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“Around here, however, we don't look backwards for very long.
We keep moving forward, opening up new doors and doing new
things, because we're curious... and curiosity keeps leading us
down new paths”.

Walt Disney
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Este trabalho objetivou o estudo das variaveis que interferem na sintese
enzimatica de acetato de eugenol em sistema livre de solvente. Eugenol,
presente no 6leo essencial de cravo-da-india, e anidrido acético foram
empregados como substratos para a reagdo. Inicialmente, para a sele¢do
do melhor biocatalisador, foram utilizadas as lipases comerciais
Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM, além de avaliar-
se a influéncia da umidade das enzimas na produgdo de acetato de
eugenila. Com o biocatalisador escolhido avaliou-se o efeito da
velocidade de agitacdo na producéo de acetato de eugenila. A partir dos
planejamentos experimentais se obteve a maior conversao (83,54%) nas
condi¢des 1:5 de razdo molar (mol de eugenol:mol de anidrido acético),
5% (m/m de substrato) de concentracdo de enzima e 70 °C de
temperatura. Através do primeiro estudo cinético considerou-se a
concentracdo de 5% com 60 min (1 h) de tempo reacional como a
melhor condicdo (90,73% atingido); para o segundo estudo cinético
escolheu-se a razdo molar 1:5 mol:mol em 120 min (2 h), ja que atingiu
92,86% de acetato de eugenila. O reuso enzimatico com Lipozyme TL
IM apresentou uma elevada conversdo de 94,32%. No segundo ciclo a
conversdo caiu para 75,18%, e no terceiro ciclo para 53,17%. Da
amostra obtida na condi¢do experimental otimizada e purificada
confirmou-se através da RMN-"H que 0s espectros com seus respectivos
deslocamentos dos atomos pertencem a uma molécula de acetato de
eugenila. Na atividade antimicrobiana a média das bactérias Gram-
negativas foi 17,55 mm, pelo qual foram mais sensiveis ao poder
antimicrobiano do acetato de eugenila, em comparacdo das bactérias
Gram-positivas, que tiveram uma média de 16,62 mm de halo de
inibicdo. Estes resultados demonstram a importancia da reacdo de



esterificacdo enzimatica para melhorar as propriedades do dleo essencial
de cravo-da-India, para que o mesmo possa ser aplicado como
antimicrobiano natural em alimentos e bebidas.

Palavras-chave: acetato de eugenila, 6leo essencial, acetilacdo
enzimatica, sistema livre de solvente.
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This work aimed to study the variables that interfere with the enzymatic
synthesis of eugenyl acetate in a solvent free system. Eugenol, present in
the essential oil of clove, and acetic anhydride were used as substrates
for the reaction. Initially, for selection of the best biocatalyst were used
commercial lipases as Novozym 435, Lipozyme RM IM and Lipozyme
TL 1M, besides assessing the influence of the humidity of the enzymes
in the production of eugenyl acetate. Once the biocatalyst had been
chosen, the effect of the velocity of agitation in the production of
eugenyl acetate was evaluated. From the experimental design, the
highest conversion (83.54%) reached was in terms of molar ratio 1.5
(mol of eugenol:mol of acetic anhydride), 5% (w/w of substrate) of
enzyme concentration and 70 °C of temperature. The first kinetic study
permitted the selection of 5% of enzyme concentration and 60 min (1 h)
of time as the best reaction condition (90.73%); from the second kinetic
study was chosen as the best condition: 1:5 mol:mol of the molar ratio in
120 min, with 92.86% achievement of eugenyl acetate. Both kinetics
show their specific rates, whose tendency was to decrease with the
increment of the production of eugenila acetate. The enzyme Lipozyme
TL IM reusability, firstly showed high conversion of 94.32%. In the
second cycle the conversion dropped to 75.18%, and so for the third
cycle 53.17%. The optimal experimental condition was purified and
confirmed by "H-NMR spectra, with the respective displacements of
atoms belonging to a molecule of eugenyl acetate. In the antimicrobial
activity, the mean was 17.55 mm for Gram-negative bacteria, whereby
they were more sensitive to the antimicrobial power of eugenila acetate,
compared to the mean obtained on Gram-positive bacteria which had an
average 16.62 mm of inhibition halo. These results show the importance
of an esterification reaction, to improve the properties of the essential oil



of clove, so that it can be added as a natural antimicrobial agent in food
and beverages.

Keywords: eugenyl acetate, essential oil, enzymatic acetylation, solvent
free system.
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20 Introducdo

1 INTRODUCAO

O crescente numero de pacientes imunocomprometidos nas
Gltimas décadas trouxe um aumento da incidéncia de infeccdes
bacterianas e flngicas, as quais sdo a maior causa de morbidade e/ou
mortalidade (LEWIS; AUSUBEL, 2006). Apesar das constantes
melhorias nas técnicas de higiene, visando eliminacdo de patégenos na
producdo de alimentos, a seguranca alimentar continua sendo de grande
importancia para a satde publica.

Outro fator que chama a atencdo € a alta incidéncia de doencas
cardiovasculares, hipertensdo e derrames, sendo estas associadas ao
elevado consumo de sédio (WHO, 2012). Considerando que em alguns
alimentos processados, 0 sodio também atua como conservante, inibindo
0 desenvolvimento de micro-organismos patogénicos, a reducdo da
concentracdo de sodio nestes alimentos requer a adicdo de conservantes
para garantir a qualidade microbioldgica dos mesmos (BURT, 2004).
Assim, as industrias estdo constantemente a procura de novos
conservantes que mantenham a qualidade e sabor dos alimentos, que
sejam ao mesmo tempo de baixo impacto ao meio ambiente e atendam a
nova tendéncia por produtos naturais. As plantas utilizadas pela
medicina popular sdo recursos promissores, para 0 tratamento de
patologias causadas pela ingestdo de alimentos contaminados, aliada as
pesquisas que confirmem estas propriedades terapéuticas.

Desde tempos antigos as civilizages focaram-se na atividade
antimicrobiana presente nas esséncias de 6leos de varias plantas, tendo
componentes benéficos e terapéuticos nos campos da medicina. Neste
sentido, 6leos essenciais derivados de plantas aromaticas medicinais tém
excepcionalmente bons efeitos antimicrobianos, antimicoticos e
antitoxigénicos, contra bactérias, leveduras, fungos filamentosos e virus
(DEVI et al., 2010), fato que faz com que estes compostos tenham
recebido grande atengdo na aplicacdo em alimentos como aditivos
antimicrobianos, por suas propriedades hidrofébicas que limitam sua
dispersdo ajudando a estabilizacdo em sistemas aquosos dentro dos
alimentos (BRENES; ROURA, 2010).

Especiarias como cravo, orégano, menta, tomilho e canela tém
sido utilizadas como conservantes de alimentos hé varios anos. O cravo
em particular atraiu mais atencdo uma vez que apresentou maior
potencial antioxidante e antimicrobiano destacando-se entre as outras
especiarias (SHAN et al., 2005). O 6leo essencial de cravo-da-india é
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um efetivo agente antimicrobiano e antioxidante (grupo hidroxila),
sendo estas caracteristicas atribuidas as de seu composto majoritario, o
eugenol (AYOOLA et al.,, 2008). Porém, a aplicacdo direta deste
composto fendlico volatil, o eugenol apresenta algumas desvantagens,
principalmente por apresentar baixa estabilidade por possuir um radical
hidroxila na sua molécula que é particularmente instavel na presenca de
fatores como luz, ar, umidade, e altas temperaturas, o que faz reagir
rapidamente com outras moléculas. Uma alternativa seria a substituicdo
do eugenol, sendo que, além de apresentar muitas vantagens em relacéo
as propriedades bioldgicas, surge a possibilidade de que seus derivados
acilados, esterificados, acetilados, entre outros, apresentem propriedades
ainda melhores (KARMAKAR et al., 2012; HUANG et al., 2002;
CARRASCO et al., 2008).

Desta forma, modificagdes moleculares, como a adi¢do de grupos
funcionais a estrutura da molécula do eugenol, através de reacdes de
acetilacdo, surgem como uma alternativa para minimizar os problemas
de estabilidade. Processos que incluem catalise quimica séo altamente
guestionados em relacdo a contaminacdo ndo somente do produto como
também dos residuos altamente tdxicos gerados no processo. Uma
alternativa sustentavel, promissora e efetiva é a aplicacdo de
biocatalisadores enziméticos para producdo de compostos especificos ou
complexos requeridos pelas indUstrias. Em geral, métodos biocataliticos
de sintese de ésteres sdo preferiveis quando comparados com métodos
guimicos convencionais. O uso de reacOes catalisadas por enzimas
contornam muitos destes problemas, devido a especificidade do
substrato, régio e enantio seletividade destes biocatalisadores, que
podem ser utilizados em condigdes reacionais brandas. Outra vantagem
interessante da modificacdo enzimatica, do ponto de vista comercial, é
que realizada em sistema livre de solvente, forma-se um composto
catalogado como natural com valor agregado, sem gerar residuos
toxicos ao ambiente que precisem de gastos extras em tratamentos
complexos de purificacdo entre outros.

Dentro deste contexto, este trabalho objetiva a producdo de
acetato de eugenila através de uma reacéo de acetilacdo enzimatica em
sistema livre de solvente, usando como substrato eugenol, presente no
6leo essencial de cravo-da-india e anidrido acético, além da avaliacdo
do potencial antimicrobiano da molécula produzida: acetato de eugenila.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um processo biotecnolégico para produgdo de
acetato de eugenila via acetilagdo enzimatica, em sistema livre de
solvente orgénico e avaliar o potencial antimicrobiano do éster obtido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar o melhor catalisador assim como a velocidade de
agitacdo para sintetizar acetato de eugenila utilizando o eugenol presente
no 6leo essencial de folha de cravo-da-India como reagente de partida.

Avaliar o efeito das varidveis do processo (razdo molar,
concentracdo de enzima e temperatura) empregando técnicas de
planejamento experimental visando determinar otimizar o processo, que
maximizem a conversao do acetato de eugenila.

Avaliar a cinética reacional dos sistemas estudados nas condi¢des
experimentais maximizadas determinadas na etapa anterior.

Determinar a estrutura do éster obtido.

Avaliar a atividade antimicrobiana do acetato de eugenila pelo
método de difusdo de placas sobre bactérias Gram-positivas € Gram-
negativas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sdo liquidos oleosos volateis aromaticos,
provenientes das flores, brotos, sementes, cascas, folhas, ervas,
madeiras, frutas e raizes de origem botanica. S8o industrialmente
extraidos por destilacdo com vapor de agua, mas na atualidade o método
mais utilizado é por extracdo supercritica com didxido de carbono,
operando a baixas temperaturas, garantindo a preservacdo dos
compostos termolabeis essenciais presentes, sendo 0S mesmos
armazenados em recipientes escuros e herméticos para evitar mudancas
na sua composicio (BURT, 2004; ZIZOVIC et al., 2007; GANAN;
BRIGNOLE, 2011).

Sabe-se que o0s 6leos essenciais sdo misturas complexas e simples
ao mesmo tempo, complexas porque podem conter dezenas ou até
mesmo centenas de compostos diferentes, sendo que o composto
majoritario presente dependera da espécie ou variedade, e sdo misturas
simples porque seus componentes apresentam natureza principalmente
terpénica, com estruturas quimicas inter-relacionadas. A quantidade dos
compostos presentes nos 0Oleos essenciais, como monoterpenos
hidrocarbonados, derivados oxigenados (alcoois, aldeidos, ésteres,
éteres, cetonas, fendis e 6xidos), sesquiterpenos, terpenos de alto peso
molecular, ceras, parafinas e pigmentos, sdo diretamente proporcionais
ao estado das propriedades genéticas da planta, idade e ambiente onde
elas estdo crescendo (CONSENTINO et al., 1999; GANAN;
BRIGNOLE, 2011).

Burt (2004) resume os principais compostos presentes em alguns
6leos essenciais, como por exemplo no coentro (Coriandrum sativum) o
linalol e E-2-decanal, na canela (Cinnamomum zeylandicum) o trans-
cinamaldeido, no orégano (Origanum vulgare) o carvacrol, timol e y-
terpineno, no alecrim (Rosmarinus officinalis) o y-terpineno, acetato de
bornilo e canfora, na salvia (Salvia officinalis L.) a canfora, a-pineno e
[S-pineno, no cravo (Syzygium aromaticum) o eugenol e acetato de
eugenila, e no tomilho (Thymus vulgaris) o timol, carvacrol, y-terpineno
e p-cimeno.

Na natureza os 6leos essenciais de origem botanica além de
serem flavorizantes, sdo substancias criadas como mecanismo de defesa,
com propriedades inibidoras ou biocidas de micro-organismos
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patégenos, evitando doengas ou infecgfes nas mesmas plantas. Devido a
estas fungdes de protecdo a planta, diversos estudos apontam
propriedades benéficas aos Oleos essenciais, como caracteristica
antisséptica, antimicrobiana e antioxidante, além da ja conhecida
utilizacfo na culinaria (PORRES-MARTINEZ et al., 2013; BAGHERI;
MANAP; SOLATI, 2014).

