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RESUMO

Aditivos antimicrobianos sdo empregados em diversas aplicagdes industriais, dentre elas na
producdo de alimentos, embalagens, cosméticos, perfumaria, produtos de higiene, fArmacos,
nutricdo animal e produtos dedicados a satde. Alguns produtos de origem natural,
principalmente derivados de Oleos essenciais, apresentam acdo antimicrobiana frente a
diversos micro-organismos e tém sido aplicados com esta fungdo. O acetato de geranila e o
acetato de nerila sdo ésteres derivados do geraniol e do nerol, e sdo encontrados em 6leos
essenciais de diversas plantas, porém em quantidades relativamente baixas, o que inviabiliza a
sua extragdo e torna necessario a sua produgdo por meio de reagdes de esterificagdo. Nas
reacgoes de esterificacdo para a sintese desses compostos catalisadores homogéneos acidos tém
sido empregados, porém estes apresentam diversas desvantagens, dentre elas a dificuldade de
separacdo e a agressdo aos equipamentos € ao meio ambiente. Além disso, enzimas tém sido
utilizadas como catalisadores heterogéneos, porém estas apresentam sensibilidade elevada as
condigdes operacionais ¢ maior dificuldade para o controle reacional. Neste contexto, o
objetivo desta tese foi sintetizar os acetatos de geranila e nerila a partir da esterificagdo direta
entre geraniol e nerol com anidrido acético, via catdlise heterogénea, utilizando a resina de
troca i6nica Lewatit® GF 101 como catalisador, bem como, avaliar os ésteres obtidos quanto
a atividade antimicrobiana e a toxicidade oral com vistas em aplicagdes futuras como aditivos
antimicrobianos. Os resultados mostraram que ¢ possivel realizar a sintese dos ésteres com
elevadas eficiéncias de conversdo e seletividade, com condicao experimental 6tima de
temperatura de 40 °C, teor de catalisador de 7% e razdo molar de 1:4 (4lcool:anidrido
acético). A conversdao completa do geraniol foi alcangada aos 70 minutos de reagdo com
95,94% de seletividade para o acetato de geranila, enquanto a conversdo completa do nerol foi
alcangada em 40 minutos com 82,34% de seletividade para o acetato de nerila. A taxa de
reacdo foi controlada apenas pelo decaimento do alcool. O valor obtido para a constante
cinética da reagdo principal, encontrada por um modelo pseudo-homogéneo, foi 31 vezes
maior que o da reacdo paralela para a sintese do acetato de geranila e 6 vezes maior para a
sintese do acetato de nerila. A resina demonstrou baixa perda da atividade catalitica por 3
ciclos de reutilizagdo. Os compostos demonstraram a¢do antimicrobiana para bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e Gram-negativas (Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa) com concentragao
inibitéria minima entre 3 mg:mL™" e 85 mg:mL™" e para fungos (Aspergillus niger, Aspergillus
flavus ¢ Candida albicans) com concentra¢des entre 75 pg'mL™ e 400 ng'mL™". A avaliagio
da toxicidade oral dos compostos demonstrou que a dose letal esta entre 2000 mg-kg™ e 5000
mgkg”, sendo que quando ingeridos em doses repetidas de até 1 mg'kg” os compostos néo
apresentaram toxicidade. A combinag¢do dos resultados obtidos permite concluir que a sintese
de acetato de geranila e nerila pela rota proposta € vidvel e que os mesmos possuem potencial
para serem utilizados como aditivos antimicrobianos atoxicos para diversas aplicagdes na
industria.

Palavras-chave: Acetato de geranila. Acetato de nerila. Catalise heterogénea.



ABSTRACT

Antimicrobial additives are used in several industrial applications, as in the production of
food, packaging, cosmetics, perfumery, hygiene products, pharmaceuticals, animal nutrition
and products dedicated to health. Some products of natural origin, mainly derived from
essential oils, present an antimicrobial action against several microorganisms and have been
applied with this function. Geranyl acetate and neryl acetate are esters derived from geraniol
and nerol, are found in essential oils of several plants, but in relatively low amounts, which
makes their extraction unfeasible and makes its production through esterification reactions
necessary. In the esterification reactions for the synthesis of these compounds, acidic
homogeneous catalysts have been used, which have several disadvantages, including the
difficulty of separation, aggression to equipment and the environment. Furthermore, enzymes
have been used as heterogeneous catalyst, but they have high sensitivity to operating
conditions and greater difficulty for the reaction control. In this context, the objective of this
thesis was to synthesize geranyl and neryl acetates from direct esterification between geraniol
and nerol with acetic anhydride by heterogeneous catalysis using the Lewatit® GF 101 ion
exchange resin as catalyst, as well as, evaluate the esters obtained for antimicrobial activity
and oral toxicity with a view to future applications as antimicrobial additives. The results
showed that it is possible to carry out ester synthesis with high conversion efficiencies and
selectivity, with optimal experimental condition at temperature of 40 °C, catalyst content of
7% and molar ratio of 1:4 (alcohol:acetic anhydride). Complete conversion of geraniol was
achieved in 70 minutes of reaction with 95.94% selectivity for geranyl acetate, while
complete conversion of nerol was achieved in 40 minutes with 82.34% selectivity for neryl
acetate. The reaction rate was controlled only by the alcohol decay. The value obtained for the
main reaction kinetic constant found by a pseudo-homogeneous model was 31 times greater
than that of the parallel reaction for the geranyl acetate synthesis and 6 times greater for the
neryl acetate synthesis. The resin demonstrated low loss of catalytic activity for 3 reuse
cycles. The compounds showed antimicrobial action for Gram-positive (Staphylococcus
aureus € Bacillus cereus) and Gram-negative bacteria (Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa) with a minimum inhibitory
concentration between 3 mg'mL" — 85 mg-mL" and for fungi (4spergillus niger, Aspergillus
flavus e Candida albicans) with concentrations between 75 pgmL”' — 400 pgrmL™. The
evaluation of the compounds' oral toxicity showed that the lethal dose is between 2000 mg-kg"
"and 5000 mg-kg™' and when ingested in repeated doses of up to 1 mg-kg™ the compounds do
not showed toxicity. The combination of the obtained results allows concluding the synthesis
of geranyl and neryl acetate by the proposed route is viable and that they have potential to be
used as non-toxic antimicrobial additives for several applications in the industry.

Keywords: Geranyl acetate. Neryl acetate. Heterogeneous catalysis.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Sintetizar acetato de geranila e acetato de nerila a partir de reacdo de esterificacdo via catdlise
heterogénea, pela utilizag@o da resina de troca i6nica Lewatit® GF 101 como catalisador.

Por que?

v O acetato de geranila e o acetato de nerila sdo ésteres com potencial atividade antimicrobiana.

v Sdo0 compostos naturais que podem, in tese, ser obtidos pela reagio de esterificagdo de geraniol e
nerol com acido acético ou anidrido acético.

v Para produzir compostos com maior estabilidade quimica e térmica e com menor toxicidade no
intuito de serem empregados como agentes antimicrobianos.

v Para aumentar a viabilidade de produgdo desses compostos por rotas sustentaveis.

v Para alcangar elevadas eficiéncias de conversdo por rotas com maior controle reacional e facil
separag¢do do catalisador, aumentando a compatibilidade com os processos industriais.

Quem ja fez?

v Poucos trabalhos foram encontrados na literatura com a produgfo de acetato de geranila e nerila
via reagdo de esterificagdo.

v' A maioria dos trabalhos realizados trata de catdlise enzimatica. S0 escassos os trabalhos de
catalise heterogé€nea com resina de troca i0nica para estes compostos.

v" Nenhum trabalho foi encontrado para a produgdo dos compostos abordados utilizando a resina de
troca ionica Lewatit® GF 101.

v Apenas um trabalho envolvendo a resina de troca idnica Lewatit® GF 101 foi encontrado e foi
para a producdo de acetato de eugenila.

v" A maioria dos estudos da atividade antimicrobiana envolvendo esses compostos aborda a presenga
dos mesmos em oOleos essenciais juntamente com diversos outros compostos. S0 escassos 0s
trabalhos abordando os compostos isolados ou em nivel de pureza elevado.

v S#o0 escassos os trabalhos referentes a toxicidade dos compostos abordados.

Hipoteses

v' E possivel obter acetato de geranila e nerila via reagdo de esterificagdo direta de geraniol e nerol
com anidrido acético catalisada pela resina de troca i6nica Lewatit® GF 101.

v' O emprego deste catalisador proporciona altas conversdes de reagio.

v' Os compostos acetato de geranila e acetato de nerila apresentam a¢fo antimicrobiana quando
isolados ou em grau de pureza elevado.

v" Os compostos acetato de geranila e acetato de nerila apresentam grau de toxicidade aceitavel para
seu uso como aditivo antimicrobiano.

Meétodos experimentais

Ensaios das rea¢des de esterificacdo (acompanhamento por CG-FID).

Avaliagdo da atividade antibacteriana dos compostos (difusdo em agar, microdiluicdo em caldo).
Avaliagdo da atividade antifungica dos compostos (dilui¢do em agar).

Avaliagdo da toxicidade dos compostos (aguda e subaguda).

Caracterizag@o quimica e térmica dos compostos (CG-MS, FTIR, RMN, TGA).

Avaliagdo da influéncia das varidveis e otimizagdo das condigdes operacionais (acompanhamento
por CG-FID).

Estudo cinético e reutilizacdo do catalisador (acompanhamento por CG-FID).

A VAN N N NN
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Respostas

v Determinar as condigdes 6timas para produgdo dos ésteres em elevadas conversdes.
v Determinar a capacidade dos ésteres atuarem como agentes antimicrobianos atoxicos.
v Avaliar a cinética reacional € a reutiliza¢do do catalisador.
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1 INTRODUCAO

O controle microbiologico ¢ um processo que esta relacionado com a reducao e a
prevencdo de doengas e ¢ necessario em diversas areas de aplicagdo, como na industria de
alimentos, de farmacos, de cosméticos, de produtos para a nutricdo animal e para a saude,
entre outros. Para estes processos, a industria busca constantemente novos materiais ¢ agentes
antimicrobianos para atender as demandas do mercado. Os agentes antimicrobianos sao
conhecidos como compostos que possuem a capacidade de inibir o crescimento de micro-
organismos, como bactérias e fungos.

Caracteristicas especiais, como a ag¢do antimicrobiana, podem ser agregadas aos
produtos durante o seu processo de producdo por meio do uso de aditivos, principalmente de
origem organica, natural ou sintética. Embora os agentes antimicrobianos sintéticos inibam
efetivamente o crescimento de micro-organismos, a maioria deles ¢ toxica e pode causar
efeitos adversos na saude humana, além de problemas ambientais, como ¢ o caso dos
compostos a base de triclosan. Porém, varios extratos de plantas podem ser eficazes contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas dependendo do tipo de componente quimico
presente (BABU; RAVINDRA, 2014).

O interesse do uso de compostos antibacterianos naturais, como os 6leos essenciais e
os extratos de varias espécies de plantas comestiveis e medicinais, bem como de ervas e
especiarias, cresce continuamente. Tais compostos sdo usados como agentes antimicrobianos
naturais para a preservacdo de alimentos e bebidas, em produtos de higiene, em farmacos,
cosméticos, entre outros, devido a presenga de moléculas com o principio ativo antibacteriano
e antifingico (TIAN et al., 2017; CHINTALURI et al., 2014; NYCHAS; TASSOU;
SKANDAMIS, 2003).

Em geral, os Oleos essenciais derivados de plantas sdo considerados compostos
potencialmente eficazes contra micro-organismos e sao liquidos oleosos aromaticos, volateis a
temperatura ambiente, caracterizados por um forte aroma, sendo raramente coloridos e
geralmente tendo densidade menor que a 4gua. Sao misturas de diferentes compostos, mas os
principais componentes sao terpenoides e terpenos (hidrocarbonetos ciclicos). As atividades
antimicrobianas dos Oleos essenciais dependem da combinacdo e das propor¢des dos
diferentes compostos encontrados na sua constituicio (MIHAI; POPA, 2015; PAUL,;
DUBEY; KANG, 2011; RUIZ; FLOTATS, 2014).

O nerol é um exemplo de monoterpeno. Este alcool ¢ liquido e volatil nas condig¢des

normais de temperatura e pressao, sendo um importante componente de 6leos essenciais. Este
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composto ¢ extraido a partir de especiarias, tais como neroli (Citrus aurantium), roseira (Rosa
damascena) e lavanda (Lavandula dentata, Lavandula stoechas e lavandula multifida)
(WANG et al., 2015; TIAN et al., 2013). A atividade antimicrobiana do nerol contra algumas
bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas e contra alguns fungos como Cdandida albicans,
Aspergillus flavus e Aspergillus niger ¢ comprovada (WANG et al., 2015; TIAN et al., 2013;
JIROVETZ et al., 2007). Além disso, este monoterpeno mostra um elevado potencial para
aumentar a vida util e a seguranca de alimentos pereciveis (HOLLEY; PATEL, 2005).

O geraniol, por sua vez, também ¢ um alcool monoterpeno e isomero do nerol, sendo
extraido com elevada concentragdo do dleo de palmarosa (FAHLBUSCH et al., 2003;
SCHERER et al., 2009). Este composto também possui agdo antimicrobiana comprovada
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (DUARTE et al., 2005; JIROVETZ et al.,
2007; CHEN; VILJOEN, 2010) e frente a fungos, como Candida albicans, Candida glabrata,
Candida krusei, Aspergillus niger, Penicillium verrucosum, Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii (YOKOMIZO; NAKAOKA-SAKITA, 2014; MARTINS; SOUZA, 2015;
PEREIRA; LIMA, 2017).

A principal desvantagem do uso de 6leos essenciais em aplicagdes industriais como
aditivos antimicrobianos € a sua volatilidade. Muitos processos envolvem altas temperaturas,
superiores as temperaturas de volatilizagdo dos dleos essenciais. Assim, uma alternativa que
vem sendo estudada ¢ a utilizagdo de ésteres derivados dos alcoois presentes nos oleos
essenciais, pois os ésteres apresentam propriedades fisicas, quimicas e térmicas mais estaveis
que o seu percursor (alcool), tal como maiores temperaturas de volatilizacdo.

Os ésteres sdo substincias organicas frequentemente encontradas na natureza e
utilizadas como importantes intermediarios em sintese orginica. Tais substancias
desempenham um papel importante na industria farmacéutica, de perfumes, de polimeros, de
cosméticos e estdo presentes na composi¢do de produtos alimenticios para realcar e imitar
sabores e aromas (OLIVEIRA et al., 2014).

O acetato de geranila € considerado um dos ésteres derivados do geraniol de maior
valor agregado devido as suas propriedades organolépticas, cor, sabor e aroma, sendo
amplamente utilizado na industria. Apresenta um sabor frutado doce e aroma de rosa, sendo
classificado como aroma comestivel para que seu uso também seja permitido na industria de
alimentos (XIONG et al., 2014). Ja o acetato de nerila ¢ um dos principais ésteres derivados
do nerol e possui propriedades e aplicacdes semelhantes ao seu isomero (acetato de geranila),
sendo que sua principal aplicagdo atualmente ¢ na perfumaria, tal como o acetato de geranila.

Além disso, alguns estudos associam a presenca do acetato de geranila e do acetato de nerila
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em Oleos essenciais com a atividade antimicrobiana dos 6leos contra alguns fungos e bactérias
(JULIANO et al., 2018; BLAZEKOVIC et al., 2018).

O método mais comum para a obtencdo de ésteres, tanto em processos industriais
quanto em escala laboratorial, tem sido a partir de reagdes diretas entre acidos carboxilicos e
alcoois. Essas reacdes sdo conhecidas como reacdes de esterificacdo de Fisher (OLIVEIRA et
al., 2014). Nestas reacgdes, os ésteres derivados dos acidos carboxilicos sdo produzidos a partir
de alcoois com acidos (CAVALCANTE et al., 2015), sendo as propriedades fisicas e
quimicas do éster formado determinadas pelos compostos empregados.

Para que as reagdes de esterificacdo sejam vidveis industrialmente, ¢ necessario o
emprego de catalisadores. Nas principais reagdes de esterificagdo, os catalisadores geralmente
usados sdo 4cidos inorganicos fortes soluveis, caracterizando-se como uma catalise
homogénea. Entretanto, o seu uso apresenta diversas desvantagens, dentre as quais se destaca
a dificuldade de separacdo do catalisador do meio reacional, a baixa seletividade ¢ a
ocorréncia de reacdes paralelas. Estes fatores influenciam no grau de pureza do produto final,
limitando as aplica¢des. Além disso, a corrosdo do equipamento e¢ a poluicdo ambiental
também sdo limitagdes para o emprego da catalise homogénea (OTERA; NISHIKIDO, 2009;
BHAVSAR; YADAV, 2019).

