coca.
Este &cido apresenta baixa toxicidade e um grande espectro de atividade
bioldgica contra diversos microrganismos (ZANETTI et al. 2016) e tem
ganhado importancia pelas suas variadas aplicagbes como aromas,
fragrancias e antioxidantes, este Gltimo dependente da caracteristica
estrutural do composto (YADAV e SHINDE, 2012a; SHARMA,
CHAUHAN e KANWAR, 2011). Devido as suas propriedades polares,
0 acido cinamico apresenta baixa hidrofobicidade, dificultando a
aplicabilidade industrial (SHARMA, CHAUHAN e KANWAR, 2011).
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O cinamato de etila é um dos ésteres derivados de &cido
cindmico, com aprovagdo como aroma no U.S. Food and Drug
Administration (FDA) (WANG et al. 2016). Este produto também tem
aplicacdes em cosmeéticos, fragrancias finas, shampoos, sabonetes e
também em outras areas como em produtos para cuidados para a casa
(BATHIA et al. 2007). Alguns estudos estdo sendo desenvolvidos para a
aplicacdo deste produto em farmacos, como no trabalho desenvolvido
por Zhang et al. (2015) que exploraram a atividade acaricida do
cinamato de etila contra Psoroptes cuniculi e comprovaram sua eficacia
contra tal acaro.

Sharma, Chauhan e Kanwar (2011) estudaram as melhores
condi¢Bes para a esterificacdo de &cido cindmico e etanol obtendo
cinamato de etila, conforme ilustrado na Figura 2.2. A conversdo
maxima foi alcangada a uma temperatura de 65°C utilizando lipase
pancreatica porcina (PPL) como catalisador e 27 horas de reagao.

Wang et al. (2016) otimizaram a producéo de cinamato de etila
utilizando a Lipozyme TLIM como catalisador e alcangaram uma
conversdo de 99% em 24 horas de reacao.

Figura 2.2: Reacdo de esterifacdo para obtencdo de cinamato de etila.
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2.3 GERANIOL

O geraniol, Figura 2.3, é um alcool monoterpénico aciclico de
origem natural. A nomenclatura “geraniol” ¢ referente a uma mistura de
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isdbmetros cis-trans, devidamente nomeado geraniol (trans) e nerol (cis)
(CHEN e VILJOEN, 2010).

O geraniol tem um aspecto amarelo claro, odor de rosas e gosto
citrico frutado. E insoldvel em agua, porém sollivel em muitos solventes
organicos, e é encontrado em flores de diversas espécies e esta presente
no tecido vegetal de varias ervas (CHEN e VILJOEN, 2010).

E um produto constituinte de diversos 6leos essenciais, como 0s
de rosas e citronela. Encontra-se também presente em baixas
concentraces em geranio e limdo (PAROUL et al., 2010).

Este alcool monoterpénico é muito utilizado como fragrancia e
na composicdo de desodorantes, cosméticos, produtos de cuidados com
a casa.

Além disso, o geraniol apresenta propriedades bioguimicas e
farmacolégicas como apresentado no estudo de Chen e Viljoen (2010)
que concluiram o efeito de repeléncia contra mosquito, inseticida para
controle de pestes com baixa toxicidade para mamiferos e
degradabilidade. As diversas propriedades bioldgicas do geraniol
incluim as suas atividades antimicrobianas, antioxidante e anti-
inflamatdria.

Zanetti et al. (2015) analisaram a atividade antimicrobiana do
geraniol frente as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella enterica e Listeria monocytogenes, o qual para as trés
primeiras bactérias descritas obtiveram um resultado de muito ativo e
para a Gltima bactéria de ativo e concluiram que o composto tem uma
boa atividade antimicrobiana para o espectro de bactérias estudadas.

Tiwari e Kakkar (2009) estudaram a atividade antioxidante do
geraniol e os seus resultados apontam o geraniol como um composto de
atividade antioxidante significativa e indicam um potencial
farmacolégico em doencas de infeccdo pulmonar, onde esse estresse
oxidativo é um ponto critico.

Figura 2.3: Estrutura quimica do geraniol.
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2.4 SISTEMAS ENZIMATICOS

Métodos biocataliticos geralmente sdo preferiveis quando
comparados com métodos quimicos por serem ambientalmente corretos,
com economia de energia e recursos por atuarem em condigfes de
reaces mais suaves, além de serem altamente especificas reduzindo a
obtengdo de subprodutos indesejaveis. (KRAJEWSKA, 2004;
SHARMA, CHAUHAN e KANWAR, 2011).

2.4.1 Enzima

Enzimas sdo biomoléculas que atuam como catalisadores,
aumentando a velocidade de reagdes quimicas sem alterar o equilibrio e
sem serem consumidos. Com excecdo de um pequeno grupo de RNA
catalitico, todas as enzimas séo de natureza proteica, sendo constituidas
por longas cadeias de aminoéacidos ligados entre si por ligagGes
peptidicas (LEHNINGER, NELSON e COX, 2008).

Apresentam um alto grau de especificidade que permite a
selecdo das reacGes que poderdo ocorrer em um organismo. Essa
especificidade estd relacionada com o sitio ativo da enzima, uma
cavidade com forma definida, aberta na superficie globular da enzima,
constituida por grupos R de aminoacidos que sdo 0 quarto substituinte
do carbono. Este grupo é formado por uma cadeia especifica para cada
aminoéacido (TORRES, 2001).

Devido sua quimiosseletividade, as enzimas, atuam num Unico
grupo funcional, preservando outras funcionalizagbes da molécula. Sua
estrutura tridimensional consegue distinguir grupos funcionais iguais em
diferentes regides da mesma molécula-substrato, caracteristica oriunda
da sua regiosseletividade. A enantiosseletividade as classifica como um
catalisador quiral, produzindo compostos opticamente ativos
(KRAJEWSKA, 2004).

A atuacdo das enzimas como catalisadores bioldgicos esta
sujeita as mesmas leis termodinamicas e cinéticas dos catalisadores
quimicos, isto é, alteram a velocidade da reacdo, sem influenciar na
composicdo e nem na quantidade do produto final da reagéo.

E importante ressaltar que a estrutura da enzima é afetada por
quaisquer agentes capazes de provocar mudangas conformacionais na
estrutura proteica, destes, notadamente o pH e a temperatura (TORRES,
2001). A perda da estrutura que propicia a funcdo da proteina €
denominada de desnaturacdo proteica que é um processo irreversivel.
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2.4.2 Lipase

Lipases sdo definidas como enzimas que hidrolisam
triglicerideos compostos de acidos graxos de cadeia longa, ou seja, com
cadeia acila com mais de dez atomos de carbono. Elas sdo produzidas
por praticamente todos os organismos vivos, incluindo animais, plantas,
fungos e bactérias (OLIVEIRA, 2007). As principais fontes de obtencéao
desta enzima sdo as plantas (sementes oleaginosase gréos), 0s animais
(pancreética, hepética e gastrica) e alguns microrganismos (leveduras,
fungos e bactérias) (TREICHEL et al., 2010).

As enzimas hidroliticas atuam na interface organico-aquosa, e
ndo necessitam de cofatores para sua atividade. Apresentam grande
importancia na biocatalise atual, devido a imensa capacidade de catalisar
diversas reacGes, além de serem estaveis tanto em meio aquoso quanto
em meio organico (TREICHEL et al., 2010).

Entre as enzimas aplicadas em sintese orgénica, as lipases sao
utilizadas com maior frequéncia. Pois apresentam caracteristicas
versateis como  disponibilidade  comercial,  baixo  custo,
esterioseletividade e a possibilidade de utilizar em uma ampla faixa de
pH e temperaturas entre 20° a 70°C (CRESPO et al., 2005). Segundo
Theil (1995), lipases sdo muito faceis de manusear e estaveis a solventes
organicos.

Lipases sdo usadas como catalisadores em solventes organicos
em varias reacbes como por exemplo esterificacdo, transesterificacdo,
amidacdo, epoxidacdo, hidrolises, tio-esterificacdo e trans-esterificacdo
(YADAYV e SHINDE, 2012a), essas reagdes estdo ilustradas na Figura
2.3. E importante levar em consideracdo que a atividade de &gua do
meio reacional ¢ um dos fatores determinantes para cada classe de
reacdo (PAQUES; MACEDO, 2005).

Figura 2.4: Algumas reacdes catalisadas por lipases.
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A lipase é muito utilizada para sintetizar éster de cinamato de
etila por condicbes melhoradas em sistemas de solventes organicos
livres de 4gua (SHARMA, CHAUHAN e KANWAR, 2011). Sharma,
Chauhan e Kanwar (2011) sintetizaram cinamato de etila empregando
uma esterificacdo de alcool etilico com &cido cinamico utilizando uma
enzima imobilizada, lipase pancreética porcine (PPL). Em seu estudo, os
pesquisadores variaram a concentracdo de lipase entre 5 e 30 mg. mL?,
utilizando DMSO como solvente a temperatura de 55°C e concluwam
que o acréscimo da concentracdo de enzima ndo é propormonal
convers&o. No caso, a concentragdo 6tima foi de 10 mg.mL™.