A atividade antioxidante é uma das caracteristicas dos 6leos
essenciais que merecem destaque. Biologicamente, os antioxidantes sdo
substancias que podem retardar ou inibir os processos de oxidacéo.
Bagheri, Manap e Solati (2014) investigaram a acdo antioxidante do
Oleo essencial da pimenta preta (Piper nigrum L.), cujos compostos
majoritarios p-cariofileno, limoneno, sabineno, 3-careno, S-pineno e
a-pineno, confirmam ter atividade antioxidante, sendo que esta atividade
nado foi atribuida aos compostos principais ja que devido a mistura e a
sinergia deles com o0s compostos minoritarios, se consegue maior
atividade antioxidante do éleo essencial como um todo. Porres-Martinez
et al. (2013) avaliaram a atividade antioxidante e cito-protetora do 6leo
essencial de salvia (Salvia lavandulifolia), onde o principal composto
monoterpénico 1,8-cineol apresentou potencial antioxidante. Em relagédo
ao efeito cito-protetor, o dleo de salvia protegeu contra o estresse
oxidativo que exercem as espécies reativas do oxigénio (ERO) as quais
sdo potencialmente prejudiciais, uma vez que podem produzir
enfermidades crénicas como diabetes, arteriosclerose, problemas
cardiovasculares, cancer, entre outros.

Outra propriedade dos 6leos essenciais é sua agdo biocida pelos
agentes antimicrobianos, os quais sdo definidos como substancias ativas
gue contém uma ou mais substancias destinadas a destruir, inibir o
crescimento, prevenir a acdo destrutiva e exercer um efeito controlador
em micro-organismos patdgenos através de tratamentos quimicos ou
biolégicos, sendo que o0s bioldgicos podem ser considerados
ecologicamente corretos (GANAN:; BRIGNOLE, 2011). Nos o6leos
essenciais, os compostos fendlicos sdo os principais responsaveis pela
propriedade antimicrobiana (CONSENTINO et al.,, 1999), sendo
possivel encontrar trabalhos envolvendo o uso de 6leos essenciais como
agente antimicrobiano contra bactérias patdgenas. Hitokoto et al. (1980)
estudaram o poder de inibicdo do anetol extraido do dleo essencial de
sementes de anis estrela em Aspergillus flavus e Aspergillus versicolor
(concentragdo inibitdria minima 2000 ug/mL), de timol extraido do éleo
essencial de tomilho em A. flavus (400 pg/mL) e em A. ochraceus
(200 pg/mL), e do eugenol extraido do 6leo essencial de cravo em A.
flavus (250 ug/mL) e em A. versicolor (250 ug/mL). Cosentino et al.
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(1999) avaliaram o poder antimicrobiano dos compostos a-pineno, y-
terpineno, p-cimeno, linalol, a-terpineol, timol e carvacrol, presentes no
6leo de tomilho, contra o crescimento de bactérias patdgenas como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
leveduras Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae. Os
antimicrobianos mais efetivos foram timol e carvacrol, e 0s que nédo
apresentaram caracteristicas antimicrobianas foram a-pineno, -
terpineno, p-cimeno, confirmando que os hidrocarbonetos sdo o0s
componentes menos eficientes nos 6leos essenciais. Estudo semelhante,
avaliando o potencial antimicrobiano do eugenol, cinamaldeido, timol e
carvacrol, extraidos de Gleos essenciais de cravo, canela, orégano e
tomilho, respectivamente, foi realizada por Pei et al. (2009), onde as
concentragdes minimas para reduzir a viabilidade da bactéria gram-
negativa Escherichia coli foram de 1600, 400, 400 e 400 x 10% pg/L,
respectivamente.

A atividade antimicrobiana é diretamente relacionada com a
defesa contra patégenos ou bactérias que deterioram os alimentos,
ressaltando sua importancia como conservante na industria de alimentos.
Uma desvantagem na aplicacdo direta destes Oleos essenciais, é que
adicionados em altas quantidades podem modificar notavelmente a
textura, sabor e aroma dos alimentos (SZCZEPANSKI; LIPSKI, 2014),
sendo esta a principal razdo para extrair compostos e modificar eles para
potencializar suas propriedades biolégicas.

3.2 OLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-INDIA

O cravo da India pertence & familia das mirtaceas (Myrtaceae) é
um botdo seco obtido das flores verdes-amareladas da arvore Syzygium
aromaticum L. (Figura-1a), nativa das ilhas Molucas na Indonésia, com
altura media de 8 - 10 metros (SOTO; BURHANUDDIN, 1995;
AFFONSO et al., 2012).

O botdo seco do cravo-da-india (Figura-1b) vem sendo usado
popularmente na culinaria como tempero para melhorar ou proporcionar
um sabor tipico nas comidas, é também utilizado em aplicagdes
terapéuticas; sobretudo processado em forma de 6leo, é adicionado em
produtos alimenticios, cosméticos, medicamentos, para tratamento de
doencas, entre outros, sendo que suas propriedades bioldgicas ainda
estdo sendo investigadas (SRIVASTAVA; MALHOTRA, 1991;
SRIVASTAVA, 1993; AFFONSO et al., 2012).
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) No Brasil, a Bahia é considerada a grande produtora de cravo-da-
India, principalmente na regifo do baixo sul, em cidades como Valenca,
Itubra, Taperoa, Camamu e Nilo Pecanha (AFFONSO et al., 2012).

Figura 1 - (a) Arvore de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.),
(b) Botdes secos.

O 6leo de cravo é um liquido amarelo claro, oleoso, imiscivel em
agua, obtido pela destilacdo das flores, caules e folhas de Syzygium
aromaticum L. (SOTO; BURHANUDDIN, 1995; ANDERSON;
MCcKINLEY; COLAVECCHIA, 1997). Reineccius (1994) classifica o
6leo de cravo como um composto aromatico fendlico de impacto
sensorial médio. Este dleo é considerado seguro pela FDA (Food and
Drug Administration), e certificado como GRAS “Generally Regarded
As Safe”, quando o contetido ndo excede os 1500 ppm em todas as
categorias dos  alimentos (ANDERSON;  MCcKINLEY;
COLAVECCHIA, 1997; GULCIN; ELMASTAS; ABOUL-ENEIN,
2012). A ingestdo diaria de 6leo de cravo, estabelecida pela Organizacédo
Mundial da Saude, em aditivos alimentares é de 2,5 mg/kg peso do
corpo humano (NAGABABU; LAKSHMAIAH, 1992).

E utilizado mundialmente como agente flavorizante nos
alimentos, como agente antimicrobiano em carnes cozidas (HAO;
BRACKETT; DOYLE, 1998), conservante de iogurte (BAYOUMI,
1992) e também em aromaterapia, uma vez que é efetivo, seguro e de
custo relativamente baixo (SOTO; BURHANUDDIN, 1995;
ANDERSON; McKINLEY; COLAVECCHIA, 1997).

O 6leo de cravo apresenta propriedades bioldgicas como:
atividade antioxidante (GULCIN; ELMASTAS; ABOUL-ENEIN,
2012), atividade antimicrobiana (SMITH-PALMER; STEWART;
FYFE, 1998), poder anestésico para dores de dente (ALQAREER,;
ALYAHYA; ANDERSSON, 2006), e também como anestésico na
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aquicultura para adormecer ou tranquilizar aos peixes no momento
depois da captura para o transporte (KENNEDY'; GALE; OSTRAND,
2007), como substrato para formacdo de &cido ferlico (potente
antioxidante) e acido vanilico (agente flavorizante) (RABENHORT,
1996), entre outras aplicaces.

O 6leo de cravo, como todo 6leo essencial, € uma mistura de
compostos, sendo o eugenol (4-alil-2-metoxifenol) o componente
majoritario, em concentracfes de 76,8 - 95% (BRIOZZO et al.,1989;
SRIVASTAVA; MALHOTRA, 1991; MOON; KIM; CHA, 2011).
Também apresenta outros compostos fendlicos, em menor quantidade,
como o g-cariofileno (17,4%), a-humuleno (2,1%), e acetato de eugenila
(1,2%) (CHAIEB et al., 2007).

3.3 EUGENOL

O eugenol (C1oH1,0,; 4-alil-2-metoxifenol), é um liquido oleoso
de cor amarelo claro a luz, quase palido com odor caracteristico a cravo
(ITO; MURAKAMI; YOSHINO, 2005), cuja estrutura quimica
apresenta-se na Figura 2. O eugenol é um componente natural ativo do
dleo de cravo-da-india, isolado e caracterizado como um fenilpropeno
de cadeia curta de hidrocarbonetos, sendo que o mesmo pode ser
produzido sinteticamente pela alilagdo do guaiacol com cloreto de alila.
A separacdo do eugenol do dleo essencial é realizada através da mistura
do mesmo com solugdes salinas, em excesso de s6dio aquoso (3%) ou
em solugdo de hidroxido de potéssio, levando & formacéo de um sal
alcalino fenolico, onde a porcédo ndo dissolvida é removida, e a solucédo
alcalina acidificada a baixas temperaturas liberando o eugenol, que ¢
purificado por destilacdo (KAMATOU; VERMAAK; VILIOEN, 2012).
Segundo a European Food Safety Authority - EFSA (2011) o eugenol é
ligeiramente sollvel em &gua, sendo miscivel em agua em temperaturas
menores que 16 °C (SOTO; BURHANUDDIN, 1995). No entanto, em
altas temperaturas, o eugenol é imiscivel, devido a sua alta densidade
relativa (1,0676 g/cm® a 20 °C) (SAYDMOHAMMED; PAL, 20009;
WANNISSORN et al., 2009), mas é sollvel em solventes organicos
(KAMATOU; VERMAAK; VILIOEN, 2012).

Dentre as caracteristicas do eugenol, destacam-se as de aditivo
natural aromatizante e intensificador de sabor, sendo amplamente
utilizado em bebidas alcodlicas, como whisky, em produtos alimenticios
como agente flavorizante em sorvetes, produtos de padaria, doces, assim
como em cosméticos, perfumes, farmacéuticos, em quimicos como
detergentes e sabonetes. O eugenol é a fonte na producdo industrial de
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iso-eugenol e metil-eugenol. Também é utilizado na formulagdo de
cimento dental e como ingrediente de antisséptico bucal (ROJO et al.,
2008; KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012).

Figura 2 - Estrutura quimica de eugenol.

HQC —CH=C H2
EUGENOL
Fonte: Ayoola et.al., 2008.

Pelas propriedades bioldgicas do eugenol, pode ser usado como
antisséptico e antimicrobiano por seu efeito bactericida, rompendo as
membranas celulares dos micro-organismos (DIDRY; DUBREUIL;
PINKAS, 1994; MOON; KIM; CHA, 2011), bacteriostatico (BRIOZZO
et al., 1989), antifungico devido ao fato que pode modificar
morfologicamente a estrutura da envoltura do fungo interferindo com
sua adesividade evitando a colonizacdo no tecido do hospedeiro
(RANA; RANA; RAJAK, 2011), como agente larvicida (PANDEY et
al.,, 2013), antioxidante por possuir um grupo fendlico (ITO;
MURAKAMI; YOSHINO, 2005), cito-protetor (KUMARAVELU et
al., 1996), anti-genotoxico e anti-cancerigeno (MURAKAMI et al.,
2003), anti-inflamatério e anticoncepcional (DANIEL et al., 2009),
analgésico (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012), anti-
depressivo (TAO et al., 2005), anti-mutagénico (ROMPELBERG et al.,
1995), como inibidor da agregagéo plaquetaria sanguinea e da formacéo
de tromboxanos (SRIVASTAVA; MALHOTRA, 1991; CHEN;
WNAG; CHEN, 1996), também em aquicultura como agente sedativo
por ter efeito anestésico (ANDERSON; McKINLEY; COLAVECCHIA,
1997; ATSUMI; FUJISAWA; TONOSAKI, 2005).
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Devido ao fato de que o eugenol apresenta muitas vantagens
guanto a suas propriedades bioldgicas, surge a possibilidade de que seus
derivados acilados, esterificados, acetilados, entre outros, apresentem
propriedades ainda melhores. Algumas investigagcdes confirmam esta
hipotese. Karmakar et al. (2012) estudaram o eugenol e seus derivados
(precursores de flavonas, isoflavonas, flavonoides, sesquiterpenos e
outros), onde obtiveram resultados positivos na eficacia da preservacdo
de ossos contra a osteoporose, nos resultados de densidade dssea,
contetdo mineral dsseo e forca de tensdo dos 0ssos. Huang et al. (2002)
estudaram a toxicidade do eugenol, isoeugenol e metileugenol em
insetos que deterioram os cultivos de milho, obtiveram uma maior
efetividade com o isoeugenol. O eugenol, assim como o carvacrol e o
timol, é lipofilico e pode facilmente dispersar-se entre as cadeias do
graxo acila que compdem as camadas duplas de membranas celulares.
Além de modificar o fluxo e a permeabilidade das membranas celulares,
perturba o crescimento celular e a morfogénese da superficie celular,
atuando como agente antimicrobiano (KAMATOU; VERMAAK;
VILJOEN, 2012).

Carrasco et al. (2008) estudaram as propriedades antioxidante e
anticancerigena do eugenol e de seus analogos obtidos por reacdes de
acetilacdo e nitracdo, onde os resultados obtidos demonstram que 0s
compostos 5-alil-3-nitrobenzeno-1,2-diol e acetato de 4-alil-2-metoxi-5-
nitrofenol foram significativamente mais ativos que o eugenol,
sugerindo que a presenga dos grupos nitro e hidroxila podem ser
importantes na atividade destes compostos.