A utilizagdo de catalise heterogénea nas reacdes de esterificagdo tem sido uma
alternativa estudada na literatura cientifica e apresenta diversas vantagens em relacdo a
catalise homogénea, tais como, a facilidade de separacdo do meio reacional, a possibilidade
de reutilizagdo do catalisador, a facilidade de manuseio e armazenamento, dentre outras
(YADAV; RAHUMAN, 2003). Entretanto, para os compostos estudados neste trabalho, a
maioria das reagdes de esterificagdo direta por catalise heterogénea envolve a utilizacao de
enzimas como catalisadores (CLAON; AKOH, 1994; BARTLING et al.; 2001; IKEDA;
KUROKAWA, 2001; CHEN; LIN; CHANG, 2002; PERES; SILVA; BARREIROS, 2003;
COUTO, et al., 2011; LOZANO; BERNAL; NAVARRO, 2012). Apesar de elevadas
eficiéncias de conversdo serem atingidas com a catalise enzimadtica, este tipo de reacdo
apresenta grande dificuldade de controle, pois requer o monitoramento e controle de diversos
parametros reacionais, 0 que torna o processo oneroso. Neste sentido, as rotas quimicas com a
utilizacdo de catalisadores heterogéneos que possam ser substitutos das enzimas vém
ganhando destaque, dentre os quais, encontram-se as resinas de troca idnica (CHEN et al.,
2016).

A utilizagdo das resinas de troca i0nica para catalisar reacdes de esterificacdao tem sido

uma tendéncia, principalmente para produgdo de biodiesel, pois tem apresentado elevadas
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conversdes e alta seletividade. As resinas de troca i0nica apresentam as vantagens ja citadas
dos catalisadores heterogéneos em relagdo aos homogéneos. Além disso, quando comparada a
catalise enzimatica, a utilizacdo das resinas de troca idnica apresenta outras vantagens, tais
como, maior estabilidade a temperatura e ao pH do meio reacional, o que aumenta o range
para aplicacdo e a possibilidade de controlar um menor nimero de parametros reacionais, o
que reduz o custo do processo (YADAV; RAHUMAN, 2003).

Entretanto, apesar de todas as vantagens citadas, poucos trabalhos foram encontrados
na literatura para a sintese do acetato de geranila e do acetato de nerila via reagdo de
esterificacdo direta catalisada por resinas de troca ionica (CHEN et al., 2016), o que mostra a
necessidade e a oportunidade de estudos com essa rota. Nao foram encontrados trabalhos na
literatura que correlacionem a obtencao dos ésteres citados via reacao de esterificagdo com
catalise heterogénea usando, como catalisador, a resina de troca idnica Lewatit® GF 101,
sendo que a maioria dos trabalhos referem-se a catalise enzimatica e poucos a outros
catalisadores solidos. Além disso, poucos estudos tém sido encontrados na literatura sobre a
atividade antimicrobiana do acetato de geranila e do acetato de nerila, sendo que a maioria
dos trabalhos referem-se aos Oleos essenciais contendo os é€steres em sua composi¢do, a
exemplo dos trabalhos relatados por Djihane et al. (2016), Danila et al. (2018), Khayyat e
Sameeh (2018) e Yi et al. (2019). Também, destaca-se que ndo foram encontrados trabalhos
detalhados na literatura que relatam a toxicidade do acetato de geranila e do acetato de nerila
em elevado grau de pureza.

Neste contexto, verifica-se que a realizacdo de estudos que empreguem rotas de
reacdo de esterificacdo para producdo dos ésteres acetato de geranila e acetato de nerila a
partir de catalise heterogénea com resina de troca idnica contribuira para a implantacao de
processos com elevada eficiéncia de conversdo, maior compatibilidade com as necessidades
industriais e maior sustentabilidade. Tais fatos poderdo conduzir a obtencdo de compostos
com elevado grau de pureza, com potencial atividade antimicrobiana e baixa toxicidade. Os
resultados pretendidos sdo uma necessidade e uma oportunidade para diversos segmentos
industriais, considerando a potencial aplicacdo destes compostos como aditivos
antimicrobianos num mercado muito grande de aditivos aplicados em alimentos, farmacos e
de novos materiais antibacterianos e antifingicos.

Desta forma, neste trabalho, pretende-se sintetizar os é€steres acetato de geranila e
acetato de nerila, derivados dos compostos naturais geraniol e nerol, por meio de reagcdo de

esterificacdo direta via catdlise heterogénea utilizando uma resina de troca idnica comercial e
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com altas conversdes, obtendo compostos com agdo antimicrobiana e atdoxicos com maior

estabilidade quimica e térmica do que seus compostos precursores.

1.1 OBJETIVOS

Nas secdes abaixo estdo descritos o objetivo geral e os objetivos especificos desta tese.

1.1.1 Objetivo Geral

Sintetizar o acetato de geranila e o acetato de nerila via reagdes de esterificagdo
catalisadas pela resina de troca i6nica Lewatit® GF 101 e avaliar os ésteres obtidos quanto a

atividade antimicrobiana e a toxicidade oral.

1.1.2 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos, destacam-se:

v' verificar se o catalisador proposto pode ser empregado na reagdo de esterificagdo para
a sintese dos compostos acetato de geranila e acetato de nerila;

v’ avaliar a influéncia das principais varidveis (temperatura, teor de catalisador e razio
molar entre 4lcool e anidrido acético) e definir as condi¢gdes operacionais 6timas das
reacdes de esterificagdo de sintese do acetato de geranila e acetato de nerila com o
catalisador Lewatit® GF 101 com vistas a eficiéncia de conversdo quimica;

v’ avaliar as cinéticas das rea¢des de esterificacdo do acetato de geranila e acetato de
nerila e propor um mecanismo para estas reagoes;

v’ avaliar a possibilidade de reutilizagdo do catalisador nas reagdes de esterificagdo de
sintese do acetato de geranila e do acetato de nerila;

v’ analisar se os compostos acetato de geranila e acetato de nerila obtidos pela rota
proposta apresentam acdo antimicrobiana frente a fungos e bactérias;

v’ avaliar a toxicidade oral dos compostos acetato de geranila e acetato de nerila

sintetizados pela reacao de esterificagdo proposta.



29

2  FUNDAMENTACAO TEORICA

Nesta se¢do sao abordados conceitos fundamentais sobre a reacdo de esterificagao,
bem como das principais propriedades fisicas e quimicas dos compostos geraniol, nerol,
acetato de geranila e acetato de nerila. Também ¢ explanado a respeito dos principais

catalisadores de reacdes de esterificacao.

2.1 ALCOOIS E ESTERES TERPENILICOS

Os conceitos abordados nesta secdo estao subdivididos para os alcoois geraniol e nerol e
para os ésteres acetato de geranila e acetato de nerila, os reagentes e os produtos das reagdes

de esterificacdo estudadas nesta tese.

2.1.1 Geraniol e nerol

O 4lcool geraniol e seu isdmero nerol (trans e cis de 3,7-dimetil-2,6-octadieno-1-ol)
sdo classificados como alcoois terpenos primarios aciclicos. Estes compostos antimicrobianos
sdo naturalmente encontrados como componentes de Oleos essenciais em citronela, rosa,
limao e geranio (GUPTA et al., 2007; PAROUL et al., 2010). Possuem formula molecular
Ci0Hi30, sdo liquidos limpidos incolores, insoliiveis em agua e soluveis na maioria dos
solventes organicos, com massa molecular de 154,25 g-mol'1 e densidade relativa de 0,8894 ¢
0,8810 para geraniol e nerol, respectivamente (PUBCHEM, 2019). A estrutura quimica ¢ a

conformac¢do molecular 3D do geraniol sdo apresentadas na Figura 1 e do nerol, na Figura 2.

Figura 1 — Geraniol: (a) estrutura quimica e (b) conformag¢ao molecular 3D.

(a) (b)
Fonte: PUBCHEM (2019).



30

Figura 2 — Nerol: (a) estrutura quimica e (b) conformag¢do molecular 3D.

(a) C (b)

Fonte: PUBCHEM (2019).

O geraniol também ¢ chamado de rodinol e € o principal constituinte do 6leo de rosa e
palmarosa (Cymbopogon martinii, Roxb. wats. var. motia), com cerca de 80% da composi¢ao
do 6leo essencial. Seu aroma esta associado a rosa doce, um dos principais motivos pelo qual
¢ comumente usado em perfumes, sendo um dos alcoois mais importantes para os produtos de
fragrancias. Devido ao alto teor no 6leo de palmarosa, o geraniol ¢ aplicado como um
composto antisséptico, repelente de mosquitos € como analgésico. Baixos teores de éster,
principalmente o acetato de geranila, também estdo presentes no 6leo de palmarosa. Estes
baixos teores sdo produzidos por reagdes de esterificagdo do geraniol, formando o acetato
correspondente que, quando hidrolisado, volta a formar novamente as moléculas de geraniol.
Essas reagdes sdo aceleradas por meio de mecanismos biocataliticos realizados pelas enzimas
esterases, que ocasionam variacdes nos teores destes compostos nos 6leos essenciais ao longo
do periodo de inflorescéncia, no qual as plantas sdo mais susceptiveis a estes mecanismos,
sendo fundamentais para a formagdo do aroma caracteristico do 6leo (DUBEY; LUTHRA,
2000).

O nerol também possui um agradavel odor de rosa doce e ¢ encontrado em pequenas
concentragoes em diversos 0leos essenciais (FAHLBUSCH et al., 2003). Dentre os principais,
destacam-se o Oleo de rosa damascena, os Oleos essenciais de Lavandula stoechas e
Lavandula multifida e o 6leo de capim-limao (Cymbopogon citratus) (WANG et al., 2015;
TIAN et al., 2013). Quanto a toxicidade do nerol, a JECFA (Joint FAO/'WHO Expert
Committee on Food Additives), em conjunto com a Food and Agriculture Organization of the
United Nations — FAO e a Organiza¢do Mundial da Satide — OMS concluiram que este alcool
terpeno ndo apresenta riscos quanto a sua ingestdo por humanos e animais (BELSITO et al.,

2008).
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Diferentes atividades biologicas tém sido atribuidas aos isdmeros geraniol e nerol. O
geraniol tem sido associado a inibi¢cdo de compostos que favorecem o crescimento de células
cancerigenas, bem como contribui para a potencializagdo de efeitos antitumorais (GUPTA et
al., 2007). Além disso, o geraniol possui propriedades anti-infecciosas, imunoestimulantes,
bactericidas e atua como agente pesticida com baixa toxicidade (MURCIA et al., 2018).
Derivados de geraniol e de nerol, principalmente ésteres como acetato de geranila e acetato de
nerila, também tém sido associados a efeitos supressores de proliferacio de células
cancerigenas (TATMAN; MO, 2002) e inseticidas para o controle de pragas (XIE et al.,
2014).

As formas de obtengdo mais comuns de nerol e de geraniol sdo por isolamento de
Oleos essenciais de plantas (FAHLBUSCH et al., 2003). Entretanto, a separacdo dos isomeros
geraniol e nerol ¢ dificil, mesmo com o uso de destilagdo fracionada de alta eficiéncia, pois os
pontos de ebulicdo sdo muito proximos (227 °C — 228 °C para o nerol e 229 °C — 230 °C para
o geraniol), o que contribui para que coexistam em equilibrio nos 6leos essenciais, sendo um
deles, geralmente o geraniol, majoritario sobre o outro (GUPTA et al., 2007).

O geraniol apresenta certo grau de toxicidade, o que limita seu uso na aplicagao direta
em produtos cosméticos e em alimentos. No entanto, se transformado no seu éster
correspondente, o acetato de geranila, pode ser utilizado, apresentando os beneficios do
geraniol, porém sem apresentar toxicidade para o produto resultante (XIONG et al., 2014;

MURCIA et al., 2018).

2.1.2 Acetato de geranila e acetato de nerila

De uma forma geral, as propriedades organolépticas dos ésteres derivados de alcoois
terpenilicos contribuem para que sejam amplamente aplicaveis em alimentos, fragrancias e
cosméticos (BELSITO et al., 2008).

Os ésteres derivados do geraniol possuem sabor e aroma agradaveis, dentre os quais se
destaca o acetato de geranila, que ¢ um dos principais constituintes de varios 6leos essenciais
e possui valor economico consideravel (CLAON; AKOH, 1994).

O acetato de geranila ¢ um liquido de leve coloragdo amarelo claro, com agradavel
aroma floral e frutado. Pode ser utilizado como agente aromatizante e na produgdo de
fragrancias (AL-BAWAB et al.,, 2010; BADGUJAR; BHANAGE, 2014). E um liquido
limpido e com odor de lavanda (LEWIS, 2001). E um éster que possui formula molecular

C12H200;, peso molecular de 196,28 g~mol'1, densidade relativa de 0,907 e ponto de ebuligao
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de 245 °C. Seu nome na [UPAC ¢ [(2~{E})-3,7-dimetilocta-2,6-dienil] acetato ou também
etanoato de 3,7-dimetilocta-2,6-dien-1-ilo. Seu isomero, o acetato de nerila, &€ um éster com
coloragdo e aroma semelhantes, denominado pela IUPAC de [(2~{Z})-3,7-dimetilocta-2,6-
dienil] acetato, com densidade relativa de 0,9174 e ponto de ebulicdao de 242 °C (PUBCHEM,
2019). A estrutura quimica e conformacdo molecular 3D do acetato de geranila sdo

apresentadas na Figura 3 e do acetato de nerila, na Figura 4.

Figura 3 — Acetato de geranila: (a) estrutura quimica e (b) conformacao molecular 3D.

(@)

Fonte: PUBCHEM (2019).

Figura 4 — Acetato de nerila: (a) estrutura quimica e (b) conformac¢ao molecular 3D.
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Fonte: PUBCHEM (2019).

Estes ésteres também podem ser encontrados em compostos naturais, porém
geralmente em pequenas quantidades e na presenga de varios outros componentes. Bhuiyan,
Begum e Sultana (2009) avaliaram o 6leo essencial de coentro (Coriandrum sativum L), uma
erva da familia da salsa conhecida por suas propriedades inseticidas e constataram que, dentre
os 44 compostos presentes, o acetato de geranila encontrou-se entre os majoritarios, com
17,6% da composi¢do, superado apenas pelo linalol, sendo que o geraniol também foi

encontrado, mas em quantidades abaixo de 2%. Msaada et al. (2007) avaliaram a composi¢ao
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do 6leo essencial do fruto de coentro (Coriandrum sativum L.) em diferentes estagios de
maturacgdo e identificaram no primeiro estdgio, com os frutos ainda verdes, que a composi¢ao
predominante foi de acetato de geranila, com aproximadamente 46,3%. Fakhari et al. (2005)
encontraram acetato de geranila entre os principais constituintes do 6leo essencial de lavanda
(Lavandula angustifolia Mill), detectando também nerol e acetato de nerila, porém em
menores quantidades. Pitarokili et al. (2002) identificaram o acetato de geranila como o
terceiro componente em maior quantidade no o6leo essencial de salvia (Salvia sclarea), com
cerca de 12,1% da composicao.

Bianchini et al. (2003) avaliaram a composicao do 6leo essencial de Helichrysum
italicum (Roth), uma planta mediterranea de flores amarelas e com caracteristica de arbusto,
de diferentes regides da Europa, e observaram a predominancia de ésteres de nerol, sendo o
acetato de nerila, o propionato de nerila e o nerol, respectivamente, os compostos com maior
presenga. Leonardi et al. (2013) avaliaram a composicdo de 21 amostras de 6leo essencial
isoladas de Helichrysum italicum, as quais foram coletadas em diferentes locais da Toscana
na Italia. Nestas, foram identificados 115 componentes, sendo que os oOleos foram
caracterizados com alto teor de monoterpenos oxigenados, com a presenca majoritaria do
nerol, variando de 2,8% a 12,8%, e de seu derivado éster acetato de nerila, variando entre
5,6% e 45,9% das amostras. Paolini et al. (2006) investigaram a composi¢do de Oleos
esséncias de Helichrysum italicum (Roth) de ilhas toscanas e identificaram o acetato de nerila
como principal componente, com variagdes de 14,9% a 44,5%, enquanto Tucker et al. (1997)
encontraram variagdes de aproximadamente 23,5% a 53,5% de acetato de nerila em Oleos de
H. italicum subsp. microphyllum (Willd.).

Outros estudos em relagdo a presencga destes compostos em Oleos essenciais também
foram encontrados na literatura. Ebrahimi, Hadian e Ranjbar (2010) encontraram 34
compostos diferentes no 6leo essencial de coentro (Coriandrum sativum L.), sendo que o
acetato de nerila apresentou-se com composicao entre 2,3% e 14,2%, abaixo apenas do
linalol. Eleni et al. (2009) identificaram 9,44% de acetato de geranila e 4,85% de acetato de
nerila dentre os 5 principais componentes do 6leo essencial de bergamota (Citrus aurantium
subsp. Bergamia) destilado, sendo que os compostos nerol e geraniol também foram
encontrados em menores quantidades. Petrakis et al. (2001) encontraram os acetatos de nerila
e geranila dentre os principais componentes dos 6leos essenciais das folhas de 5 espécies de
Pinus, com variagdes entre 20,9% a 72,9% e 16,7% a 69,9%, respectivamente, dependendo da

espécie.
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Ganjewala e Luthra (2009) estudaram o o6leo essencial isolado de capim limao
(Cymbopogon fl exuosus) mutante cv., o qual se apresentou rico em geraniol. Os autores
observaram que o 6leo ¢ composto, principalmente, de geraniol e acetato de geranila, sendo
que a proporg¢ao entre os dois varia em fungao do desenvolvimento da folha, pois nos estagios
iniciais a composi¢do de acetato de geranila ¢ maior que a do geraniol e, a medida que a folha
cresce, a propor¢ao se inverte. Os autores atribuem este efeito a acdo da enzima esterase, que
atua como catalisador da reacao de biossintese destes compostos. Comportamento semelhante
ao citado em relacdo a composicao do alcool e éster ao longo da maturacdo da folha foi
encontrado por Smitha e Rana (2015) para o 6leo de palmarosa (Cymbopogon martini var.
Motia).