Yadav e Shinde (2012a) estudaram a sinergia entre microondas
e lipase em meio orgénico de uma transesterificacdo de etil (2E)-3-
fenilprop-2-enoato e 4,8-dimetilnon-7-en-1-0l. Neste estudo foi
analisado qual a melhor lipase para tal reacdo. As enzimas avaliadas a
uma concentracdo de 4 kg.m' foram Novozym 435, Lipozyme RMIM,
Lipozyme TLIM e Lipase AYS Amano o meio utilizado foi solvente
organico, n-hexano, a uma temperatura de 60 °C. Verificou-se que a
Novozym 435 obteve uma conversdo superior comparada as outras
enzimas avaliadas nas condicGes descritas, esta lipase é termoestavel e
muito utilizada na sintese de ésteres e amidas.

A temperatura tem um papel importante na catalise enzimatica,
pois cada enzima possui uma faixa 6tima de trabalho, e no caso da
Novozym 435, esta é situada na faixa de 40-70°C (PAROUL et al.,
2010).

2.4.3 Atividade enzimatica

Quando se trata de solucBes enzimaticas, o que vale ndo € a
massa da enzima e sim sua atividade catalitica, pois as enzimas podem
estar inativadas ou desnaturadas, ou seja, perderam a sua conformagéo
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inicial e sua atividade catalitica, porém, manterem a massa. Torres
(2001) definiu como a atividade de uma enzima é avaliada pela
velocidade da reacdo que a enzima catalisa.

A velocidade da reacdo é expressa em Unidades Internacionais.
Uma Unidade Internacional (U) é a quantidade de enzima capaz de
formar 1 pumol de produto por minuto em condicbes 6timas (pH,
temperatura e concentracdo de enzima), especificadas para cada caso
(TORRES, 2001).

Com relacdo a determinacdo da atividade enzimatica da lipase,
ndo é uma tarefa simples, os métodos em geral baseiam-se na
quantificacdo dos acidos graxos liberados por hidrélise enzimética de
um triacilglicerol ou de um substrato artificial (OLIVEIRA, 2007).

Segundo Oliveira (2007), vérios métodos tém sido
desenvolvidos para acompanhar a atividade lipolitica em reagdes de
hidrélise, sendo que os mais empregados sdo baseados em titulometria e
espectrofotometria.

O método titulométrico, embora seja pouco preciso, por ser
mais simples e econdmico, é o método oficial para a determinagdo da
atividade lipolitica. Baseia-se na titulagdo dos acidos graxos liberados
pela a¢do da enzima com um volume de NaOH ou KOH. O volume de
base utilizado, em funcdo do tempo de reacdo, estad relacionado com a
guantidade de A&cidos graxos liberados e conseqlientemente com a
atividade enzimatica (OLIVEIRA, 2007).

2.4.4 Reacdes enzimaticas

ReacBes de esterificacdo e transesterificacdo sdo praticas
comuns na inddstria utilizando acidos como catalisadores em alta
pressdo e temperatura (100 °C a 300 °C). Essas reacdes quimicas
geralmente oferecem baixa seletividade resultando em produtos
indesejaveis e de baixo rendimento (DOSSAT, COMBES ¢ MARTY,
1999), o que motivou o desenvolvimento de novos métodos, como 0s
processos enzimaticos, resultando no acréscimo da eficiéncia e
seletividade com menor impacto ambiental.

A reacdo de transesterificacdo, também conhecida como
alcodlise, consiste na reacdo entre um éster e um alcool, com formagéo
de outro éster e outro alcool, conforme ilustrado na Figura 2.4.
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Figura 2.5: Enzima catalisando sintese de ésteres por transesterificacao.
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Um exemplo da tendéncia de reacfes enzimaticas € apresentado
no estudo de Yu et al. (2010) que abordam a producéo de biodiesel por
método enzimatico apresentando as vantagens citadadas comparado ao
método tradicional, além de reduzir o consumo de energia.

2.4.4.1 Solventes organicos empregados em reacdes enzimaticas

Solventes organicos utilizados em reacdes de transesterificacdo
sd0 comuns, uma vez que contribuem para a ndo desnaturacdo da
enzima, podendo levar a maiores rendimentos e favorecendo a
reutilizacdo da mesma quando imobilizada (SILVA, 2011). Além dessas
vantagens a catalise enzimatica em meio organico possibilita utilizar
substratos pouco sollveis em &gua e pode deslocar o equilibrio
termordindmico das reacdes que ndo ocorreriam em meio aquoso
(CRUZ JUNIOR, 2007).

Sdo crescentes os estudos voltados para o0 uso das enzimas
associadas a solventes orgénicos empregando tecnologias como
ultrassom e microondas para obterem um aumento na taxa da reagéo
com minima presenca de &gua (GUPTA e ROY, 2004)
(KWIATKOWSKA et al., 2011).

Um estudo realizado neste sentido foi de Yu et al. (2010) que
investigaram o efeito de diversos solventes organicos com varia¢fes dos
valores de log P (coeficiente de particdo de um solvente para o padréo
octanol/agua de um sistema bifésico), constantes dielétricas, parametros
de solubilidade e outros pardmetros para uma transesterificacdo
enzimatica de dleo de soja. Os autores concluiram que a atividade
enzimatica é melhorada adicionando solventes com grupo hidroxila,
pois eles solubilizam tanto o metanol quanto o glicerol. E para a sele¢do
do solvente mais apropriado para uma reacdo enzimatica concluiram que
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¢ necessario analisar todos os pardmetros como viscosidade, constante
dielétrica e log P.

A correlagdo entre polaridade e atividade enzimatica esta
relacionada com a capacidade dos solventes orgénicos manterem a
camada de &gua necesséria para estabilizar a enzima (LAANE et al.,
2009).

Laane et al. (2009) estudaram um método de otimizacdo em
processos biocataliticos com solvente organico e concluiram que a
elevada atividade biocatalitica pode ser obtida com solventes com
logP>4 que mantém a camada de agua essencial. Os autores concluiram
que altas taxas de atividade enzimética podem ser obtidas quando a
polaridade do solvente orginico é baixa (6<~8) ¢ sua massa molar é
>150.

Yadav e Shinde (2012a) estudaram a influéncia de diversos
solventes organicos numa transesterificacdo catalisada por lipase entre
etil (2E)-3-fenilprop-2-enoato e 4,8-dimetilnon-7-en-1-ol. Os solventes
empregados na reacdo foram n-heptano, n-hexano, tolueno,
tetraidrofurano (THF) e 1,4-dioxano. Os autores observaram que com o
aumento da faixa de hidrofobicidade do solvente de -1,1 até 4, houve
também um aumento na atividade enzimatica, sendo para tais reacoes,
o0s solventes hidrofobicos sdo mais preferiveis que solventes hidrofilicos
desde que haja uma camada de &gua essencial para envolver a enzima,
gue é necessaria para a atividade enzimatica. Yadav e Shinde (2012a)
concluiram que o n-heptano alcangou a maxima conversdo comparado
aos outros solventes avaliados.

Em resumo, os solventes organicos apresentam algumas
vantagens para a transesterificacdo enzimatica, segundo Monot (1994):

e Aumento da disponibilidade de substratos pouco
sollveis em agua;
Deslocamento do equilibrio das reacdes;

e Diminuicdo do nimero de reagdes indesejaveis;

o Simplicidade dos procedimentos de recuperacdo do
produto e do biocatalisador;

e Controle de estereoseletividade das  reacOes
enzimaticas;

e Reducdo de eventuais inibicbes por substratos e
produtos;

e Aumento da estabilidade da enzima.
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2.5 SISTEMAS REACIONAIS

O emprego de processos enzimaticos tem sido motivado pela
busca de tecnologias limpas. Porém, no ponto de vista econdémico este
processo apresenta alto custo e baixo rendimento comparado aos
processos quimicos, sendo necessario encontrar um sistema que
viabilize as enzimas como catalisadores industriais (LERIN et al.,
2014).

2.5.1 Ultrassom

O uso de ultrassom como intensificador de desempenho de
bioprocessos tem sido muito investigado. Este método aumenta a taxa
de reacdo e possibilita, geralmente, um elevado rendimento
(KWIATKOWSKA et al., 2011; XIAO et al., 2011).

O mecanismo do ultrassom é fisico, conhecido como cavitacéo
que consiste em criar, aumentar e implodir as cavidades de vapor e
gases (MARTINES, DAVOLOS e JUNIOR, 2000). Este mecanismo
aumenta o transporte de massa através da interface liquido/solido e
reduz o espessamento da barreira de difusdo promovendo uma troca de
material pela interface devido a transmissdo das ondas pelo liquido e o
efeito de cavitacdo, apresentando maior impacto em sistemas
heterogéneos (KWIATKOWSKA et al., 2011).