Alimuddin et al. (2011) sintetizaram o 7-hidroxi-3’,4’-dimetoxi
isoflavona a partir do eugenol via metilacdo, oxidagdo e acilacdo. A
producdo deste composto melhorado tem como finalidade ser mais
efetivo no tratamento contra cancer de mama e de figado, entre outros.

Horchani et al. (2010b) utilizaram a lipase produzida por
Staphylococcus aureus como catalisador para a reacdo de esterificacéo
do eugenol com o acido benzéico, formando um éster benzoato de
eugenila, o qual apresentou maior atividade antioxidante e carater
lipofilico em comparagéo ao eugenol puro.

Desta forma, como se pode observar, € possivel modificar a
molécula de eugenol substituindo o grupo hidroxila por outros
compostos que melhorem as caracteristicas funcionais, surgindo como
alternativa neste trabalho a modificacdo da molécula de eugenol, reacdo
chamada acetilagdo, para obtencdo de acetato de eugenila, que por ter
um grupo acetil provavelmente seja mais lipofilico e estvel na sua
aplicagéo.
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3.4 ACETATO DE EUGENILA

O composto acetato de eugenila (C1,H1403; 4-alil-2-metoxifenol
acetato), representado na Figura 3, pode ser produzido via sintese
qguimica ou através da sintese enzimatica (via biolégica natural) pela
acetilacdo do eugenol com anidrido acético, resultando em um liquido
de cor amarelo pélido (PANDEY et al., 2013). Segundo a European
Food Safety Authority - EFSA (2011), para propdsitos de aplicacdo nos
alimentos, é considerado seguro para consumo um nivel de acetato de
eugenila entre 1 - 5 mg/kg.

Figura 3 - Estrutura quimica de acetato de eugenila.

H,C—CH=CH,
ACETATO DE EUGENILA
Fonte: Ayoola et.al., 2008.

O acetato de eugenila é usado nos alimentos como agente
flavorizante, ¢ insolUvel em agua, tem vida de prateleira de pelo menos
um ano em embalagens fechadas, e em condi¢Bes favoraveis de
temperatura e umidade. Uma caracteristica em particular deste
composto, é que é rapidamente absorvido no trato intestinal passando
através do figado, onde é metabolizado gerando produtos polares que
logo passam a conjugar-se e a ser eliminados na urina. Enquanto o
eugenol é excretado sem nenhuma modificacdo estrutural alguma, o
acetato de eugenila é hidrolisado para eugenol e &cido carboxilico
(EFSA, 2011). Por ser um éster do eugenol, ndo produz descoloracéo, a
diferenca dos detergentes feitos com eugenol, e a0 mesmo tempo é uma
molécula mais estavel, porém, este éster ndo é muito usado em perfumes
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devido a seu fraco poder aromatico ja que ndo tem mais 0 composto
fendlico livre (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012).

O acetato de eugenila foi descrito por Kwang-Geun e Takayuki
(2001) como um agente antioxidante, sendo que este composto inibiu
em 99% a oxidacdo do hexanal por 30 dias, em concentracfes de
200 mg.mL™, ja em concentragbes de 50 mg.mL™ e 100 mg.mL™, a
inibigdo foi de 76 e 85%, respectivamente, por 15 dias. A formacéo de
malonaldeido foi inibida em 79% em concentracdo de 160 mg.mL™ de
acetato de eugenila, podendo ser comparado aos antioxidantes
a-tocoferol e BHT, os quais apresentaram, na mesma concentracgdo,
inibicdo de 96 e 97%, respectivamente.

Radhiah, Suhaila e Noordin (2010) observaram que o acetato de
eugenila reduziu significativamente o aumento de aglcar no sangue e
peroxidacdo dos lipidios. Além disso, este composto reduziu lesdes nos
tecidos dos olhos, musculos cardiacos e figado de ratos. JA no estudo
desenvolvido por Carrasco et al. (2008) foi observado que o acetato de
eugenila apresentou atividade anticancerigena em células de cancer de
prostata e cancer escamoso oral.

A atividade acaricida do acetato de eugenila foi relatada por
Pasay et al. (2010), uma vez que o acetato de eugenila apresentou alta
toxicidade, quando testado em d&caros de sarna humana. Além de
acaricida, o acetato de eugenila também foi descrito como um potente
antimicrobiano em um estudo desenvolvido por Chiaradia et al. (2012),
onde foi observado que o acetato de eugenila apresentou maior potencial
antimicrobiano, para todas as bactérias avaliadas, quando comparado
com o eugenol e o cloranfenicol, um antibiético conhecido devido a sua
eficacia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Além disso,
0 acetato de eugenila evitou a descalcificagdo e promoveu a
remineralizacdo causada por erosdo dentaria. O efeito desse composto se
mostrou distinto quando comparado com tratamentos convencionais, €
apresenta menor toxicidade que os compostos fluorados (CHARU et al.,
2012).

3.5 LIPASES

As enzimas sdo proteinas com propriedades cataliticas
especificas, seletivas e atuam eficientemente em condi¢Ges brandas
(temperatura e pressdo ambiente) transformando moléculas complexas.
Entre o grande grupo das enzimas, destacam-se as lipases porque
apresentam ampla especificidade, reconhecendo diversos substratos.
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As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases), fisiologicamente, sdo
um grupo especial das esterases, pertencem a subclasse 1 das enzimas
hidroliticas de classe 3 sendo designadas como uma sub-subclasse 3.1.1
devido a sua especificidade pelas ligacbes dos ésteres de &cidos
carboxilicos, tendo como funcdo bioldgica a conversdo catalitica de
glicer6is em di- ou monogliceréis, acidos graxos e glicerol (PATIL;
CHOPDA; MAHAJAN, 2011; STERGIOU et al., 2013).

As lipases particularmente atuam na interfase agua-6leo ou 6leo
agua, ocorrendo uma ativacdo interfacial da enzima, fazendo com que
sua atividade catalitica dependa do estado de agregacao e estrutura do
substrato, das propriedades moleculares da enzima e dos fatores que
afetam as ligacBGes enzima-substrato. Esta ativacdo envolve um rearranjo
da estrutura, deixando livre o sitio ativo da enzima para que aconteca
uma mudanca conformacional na presenca de gotas de 6leo em &gua
(PANDEY et al., 1999).

Devido a versatilidade das lipases em reacGes, de hidrdlise e de
sintese, porque sdo quimio-seletivas, régio-seletivas e enantio-seletivas
(SETH et.al. 2014), podem atuar como catalisadores heterogéneos
guebrando totalmente a molécula de triglicerideos, assim como régio-
especificamente liberar 4cidos graxos das posices 1 e 3 dos
acilglicerideos, ou também para resolucdo de racematos. A estéreo-
especificidade é dificil de realizar por sintese quimica, no entanto as
lipases conseguem atuar efetivamente obtendo, além de compostos
puros, boas quantidades de ésteres alifaticos e aromaticos, alcodis,
acidos e lactonas, dependendo dos atributos desejados dos isémeros
requeridos (PATIL; CHOPDA; MAHAJAN, 2011).

As lipases podem ser produzidas e isoladas de fontes como
bactérias, fungos, leveduras, tecidos animais, plantas e algas,
apresentando cada uma, caracteristicas proprias de especificidade, por
exemplo, algumas lipases possuem afinidade por &cidos graxos de
cadeia curta (acético, butirico, acido caprico, etc.) enquanto outras tém
preferéncia pelos acidos graxos insaturados (oleico, acido linoleico,
etc.), e muitas outras sdo ndo-especificas mas atuam aleatoriamente
separando os acidos graxos dos triglicerideos (PANDEY et al., 1999;
PATIL; CHOPDA; MAHAJAN, 2011), dependendo das condigdes ou
tipos de sistemas reacionais como, por exemplo, modificacdo de 6leos e
gorduras, esterificacdo, transesterificacdo, interesterificacdo, hidrolise,
glicerdlise, acidélise e amindlise (RANGANATHAN; NARASIMHAN;
MUTHUKUMAR, 2008; ROBLES-MEDINA, 2009; FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010), tendo um elevado potencial nas areas de tecnologia
de alimentos (margarinas, modificagdo de acucares, leite enriquecido,
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emulsificantes, agentes flavorizantes, sucos de frutas e produtos de
pastelaria), ciéncia biomédica (remédios e farmacos) e industrias
quimicas (biodiesel, pesticidas e outros ésteres com diversas aplicagdes)
(PANDEY et al. 1999).

As lipases, como toda enzima, estdo sujeitas a inativagdo por
fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos, podendo ocorrer quando
estocadas ou durante o uso, resultando em dificuldades técnicas, sendo
praticamente impossivel a recuperacdo e reuso das mesmas, 0 que
incrementa o0s custos econdmicos do processo, além de promover a
contaminagdo do produto com atividade enzimatica residual. Essas
dificuldades podem ser superadas para que a catalise seja eficiente em
um determinado processo, pelo uso de enzimas na sua forma
imobilizada. A técnica da imobilizacdo é utilizada para fornecer
estabilidade as enzimas e facilitar sua recuperacdo e reutilizacéo,
reduzindo custos e ainda melhorando a qualidade do produto obtido
(VILLENEUVE et al., 2000; DABDOUB et al., 2009; CIPOLATTI et
al., 2014).

Entre as lipases mais estudadas estdo as produzidas intracelular
ou extracelularmente por micro-organismos, como Aspergillus sp.,
Candida sp., Mucor sp., Rhizopus sp. Sendo importante neste trabalho
enfatizar a biocatalise enzimatica desenvolvida especialmente pelas
lipases comerciais Novozym 435 (lipase B produzida por Candida
antarctica (CALB), imobilizada em resina acrilica macroporosa polar de
carga positiva), Lipozyme RM IM (produzida por Rhizomucor miehei
imobilizada em resina de troca idnica) e Lipozyme TL IM (produzida
por Thermomyces lanuginosus, imobilizada em resina fendlica
granulada.

3.6 ACILAGAO VIA SINTESE ENZIMATICA

Muitas enzimas tém a capacidade de catalisar uma reacdo de
acilagdo, sendo as mais efetivas as lipases (EC 3.1.1.3), elas catalisam a
acilagdo de ambos grupos hidroxil (O-acilacdo) e amina (N-acilagdo)
(FERRARI et al., 2014). As lipases em particular apresentam um
elevado potencial por serem vantajosas quando sao utilizadas em meios
organicos anidrido, isto inclui o deslocamento do equilibrio
termodindmico, favorecendo a sintese ao invés da reacdo de hidrolise,
incrementando a solubilidade com os substratos néo polares, eliminando
reacOes adversas, facilitando a recuperacdo da mesma e incrementando a
termoestabilidade (ALISSANDRATOS; HALLING, 2012). A seguir,
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sdo descritos alguns estudos sobre a atuacdo das lipases em reagdes de
acilacéo.

Salem et al. (2010) estudaram o uso da lipase Novozym 435 na
acilacdo de flavonoides isoquercitrina com ésteres doadores do grupo
acila (caprilato de etila, butirato de etila, palmitato de etila, etc.)
formando ésteres flavonoides lipofilicos (isoquercitrina de caprilato,
isoquercitrina de laurato, isoquercitrina de palmitato, etc.) via
derivatizacdo dos grupos hidroxila por substituintes lipofilicos, sendo
uma vantagem na aplicacdo de alimentos e cosméticos porque eles
demonstraram propriedades antioxidantes e antiproliferativas. Estudo
semelhante foi desenvolvido por Stevenson et al. (2006), onde
estudaram a biossintese com a lipase Novozym 435 na acilacdo de
glicosideos flavonoides: naringina, isoquercetina, extrato de macd e
estrato de “blueberry”, usando &cidos carboxilicos como doadores do
grupo acila: acido palmitico, &cido cindmico, acido fenil propanoico
(PPA), 2-hidroxiPPA, 4-hidroxiPPA e 3,4-hidroxiPPA, usando como
solvente t-butanol (2-metil-2-propanol), na formagdo de compostos
como éster de quercetina pentosido 4-hidroxiPPA, etc., tendo maior
hidrofobicidade, solubilidade lipidica e maior atividade antioxidante em
emulsdes alimenticias.

Le Joubioux et al. (2013) partiram do fato de que amino-alcodis
acilados tém aplicagdo em industrias farmacéuticas e cosméticas pelas
propriedades antivirais, antioxidantes, antitumorais entre outras, onde
usando Novozym 435 como catalisador, em 3 amino-alcoois (alaninol,
4-amino-1-pentanol e 6-amino-1-hexanol) utilizando acido miristico
como doador do grupo acila, além de solventes organicos para facilitar a
mistura dos reagentes. Observaram maior N-acilagdo em amino-alcodis
de cadeia curta e maior O-acilagdo em amino-alcool de cadeia longa.

Gao, Li e Zong (2013) estudaram a reacdo de acilacdo de
glucosideos pirimidina catalisada por lipase de Penicillium expansum
imobilizada, usando  acido  undecilénico como  doador,
2-metiltetrahidrofuran (MeTHF) como bio-solvente. A lipase apresentou
elevada atividade catalitica e boa estabilidade na formagdo dos 5’-O-
ésteres lipofilicos, aos quais se atribui que possuem propriedade
antiviral e antitumoral.