O método de extracao destes compostos naturais também foi avaliado na literatura.
Kakasy et al. (2006) encontraram o geraniol, o nerol, o geranial, o neral, o acetato de geranila
e o acetato de nerila como principais constituintes do 6leo essencial obtido por hidrodestilagao
e por extracdo supercritica com dioxido de carbono do Dracocephalum moldavica L, uma
planta herbacea aromadtica, sendo que os dois compostos majoritarios foram o geraniol e o
acetato de geranila. Os autores observaram que o extrato supercritico foi mais rico em acetato
de nerila (1,96%) do que o extrato convencional (1,24%), enquanto que, para o acetato de
geranila, o extrato convencional apresentou maior composi¢ao (27,48%) do que o extrato
supercritico (3,14%). Ja para o nerol e para o geraniol, o extrato convencional apresentou
maior composicao (2,39% e 33,13%) que o supercritico (0,62% e 1,04%), mostrando que o
método de extragdo interfere na quantidade extraida desses compostos e na reagdo de
esterificagdo do alcool no éster correspondente.

O acetato de geranila e o acetato de nerila podem ser isolados por fracionamento a
vacuo de Oleos essenciais. Entretanto, a disponibilidade limitada das fontes naturais dos 6leos
torna esse método inadequado para a produgdo industrial em larga escala. Desta forma, outros
métodos sdo necessarios para a producdo destes ésteres, tais como sintese quimica, extracao
enzimatica ou biocatalise (XIONG et al., 2014; MURCIA et al., 2018).

Além da disponibilidade limitada das plantas, na maior parte das fontes naturais
abordadas, a presenga dos acetatos em estagio adequado de colheita para uma produgao
sustentavel € relativamente baixa, apresentando amplas variagdes na composi¢ao. Isto deve-se
ao fato de que, a medida que a planta cresce, a transformacdo dos acetatos em alcoois
correspondentes aumenta, o que viabiliza a extra¢do dos alcoois e ndo dos ésteres, reforcando

a importancia da sintese destes ésteres a partir de seus alcoois.
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2.2 REACOES DE ESTERIFICACAO

Os ésteres constituem uma das classes de substancias quimicas largamente
encontradas na natureza. Alguns ésteres de baixo peso molecular tendem a apresentar sabor e
aroma agradaveis e, por isso, sdo bastante usados em alimentos e bebidas industrializadas.
Normalmente, sdo usados como aditivos para realgar o aroma de uma bebida ou de um
alimento. Na maior parte das vezes, o aroma encontrado em alimentos industrializados ¢
devido a presencga dessas substancias (OLIVEIRA et al., 2014).

Esteres derivados dos alcoois terpenilicos, dentre eles o acetato de geranila e o acetato
de nerila, sdo considerados produtos naturais devido as suas propriedades organolépticas e
amplas aplicacdes em alimentos, fragrancias, aditivos, cosméticos, produtos farmacéuticos e
de cuidados domiciliares (DHAKE et al., 2011% BADGUJAR; BHANAGE, 2014).

A sintese quimica convencional ou a extra¢do a partir dos recursos vegetais sdo as
formas mais comuns de obtencdo de ésteres de alcoois terpenilicos. A principal desvantagem
do método de extragdo ¢ o baixo rendimento e o alto custo com solventes. Ja em relagao aos
métodos de sintese quimica convencional, destacam-se, como desvantagens, as condigdes
severas de reagdo, o uso de produtos quimicos perigosos, a baixa seletividade, a formacgao de
produtos secundarios e a alta ativagdo energética (DHAKE et al., 201 1°. BADGUJAR;
BHANAGE, 2014).

As reagdes de acilagdo e esterificacdo sdo comercialmente muito importantes, sendo
utilizadas na produgdo de cetonas e ésteres que sdo empregados como precursores ou aditivos
para uma grande variedade de produtos relacionados a perfumes, sabores, produtos
farmaceéuticos, cosméticos, agroquimicos, alimentos e polimeros, envolvendo a produgdo de
milhares de toneladas ao ano (YADAV; RAHUMAN, 2002).

A producgdo de ésteres pode ser realizada por diversos tipos de reacdes, tipicamente
classificadas como reagdes solvoliticas, reagdes de condensacao, processos por radicais livres
e sinteses diversas. As reagdes solvoliticas envolvem a conversao direta de acidos
carboxilicos ou ésteres derivados de acidos por reagdo com compostos hidroxilicos, incluindo
a esterificagdo direta de acidos, a alquilacdo de sais carboxilicos, a alcoolise de halogenatos
de acilo, anidridos, nitrilos, amidas e cetonas, e a transesterificacio (YADAV, METHA,
1994; OTERA; NISHIKIDO, 2009).

Embora as reagdes de esterificacdo ocorram naturalmente na auséncia de catalisador, o

processo requer elevadas temperaturas e resulta em baixas conversdes e, como geralmente os
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compostos envolvidos sdo volateis, para viabilizar o processo € necessaria a utilizagdo de
catalisadores (OTERA; NISHIKIDO, 2009).

A producgao de ésteres ¢ realizada por diversas rotas. Entretanto, a mais utilizada ¢ a
reacdo de um acido carboxilico com um alcool na presenca de um catalisador, usualmente um
acido (YADAV; METHA, 1994). Como a reagdo ¢ reversivel, estratégias sdo utilizadas para
favorecer a reacdo direta, tais como a utilizagdo de excesso de reagente e a remogdo continua
do éster formado ou do coproduto (dgua). Este tipo de reacdo geralmente ocorre em reatores
operando em batelada (YADAV; RAHUMAN, 2003).

A catalise 4cida ¢ um dos métodos mais populares para este tipo de esterificagao.
Quando os substratos sdo resistentes aos acidos, a reagdo ¢ geralmente realizada na presenca
de um 4cido de Brensted (OTERA; NISHIKIDO, 2009). A Figura 5 apresenta a reacdo de

esterificagdo por catalise acida.

Figura 5 — Reacdo de esterifica¢do entre alcool e acido carboxilico via catalise 4cida.
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Fonte: OTERA; NISHIKIDO (2009).

Os principais catalisadores utilizados sdo acidos de Brensted, como acido fluoridrico
(HF), é4cido sulfurico (H2SO4), &cido cloridrico (HCI), acido fosférico (H3PO,), 4cido p-
toluenossulfonico, acido dihidroxifluoroboérico, entre outros; acidos de Lewis, como cloreto
de aluminio (AICl;), trifluoreto de boro (BF3), cloreto de zinco (ZnCl,), tetracloreto de titanio
(TiCly), tetracloreto de estanho (SnCly), cloreto férrico (FeCls), pentafluoreto de antimdnio
(SbFs), tetracloreto de zirconio (ZrCly), tetrafluoreto de silicio (SiF4), entre outros; e metais
como estanho, cobre, prata e chumbo, finamente divididos, em conjun¢do com um reagente
onde o 4cido € gerado in situ (YADAV; RAHUMAN, 2002; YADAV; RAHUMAN, 2003).

A acilacao de alcoois ¢ frequentemente realizada por tratamento com acidos anidridos
por serem mais reativos, tornando a reagdo irreversivel. Os acidos de Brensted mais utilizados
para a reacdo entre alcoois e anidridos acidos sdo acidos sulfonicos, acido sulftrico e 4cido
perclorico. A principal diferenca da utilizacdo de anidridos 4cidos em vez de 4cidos
carboxilicos € que, em vez da formacao de agua como coproduto, ocorre a formagao de acido

(OTERA; NISHIKIDO, 2009).
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2.2.1 Catalise homogénea

Os ésteres sao quimicamente sintetizados por reagdes de esterificagao usando acidos
organicos e inorganicos fortes. O 4cido trifluorometanossulfonico e o acido sulfurico sdo
conhecidos como catalisadores homogéneos de reagdes de esterificagdo considerados
poluentes na industria (OTERA; NISHIKIDO, 2009; BHAVSAR; YADAV, 2019). No final
da reacdo, os catalisadores homogéneos sdo neutralizados por meio da formagdo de sais,
procedimento que ocasiona a perda de rendimento, corrosdo e geracao de residuo indesejado,
que, dependendo do numero de estagios e funcionalidade introduzida em cada etapa, pode
chegar até a 100 kg para cada kg de produto desejado (YADAV; RAHUMAN, 2003).

Nesse sentido, os principais problemas causados pelo uso de catalisadores
homogéneos envolvem a corrosdo do equipamento, os riscos de manuseio dos acidos que nao
sdo reutilizados, a neutralizagdo da massa de reagdo e geragdo de grandes quantidades de sais
dissolvidos, incluindo perda de conversao, rendimento e seletividade. No que tange a polui¢ao
ambiental, as estacdes de tratamento de efluentes envolvem altas cargas de demanda bioldgica
de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO) e sélidos dissolvidos totais (SDT).
Além disso, os precos desses produtos finos sao muito altos e os volumes sdo baixos, sendo
que a recuperacao do catalisador ¢ inviavel (YADAV; RAHUMAN, 2002).

Estes catalisadores ndo sao apropriados para a obtencao de ésteres de perfumaria, pois
tais aplicagdes requerem alto grau de pureza. Diferentes técnicas sdo utilizadas na
esterificacdo dessa classe de compostos e tém sido exploradas como alternativas. Dentre elas
estao as reagdes catalisadas com acidos sélidos, com resinas de troca i6nica, 6xidos metalicos,
zeolitas, argilas tratadas e catalise enzimatica (YADAV; MEHTA, 1994; YADAV;
RAHUMAN, 2002; YADAV; RAHUMAN, 2003; YADAV; KADAM, 2012; BHAVSAR;
YADAV, 2019).

2.2.2 Catalise heterogénea

A utilizacdo de catalise heterogénea em reagdes de esterificacdo envolve varias
vantagens. Estes catalisadores sdo ndo corrosivos, sao faceis de separar da mistura reacional,
podem ser usados repetidamente durante um periodo prolongado, apresentam facilidade no
manuseio e armazenamento, podem ser empregados em diversas configuracdes de reatores e
modos de operacdo e podem ser empregados em reacdes cataliticas solido-fluido, o que

possibilita melhor controle de processo e economia (YADAV; RAHUMAN, 2003).
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O 4cido acético tem sido convencionalmente usado como doador de acila para a
sintese de ésteres em reacdes de esterificacdo diretas. Em reacdes catalisadas por enzimas, ele
atua como um potente inibidor da atividade enzimatica, deixando a taxa de reagdo inicial e a
conversao mais lenta. Por esse motivo, nestas reagdes, a sintese de ésteres pode ser feita por
transesterificagdo de alcoois com acetatos usando acetato de etila ou acetato de vinila (RIZZI,
1992). Entretanto, quando o acetato de etila ¢ usado como doador de acila, libera o alcool
etilico como um subproduto que compete com o geraniol € com o nerol por ataque
nucleofilico ao éster carbonilico, inibindo a taxa de reacao (BADGUJAR; BHANAGE, 2014).

Uma rota para a producdo do acetato de geranila ¢ a esterificagdo do geraniol com
acido acético. Neste tipo de reagdo, a catdlise heterogénea tem sido utilizada com enzimas
imobilizadas, geralmente lipases (CLAON; AKOH, 1994; BARTLING et al., 2001). Em
relagdo a sintese direta, o anidrido acético pode ser utilizado em substitui¢ao ao acido acético
por possuir dois grupos acilo, o que aumenta sua reatividade nas reacdes de esterificacio para

produgdo de acetatos (ROMERO et al., 2007).

2.2.3 Resinas de troca ionica

Gelbard (2005) classifica os materiais de troca idnica em trés familias: resinas de troca
anionica em bases com espécies HO’, RO’, HCO3; ou com anions organicos em reacoes de
substituico; resinas de troca catiénica como acidos de Brensted ou Lewis, nas formas de H"
ou metalicas M"; e resinas de troca anidnica ou catiénica para imobilizacdo de enzimas ou
complexos organometalicos.

As resinas de troca i0nica tém sido usadas como catalisadores solidos em reagdes com
temperaturas relativamente baixas e estdo disponiveis em uma variedade de formas, sendo que
a principal vantagem ¢ a facil separagdo e purificagdo dos produtos. Varios novos
catalisadores de resina de troca i6nica estdo disponiveis no mercado e, em particular, para
reacOes de esterificacdo. As resinas tém a sua superficie funcionalizada com grupos acidos
extremamente fortes (Bronsted) para minimizar a formacao de subprodutos, tais como éteres e
olefinas, durante a desidratacdo do alcool. Assim, os ésteres podem ser produzidos com uma
formagdo minima de éter como subproduto por meio da reagdo de um acido ou éster organico
com um alcool. Apesar de serem aplicadas para reagdes com temperatura relativamente
baixas, podem ser utilizadas em elevadas temperaturas, dependendo dos reagentes visto que a
maioria das resinas comerciais sdo termicamente estaveis até aproximadamente 120 °C a 150

°C (YADAV; RAHUMAN, 2003).
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Geralmente, as resinas possuem elevada seletividade, em fungdo dessa funcionalizagdo
superficial e podem ser reutilizadas com perda relativamente baixa da atividade catalitica. As
propriedades acidas obtidas pela funcionalizagdo tornam as resinas de troca idnica
catalisadores muito eficientes para as reacoes de esterificacao. As resinas mais indicadas para
uso em reagdes de esterificagdo direta entre alcoois e acidos carboxilicos sdo as resinas
fortemente acidas, essencialmente com a presenca de grupos sulfonicos. Quando se utiliza
anidridos acidos, apesar de serem muito mais eletrofilicos do que os acidos carboxilicos, as
resinas sulfonicas ainda assim sdo frequentemente necessarias para catalisar a reagdo de

esterificacao (GELBARD, 2005).

2.2.3.1 Resina polimérica Lewatit® GF 101

A resina Lewatit® GF 101 ¢ uma resina de troca idnica so6lida, de base polimérica,
formato esférico, aparéncia opaca, fortemente acida e com a presenga de grupos sulfonicos
(4cido sulfonico). Possui uma estrutura porosa, elevado grau de reticulacdo, boa estabilidade
mecanica e pode ser utilizada em meios polares ou apolares. O tamanho da particula varia
entre 0,4 mm e 1,25 mm, com tamanho efetivo de 0,5 mm a 0,62 mm, a densidade é 1,15
gmL™" e a densidade aparente é de 760 g'L™' com desvio de + 5%. A capacidade de retengo
de 4gua ¢ de 60% (base mdssica) com = 5% de variagdo. O coeficiente de uniformidade
maximo ¢ de 1,6 e a capacidade total seca minima é de 4,7 eqkg”. Esta resina ¢ estavel
termicamente na faixa de -20 °C a 130 °C, podendo ser armazenada por 2 anos em local seco,
fresco e na auséncia de iluminagdo. Além disso, o custo da resina Lewatit® GF 101 ¢
competitivo no mercado comparado aos produtos semelhantes disponiveis e ela tem sido
utilizada como catalisador em reacdes de transesterificacdo de acidos graxos livres em
triglicerideos na producao de biodiesel com metanol ou etanol (LANXESS, 2014).

No trabalho desenvolvido por Tischer et al. (2019), os autores estudaram a producao
de acetato de eugenila por meio de esterificacdo do eugenol com anidrido acético utilizando a
resina comercial Lewatit® GF 101 como catalisador. A conversdo de 94,85% foi obtida apos
10 min de reacdo, com a propor¢ao molar de 1:1 entre os reagentes, 1% em massa de
catalisador e temperatura de 70 °C. Nessas condigdes, em 45 min de reagdo a conversao
completa foi alcancada. A reutilizagdo do catalisador foi investigada e, apos 10 ciclos de
reutilizagdo, ndo foi observada perda de atividade catalitica. O efeito da temperatura e da
quantidade de catalisador foi analisado e os autores observaram aumento da conversao da

reacdo com o aumento da temperatura de 30 °C para 70 °C e da quantidade de catalisador de
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1% para 5% em base massica. O aumento da propor¢do molar dos reagentes ndo apresentou
efeito significativo. Com a temperatura de 30 °C, 1% de catalisador e propor¢ao molar de 1:1
entre os reagentes, o aumento da conversdao da reagao sem a presenga de catalisador para a
reacdo catalisada com a resina Lewatit® GF 101 foi de aproximadamente 93% em 1 h de
reacdo, mostrando que esta resina ¢ um catalisador em potencial para as reagdes de

esterificacao de producdo de acetatos.

2.2.4 Parametros que influenciam na reacao de esterificacao

As reagdes de esterificagdo tais como as empregadas neste trabalho sdo influenciadas
por diversos parametros. Dentre os principais estdo a concentracdo de catalisador, a
concentragdo e/ou a propor¢ao dos reagentes, o tempo e a temperatura da reacdo e a presenca
de solventes (CLAON, AKOH, 1994). Ferraz et al. (2015) relatam que o aumento da maioria
desses parametros tende a favorecer a conversdo da reagdo até o tempo onde a conversao
atinge o estado estacionario.

