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RESUMO

Com a crescente utiliza¢do de tecnologias limpas no setor industrial pode-
se dizer que os compostos obtidos por sintese enzimatica sdo
considerados naturais e, portanto, configuram um processo sustentavel,
bem como, apresentam aplicacbes em industrias alimenticias,
farmacéuticas e cosmética. Neste trabalho, foi avaliada a sintese
enzimatica do benzoato de benzila (BB) utilizando as lipases imobilizadas
comerciais Novozym 435® e Lipozyme RM IM. Um estudo cinético
prévio foi realizado visando determinar o tempo de reacdo (24 h) e a
concentracdo de enzima (10 % baseado na massa total dos substratos).
Um planejamento fatorial completo 22 foi proposto para avaliar o efeito
da razdo molar e da temperatura na conversdo. Para a Novozym 435® a
maxima conversao (32 %) foi obtida a 60 °C, utilizando uma razdo molar
de 1:5 (&lcool benzilico para anidrido benzoico). J& para a Lipozyme RM
IM, a conversao maxima de 51 % foi obtida a 40 °C e 1:5 (&lcool benzilico
para anidrido benzéico). A analise de variancia (ANOVA) mostrou um
efeito significativo positivo sobre a razdo molar (p < 0,05). Os
biocatalisadores apresentaram atividade enzimatica até 5 ciclos de uso,
porém com perda na conversdo em produto. A purificacdo do benzoato
de benzila ocorreu por meio de cromatografia em coluna aberta contendo
silica gel como fase estacionéria e fase movel uma mistura acetato de etila
e ciclohexeno (1:14 v/v). Por fim, foi observada a a¢do antimicrobiana
moderada para Staphylococcus aureus (CIM = 0,05 mg-uL™?).

Palavras-chave: Esterificacdo enzimatica. Lipase. Benzoato de benzila.






ABSTRACT

According to the increasing demand for clean technology in the industrial
sector, the compounds obtained by enzymatic processes are considered
natural and constitute a sustainable process for food, pharmaceutical, and
cosmetic industries. In this study, the enzymatic synthesis of benzyl
benzoate was evaluated using the commercial immobilized lipases
Novozym 435® and Lipozyme RM IM. Previously, a kinetic study was
carried out to determine the reaction time (24 h) and enzyme
concentration (10 % based on the mass of substrates). A 22 full factorial
design was proposed to evaluate the effect of molar ratio and temperature
on conversion. For the Novozym 435® maximum conversion (32 %) was
achieved at 60 °C, applying a molar ratio of 1:5 (benzilic alcohol for
benzoic anhydride). Maximum conversion of 51 % was obtained for
Lipozyme RM IM at 40 °C and 1:5 (benzilic alcohol for benzoic
anhydride). Analysis of variance (ANOVA) showed a significant and
positive effect on the molar ratio for the process (p<0,05). The
biocatalysts demonstrated enzymatic activity up to 5 cycles of use, with
product conversion loss. Benzyl benzoate purification was carried out
through open-column chromatography containing silica gel as stationary
phase, and mobile phase at a 1:14 ratio mixture of ethyl acetate for
cyclohexene (v/v). Moderate antimicrobial action against S. aureus (MIC
= 0,05 mg-uL') was obtained.

Keywords: Enzymatic esterification. Lipases. Benzyl benzoate.
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1 INTRODUCAO

Recentemente, o estilo de vida saudavel vem sendo adotado por um
nimero cada vez maior de pessoas, incluindo principalmente uma
alimentacdo baseada em produtos que oferecem beneficios a saude.
Assim, hd uma tendéncia na preferéncia por alimentos, ingredientes e
aditivos naturais, em especial por parte dos consumidores (MELO et al.,
2004). Dessa forma, pelo fato dos compostos obtidos por catalise
enzimatica serem considerados naturais, promovem grande aceitacao por
parte do consumidor, agregando maior valor aos produtos que utilizam
esses aditivos produzidos biotecnologicamente.

Segundo Paula et al. (2005), dentre 0s possiveis processos
catalisados pelas lipases em meio organico, a sintese de ésteres apresenta-
se como uma vertente bastante promissora, em func¢ao da importancia de
diferentes ésteres na vida cotidiana. Esses ésteres podem ser obtidos por
trés técnicas: extracdo de fontes naturais, sinteses quimicas e enzimaticas.
A maioria desses compostos podem ser obtidos diretamente de extracdo
de plantas, porém devido ao alto custo e a pequena quantidade de produto
obtido, essa técnica se torna invidvel para aplicagBes industriais.
(ROMERO et al., 2007).

O processo biotecnolégico apresenta vantagens ambientais, uma
vez que os acidos inorganicos utilizados geralmente como catalisadores
na sintese quimica sdo substituidos pelas enzimas que podem ser
reutilizadas, acarretando em uma diminuicdo na geracdo de residuos da
reacdo (ROMERO et al., 2007). Além disso, esses processos se mostram
como uma alternativa competitiva aos métodos quimicos devido a alta
eficiéncia catalitica, condi¢des operacionais brandas e a seletividade dos
catalisadores naturais (PIRES-CABRAL et al., 2009), podendo garantir
maiores rendimentos em reagBes com temperaturas proximas da
ambiente, dependendo da metodologia e da enzima aplicada, o que
proporciona produtos de qualidade, com economia de energia e auséncia
ou reduzida ocorréncia de subprodutos.

Muitos estudos tém demonstrado a obtengdo de ésteres
sintetizados com altos rendimentos utilizando diversas lipases de origem
microbiana (ROMERO et al., 2007; SHIH et al.,2007; DHAKE et al.,
2012). Segundo Nogales (2005), as enzimas microbianas quando
imobilizadas apresentam vantagens como biocatalisadores em meio
organico devido a sua alta produtividade, estabilidade, facil recuperacédo
e reutilizagdo. O campo de obtenc&o de ésteres por via enzimatica tornou-
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se promissor e o principal motivador do presente trabalho, que tem como
foco a sintese enzimatica do benzoato de benzila (BB) a partir do alcool
benzilico e anidrido benzoico. O BB é um éster cuja a aplicagdo é bastante
diversificada e antiga, de grande importancia no tratamento de doengas,
como a escabiose. Foi também usado na Guerra do Vietnd como repelente
de carrapatos e acaros e na medicina veterinaria ainda hoje utilizado como
escabicida e pediculicida. Suas aplicacBes vao além, como por exemplo,
aditivo de produtos cosméticos e alimenticios (SHARMA et al., 2015).

Com base nesses aspectos, esse trabalho teve como objetivo a
otimizacdo da sintese do benzoato de benzila utilizando enzimas
comerciais imobilizadas de origem microbiana (Novozym 435® e
Lipozyme RM IM), a purificacdo do produto e a avaliagdo de sua
atividade antimicrobiana.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma tecnologia de produgéo de benzoato de benzila
por esterificacdo enzimatica em modo batelada, bem como o estudo da
atividade antimicrobiana.

1.1.2 Objetivos Especificos

Fase | — Producdo de benzoato de benzila:

a) Avaliagdo do comportamento do anidrido benzéico e &lcool
benzilico em meio orgénico na sintese enzimética do benzoato de
benzila;

b) Estudo cinético da producdo de benzoato de benzila para
determinacdo da condicdo do planejamento fatorial completo;

c) Determinar as varidveis que interferem significativamente no
processo de producdo do benzoato de benzila;
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d) Otimizar a produgdo de benzoato de benzila na presenca de
solvente orgénico, utilizando planejamento fatorial completo.

Fase Il — Caracterizagdo do benzoato de benzila:
a) Analisar o processo de purificacdo do produto;

b) Awvaliar a atividade antimicrobiana.

1.2 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Este trabalho é dividido em cinco capitulos, ordenados de modo
a facilitar e fornecer melhor entendimento das atividades desenvolvidas.

O primeiro capitulo descreve o0 contexto do trabalho,
apresentando os principais motivos para o desenvolvimento da pesquisa
bem como os objetivos gerais e especificos da proposta.

No Capitulo 2 é apresentado o referencial tedrico, mostrando os
principais aspectos e importancia da sintese enzimatica e suas vantagens
comparada a sintese quimica.