Li, Zong e Ma (2009) acilaram floxuridina com grupos acila de
ésteres vinilicos (butirato de vinilo, cinamato de vinila, pivalato de
vinila, etc.) para formar ésteres derivados  5’-hidroxila
preferencialmente, via biocatalise enzimatica com Lipozyme TL IM
(Thermomyces lanuginosus), sendo que o reconhecimento das enzimas
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pelos grupos acila esta diretamente relacionado com a estrutura do sitio
ativo, tamanho, forma e propriedades fisico-quimicas da lipase.

Horchani et al. (2010a) modificaram os grupos OH do amido para
formar ésteres amido de &cidos graxos, usando uma lipase ndo comercial
produzida por Staphylococcus aureus e imobilizada em CaCOs, em um
meio reacional amido/acido oleico, empregando micro-ondas como
fonte de calor.

Yang et al. (2010a) imobilizaram uma lipase produzida por
Penicillium expansum para ser utilizada na acilacdo de arbutina
(hidroquinona glicosilada) com butirato de vinilo, reacdo chamada
butanoilacéo. Os derivados acilados de arbutina obtidos foram ésteres de
6’-regioseletividade (> 99% de conversdo) os quais se atribui maior
poder antioxidante e regulador da melanogénese (pigmentacdo da pele).
Assim também, Yang et al. (2010b), exitosamente acilaram (usando a
mesma lipase) arbutina com ésteres vinilicos de &cidos graxos
(propidnico, butirico e valérico) na formagao de 6’-O-ésteres arbutina.

Santos et al. (2007) compararam a afinidade catalitica de duas
lipases de Candida rugosa imobilizadas experimentalmente, uma em
copolimeros de estireno-divinilbenzeno (STY-DVB) e outra em silica de
poros controlados (CPS), com uma terceira lipase comercial, Novozym
435, na produgdo de ésteres de butila, a partir de n-butanol e acidos
organicos (butirico, caprilico e laurico) como doadores do grupo acila,
em sistema livre de solvente. Os autores determinaram que a enzima
imobilizada em STY-DVB teve maiores conversées com o0 acido graxo
laurico (C12), a outra enzima imobilizada em CPS teve maior afinidade
por o &cido graxo caprilico (C8) e a Novozym 435 conduziu a maiores
conversdes com &cido graxo de cadeia curta, &cido butirico (C4).

Visando a ampla aplicagdo das lipases em reagdes de acilagdo na
formacéo de ésteres, pode-se afirmar que a biocatalise ¢ uma alternativa
interessante para a preparac¢do de compostos sintetizados porque oferece
uma via limpa no desenvolvimento de processos quimicos em condigdes
brandas, com elevado grado de seletividade (ALISSANDRATOS;
HALLING, 2012). Isto é, no caso da conversdo via acetilacdo
enzimatica posicionar as cadeias acila dos grupos acetil em posi¢des
especificas, devido as caracteristicas de régio-especificidade e estéreo-
especificidade das lipases, que conduz a formacdo de ésteres de maior
pureza (HORCHANI et al., 2010a).
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3.6.1 Acetilagdo enzimaética

O uso de solventes facilita muito as reagBes quimicas
heterogéneas, sobretudo em presenca de uma substancia tampéo, porém,
estas reacfes apresentam desvantagens tais como a toxicidade dos
solventes, assim como formacdo de produtos secundarios indesejados
(devido a baixa seletividade da sintese quimica), o que requer etapas
subsequentes de purificacdo, tendo risco de manter ainda residuos
toxicos no produto final, sdo tratamentos que elevam os custos de
producdo. Além disso, produtos obtidos via sintese quimica ndo podem
ser rotulados como naturais, mesmo que obtidos a partir de substratos
naturais.

Ja os produtos obtidos via sintese enzimatica podem ser
rotulados como naturais, desde que sejam obtidos a partir de substratos
naturais, em sistema livre de solvente, e que o produto obtido seja de
estrutura conhecida (LONGO; SANROMAN, 2006). A crescente
demanda por produtos naturais faz que muitas investigacbes tenham
sido direcionadas na busca de novas estratégias para a producdo de
compostos naturais. Como por exemplo, Palocci et al. (2007) mostraram
que a lipase livre produzida por Candida rugosa foi capaz de catalisar
régio-seletivamente o metil 6-O-tritil S-D-glucopiranosido com acetato
de vinila como doador do grupo acetil em um sistema de CO,
supercritico, atuando como solvente ndo toxico, obtendo uma converséo
de 91,4% em éster metil 3-O-acetil 6-O-tritil B-D-glucopiranosido.
Assim também, Giveng, Kapucu e Mehmetoglu (2002) estudaram a
producdo enzimatica de isoamil acetato em sistema livre de solvente.
Utilizando a Novozym 435, em 6 horas de reacdo, razdo molar acido
acético/alcool isoamil de 1:2, 30 °C, 150 rpm, com adi¢do de 5% de
enzima (g/g substratos), obtiveram 80% de convers&o.

Pode-se notar que o uso de lipases como biocatalisadores
proporciona uma série de vantagens porque além de ser uma tecnologia
limpa, elas sdo seletivas e reagem onde os catalisadores quimicos nao
conseguem, sdo altamente especificas e reduzem as reacGes colaterais.
Além disso, tanto o produto quanto o biocatalisador podem ser
facilmente recuperados. O custo da biocatalise pode ser considerado
equivalente aos custos dos processos quimicos, uma vez que deve-se
considerar os custos de processamento (altas temperaturas, consumo de
energia, purificacdo entre outros) e de tratamento dos residuos toxicos
gerados (PANDEY et al. 1999; LIAQUAT; APENTEN, 2000). Aliado a
estas vantagens, € importante o uso de sistemas livres de solventes
organicos na sintese de ésteres aromaticos, por ser em sistemas
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compactos, apresentam produtividade volumétrica mais elevada e
exigem menores concentracbes de catalisadores em relacdo aos
reagentes (CHATTERJEE; BHATTACHARYYA, 1998). Além disso,
com 0 uso de sistema livre de solvente é possivel reduzir os custos e
problemas de toxicidade, associados a recuperacdo do solvente. A
eliminagdo de solventes dos meios reacionais contribui para a reducdo
do impacto ambiental, j& que a maioria dos solventes organicos séo
agentes poluidores (GUVENC; KAPUCU; MEHMETOGLU, 2002;
SANTOS et al., 2007).

Figura 4 - Sintese de acetato de eugenila por acetilacdo direta do
eugenol com anidrido acético.
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37 AVALIACAO DO POTENCIAL DA  ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

Um novo interesse na adicdo de especiarias como
antimicrobianos em alimentos é evidente por muitas razdes.
Primeiramente, porque o uso de aditivos sintéticos ultimamente esta
sendo questionado por sua seguridade nos alimentos, enquanto as
substancias naturais originarias de plantas sdo melhor recebidas pelos
consumidores. A reducdo de sal e de aglcar nos alimentos devido as
dietas induz ao uso de especiarias que possuam baixos teores de sédio e
gue ajudem com uma quantidade quase insignificante de calorias nas
guantidades comumente adicionadas. Misturas de especiarias sdo 6timas
substituintes de sal nos alimentos. Tem-se sugerido que o incremento no
consumo das especiarias pode produzir bactérias responsaveis da
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digestdo no trato intestinal as quais podem reduzir a incidéncia de
cancer (SHELEF, 1983).

Além de conferir aroma e sabor, as especiarias e as ervas
aromaticas tém acgdo antimicrobiana. Os 6leos essenciais derivados das
especiarias e plantas aromaticas possuem atividade antimicrobiana
contra Listeria monocytogenesis, Salmonella typhimurium, E. coli,
Shigella dysenteriae, Bacilus cereus e Staphylococcus aureus (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2010).

Desta forma, como apresentado nos tdpicos anteriores, 0s
compostos presentes no dleo essencial, tais como terpenos oxigenados e
hidrocarbonetos (por exemplo, eugenol, humuleno, eucaliptol, torreyol,
e y-cadineno) apresentam caracteristicas antimicrobianas porque podem
acumular-se na membrana microbiana causando uma perda da
integridade da membrana, ocorrendo o vazamento do contetdo
citoplasmatico, a dissipacdo da forca motriz de prétons e
consequentemente lise celular (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN,
2012).

Acredita-se que o0 eugenol, um fendlico encontrado como
composto principal no 6leo essencial de cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.), apresenta propriedade antibacteriana pela inibi¢do da
sintese de enzimas extracelulares e ruptura da estrutura da parede
celular, resultando em falta de citoplasma, granulacdo do citoplasma,
hiperacidez citoplasmatica, e esgotamento de ATP intracelular
(KAMATOU; VERMAAK; VILIOEN, 2012).

3.8 CONSIDERAGCAO SOBRE O ESTADO DA ARTE

A demanda atual por alimentos naturais ¢ cada vez maior. A
substituicdo de aditivos sintéticos nos alimentos gera uma procura de
aditivos alternativos naturais, benéficos para a salde. A producdo de
ésteres antimicrobianos a partir de plantas ou frutos torna-se uma
alternativa efetiva, uma vez que atuam como conservantes nos
alimentos, gracas as propriedades bioldgicas que apresentam na sua
composicdo boténica. Os 6leos essenciais, presentes nas plantas, sdo 0s
precursores das propriedades biolégicas. Em particular, o dleo de cravo-
da-india destaca-se entre 6leos como de tomilho, canela e menta, por
possuir elevada atividade antioxidante, antimicrobiana entre outras,
sendo estas propriedades atribuidas ao seu composto majoritario:
eugenol. Na literatura demonstrou-se que derivados de compostos
fendlicos pela adicdo de grupos funcionais na molécula, apresentam
melhores propriedades bioldgicas. Por isso, surge como alternativa
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modificar a molécula de eugenol com a visdo de produzir um éster
acetato de eugenila.

Seguindo a tendéncia de produzir compostos naturais, surge a
proposta de produzir acetato de eugenila em um sistema eco-friendly,
livre de solvente, que seria neste caso, uma reagdo de acetilacdo através
de biocatalisadores enzimaticos, uma vez que oferecem enantio- e régio-
especificidade atuando em condigdes brandas, reduzindo a formacdo de
compostos indesejados, e facilitando a purificagdo do composto
produzido. Este fato, aliado a fundamentacéo tedrica apresentada neste
capitulo, permite justificar a realizacdo deste trabalho, cujo maior
objetivo reside no estudo da producdo enzimatica de éster acetato de
eugenila em sistema livre de solvente, no que diz respeito a otimizacdo
das condigdes operacionais do processo fazendo uso da ferramenta do
planejamento de experimentos, da avaliagdo de cinéticas, do reuso do
catalisador na condicdo otimizada do processo, e da avaliagdo da
atividade antimicrobiana do éster obtido: acetato de eugenila.



4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos utilizados,

bem como os procedimentos laboratoriais adotados durante a fase
experimental deste trabalho, relacionado a otimizacdo da conversdo da
reacdo de acetilacdo enzimatica para obtencdo de acetato de eugenila em
sistema livre de solvente. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Engenharia Bioquimica (ENGEBIO), no Laboratério de
Termodinamica e Extracdo Supercritica (LATESC) e na central de
andlise, do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos (EQA), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Enzimas

Novozym 435 - lipase comercial de origem microbiana,
produzida a partir de Candida antarctica, imobilizada em resina
macroporosa polar de troca idnica, pela Novozymes Brasil/
Araucéria - PR. A enzima atua randomicamente nas posi¢des 3
do triacilglicerol. O produto é constituido por particulas de
formato esferoidal, com didmetro de particula entre 0,3 e
0,9 mm e densidade de aproximadamente 430 kg/m®. Esse
produto é fornecido com quantidade de agua entre 1 - 2%.
Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada em
temperaturas na faixa de 40 - 70 °C, atividade especifica 10,000
U/g) (DAMSTRUP et al., 2005; WANG et al., 2014).

Lipozyme RM IM - lipase comercial produzida por fermentacao
submersa de Rhizomucor miehei e imobilizada em resina de
troca idnica, pela Novozymes Brasil/ Araucaria - PR. Apresenta
especificidades nas posicBes 1,3 do triglicerideo. O tamanho de
particula entre 0,2 - 0,6 mm, densidade entre 350 - 450 Kg/m? e
contelido de &gua entre 2 - 3%. Segundo o fornecedor, a enzima
pode ser utilizada em temperaturas na faixa de 30 - 70 °C.
Lipozyme TL IM - lipase produzida por fermentagdo submersa
de Thermomyces lanuginosus e imobilizada em resina fenoélica
e adequada para aplicacdo em reatores de leito fixo, pelo fato de
ser granulada, pela Novozymes Brasil/ Araucéria - PR.
Apresenta especificidades nas posicdes 1,3 do triglicerideo. E
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recomendavel o uso em solventes organicos, uma vez que em
meio aquoso, o suporte pode sofrer solvatacdo. Atividade
catalitica: 75 IUN.g"; densidade 0,42 g.mL™; diametro de
particula: 0,3 - 1,0 mm; conteldo de &gua: 5%.

4.1.2 Reagentes
e Oleo essencial de folha de cravo-da-india (Eugenia
caryophyllus), cujas especificagBes fornecidas por laudo do

fornecedor encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Especificacdes técnicas do dleo essencial de folha do cravo-
da-India.