Em relacdo a utilizacdo de enzimas como catalisadores na transesterificacdo dos
compostos acetato de geranila e nerila, Gupta et al. (2007) observaram que o aumento da
concentragdo de enzima foi prejudicial para a seletividade da reagdo. No entanto,
concentracdes muito baixas reduziram a taxa de reacdo. Os autores justificaram a queda da
seletividade em concentragdes mais altas como funcdo da presenca de outras lipases em
organismos menores, os quais podem estar competindo pelo substrato. Os autores também
observaram que o agente de acilagdo interferiu na taxa de reacdo, apesar de ndo influenciar na
conversdao final, o que atribuiram como fun¢do da reatividade, onde mesmo anidridos
isOmeros alteraram a taxa.

O doador de acila interfere na reacdo, seja pelo tamanho da cadeia, seja pela
acessibilidade aos grupos reativos, diferentes doadores de acila podem ser utilizados para
obten¢do do mesmo produto final, diferenciando-se pelo subproduto formado. O modo de
operacdo do reator, continuo ou batelada, também pode ser avaliado (SALVI; KAMBLE;
YADAV, 2017).

Nicoletti et al. (2015) sugerem que, para reagdes catalisadas por enzimas, o suporte € o
método de imobilizacdo da enzima também influenciam no resultado da reagdo, bem como a
agitacdo do meio reacional.

Yadav e Rahuman (2003) avaliaram a atividade de catalisadores de resina de troca

ionica (H") Amberlyst — 36, Indion — 130, Amberlyst — 15, Dowex — M31 e Amberlyst — 18
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para reagdes de esterificacdo de acidos carboxilicos com alcoois para a sintese de ésteres de
perfumaria. Os autores avaliaram o efeito da agitagdo do meio reacional e constataram que
nao houve influencia na conversdo da reagao quando alterada a velocidade de rotacdo na faixa
estudada. Entretanto, foi observada a influéncia da alteracdo da proporcao de reagentes,
concentragdo de catalisador e temperatura reacional na conversdo e na taxa de reagdo, cujo
aumento de ambos apresentou efeito positivo. O tamanho dos poros e o teor de 4dgua inicial
das resinas demonstrou influéncia na conversao da reacao visto que o aumento de sitios ativos

N ) ~
H' favoreceram a esterificacao.

2.3 ADITIVOS ANTIMICROBIANOS

A preocupagdo com micro-organismos patogénicos e deteriorantes nos alimentos tem
aumentado devido ao crescimento dos surtos de doengas transmitidas. Neste contexto, a
identificacdo e avaliagdo de produtos para o controle desses agentes de modo a garantir aos
consumidores um abastecimento seguro, saudavel e nutritivo pode ser considerado um
importante desafio inovador internacional em tecnologia de alimentos (PAUL et al., 2011).

O controle de micro-organismos ¢ essencial em diversas areas pois muitos materiais
ndo possuem agdo antimicrobiana natural, permitindo que ocorra crescimento de micro-
organismos, o que pode gerar a formag¢do de biofilmes (LITTUNEN et al., 2016). Quando o
biofilme ¢ formado, ele atua como protetor dos micro-organismos, aumentando a resisténcia
aos processos de descontaminagdo. Além disso, os micro-organismos que compdem o
biofilme muitas vezes excretam substincias toxicas que podem danificar o material em
questao (SIEDENBIEDEL; TILLER, 2012). Portanto, se os materiais possuirem
caracteristicas intrinsecas de a¢cdo antimicrobiana, os métodos de descontaminacdo podem ser
eliminados (KENAWY; WORLEY; BROUGHTON, 2007).

Os agentes antimicrobianos podem diferir em termos de estrutura quimica, eficécia,
método de aplicacdo, efeito sobre os seres humanos e sobre o meio ambiente, bem como em
relagdo ao custo (SIMONCIC; TOMSIC, 2010). Além disso, devem ser eficazes contra uma
variada gama de micro-organismos, apresentar baixa toxicidade para os consumidores e
permanecer ativos durante um longo periodo de tempo. Também ¢ importante que o agente
antimicrobiano seja compativel com os processos quimicos industriais (SALGUEIRO et al.,
2017).

Em geral, a atividade antimicrobiana ¢ classificada como biocida ou biostatica. Os

biocidas incluem os agentes que matam bactérias e fungos, enquanto os biostaticos inibem o
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crescimento destes micro-organismos. O modo de agdo estd diretamente relacionado a
concentragdo da substincia ativa, chamada de concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentragdo biocida minima (CBM) (SIMONCIC; TOMSIC, 2010).

Os mecanismos de a¢do dos agentes antimicrobianos sdo diferentes, mas, em geral,
estdo associados a fatores essenciais para a sobrevivéncia da célula. Por exemplo, podem
prejudicar a parede celular ou alterar a permeabilidade da membrana celular, desnaturar as
proteinas, inibir a atividade enzimatica ou inibir a sintese de lipideos (SALGUEIRO et al.,
2017).

Segundo Larson e Klibanov (2013), a incorporacdo de compostos biocidas em
materiais vem sendo largamente utilizada em embalagens ativas, principalmente naquelas
aplicadas na industria de alimentos e produtos farmacéuticos. Nesse sentido, as embalagens
bioativas sdo classificadas quanto ao modo de liberagdo do composto da embalagem, os quais
sdo denominados de antimicrobianos por lixiviagdo ou antimicrobianos ligados. No primeiro
caso, um agente antimicrobiano, ou o seu precursor, esta incorporado (ou embebido) na
embalagem, de modo que sua liberagdo ocorre ao longo do tempo. Os agentes usados neste
grupo dividem-se em ndo volateis (antibioticos, enzimas, nanoparticulas de prata, iodo, sais
de amoénio quaternario, triclosan e peptideos antimicrobianos), trocadores i6nicos (adsorvem a
bactéria presente na solu¢do aquosa), revestimentos inteligentes (liberam o agente somente
quando ativados por um micro-organismo) e volateis (dlcoois de baixo ponto de ebuligdo,
SO,, ClO,, 6xidos de etileno, ozonio e espécies reativas de oxigénio). No segundo caso, o
agente ¢ imobilizado na superficie da embalagem, o que pode ocorrer via depdsito fisico, via
insolubilidade em agua, ou via liga¢do covalente de antibidticos ou de polimeros anfifilicos de
cadeia longa.

Alguns materiais celuldsicos, por exemplo, principalmente os utilizados com cuidados
de higiene e saude, tais como tecidos de papel e os materiais de higiene ndo tecidos, por serem
feitos de fibras naturais, apresentam certa tendéncia para desenvolvimento de micro-
organismos. Na producao deste tipo de material, sdo utilizados diferentes tipos de agentes
antimicrobianos (SALGUEIRO et al., 2017).

Os agentes utilizados incluem compostos de amoénio quaterndrio, N-halaminas,
quitosana, polibiguanidas, triclosan, nanoparticulas de metais nobres e Oxidos metalicos
(principalmente prata), derivados de polimeros naturais, polimeros sintéticos, além de
produtos bioativos a base de plantas. A escolha do agente varia em fungdo do mecanismo de
atividade antimicrobiana, da toxicidade, da durabilidade e da aceitabilidade ecoldgica. O uso

de antimicrobianos ligados tem ganhado destaque nessa darea, principalmente quando
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preparados usando polimeriza¢do para funcionalizacdo de grupos especificos com compostos
de amodnio quaternario, cations reativos, agentes de reticulacio e incorporacdo de
nanoparticulas em matrizes poliméricas (SIMONCIC; TOMSIC, 2010; LARSON;
KLIBANOV, 2013).

Oleos essenciais e alguns de seus constituintes, além de serem muito empregados em
produtos farmacéuticos (fitoterapicos), t€ém sido utilizados como aditivos para produtos de
consumo humano e animal, como conservantes de alimentos, cosméticos, perfumes e
agricultura (GONCALVES et al., 2012).

Os agentes bioativos naturais com propriedades antimicrobianas tornaram-se cada vez
mais importantes. Estes compostos sdo extraidos principalmente de plantas e incluem
compostos fendlicos e polifenodis, terpenodides, Oleos essenciais, alcaldides, lecitinas,
polipeptidios e poliacetilenos. Estes agentes podem ser incorporados por diferentes métodos,
tais como por meio de um agente de reticulacdo com uma resina, via microcapsulas, através
do aprisionamento do 6leo essencial dentro de uma matriz gel, entre outros (SIMONCIC;
TOMSIC, 2010).

Compostos terpenilicos como alcoois e ésteres estdo entre os principais na composicao
de diversos Oleos essenciais com caracteristicas antimicrobianas. Por suas caracteristicas
relacionadas com sabor e aroma, sdo aplicados em diversas areas e oferecem uma grande
oportunidade para o desenvolvimento de aditivos antimicrobianos de origem natural uma vez
que geralmente ndo sdo toxicos e possuem propriedades para preservacdo de alimentos
(ZANETTI et al., 2018).

Segundo Dannenberg et al. (2017), embalagens ativas controlam a contaminagdo por
meio de micro-organismos e reduzem a necessidade de conservantes adicionados diretamente
aos alimentos. Seu carater ativo pode ser obtido pela adi¢do de 6leos essenciais, que sdao
extratos naturais com propriedades antimicrobianas. De acordo com Calo et al. (2015), o uso
de compostos naturais, como os Oleos essenciais, direto ou indireto nos alimentos,
proporciona uma sensacao de seguranca aos consumidores.

Neste contexto, a produ¢do de compostos que possam ser utilizados como aditivos
antimicrobianos em diversas areas de aplicacdes como, por exemplo, em materiais
celulosicos, em embalagens ativa ou diretamente em alimentos e farmacos, que sejam
derivados de fontes naturais, que apresentem atividade antimicrobiana, maior estabilidade e
que ndo sejam toxicos a saide humana, ainda apresenta campo para exploragao. Considerando
que os compostos em questdo, acetato de geranila e acetato de nerila, também sdo utilizados

em outras aplicagdes, as quais também requerem um grau de pureza elevado, o
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desenvolvimento de rotas mais eficientes e sustentaveis para a sua producdo ainda apresenta

um amplo campo para estudos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A explanagdo realizada neste capitulo tem o intuito de abordar as principais
contribuicdes até o momento em temas associados com a sintese dos ésteres acetato de
geranila e acetato de nerila, bem como versar sobre as Ultimas pesquisas publicadas e os
resultados obtidos para demonstrar que tal processo necessita do emprego de catalisador.

Salienta-se aqui que esta tese proposta refere-se ao emprego de uma resina polimérica
como catalisador em uma reagdo quimica de esterificacdo. Todavia, ¢ de suma importancia
que sejam apresentadas as pesquisas de forma ampla, expondo também as publicagdes que
envolvem outros catalisadores no intuito de realizar um embasamento detalhado.

Nada havendo na literatura sobre as reagdes quimicas de esterificagao dos compostos
de interesse com o catalisador proposto nesse trabalho (Lewatit® GF 101), as abordagens
serdo feitas de forma separada.

Por fim, apresentam-se as pesquisas relativas a avaliacdo da atividade antimicrobiana e
da toxicidade dos compostos. Tal abordagem tem o intuito de demonstrar que os compostos
obtidos possuem potencial para serem utilizados como aditivo antimicrobiano no

desenvolvimento de novos materiais em pesquisas futuras.

3.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

O primeiro trabalho relacionado com a sintese do acetato de geranila foi desenvolvido
por Chulalaksananukul, Condoret ¢ Combes (1992), que realizaram a sintese de acetato de
geranila por transesterificacio do geraniol (30 mM) com diferentes doadores de acilo,
catalisada por lipase imobilizada de Mucor miehei com n-hexano como solvente. Os melhores
resultados foram obtidos com o acetato de propila (600 mM) e 50 mg de lipase, em 100 h de
reacdo, onde o percentual de conversao foi proximo de 80%.

No ano seguinte, Chulalaksananukul, Condoret e Combes (1993) realizaram a sintese
de acetato de geranila por transesterificagdo do geraniol (60 mM) e acetato de propila (200
mM) catalisada por lipase imobilizada de Mucor miehei com didxido de carbono como fluido
supercritico. Neste estudo foram utilizados 50 mg de catalisador, 140 bar de pressdo e
temperatura de 40 °C, sendo que a conversao atingida nessas condi¢des foi de 30% em 3 dias
de reacao.

Claon e Akoh (1994) obtiveram acetato de geranila via esterificacdo direta entre acido

acético e geraniol utilizando como solvente n-hexano e como catalisador lipase de Candida
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antarctica imobilizada em resina acrilica. Os autores obtiveram conversdes entre 95% e 99%
com as lipases SP435 e SP382, respectivamente, variando entre 2% e 15% em proporcao
massica em relagdo a massa de reagentes (geraniol 0,12 M e acido acético 0,1 M) em 16 h de
reacdo. Uma redugdo drastica na conversdo da reacdo foi observada para temperaturas
maiores que 40 °C com ambas as enzimas, o que os autores atribuiram como consequéncia da
volatilidade dos reagentes e da atividade enzimatica. O aumento da concentragcdo de geraniol
ndo influenciou a conversao da reagdo com ambas as lipases. No entanto, o aumento da
concentracdo de acido acético contribuiu para a redugdo da conversdo com as duas lipases,
comportamento que os autores atribuiram a inibi¢ao da atividade enzimatica pelo acido. Por
outro lado, o aumento da concentragdo de enzima contribuiu para o aumento da conversao
para a lipase SP382 e ndo influenciou na conversdo para a SP435. A reutilizagdo da enzima
foi avaliada durante 10 ciclos, na qual a conversdo foi decrescente, apresentando valores
abaixo de 50% apos 7 ciclos.

Yee, Akoh e Phillips (1995) imobilizaram lipase de Pseudomonas sp. por adsor¢cdo em
cinco suportes diferentes e testaram a capacidade de sintetizar acetato de geranila usando
triacilglicerdis de cadeia curta como doadores de acilo. As reagdes foram conduzidas com 2
mL de n-hexano como solvente, 0,1 M de geraniol, 0,03 M de triacilglicerol, 200 unidades de
lipase, incubadas a 30 °C e 200 rpm por 24 h. A producdo do acetato de geranila teve melhor
desempenho com Duolite como suporte, atingindo 77,5% de conversao nas condigdes citadas.

Ainda nessa linha, Yee e Akoh (1996) imobilizaram lipases de Pseudomonas sp. por
adsor¢ao em esferas de vidro e utilizaram como catalisador na sintese de acetato de geranila
por transesterificagdo com anidrido acético como o doador de acilo. As reagdes foram
realizadas em n-hexano contendo 0,1 M de geraniol, 0,1 M de anidrido acético, temperatura
de 30 °C, agitacdo de 200 rpm e 11% em base massica de lipase. Nestas condi¢des, a
conversdao da reacdo atingiu aproximadamente 96% em 24 h, sendo que o aumento da
concentracao de lipase favoreceu a conversao da reagdo até o valor de 11%, quando o estado
estaciondrio foi atingido. O aumento da temperatura teve efeito positivo até¢ 50 °C. O aumento
da concentra¢do de geraniol inibiu a atividade enzimatica e reduziu a conversdo da reacao,
enquanto o aumento da concentragdo de anidrido acético ndo alterou a conversdo da reagao
catalisada pela lipase. Apos 15 ciclos de uso do catalisador, a conversao reduziu para
aproximadamente 30%.

Dois anos mais tarde, Akoh e Yee (1998) testaram a capacidade de lipases
microbianas imobilizadas em resina acrilica em catalisar a sintese de ésteres geranilicos em

meios organicos utilizando ésteres vinilicos como agentes de acilagcdo em reagdes de
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transesterificagdo. Os melhores resultados foram obtidos para a lipase SP 435 de Candida
antarctica, quando utilizada na propor¢ao de 10% em massa em relagdo a massa de reagentes
(geraniol e acetato de vinila 0,1 M), com temperatura de 30 °C e utilizando n-hexano como
solvente organico. O efeito do solvente foi avaliado, sendo que os melhores resultados foram
obtidos com n-hexano, heptano, ciclohexano e iso-octano. A reacdo para a sintese de acetato
de geranila atingiu conversdo proxima de 100% em 8 h. Em relacdo ao efeito da temperatura,
0s autores observaram pequeno aumento na conversao quando a temperatura foi elevada de 20
°C para 30 °C, seguido de pequena redugdo na conversao quando a temperatura foi aumentada
de 30 °C para 40 °C e de 40 °C para 50 °C.

Stamatis et al. (1998) sintetizaram ésteres de geraniol de cadeia curta catalisada com
esterase isolada de Fusarium oxysporum em reagdes de esterificacdo em solventes organicos.
Dentre os ésteres obtidos, encontra-se o acetato de geranila a partir do diacetato de
etilenoglicol como doador de acila. A enzima foi usada como um po6 seco e ndo foi
imobilizada. Elevados rendimentos (80% a 90%) foram obtidos em n-hexano na temperatura
de 45 °C e na propor¢do molar 1:1 (300 mM:150 mM) apoés 96 h de reagdo com a
concentragdo de enzima de 20 mg'mL™. A enzima foi capaz de manter sua atividade catalitica
mesmo apds o quinto reuso em n-hexano. O aumento da concentragdo de enzima e da
proporc¢ao molar de reagentes (geraniol) apresentou efeito positivo na taxa de reagao.