Os equipamentos de ultrassom, geralmente utilizados nas
pesquisas sdo: sonda de ultrassom (aproximadamente 20 kHz); banho de
ultrassom (aproximadamente 40 kHz) e transdutor ultrassénico acoplado
a um reator vitrificado (entre 300 a 1100 kHz), demonstrados na Figura
2.5. Porém, no caso de processos enzimaticos, onde a alta frequéncia do
ultrassom pode causar uma diminuicdo na atividade enzimatica, os
equipamentos mais utilizados sdo a sonda e o banho de ultrassom por
serem considerados de baixa frequéncia, menor que 100 kHz
(KWIATKOWSKA et al., 2011).

Jacotet-Navarro et al. (2015) analisaram 0 consumo de energia e
a emissdo de carbono para alguns processos de extracdo, demonstrados
na Tabela 2.1. Relacionando o consumo de energia e a emissdo de
carbono os processos com ultrassom aplicados durante 30 minutos
apresentam os menores valores em ambos os casos, sendo o banho de
ultrassom o processo mais econémico.
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Tabela 2.1: Consumo energético e emissao de carbono de diferentes processos
de extracéo.

Condicdes Consumo Emissao de
Processq de experimentais energético  carbono (kg
extracao (temperatura — (kWhikg COy/kg
tempo de extraidos) extraido)
extracao)
Banho de US 40 °C - 30 min 15 12
Reator de US 40 °C - 30 min 39 31
Sonda de US 40 °C - 30 min 23 19
Refluxo por MO 78 °C — 30 min 85 68
MO sob pressdo de 125 °C — 30 min 171 137
vapor 150 °C — 30 min 157 125

Adaptado: Jacotet-Navarro et al. (2015). US: Ultrassom; MO: Microondas.

Figura 2.6: Equipamentos ultrassdnicos: (1) Banho; (2) reator; (3) sonda.

Babicz et al. (2010) estudaram a producdo de diacetil glicerol
partindo da hidrdlise parcial do dleo de soja catalisado por lipase
comparando dois processos, um utilizando agitacdo mecéanica e outro
utilizando banho de ultrassom. Os autores concluiram um aumento de
conversao de produto com a utilizagdo do ultrassom nas condicdes
investigadas.

Levando em conta a importancia industrial do produto estudado
Balen et al. (2015) investigaram a esterificacdo enzimatica assistida por
banho de ultrassom do asrcorbil oleato, partindo dos reagentes &cido
asclrbico e acido oleico em meio a solvente organico, catalisado pela
lipase comercial Novozym 435. Os autores alcangaram conversdes
satisfatorias de ascorbil oleato utilizando terc-butanol como solvente e
banho de ultrassom sem agitacdo mecanica.



41

Trentin et al. (2013) também avaliaram o efeito da irradiagao
por banho de ultrassom numa esterificacdo de acido graxo, obtido de
6leo de soja, em éster metilico de acido graxo (FAME) e éster etilico de
acido graxo (FAEE) utilizando como catalisador a enzima comercial
Novozym 435. Neste estudo os resultados utilizando ultrassom para 0s
sem o uso foram similares, ndo apresentando vantagens do uso desta
tecnologia nas condi¢cbes estudadas. Os autores apontam duas
possibilidades para tal resultado, como a alta concentracdo de etanol na
alimentacdo que pode ter influenciado na transferéncia de massa e a néo
formacéo de glicerol.

Ribeiro, Passaroto e Brenelli (2001) estudaram a hidrélise
enzimatica do 3-hidroxi-3-fenilpropanoato com as enzimas esterase de
figado suino (PLE), lipase de Candida rugosa (CRL) e lipase de
Pseudomonas cepacia (PCL) comparando a reacdo em banho de
ultrassom com o uso de agitacdo magnética. Os resultados observados
mostraram gque com todas as enzimas houve uma reducéo do tempo de
reacdo utilizando o banho de ultrassom, PCL reduziu de 43 para 24
horas, PLE de 40 minutos para 30 minutos e CRL de 7 dias para 27
horas. Eles concluiram que o uso de banho de ultrassom pode reduzir o
tempo das reacfes enzimaticas de hidrdlise sem alterar a
enantioseletividade da reacdo e a atividade enzimatica.

Rokhina, Lens e Virkutyte (2009) em seu estudo sobre o estado
da arte da utilizacdo de ultrassom em baixa frequéncia em processos
enzimaticos apontam alguns parametros, como frequéncia, intensidade,
ciclo de trabalho e duracdo da irradiacdo, como possiveis causadores de
defeitos das células biotecnoldgicas. Em enzimas, ao contrario de uma
desnaturacdo por temperatura, o ultrassom ndo destréi o sitio ativo,
porém em alta poténcia pode desativar algumas enzimas como tripisina
e protease alcalina (ROKHINA; LENS; VIRKUTYTE, 2009).

Diversos estudos estdo sendo desenvolvidos utilizando o
ultrassom como uma alternativa de “tecnologia verde” e potencializador
de processos enzimaticos.

2.5.2 Agitacdo mecénica

Influéncia da velocidade de agitacdo estd relacionada com a
resisténcia a transferéncia de massa externa. Yadav e Lathi (2006)
estudaram a influéncia da velocidade de agitagdo na esterificacdo de
acido laurico com 1,2-propanodiol em meio com solvente organico. A
faixa de velocidade estudada foi de 250-1000 rpm em 30°C. Os autores
concluiram que a taxa da reacdo aumenta com o aumento da velocidade
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e que teve um aumento significativo entre 300-500 rpm, definindo em
500 rpm a melhor velocidade de agitacdo para as condigdes
determinadas.

O estudo de Yadav e Lathi (2006) consistia de trés fases, fase
liguida organica, lipase imobilizada so6lida e um filme aquoso
envolvendo a fase sélida. Os poros do catalisador sdlido sdo preenchidos
com a fase aquosa, os reagentes tém que difundir a partir da fase
organica para a superficie externa da particula coberta por uma fina
camada aquosa, e dali para o interior dos poros do catalisador.
Limitagdes de transferéncia de massa externa e difusdo interna podem
ser minimizadas conduzindo a reacdo numa velocidade de agitacdo
Otima e baixa carga de enzima com Otimo tamanho de particula
(YADAYV e PAWAR, 2012b).

Shinde e Yadav (2014) elaboraram estudos experimentais para
indicar qual a influéncia da variagdo de alguns pardmetros estudados
para o aumento de produtividade na transesterificacdo enzimética de
obtencdo do cinamato de geranila. Através do modelo de Taguchi L16,
os efeitos dos pardmetros que afetam a reacdo enzimatica séo:
velocidade de agitacdo > quantidade de enzima > temperatura > razdo
molar, reinterando a importancia da velocidade de agitacdo nesta reacao.

Halim e Kamaruddin (2008) estudaram o efeito da agitacdo
mecanica numa transesterificacdo enzimatica de 6leo de palma oriundo
de residuos de cozinha em terc-butanol. Os autores avaliaram o efeito
entre 140 rpm até 220 rpm e econtraram a maior conversdo com 200
rpm, este resultado pode estar relacionado com uma possivel inativacdo
da enzima por causa da espuma formada nesta rotagdo ou mesmo uma
ruptura da etrutura da enzima. Os autores também observaram que com
a alta rotacdo as enzimas ficaram presas na parede do reator e reduzindo
sua intera¢do com o sistema.

Coggon, Vasudevan e Sanchez (2007) investigaram a influencia
de alguns fatores na transesterificacdo enzimatica do 6leo de oliva com
metanol utilizando o software JMP IN 5.1 e concluiram que
temperatura, agitacdo e massa de catalisador sdo os fatores mais
importantes. Também descobriram que o efeito da agitacdo esta
relacionado com a quantidade de catalisador e com a quantidade de
metanol e os melhores resultados foram alcangcados num sistema com
agitacdo mecanica e sem a presenca de solvente.
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2.6 AMPLIACAO DE ESCALA

Aumento de escala em bioprocessos é fundamental para o
desenvolvimento da indlstria biotecnoldgica. O desafio é produzir
grandes quantidades com equivalente produtividade e qualidade do
produto (XING et al. 2009). As trés principais escalas para
desenvolvimento em bioprocessos sdo laboratorio, planta piloto e
producdo industrial (JUNKER, 2004).

A ampliacdo de escala de bioprocessos enfrenta abordagens
experimentais, utilizando regras empiricas para manter constante alguns
dos principais parametros do processo. Os mais populares sdo consumo
volumétrico de energia, coeficiente volumétrico de transferéncia de
massa, tipo de impelidor e velocidade, nimero de Reynolds e tempo de
agitacdo (MONSALVE-BRAVO et al., 2015).

Porém, processos biotecnolégicos exigem qualidade e
engenharia especifica para cada produto, nestes casos um
desenvolvimento estatistico é essencial para investigar as relagdes
complexas, como a composicdo do meio e as condigdes de processo
(BAREITHER et al., 2013).

O ajuste em escala laboratorial minimiza o consumo de tempo e
dinheiro em estudos de ampliacdo de escala e é uma importante
ferramenta, pode ser realizado através de um desenho da caracterizagéo
do processo. O uso de um reator automatizado em escala laboratorial
elimina algumas interferéncias comuns como set-up do reator,
esterilizacdo e limpeza (BAREITHER et al., 2013).