Caracteristicas Especificacdes
Aparéncia Liquido

Cor Amarelo Palha a Castanho
Impurezas Isento

Odor Tipico tempero
Densidade (20 °C) 1,030 - 1,050
indice de Refragéo (20 °C) 1,520 - 1,540

Principais componentes (aprox.) Eugenol (C1oH;,0,) = 85%
Fonte: Fornecedor FERQUIMA.

e Anidrido acético (Ac,0) ou C4HgOs (Sigma-Aldrich, > 98%
pureza);

e Hexano CsHy4 (Sigma-Aldrich, > 98,5% pureza);

e Para as analises cromatograficas foi utilizado o padrdo de
acetato de eugenila C1,H1403, > 98% pureza, de procedéncia
Sigma-Aldrich. Para o preparo das solucdes foi utilizado como
solvente Diclorometano - CH)Cl, (Sigma-Aldrich, 99,5%
pureza).

4.1.3 Equipamentos

Dentre os equipamentos utilizados para o desenvolvimento deste
trabalho, pode-se citar:

e Balanca Eletronica de Precisdio GEHAKA BG 200;
e Balanca Analitica DIGIMED KN 500;
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e Estufa de cultura 502 ORION®, marca FANEM® Sdo Paulo -
Brasil;

e pHmetro digital 827 pH lab, marca METROHM Swissmade;
Dessecador;

e Shaker Bew Brunswick (da Eppendorf Company), modelo
EXCELLA E25R, 120 volts, 60 hertz, 1500 VA.

e Incubadora shaker com agitagdo orbital MA 410/CFT, marca
MARCONI, 220 volts, 700 watts.
Banho termostatizado com shaker marca DUBNOFF;

e Rota-evaporador acoplado com bomba a vacuo e banho
termostatizado;

e Freezer modelo Electrolux RE28, 220 volts;
CG/FID Shimadzu modelo 2010, equipado com uma coluna
capilar de silica fundida INOWAX.

4.2 METODOS

4.2.1 Aparato experimental para a sintese enzimatica de acetato de
eugenila em sistema livre de solvente.

Os ensaios para sintetizar acetato de eugenila foram realizados
em mistura reacional contendo 6leo essencial de folha de cravo-da-india
como fonte de eugenol e anidrido acético. Apds dissolugdo completa dos
substratos (Figura 5a), a enzima foi adicionada (Figura 5b), sendo o
tempo reacional contado a partir da adi¢cdo da mesma. Todos 0s ensaios
realizados com temperaturas até 60 °C foram conduzidos em shaker com
agitacdo orbital (Figura 6). Os ensaios com temperaturas superiores a
60 °C foram realizados em banho termostatizado com agitacdo orbital
(Figura 7). Ap6s o término do tempo de reacdo, o biocatalisador foi
filtrado com papel filtro e solvente orgénico para uma maior remogéo do
acetato de eugenila aderido ao suporte da enzima e nas paredes dos
frascos (Figura 9). As amostras foram evaporadas a vacuo por 10 min a
40 °C (Figura 10). Todas as amostras foram mantidas sob refrigeraco,
para posterior analise.
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Figura 5 - (a) Mistura reacional éleo essencial de folha de cravo-da-
India e anidrido acético, e (b) Mistura reacional 6leo essencial de folha
de cravo-da-India, anidrido acético e enzima.

Figura 6 - Shaker com agitagéo orbital, usando no ensaios para sintese
enzimatica de acetato de eugenila

Figura 7 - Banho termostatizado com agitacdo orbital, usando no
ensaios para sintese enzimatica de acetato de eugenila.
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Figura 8 - Filtracdo do acetato de eugenila com hexano em papel filtro.

Figura 9 - Rota-evaporador acoplado a bomba véacuo e banho de
aquecimento.

4.2.2 Influéncia da umidade inicial no suporte das enzimas na
conversao de acetato de eugenila

A fim de avaliar se a umidade presente no suporte das enzimas
interferia na conversdo em ésteres de acetato de eugenila, as enzimas
foram submetidas a uma secagem em estufa a 40 °C por 1 h antes de
serem adicionadas ao sistema reacional. Também foram realizados
ensaios sem prévia secagem dos catalisadores. Os catalisadores
empregados foram as lipases comerciais Novozym 435, Lipozyme RM
IM e Lipozyme TL IM. Todos os ensaios foram realizados em shaker
com agitacdo orbital nas seguintes condi¢des experimentais:
concentracdo de enzima 5,5% (m/m) em relacdo a massa total de
substratos, razdo molar eugenol:anidrido acético 1:3, temperatura 50 °C,
velocidade de agitagdo 150 rpm, tempo 2 h.
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4.2.3 Selecdo do melhor biocatalisador para producdo de acetato de
eugenila

Foram realizados trés experimentos para determinar qual enzima
é a mais efetiva para a producdo de acetato de eugenila. As enzimas
testadas foram as lipases comerciais: Novozym 435, Lipozyme RM IM
e Lipozyme TL IM. Foram empregadas as mesmas condigdes
experimentais otimizadas por Chiaradia et al. (2012), na producéo de
acetato de eugenila, via sintese catalisada por Novozym 435, onde as
melhores condig¢des para uma elevada conversdo em acetato de eugenila
foram: concentracdo de enzima 5,5% (m/m em rela¢do a massa total de
substratos), razdo molar eugenol:anidrido acético 1:3, temperatura
50 °C, velocidade de agitagdo 150 rpm e tempo de reacdo de 2 h.

4.2.4 Determinagédo da velocidade de agitacdo do sistema reacional
na producdo de acetato de eugenila

Uma vez determinado o catalisador a ser empregado bem como
sua prévia preparacdo, ensaios posteriores foram realizados, a fim de
determinar a melhor velocidade de agitacdo no sistema reacional para a
producdo de acetato de eugenila. A faixa de agitacdo avaliada foi de 100
a 200 rpm, nas seguintes condi¢Ges experimentais: concentracdo de
enzima 5,5% (m/m) em relagdo a massa total de substratos, razdo molar
eugenol:anidrido acético 1:3, temperatura 50 °C e tempo de reacdo de
2h.

4.2.5 Otimizacgéo da producéo enzimatica de acetato de eugenila

Para determinagdo das condicBes experimentais que
maximizassem a sintese do éster acetato de eugenila, resultante da
reacdo de acetilacdo, foi realizada uma estratégia sequencial de
planejamentos fatoriais.

Inicialmente optou-se por um planejamento experimental
completo 2° com triplicata do ponto central, totalizando 11
experimentos. O tempo da reagdo foi fixado em 2 horas com 150 rpm de
agitacdo. As faixas de temperatura (T), razdo molar (RM) e
concentracdo de enzima [E] avaliadas sdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Variaveis e niveis estudados no primeiro planejamento
fatorial completo 23, para producio de acetato de eugenila empregando
Lipozyme TL IM como biocatalisador.

Razéo Temperatura Concentracdo
Varidveis/Niveis molar (F‘)’C) de enzima
(mol:mol)® (% m/m)
-1 1:1 40 5
0 1:3 50 10
1 1.5 60 15

& eugenol:anidrido acético

Posteriormente, foi realizado um planejamento experimental
fatorial completo 2° e com triplicata do ponto central, totalizando 7
experimentos, apresentados na Tabela 3. Nesta etapa, foram avaliados
os efeitos da razdo molar e da temperatura, mantendo-se fixos, além do
tempo de reacdo (2 h), a concentragdo de enzima (5% m/m) e a
velocidade de agitagdo (150 rpm).

Tabela 3 - Varidveis e niveis estudados no segundo planejamento
fatorial completo 2, para otimizacdo das condicdes para producio de
acetato de eugenila empregando Lipozyme TL IM como biocatalisador.

S Raz&o molar Temperatura
Variaveis/Niveis (mol:mol)? ()
-1 1.5 50
0 1.7 60
1 1.9 70

2 eugenol:anidrido acético
4.2.6 Estudo cinético da produc¢do enzimética de acetato de eugenila

Apo6s otimizar as condicdes experimentais das variaveis
estudadas no processo enzimatico, os efeitos da razdo molar (RM) e da
concentracdo da enzima [E] na cinética da rea¢do foram avaliados para
cada sistema reacional. Os tempos avaliados foram 15, 30, 45, 60, 120,
180, 240, 300, 360 minutos. As razGes molares e concentracfes da
enzima [E] (%m/m substratos) utilizadas no estudo séo apresentadas nas
Tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Tabela 4 - Efeito da concentragdo de enzima entre 0s substratos na
producdo enzimatica de acetato de eugenila.

Temperatura Razéo molar [E]
(°C) (mol/mol)? (% m/m)
70 1:9 1,5,10

eugenol:anidrido cético

Tabela 5 - Efeito da razdo molar entre os substratos na producédo
enzimatica de acetato de eugenila.

Temperatura Raz&o molar [E]
(°C) (mol/mol)? (% m/m)
70 1:1; 1:5; 1:9; 1:12 5

eugenol:anidrido cético

4.2.7 Estudo de sucessivos ciclos de uso da enzima Lipozyme TL IM
na producdo de acetato de eugenila em sistema livre de solvente

Partindo da condicdo otimizada, para o teste de reuso da enzima
foram consideradas as seguintes condigdes: razdo molar de 1.5
eugenol:anidrido acético, temperatura 70 °C, 5% (m/m) de enzima em
relacdo a massa total de substratos, tempo reacional 2 h e agitacdo 150
rpm. A enzima recuperada foi filtrada e lavada com 30 mL de hexano
para retirar os residuos remanescentes da reagdo. Apds secagem em
estufa a 40 °C por 4 h, a enzima foi colocada no dessecador por 18 h. A
enzima recuperada foi novamente utilizada em um meio reacional, nas
condi¢Bes experimentais do primeiro uso. Assim, sucessivamente a
enzima foi testada até observar um declinio na conversdo em acetato de
eugenila.

4.2.8 Determinacéo da velocidade especifica da reacao

A velocidade especifica de reacdo é calculada através da Equacéo
1 (HAGENS, 2006).

v=m/(mc.t) (Equagdo 1)
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Onde:

v: velocidade especifica da reacdo (g.g™.h™);
m: massa da substancia convertida (g);

mc: massa de catalisador (g);

t: tempo (h)

4.2.9 Quantificagdo de acetato de eugenila

A quantificaclo dos ésteres de acetato de eugenila foi realizada
por cromatografia gasosa em equipamento Shimadzu GC-2010 equipado
com processador de dados. As analises foram realizadas utilizando
coluna capilar de silica fundida RT x-WAX (30 m x 0,25 mm i.d.),
0,25 pum de espessura de filme, detector FID, com a seguinte
programacdo de temperatura: 40 - 150 °C (10 °C/min), 150 - 220 °C
(10 °C/min), 220 °C (5 min), temperatura do injetor 250 °C, detector a
275 °C, modo de injecdo split, razdo de split 1:100, gas de arraste N,
(56 kPa), volume injetado 1,0 uL de amostra diluida em diclorometano
(2:10). A determinacdo da conversdo das reacdes foi feita
acompanhando a reducdo da area do sinal do agente limitante eugenol.

4.2.10 Purificacdo da amostra otimizada de acetato de eugenila

Para as analises de RMN-'H e atividade antimicrobiana, os
ésteres foram purificados em rota-evaporador a vacuo a 40 °C durante
8 h. Confirmou-se a purificacdo de acetato de eugenila por
cromatografia gasosa em equipamento Shimadzu GC/FID, nas mesmas
condi¢des empregadas na quantificacdo dos ésteres.

4.2.11 Identificacdo de acetato de eugenila

Os espectros da Resonancia Magnética Nuclear RMN-'H foram
obtidos no laboratério da Central de Andlises do Departamento de
Quimica da UFSC, no equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear,
modelo Varian Mercury Plus AS - 400 MHz, em 100 MHz, usando
TMS como padréo interno e cloroférmio-d; (CDCl3) como solvente.

4.2.12 Atividade antimicrobiana
Para a realizacdo dos testes antimicrobianos, foi utilizada a

metodologia de difusdo em placas, sendo que doze micro-organismos
foram selecionados, entre eles Bactérias Gram-positivas (Micrococcus
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luteus,  Staphylococcus  epidermidis,  Enterococcus  faecalis,
Streptococcus mutans, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus) e
Gram-negativas (Proteus vulgaris, Aeromonas sp., Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella choleraesius, Pseudomonas
aeruginosa) crescidas previamente em meio Luria Bentani (10 g/L de
triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de NaCl) durante 24 horas
a36+1°C.

Os referidos testes foram realizados pelo método de difusdo em
discos de papel Whatmann n°® 3 com 9 mm de didmetro, em placas de
Petri com meio de cultura Agar Mueller-Hinton. As culturas ativas das
bactérias foram inoculadas por espalhamento com auxilio da alca de
Drigalski estéril nas placas num volume de 100 puL. Em cada placa foi
depositado um disco de controle negativo (branco), na avaliagdo do
potencial antimicrobiano do acetato de eugenila os discos continham
20 uL de volume. Apo6s a incubacéo das placas a 36 £ 1 °C durante 24
horas, os resultados foram analisados medindo-se o diametro do halo de
inibicdo de crescimento das bactérias, incluindo o diametro do disco de
papel, com o auxilio de uma régua.

Os resultados foram expressos em mm pela média aritmética dos
valores dos halos obtidos nas trés repeticdes de cada bactéria, sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 95% de confianca, utilizando
0 programa Statistica versao 7.0 (Statsoft Inc, USA).