Sao demonstrados no Capitulo 3, a descri¢do dos procedimentos
metodoldgicos adotados para a analise da producdo enzimatica do
benzoato de benzila utilizando lipases imobilizadas comerciais em meio
organico.

Os principais resultados obtidos nos estudos da producdo do
benzoato de benzila na presenca de solvente orgénico utilizando enzimas
comerciais sao abordados e discutidos no Capitulo 4.

No Ultimo capitulo sdo apresentadas as principais conclusdes
deste trabalho, bem como as sugestdes e perspectivas para trabalhos
futuros.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é realizado uma breve abordagem tedrica sobre o
estado da arte referente a sintese enzimatica dos ésteres e sua importancia.
Além disso, é apresentado um levantamento bibliografico sobre a catélise
enzimatica e suas vantagens, assim como a producao de ésteres utilizando
lipases comerciais imobilizadas e sua eficiéncia. Conforme apresentado
na introdugdo, tendo como base 0s objetivos elencados para esse trabalho.
Por fim, sdo apresentados os desafios e perspectivas futuras para a sintese
enzimatica do benzoato de benzila, focando na otimizacéo e viabilidade
econdmica do processo.

2.1 CATALISE ENZIMATICA

Para que uma reacdo quimica aconteca é necessdrio que as
moléculas dos reagentes atinjam um nivel energético suficiente para
vencer a energia de ativagdo, sendo esta uma “barreira” de energia
potencial. Quanto menor for esta barreira, mais moléculas dos reagentes
terdo energia o suficiente para atingir o estado de transicdo e, portanto,
mais rapidamente a reacdo ocorrera. Todos os catalisadores, incluindo as
enzimas, funcionam diminuindo a demanda energética para que a
formacdo dos produtos seja favorecida, aumentando as taxas de
conversao, sem alterar a proporcao entre reagentes e produtos (FOGLER,
2012).

Os catalisadores enzimaticos sdo de origem bioldgica e sdo
altamente seletivas gracas a sua estrutura complexa; cada enzima reage
especificamente com um grupo muito restrito de moléculas. Esta
caracteristica confere vantagens sobre os catalisadores inorganicos
amplamente utilizados pela indistria. Além disso, as enzimas possuem
atividade modulada, permitindo ajuste continuo da velocidade da reacéo
catalisada. E estabelecido que as enzimas formam um complexo ligado
aos substratos (ou reagentes) durante o decurso da sua catalise e antes da
libertagdo dos produtos. Este mecanismo € ilustrado no modelo proposto
de Michaelis e Menten (Equagdo 1), onde a enzima (E) liga-se ao
substrato (S) formando um complexo denominado enzima-substrato (ES),
transformando o substrato em produto (P). Para que ocorra a catélise
enzimatica, as moléculas de substratos devem possuir forma adequada
para ligarem-se aos sitios ativos da enzima, conferindo especificidade
(BORZANI et al., 2001).
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E+SoESoE+P (1)

Um grande numero de enzimas, como lipases, esterases,
proteases e celulases, obtidas de animais, plantas e micro-organismos
podem ser usadas como biocatalisadores. Na tabela 1 sdo apresentados
dados reportados da literatura referentes as reacfes catalisadas por
enzimas na sintese de diferentes compostos. Entre todas as classes de
enzimas, as lipases estdo atualmente atraindo muita atengéo. Elas séo uma
classe muito importante de biocatalisadores para rea¢fes biotecnoldgicas,
produzidas por muitas espécies de leveduras, bactérias e fungos
filamentosos.

Tabela 1- Trabalhos reportados na literatura de reagdes catalisadas por

diferentes enzimas de interesse industrial.

Enzima Substrato Produto Fonte
Fosfolipase Fosfatidilcolina Nucleosideo (GUDINO et al., 2018)
Lipase Fitosterol Fitoesterillipoato (WANG et al., 2018)
Xilose Esteres de xilose (MELINE et al., 2018)
Lipase g-caprolactona Policaprolactona (VENERAL et al., 2018)
Acidos graxos Biodiesel (XU et al., 2017)
Derivados ;
Triptofanase Triptofano metilicos de (WINNICKA; KANSKA, 2018)
triptofano
Residuo de Gluconato de
espiga de milho sddio ALY Gl AT
Celulase
Nitrato de prata " dOPa”'CU'aS (MISHRA; SARDAR, 2015)
e prata
Protease Acido butirico Glicinamida (SAHU et al., 2016)
Esterase . AICO,O.I A_cetato_ de (TORRES et al., 2009)
isoamilico isoamila
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2.2 ESTERIFICACAO ENZIMATICA

A reacdo de esterificacdo ocorre pela condensacdo de alcool e
acido carboxilico livre, obtendo-se como produto dessa reagdo a formagéo
de éster e agua. O meio reacional de esterificacdo se da em presenca de
diferentes solventes ou na auséncia deles e em baixos teores de agua, e
por ser uma reacdo lenta, é natural a utilizacdo de catalisadores
(MACRAE, 1983; RAJENDRAN et al., 2009).

Como catalisadores dessa reagdo, enzimas podem ser
empregadas em substituicdo de outros catalisadores inorganicos por
permitirem que 0s processos sejam conduzidos em condi¢cBes mais
brandas de pH, temperatura e pressdo (DALLAVECHIA et al., 2004;
SCHMID; VERGER, 1998; KUMARI et al., 2009).

A sintese enzimatica empregando lipases para obtencéo do éster
vem apresentando diversas vantagens, sendo uma delas, o maior
rendimento na formacdo de produto de qualidade e menor formacéo de
subprodutos utilizando menos energia em relagdo aos processos
convencionais (KUMARI et al., 2009).

A inconveniéncia do processo que emprega enzimas é manter
garantida durante todo o processo a atividade enzimatica, que depende
diretamente de fatores, tais como, a natureza do substrato e do solvente
utilizando, temperatura, pH e quantidade de agua (KUMARI et al., 2009).

Segundo Yahya et al. (1998) e Graebin et al. (2012), embora a
agua presente na sintese de esterificagdo seja importante para a
manutencdo da atividade e estabilidade da enzima, estudos tém mostrado
gue a quantidade de agua deve ser minima, isso porque em excesso ela
diminui a atividade enzimatica, como esta apresentado no trabalho de
Ognjanovic et al. (2009). De acordo com Graebin et al. (2009), o
rendimento da esterificacdo enzimatica pode ser melhorado quando esta
ocorre na presenca do excesso de alcool.

2.3 LIPASES

As lipases geralmente sdo encontradas na natureza e sua fonte de
origem pode ser: microbiana, animal e vegetal (KRISHNA et al., 2002).
Pelo fato de conseguir reconhecer uma variedade grande de substratos e
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capacidade de catalisar um elevado nimero de reaces importantes, as
lipases sdo de grande interesse para as industrias de cosméticos (KHAN
et al.,, 2015; KOSHIKEN et al., 1996). Além dessa aplicacdo, essas
enzimas também podem atuar na inddstria oleoquimica, na industria téxtil
(melhorar a qualidade dos tecidos), industria de detergentes, sintese de
biodiesel, entre outras (MELO et al., 2004).

Uma das razGes dessa enzima ser considerada um potencial
biotecnoldgico é a alta seletividade, o que pode ocasionar uma reducéo
no custo do processo, podem ser trabalhadas em condi¢Bes brandas,
temperaturas variando entre 30 °C a 70 °C, alta estabilidade em solventes
organicos, ndo necessitam da presenca de cofatores, alta
enantiosseletividade e alta especificidade em relacdo ao substrato,
ocasionando um elevado rendimento no processo. Além de obterem
produtos biodegradaveis, o que corrobora na reducdo da geracdo de
residuos (CASTRO et al., 2004).

De acordo com Castro et al. (2004), as lipases sdo um importante
grupo de biocatalisadores que atuam nas reagdes de esterificagdo com
elevada enantioseletividade. Um exemplo sdo as quebras das ligacdes
éster de triacilglicerdis por hidrélise, além disso sdo enzimas capazes de
catalisar a reacdo reversa em condi¢des com baixo teor de agua, tal como
a formacédo de ligacGes ésteres utilizando um meio reacional contendo
acido carboxilico e alcool.