Segundo estudos de Marks (2003), velocidade de agitacdo
apresenta uma restricdo muito importante para bioreatores de células de
cultura, pois podem sofrer com massa de transferéncia e homogeneidade
insuficientes devido a baixa agitacéo.

Considerando fatores importantes num bioprocesso como tempo
de agitacdo, transferéncia de oxigénio e remocao de diéxido de carbono,
Xing et al. (2009) estudaram a ampliacdo de escala de um processo de
cultura de células animais. Os autores avaliaram as caracteristicas de
processo como transferéncia de oxigénio, tempo de agitacdo e taxa de
remogao de dioxido de carbono e todas, comparado a escala laboratorial,
diminuiram quando ampliado para 5000 L.

Coggon, Vasudevan e Sanchez (2007) também realizaram uma
ampliacdo de escala em seu estudo onde trabalhavam com um reator de
40 mL e ampliaram para um reator de 2 L, os resultados obtidos
sugeriram que a ampliacdo de escala pode ser realizada, nas condigdes
determinadas, sem grandes perdas de conversao.
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Outro estudo realizado neste sentido foi de Filly et al. (2014)
gue avaliaram a extracdo livre de solvente em microondas do Oleo
essencial de alecrim em escala laboratorial e ampliaram para uma escala
piloto, num reator de 150 L. Os concluiram que este método de extracdo
tem potencial aplicabilidade na indUstria.

Segundo Monsalve-Bravo et al. (2015) diversos estudos de
ampliacdo de escala em processos bhiotecnologicos estdo sendo
realizados com o intuito de entender as condicbes de operagdo e definir
0s parametros de processo. Porém, ainda néo existe nenhum acordo para
resolver tal problema, evidenciando a necessidade de continuar os
desenvolvimentos para a indUstria biotecnoldgica.

2.7 APLICACOES DO CINAMATO DE GERANILA

Conforme mencionado no item 2.1, os derivados de &cido
cindmico sdo estudados por suas conhecidas aplicagbes como
antioxidantes, atividades antibacterianas, antivirais e antiflngicas.

Os antioxidantes sdo substancias que podem retardar ou inibir
0s processos de oxidagdo (SILVA, 2014). A atividade antioxidante é
uma caracteristica de grande importancia na industria, principalmente na
alimenticia, pela necessidade de preservacdo dos alimentos, aumentando
0 tempo de estocagem e diminuindo as perdas nutricionais.

Zanetti et al. (2016) avaliaram a atividade antioxidante do
cinamato de geranila e na maior concentracdo avaliada de 15000 pg.mL"
! obtiveram um resultado de 8,49%, um valor baixo para substancias
caracterizadas como antioxidantes.

Outra propriedade investigada desses compostos é a acdo
biocida dos agentes antimicrobianos, que podem ser definidos como
substancias ativas que contém uma ou mais substancias destinadas a
destruir, inibir o crescimento, prevenir a acdo destrutiva e exercer um
efeito controlador em microrganismos patdgenos por tratamentos
quimicos ou bioldgicos, sendo que os bioldgicos podem ser
considerados ecologicamente corretos (SILVA, 2014).

2.7.1 Atividade antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas de dleos essenciais sdo
conhecidas ha séculos, porém sua comprovogdo cientifica é recente e
diversos estudos sdo publicados continuamente investigando novos
compostos e novas formas de obtencéo desses compostos.
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A atividade antimicrobiana é avaliada por determinacédo de uma
pequena quantidade de uma dada substancia necessaria para inibir o
crescimento do microrganismo. Foram desenvolvidos diversos métodos
para avaliar a atividade antibacteriana e antiflingica. Os principais sdo
método de difusdo em dagar, método de macrodiluicdo e método de
microdiluicdo (OSTROSKY et al., 2008).

Cosentino et al. (1999) estudaram a composi¢do quimica e as
propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais de Thymus. Os
autores confirmaram que as atividades antimicrobianas dos éleos
essenciais de Thymus estdo diretamente relacionadas com o alto teor de
compostos fendlicos. Este estudo reforga o interesse na investigagéo da
atividade antimicrobiana do cinamato de geranila.

Zanetti et al. (2016) avaliou a atividade antimicrobiana do
cinamato de geranila, comparando com o0s seus reagentes &cido
cindmico e geraniol, frente as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos podem ser observados na
tabela 2.2, onde o cinamato de geranila apresentou uma 6tima atividade
antimicrobiana para as bactérias avaliadas. Os autores também
observaram que o halo de inibigdo do cinamato de geranila, para ambas
bactérias, apresentaram um resultado intermediario. Essa combinagéo
demonstra um efeito sinérgico entre os reagentes.

Tabela 2.2: Atividade antimicrobiana dos compostos geraniol, acido
cinamico e cinamato de geranila frente as bactérias E. coli e S. aureus.

. Acido Cinamato de
Microrganismo Geraniol cindmico Geranila
Halo de Inibicdo (mm)
E. coli 25,5+0,05 11,0 £ 0,06 20,2+0,41
S. aureus 35,3+£0,08 16,5+ 0,10 22,8 +0,40

Pesquisar novos agentes antimicrobianos se faz cada vez mais
necessario devido ao surgimento de microrganismos resistentes,
relacionado ao uso indiscriminado de antimicrobianos, e de infeccBes
oportunistas fatais. Estes agentes sdo de grande importancia para as
inddstrias, principalmente as farmacéuticas.

Os mecanismos de atuacdo dos Oleos essenciais nos
microrganismos ndo estdo totalmente esclarecidos. Santos Junior (2011)
estudou a atuacdo dos 6leos essenciais sobre biofilme de Staphylococcus
aureus e sugeriu que o mecanismo de atuacdo entre os Oleos e as
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bactérias esta relacionado com a modificacdo da permeabilidade da
membrana citoplasmatica, danos a varios sistemas enzimaticos,
interrupcdo da forca proton motriz, do fluxo de elétrons, do transporte
ativo e da coagulacdo dos conteidos celulares. Estes fatores influenciam
as caracteristicas funcionais da membrana, pois a permeabilizacdo da
membrana citoplasmatica esta associada a dissipacdo da forca préton
motiva, do pH interno, do potencial elétrico e a perda de metabdlitos e
fons, como potassio e fosfato, causando danos estruturais a parede
citoplasmatica.

Figura 2.7: Ac8o dos 6leos essenciais na célula bacteriana.
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Fonte: Adaptado de Santos Junior (2011).

Estas pesquisas voltadas em buscar agentes antimicrobianos
podem contribuir significativamente para o desenvolvimento no campo
da saude, com a finalidade de encontrar substéncias mais eficazes e
menos toxicas contra o surgimento de microrganismos patogénicos
(OSTROSKY et al., 2008). A aplicacdo direta de 6leos essenciais na
defesa contra patdgenos ou bactérias na inddstria alimenticia pode gerar
algumas desvantagens, pois adicionados em altas quantidades podem
modificar sabor, textura e aroma dos alimentos, motivando buscar
compostos e modifica-los para potencializar suas propriedades
biotecnologicas (SILVA, 2014).

2.8 CONSIDERAGOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Neste capitulo foi apresentada uma revisdo bibliografica do
estado da arte em que se insere o presente trabalho, onde foram
consideradas as contribuicdes disponiveis na literatura para o
desenvolvimento desta dissertacdo. ConsideracGes relevantes para a
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producédo do produto que se deseja obter e suas propriedades, bem como
0s seus sistemas de producdo foram apresentados, 0s quais podem vir a
ser exploradas pelas induastrias farmacéuticas, alimenticias e de
cosméticos.

Conclui-se que as reacGes de transesterificacdo enzimatica para
obter este composto e 0s meios que podem ser utilizados como
ultrassom e agitacdo mecanica ainda estdo em desenvolvimento e
existem diversas lacunas a serem exploradas. No presente trabalho, séo
avaliados diferentes sistemas de obtencdo do cinamato de geranila por
sintese enzimatica e ampliacdo de escala, bem como suas propriedades
antimicrobianas com o propo6sito de oferecer uma contribuicdo ao
desenvolvimento do estado da arte.






3 MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo serdo apresentadas as metodologias e
materiais empregados para a realizagdo dos experimentos e
caracterizacdo dos produtos obtidos.

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Enzima

A enzima comercial Novozym 435 (Novozymes) foi utilizada
como catalisador das reacOes de transesterificacdo e foi gentilmente
cedida pela Novozymes Brasil.

Novozym 435 é uma lipase obtida da Candida antarctica,
imobilizada em resina acrilica macroporosae utilizada para sintese de
ésteres. Sua atividade méxima ocorre a aproximadamente 60 °C e é de
10000 PLU/g (atividade expressa em pmol de n-propil laurato
produzido por grama de catalisador).

3.1.2 Reagentes

Os insumos empregados para a realizacdo das reacGes foram n-
heptano (fornecido pela empresa Vetec em qualidade p.a.), geraniol e
cinamato de etila (ambos fornecidos pela empresa Sigma-Aldrich em
qualidade p.a.).