4.2.13 Analise estatistica

Os dados experimentais obtidos em cada planejamento
experimental foram tratados estatisticamente. A andlise estatistica
relacionada com os efeitos estimados de cada variavel e maximizagéo
dos processos foi realizada através do erro padrdo relativo entre os
dados experimentais e os preditos. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software Statistica versao 7.0 (Statsoft Inc, USA).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos durante o
desenvolvimento deste trabalho, relacionados a acetilacdo enzimatica do
eugenol em sistema livre de solvente, assim com a verificacdo do efeito
das variaveis do processo, temperatura, razdo molar entre os substratos,
concentracdo de enzima e agitacdo na producdo de acetato de eugenila
utilizando a técnica de planejamento experimental. Também serdo
expostos estudos cinéticos, analise Ressonancia Magnética Nuclear -
RMN e analise da atividade antimicrobiana do acetato de eugenila
obtido.

Inicialmente, avaliou-se a producdo de acetato de eugenila
empregando trés biocatalisadores, além da influéncia da umidade inicial
dos mesmos na producgdo de acetato de eugenila.

5.1 SELECAO DO MELHOR BIOCATALISADOR E INFLUE~NCIA
DA PERCENTAGEM DE UMIDADE INICIAL NA PRODUCAO DE
ACETATO DE EUGENILA

Nesta etapa foram utilizadas as condi¢6es otimizadas obtidas por
Chiaradia et al. (2012), para uma elevada conversdo em acetato de
eugenila, as quais foram: concentracdo de enzima 5,5% (m/m) de
substrato, razdo molar 1:3 (mol de eugenol:mol de anidrido acético),
temperatura 50 °C, agitacdo 150 rpm e tempo reacional de 2 h. Na
Tabela 6 é apresentada a influéncia dos biocatalisadores, assim como a
umidade inicial dos mesmos nas condi¢Ges experimentais da reacdo de
acetilacdo enzimatica para obtencao de acetato de eugenila.
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Tabela 6 - Selecdo do melhor biocatalisador e influéncia da umidade
inicial no suporte dos mesmos, nas condi¢cdes experimentais da reacdo
de acetilagdo enzimatica para producéo de acetato de eugenila.

Acetato de eugenila (%)

Tratamento Novozym 435 Llpozl)ll\l/lne TL Llpoz?ll\r}lm RM

Sem secagem
prévia
Com secagem
40°C/1h

41,37 +2,02 87,21 +7,64 67,11 + 8,41

65,36 £ 4,52 85,86 £ 5,75 53,06 + 3,65

Pode-se observar que a Lipozyme TL IM apresentou maior
conversao (87,21%), enquanto que as conversdes obtidas pela Novozym
435 e Lipozyme RM IM foram de 41,37 e 67,11%, respectivamente.
Assim, a Lipozyme TL IM foi considerada como o biocatalisador mais
especifico para o sistema reacional formado por eugenol e anidrido
acético.

A fim de avaliar se a umidade inicial, presente nos suportes de
imobilizagdo dos biocatalisadores, influenciava na produgdo de acetato
de eugenila, ensaios foram realizados empregando uma secagem previa
das enzimas imobilizadas em estufa a 40 °C por uma hora, comparando
com 0s biocatalisadores usados na reacdo de acetilagdo sem secagem
prévia. Pode-se notar influéncia da umidade inicial dos suportes dos
biocatalisadores na producdo de acetato de eugenila. Com a Novozym
435 se teve um aumento da producdo de acetato de eugenila, de 41,37
para 65,32%, no caso da Lipozyme TL IM diminuiu de 87,21 para
85,86%, da mesma forma que Lipozyme RM IM de 67,11 para 53,06%.

Em quanto ao poder catalitico das lipases pode-se observar que é
influenciado pelas caracteristicas dos suportes usados na imobilizacéo
de cada tipo de lipases, sendo a Novozym 435 (lipase de C. antarctica
fragdo B) imobilizada em resina, a Lipozyme TL IM (lipase de T.
lanuginosus) imobilizada em resina acrilica, e a Lipozyme RM IM
(lipase de Rhizomucor miehei) imobilizada em resina por intercambio
ionico (HERNANDEZ-MARTIN; OTERO, 2008), os que dependendo de
suas caracteristicas de transferéncia de massa, facilitam ou ndo a catalise
enzimatica.

Além disso, o uso da Lipozyme TL IM como biocatalisador
apresenta uma vantagem de importancia econbémica industrial, ja que
comparada com os elevados custos das enzimas Novozym 435 e
Lipozyme RM IM, este catalisador apresenta um custo reduzido, fato
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que pode vir a viabilizar economicamente o processo de producédo
enzimatica de acetato de eugenila em sistema livre de solvente.

Assim, a enzima Lipozyme TL IM foi selecionada como
biocatalisador mais adequado para a reacdo de acetilacdo no sistema
reacional formado por eugenol e anidrido acético, porque demonstrou
maiores conversdes de acetato de eugenila, sendo que a diferenca entre
as conversdes sem secagem ou com secagem previa foi pequena, entéo
optou-se por utilizar a enzimas sem secagem prévia nos ensaios futuros.

52 DETEBMINACAO DA VELOCIDADE DE AGITAGAO NA
PRODUCAO DE ACETATO DE EUGENILA

A influéncia da velocidade de agitacdo (100, 150 e 200 rpm) no
sistema reacional para producdo de acetato de eugenila, foi avaliada nas
condigdes: concentracdo de enzima Lipozyme TL IM 55% (m/m de
substrato), razdo molar 1:3 mol de eugenol:mol de anidrido acético,
temperatura 50 °C e tempo reacional 2 h; como demonstra a Figura 10.

Figura 10 - Efeito da velocidade de agitacdo sobre a conversdo de
acetato de eugenila usando o biocatalisador Lipozyme TL IM em
sistema livre de solvente. Media (n=3), p<0,05.
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Pode-se observar que com 100, 150 e 200 rpm de velocidade de
agitacdo obteve-se conversdes de 59,12, 96,63 e 77,89% de acetato de
eugenila, respectivamente. Desta forma, 150 rpm foi empregado como
velocidade de agitacdo para a reacdo de acetilagdo de eugenol com
anidrido acético via sintese enzimatica com Lipozyme TL IM em
sistema livre de solvente. O mesmo resultado foi obtido por Chiaradia et
al. (2012), na qual concluiram que 150 rpm de velocidade de agitacdo
foi a melhor para producdo de acetato de eugenila, em sistema reacional
contendo eugenol e anidrido acético, catalisado por Novozym 435.

53 SEL~ECAO DAS VARIAVEIS SIGNIFICATIVAS NA
PRODUCAO DE ACETATO DE EUGENILA

O planejamento experimental é uma ferramenta estatistica que
permite determinar as varidveis que exercem maior influéncia em um
determinado processo, assim como avaliar possiveis interagdes entre
elas. Além disto, esta ferramenta permite otimizar o sistema em estudo,
com o objetivo de minimizar os problemas e maximizar a informacdo,
precisdo e exatiddo nos resultados. A principal vantagem da utilizagdo
desta ferramenta € a redugdo do numero de experimentos e a
consequente reducgdo de custos (HAALAND, 1989).

Visando as vantagens que proporcionam o0s planejamentos
experimentais decidiu-se estudar neste trabalho, primeiramente, um
planejamento fatorial completo 2° com triplicata do ponto central, num
total de 11 ensaios, 0s quais avaliaram o efeito da razdo molar (1:1, 1:3
e 1:5 mol eugenol:mol anidrido acético), temperatura (40, 50 e 60 °C) e
concentracdo de enzima (5, 10 e 15% m/m em relagdo aos substratos),
na procura da melhor condicéo para a producédo de acetato de eugenila.

A Tabela 7 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo
2%, com as variaveis reais e codificadas, e com as respostas em termos
de conversdo em acetato de eugenila, empregando Lipozyme TL IM
como biocatalisador, em 2 horas de reacdo e 150 rpm de velocidade de
agitacdo.
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Tabela 7 - Matriz do planejamento fatorial completo 2°, com as
variaveis reais e codificadas, com as respostas em termos de conversao
em acetato de eugenila, empregando Lipozyme TL IM como
biocatalisador.

Ensai Razdo Temperatura Concent_ragao Conversao
nsaios molar (C) de enzima %)
(mol:mol)® (% m/m)
1 1:1(-1) 40 (-1) 5(-1) 30,06
2 1:5(1) 40 (-1) 5(-1) 38,89
3 1:1(-1) 60 (1) 5(-1) 53,58
4 1:5(1) 60 (1) 5(-1) 52,76
5 1:1(-1) 40 (-1) 15 (1) 33,45
6 1:5(1) 40 (-1) 15 (1) 63,53
7 1:1(-1) 60 (1) 15 (1) 34,20
8 1:5(1) 60 (1) 15 (1) 91,76
9 1:3 (0) 50 (0) 10 (0) 45,88
10 1:3 (0) 50 (0) 10 (0) 47,69
11 1:3 (0) 50 (0) 10 (0) 49,02

#eugenol:anidrido acético

Pode-se observar que o ensaio 8 foi o que conduziu a maior
conversdao em acetato de eugenila (91,76%) na razdo molar de 1:5 mol
eugenol:mol anidrido acético, a 60 °C de temperatura e 15% de enzima.
Os outros ensaios apresentaram conversdes menores a 50% com
exce¢do do ensaio 6 que teve 63,53% de conversdo de acetato de
eugenila, também com razdo molar 1:5 e 15% de enzima, porém, com
40 °C de temperatura.

Os resultados de conversdo em acetato de eugenila apresentados
na Tabela 7 foram tratados estatisticamente onde os efeitos absolutos
estdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11 - Diagrama de Pareto mostrando o efeito entre as varidveis
razdo molar, temperatura e concentracdo de enzima, bem como as
interacdes entre estas variaveis, na producdo de acetato de eugenila
(p<0,05).

(1) Raz&o molar (mol:mol) 4.93

13 4.10

(2) Temperatura (°C) 3.42

x2 .92

2x3 -43

1
1
(3) Concentracao de enzima (%) 2.46

Efeitos estimados (Valor absoluto)

O principio do diagrama de Pareto é demonstrar a relacdo dos
fatores que tém pouco ou grande efeito na reacgdo, ou seja, alguns fatores
sd0 "ativos" e os restantes sdo "inertes"”, o que pressupde que, dos efeitos
calculados sobre os fatores e suas interagdes, apenas alguns serdo
importantes (HAALAND, 1989). Com base na explicagdo de Haaland
(1989), o diagrama de Pareto da Figura 11 demonstra que a razdo molar
entre 0s substratos e a temperatura apresentam um efeito positivo
significativo (p<0,05) sobre a conversao de acetato de eugenila, os quais
sdo considerados fatores ativos, cujo aumento conduz a maiores
conversfes, do contrario, a concentragdo da enzima apresentou efeito
ndo significativo positivo sobre a conversdo em acetato de eugenila, o
qual faz que seja um efeito inerte. Também pode-se observar um efeito
significativo positivo na interacdo razdo molar e concentracdo de
enzima. Com base nestes resultados significativos do primeiro
planejamento experimental, foi realizado um outro planejamento
(apresentado na Tabela 8), mas neste caso somente duas variaveis
tiveram seus niveis aumentados e avaliados: razdo molar (mol:mol) e
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temperatura (°C); mantendo constante a concentracdo de enzima (5%
m/m de substrato), tempo de reacdo (2 h) e de velocidade de agitagdo
(250 rpm).

Tabela 8 - Matriz do planejamento fatorial completo 2% com as
variaveis reais e codificadas, com as respostas em termos de converséo
em acetato de eugenila, empregando Lipozyme TL IM como
biocatalisador.

Razédo Temperatura Conversdo  Conversao DPR
Ensaios molar °C) Observado Predita (%)
mol:moly ¢ (%) (%)

1 1:5(-1) 50 (-1) 25,03 23,08 7,78

2 1:9 (1) 50 (-1) 47,71 4576 4,08

3 1:5(-1) 70 (1) 83,54 81,60 2,32

4 1:9(Q) 70 (1) 82,58 80,64 2,35

5 1:7 (0) 60 (0) 54,76 57,77 5,50

6 1:7 (0) 60 (0) 54,30 57,77 6,40

7 1:7 (0) 60 (0) 56,51 57,77 2,24

%eugenol:anidrido acético
DPR: Desvio padréo relativo

Pode-se observar na Tabela 8 que as maiores conversées em
acetato de eugenila foram obtidas nos ensaios 3 e 4, ambos a 70 °C de
temperatura, com razdo molar 1:5 e 1:9 mol de eugenol:mol de anidrido
acético, respectivamente. Desta forma, a partir deste segundo
planejamento fatorial, se considera como a melhor condicéo o ensaio 3,
gue tem menor excesso de anidrido acético em comparacao do ensaio 4.

Também os resultados obtidos na Tabela 8 foram analisados
estatisticamente, onde permitiram ser avaliados no diagrama de Pareto,
mostrado na Figura 12.
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Figura 12 - Diagrama de Pareto mostrando o efeito entre as varidveis
razdo molar e temperatura, bem como as interacdes entre estas variaveis,
na producéo de acetato de eugenila (p<0,05).

(2) Temperatura (°C) 13.15

1x2 -3.33
(1) Raz&do molar (mol:mol) .06
p=.05

Efeitos estimados (Valor absoluto)

O diagrama de Pareto da Figura 12 demonstra que a variavel
razdo molar teve efeito ndo significativo positivo, e o efeito da
temperatura teve efeito significativo positivo (p<0,05) na producéo de
acetato de eugenila. Resultado semelhante foi obtido por Lerin (2010),
onde maiores valores de temperatura e um excesso de acido palmitico
parecem promover um melhor sistema de reacdo para obtencdo de
ascorbil palmitato, sendo que a maxima conversao foi de 67,34% em
17 h de reacdo, com razdo molar de acido L-ascorbico e acido palmitico
de 1:9 e temperatura de 70 °C.