Apo6s 3 anos, Bartling et al. (2001) estudaram a sintese de acetato de geranila a partir
da esterificagdo do geraniol com &cido acético, utilizando como catalisador uma lipase
comercial de Candida antarctica e solvente n-hexano. Os resultados obtidos mostraram
conversao de 94% em 14 h, com a temperatura reacional em 30 °C, concentragdo dos
reagentes em 0,1 M e concentra¢io de enzima de 2,15 mg'mL™ sem a remogdo da dgua do
meio reacional. Quando a 4gua foi removida, a conversdo da reagcdo nestas condi¢des foi
proxima de 100% em 8 h de reacdo. O aumento da concentracdo de enzima e da temperatura
até 50 °C teve efeito positivo na conversao da reagao.

No mesmo ano, Ikeda e Kurokawa (2001) realizaram a sintese do acetato de geranila a
partir de geraniol e &cido acético utilizando como catalisador lipase de Candida antarctica
imobilizada em composito de acetato de celulose-TiO,. A conversdo atingida foi de 85% na
melhor condi¢dao apds 100 h de reacdao na temperatura de 30 °C com 20 mg de enzima para
cada g de compdsito. A proporcao de reagentes foi alterada para avaliacao do efeito na reagao.
Quando a concentracdo de acido acético foi mantida constante em 0,2 M e a concentracao de
geraniol foi aumentada gradativamente de 0,1 M para 0,7 M, a varia¢do na atividade catalitica

foi pequena, tendo um pequeno aumento ao longo de toda a faixa. Entretanto, quando a
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alteracdo inversa foi realizada, a atividade catalitica apresentou um aumento linear até 0,4 M
de 4cido acético e, para maiores concentracdes, a reducdo ocorreu com O mesmo
comportamento. O aumento da temperatura favoreceu a reagdo até¢ aproximadamente 40 °C,
sendo que para temperaturas maiores a influéncia foi negativa.

Chen, Lin e Chang (2002) investigaram a sintese de acetato de geranila via
esterificacdo de geraniol e acido acético catalisada por lipase de Candida cylindracea livre e
imobilizada. A conversdo utilizando 100 mg de enzima livre para cada 10 mL de solvente foi
de 15% apos 24 h, em contraste com 95% quando foi utilizada a enzima imobilizada na
mesma quantidade, considerando as mesmas condi¢des do meio reacional. Uma perda inicial
de 14% a 18% da atividade catalitica foi observada apos trés ou quatro ciclos, sendo que, do
quinto até o décimo ciclo, a atividade permaneceu aproximadamente constante entre 82% e
86% da atividade inicial.

A sintese do acetato de geranila também foi estudada por Peres, Silva e Barreiros
(2003), que realizaram a esterificagdo do geraniol com o acido acético catalisada pela lipase
Novozyme 435 utilizando como fluidos supercriticos, etano e didoxido de carbono. Os autores
obtiveram, em 10 h de reacdo, conversdes de 98% e 73%, respectivamente, com 40 °C, 100
bar, 100 mM de geraniol, 100 mM de acido acético e 2,2 mg-cm'3 de enzima.

Larios et al. (2004) avaliaram a esterificacao do geraniol com diferentes doadores de
acila em n-hexano catalisada por lipase de Candida antarctica. Na producao de acetato de
geranila e butirato de geranila, as conversdes foram semelhantes nas mesmas condi¢des
reacionais. No entanto, na produ¢do de isovalerato de geranila, a conversdo foi bem abaixo
das demais, mostrando a interferéncia da caracteristica da cadeia do doador de acila visto que
acido acético e acido n-butirico sdo aciclicos, enquanto o acido isovalérico € ciclico.

Anos mais tarde, Mahapatra et al. (2009) estudaram a sintese de acetato de geranila
utilizando lipase de Rhizopus oligosporus imobilizada em silica como catalisador em meio
livre de solvente. A reacao de transesterificacao foi realizada com geraniol e acetato de vinila.
O acetato de vinila foi utilizado em grande excesso em relagdo ao geraniol, o que fez a reagao
apresentar cinética de pseudo-primeira ordem em relacdo ao geraniol. Para obter o maior
rendimento de acetato de geranila, véarios pardmetros fisicos relevantes que influenciam a
atividade da lipase foram investigados, tais como a velocidade de agitacao, o tempo de reagao,
a concentragdo de enzima, a quantidade inicial de dgua e a temperatura de reagdo. Uma
conversao molar maxima de 67% foi obtida apdés 48 h de reagdo a 30 °C, em uma
concentracdo de enzima de 25% (massa de enzima em relagdo ao volume da mistura

reacional). A conversao do substrato permaneceu constante por cinco ciclos sucessivos de uso
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do catalisador, sendo que apos 10 ciclos a conversao caiu para 44%. A velocidade de agitacao
apresentou influéncia positiva na conversdo até 300 rpm. O aumento do contetido inicial de
agua apresentou efeito inverso na conversao da reagao e no pH visto que afeta a atividade
enzimatica. O aumento da temperatura favoreceu a conversao até 40 °C ao longo das 48 h.
Para temperaturas maiores, a influéncia foi negativa apds 24 h de reacdo, e, em tempos
anteriores a este, a conversao foi menor comparada com as temperaturas de 30 °C e 40 °C. O
aumento da concentragdo de enzima apresentou efeito positivo na conversdo em
concentragoes de até 30%.

Couto et al. (2011) realizaram a reag@o de esterificagdo de geraniol com écido acético
(100 mM:100 mM) catalisada por lipase B (Novozyme 435) de Candida antarctica
imobilizada utilizando diéxido de carbono supercritico (sc-CO;) e sc-etano em reator de leito
fixo (PBR). As reagdes foram conduzidas a 35 °C e 100 bar. A conversdo atingiu valores
proximos de 80% com 900 mg de enzima em 4 dias na vazdo de fluido de 0,25 mL-min™. O
aumento da vazdo reduziu a conversdo em fun¢do da diminui¢do do tempo de residéncia. O
aumento da massa de catalisador aumentou a conversao, mantendo-se as demais condi¢des
constantes. Com etano, as conversdes foram maiores do que com o CO; em fungdo da
interferéncia do solvente na solubilidade da 4gua formada na reagao visto que a esterificacdo ¢
favorecida quando a solubilidade da dgua no solvente ¢ baixa.

No ano seguinte, Lozano, Bernal e Navarro (2012) estudaram a esterificagdo de acido
acético com geraniol e nerol para produgdo de acetato de geranila e acetato de nerila
catalisada por lipase imobilizada de Candida antarctica B (Novozyme 435) em liquido
ionico, N,N’,N”,N’”-  hexadeciltrimetilamonio  bis  (trifluorometilsulfonil)  imida
[Ciemim][NTf;]. Para duas horas de reacdo, com 20 mg de catalisador, 2 mmol de acido
acético e 3 mmol de alcool a 50 °C com a presenga de 50% em base massica do liquido
10nico, a atividade catalitica foi maior para o geraniol do que para o nerol. Em 4 h de reacao, a
conversao chegou a 99,9% para ambos os compostos com 40 mg de catalisador e 60% de
liquido i6nico, mantendo-se as demais condigoes.

Gupta et al. (2013) utilizaram lipase imobilizada isolada de Thermomyces lanuginosus
como catalisador na sintese de acetato de geranila a partir de geraniol e acetato de vinila. Os
autores observaram que o aumento da temperatura da reacdo até aproximadamente 40 °C
favoreceu a conversdao, bem como o aumento da propor¢do de reagentes, sendo que os
maiores valores foram obtidos na propor¢ao molar de 1:5 (geraniol:acetato de vinila). Nestas
condi¢des, a conversdo maxima foi atingida proxima a 90% em 24 h de reagdo, quando a

concentracdo de enzima utilizada foi de 30 mg em 200 rpm de agitacio. Também foi
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observado que a reducdo da concentracdo de enzima fez com que a conversdo da reagdo
diminuisse. Os resultados também foram influenciados pela matriz utilizada na imobilizagao.
Apos 8 ciclos de uso do catalisador, a conversdao da reacdo diminuiu em aproximadamente
25% em relagdo a conversao do primeiro uso nas condigdes Otimas.

No trabalho desenvolvido por Badgujar e Bhanage (2014), os autores realizaram a
sintese de acetato de geranila em meio ndo aquoso utilizando, como catalisador, lipase de
Pseudomonas cepacea imobilizada em filme polimérico biodegradavel (4cido polilatico,
quitosana e alcool polivinilico) via reagdo de transesterificacdo do geraniol com acetato de
vinila. Os autores também avaliaram o uso de diferentes solventes visto que o mesmo
interfere no poder catalitico da enzima. A reacao utilizando 50 mg de lipase imobilizada na
temperatura de 55 °C atingiu 99% de conversao no tempo de 3 h para n-hexano e para tolueno
como solvente nas propor¢des de 1:4 (em mmol, geraniol:acetato de vinila). A agitagdo do
meio reacional foi avaliada e os resultados mostraram acréscimo consideravel na conversao
da reacdo com o aumento da rotagdo de 40 rpm para 140 rpm, enquanto que o aumento de 140
rpm para 160 rpm apresentou pouca influéncia na conversdo da reacdo. O efeito da proporcao
de reagentes também foi avaliado com a concentracdo do geraniol mantida constante e a
concentragdo de acetato de vinila aumentando gradualmente de 1 mmol para 4 mmol, o que
influenciou no aumento gradual da conversdo da reacdo. Foram avaliados 5 ciclos de uso da
enzima, sendo que houve redugdo da conversao de aproximadamente 17%.

Xiong et al. (2014) sintetizaram acetato de geranila a partir de reagdo de
transesterificagdo do geraniol com acetato de vinila utilizando lipase de diferentes micro-
organismos como catalisador em solventes organicos. Os autores identificaram que a lipase
obtida de Pseudomonas fluorescens apresentou maior atividade catalitica nas mesmas
condi¢cdes reacionais do que as demais lipases. Dentre os solventes organicos testados, os
melhores resultados foram obtidos com o proprio acetato de vinila, que também ¢ o doador de
acilo. O aumento da concentragdo de catalisador teve efeito positivo na conversdao da reacao
até a concentracdo de 15 mg'mL". O aumento da temperatura e da agitacio do meio teve
efeito positivo até 35 °C e 240 rpm. A conversdo se aproximou de 100% em 4 h de reagdo,
com temperatura de 30 °C, agitacdo de 240 rpm, concentragdo de enzima de 12 mg-mL'l,
concentra¢do de geraniol de 300 mM e 3 mL de acetato de vinila. O aumento da concentra¢do
de geraniol teve efeito positivo na concentragdo do produto. A atividade da lipase foi mantida
com 9 ciclos de uso.

A sintese do acetato de geranila também foi realizada por Patel et al. (2016) por

transesterificacdo de geraniol e acetato de vinila em diferentes solventes organicos, utilizando,
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como catalisador, lipase de Candida rugosa imobilizada em suportes de polietilenoimina com
nanoparticulas de 6xido de zinco. As condi¢des que maximizaram a producdo de acetato de
geranila resultaram no rendimento de 94% em 6 h na proporcio de 0,1:04 M
(geraniol:acetato de vinila), com n-hexano como solvente, na temperatura de 40 °C, com 50
mg'mL™" de catalisador e agitagio de 150 rpm. O aumento da temperatura teve efeito positivo
na conversdo até 50 °C. O aumento da concentracdo molar de geraniol teve efeito negativo
sobre a conversao ¢ o aumento da concentragdo molar de acetato de vinila ndo apresentou
efeito nas condigdes estudadas. Apds 2 ciclos de uso, a lipase manteve aproximadamente 70%
de sua atividade inicial.

Em seu trabalho, Chen et al. (2016) avaliaram a sintese de acetato de geranila a partir
da esterificagdo equimolar do geraniol com anidrido acético na temperatura de 50 °C por 2 h
utilizando diferentes catalisadores na concentragdo de 2% em base molar. Dentre os
catalisadores utilizados, estdo a resina de troca ionica Lewatit® K 2620, a resina D 72,
catalisadores homogéneos (4cido sulfirico e acido metilsulfonico) e catalisadores
heterogéneos a base de 1,10 fenantrolina (PHEN) funcionalizada com haletos de hidrogénio
(HX) em diferentes propor¢des (HF:PHEN) e com 4&cidos fortes (acido sulfurico, acido
metilsulfonico e acido p-tolueno sulfonico). Os resultados mostraram conversao de 83,2% e
72,3% e seletividade de 77,4% e 83,3% com as resinas Lewatit® K 2620 ¢ D 72,
respectivamente. Com os acidos livres na catalise homogénea, a conversao foi de 100%, mas
a seletividade foi baixa. Com os catalisadores funcionalizados, a seletividade foi alta ¢ a
conversao variou em funcdo do 4cido usado na funcionalizagdo e das propor¢des HX:PHEN,
sendo que a conversao foi maxima com a proporcao de 2:1 quando o acido sulfurico e o acido
metilsulfonico foram utilizados. No entanto, com os mesmos acidos, a conversdo foi reduzida
ao se usar a propor¢cdo HF:PHEN de 1:1. O aumento da temperatura da reacdo aumentou a
conversdo, porém, reduziu a seletividade, efeito que também foi observado para o aumento da
concentracdo de catalisador para diferentes catalisadores heterogéneos.

Kirdi, Akacha e Gargouri (2016) investigaram a produ¢do de acetato de geranila via
reacdo de transesterificacdo do geraniol com acetato de etila em solvente organico catalisada
por lipase de Rhizomucor miehei. O maior rendimento foi de 82%, alcangado em condicdes
quase anidras a 55 °C usando uma concentragdo de enzima de 6% em base massica, uma
razao molar de geraniol para acetato de etila de 1:5 e tempo de reacdo de 6 h. A lipase
imobilizada foi usada repetidamente durante quatro ciclos sem diminui¢do no rendimento da
reacdo. O aumento da concentracdo de enzima teve efeito positivo sobre a conversdo, com o

estado estacionario sendo atingido em 6%. O aumento da razao molar de reagentes apresentou
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efeito positivo, atingindo o estado estacionario na razdo de geraniol para acetato de etila de
1:5.

No ano seguinte, Rosa et al. (2017) investigaram a sintese de acetato de geranila
utilizando, como catalisador, a lipase de Candida rugosa concentrada por precipitacdo com
acetona seguida de liofilizagdo. A condig¢do 6tima para a sintese de acetato de geranila foi a
temperatura de 45 °C, com 12,5% de catalisador (relacdo massica de lipase/geraniol) e razao
molar 1:1,5 (geraniol:acetato de vinila) em 8 h de reagdo com n-hexano como solvente. Tal
condicdo resultou em 79% de rendimento e produtividade de 9,88% a cada hora.

Bourkaib et al. (2018) estudaram a sintese enzimatica do acetato de geranila em um
reator de leito fixo (PBR) utilizando CO, supercritico como solvente ¢ lipase B (Lipozyme®
435) imobilizada de Candida antarctica como catalisador via esterificagdo com acido acético.
A melhor taxa de conversdo foi observada a 65 °C e 150 bar com mistura equimolar dos
reagentes, alcancando o valor de 73,8 £ 0,9% com aproximadamente 20 min de rea¢do. O
efeito do aumento da temperatura e da pressdo foi crescente e linear sobre a conversdo da
reacdo, sendo que a temperatura teve maior influéncia que a pressdo. Entretanto, quando
combinados o aumento da pressdo e da temperatura, o efeito foi negativo sobre a conversao.
O catalisador manteve a conversao da reacado com pequenas variagdes apos 6 ciclos de uso. O
aumento do tempo de residéncia do fluido supercritico contribuiu para o aumento da
conversdo reacional.

Ja Yadav e Kamble (2018) realizaram a sintese enzimética do acetato de geranila a
partir de geraniol e acetato de vinila com diferentes lipases de Candida antarctica
imobilizadas como catalisador. A reacdo catalisada com a lipase Novozyme® 435 apresentou
os melhores resultados, atingindo conversoes proximas a 96% em 1 h de reacao nas condi¢des
otimas. O aumento das variaveis teve efeito positivo para velocidade de agitagao até 300 rpm,
para concentracdo de catalisador até 0,06% em base massica e para temperatura até 55 °C. O
melhor solvente encontrado foi o n-heptano, entretanto com resultados proximos aos obtidos
com n-hexano. O efeito do aumento da razdo molar entre os reagentes foi positivo até 1:4
(geraniol:acetato de vinila). Outros doadores de acila foram estudados e verificou-se que os
ésteres vinilicos apresentaram maiores conversdes (77% a 100%) quando comparados com
ésteres aromaticos (5% a 82%) e acidos carboxilicos (7% a 31%). Com 5 ciclos de uso do
catalisador, a redu¢do na conversao nas condi¢des otimas foi de 7%.

No trabalho de Wu et al. (2018), os autores obtiveram S. cerevisiae modificada

geneticamente para utilizagao na sintese do acetato de geranila utilizando uma via heter6loga.
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Através da otimizagdo das condi¢des de fermentacdo, os autores conseguiram alcangar a
producdo de 22,49 mg-L"' de acetato de geranila.