Os insumos utilizados na determinacdo da atividade enzimatica
foram o 4acido laurico (fornecido pela empresa Sigma-Aldrich em
qualidade p.a.), alcool n-propilico, acetona (ambos fornecidos pela
empresa Vetec em qualidade p.a.) e hidroxido de sodio (Quimex em
qualidade p.a.) com molaridade de 0,01 mol.L™.

3.2 METODOS
3.2.1 Método para analise da atividade enzimatica de esterificacéo

Para andlise da atividade enzimatica o procedimento adotado foi
adaptado de Oliveira et al. (2006). A atividade foi quantificada pelo
consumo de &cido laurico na esterificacéo entre &cido laurico e alcool n-
propilico. A reagdo consistiu em misturar 3 g de 4cido laurico com 0,9 g
de alcool n-propilico em banho encamisado a 60 °C, até completa
dissolucdo do acido. Em seguida retirou-se trés aliquotas de 150 uL e



50

adicionou-se em trés erlenmeyers com 20 mL de uma solu¢do de
acetona:etanol (1:1) (triplicata do branco). Titulou-se até pH 11 com
NaOH 0,01 mol.L™. Apos a retirada da aliquota, adicionou-se a enzima
ao reator encamisado. Deixando com agitacdo magnética (450 rpm) por
40 minutos. Preparou-se mais trés erlenmeyers com acetona:etanol.
Retirou-se mais trés aliquotas que foram adicionadas aos frascos com
acetona:etanol e titulado até pH 11.

Para o calculo da atividade enzimatica foi utilizada a Equacéo
3.1

Atividade <g> _ Yo7 Yo, M %103
g txmg
(3.1)

Sendo:
M = molaridade da solugdo de NaOH;
Vo= volume de NaOH (mL) na titulacdo das amostras de tempo 0;
V40= volume de NaOH (mL) na titulagdo das amostras apds 40 minutos
de reacdo;
m, = massa de derivado enzimatico utilizado na reacéo;
t = tempo de reacdo (40 minutos);
U = 1 umol de acido/minuto.

3.2.2 Métodos reacionais para obtencao de cinamato de geranila

Para as reacOes de sintese enzimatica de cinamato de geranila
foram empregados um reator de vidro de borosilicato, encamisado, com
volume interno de 100 mL (Dist Ltda). As rea¢bes foram conduzidas a
60 °C e o controle da temperatura foi realizado com um banho
termocriostatico com controlador PID e recirculagdo externa de agua
(Microquimica Ltda).

Quando as reacBes foram conduzidas sob agitagdo mecénica
(300 rpm) foi empregado um agitador mecéanico (Modelo 713-T, Fisaton
Equipamentos Cientificos) com um impelidor tipo &ncora. Para o
monitoramento da agitacdo foi utilizado um tacémetro digital (modelo
TD2004-C, Takotron), conforme esquematizado na Figura 3.1.

Numa segunda etapa, as reacdes foram realizadas com agitacao
por ultrassom e agitagdo mecénica. Para tanto foi empregado um banho
com controle de temperatura e poténcia ultrassdnica de 165 W
(Ultronique, Q 5.9/37A). Para melhor compreensdo, um esquema do
sistema reacional € mostrado na Figura 3.2.



51

Figura 3.1: Esquema do sistema reacional operando apenas com agitagdo
mecénica. R = Sensor do tacometro digital; M = Agitador mecénico; RB =
Reator batelada; TC = Controlador de temperatura; B = Banho temocriostéatico.

M
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L

Figura 3.2: Esquema do sistema reacional operando com agitacdo mecénica e
banho de ultrassom. R = Sensor do tacémetro digital; M = Agitador mecanico;
RB = Reator batelada; TC = Controlador de temperatura; B = Banho
temocriostatico; HZ = Controlador de poténcia do banho de ultrassom; T =
Indicador de temperatura do banho de ultrassom.
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Em ambos os sistemas reacionais foram empregados 1 mmol de
geraniol, 0.5 mmol de cinamato de etila e 4.0 mg.cm™ da enzima
Novozym 435 em relagdo ao volume reacional, os quais foram
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alimentados aos reatores previamente carregados com n-heptano (15
mL) aquecido a 60 °C. Os volumes reacionais foram definidos em
experimentos prévios tendo como base o trabalho de Shinde e Yadav
(2014), onde os valores foram calculados para um volume total de 50
mL. Em todos 0s casos a agitacdo mecéanica foi mantida em 300 rpm ao
longo de toda a reacdo em que a mesma foi empregada, com tempo de
batelada de 6 h.

Para a reacdo de scale-up as condicBes utilizadas foram as
mesmas apresentadas para o0 sistema com agitacdo mecanica, porém o
volume do reator utilizado foi de 2500 mL, utilizando um volume de
reacdo de 2000 mL. As quantidades empregadas dos reagentes foram
adaptadas as diferengas de escalas, sendo 133,33 mmol de geraniol,
66,67 mmol de cinamato de etila e 8000 mg.cm™ da enzima Novozym
435.

3.2.3 Separacéo do produto cinamato de geranila

Apos a reacdo a solucdo foi filtrada utilizando um funil de
Biichner com um papel filtro qualitativo (marca Whatman, 110 mm de
didmetro, Alemanha).

Para a evaporacdo do solvente foi utilizado um rotaevaporador
(Modelo Rotavapor R-3, Buchi, Suica), a temperatura de 55 °C em
presséo reduzida (200 mmHg), até que a massa permanecesse constante.

3.2.4 Determinacao da conversao em éster

As analises de conversdo em éster foram realizadas num
cromatografo gasoso, marca Shimadzu modelo 2010 com injetor
automatico e detector de ionizacdo de chama (FID). A coluna capilar
empregada foi Rtx-WAX 30 m x 0.25 mm x 0.25 mm (Restek, n° de
série: 1208976). A programacdo de temperatura da coluna empregada
foi de: 90 °C por 1 min, seguido por uma rampa de aguecimento de até
150 °C por 1 min e posteriormente com uma rampa de 5 °C min-1 até
250 °C permanecendo por 2 min. A temperatura do detector e injetor foi
mantida em 250 °C, sendo que a pressdo do gas de arraste (nitrogénio)
foi de 80 kPa. O volume injetado foi de 1 pL da amostra diluida em n-
heptano, sendo as analises realizadas em triplicata.

A conversdo de geraniol em cinamato de geranila foi calculada
utilizando a Equacéo 3.2:
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Conversio (%) = %. 100 (3.2)
P

A= area do pico;
A, = area do padrdo interno.

3.2.5 Caracterizacao do cinamato de geranila

O produto obtido foi caracterizado por ressonancia magnética
nuclear (RMN, Bruker AC-200F, operando a 200 MHz para
hidrogénio). As andlises foram realizadas utilizando 37 mg do cinamato
de geranila purificado em solvente deuterado dimetilsuféxido (DMSO-
d6), (CIL — Cambridge Isotope Laboratories, Inc., USA). Para
calibracdo dos espectros foi utilizado como referéncia interna 0 TMS
(Tetrametilsilano) 0,01% v/v (6 0,00) para os espectros de hidrogénio.
Os deslocamentos foram registrados em ppm e as constantes de
acoplamento (J) foram calculadas em Hertz (Hz). O software utilizado
foi o ACD-Spec Manager. Os espectros dos insumos foram obtidos do
banco de dados Spectral Database for Organic Compounds SDBS.

3.2.6 Determinacdo de atividade antimicrobiana do cinamato de
geranila por difusdo em &gar

A atividade antimicrobiana das amostras do éster cinamato de
geranila foi avaliada utilizando resultados de testes de difusdo com
pogos no meio solido (&gar), empregando o método do teste de
susceptibilidade para agentes antimicrobianos descritos pelo padréo
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012).

Com o auxilio de um “swab” de algoddo esterilizado, a
suspensdo de bactérias de diferentes microrganismos (10* CFU.mL™)
foram inoculadas na superficie da Agar Padrdo para Contagem (PCA)
(Kasvi). Apo6s, aproximadamente, 5 minutos, fez-se orificios cilindricos
de 5 mm de didmetro, os quais posteriormente foram preenchidos com
cinamato de geranila. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica (Quimis, modelo Q316M4, Brasil) mantida a uma
temperatura de 351 °C. Ap6s 18 horas, os diametros das zonas de
inibicdo foram medidos utilizando uma régua milimétrica calibrada.
Todos os testes de difusdo em agar foram realizados em triplicata para
cada microrganismo.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O propésito deste trabalho foi comparar 0 método convencional
com agitagdo mecanica com um método com ultrassom para obtencédo
do éster cinamato de geranila. Foi realizada a ampliacdo de escala para
validacdo do método escolhido e finalizado com a aplicacdo do
composto em atividade antimicrobiana.

4.1 ATIVIDADE ENZIMATICA

Foi analisada a atividade enzimatica da Novozym 435 no inicio
dos trabalhos experimentais. A Tabela 4.1 apresenta os dados
experimentais e valores obtidos para a realizagéo do célculo.