Aumentar a temperatura (> 70 °C) poderia ser de grande ajuda
para obter a melhor condi¢do otimizada, mas no caso deste trabalho,
decidiu-se fixar a temperatura em 70 °C, para evitar afetar a acdo do
biocatalisador Lipozyme TL IM em temperaturas maiores. Richetti
(2009) mencionou que as lipases Novozym 435 e Lipozyme RM 1M,
possuem temperatura 6tima na faixa de 50 a 70 °C; e comprovou isto na
esterificacdo enzimatica de palmitato de 2-etilexila, onde as maiores
conversdes atingidas na faixa dos 70 °C, préxima a temperatura 6tima
das enzimas. Wang et al. (2014) acilaram amido de milho com é&cido
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palmitico via sintese enzimatica (Novozym 435), em sistema livre de
solvente, para formacdo de ésteres metila de acido palmitico. Entre as
temperaturas testadas (de 55 até 75 °C) consideram como 6tima a
temperatura de 60 °C, na qual conseguiram uma conversdo de 76,50%,
devido a que 0 aumento de temperatura causou menores conversoes.

Em quanto a razdo molar, pode-ser observar na Figura 12, que
estd proximo a ser significativo, sendo que maior concentracdo de
anidrido acético na reacdo produz um efeito significativo positivo. Mas
como produto final, acetato de eugenila, € preferivel obter ele 0 mais
puro possivel, o que leva a decisdo de manter a razdo molar mais baixa
do segundo planejamento, que seria de 1:5, evitando assim gastar mais
tempo na etapa de purificacao.

A andlise estatistica dos resultados da Tabela 8 também permitiu
a construcdo de um modelo empirico codificado para a conversdo de
acetato de eugenila em fungdo da razdo molar dos substratos e da
temperatura. O modelo empirico resultante foi validado estatisticamente
(p<0,05) pela analise de variancia (ANOVA), apresentado na Tabela 9.
Verifica-se que o valor de coeficiente de determinagdo (R%) de 0,9847
sugere que o modelo gerado na Tabela 9 pode explicar
aproximadamente 98% da variagdo total dos resultados. O valor F
reflete a razdo da soma quadratica média devido a regressdo pela soma
guadratica média devido ao erro, e indica a significancia de cada fator
do modelo. O valor de F calculado foi 64,38, o qual é aproximadamente
6 vezes maior que o F tabelado, mostrando que o modelo é
estatisticamente significativo.

Tabela 9 - Andlise de variancia para produgéo de acetato de eugenila.

Fonte de Somados Graus de Média Fealculado P-valor
variacgdo quadrados liberdade quadratica
Regressdao  2437,88 3 812,63 64,38 0,003
Residual 37,87 3 12,62
Total 2475,49 6

R”=0,9847; Frapeiado=9,28
*Termos estatisticamente significativos a 95% de confianga.

A Equacdo 2 apresenta o modelo codificado gerado pela anélise
de regressdo:

AE(%) =57,77 +5,43*RM +23,35*T —591*RM *T (Equagdo 2)
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Onde:

AE: Acetato de eugenila (%)

RM: Razdo molar (mol de eugenol:mol de anidrido acético)
T: Temperatura (°C)

O modelo da Equacdo 2 mostra que as variaveis razdo molar e
temperatura apresentam um efeito significativo positivo (p<0,05) e a
interacdo entre estas varidveis um efeito negativo sobre a converséo de
acetato de eugenila. Este modelo foi capaz de representar bem os dados
experimentais de conversdo de acetato de eugenila no intervalo dos
fatores investigados, o qual permitiu a construcdo do diagrama de
conversfes preditas vs. observadas apresentado na Figura 13, e da
superficie de resposta apresentada na Figura 14. Isso implica em uma
representacdo satisfatoria do processo pelo modelo empirico, conforme
ilustrado pela conversdo predita (coluna 5 da Tabela 8) e o desvio
padrdo relativo (DPR) (coluna 6 da Tabela 8).

Na Figura 13 pode-se observar que os pontos dispersos
(conversdes observadas) estdo quase proximos a linha (conversdes
preditas), estando em concordancia com os resultados da Tabela 8, onde
tem-se 2% < 8% de desvio padrdo relativo - DPR.
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Figura 13 - Diagrama de conversdes preditas vs. conversdes observadas
para a produc¢do de acetato de eugenila via sintese enzimatica.
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A Figura 14 mostra a superficie de resposta para producdo de
acetato de eugenila (%) em fungéo da razdo molar (mol de eugenol:mol
de anidrido acético) e da temperatura (°C). Esta figura permite uma
clara visualizagdo dos efeitos positivos para a produgdo de acetato de
eugenila, as quais sdo representadas pelas areas vermelhas. A maior
conversdo em acetato de eugenila (83,54%) foi obtida com 1.5
(mol:mol) de razdo molar, 70 °C de temperatura, 5% de concentracéo
de enzima Lipozyme TL IM, 2 h de tempo de reacdo e 150 rpm de
velocidade de agitacéo.
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Figura 14 - Superficie de resposta para produgdo de acetato de eugenila
em func¢do da raz&o molar e da temperatura.
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Assim, temos que 0 uso de um desenho experimental estatistico
aumenta a eficiéncia e a produtividade dos experimentos de pesquisa. A
andlise estatistica fornece uma poderosa estrutura dentro da qual
pergunta e responde ddvidas sobre possiveis solugdes, podendo acelerar
0 progresso ao longo da curva de aprendizagem, o qual faz que seja

mais facilmente acessivel para os pesquisadores de biotecnologia
(HAALAND, 1989).

5.3.1 Cinética da producédo enzimatica de acetato de eugenila

Apo6s otimizar as condicdes experimentais das variaveis
estudadas na producdo de acetato de eugenila, os efeitos da
concentracdo de enzima [E] e da razdo molar (RM) na cinética da reacédo
de acetilacdo em sistema livre de solvente foram avaliados, a fim de
definir um tempo reacional ideal. Ao mesmo tempo se avaliou o efeito
da velocidade especifica de consumo de substrato (g.g™.h™) ao longo da
producdo de acetato de eugenila, usando a Equacdo 1, através das
cinéticas destrutivas com intervalos de tempo de 0, 15, 30, 45, 60, 120,
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180, 240, 300 e 360 minutos, em condicdes fixas de temperatura 70 °C e
velocidade de agitagdo 150 rpm.

A Figura 15 mostra o efeito da concentragdo de enzima Lipozyme
TL IM (1, 5 e 10% m/m de substrato) na cinética de producdo
enzimatica de acetato de eugenila e na velocidade especifica de
consumo de substrato (g.g™.h™).

Figura 15 - Efeito da concentragdo de enzima Lipozyme TL IM na
producdo de acetato de eugenila a temperatura 70°C, razdo molar de
eugenol:anidrido acético 1:5 e velocidade de agitacdo 150 rpm, e na
velocidade especifica de consumo de substrato.
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A partir da Figura 15 pode-se observar que com 1% de
concentracdo de enzima atingiu-se a maxima conversdo em acetato de
eugenila (76,30%) em 360 min, sendo notavelmente diferente ao
conseguido com 5 e 10% de enzima. Quando a enzima foi utilizada em
uma concentracdo de 5%, uma conversdo de 90,73% foi obtida em
60 min, sendo que ap6s este tempo de reacdo ndo houve variacdo
significativa de converséo, alcancando valores maximos de 96,90% em
360 min (6 h). Para a concentracdo de enzima de 10%, uma conversdo
de 92,81% foi obtida em 45 min, sendo que a maxima conversdo de
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100% obtida apds 240 min de reacdo. Considera-se baixa a diferenca
entre as conversdes produzidas com as concentracdes de 5 e 10% de
enzima, pelo que optou-se por considerar a concentragdo de 5% com
60 min (1 h) de tempo reacional como a melhor condicéo.

Os resultados obtidos no estudo cinético estéo de acordo com 0s
resultados obtidos na etapa de selecdo de varidveis significativas na
producdo de acetato de eugenila, onde foi selecionada a concentragéo de
enzima de 5% (m/m substrato) para a producdo de acetato de eugenila
catalisada pela Lipozyme TL IM, uma vez que nesta condicdo se reduz
0s custos de producdo, devido ao fato que com menor quantidade de
biocatalisador é possivel obter conversdes tdo elevadas quanto as
conversbes obtidas em concentracGes mais elevadas de enzima. Além
disso, um excesso de enzima pode propiciar a formacdo de aglomerados,
tornando o sitio ativo da enzima indisponivel para os substratos no meio
reacional, o que pode contribuir para uma diminui¢do da conversdo da
reacio (KARRA-CHAABOUNI et al., 2006).

Babicz et al. (2010) avaliaram o efeito da concentracéo de enzima
(1 e 2%, m/m) na hidrolise de 6leo de soja, observaram que quando
utilizado 1% (m/m) de Lipozyme TL IM em 1,5 horas, o rendimento foi
de 40%, no entanto quando utilizado 2% (m/m) da mesma enzima, o
rendimento foi de 32%, em 3 horas.

A velocidade especifica de consumo de substrato teve um
comportamento similar (< 10,00 g.g™.h™) com 1 e 5% de concentracio
de enzima. Pode-se ver que a velocidade especifica da rea¢do usando
10% de concentracdo de enzima foi rapidamente de 0 no tempo 0 para
77,70 g.g~h™ no tempo de 15 min, a qual foi diminuindo até
4,88 g.g”.h™ no tempo de 360 min (6 h). A diminuicdo progressiva da
velocidade especifica, de ponto a ponto, é consequéncia da sintese
enzimatica na producdo de acetato de eugenila, que estd atingindo o
equilibrio ao longo do tempo de reacdo (0 até 360 min).

Os efeitos das razdes molares (1:1; 1:5; 1:9 e 1:12 mol de
eugenol: mol de anidrido acético) nas cinéticas de producdo enzimatica
de acetato de eugenila e nas velocidades especificas de consumo de
substrato estdo representados na Figura 16.
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Figura 16 - Efeito da razdo molar (mol de eugenol:mol de anidrido
acético) na producdo de acetato de eugenila a temperatura 70 °C,
concentragdo de enzima 5% e velocidade de agitacdo 150 rpm, e na
velocidade especifica de consumo de substrato.
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A partir da Figura 16 pode-se observar que as conversfes obtidas
usando uma razdo molar de 1:1 de substrato sdo baixas ao longo dos
360 min (assim como as conversdes obtidas na Tabela 7, estando entre
30,06-53,58% para razdo molar 1:1 em 120 min). Nas razfes molares
1:5; 1:9 e 1:12, foram alcangadas conversdes > 90% em 60 min. Desta
forma, levando-se em consideragdo que um excesso de anidrido acético
na reacdo leva a um maior tempo de purificacdo do éster de acetato de
eugenila, e gera um maior custo de reagente, tendo convers@es similares
se escolheu como a melhor condicéo & de razdo molar 1:5 em 120 min
(2 h) de tempo reacional, ja que atingiu 92,86% de acetato de eugenila.

As velocidades especificas da Figura 16 apresentaram o0 mesmo
comportamento, todas diminuem com o tempo. Comegando com
velocidade especifica 0 no tempo 0, aumentando rapidamente a 11,16;
382; 562 e 9,05 gglh® no tempo 15 min, e diminuindo
progressivamente até valores de 0,95; 0,62 e 0,48 g.g™.h™ no tempo
360 min, nas razdes molares 1:1; 1:5; 1:9 e 1:12, respectivamente.
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5.4 ESTUDO DO USO SUCESSIVO DA ENZIMA NA PRODUGCAO
DE ACETATO DE EUGENILA

O uso de enzimas como catalisadores tem como vantagens o fato
de ser biodegradaveis, permitem uma via limpa de obtencéo do produto,
sem tratamentos complexos de purificacdo, e 0 mais importante é que
podem ser recuperadas e reutilizadas. Apesar das vantagens, o uso de
enzimas imobilizadas como biocatalisadores, responsaveis por acelerar a
reacdo de acetilacdo, no caso deste trabalho, é ainda relativamente
oneroso, devido ao custo elevado da enzima, cuja reutilizacdo seria um
fator essencial também para a producdo em nivel industrial. Portanto,
estudos de reuso das enzimas sdo essenciais, visando a diminuicdo dos
custos e viabilizagdo econdmica do processo.

A Figura 17 apresenta as conversdes em acetato de eugenila e 0s
respectivos numeros de ciclo de reutilizacdo da enzima Lipozyme TL
IM na condicdo otimizada nas etapas anteriores.

Figura 17 - Efeito do uso sucessivo da enzima Lipozyme TL IM na
producdo de acetato de eugenila a razdo molar de 1:5 eugenol:anidrido
acético, temperatura 70 °C, 5% de enzima, tempo reacional 2 h e
velocidade de agitacdo 150 rpm.
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Como se pode observar, no primeiro ciclo da enzima Lipozyme
TL IM apresentou-se uma elevada converséo de 94,32%, no segundo
ciclo a conversdo caiu para 75,18%, e no terceiro ciclo para 53,17%, e
assim diminuiu sucessivamente até o quinto ciclo. Talvez ndo sejam os
resultados esperados de conversdo em acetato de eugenila, mas
considerando uma conversdo de 50%, pelo menos se pode aproveitar o
uso da enzima Lipozyme TL IM até o terceiro ciclo, dependendo do
sistema reacional e mais importante dos custos de operacao
experimental e industrial.