Apesar das vantagens dos processos biocataliticos comparado
aos processos quimicos convencionais, a utilizacdo de lipases pode
apresentar um alto custo principalmente quando empregado enzimas
livres. Como alternativa para esse problema, o uso de enzimas
imobilizadas permite a reutilizacdo, 0 que torna o0 processo enzimatico
economicamente viavel WAGHMARE et al., 2015).

Além do reciclo da enzima e melhora no controle da reacdo, essa
imobilizacdo atua na reducdo da inibicdo enziméatica, melhora a
seletividade ou especificidade e evita a contaminacdo microbiana
(GARCIA et al., 2011).

Dados mencionados na literatura sobre esterificagdes e
transesterificagdes utilizando lipases na sintese de diferentes ésteres estao
representados na Tabela 2. As lipases sdo 0s biocatalisadores mais
comumente utilizados na indUstria cosmética, farmacéutica e alimenticia,
pela capacidade de reconhecer uma variedade de substratos e um grande
ntmero de reacdes (KHAN et al., 2015).
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Tabela 2 - Dados da literatura de estudos envolvendo sintese de ésteres utilizando
lipases como biocatalisadores.

Lipases Produto Conversio (%) Fonte

Rhizopus sp Laurato de isoamila 88 (MACEDO et al

Propionato de isoamila 72 1997) v
Alcaligenes sp Acetato de isopropila 82
Candida antarctica Butirato de etila 73 (NOGALES etal,
2005)
o - (MAJUMDER et
Mucor miehei Acetato de vinila 100 al., 2006)

. . (SALAH et al.,
Rhizopus oryzae Acetato de butila 80 2007)
Candida rugosa X

Geotrichum Butirato de isoamila 80 (ARASO%;)) G

candidum

Candida antarctica Palmitato de ascorbila 27 (LERIN etal,
2011)
Candida antarctica . (WAGHMARE et
Carbonato de glicerol 99 al,, 2015)
Candida antarctica Ascorbiloleato 90 (BALEN, 2016)
Rhizomucor miehei
Benzoato de eugenila 66 (MAZIS‘l';)et g

2.4 BENZOATO DE BENZILA

O benzoato de benzila (BB) é uma das mais antigas drogas usadas
para o tratamento da escabiose e este é considerado como a opcédo de
tratamento preferida para a mesma (BACHEWAR et al., 2009). A terapia
topica de benzoato de benzila tem sido amplamente utilizado em adultos
e também em forma diluida para criancas, bebés e para maes que
amamentam (HENGGE et al., 2006). A aplicacdo topica do benzoato de
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benzila mostrou-se mais eficaz e segura para o tratamento de escabiose
do que para a invermectina por via oral (LY et al., 2009). Conforme
Sharma et al. (2015), a formacao de nanoparticulas contendo benzoato de
benzila em microemulsdo a base de hidrogel pode ser um promotor
eficiente para o aumento da sua disponibilidade no local da acéo, devido
a excelente capacidade de liberagdo lenta e nenhuma irritagdo, 0 que
propicia uma maior probabilidade para aplicacgao clinica.

Para conhecimento, a sarna é uma infecgdo de pele altamente
contagiosa e é uma das doencas de pele pruriginosas mais comuns
(CHOSIDOW et al., 2000). E comum em todo 0 mundo, mas é mais
visivel nas dareas com falta de saneamento e superlotacdo. A
predominéancia global da sarna é de cerca de 300 milhdes de casos, com
variacdes maiores entre os paises (HENGGE et al., 2006; TAPLIN et al.,
1990). E uma doenga parasitaria negligenciada e um problema de satide
dos paises em desenvolvimento. A Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) publicou nimeros alarmantes de incidéncia de 9,7-13 % na india,
23-30 % em criangas com menos de 6 anos em favelas em Bangladesh,
4,3 % no Camboja, e 0,7 % no Malawi. Esta doenca é causada pelo acaro
Sarcoptes scabiei, que se enterra na pele e consome epiderme e o soro do
hospedeiro, resultando em inflamacdo, reacfes de tipo alérgico, e
pruriginosas (GUGGISBERG et al., 1998; MCCARTHY et al., 2004).

A escabiose é um problema social enorme na América do Sul.
Essa doenca é hiperendémica em inimeras comunidades carentes no
Brasil, pais mais afetado pela doenca na América do Sul, e é comumente
associado com consideravel morbidade e do sistema de saude publica
enfraquecimento do continente (HEUKELBACH et al., 2003).

Geralmente a sintese de ésteres na industria é baseada na
esterificacdo quimica direta de acidos organicos (cadeia carbonica curta
ou longa) com A&lcool na presenca de catalisadores inorgénicos em
temperatura elevadas (x 100 °C). Porém, essas reacdes quimicas ndo sao
seletivas, além de consumirem uma grande quantidade de energia. Logo,
neste trabalho, foram empregadas as enzimas como biocatalisadores na
sintese do benzoato de benzila. A Figura 1 ilustra a reacdo de sintese do
éster que sera apresentado nesse estudo.
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Figura 1 - Reacdo de sintese do benzoato de benzila

o o]
OH 4 - o OH
o} - +
e} O
Alcool benzilico Anidrido benzéico Benzoato de benzila Acido benzéico

Fonte: Autor (2017).

As variaveis de processo (razdo molar, temperatura, agitacdo e
tempo) possuem um papel importante no rendimento da sintese de ésteres
benzilicos por meio de esterificacfes e/ou transesterificagdes. Além disso,
0 produto secundario da reacdo é a &gua, exceto quando utilizado
anidrido, em que o produto secundario sera um acido, como é o caso do
presente trabalho, onde foi utilizado o anidrido benzoico e alcool
benzilico como substratos (Figura 1). Para atingir os rendimentos 6timos
destes ésteres aromaticos, deve-se ter conhecimento dos efeitos
individuais e das interacGes das varidveis do processo na sintese de ésteres
benzilicos. Essas andlises dos efeitos das varidveis serdo vistas no
capitulo 4.

2.5 CONSIDERAGOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Diante do exposto neste capitulo, nota-se que a producéo
enzimatica de ésteres tem sido muito bem investigada. Porém, poucos dos
estudos mencionam a sintese de ésteres benzilicos. Os trabalhos
encontrados abordam a transesterificacéo do alcool benzilico com acetato
de vinila (MAJUMDER et al., 2006; DHAKE et al., 2012; GARLAPATI
et al. 2013), benzoato de metila (GRYGLEWICZ et al., 2000) e acetato
de butila (TEWARI et al., 2004). Entretanto, nenhum a respeito da sintese
enzimatica de éster benzilico realizada por esterificacdo direta de alcool
e anidrido. Ainda em consideracdo do levantamento bibliogréafico alguns
estudos tém demonstrado a obtencéo de ésteres de aroma sintetizados com
altos rendimentos utilizando diversas lipases de origem microbiana
(ROMERO et al., 2007; SHIH et al., 2007). Além disso, as lipases
imobilizadas possuem uma grande vantagem em relacdo a sua
reutilizagdo no processo e contribuicdo em sua viabilidade econdmica.
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Assim, o presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a
producdo de benzoato de benzila empregando lipases comerciais
imobilizadas e atividade antimicrobiana do BB.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos utilizados,
assim como o0s procedimentos laboratoriais realizados durante a fase
experimental deste trabalho, visando a otimizacgdo da conversdo da reacéo
de esterificacdo enzimatica para producdo de benzoato de benzila (BB)
em meio organico. Para ilustrar melhor o procedimento experimental
adotado nesta pesquisa, na Figura 2 apresenta um fluxograma
esquematico.
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Figura 1- Fluxograma esquematico do procedimento experimental adotado no
estudo

Producao de benzoato
de benzila

!

Testes preliminares para
determinacédo do solvente

|
l l

Cinética para determinacéo Cinética para determinacao
do tempo reacional da concentracdo da enzima

| |
'

Planejamento Fatorial
Completo 22

!

Teste de reuso das enzimas

!

Purificacdo do produto

!