Tabela 4.1: Valores obtidos pelo método de titulagéo para o calculo da atividade
enzimatica da Novozym 435.

REAGENTE QUANTIDADE
Novozym 435 0,1955 g
Acido laurico 3,0012 g
Alcool n-propilico 0,9109 g
Vo1 43,1000 mL
Vo2 50,0000 mL
Vo3 43,5000 mL
V40-1 14,3500 mL
V40-2 15,8000 mL
V40-3 14,3000 mL

Utilizando a metodologia descrita no item 3.2.1 e os valores
apresentados na Tabela 4.1 a atividade calculada para a enzima
Novozym 435 foi de 37,34 + 5,56 U/qg.

Chiaradia (2015) no seu estudo de imobilizacdo da lipase B de
Candida antarctica em nanoparticulas super para-magnéticas de
poli(ureia-uretano), PUU, obteve uma atividade para a enzima livre de
18,7 U/g utilizando a metodologia de Oliveira et al. (2006). Utilizando a
mesma metodologia Zanatta e Dalla Rosa (2014) também determinaram
a atividade enzimatica da Novozym 435, armazenada em geladeira a
4°C e obtiveram um resultado de 47,9 U/g.

O fornecedor Novozymes utiliza uma metodologia interna e de
matriz microbioldgica Unica para determinacdo da atividade e informa
em sua literatura, vide Anexo 1, um valor de 10000 PLU/g.
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4.2 ENSAIOS PRELIMINARES DOS SISTEMAS REACIONAIS

Os estudos preliminares para obten¢do do cinamato de geranila
foram conduzidos em trés diferentes sistemas reacionais: s6 o uso do
banho de ultrassom, s6 o uso da agitacdo mecénica e a utilizacdo da
agitacdo mecanica combinada com o banho de ultrassom, a Figura 4.1
representa o dispositivo reacional montado para a realizagdo dos testes.
As reacdes foram realizadas durante 6 horas, numa temperatura de 60
°C e a conversdo foi determinada utilizando a metodologia apresentada
no item 3.2.2. Os resultados das reacfes sdo apresentados na Tabela 4.2.

Figura 4.1: Sistema para reagfes com agitacdo mecénica e banho de ultrassom.
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Tabela 4.2: Resultados obtidos em diferentes sistemas reacionais para 6 horas

de reacéo.
Sistema Agitagio (rpm) ~ CONVETSA0  pbegio padréo
reacional giag P (%) P
Banho de 98,3
ultrassom com 300 99,2 0.9

agitacao
mecanica 1000

61,4
Banho de } 4.5
ultrassom °8,5

52,5

99,4
Agitacdo ’ 0.8
mecanica 300 98,0

98,0

Analisando-se o0s resultados apresentados na Tabela 4.2,
conclui-se que os sistemas de agitacdo mecénica e banho de ultrassom
combinado com agitacdo mecanica apresentaram resultados similares de
conversao.

O sistema no qual foi utilizado apenas o banho de ultrassom
resultou em menor conversao e por este motivo ndo foi utilizado nos
experimentos posteriores. Uma justificativa para tal resultado esta
relacionada com a precipitagdo da enzima imbolizada, por ndo haver
agitacdo turbulenta o suficiente para manté-las em suspensdo,
prejudicando a interagdo entre enzima/substrato.

Shinde e Yadav (2014) também analisaram a influéncia de
alguns pardmetros na produtividade da transesterificaco enzimética e a
velocidade de agitacdo se mostrou como sendo o de maior significancia.

4.3 AGITACAO MECANICA VERSUS AGITACAO MECANICA
COM ULTRASSOM

Os resultados obtidos na cinética de uma transesterificacio
enzimética realizada durante 6 horas num reator encamisado sdo
apresentados no Anexo |1, e analisados graficamente na Figura 4.2. Nao
se observa influéncia do ultrassom durante toda a reacéo. Tal resultado
possivelmente foi obtido pelo fato da poténcia do banho de ultrassom
ser geralmente baixa, a fim de se evitar danos cavitacionais na parede do
tanque e também pelo elevado volume de liquido processado
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(O'DONNELL et al.,, 2010). Considerando-se 0s custos adicionais
envolvidos quando se opera com um reator irradiado com ultrassom e 0s
periféricos necessarios, conclui-se que ndo existem vantagens
significativas no emprego de tal sistema. Ou seja, apenas a agitacdo
mecanica convencional é suficiente para a obtencdo de conversdes
elevadas de cinamato de geranila nas condi¢Ges estudadas. Para
possibilitar futuros estudos adicionais, foi ajustado um modelo
matematico para descrever a cinética da reacéo.

Para a modelagem matematica do processo foi seguido o
mesmo procedimento adotado por Magalhdes (2010) que aplicou a
equacdo de Michaelis-Menten, porém ndo obteve um bom ajuste. O
autor desenvolvolveu um modelo cinético para a obtengao de biodiesel a
partir da transesterificacdo de diversos 6leos vegetais. O procedimento
estd descrito em Fogler (2005) e trata-se de um balanco de massa
aplicado a um reator batelada no qual ndo ocorrem mudangas de fase
nem alteragBes significativas nas propriedades fisico-quimicas das
substancias envolvidas. A Equacéo 4.1 é o balanco diferencial de massa
para o consumo de geraniol, partindo-se da consideracdo que todo
geraniol consumido é empregado na producgdo de cinamato de geranila.
A Equacdo 4.2 é a forma integrada da Equacdo 4.1, que se encontra
resolvida na forma da Equagdo 4.3. Substituindo [S] na Equacéo 4.4 e
rearranjando na Equacdo 4.5.
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Figura 4.2: Evolucdo da conversdo de 1 mmol de geraniol e 0,5 mmol de cinamato de
etila catalisado com 4,0 mg.cm™ de Novozym 435 em cinamato de geranila em
funcéo do tempo. A reagdo ocorreu durante 6 horas, 60°C e 300 rpm.
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Como a reacdo ocorre a volume constante, a concentra¢do de
substrato pode ser obtida como sendo [S] = [S], (1-X), onde [S] é a

concentracdo de substrato e X a conversao. Substituindo na Equacédo 4.3
obtém-se a Equacédo 4.4;

t =

%ln (1 iX) * [S]VZ;X
(4.4)
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A qual pode ser reescrita na forma:

L1\ _Vm_[sl, X
tn(l—X)_Km Km't

(4.5)

Onde Vm ¢ a velocidade maxima da reacdo e Km a constante da
cinética da reacdo. O parametro Km também é dito como sendo a
constante de Michaelis-Menten quando tal modelo é aplicado em
situacBes que a concentragdo inicial de substrato é variada num conjunto
de experimentos.

O modelo cinético apresentado foi aplicado por Magalhdes
(2010) e nos casos estudados pelo autor, os valores determinados para
Km e Vm ndo foram apropriados, pois resultaram em constantes
negativas. Entretanto, no presente trabalho, tal modelo se mostrou
apropriado, como pode ser visto a seguir.

A partir dos dados experimentais obtidos da conversdo de
cinamato de geranila em fungéo do tempo, para os instantes iniciais de
reacdo, foram determinadas as constantes da Equacéo 4.5 utilizando-se o
método de estimacdo linear de parametros empregando-se o ajuste da
linha de tendéncia do Microsoft Excel. Tais ajustes foram realizados
tanto para o sistema com agitacdo mecanica, quanto para 0 com agitacao
mecanica mais ultrassom, e os resultados obtidos estdo apresentados nas
Figuras 4.3 e 4.4.



Figura 4.3: Ajuste linear aos dados experimentais apresentados no Anexo 1l

para sistema utilizando agitacdo mecénica.
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Figura 4.4: Ajuste linear aos dados experimentais apresentados no Anexo Il
para sistema utilizando agitagdo mecénica e ultrassom.
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Os coeficientes de determinacgdo (R?2) obtidos a partir dos ajustes
lineares para os sistemas operando com apenas agitacdo mecanica e
operando sob agitagdo mecénica e ultrassom foram de 0,967 e 0,953,
respectivamente. Ou seja, ambos 0s resultados possuem valores da
variancia superiores a 95%, caracterizando um ajuste satisfatdrio.

A partir do ajuste da Equacdo 4.5 foram estimados os valores
das constantes Km e Vm, os quais sdo, respectivamente, 1,106
mmol.cm® e 0,002 mmol.cm®min™ para o sistema com agitac&o
mecanica e ultrassom e 1.110 mmol.cm™ e 0,0015 mmol.cm™min™ para
0 sistema utilizando apenas agitacdo mecanica.

Analisando os valores obtidos, & possivel concluir que a
eficiéncia do sistema reacional conduzido sob agitagdo mecénica e
ultrassom comparado com o sistema conduzido apenas sob agitacdo
mecanica ndo apresentam diferencas significativas. Segundo Remonatto
et al. (2015), a agitagdo mecénica é muito importante para promover a
miscibilidade entre substratos e prevenir a decantacdo da enzima no
reator.