No mesmo ano, Murcia et al. (2018) avaliaram a reacdo de transesterificacdo entre
geraniol e acetato de vinila para a sintese enzimatica de acetato de geranila, utilizando
Novozyme® 435 como catalisador. O efeito da quantidade de enzima, da taxa de agitagdo, da
temperatura, da concentragao inicial de substratos e da razdo molar de substratos na conversao
foi investigado. O aumento da quantidade de enzima teve efeito positivo na conversao da
reacdo até 50 mg de enzima, sendo a variavel que apresentou maior influéncia. O aumento da
concentragdo molar inicial de substratos e o aumento da agitagcdo apresentaram efeito positivo,
mas de magnitude muito baixa, podendo ser desprezados. O aumento da temperatura e da
proporcdo molar dos reagentes apresentou efeito positivo consideravel nas condigdes
estudadas. A conversdo de acetato de geranila de 98,4% foi obtida nas melhores condig¢des
experimentais: a 30 °C, 300 rpm, com 50 mg de enzima, propor¢do molar entre geraniol e
acetato de vinila de 1:1,5 e concentracdo inicial de geraniol de 50 mM.

No ano seguinte, Bhavsar e Yadav (2019) sintetizaram acetato de geranila a partir da
transesterificagdo de geraniol com acetato de etila utilizando, como catalisador, lipase de
Candida antarctica em sistema livre de solvente. Os resultados mostraram 83% de conversao
de geraniol com 100% de seletividade em acetato de geranila a uma razdo molar de 1:7 de
geraniol para o acetato de etila, usando 12,7 g'L”' Novozyme® 435 em 60 °C durante 2 h. O
efeito da agitacdo do meio reacional foi avaliado e os autores observaram aumento na
conversao da reagdo em fun¢do do aumento da rotagdo de 200 rpm para 400 rpm com
intervalo de 100 rpm, quando mantidas constantes as demais condi¢des reacionais. O aumento
na quantidade de catalisador também apresentou efeito positivo na conversao da reacao. O
aumento da razdo molar do acetato de etila em rela¢do ao geraniol contribuiu para o aumento
da conversdo de acetato de geranila. O efeito da temperatura, quando alterada de 40 °C até 70
°C com intervalo de 10 °C, foi positivo e consideravel para as temperaturas de 40 °C, 50 °C e
60 °C. No entanto, entre 60 °C e 70 °C pequena alteracdo foi observada apenas para a taxa
inicial da reacdo, sendo que, a partir de 30 min, a conversdo apresentou valores proximos aos
obtidos a 60 °C. Apds 3 ciclos de uso do catalisador, a conversdo da reagdo reduziu em
aproximadamente 18%.

No trabalho de Zong et al. (2020), os autores utilizaram E. coli recombinante para a
biossintese do acetato de nerila utilizando uma via heter6loga. Através da otimizagdo das
condi¢des de fermentacdo, os autores conseguiram alcancgar a produgdo de 11,712 rng-L'1 de

acetato de nerila.
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Recentemente, Jiang e Cheng (2020) estudaram a sintese enzimatica de acetato de
nerila a partir da transesterificacdo de nerol com acetato de etila em um sistema livre de
solvente. O efeito da velocidade de agitacao foi positivo na conversao e na taxa inicial de 200
rpm a 400 rpm. Entretanto, em valor igual ou acima de 400 rpm, o efeito foi insignificante,
indicando que a conversdo e a taxa de reagdo ndo foram mais limitadas pela resisténcia a
transferéncia de massa. O efeito do aumento do teor de catalisador foi positivo de 1,0% para
3,0%, enquanto o efeito do aumento da razdo molar de nerol para acetato de etila foi positivo
até 1:15. O aumento da temperatura favoreceu a conversao até 50 °C. Acima deste valor, o
efeito foi negativo. Os resultados mostraram 91,6% de conversdo de nerol com 100% de
seletividade para acetato de nerila sob as condi¢des 6timas de propor¢ao molar de 1:12,6
(nerol:acetato de etila), 2,6% em base massica de Novozyme® 435 a 52,7 °C em 2 h de
reacgao.

A partir do exposto, € possivel verificar que a maioria dos trabalhos desenvolvidos na
literatura para a sintese de acetato de geranila com catalisadores heterogéneos envolvem o
emprego de enzimas, especialmente lipases, sendo escassos os trabalhos que envolvem a
utilizagdo de resinas de troca idnica. Com o catalisador proposto nesta tese (Lewatit® GF
101), nenhum trabalho de sintese de acetato de geranila ou acetato de nerila foi encontrado.
Para a sintese do acetato de nerila, poucos trabalhos foram encontrados e também envolveram
a catalise enzimatica. Em relacdo a resina de troca idnica proposta, para a sintese de €steres
acetatos, apenas um trabalho envolvendo o acetato de eugenila foi encontrado. Neste
contexto, verifica-se que o campo de estudos para emprego de catalisadores heterogéneos,
especialmente as resinas de troca i0nica, ainda ¢ vasto para a sintese de ésteres.
Especificamente, a sintese dos isdmeros acetato de geranila e acetato de nerila utilizando a
resina de troca i6nica Lewatit® GF 101 como catalisador ¢ inédita na literatura, sendo esta a

proposta do presente trabalho.

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E BIOLOGICA DOS COMPOSTOS

A atividade bioldgica, especialmente a agdo antimicrobiana envolvendo os compostos
abordados neste trabalho, principalmente na composi¢do de Oleos essenciais, tem sido
estudada na literatura. Chang, Chen e Chang (2001) avaliaram a atividade antibacteriana do
6leo essencial de folhas de canela (Cinnamomum osmophloeum) e seus constituintes. Dentre
os constituintes majoritarios, o acetato de geranila e o geraniol estdo presentes em teores

somente inferiores ao cinamaldeido. Os resultados mostraram excelente efeito inibitorio, com
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concentragio minima inibitoria de 500 pg'mL™ contra Klebsiella pneumoniae e Salmonella
sp. e 250 pg'mL™" contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e Vibrio parahemolyticus. Os autores concluiram que os resultados
obtidos sugerem que o 6leo essencial de folha de C. osmophloeum ¢é benéfico para a saude,
tendo o potencial para ser usado para fins médicos e para ser utilizado como aditivos
antibacterianos na fabricagao de papel.

Friedman et al. (2002) verificaram a excelente agdao antimicrobiana de diferentes 6leos
essenciais e constataram que dos que apresentaram maior atividade frente a Campylobacter
jejuni estavam aqueles que possuiam em sua composi¢cdo acetato de geranila dentre os
compostos majoritarios.

No ano seguinte, Angioni et al. (2003) avaliaram a composicao quimica e a atividade
antifungica do o6leo essencial da planta de curry (Helichrysum italicum G. Don ssp.
microphyllum). Os resultados mostraram que o acetato de nerila apresentou-se como
componente majoritario, sendo que sua composi¢ao nas flores variou entre 21,5% e 26,1%. A
concentragdo de nerol e seus ésteres (acetato e propionato de nerila) atingiram valores maiores
durante o estadgio de floracdo, tanto em caules quanto nas flores. Em relacdo a atividade
antifungica, 11 fungos foram testados, sendo Botrytis cinerea, Cercospora beticola, Fusarium
oxysporum lycopersici, Fusarium graminearum, Helminthosporium oryzae, Pythium ultimum,
Pyricularia orizae, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Phytophthora capsici e Septoria
tritici. O Oleo essencial com predomindncia de acetato de nerila demonstrou acgdo
antimicrobiana contra todas as cepas testadas, sendo que a concentragdo fungicida minima
variou para cada fungo, apresentando valores entre 62 mg-L™ e 1000 mg-L™.

Bezi¢ et al. (2003) avaliaram a composi¢do do dleo essencial de Achillea clavennae L
e encontraram 4,2% de acetato de geranila, 0,7% de geranial, 0,2% de isogeraniol e 0,9% de
geraniol, sendo que o acetato de geranila encontra-se entre os componentes majoritarios do
0leo. A atividade antimicrobiana do 6leo foi testada frente a diversos micro-organismos € 0s
resultados mostraram ac¢do antimicrobiana baixa (halo de inibi¢do menor que 9 mm) frente as
bactérias Bacillus subtilis, Streptococcuas faecalis, Staphilococcus aureus e Proteus
mirabilis, agdo antimicrobiana moderada (halo de inibigdao entre 10 mm e 12 mm) frente a
Escherichia coli e acdo antimicrobiana forte (halo de inibicdo maior que 13 mm) frente
Klebsiela pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus e

Candida albicans. Para a bactéria Bacillus cereus, o 6leo nao demonstrou agao inibitoria.
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Ainda no mesmo ano, Prashar et al. (2003) identificaram que o 6leo essencial extraido
de palmarosa (Cymbopogon martinii) tem propriedades antimicrobianas contra células de
Saccharomyces cerevisiae. Em baixas concentragdes (0,1%), o 6leo com predominancia de
54% geraniol e 20% de acetato de geranila inibiu completamente o crescimento das células,
sendo que a acdo combinada dos dois compostos foi maior que isoladamente.

Anos mais tarde, Matsuura, Ukeda e Sawamura (2006) avaliaram os constituintes de
Oleos essenciais citricos e sua atividade inibitoria da tirosinase, enzima que provoca o
escurecimento dos frutos. Dentre os principais componentes, estdo presentes o acetato de
geranila e o acetato de nerila, sendo que ambos, quando avaliados isoladamente, apresentaram
excelente agdo inibitoria da tirosinase (cerca de 85%) na concentragio de 167 pgmL™".

Dehghan et al. (2007) analisaram a composi¢do quimica dos 6leos essenciais obtidos a
partir de caule/folhas e flores/frutos de Ferula szovitsiana (Umbelliferae) e identificaram 51 e
47 compostos, respectivamente, sendo que ambos os 6leos apresentaram o acetato de nerila
como componente principal, com 33,0% (caule/folhas) e 41,5% (flores/frutos). Nerol,
geraniol e acetato de geranila também foram encontrados em menores proporgdes. Os autores
também avaliaram a acdo dos 6leos frente a bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e dois
fungos patogénicos. Os resultados mostraram que a concentracgao inibitoéria minima do dleo de
F. szovitsiana para inibi¢do de Bacillus subtilis foi de 1,25 mg-disco”, para S. aureus foi de
10 mg-disco” e para os demais micro-organismos (E. coli, P. aeruginosa, A. niger ¢ C.
albicans) foi maior que 20 mg-disco™.

No trabalho de Duarte et al. (2007), os autores realizaram andlise quimica do o6leo
essencial de Cymbopogon martinii e identificaram a presenca de compostos com atividade
antimicrobiana, incluindo geraniol (63,46%) e acetato de geranila (28,83%). Os compostos
foram avaliados separadamente e tanto o geraniol quanto o acetato de geranila apresentaram
acdo antimicrobiana frente a E. coli. A concentracdo inibitoria minima de geraniol foi de 20
pugmL’ e 8 ugmL" para os sorotipos ETEC 5041-1 e EPEC 0031-2, respectivamente,
enquanto os valores obtidos para o acetato de geranila foram de 500 ug'mL" e 400 pgrmL™".

Chutia et al. (2009) analisaram o 6leo essencial da casca de frutos amadurecidos de
Citrus reticulata e observaram 37 componentes diferentes, constituindo, aproximadamente,
99% do 6leo. Dentre os principais, destacam-se 19,0% de geranial, 14,5% de neral, 3,9% de
acetato de geranila, 3,5% de geraniol, 2,3% de nerol e 1,1% de acetato de nerila. Os autores
avaliaram a atividade antifungica do o6leo frente a cinco fungos patogénicos de plantas:
Alternaria alternata (Aa), Rhizoctonia solani (Rs), Curvularia lunata (Cl), Fusarium

oxysporum (Fo) e Helminthosporium oryzae (Ho). A concentracdo inibitéria minima (CIM)
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encontrada para Aa, Rs e Cl foi de 0,2 mL-100 mL™ e maior que 0,2 mL-100 mL™" para Fo e
Ho. A esporulagdo fingica também foi completamente inibida na concentragdo de 2 mL-100
mL'l, exceto para Cl e Ho, que foi de apenas 0,5% ¢ 0,25%.

No mesmo ano, Maxia et al. (2009) investigaram a composi¢ao de oleos essenciais de
Daucus carota portugueses e verificaram a predomindncia de acetato de geranila em
quantidade de até 65% da composicdo do 6leo. O acetato de nerila, o nerol e o geraniol
também foram encontrados em menores quantidades. A atividade antimicrobiana dos 0leos
foi avaliada frente a diferentes micro-organismos, dentre eles cepas de Candida,
Cryptococcus, Aspergillus, Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Os Oleos
demonstraram acdo antifingica mais acentuada frente a dermatdfitos e a Cryptococcus
neoformans, com valores de concentragio inibitéria minima de 0,16 pL-mL" a 0,64 pL-mL™".

O trabalho de Zore et al. (2010) demonstrou que o 6leo essencial de geranio e seus
constituintes majoritarios isolados, dentre eles o acetato de geranila, apresentam excelente
atividade contra Candida albicans em concentracdes que nao afetaram a viabilidade de
células mamiferas, sendo considerados nao toxicos nesta faixa. A concentracdo minima
fungicida para o geraniol e para o acetato de geranila foi de 0,064%, em base volumétrica, o
que corresponde a 561 ug'mL"' e 584 pug'mL™”, respectivamente. Em relagdo ao acetato de
geranila, em uma concentrac¢io duas vezes maior, isto &, 0,128% (1168 pg'mL™) ocorreu a
morte de apenas 3% das células mamiferas no teste de citotoxicidade, sendo ainda
considerado ndo toxico.

Campeélo et al. (2011) verificaram a presenca de acetato de geranila, nerol e neral,
totalizando em torno de 25% da composicao do o6leo essencial de limao (Citrus limon), sendo
que o acetato de geranila ¢ o segundo composto em maior composi¢ao. Os autores também
constataram efeito sedativo e ansiolitico do 6leo.

Gongalves et al. (2012) encontraram aproximadamente 83% de acetato de geranila ao
analisar a composi¢do do dleo essencial de Thapsia minor, uma planta da familia Apiaceae, a
qual ¢ comum na regido mediterranea e peninsula Ibérica, sendo utilizada como especiaria.
Acetato de nerila e geraniol também foram encontrados em menores quantidades. A atividade
antimicrobiana do dleo foi avaliada contra varias cepas fungicas e foi constatada a agdo
antifingica para diferentes cepas de Candida, Cryptococcus, Aspergillus, Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton. A maior atividade encontrada foi contra cepas de
dermatofitos, Crytococcus neoformans e Candida guilliermondii, com valores de
concentracoes inibitorias de 0,32 pL-mL'1 al,25 uL-mL'l. Além disso, o 6leo demonstrou ter

potente atividade anti-inflamatdria in vitro, em concentragdes que nao afetaram a viabilidade
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de macrofagos e queratinocitos, indicando as propriedades anti-inflamatorias do 6leo. Os
autores sugerem que a atividade antifungica e anti-inflamatéria pode estar associada com a
contribuicao majoritaria do acetato de geranila no 6leo, sendo este o composto ativo para tais
propriedades visto que o acetato de geranila isolado também foi avaliado e os resultados para
6leo e composto foram proximos.

Um ano depois, Adaszynska et al. (2013) avaliaram a composi¢do quimica dos 6leos
essenciais de cinco variedades de lavanda (Lavandula angustifolia L.) e sua atividade
biologica contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. As variedades estudadas
foram a “Munstead”, a “Munstead Strain”, a “Lavender Lady”, a “Ellegance Purple” ¢ a
“Blue River”. O geraniol foi encontrado na composi¢ao dos 6leos das 5 variedades avaliadas,
em quantidades proximas a 1,5%, exceto para a “Blue River”, cujo valor foi de 8,83%. O
nerol foi encontrado somente no 6leo da variedade “Munstead”, em 1,57%. O acetato de
nerila ndo foi encontrado no 6leo da “Blue River”, sendo que nos demais sua presenca variou
em aproximadamente 1,5% a 2,6% na composi¢do. O acetato de geranila foi encontrado em
todos os Oleos avaliados em quantidades proximas a 2,4% até 4,1%, exceto para a
“Munstead”, cujo valor foi de 10,61%. Também foi encontrado o propionato de nerila no 6leo
da “Blue River” em 2,82%. Os 6leos da variedade “Munstead” e “Blue River” apresentaram
inibi¢do para as duas bactérias testadas. A zona de inibi¢do média aproximada foi de 15 mm a
19 mm para Staphylococcus aureus € 9,5 mm a 10 mm para Pseudomonas aeruginosa. Para
estas duas variedades, a soma das quantidades dos compostos citados acima totalizaram
16,18% e 15,77%, respectivamente, sendo a composi¢do majoritdria para o primeiro e
segunda maior composi¢do para o segundo, o que pode estar relacionado com a acdo
antibacteriana.

No trabalho de Andrade et al. (2013), os autores constataram a¢do antimicrobiana dos
oleos essenciais de geranio (Pelargonium graveolens), palmarosa (Cymbopogon martinii) e
ylang ylang (Cananga odorata) contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. O primeiro apresentou em sua composicao 25,47% de geraniol, o
segundo 57,49% de geraniol e 13,56% de acetato de geranila, enquanto o terceiro 9,87% de
acetato de geranila. Quintans-Jinior et al. (2013) avaliaram a atividade antinociceptiva do
acetato de geranila e verificaram que na dose de 200 mg-kg™ o composto apresenta atividade
significativa. Além disso, o composto também apresentou certa atividade antioxidante. Tais
resultados indicam que o composto pode apresentar propriedades farmacologicas interessantes
relacionadas a inflamagdo e aos processos relacionados a dor, sendo potencialmente util para

o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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Em seu trabalho, Chen et al. (2014) avaliaram a composi¢ao do 6leo essencial de
Citrus wilsonii ¢ encontraram acetato de nerila como o segundo componente majoritario,
presente em 10,35%. A bioatividade do 6leo e dos componentes separados foi avaliada. O
acetato de nerila apresentou agdo repelente de 86% frente a Tribolium castaneum.