Atividade Antimicrobiana

Fonte: Autor (2018).
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Enzimas

Como biocatalisador de origem microbiana foram utilizadas as
seguintes lipases comerciais:

a) Novozym 435®- produzida a partir da lipase de Candida antarctica,
imobilizada em resina acrilica macroporosa;

b) Lipozyme RM IM - sintetizada a partir do Rhizomucor miehei,
imobilizada em resina fendlica.

c) NS 88011 - produzida a partir da lipase de Candida antarctica,
imobilizada em resina acrilica macroporosa.

As enzimas foram gentilmente cedidas pela Novozymes
(Araucéria — Brasil).

3.1.2 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes:

. Substratos empregados na reacéo de esterificagdo:
a) Acido acético glacial PA (Synth);

b) Acido benzoico PA (99 %, Lafan);

c) Anidrido benzoico (98 %, Acros);

d) Alcool Benzilico PA (Neon);

e) Alcool Butilico Terciario PA (99 %, Vetec);
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f)

Anidrido acético (Vetec).

I1. Para andlise em Cromatografia Gasosa (FID):

a)

Acetato de etila (Sigma Aldrich, 99,7 %).

I11. Para a purificacéo do benzoato de benzila:

a)
b)
c)
d)

e)

SilicaGel 60 (Macherey - Nagel);
Acetato de etila(Sigma Aldrich, 99,7 %);
Cicloexeno (Nuclear, 99 %);

Cromatofolha de aluminio para CCD com Silicagel (Macherey-
Nagel);

Acido acético glacial PA (Synth).

IV. Para a atividade antimicrobiana:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)

Corante Resazurina (7- hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido);
Alcool Etilico (Neon, 99 %);

Cloreto de Sédio (Lafan, 99 %);

Agar Muller Hinton (KASVI);

Dimetilsulféxido (DMSO);

Placa de Petri;

Ponteiras para micropipetas;

Eppendorfs de 2 mL;
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i)  Tubos de ensaio de 5 mL;
j)  Microplacas com 96 pocos.

Todos os reagentes foram utilizados sem nenhuma etapa prévia
de tratamento ou purificagdo.

3.1.3 Equipamentos

Este trabalho foi realizado com o auxilio dos seguintes
equipamentos:

a) Balanca analitica (Mettler Toledo, AB204-S);

b) Cémara Incubadora com Agitacdo Orbital (Excella, E25);

c) Cromatografia gasosa FID (Shimadzu — GC-17A);

d) Rotaevaporador (IKA, RV 8);

e) Gabinete Revelador Cromatogréafico (Dist, Modelo GRC - 03);
f)  Cémara de Fluxo Laminar Vertical (Pachane, Pa 310 ECO);

g) Autoclave Vertical AV (Phoenix Luterco);

h) Estufa de Cultura (Fanem, Modelo 002 CB).

3.2 METODOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Testes preliminares para determinacio do solvente orginico
para a sintese do benzoato de benzila

Com intuito de definir o solvente organico que obtivesse uma
maior conversdo do benzoato de benzila, realizou-se o teste com trés
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solventes organicos: tolueno, iso-octano e ciclohexano. Como substratos
foram utilizados o alcool benzilico (AB) e acido benzdico (AcB), assim
como biocatalisadores: Novozym 435® e NS 88011. Todos os
experimentos foram realizados em agitador orbital (Figura 3) com
agitacdo constante de 150 rpm, com tempo de reagdo de 24 h e condigdo
reacional ilustradas na Tabela 3. Para cada amostra coletada foi medido a
conversao do éster desejado por meio da cromatografia gasosa.

Tabela 3 - Condicdo para a sintese do a benzoato de benzila utilizando o
Novozym 435® ¢ NS 88011.

Variaveis Valores
Razdo molar (AB: AcB) 5:1
Concentragdo de enzima (%) (m/m) 10
Temperatura (°C) 60

Figura 2 - Cémara incubadora com agitacdo orbital utilizada para a sintese
enzimética do benzoato de benzila

Fonte: Autor (2017).
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3.2.2 Determinacio do tempo reacional

Com o objetivo de definir o tempo da reacdo com as enzimas
comerciais imobilizadas: Novozym 435® Lipozyme RM IM, um estudo
cinético prévio foi realizado utilizando como substrato o alcool benzilico
(AB) e o anidrido benzéico (AnB) com agitacdo constante de 150 rpm e
condicdo reacional ilustradas na Tabela 4. Com base no trabalho de Balen
etal. (2016), o solvente que obteve um melhor resultado em relacéo a taxa
de converséo do éster estudado foi o terc-butanol, para esse estudo todas
as reacBGes foram realizadas na presenca deste solvente (1 mL). As
aliquotas foram retiradas periodicamente, nos tempos de 6, 12, 18, 24, 36
e 48 h. A conversdo de benzoato de benzila foi determinada por meio de
analise em cromatografia gasosa (CG), ilustrado na Figura 4.

Tabela 4 - Condicdo para a sintese do a benzoato de benzila utilizando o0 Novozym
435® e Lipozyme RM IM.

Variaveis Valores
Razdo molar (AB: AnB) 1:1
Concentragdo de enzima (%) (m/m) 10

Temperatura (°C) 60
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Figura 3 - Cromatdgrafo gasoso utilizado para andlise da concentracdo do
benzoato de benzila

Fonte: Autor (2017).

3.2.3 Efeito da concentracio do biocatalisador na cinética de reacao

Com o objetivo de definir a concentracdo de enzima utilizada
para a avaliagdo do efeito da temperatura e da razdo molar na produgdo
do benzoato de benzila (item 2.5), realizou-se um estudo cinético
utilizando a Novozym 435® a Lipozyme RM IM, onde os intervalos para
retirada de cada amostra foram de 1, 2, 3, 6, 12, 18, 24, 36 e 48 h de
reacdo. A concentracao para cada enzima variou em: 2,5, 5 e 10 % (m/m),
mantendo fixa a temperatura (60 °C), a agitagdo (150 rpm) e a raz&o molar
(AB:AnB) (1:2,5). Para cada amostra foi avaliada a conversdo em
benzoato de benzila por meio do CG. Assim como nas esterificacdes
citadas anteriormente, as reagdes foram realizadas em cdmara incubadora
com agitacdo orbital.

3.2.4 Otimizacao da producio de benzoato de benzila

Para avaliar o efeito da temperatura e da razdo molar entre os
substratos (alcool benzilico e anidrido benzoico) na producéo de benzoato
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de benzila, foi realizado o Planejamento Fatorial Completo 22 com
triplicata do ponto central, totalizando 11 experimentos (Tabela 5) para a
Novozym 435® e a Lipozyme RM IM estudada. As reacdes foram
conduzidas em incubadora shaker em condicbes de agitagdo e
concentracdo de enzima constantes de 150 rpm e 10 % (m/m),
respectivamente, durante 24 h na presenca de terc-butanol como solvente
organico.

Tabela 5 - Variaveis e niveis estudados no planejamento fatorial completo 22 para
producédo enzimética do benzoato de benzila.

Niveis Temperatura (°C) Razio Molar (AB: AnB)

(mol/mol)
-1 40 1:1
0 50 1:2,5
1 60 1:5

3.2.5 Reuso das enzimas utilizadas na sintese do benzoato de benzila

Com a finalidade de analisar a estabilidade da Novozym 435%
Lipozyme RM IM, foram realizadas sinteses enzimaticas a temperatura
de 40 °C, agitacdo de 150 rpm, concentracdo de enzima 10 % (m/m) e
razdo molar de 1:5 (AB: AnB) na presenca de terc-butanol. O tempo de
reacdo para as duas enzimas foi fixado 24 h. Com base no procedimento
utilizado por Lerin et al. (2011), apés o término de cada ciclo, o
catalisador foi separado por filtragdo. Em seguida, 0 mesmo foi lavado
duas vezes com n-hexano e filtrado a vacuo. O biocatalisador foi mantido
em estufa a 40 °C durante uma hora e colocado em um dessecador por 24
h. Esse procedimento foi repetido apds o término de cada ciclo para ambas
as enzimas (Figura 5). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
Ao término de cada batelada foi determinada a conversao em benzoato de
benzila por cromatografia gasosa.
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Figura 4- Fluxograma esquema@tico para o teste de reuso das enzimas utilizadas
na sintese do benzoato de benzila
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Fonte: Mundo
educagio

Fonte: Autor (2018).