Inimeros trabalhos disponiveis na literatura técnico-cientifica
ressaltam que o emprego de ultrassom incrementa o contato entre a
enzima e substrato, elevando a eficiéncia da reacdo (LERIN et al., 2014;
BALEN et al., 2015; REMONATTO et al., 2015). No caso estudado no
presente trabalho, o emprego de ultrassom ndo apresentou uma
eficiéncia relevante. Tal fato pode ter ocorrido devido as limitacbes de
transferéncia de massa que podem estar relacionadas ao tipo de suporte
empregado para a imobilizacdo das enzimas, o qual ndo foi
caracterizado, pois todos os insumos foram utilizados como recebido.
Outros autores também relataram que a irradiacdo por ultrassom néo
apresentou vantagens de processo como, por exemplo, o de Trentin et al.
(2013).

Convém destacar, também, que a producdo de cinamato de
geranila é um tema relativamente novo e com pouca literatura
disponivel, o que possibilita que sejam realizados novos estudos sob
diferentes condicGes experimentais daquelas aqui exploradas.

4.4 SCALE-UP DO SISTEMA REACIONAL COM AGITAGAO
MECANICA

Com o intuito de analisar o aumento de escala, foi realizado um
scale-up da reacdo de transesterificacio com agitacdo mecénica,
conforme ilustrado na Figura 4.3.
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Inicialmente foi realizada a determinacdo do nimero de
Reynolds dos sistemas reacionais considerando-se 0s reatores
disponiveis, conforme Tabela 4.4.

Figura 4.5: Sistema com agitagcdo mecéanica para reagdo de ampliacdo de escala,
com volume interno de 2500 mL.
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Tabela 4.3: Caracteristicas dos sistemas reacionais disponiveis.

. SISTEMA SISTEMA

CARACTERISTICA REACIONAL 1 REACIONAL 2
Capacidade do reator 100 mL 2500 mL

Volume reacional 50 mL 2000 mL
Diametro do impelidor 3cm 8cm

Relacdo altura 299
(L)/diametro (D) do ' 2,5
reator
Diametro do reator 54 cm 32cm

O quociente altura do volume reacional (L) pelo diametro (D) é
um dos pardmetros a ser considerado numa ampliacdo de escala e deve
ser mantido constante. No caso estudado, o segundo sistema reacional
possui um quociente L/D aproximadamente 10% superior ao primeiro.
Entretanto, tal fato ndo invalida o estudo ja que ndo ocorrem variacdes
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significativas de viscosidade e de massa especifica ao longo da reacéo
nem mudanca de fase.

Em todos os calculos realizados, considerou-se apenas o
solvente por ser este o componente de maior volume e também a
temperatura ambiente (25 °C). As propriedades fisicas do n-heptano séo:
Massa especifica, p = 0,68 g.cm’; Viscosidade, u = 3,86x10° g.(cm.s) ™.

O calculo do nimero de Reynolds (Re) para tanques agitados é
expresso pela Equacdo 4.6, onde N (rpm) representa a frequéncia de
agitacao:

__ pND?
u

Re (4.6)

Substituindo-se os valores da Tabela 4.4 e as propriedades
fisicas no n-heptano na Equacéo 4.6, obtém-se:

Para o sistema reacional 1: Re; = 4,76 x10°

Para o sistema reacional 2: Re, = 2,82 X 10*

A relacdo (Rey/Re;) é de 5,93, ou seja, mantendo-se as
condicBes de agitacdo garante-se que 0 segundo sistema reacional,
embora de maior volume, ainda opere em condi¢8es turbulentas.

A conversdo obtida para esta reacdo, apds 6 horas, numa
temperatura de 60°C foi de 88,85% + 0,01, confirmando a eficacia do
processo. Esta comprovacao estd baseada numa pesquisa de mercado,
onde apenas dois fabricantes foram encontrados um nos Estados Unidos
da América e outro na China. Em ambos 0s casos 0 maximo de pureza
oferecido foi de 98% com um valor de USD 418,67/grama de produto.

45 AVALIAGAO DA ESTRUTURA DO PRODUTO POR
ESPECTROMETRIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN)

A obtencdo de cinamato de geranila através de uma
transesterificagdo entre cinamato de etila e geraniol foi confirmada pela
espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN), utilizando o
produto purificado para a analise. Na Figura 4.6 € mostrado o espectro
de RMN de tH do cinamato de geranila em DMSO-d6 com alguns picos
relevantes em &/ppm: 7,35 — 7,60 (H, aromatico); 7,61 — 7,75 vicinal ao
anel vinilico com constante de acoplamento de J = 16 Hz e 6,59-6,67
correspondente ao hidrogénio vinilico em posicdo trans) com constante
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de acoplamento de aproximadamente 16 Hz; 4,15 (correspondente a O-
CH,); 1,26 (aos grupos 2CHg); 1,56 (correspondente a metila CHj3) e
1,70-2,03 (corresondente a duas metilas CH,).

A Tabela 4.4 apresenta os deslocamentos obtidos na analise que
foram utilizados para confirmar a estrutura do cinamato de geranila é
mostrada na Figura 4.6. Na Figura 4.7 é possivel observar o espectro de
RMN do geraniol enquanto na Figura 4.8 encontra-se 0 espectro do
cinamato de etila. Na Figura 4.9 é apresentado o espectro do DMSO. E,
finalmente, na Figura 4.10 é mostrado o espectro de RMN do n-heptano.

Tabela 4.4: Resultados dos deslocamentos de tH.

H’s Deslocamento
correspondentes (ppm)
7,704
7,53
7,45
7,37
6,471
5,97
1,705
4,715
2,05
2,08-2,13
5,086
1,678
1,600

ZZIro«XOmMmMmMOUOw>

Figura 4.6: Espectro de RMN de 'H do cinamato de geranila em DMSO-ds.
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Figura 4.7: Espectro de RMN do geraniol.

HSP-40-543

ppm
Fonte: SDBS.

Figura 4.8: Espectro de RMN do cinamato de etila.

HEP-00-049 ppm

Fonte: SDBS.




Figura 4.9: Espectro de RMN do DMSO.

HRZ01402376NS Epm

Fonte: SDBS.

Figura 4.10: Espectro de RMN do n-heptano.
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HSP-03-529 ppm

Fonte: SDBS.
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Analisando-se 0s espectros acima, juntamente com 0s
deslocamentos apresentados e as constantes de acoplamento, conclui-se
gue a estrutura obtida € a mesma encontrada por Zanetti et al. (2016),
conforme a Figura 4.11.

Figura 4.11: Andlise de hidrogénios alinhados com a estrutura do cinamato de
geranila.
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Também é possivel concluir que 0 DMSO empregado contém

tracos de H,O, mas que isso ndo prejudica a interpretacdo dos espectros.

Convém destacar que a rota de sintese empregada por

Zanetti et al. (2016) contemplou a esterificacdo do acido cinamico para a

obtencdo do cinamato de geranila, chegando aoc mesmo resultado que no

presente trabalho onde foi empregado o etil cinamato. Ou seja, 0s

autores utilizaram um sistema diferente e empregaram reagentes com
custos superiores do que aqueles aqui empregados.

4.6 ANALISE ANTIMICROBIANA DO CINAMATO DE GERANILA

Neste item sdo apresentados os resultados obtidos dos testes de
atividades antimicrobianas realizados com o éster cinamato de geranila,
purificado, obtido de uma transesterificacdo catalisada pela lipase
Novozym 435 e com o auxilio de apenas agitacdo mecanica. A atividade
antimicrobiana foi realizada em triplicata com duas placas comparativas
e as bactérias avaliadas foram: Staphylococcus epidermidis; Escherichia
coli; Staphylococcus aureus e Bacillus cereus.

Baseado no método de Ponce et al. (2003) a sensibilidade do
éster ¢é classificada pelo diametro de inibicdo dos halos como: pouco
sensivel para didmetros menores de 8 mm; sensivel para didmetros de 9
-14 mm; muito sensivel para didmetros de 15-19 mm e extremamente
sensivel para didmetros maiores que 20 mm. Este teste de sensibilidade
é uma técnica de difusdo em placas muito comum, pois sua excecucao é
facil e requer pequenas quantidades de amostra. Os resultados obtidos
da sensibilidade das bactérias ao cinamato de geranila sdo apresentados
na Tabela 4.6.
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Tabela 4.5: Resultado da sensibilidade das bactérias avaliadas ao cinamato de

geranila.
Bactéria _ Halode o dinilidade Figura
inibicdo (mm)
. . Extremamente
Staphylococcus epidermides 19,5+ 0,57 sensivel 4.12
Extremamente  4.13
Staphylococcus aureus 21,5+0,50 sensivel
Escherichia coli 153+0,57  Muito sensivel 414
Bacillus cereus 12,3 +0,57 Sensivel 4.15

Figura 4.12: Anélise da atividade antimicrobiana da bactéria Staphylococcus
epidermidis.
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Figura 4.13: Analise da atividade antimicrobiana da bactéria Escherichia coli.