Ghamgui et al. (2006) avaliaram os ciclos de reuso de lipase de
Staphylococcus simulans, imobilizada em carbonato de célcio. Apds 4
ciclos de utilizacdo ndo ocorreu diferenca significativa na producdo de
isoamil acetato (conversdao 64%), em temperatura de 37 °C. Ap6s 10
ciclos, a converséo foi de cerca de 50%.

5.5 PURIFICACAO DO ESTER DE ACETATO DE EUGENILA

O éster obtido na condicdo otimizada foi previamente purificado
a fim de eliminar o excesso de eugenol e anidrido acético, obtendo um
produto final com um maior grau de pureza. Esta etapa foi necessaria
para minimizar erros nas etapas de identificagdo do composto, através
da analise de RMN-'H e avaliacdo do potencial antimicrobiano do
composto produzido neste trabalho.

A Figura 18 apresenta o éster de acetato de eugenila antes de ser
submetido ao processo de purificacdo por destilacdo a vacuo, e a Figura
19 apresenta 0 mesmo éster apos o processo de purificacéo.

Figura 18 - Cromatograma do éster, antes da purificacdo em destilacdo
a vacuo, obtido nas condicdes experimentais: razdo molar 1:5 mol de
eugenol:mol de anidrido acético, 5% (m/m substrato) de enzima
Lipozyme TL IM, 70 °C, 150 rpm, em sistema de solvente.
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Figura 19 - Cromatograma do éster, apds purificacdo em destilacdo a
vacuo, obtido nas condi¢des experimentais: razdo molar 1.5
eugenol:manidrido acético, 5% (m/m substrato) de enzima Lipozyme
TL IM, 70 °C, 150 rpm, em sistema de solvente.
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Através destas figuras pode-se observar que ao final do processo
de purificacdo obteve-se um éster relativamente puro, uma vez que na
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amostra analisada ap6s a purificacdo (Figura 19) prevalece o pico
referente ao acetato de eugenila. A purificacdo da amostra é um fator
bem relevante nos resultados, considerando que podem ficar tracos de
outros compostos que, sinergicamente atuem como antimicrobianos.
Além disso, a analise de RMN-'H exige que 0s compostos a serem
analisados apresentem um elevado grau de pureza.

5.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO
(RMN'H)

A ressonancia magnética nuclear (RMN) encontra-se na regido
das ondas de radio (radiofrequéncias). Em principio, pode-se dizer que a
RMN é outra forma de espectroscopia de absor¢do. Em um campo
magnético, sob determinadas condi¢Bes, uma amostra pode absorver
radiacdo eletromagnética na regido da radiofrequéncia, absorgdo
governada por caracteristicas da amostra. Essa adsorcdo é funcdo de
determinados nucleos presentes na molécula, que sdo sensiveis a
radiacdo aplicada. A grandeza fisica envolvida em RMN é o spin
nuclear, propriedade apresentada em determinados nicleos com
circulacdo de elétrons, os quais submetidos a campos magnéticos geram
um campo magnético interno que pode se opor ou ndo ao campo
magnético externo, produzindo um efeito de blindagem do &tomo.
Sendo que a maior densidade eletrénica dos atomos maior o grau de
blindagem, e menor valor de deslocamento quimico (ppm)
(NASCIMENTO; BLOCH, 2001).

A Figura 20(a) mostra 0s espectros com seus respectivos
deslocamentos dos atomos da molécula de acetato de eugenila, da
amostra otimizada e purificada, através da analise de RMN-'H, e a
Figura 20(b) os espectros com seus respectivos deslocamentos dos
atomos da molécula do padrao comercial de acetato de eugenila.
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Figura 20 - Espectro de RMN-'H para a amostra obtida via acetilagio
do Oleo essencial da folha do cravo-da-india com anidrido acético,
catalisado por Lipozyme TL IM, em sistema livre de solvente (a) e 0
padrdo comercial de acetato de eugenila (b).
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Pode-se observar que os acoplamentos: (1) referem-se aos 3
hidrogénios dos carbonos do anel aromatico (os hidrogénios (1a) séo
equivalentes, portanto, 0s seus picos se sobrepde); (2) e (3) refere-se aos
acoplamentos dos hidrogénios dos carbonos da dupla ligacao;
hidrogénio “singlete” (4) refere-se a metila ligada ao oxigénio; (5)
refere-se aos acoplamentos dos hidrogénios do carbono que une o anel
aromatico com a dupla ligacéo; “singlete” (6) refere-se a metila ligada
ao carbono do éster, confirmando, assim, pela estrutura molecular, que é
realmente o0 acetato de eugenila o obtido, na reacdo de acetilagcdo do
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eugenol com anidrido acético através da sintese enzimatica com
Lipozyme TL IM em sistema livre de solvente.

Santos (2010) também analisou através de RMN a molécula de
eugenol e a molécula de acetato de eugenila, onde observou-se
claramente nos espectros 0s picos do grupo acetil adicional, C-CH;3 em
menor valor de deslocamento quimico, e -COCH3; em maior valor de
ppm. Explicacdo apresentada por Nascimento e Bloch (2001): quando
0s atomos do grupo funcional encontram-se mais préximos ao atomo de
oxigénio apresentam menor blindagem (maior valor de ppm), do que os
atomos mais proximos a um atomo de carbono (menor valor de ppm).

57 AVALIACAO DO POTENCIAL DA  ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

As propriedades microbiostaticas e microbicidas a partir de
produtos vegetais sdo comprovadas através de ensaios bioldgicos in
vitro em testes de susceptibilidade ou sensibilidade (SARTORI, 2005),
sendo a técnica da difusdo em placas a mais comum, porque é de facil
execucdo e requer pequenas quantidades de amostra (KATZUNG,
2003), assim como foi realizado no presente trabalho.

A Tabela 10 apresenta a atividade antimicrobiana do acetato de
eugenila (amostra purificada) sobre as bactérias Gram-positivas
(Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus) e Gram-negativas
(Proteus vulgaris, Aeromonas sp., Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella choleraesius, Pseudomonas aeruginosa).
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Tabela 10 - Atividade antibacteriana do acetato de eugenila, pelo
método de difusdo em placas sobre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas usando a concentragdo de 20 uL de amostra por disco.

Concentragdo de 20puL

Bactérias Gram-positivas ATCC Halo de inibicao

(mm)
Micrococcus luteus 10240 16,33 + 1,15
Staphylococus epidermis 12228 17,67 + 4,04°
Enterococcus faecalis 29212 15,00 + 0,00
Streptococcus mutans 25175 14,33 + 0,57
Bacillus subtilis 6633 21,00 £1,73%
Staphylococcus aureus 25923 15,67 +1,15>
Média 16,67 + 2,41°
Bactérias Gram-negativas

Proteus vulgaris 13315 17,33 +1,52°
Aeromonas sp. * 17,00 + 1,00°
Escherichia coli 25922 12,33 +0,57°
Klebsiella pneumoniae 10031 23,67 + 4,04

Salmonella choleraesius 107008 19,67 + 1,52
Pseudomonas aeruginosa 27853 15,33 +0,57°
Média 17,55+ 3,86

ATCC: American Type Culture Colection — (USA).

*: Obtidas a partir do Instituto Biolégico — Unicamp (Campinas, SP).

Médias na mesma coluna com letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao
nivel de 95% de probabilidade (a = maior média, b = menor média).

Primeiramente pode-se observar que o acetato de eugenila possui
atividade antimicrobiana, uma vez que inibiu o desenvolvimento das
bactérias avaliadas, em diferentes halos de inibigdo. Entre as bactérias
Gram-positivas, 0 acetato de eugenila teve maior efeito antimicrobiano
sobre o Bacillus subtilis (21,00 mm) e menor efeito sobre o
Streptococcus mutans (14,33 mm); e entre as bactérias Gram-negativas
0 acetato de eugenila teve maior efeito sobre a Klebsiella pneumoniae
(23,67 mm) e menor efeito na Escherichia coli (12,33 mm).
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Estatisticamente, entre as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, a
média do halo de inibicdo da bactéria Klebsiella pneumoniae teve a
maior diferenca significativa em relacdo as outras, pelo que se pode
dizer que o acetato de eugenila teve maior efeito antimicrobiano contra
essa bactéria anaerdbica facultativa.

A eficacia antimicrobiana depende de fatores extrinsecos e
intrinsecos, como fase de crescimento, meio de cultura, tempo de
incubacdo, temperatura, pH, entre outros (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2010). A acdo dos agentes antimicrobianos &, sobretudo,
exercida na membrana celular da bactéria, provocando danos estruturais
e funcionais no protoplasma. As substéncias ativas das plantas s&o
capazes de alterar a estrutura fosfolipidica da membrana celular,
interrompendo o0 sistema enzimatico, comprometendo o material
genético da bactéria e formando compostos toxicos, como o peroxido de
hidrogénio, podendo levar a destruicdo desses micro-organismos
(SARTORI, 2005). Segundo Torres et al. (2000), compostos fenolicos
presentes nos 06leos essenciais como timol, eucaliptol, mentol entre
outros, apresentam atividade antimicrobiana, cujos mecanismos de acdo
parecem ser a alteracdo da parede celular das bactérias. Nas bactérias
Gram-positivas, a camada de peptidoglicanos da parede celular é muito
mais espessa (15% a 50% da massa seca da célula) que aquela das
Gram-negativas (ndo ultrapassa 5%) (SARTORI, 2005). Geralmente, as
bactérias Gram-negativas sdo0 menos sensiveis aos antimicrobianos,
devido & sua membrana externa, pois contém lipo-polissacarideos. No
entanto, isso ndo quer dizer que as Gram-positivas sejam mais
susceptiveis aos antimicrobianos (FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2010).

Entdo, em relagdo a isto, pode-se observar na Tabela 10 que a
média das bactérias Gram-negativas foi 17,55 mm, pelo qual foram mais
sensiveis ao poder antimicrobiano do acetato de eugenila, em
comparagdo as bactérias Gram-positivas, que tiveram uma média de
16,62 mm de halo de inibicdo. Resultado semelhante foi obtido por
Chiaradia et al. (2012), também pela técnica da difusdo em placas com
20 pL, a atividade antimicrobiana do acetato de eugenila sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, onde as médias obtidas foram 36,13 e
39,22 mm de halo de inibicdo, respectivamente. Confirma-se,
novamente, que as bactérias Gram-negativas sdo mais susceptiveis a
acdo antimicrobiana do acetato de eugenila.

Outro aspecto relevante é a comparacdo entre agentes
antimicrobianos desenvolvido por Chiaradia et al. (2012) onde o0 acetato
de eugenila, obtido via sintese enzimatica, apresentou maior halo de
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inibicdo, para todas as bactérias avaliadas, quando comparado com o
eugenol e o cloranfenicol, um antibiético conhecido devido a sua
eficacia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Estes
resultados reforcam a importancia de pesquisas relacionadas a produgéo
de antimicrobianos naturais alternativos, foco da presente pesquisa.

Hector et al. (2004) estudaram a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de cravo Syzygium aromaticum, onde conseguiram inibir
fungos: Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger com 32 pL; ¢
bactérias: E. coli com 32 pL, S. aureus e P. aeruginosa com < 2 uL
ambas. Pei et al. (2009) determinaram que a concentracdo minima
inibitéria do eugenol contra E. coli é de 1600 mg/L.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foi avaliada a viabilidade técnica da esterificacdo
do dleo essencial de cravo-da-india para a sintese de acetato de eugenila
via acetilagdo enzimatica, em sistema livre de solvente.

Na selecdo de biocatalisadores, a Lipozyme TL IM foi
selecionada como o biocatalisador mais adequado na sintese de acetato
de eugenila via acetilacdo do 6leo essencial de folha de cravo-da-india e
anidrido acético, em sistema livre de solvente, sendo que com 150 rpm
foram alcancadas as melhores conversfes em ésteres de acetato de
eugenila.

A partir dos planejamentos experimentais foi possivel obter as
condigdes otimizadas para a producdo de acetato de eugenila, sendo
estas: razdo molar de eugenol: anidrido acético de 1:5, concentragdo de
enzima de 5% (m/m de substratos), temperatura de 70 °C, velocidade de
agitacdo de 150 rpm e tempo reacional de 2 h.

O acetato de eugenila mostrou-se satisfatorio como agente
antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
avaliadas neste trabalho.

Os resultados apresentados mostraram que a Lipozyme TL IM é
eficaz para a producdo do éster acetato de eugenila. Desta forma, a
sintese catalisada por lipase imobilizada tem como vantagem a
simplicidade na etapa de separagdo e purificacdo dos produtos da
reacio. E possivel a utilizagdo de menor quantidade de substratos e
reacdes na auséncia de solvente, além da possibilidade de reuso e
recuperacdo, tornando esses catalisadores ambientalmente corretos, €
com potencial para aplicacdo em processos industriais.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estabilidade do éster.

Encapsulamento do éster.

Aplicacdo do éster em alimentos.

Reuso do biocatalisador.

Estudo de outras propriedades bioldgicas do éster.
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