3.2.6 Purificacao do benzoato de benzila

A purificacdo do benzoato de benzila foi realizada por meio de
cromatografia em coluna de adsorcdo (Figura 6) contendo Silica Gel
como fase estaciondria. A fase mével, por sua vez, consistiu em uma
mistura de acetato de etila e ciclohexeno na razdo de 1:14 (v/v) acidificada
com acido acético (2 %, v/v). O procedimento consistiu na aplicacdo de
1 mL de amostra bruta na parte superior da coluna com eluigdo constante
da fase movel a fim de separar os componentes da amostra. Em periodos
preestabelecidos coletaram-se amostras em frascos de 2 mL, nos quais
analisaram-se as fracdes do BB através de cromatografia em camada
delgada (CCD). O benzoato de benzila foi determinado por meio do valor
da razdo de frente quando comparado a um padrdo da substancia. Apés
separadas as aliquotas que possuiam maior conversdo em benzoato de
benzila, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida. Por fim, fez-se a
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analise em CG para comprovar a purificacdo do produto. Na Figura 7
pode-se observar o procedimento do teste de purificagdo do benzoato de
benzila.

Figura 5 - Cromatografia em Coluna de Adsorcéo utilizada para o processo de
purificacdo do Benzoato de Benzila.

Fonte: Autor (2017).
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Figura 6- Fluxograma esquemaético para purificagdo do benzoato de benzila.
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3.2.7 Determinac¢ao da conversiao do benzoato de benzila

A quantificacdo do éster produzido foi realizada com base no
trabalho de Chiaradia et al. (2012), no qual utilizou-se a técnica de
cromatografia em fase gasosa por meio de um equipamento da Shimadzu
modelo GC-17A com detector FID. As andlises foram realizadas
utilizando uma coluna capilar de silica fundida INOWAX (30 m x 0,25
mm i.d.), 0,25 um de espessura de filme, com a seguinte programacao de
temperatura: 100-135 °C (3 °C.min™1), 135-250 °C (10 °C.min"1), 250
°C (15 min), temperatura do injetor 250 °C, detector 275 °C. O modo de
injecdo selecionado foi o split com razdo de 1:100, utilizando o N> como
gés de arraste. O volume amostral foi de 0,4 UL de amostra diluida em
acetato de etila (1:10).
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A conversdo do benzoato de benzila foi realizada ao acompanhar
a reducéo na area do sinal do agente limitante (&lcool benzilico), assim
como o pico do BB.

3.2.8 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana do benzoato de benzila purificado foi
avaliada contra a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus (ATTCC
25923), e contra a bactéria gram-negativa Escherichia coli (ATTCC
25922). Para a determinacgdo da concentracdo inibitéria minima (CIM),
foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo, com microplacas de 96
pocos, conforme recomendado pelo CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) (CLSI, 2012). As amostras de benzoato de benzila
purificado, diluidas a 200 mg. mL~tem dimetilsulfoxido (DMSO) 10 %,
foram colocadas nos primeiros micropocos, e em seguida transferidas
para 0s micropogos adjacentes, os quais contém caldo Miller-Hinton
(MH), com o objetivo de se obter diluicdo seriada de ordem dois. O
indculo bacteriano (0,1 mL) foi utilizado a concentracdo de 5x108
unidades formadoras de colonia por mL (UFC.mL™') do micro-
organismo a ser testado. Alguns pogos de cada microplaca foram
reservados para realizagdo dos controles negativos contendo solugéo de
DMSO. Ja como controle positivo, as bactérias em estudo foram
incubadas com o antibidtico comercial amoxicilina (1 mg.mL™') em
solucdo de DMSO). As microplacas foram incubadas aerobiamente a 35
°C = 1 °C, por 24 h. Ap6s a incubacdo, o crescimento bacteriano foi
verificado adicionando-se 10 uL em cada micropogo de uma solugao de
resazurina (7- hidroxi- 3H- phenoxazin-3-onal0-6xido) (6,75 mg.mL™1)
(SARKER et al., 2007) observando-se a presenga do “botdo” bacteriano
avermelhado no fundo de cada micropoco. A CIM foi definida como a
Gltima concentragdo do éster capaz de inibir o crescimento bacteriano.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

41 TESTES PRELIMINARES PARA DETERMINACAO DO
SOLVENTE ORGANICO UTILIZADO NA SINTESE DO
BENZOATO DE BENZILA

Nesta etapa foram realizados experimentos com intuito de
escolher o solvente organico a ser aplicado ao longo do estudo. Foram
testados os solventes organicos (Tabela 6) com agitacdo constante de 150
rpm, tempo de reacdo de 24 h, razdo molar (AB: AcB) (5:1), concentragéo
de enzima de 10% e temperatura fixa de 60 °C. Porém nenhum deles
forneceu um resultado significativo para a sintese enzimatica do benzoato
de benzila. Essas conversdes sdo mostradas na tabela abaixo.

Tabela 6 - Testes preliminares para determinacdo do solvente organico

Conversao (%) Conversao (%)

Razio Molar Sem solvente Com solvente
Solvente (mol/mol)

(AcB: AB)  Novozym Novozym Novozym  Novozym
435®  NS88011  435® NS 88011

Tolueno 1:1 - - - -
Tolueno 1:5 - - - 4
Isooctano 11 - = - -
Isooctano 1:5 - - - -
Ciclohexano 1:1 1 1 1 -
Ciclohexano 15 - - - 9

Segundo Balen et al. (2016), o solvente que se mostrou promissor
na otimizacdo das condigcdes para a conversdo do produto na sintese
enzimatica foi o terc-butanol. Logo, com base nos testes preliminares e
estudos reportados pela literatura o solvente escolhido foi o alcool butilico
terciario.



50

4.2 DETERMINAGAO DO TEMPO REACIONAL PARA PRODUCAO
DE BENZOATO DE BENZILA

A fim de determinar o tempo reacional para a sintese do benzoato
de benzila foi realizada uma cinética prévia utilizando as enzimas
Novozym 435® e a Lipozyme RM IM. Para tal, 1 mL de terc-butanol
entrou em contato com 1:1 (mol/mol) de &lcool benzilico e anidrido
benzéico e 10 % (m/m) de enzima. As amostras foram submetidas a
agitacdo em um agitador orbital a 150 rpm e temperatura de 60 °C. Foram
retiradas as amostras em tempos preestabelecidos até 48 h de reagdo (item
3.2.3). Para cada intervalo mediu-se a conversdo do produto. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 8.

Figura 7- - Cinética para producéo de benzoato de benzila. CondicGes reacionais:
temperatura de 60 °C, razdo molar 1:1 (AB:AnB), agitacdo de 150 rpm,
concentragdo da enzima de 10 % [E] (p/p substratos) e 1 mL de terc-butanol.
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Segundo os resultados da cinética enzimética com a Novozym
435® a Lipozyme RM IM, percebeu-se que os intervalos de maiores
conversdes para a Novozym 435® foram no tempo de 24 h (16,6 %) e 48
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h (17,2 %). Comparando a conversao do benzoato de benzila para os dois
tempos de reacdo citados, ndo houve uma diferenca expressiva, por isso
optou-se por utilizar para os préximos experimentos 0 menor tempo de
reacdo (24 h). Ja para a Lipozyme RM IM a maxima conversao foi em 12
h (30,3 %). No entanto, a fim definir um tempo de reagdo a ser utilizado
no planejamento fatorial completo para as duas enzimas, o intervalo
estabelecido foi de 24 h, uma vez que para a Lipozyme RM IM a diferenca
na conversdo obtida no tempo de 12 h e 24 h foi de aproximadamente 1
%.

4.3 EFEITO DA CONCENTRAGAO DE ENZIMA NA SINTESE DO
BENZOATO DE BENZILA

Com o intuito de avaliar o efeito da concentragdo de enzima foi
realizado um estudo cinético, onde mantiveram-se fixas: temperatura de
60 °C, agitacdo de 150 rpm e razdo molar de 1:2,5 (mol/mol) (AB:ANnB)
variando a concentracdo de enzima em 2,5, 5 e 10 % (m/m). Essa
avaliacéo foi realizada para as enzimas Novozym 435® e Lipozyme RM
IM.