Figura 4.14: Anélise da atividade antimicrobiana da bactéria Staphylococcus
aureus.
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Figura 4.15: Anélise da atividade antimicrobiana da bactéria Bacillus
cereus.

Avaliando os resultados obtidos conclui-se que as bactérias do
género Staphylococcus apresentaram maior sensibilidade & presenca do
cinamato de geranila comparado as outras bactérias.

Silva et al. (2015) analisaram a atividade do acetato de eugenila
pelo mesmo método utilizado no presente trabalho. Os autores
obtiveram um halo de inibicdo de 17,67 mm para Staphylococcus
epidermides e 15,67 mm para Staphylococcus aureus, ou seja, ambas
apresentaram uma inibicdo inferior, na presenca do referido composto,
se comparado ao cinamato de geranila. Uma possivel justificativa para
este resultado pode estar relacionada com uma maior interacdo do
cinamato de geranila com a membrana citoplasmatica das bactérias,
promovendo alteragdes estruturais.

O género Staphylococcus pertence a familia das
Micrococcaceae, sd0 cocos gram-positivos, anaerdbias facultativas e
quimiorganotroficas com metabolismo fermentativo e respiratorio. Este
género é composto por 35 espécies sendo a de maior importancia a
Staphylococcus aureus, denominada como coagulase positiva e o
segundo em importancia o Staphylococcus epidermides, também
reconhecida como coagulase negativa (SCN) (HOLT et al., 1994).
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Os Staphylococcus tém ganhado importancia a partir da década
de oitenta por serem reconhecidos como potenciais agentes causadores
de doencas (KLOOS e BENNERMAN, 1994). Segundo Silva et al.
(2010), a transmissdo desta bactéria por portadores infectados aumenta o
fator de risco para infecgdes hospitalares.

Uma possivel aplicacdo para o cinamato de geranila esta
relacionada com o combate de infecgdes hospitalares, através de
produtos de limpeza do ambiente e instrumentais. Segundo Silva et al.
(2010), cerca de 50 a 87% das infeccbes hospitalares, tem o
Staphylococcus como agente responsavel, e desses casos 16 a 43% o0s
pacientes evoluem para 6bito em fungdo do amplo espectro de
resisténcias desses microrganismos aos antimicrobianos.

Outra bactéria testada foi a Escherichia coli que € uma bactéria
gram-negativa, anaerébia  facultativa pertencente a familia
Enterobactereacea. Ela é encontrada na microbiota intestinal de seres
humanos e animais de sangue quente e podem causar infecgdes
intestinais e infeccdes extra-intestinais (PASSOS et al., 2014). Com 0s
resultados apresentados na Tabela 4.6, a E. coli é muito sensivel ao
cinamato de geranila, apresentando um bom efeito inibitério.
Comparando os resultados obtidos com o estudo de Silva et al. (2015) os
autores obtiveram um halo de inibigdo de 12,33 mm para E. coli,
apresentando um efeito inferior de inibicdo comparado ao obtido com
cinamato de geranila de 15,3 mm.

Zanetti et al. (2016) também estudaram o efeito antibacteriano
do cinamato de geranila frente as bactérias S. aureus e E. coli e
compararam com 0S Seus reagentes geraniol e acido cindmico onde
obteveram os halos de inibicdo para S. aureus de 35,3 mm, geraniol,
16,5 mm, acido cindmico, e 22,8 mm para cinamato de geranila. Para E.
coli os valores foram de 25,5 mm, geraniol, 11,0 mm, acido cinamico, e
20,2 mm para cinamato de geranila. Os autores pontuaram o efeito
sinérgico entre os reagentes no resultado obtido. Entretanto, a rota
cinética empregada no presente trabalho bem como os procedimentos
sdo diferentes daqueles utilizados por Zanetti et al. (2016), o que
dificulta a comparagao dos resultados.

A bactéria que apresentou menor sensibilidade ao cinamato de
geranila, porém com resultado consideravel, foi o Bacillus cereus. Esta é
uma bactéria gram-positiva, esporulada, pertencente ao género Bacillus
e uma das mais resistentes ao calor (VIDAL-MARTINS; ROSSI
JUNIOR; REZENDE-LAGO, 2005). O Bacillus cereus é uma das mais
importantes na industria de alimentos, por sua capacidade de produzir
toxinas e causar toxinfecgio alimentar. E encontrada com frequéncia em
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produtos lacteos e sdo responsaveis por grandes perdas econdmicas,
devido ao seu potencial de deterioracdo, e causar riscos para a sadde
publica (VIDAL-MARTINS; ROSSI JUNIOR; REZENDE-LAGO,
2005).

O mecanismo de atuacdo do cinamato de geranila sobre as
varias bactérias analisadas é dificil de ser determinado. Porém, segundo
pesquisas realizadas por Piccoli et al. (2014), levam a atribuir que os
compostos fendlicos interagem com varios componentes celulares e
afetam diferentes processos metabdlicos e fisiolégicos, modificando a
permeabilidade da membrana citoplasmatica. Esta modificagdo provoca
ruptura do fluxo de elétrons, perturbagéo do transporte ativo, inibicéo de
atividade de enzimas e coagulagdo do conteldo citoplasmatico.

Diversos estudos indicam que os 6leos essenciais que contém
compostos fendlicos como majoritarios em sua composicao, apresentam
maiores atividades antimicrobianas, principalmente em bactérias gram-
positivas (PICCOLI et al., 2014). Isto explica a maior inibicdo do
cinamato de geranila para as bactérias do género Staphylococcus. Para o
Bacillus cereus, que também é uma bactéria gram-positiva, o resultado
foi um pouco inferior ao das Staphylococcus, podendo estar relacionado
com as diferentes caracteristicas entre elas. E importante destacar que
por se tratar de testes com microrganismos, pode haver variacdes de
resultados atribuidos a alguns fatores, entre eles 0 microrganismo e a
cepa utilizada no teste.

Comparando os resultados obtidos com o cinamato de geranila
ao estudo de Silva et al. (2015) que utilizou acetato de eugenila, pode-se
afirmar que o cinamato de geranila apresenta maior atividade
antimicrobiana as bactérias discutidas. Porém comparado aos seus
reagentes o produto apresenta um desempenho intermediario.

Com base nos resultados apresentados neste item, pode-se
concluir que o cinamato de geranila é efetivo no combate de diversas
bactérias e por se tratar de um produto pouco conhecido faz-se
necessario explorar mais aplicagdes.






5 CONCLUSOES

A implementacdo comercial de reacBes enzimaticas em
processos requer otimizacoes de condi¢des de reacdo para reduzir custos
de producdo. Com tal objetivo, no presente trabalho foram analisados
trés diferentes sistemas de producdo do cinamato de geranila por
transesterificacdo enzimatica em regime de batelada, estes sistemas séo:
banho de ultrassom, agitacdo mecanica e agitacdo mecanica combinada
com banho de ultrassom.

Na primeira etapa foi determinado qual o sistema mais eficaz e
tanto a agitagdo mecanica quanto o ultrassom resultaram em conversdes
elevadas.

Na segunda etapa foi avaliada a cinética desses dois sistemas
para validar a real necessidade de utilizar o ultrassom e ap6s seis horas
de reacdo os dois sistemas apresentaram resultados similares, néo
justificando a utilizacdo de mais um equipamento e dispéndio adicional
de energia para obter este produto nas condicGes estudadas.

A fim de validar este processo para uma possivel utilizacdo
industrial, foi realizada uma ampliagdo de 50 vezes maior que o sistema
reacional empregado inicialmente em laboratorio e o rendimento foi de
aproximadamente 90%.

A importéncia do cinamato de geranila também foi explorada e
sua eficAcia como um agente antibacteriano foi comprovada nas
principais bactérias patdgenas tanto no meio hospitalar quanto em
alimentos.






6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ao final do estudo para avaliagdo dos sistemas de obtencdo do
cinamato de geranila por reacdo enzimatica, propdem-se como sugestoes
para trabalhos futuros:

1) Realizar experimentos, em diferentes condicOes, para se avaliar
a cinética e ampliar a faixa de validacdo do modelo matematico
do processo;

2) Explorar as aplicagfes do cinamato de geranila;

3) Estudar o mecanismo de atuacdo do cinamato de geranila na
presenca de bactérias;

4) Awvaliar a toxicicidade do cinamato de geranila para aplicacGes
farmacéuticas e hospitalares.
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Tabela apresentando os experimentos realizados e conversdo obtida ao longo
das 6 horas (resultados obtidos em analises realizadas em triplicata).

Conversao (%)

Tempo (min) Agitacdo mecanica + Agitacao

Ultrassom mecéanica
0 0,000 0,000
15 28,909 25,141
30 42,795 38,000
45 48,000 44,000
60 52,400 48,000
75 57,000 55,000
90 64,500 61,000
105 66,011 64,000
120 72,817 71,800
150 77,000 76,080
180 85,000 83,500
210 87,000 85,000
240 92,000 91,000
270 96,000 94,000
300 97,500 96,800
330 99,000 98,300

360 99,194 99,437