No ano seguinte, Judzentiene, Garjonyte ¢ Budiene (2015) analisaram o dleo essencial
de Eupatorium cannabinum L e encontraram o acetato de nerila entre os principais
componentes, com 20% da composicdo, atras apenas do germacreno D, que apresentou 22%
da composi¢do. A toxicidade foi testada em camardes e os autores observaram que o 6leo foi
notavelmente toxico em concentragdes de 16,3 pg'mL" a 22 pgrmL’. Entretanto, nio foi
identificado se esta toxicidade foi ocasionada por um composto ou pela combinagao de varios
compostos presentes na composi¢ao visto que apenas o 6leo foi analisado. Todavia, os autores
sugerem, através da comparacdo com a literatura, que a toxicidade pode ser oriunda da
presenca do germacreno D.

Ornano et al. (2015) investigaram a composi¢do do o6leo essencial de Helichrysum
microphyllum e identificaram o acetato de nerila como componente majoritario, com 18,2%.
A citotoxicidade do 6leo foi testada e foi observada forte atividade inibitoria de melanomas
malignos na concentracio de 16 pg'mL™, além de atividade antioxidante nesta concentragio.

Em paralelo, Djihane et al. (2016) identificaram 67 compostos no 6leo essencial de
Helichrysum italicum (Roth) G. Don. Dentre os majoritarios, encontram-se acetato de geranila
(10,05%), nerol (5,04%) e acetato de nerila (4,91%). A atividade antimicrobiana foi avaliada
frente a 12 bactérias, duas leveduras e 4 fungos. Os resultados mostraram que o 6leo de H.
italicum 1inibiu o crescimento de todos os micro-organismos testados, exceto para trés
bactérias: E. coli, K. pneumonia e L. monocytogenes. A bactéria mais sensivel foi a E. cereus
com concentragdes inibitorias e bactericidas minimas de 0,79 uL-mL'l. A concentracao
fungicida e fungistatica minimas foram de 12,65 ],LL-mL'1 e 6,325 uL-mL'l, respectivamente,
frente a C. albicans e S. cerevisiae. Para os fungos, a resisténcia foi maior e variou de 6,325
puL'mL" a 50,6 pL-mL™". Em relagdo ao didmetro de inibi¢do para as bactérias, os valores
variaram de 17 mm a 30 mm e para os fungos de 13 mm a 29 mm.

Em seu trabalho, Iscan (2017) investigou a a¢do antimicrobiana do acetato de geranila
com grau de pureza superior a 97% contra diferentes micro-organismos e observou atividade
antimicrobiana contra a levedura C. albicans, bem como contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. O acetato de geranila apresentou valores de CIM de 4 mg-mL'1 para S.
typhimurium, S. aureus, E. coli O157: H7 e B. cereus, 16 mgmL" para E. coli e P.

aeruginosa e 0,5 mgmL™" a 4 mg-mL™" para C. albicans.
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No ano seguinte, Blazekovi¢ et al. (2018) identificaram a presenga de geraniol, nerol,
acetato de geranila e acetato de nerila no dleo essencial de duas espécies de lavanda e
observaram a acao antimicrobiana do oleo frente a varias bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e fungos. Vinte anos antes, Caccioni et al. (1998) verificaram atividade antifingica
frente a Penicillium digitatum e Penicillium italicum do 6leo essencial de duas variedades de
limdo (C. limon e ‘‘Femminello’”) que apresentaram altos teores de monoterpenos
oxigenados, sendo que nos frutos colhidos durante o més de fevereiro destacou-se a
quantidade elevada de nerol, neral, geraniol, geranial e os ésteres derivados destes compostos.

Danila et al. (2018) avaliaram o efeito antimicrobiano do Oleo essencial de L.
angustifolia para o tratamento de infec¢des por Staphylococcus epidermidis. O acetato de
nerila esteve entre os componentes majoritarios e o acetato de geranila também foi detectado
na composicdo o 6leo em menores quantidades. A atividade antimicrobiana foi constatada
para a concentragio inibitéria minima de 15,63 ug-mL". Os autores acreditam que o acetato
de nerila e o acetato de geranila, quando na presenca de limoneno, podem ter seu efeito
antimicrobiano potencializado.

No mesmo ano, Juliano et al. (2018) avaliaram a composi¢do quimica ¢ a atividade
antimicrobiana de 6leos de Helichrysum microphyllum subsp. tyrrhenicum coletado em quatro
locais diferentes no sudoeste da Sardenha. Um dos 6leos revelou a presenga de quantidade
significativa de acetato de nerila (33,6%). A acgdo antimicrobiana foi avaliada frente a
diferentes espécies de Candida e os resultados mostraram concentragao inibitéria minima de 2
mgmL" e concentragio fungicida minima de 4 mgmL’'. Khayyat ¢ Sameeh (2018)
realizaram estudos antifingicos com acetato de geranila e seus derivados e verificaram
atividade, principalmente frente a Microsporum gypsum, Trichophyton vercossum e Candida
tropicalis, com zonas de inibi¢do com o acetato de geranila de 22,6 mm, 14,0 mm e 13,1 mm,
respectivamente. Os autores acreditam que os resultados obtidos mostraram que o composto
apresenta potencial para ser utilizado em medicamentos, sendo benéfico a saude humana.

A partir da avaliagdo dos trabalhos apresentados, € possivel verificar que a maioria dos
estudos relacionados com a a¢do antimicrobiana dos compostos abordados nesta proposta de
tese, acetato de geranila e acetato de nerila, envolve a presenga dos ésteres na composicdo de
Oleos essenciais € ndo na forma isolada ou em elevado grau de pureza. Mesmo com a
composicdo majoritaria destes €steres nos 0leos, a maioria dos 6leos apresenta concentragdes
dos ésteres inferiores a 50% visto que o nimero de componentes geralmente ¢ alto, sendo que
sdo escassos os trabalhos envolvendo a a¢do antimicrobiana dos compostos isolados ou em

concentracoes acima de 80%, mostrando a necessidade de mais estudos da atividade
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antimicrobiana nessas condi¢des. Tal caracterizacdo ¢ um dos objetivos propostos no presente

trabalho.

3.3 TOXICIDADE DOS COMPOSTOS

Estudos de toxicidade oral aguda dos compostos foram realizadas pelo U.S.
Department of Health and Human Services vinculado ao National Toxicology Program
(NTP) (1987) do National Institute of Environmental Health Sciences e por outros autores.

A toxicidade de um O6leo essencial composto por acetato de geranila (79%) e acetato
de citronelila (21%), denominada de acetato de geranila de grau alimenticio, foi avaliada pelo
NTP (1987). Em teste de exposi¢do aguda com grupos de F344/N (5 machos e 5 fémeas por
grupo) e camundongos B6C3F; (5 machos e 5 fémeas por grupo), os animais receberam uma
dose tnica de acetato de geranila de grau alimenticio (500 mgkg”, 1000 mgkg”, 2000
mgkg”, 4000 mgkeg” ou 8000 mg'kg" de peso corporal) em 6leo de milho por gavagem. Nio
foram usados animais para grupo controle. Todos os ratos que receberam 8000 mg-kg'
morreram no segundo dia. Nenhuma morte ocorreu entre os ratos tratados com as demais
doses, sendo que na dose de 2000 mg-kg™ a toxicidade foi considerada baixa (NTP, 1987).

Acetato de geranila (produto quimico de suporte - componente principal do mirceno
acetilado - composto por 60% a 65% acetato de geranila e acetato de nerila, 10% limoneno,
2,5% nerol e geraniol, 2,5% acetato de linalila e outros componentes < 3%) foi testado em
ratos Osborne-Mendel (5 machos e 5 fémeas), que receberam a substancia de teste por via
oral via gavagem (doses nao especificadas) e foram observados por 2 semanas. As mortes
ocorreram entre 4 h e 96 h apds a administracdo. O nimero de mortes por dose ndo foi
relatado. O LDsg (dose letal necessaria para matar 50% de uma populagdo teste, normalmente
medida em mg de substincia por kg de peso corporal dos individuos testados) foi de 6330
mgkg” (JENNER et al., 1964; U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2009).

O geraniol foi testado em ratos Osborne-Mendel (5 machos e 5 fémeas), que
receberam a substancia de teste via gavagem oral (doses ndo especificadas). A morte ocorreu
entre 4 h e 18 h, embora o nimero de mortes por dose nado foi relatado. O LDs, obtido foi de
3600 mgkg' (JENNER et al., 1964; U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY,
2009).

O nerol foi testado em ratos Wistar (10 machos por dose), que receberam a substancia
de teste em 2560 mg-kg” a 9800 mg-kg” e foram observados durante 14 dias. O numero de
mortes por dose foi 1, 4, 7 e 10 para as doses de 2560 mgkg™, 4000 mg-kg™, 6250 mgkg” e
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9800 mgkg', respectivamente. Todas as mortes ocorreram dentro de dois dias apds a
administracio da dose. O LDs, obtido foi de 4500 mgkg' (OPDYKE, 1976; U.S.
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2009; PUBCHEM, 2019). A toxicidade oral
aguda em ratos apresentou valor de LDs, para acetato de nerila de 5000 mg'kg”' (OPDYKE,
1976). Nao ha detalhes sobre a pureza dos compostos nos estudos da toxicidade aguda de
geraniol, nerol e acetato de nerila, bem como ndo ha estudos detalhados para a toxicidade oral
em doses repetidas de nerol a acetato de nerila.

Estudos de toxicidade oral em doses repetidas do acetato de geranila também foram
realizadas pelo U.S. Department of Health and Human Services vinculado ao National
Toxicology Program (NTP) (1987) do National Institute of Environmental Health Sciences ¢
outros autores.

Em um estudo da NTP (1987), ratos F344/N (10 machos e 10 fémeas por dose)
receberam uma mistura de 71% de acetato de geranila e 29% de acetato de citronelila em 6leo
de milho via gavagem oral a 0 mg'kg”, 250 mg-kg”, 500 mg'kg”, 1000 mgkg”, 2000 mg-kg™
ou 4000 mgkg' ao dia, 5 dias por semana, durante 13 semanas. Sinais clinicos e pesos
corporais foram registrados. As necropsias foram realizadas e os tecidos examinados em
grupos de alta dose e controles. Com 4000 mg'kg" ao dia, uma fémea e 2 machos morreram,
sendo que o ganho médio de peso corporal diminuiu nos machos em 19% e nas fémeas em
8%. Nao foram observadas alteragdes histopatologicas relacionadas ao tratamento (NTP,
1987). O LOAEL (nivel do menor efeito adverso observavel) foi de 4000 mg-kg™ ao dia (com
base na mortalidade e no ganho de peso corporal diminuido) e 0 NOAEL (nivel sem efeito
adverso observavel) foi de 2000 mg-kg' ao dia (U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY, 2009; NTP, 1987).

A mistura com 71% de acetato de geranila e 29% de acetato de citronelila,
denominada acetato de geranila de grau alimenticio, também foi avaliada pela NTP (1987) em
camundongos B6C3F; (10 machos e 10 fémeas por dose) que receberam a mistura em 6leo de
milho via gavagem oral a 0 mg-kg”, 125 mg-kg”, 250 mgkg”, 500 mgkg™, 1000 mgkg” ou
2000 mg-kg™" ao dia, 5 dias por semana, durante 13 semanas. Sinais clinicos e pesos corporais
foram registrados. As necropsias foram realizadas e os tecidos examinados em grupos de alta
dose e controles. Com 2000 mg-kg™ ao dia, 7 machos e 9 fémeas morreram, sendo que o peso
corporal dos machos diminuiu em comparagdo com os controles. Com esta dose, foi
observada inflamag¢do ou edema no estdmago e vacuolizagdo citoplasmatica (lipidose) no
figado, rim e miocardio. Nenhum outro efeito foi relatado (NTP, 1987). O LOAEL foi de

2000 mg'kg" ao dia (com base na mortalidade, vacuolizagdo, lesdes estomacais e diminuigo
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do peso corporal) e o NOAEL foi de 1000 mgkg' ao dia (U.S. ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2009; NTP, 1987).

O estudo em ratos F344/N com a mistura de 71% de acetato de geranila e 29% de
acetato de citronelila em 6leo de milho também foi realizado em grupo maior (50 machos e 50
fémeas por grupo) por um periodo de tempo mais longo (5 dias por semana, durante 103
semanas) via gavagem oral a 1000 mg-kg™ ou 2000 mg-kg™” ao dia pela NTP (1987). O grupo
controle recebeu 6leo de milho. O peso corporal foi avaliado e os animais foram necropsiados
para realizacdo da histopatologia dos principais tecidos e 6rgdos. Nenhum sinal clinico
relacionado ao composto foi observado. Com 2000 mg-kg™ ao dia, a sobrevivéncia diminuiu
significativamente nos machos (p < 0,001). Os pesos corporais médios e os ganhos de peso
corporal diminuiram em machos com altas doses e fémeas em ambas as doses apos a semana
40. Os pesos corporais foram menores do que os controles em mais de 10% apenas na dose
alta. Em fémeas com altas doses, a incidéncia de nefrose foi de 63% em comparagdo com
26% nos controles. Em machos com altas doses, a incidéncia de nefrose foi de 90% em
comparagdo com 80% nos controles (NTP, 1987). O LOAEL foi de 2000 mg-kg'1 ao dia (com
base na redugdo da sobrevida em machos, aumento da incidéncia de nefropatia ¢ diminui¢ao
do peso corporal) e o NOAEL foi de 1000 mgkg' ao dia (U.S. ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2009; NTP, 1987).

A mistura de acetato de geranila e acetato de citronelila foram avaliados em um estudo
de triagem de 17 semanas usando as diretrizes da FDA com ratos Osborne-Mendel (10
machos e 10 fémeas por dose), que receberam a substancia de teste (composi¢do percentual
nao disponivel) na dieta a 1000 ppm, 2500 ppm ou 10000 ppm (relatado como,
aproximadamente, 500 mgkg' ao dia na dose mais alta). Ndo houve efeito sobre o peso
corporal, consumo de alimentos, condi¢cdes gerais ou parametros hematoldgicos. O exame
macroscopico de todos os tecidos e o exame histopatologico do figado, rins, bago, coragdo e
testiculos dos grupos de alta dose e controles nao mostraram efeitos adversos. O NOAEL foi
de aproximadamente 500 mg-kg™' ao dia (dose mais alta testada) (U.S. ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY, 2009; PUBCHEM, 2019).

A mistura de citronelol e geraniol foi avaliada em um estudo de triagem da Food and
Drug Administration (FDA) com ratos Osborne-Mendel (5 machos e 5 fémeas por dose). Os
animais receberam a mistura (percentagens de cada componente nao fornecidas) através da
dieta a 1000 ppm ou 10000 ppm (aproximadamente 50 mg-kg'1 ou 500 mg-kg'1 ao dia) por
189 — 196 dias ou 112 dias, respectivamente. Semanalmente, medi¢cdes de peso corporal,

consumo de alimentos e condi¢do geral dos animais dos grupos tratados foram comparaveis
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ao grupo controle. Ao findar do estudo, nenhum efeito foi observado nos parametros
hematologicos, pesos dos 6rgdos ou durante o exame macroscopico. A histopatologia de
orgaos e tecidos limitados (figado, rim, bago, coragdo e testiculos) nao apresentou lesdes com
o tratamento. O NOAEL foi de aproximadamente 500 mg-kg™' ao dia (dose mais alta testada)
(U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2009, PUBCHEM, 2019).

Pelos estudos citados, observa-se a tendéncia de reducdo da toxicidade do éster
comparado ao alcool, mesmo com grau de pureza abaixo de 80%. Também ¢ possivel
verificar que sdo estudos antigos, sendo que as metodologias para avaliacdo, bem como
normas a serem seguidas nos testes, sofreram alteracdes apds o periodo de realizagdo dos
trabalhos citados. Além disso, para alguns estudos, o grau de pureza dos compostos ¢ as doses
testadas ndo sdo especificadas. Neste contexto, a necessidade de realizagao de mais pesquisas
envolvendo a toxicidade destes compostos ¢ uma oportunidade eminente e envolve a proposta

do presente trabalho.



4 MATERIAL E METODOS

A metodologia empregada na realizagdo desta tese contempla o objetivo de sintetizar
os acetatos de geranila e nerila via catalise heterogénea a partir de geraniol e nerol, bem como
avaliar a acdo antimicrobiana e a toxicidade oral destes compostos, fornecendo uma
caracterizagdo adequada para potenciais aplicagdes futuras como aditivos antimicrobianos.

Neste contexto, as principais etapas experimentais estdo organizadas e apresentadas na Figura

6, na forma de um fluxograma.

Figura 6 — Fluxograma com as principais etapas das metodologias empregadas no trabalho.
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O detalhamento das etapas descritas no fluxograma da Figura 6 estd apresentado nos

itens a seguir.