Segundo a Figura 9a, a condicdo de ensaio que obteve a melhor
performance na produgdo de benzoato de benzila foi a utilizada em uma
maior concentracdo de Novozym 435® (10 % (m/m)). Neste grafico pode-
se observar que 0 aumento do teor de catalisador utilizado pode afetar
positivamente a sintese de benzoato de benzila.
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Figura 8a - Efeito da concentracdo da Novozym 435® na cinética de conversdo
em benzoato de benzila. CondigBes reacionais: temperatura de 60 °C, razdo molar
1:2,5 (AB:AnB), agitagdo de 150 rpm, concentracdo da enzima de 10 % [E] (p/p
substratos) e 1mL de terc-butanol.
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O mesmo experimento foi realizado para analisar o efeito da
concentracdo de Lipozyme RM IM para a producdo de benzoato de
benzila. As condigdes reacionais (temperatura, agitacdo e razdo molar)
para esses ensaios foram as mesmas utilizadas para a Novozym 435°. A
Figura 9b ilustra os dados experimentais e os resultados obtidos na
avaliagdo cinética.

Assim como na cinética da Novozym 435®, a Lipozyme RM IM
teve comportamento similar, onde a maior conversdo do éster desejado
foi obtida com a maior concentracdo de enzima (10 % (m/m)). Uma
possivel explicagdo para 0 aumento da conversao em benzoato de benzila
utilizando a maxima concentracdo de enzima para esse experimento é a
maior disponibilidade de sitios ativos na reacdo, aumentando a converséo
do produto desejado.

O mesmo comportamento foi observado no estudo de Kirumakki,
Nagaraju e Narayanan (2004), onde aumentou-se o teor de catalisador
(zedlita ZSM5) de 0,5 para 1,5 g-g* resultando um aumento da conversao
de 38 para 75 % de acetato de benzila durante 1 h de reacéo.
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Figura 9b - Efeito da concentragdo da Lipozyme RM IM na cinética de conversdo
em benzoato de benzila. CondigBes reacionais: temperatura de 60 °C, razdo molar
1:1 (AB:AnB), agitacdo de 150 rpm, concentracdo da enzima de 10 % [E] (p/p
substratos) e 1 mL de terc-butanol.
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Na Figura 9b observou-se que para a concentracdo de 10 %
(m/m) de Lipozyme RM, a conversdo em benzoato de benzila para o
tempo reacional de 36 h e 48 h permaneceu constante. O mesmo p6de ser
observado no estudo de Paroul et al. (2011), onde foi testado o efeito da
concentracdo da enzima na sintese de geranil oleato. Os autores
observaram uma influéncia significativa do teor de enzima na conversao
do éster desejado. Obteve uma converséo de 98,9 % a uma concentracdo
de 10 % (m/m) de enzima em 30 min de rea¢do; a partir de 3 h de reacdo,
notou-se uma estabilidade na conversdo do produto.

Ja na Figura 9a, comparando os tempos reacionais de 36 e 48 h,
para a concentracdo de Novozym 435® de 10 % (m/m), observou-se uma
leve queda na conversdo em henzoato de benzila. Essa reducdo na
conversdo do produto se deve ao fato de acima de uma certa quantidade
de catalisador, o nimero de sitio ativo pode ser superior ao necessario
para o substrato, o que pode provocar a inibicdo da reacdo (LAROQUE
etal., 2015).
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Segundo os estudos de Karra-Chaabouni et al. (2006) uma outra
hipotese que pode ser considerada para a diminui¢do no percentual de
produto é a quantidade excessiva de enzima no meio reacional que faz
com que tenha uma aglomeracéo das particulas das enzimas imobilizadas,
diminuindo a exposi¢do de sitio ativo aos substratos, ocasionando assim
uma distribuicdo ndo homogénea das enzimas. Além disso, as moléculas
de enzima na superficie externa de tais particulas sdo expostas a altas
concentracdes de substrato, mas o transporte de massa dentro da particula
do biocatalisador pode ainda limitar a concentracdo de substratos no
interior da particula. Menores atividades de uma fracéo de biocatalisador
reduzem a eficiéncia por unidade de massa do biocatalisador,
corroborando para uma redugdo na conversao do produto.

4.4 OTIMIZACAO DA PRODUGAO DO BENZOATO DE BENZILA

Ap06s definido o tempo da reacéo e a concentracdo de enzima para
sintese do benzoato de benzila, foi analisada a influéncia dos fatores
temperatura e razd0 molar dos substratos no processo. Para isso, foi
realizado o planejamento experimental fatorial completo 2?, sendo que
foram fixados a concentra¢do da enzima (10 % (m/m)), agitacdo (150
rpm) e tempo reacional (24 h). Todos os ensaios foram realizados na
presenca de terc-butanol. A Tabela 7 apresenta a matriz do planejamento
com os valores de cada ensaio para a conversdo em benzoato de benzila.

Levando em consideracao os resultados da Tabela 7, verificou-
se que a maior conversdo do produto empregando a Novozym 435® foi
obtida na condigdo 7, correspondendo a uma temperatura de 60 °C e razéo
molar de 1:5 (AB: AnB), com conversdo em benzoato de benzila de 32,1
%. J& para a Lipozyme RM 1M, o ensaio 6 conduziu & maxima conversdo
em benzoato de benzila (51 %) em uma temperatura de 40 °C e razédo
molar de 1:5 (AB:ANnB).

Os resultados do planejamento experimental foram analisados
estatisticamente pela anélise de variancia (ANOVA) (Tabela 8) para
avaliar o efeito de varidveis na reacdo de esterificacdo. A partir dessa
andlise, foi realizado um teste F, que indica se existem diferencas
significativas entre as médias. Os valores encontrados neste teste foram
Fravelado = 4,34 € Fealculado € aproximadamente 22 para ambas as enzimas
€ comMo O Fealculado fOi 5 vezes maior que 0 Frpelado 0 que significa que
existem diferencas estatisticamente significantes entre as médias.
Também foi possivel verificar o percentual do modelo de variancia total,
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avaliado pelo R?, que apresentou valor de 0,90 para as reacdes com as
duas enzimas.

Tabela 7- Matriz do planejamento experimental fatorial completo de 22 realizado
com as conversdes do benzoato de benzila para as duas enzimas comerciais
utilizadas: Novozym 435® e Lipozyme RM IM.

Conversao (%)
Razao Molar

Ensaio Temperatura (°C) (mol/mol) (AB: AnB) Novozym Lipozyme
435® RM IM

1 -1 (40) -1(1:1) 10 21,1
2 -1 (40) -1(1:1) 9,5 20,7
3 1 (60) -1 (1:1) 8,6 21,8
4 1 (60) -1(1:1) 10,1 20,1
5 -1 (40) 1 (1:5) 22,5 50,5
6 -1 (40) 1(1:5) 21,9 51

7 1 (60) 1 (1:5) 32,1 48,9
8 1 (60) 1(1:5) 23 49,1
9 0 (50) 0 (1:2,5) 19 43,4
10 0 (50) 0(1:2,5) 19,4 44,1
11 0 (50) 0 (1:2,5) 19,4 45,1

Tabela 8 - Anéalise de variancia para a producéo de benzoato de benzila utilizando
a Novozym 435® e a Lipozyme RM IM para o planejamento fatorial completo.

Fonte de Soma dos Graus de Média dos

variacio quadrados  liberdade  quadrados Fealcutado
Novozym 435%%
Regressao 498.5 3 166.16 22.33
Residuo 52.14 7 7.44
Total 550.64
Lipozyme RM IM**
Regresséo 1679,27 3 559,75 22,62
Residuo 173,21 7 24,74
Total 1852,48

Coeficiente de regressdo: R?=0,90; Frarelado(0.95:3:7) = 4,34; nivel de significancia p
=95 %.
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Com base na ANOVA, pode-se concluir que o0 modelo gerado
através dos resultados da Tabela 8 € preditivo. Com esses resultados foi
possivel gerar os modelos demonstrados pelas Equages 2 e 3. Portanto,
0s modelos codificados expressos pelas Equacdes 2 e 3 foram usados para
gerar as curvas de contorno (Figura 10 e 11). Os resultados do
planejamento experimental da Tabela 7 sugerem que é conveniente usar
a razdo molar de alcool benzilico para anidrido benzéico de 1.5 e
temperatura de 60 °C para obter a mais alta converséo (32,1 %) utilizando
a Novozym 435® (Tabela 7, ensaio 7), ja para a Lipozyme RM IM as
maiores conversdes (51 %) foram atingidas usando razdo molar de 1:5 e
temperatura de 40 °C (Tabela 7, ensaio 6).

Y, = 17,77+ 1,23+ T + 7,66 * RM + 1,43 * T * RM )

Y, =3780—-0,42+T + 14,47 « RM — 0,45+ T * RM 3

Onde: Y; é a conversdo do benzoato de benzila para a Novozym 435®
(%); Y2 é a conversdo do benzoato de benzila para a Lipozyme RM IM
(%); T é a temperatura (°C) e RM é a razdo molar (alcool para anidrido).

Como pode ser observado nas Figuras 10 e 11, o aumento da
temperatura ndo levou a um aumento na sintese de benzoato de benzila,
contudo a razdo molar apresentou efeito significativo positivo sobre
conversdo, permitindo concluir que um aumento da razdo molar leva a
conversfes mais altas de benzoato de benzila, isto pode ser visto na
Tabela 7 onde as maiores razdes molares estudadas levaram as maiores
conversoes.
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Figura 9 - Superficie de resposta para producéo de benzoato de benzila utilizando
Novozym 435® em func&o da temperatura e razéo molar.

Figura 10- Superficie de resposta para producgdo de benzoato de benzila utilizando
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Além disso, como a temperatura ndo apresentou um efeito
significativo nas condicdes testadas, pode-se utilizar qualquer
temperatura dentro do intervalo estudado. Entdo, a sintese enzimatica
pode ser conduzida em temperaturas mais amenas, acarretando uma
economia no processo de esterificacao.

Assim como o presente trabalho, Chiaradia et al. (2012) também
observaram que as maiores taxas de conversao de éster de mentol (49,5 e
49,7 %) foram obtidas com altas concentra¢des de enzima e excesso de
anidrido acético. Além disso, observaram que em 6 h de reacdo somente
arazdo molar obteve um efeito significativo positivo. O trabalho de Vanin
et al. (2014) também analisa os efeitos da temperatura, concentracdo de
enzima e razdo molar dos substratos para a sintese de acetato de eugenila
utilizando a Novozym 435® como biocatalisador. Para esse estudo, a
condicdo que obteve maior conversdo (aproximadamente 100 % de
produto) foi na razdo molar de 5:1 (anidrido acético:eugenol),
concentracdo de enzima de 10 % (m/m) e temperatura de 60 °C.
Conforme os resultados estatisticos analisados pela superficie de resposta,
observou-se um grande aumento na conversdo do éster benzilico em
elevados teores de enzima e razdo molar dos substratos da reagdo. Porém
ndo houve um aumento expressivo quando se utiliza uma quantidade de
lipase superior a 295 Ul, fato que pode estar relacionado com a
aglomeracdo de particulas das enzimas imobilizadas (KARRA-
CHAABOUNI et al., 2006).

Embora nenhum trabalho tenha sido encontrado na literatura para
andlise de fatores que influenciam na producdo de benzoato de benzila
empregando enzimas comerciais imobilizadas, existem, além dos
trabalhos citados acima, varios outros estudos sobre a analise de quais
parametros podem impactar na sintese de ésteres empregando lipases
como biocatalisadores (LERIN et al., 2011; PAROUL et al., 2011,
SILVA etal., 2014; LOSS et al., 2016).

45 REUSO DAS ENZIMAS UTILIZADAS NA SINTESE DO
BENZOATO DE BENZILA

Uma das vantagens na utilizagdo de enzimas comerciais
imobilizadas para a sintese de éster é o fato de poder reutiliza-la com
intuito de aumentar a viabilidade do processo bem como reduzir a geragéo
de residuos na reacdo. Segundo Dhake et al. (2012), o reuso das enzimas
é um dos principais aspectos para conseguir aplicar a sintese enzimatica
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em grande escala. Apesar dessa vantagem, a utilizacdo de enzimas
imobilizadas como biocatalisadores na reagdo ainda € um processo caro,
devido ao custo elevado da enzima. Logo, para a aplicacdo da reutilizacao
da enzima no setor industrial pode se tornar um fator importante para a
viabilidade econdmica do projeto (LOSS et al., 2016; TRUBIANO et al.,
2007).

Assim, o reuso das lipases foi estudado para a sintese do benzoato
de benzila na condigdo de reacdo otimizada no planejamento de
experimentos (Tabela 7). Para esse experimento, a condi¢do que melhor
obteve conversdo em benzoato de benzila para a Novozym 435° foi o
ensaio 7 e para a Lipozyme RM IM foi o ensaio 6. Apds o término de
cada ciclo (24 h), as enzimas foram recuperadas seguindo o procedimento
proposto por Lerin et al. (2011). Esse processo foi realizado para ambas
as enzimas. Todos os ensaios foram feitos em triplicata. No final de cada
ciclo foi medida a conversdo em benzoato de benzila. Foram avaliados 5
ciclos de uso para cada enzima. Os resultados sdo apresentados na Figura
12.

Figura 11- Ciclos de utilizagdo das lipases Novozym 435® e Lipozyme RM IM
sobre a producéo de benzoato de benzila.
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No decorrer dos ciclos, principalmente do primeiro para o
segundo, percebeu-se que para ambas as enzimas houve um declinio em
relacdo ao percentual de éster produzido. Essa diminui¢do da conversdo
em benzoato de benzila foi cerca de 40 % se comparados 0s dois primeiros
ciclos para as duas enzimas. Porém, a partir do terceiro ciclo observou-se
que a conversdo do produto desejado se tornou constante (variacdo de
aproximadamente 2 %).

Segundo Lerin et al. (2011) um dos motivos para a reducdo da
atividade catalitica no decorrer dos ciclos pode ser causado pela
desativacdo da enzima em virtude dos efeitos térmicos e da conversédo do
produto. Além disso, conforme Gomes et al. (2006) o aumento da
temperatura ocasiona um aumento na velocidade de reagdo por unidade
de enzima. Entretanto, a utilizagdo da enzima em uma temperatura
elevada durante um tempo prolongado pode acarretar a desativacdo da
enzima, reduzindo a conversao do produto.

O estudo de Lerin et al. (2011) demonstra que os testes de
sucessivos ciclos para a reacdo de acido ascérbico e acido palmitico,
tendo como biocatalisador a Novozym 435® na presenca de terc-butanol,
mostrou que apo6s 4 ciclos a atividade enzimética residual foi de
aproximadamente 100 %, porém do quinto ciclo em diante houve um
declinio em relacdo a atividade enzimatica e a conversdo do éster
desejado.

Loss et al. (2016) também observou um declinio no teste de
sucessivos ciclos para a producdo de acetato de eugenila utilizando como
catalisador a Lipozyme TL IM, onde obteve 94,3 % de conversdo para o
primeiro ciclo, j& para o segundo ciclo 75,2 % e para o terceiro 53,2 %.
Essa reducdo na conversao do éster se repetiu até o quinto ciclo.

Com o objetivo de avaliar a estabilidade da enzima, Majumder et
al. (2006) realizaram o teste de reutilizacdo da transesterificacdo do
acetato de benzila empregando a Lipozyme RM IM como biocatalisador
em sistema livre de solvente. Os experimentos foram realizados durante
21 ciclos, sendo que em 18 ciclos a atividade residual da enzima
permaneceu constante em 100 %.

Os experimentos de reutilizacdo de Yadav et al. (2004)
observaram um declinio na conversao de laurato de citroneila ap6s trés
ciclos utilizando como catalisador a Novozym 435® na presenca de
heptano. Ferraz et al. (2015) também observaram uma redugdo
progressiva na conversao de propionato de geranil utilizando lipase de
Penicillium crustosum imobilizada em alginato de s6dio em sistema livre
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de solvente. Ao todo foram realizados 6 ciclos, sendo que no terceiro para
0 quarto ciclo a conversdo se manteve constante.

Os testes de reutilizacdo de Balen et al. (2016), para a sintese de
oleato de ascorbila foram testados a 60 e 70 °C, usando como catalisador
a Novozym 435® na presenca de terc-butanol com irradiacdo de micro-
ondas. Para esses experimentos, observaram que para ambas as
temperaturas houve um forte declinio da converséo do produto a partir do
terceiro ciclo, uma vez que foram realizados 6 ciclos.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Depois de purificado, 0 benzoato de benzila foi avaliado em
relacdo a atividade antibacteriana contra as bactérias gram-positiva
Staphylococcus aureus e gram-negativa Escherichia coli através da
concentracdo inibitéria minima (CIM), utilizando a técnica de
microdiluicdo em caldo. Comparando as técnicas de avaliacdo da
atividade antimicrobiana de difusdo de discos com a de microdiluicdo em
caldo, a mesma possui um maior ganho em virtude da economia de
espacgo, quantidade de reagente utilizado, agilidade nos resultados por
conta da quantidade de placas preparadas a partir de uma série de
diluigdes de antimicrobianos, além da quantificacdo do resultado gerado.
A identificacdo da inibicdo das bactérias se deve a mudanca na coloracéo,
a cor rosa indica o crescimento das bactérias, ja quanto mais préximo da
cor azul maior a inibicao.
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Figura 12- Atividade antimicrobiana utilizando a técnica de microdiluicdo em
caldo em relacéo a Staphylococcus aureus

0,1 mg.uL™t

0,05 mg.uL™t

Fonte: Autor (2017).

Figura 13 - Placa de Petri para avaliagdo da atividade antimicrobiana contra o
Staphylococcus aureus.

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) é a concentracdo mais
baixa de benzoato de benzila capaz de inibir o crescimento das bactérias
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S. aureus e E. coli identificados pelos pogos com cor azulada. No presente
trabalho a CIM contra S. aureus foi de 0,05 mg/uL, como observado na
Figura 13 e 14. Segundo critérios estabelecidos por Machado et al. (2005),
verificou-se uma atividade antibacteriana moderada do benzoato de
benzila contra S. aureus. Entretanto, ndo foi detectada atividade
antibacteriana contra E.coli.

Segundo Morris et al. (1978), dos 521 materiais de fragrancia
analisados, identificaram-se 44 % com atividade antimicrobiana
significativa contra pelo menos um dos organismos de teste (S. aureus, E.
coli e C. albicans). Para 0s mesmos autores, 0 benzoato de benzila obteve
atividade moderada para o Difteroide e atividade fraca para as bactérias
citadas anteriormente.

Na literatura poucos estudos discorrem a respeito do potencial
antimicrobiano do benzoato de benzila para que possa ser comparado e
analisado a este estudo. Porém é possivel encontrar trabalhos avaliando a
atividade antimicrobiana de alguns ésteres. Pode-se citar o estudo de
Balen et al. (2016), onde obteve inibicdo do crescimento da bactéria S.
aureus para o ascorbiloleato, além das bactérias E. coli, E.faecalis, K.
oxytoca, L. grayi, M. luteus e P. vulgaris. Zanetti et al. (2016) obtiveram
resultado satisfatdrio para a atividade antimicrobiana para o éster
geranilcinamato para a S.aureus e E.coli. Além desses ésteres, para Loss
etal. (2016), foi possivel observar a inibicdo do crescimento das seguintes
bactérias Gram positiva: B. subtilis, E. faecalis, M. luteus, S. mutans, S.
aureus, S. epidermis e Gram negativas: Aeromonas sp., E. coli,
K.pneumoniae, P. vulgaris, P. aeruginosa, S. choleraesius para o acetato
de eugenila.

O estudo de Chiaradia et al. (2012) avaliou a atividade
antimicrobiana do acetato de eugenila obtido via sintese enzimatica
contra algumas bactérias dentre elas pode citar: Gram positiva (B.
subtillis, S. aureus e S. epidermidis) e Gram negativa (Aeromonassp., E.
coli, Salmonella sp.), sendo que para todas as bactérias avaliadas o acetato
de eugenila apresentou um maior halo de inibicdo se comparada ao
eugenol e o cloranfenicol. Os mesmos autores compararam o efeito
inibitério sobre as bactérias Gram positiva (B. cereus, B. subtilis,
L.monocytogenes, S. aureus e E. faecalis) e Gram negativa (C. freundii,
E. coli, S. marcescens, P. aeruginosa e K. pneumoniae ) do dleo essencial
do cravo da india e do acetato de eugenila. A média do halo de inibicdo
apresentada pelo 6leo de cravo da india foi superior a 15,73 mm, ja para
0 acetato de eugenila essa média foi de 13,1 mm para as bactérias Gram
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negativas. Ja para as bactérias Gram positivas esse comparativo entre o
0leo essencial e o éster ndo apresentou resultado expressivo. Assim como
os trabalhos citados anteriormente foi possivel verificar a inibi¢do
satisfatéria do crescimento da bactéria S. aureus para alguns ésteres.
Porém, ndo foram encontrados na literatura mais trabalhos que verificasse
a eficiéncia do efeito de inibigéo de algumas bactérias para o benzoato de
benzila que possam ser comparados ao presente estudo.
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5 CONCLUSOES

Novos dados experimentais para a producdo de benzoato de
benzila séo relatados neste trabalho, onde mostram uma perspectiva
promissora no uso de tecnologias limpas e possivel substituicdo na
producdo de ésteres catalisados por acidos inorganicos por enzimas
imobilizadas na sintese deste produto.

No presente trabalho foi proposta a analise da condi¢do 6tima
para a sintese do benzoato de benzila empregando as enzimas comerciais
imobilizadas Novozym 435® e Lipozyme RM IM. Com base nos
resultados obtidos, o substrato que mostrou um melhor comportamento
para a sintese do benzoato de benzila foi o anidrido benzoico. E com base
no estudo proposto por Balen et a. (2016), comprovou-se que 0 solvente
terc-butanol apresentou apropriado e obteve um melhor resultado na
producdo do éster comparado a outros solventes organicos testados.

A producédo étima de benzoato de benzila (51 %) foi alcancada
utilizando a Lipozyme RM IM a 40 °C, 150 rpm, razdo molar do alcool
benzilico:anidrido benzdico 1:5 e concentracdo de enzima de 10 % (m/m)
em 24 h de reacgdo. Além disso, o Unico fator que se mostrou significativo
com um efeito positivo foi a razdo molar dos substratos. Observou-se
ainda que dentre as duas enzimas empregadas na sintese do BB, a que
mais forneceu melhores resultados na converséo do éster desejado foi a
Lipozyme RM IM.

Com intuito de avaliar a estabilidade de cada lipase comercial foi
realizado teste de reutilizacdo ao longo de 5 ciclos, 0 que apresentou um
processo nao tao eficaz devido a grande perda na conversao em benzoato
de benzila.

Em relacdo a avaliagdo da atividade antimicrobiana foi
verificada uma atividade moderada contra S.aureus (Gram- positiva) e
contra E. coli (Gram- negativa) ndo foi detectada atividade antibacteriana.

Estes resultados reforcam a potencialidade na utilizacdo de
enzimas comerciais imobilizadas como catalisadores na sintese de
ésteres. Além disso, promove o incentivo de mais estudos relacionado a
essa tecnologia limpa.
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5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

b)

c)

d)

Sugere-se para trabalhos futuros:

Propor estratégias para utilizacdo de outras alternativas na sintese
enzimatica do benzoato de benzila entre elas o uso liquidos idnicos,
ultrassom e micro-ondas;

Pesquisar novos métodos para recuperacao dos biocatalisadores,
para que aumente o nimero de ciclos para reutilizacdo do mesmo,
diminuindo o custo do processo;

Realizar o encapsulamento do benzoato de benzila para obtencéo
de micro e nano particulas de polimero e ecoprecipitacdodo éster
benzilico com polimero;

Avaliar condigBes operacionais que corroboram a maior eficiéncia
neste encapsulamento;

Propor estudos que envolvam a viabilidade econdmica da sintese
enzimatica do benzoato de benzila aplicada em escala industrial;

Testar a atividade antimicrobiana para mais tipos de bactérias.
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