4.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

Para atender o objetivo de sintetizar os ésteres acetato de geranila e acetato de nerila,
derivados dos compostos naturais geraniol e nerol, via catdlise heterogénea, foi proposta a
utilizacdo da resina polimérica Lewatit® GF 101 como catalisador para a reacdo de
esterificacdo. Este polimero ¢ indicado por LanXess (2014) para a catilise de reagdes
organicas, sendo recomendado para reacdes de esterificacdo de reducdo de acidos graxos
livres em triglicerideos com metanol ou etanol em seus ésteres derivados antes da reacdo de
transesterificacao do biodiesel.

Os ensaios de sintese dos compostos foram realizados no Laboratério de Operagdes
Unitarias II integrado ao Laboratério de Materiais Multifuncionais da Universidade
Comunitaria da Regido de Chapec6 — UNOCHAPECO. Os reagentes utilizados foram:
geraniol (Sigma — Aldrich, pureza > 97%), nerol (Sigma — Aldrich, pureza > 97%), anidrido
acético (Vetec, P.A), n-hexano (Dindmica, P.A.), etanol (Vetec, P.A) e a resina polimérica

Lewatit® GF 101 (LanXess).

4.1.1 Avalia¢ao do uso do catalisador

Os ensaios para avaliacdo da necessidade de aplicacdo do catalisador na reagdo de
esterificacdo de geraniol ou nerol com anidrido acético para sintetizar acetato de geranila ou

nerila foram realizados conforme as etapas descritas nos itens a seguir.

4.1.1.1 Preparagdo do catalisador para as reagoes de esterificagdo

A resina Lewatit® GF 101 foi armazenada em local seco e fresco, sem exposi¢do
direta ao sol, conforme recomendagdao do fabricante (LANXESS, 2014). Antes de sua
utilizacdao nas reacdes de esterificagdo, a resina foi previamente lavada em um béquer com
agitacdo constante (250 rpm) em duas etapas de 15 min (TISCHER et al., 2019). A primeira
etapa foi realizada para remoc¢do dos residuos com n-hexano (15 mL) e a segunda para
ativacdo catalitica com etanol (15 mL) (TISCHER et al., 2019). Apds cada etapa de lavagem,

a resina foi filtrada usando papel de filtro (didmetro dos poros: 18 um a 24 um) e, em seguida,
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seca em estufa a 60 °C por 1 h, tempo em que a massa ficou constante (TISCHER et al.,

2019).

4.1.1.2 Reagoes de esterificacdo

As condigdes operacionais dos ensaios de sintese do acetato de geranila e do acetato
de nerila foram definidas a partir da avaliagdo dos estudos reportados na literatura por Zanetti
et al. (2016), dedicado a sintese do éster acetato de geranila obtido a partir de geraniol; por
Lozano, Bernal e Navarro (2012), dedicado a sintese dos ésteres acetato de geranila e acetato
de nerila a partir da esterificagdo de geraniol e nerol com acido acético, ambos os trabalhos
empregando catalise enzimdtica; por Chen et al. (2016), dedicado a sintese de acetato de
geranila a partir de geraniol e anidrido acético empregando catalise heterogénea com acidos
solidos e resinas de troca idnica; e por Tischer et al. (2019), dedicado a sintese de acetato de
eugenila a partir de eugenol e anidrido acético empregando a resina Lewatit® GF 101 como
catalisador.

Para os ensaios de avaliacdo do uso do catalisador, onde foram realizadas as reacdes
de esterificagdo com e sem a utilizagdo da resina Lewatit® GF 101, a razdo molar definida
entre geraniol e anidrido acético foi de 1:2, sendo o geraniol ou o nerol o reagente limitante da
reacao e o anidrido acético o reagente em excesso. A temperatura de reacao definida foi de 30
°C, o tempo de reagdo definido foi de 2 h e o contetdo inicial de geraniol ou nerol definido
foi de 3 mmol. Nas reagdes catalisadas, o teor de catalisador definido foi de 3% (m/m) em
relagdo a massa de reagente limitante (geraniol ou nerol). As reacdes de esterificacdo foram
conduzidas em triplicata.

Frascos de vidro Erlenmeyer (125 mL) foram utilizados como reator em batelada,
acoplados a um banho termostatico agitado (LS Logen Scientific, modelo LS 4500) com
controlador digital de temperatura e rotagdao orbital controlada (250 rpm). A temperatura da
mistura reacional foi verificada usando um termometro. Uma vez que a reagdo foi
completada, o catalisador foi separado da mistura de reacdo por filtracdo usando papel filtro
(diametro dos poros: 18 um a 24 um). Amostras de reagao (10 pL) foram diluidas em metanol
(990 pL) e analisadas imediatamente por cromatografia gasosa para verificagdo do grau de
pureza e da composi¢ao dos produtos, conforme procedimento descrito na Secao 4.1.1.3. As
reacoes de controle sem catalisador foram conduzidas em paralelo usando condi¢des idénticas

para fins comparativos.
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4.1.1.3 Cromatografia Gasosa (CG—FID e CG-MS)

A cromatografia gasosa (CG—FID) foi aplicada com o objetivo de verificar o grau de
pureza dos reagentes e produtos, bem como para acompanhamento quantitativo da conversao
das reagdes e seletividade para os €steres acetato de geranila e acetato de nerila.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Tecnologias Ambientais da
Universidade Comunitaria da Regido de Chapecé — UNOCHAPECO. Os reagentes utilizados
foram: geraniol (Sigma — Aldrich, pureza > 97%), nerol (Sigma — Aldrich, pureza > 97%),
anidrido acético (Vetec, P.A), acetato de geranila e acetato de nerila (conforme sintese
descrita na Secao 4.1.1.2) e metanol (J.T Baker, HPLC, pureza de 99,8%).

A andlise por cromatografia gasosa foi realizada em equipamento GC-MS Agilent
(7890B) acoplado a um espectrometro de massa quadrupolar (5977A) e detector de ionizagao
de chama (FID) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA), coluna capilar HP-SMS 5%
Phenyl Methyl Silox (30 m x 250 um x 0,25 pm), hélio como gés carreador (1,2 mL'min™),
temperaturas programadas de 180 °C até 240 °C com taxa de 20 °C-min”". Para a preparacio
das amostras, 10 pL da amostra foi diluida com 990 uL de metanol. As amostras foram
analisadas imediatamente ap6s diluigdo por cromatografia gasosa.

A identificagdo quimica dos compostos foi confirmada por espectrometria de massa
(CG-MS). A temperatura da linha de transferéncia MS foi ajustada para 250 °C e a
temperatura das fontes de ions para 230 °C. Para detec¢do de GC-MS, um sistema de
1onizacao de elétrons foi usado com energia de ionizagao definida em 70 eV e faixa de massa
em m/z 40 — 400. Os analitos foram detectados e identificados por comparacdo de espectro de
massa usando a NIST 5.01 Mass Spectral Library (Agilent P/N G1033A).

A conversdo da reagdo foi calculada de acordo com outros trabalhos reportados na
literatura por Nicoletti et al. (2015), Paroul et al. (2010), Tischer et al. (2019) e Zanetti et al.
(2016) com base na reducdo da area de pico do reagente limitante (geraniol ou nerol) em
relagdo a area do pico padrdo. A seletividade foi calculada com base no aumento da area do

pico do acetato de geranila ou nerila e subprodutos e na conversao do geraniol ou nerol.
4.1.1.4 Processo de separagdo
O conteudo liquido reacional apos a conclusdo das reacdes descritas na Se¢do 4.1.1.2

foi separado por destilacdo fracionada para remover o excesso de anidrido acético e o acido

acético formado durante a esterificagao.
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A mistura oriunda da reacdo foi destilada em cada temperatura de ponto de ebulicao
correspondente (acido acético: 118 °C, anidrido acético: 140 °C, nerol: 224 °C, geraniol: 230
°C, acetato de nerila: 242 °C e acetato de geranila: 245 °C) pelo tempo necessario para se
obter as fracdes aproximadas esperadas de cada composto (4cido acético: 20%, anidrido
acético: 60% e acetato de geranila ou nerila: 60%).

O produto obtido foi transferido para um frasco de vidro ambar, armazenado sob

refrigeragdo a temperatura de 4 °C e reservado para as analises posteriores.

4.1.2 Efeito das variaveis nas reacoes de esterificacao

Com o objetivo de avaliar a influéncia das varidveis operacionais nas reacdes de
esterificacdo, um planejamento experimental foi aplicado, buscando a otimizagdo do processo
de producdo dos ésteres acetato de geranila e acetato de nerila em relagdo a eficiéncia de
conversao do geraniol ou nerol e rendimento de acetato de geranila ou nerila.

A técnica de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para trés variaveis
independentes (2°) com triplicata no ponto central e seis pontos axiais (17 ensaios) foi usada.
As variaveis operacionais avaliadas foram: temperatura, teor de catalisador e razdo molar
alcool:anidrido acético, conforme intervalos de varia¢do descritos na Tabela 1. As variaveis e
condi¢gdes operacionais escolhidas para o delineamento experimental foram baseadas em
estudos reportados na literatura por Zanetti et al. (2016), Lozano, Bernal e Navarro (2012),

Chen et al. (2016) e Tischer et al. (2019) e confirmadas em testes preliminares.

Tabela 1 — Valores utilizados no DCCR para 3 fatores na esterificacao de geraniol e nerol com

anidrido acético.

Valores codificados

Reagente Variaveis 168 y 0 ; +1.68
Temperatura (°C) 31,6 35 40 45 48,8

Geraniol Teor de catalisador (% m/m) 3,6 5 7 9 10,4
Razao molar (mol/mol) 1:2,3 1:3 1:4 1:5 1:5,7

Temperatura (°C) 26,6 30 35 40 43,4

Nerol Teor de catalisador (% m/m) 1,6 3 5 7 8,4
Razao molar (mol/mol) 1:1,3 1:2 1:3 1:4 1:4,7

Fonte: a autora (2021).
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Na sintese de acetato de geranila, o conteudo inicial de geraniol foi de 3 mmol e o
tempo de reagdo de 45 min, enquanto na sintese de acetato de nerila o contetido inicial de
nerol foi de 3 mmol e o tempo de reacao de 15 min. Cabe ressaltar que nos testes preliminares
observou-se que a velocidade de agitacdo na faixa de 200 rpm a 300 rpm proporcionou uma
mistura adequada do meio reacional e influéncia desprezivel nas reacdes. Entdo, a velocidade
de agitacdo ndo foi incluida no delineamento experimental e foi utilizado um valor constante
de 250 rpm.

A preparagdo da resina para todas as reagdes de esterificagdao foi realizada de acordo
com o procedimento descrito na Se¢do 4.1.1.1. As reacdes de esterificagdo foram conduzidas
em frascos de vidro Erlenmeyer acoplados a um banho termostatico agitado de acordo com o
procedimento descrito na Secdo 4.1.1.2. Uma vez que as reagdes foram concluidas, o
catalisador foi separado da mistura de reacdo ¢ as amostras foram diluidas em metanol de
acordo com o procedimento descrito na Se¢do 4.1.1.2 e, entdo, imediatamente analisadas por
cromatografia gasosa de acordo com o procedimento descrito na Se¢ao 4.1.1.3.

A combinagdo com as condi¢des experimentais das varidveis do delineamento
experimental para cada ensaio realizado ¢ apresentada na Secdo 5.1.2, juntamente com 0s
resultados obtidos nos ensaios de cada condi¢do na Tabela 5 para a sintese do acetato de
geranila e na Tabela 6 para a sintese do acetato de nerila.

Os dados experimentais foram tratados estatisticamente através do software
Statistica® (Statsoft Inc, EUA) por meio de andlise de variancia (ANOVA) adotando-se um
nivel de confianca de 99% (p < 0,01), andlise de regressao, plotagem de superficie de resposta

e superficie de contorno. Os modelos obtidos foram validados pelo teste-F.

4.2 ESTUDO CINETICO

Ap6s a avaliagdo dos resultados do planejamento experimental e conhecidas as
condi¢gdes operacionais que maximizam a producdo dos ésteres e o consumo dos alcoois, o
acompanhamento da cinética de reacdo nas condig¢des 6timas foi realizado com o objetivo de
avaliar o comportamento das reacdes de esterificagdo em fungdo do tempo. Os resultados
foram avaliados em termos da conversdo de geraniol e nerol, seletividade para o acetato de
geranila ou nerila, perfil de concentracdo dos compostos ao longo do tempo, taxa de reagdo
para o consumo de geraniol ou nerol e para a formagdo de acetato de geranila ou nerila e

subprodutos.
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Os ensaios foram realizados no Laboratdério de Operacdes Unitarias II integrado ao
Laboratério de Materiais Multifuncionais da Universidade Comunitaria da Regido de
Chapec6 — UNOCHAPECO. Os reagentes utilizados foram: geraniol (Sigma — Aldrich,
pureza > 97%), nerol (Sigma — Aldrich, pureza > 97%), anidrido acético (Vetec, P.A), n-
hexano (Dindmica, P.A), etanol (Vetec, P.A) e resina polimérica Lewatit® GF 101
(LanXess).

O estudo cinético foi realizado com as condigdes experimentais 6timas fornecidas pelo
delineamento experimental apresentadas na Secdo 5.1.2 e avaliado em intervalos de 10 min
para a sintese do acetato de geranila e de 5 min para a sintese do acetato de nerila até o
consumo completo dos alcoois.

A preparagao da resina para todas as reacoes de esterificagdo do estudo cinético foi
realizada de acordo com o procedimento descrito na Se¢do 4.1.1.1. Todas as reagdes de
esterificacdo do estudo cinético foram conduzidas em triplicata em frascos de vidro
Erlenmeyer acoplados a um banho termostatico agitado de acordo com o procedimento
descrito na Secao 4.1.1.2. Uma vez que as reagdes foram concluidas, o catalisador foi
separado da mistura reacional e as amostras foram diluidas em metanol de acordo com o
procedimento descrito na Secdo 4.1.1.2 e, entdo, imediatamente analisadas por cromatografia
gasosa de acordo com o procedimento descrito na Sec¢ao 4.1.1.3.

As constantes cinéticas ¢ as constantes de ordem das reagdes nas condi¢des
operacionais 0timas foram estimadas por regressdao nao linear usando o software OriginPro®

(OriginLab, EUA).

4.3 AVALIACAO DOS CICLOS DE REUTILIZACAO DO CATALISADOR

Com o objetivo de avaliar a possibilidade de reutilizagdo do catalisador, foram
realizados novos ensaios para as reagdes de esterificagdo de sintese dos acetatos empregando
o catalisador por ciclos de utilizagdo consecutivos. Os resultados foram avaliados em termos
da conversao de geraniol ou nerol e da seletividade para o acetato de geranila ou nerila.

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Operacdes Unitarias II integrado ao
Laboratério de Materiais Multifuncionais da Universidade Comunitaria da Regido de
Chapecé — UNOCHAPECO. Os reagentes utilizados foram: geraniol (Sigma — Aldrich,
pureza > 97%), nerol (Sigma — Aldrich, pureza > 97%), anidrido acético (Vetec, P.A), n-
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hexano (Dindmica, P.A), etanol (Vetec, P.A) e resina polimérica Lewatit® GF 101
(LanXess).

A reutilizagdo do catalisador por 9 ciclos foi avaliada usando as condigdes
experimentais 6timas fornecidas pelo delineamento experimental e pelo estudo cinético,
apresentadas na Secdo 5.1.2 e Secdo 5.2.1, respectivamente (temperatura de 40 °C, teor de
catalisador de 7%, razdo molar alcool:anidrido acético de 1:4, velocidade de agitagdao de 250
rpm, conteudo inicial de alcool de 3 mmol, tempo de reacdo de 70 min para a sintese do
acetato de geranila e 40 min para a sintese do acetato de nerila).

A preparagdo da resina para todas as reacdes de esterificacdo do primeiro ciclo foi
realizada de acordo com o procedimento descrito na Se¢do 4.1.1.1. Antes de iniciar um novo
ciclo de uso, apos a utilizagdo no ciclo anterior, o catalisador foi removido da mistura
reacional por filtragdo com papel filtro (diametro dos poros: 18 um a 24 um). Em seguida, o
catalisador foi previamente preparado de acordo com o procedimento descrito na Se¢do
4.1.1.1, compreendendo a lavagem com agitacdo constante (250 rpm) em duas etapas de 15
min (a primeira etapa utilizando 15 mL de n-hexano e a segunda usando 15 mL de etanol),
seguidas por filtracdo em papel de filtro (ap6s cada etapa de lavagem) e, finalmente, secagem
em estufa a 60 °C por 1 h.

Todas as reacdes de esterificacdo para avaliacdo dos ciclos de reutilizagdo do
catalisador foram conduzidas em triplicata em frascos de vidro Erlenmeyer acoplados a um
banho termostatico agitado de acordo com o procedimento descrito na Se¢do 4.1.1.2. Uma vez
que as reagdes foram concluidas, o catalisador foi separado da mistura de reagdo e as amostras
foram diluidas em metanol de acordo com o procedimento descrito na Secao 4.1.1.2 e, entdo,
imediatamente analisadas por cromatografia gasosa de acordo com o procedimento descrito

na Secao 4.1.1.3.

4.4 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Diversas analises foram realizadas a fim de caracterizar os compostos envolvidos
neste trabalho, principalmente com o intuito de comprovar a sintese dos ésteres, demonstrar as
suas atividades antimicrobianas e seus niveis de toxicidade oral. As andlises abrangem a
caracterizacdo quimica, térmica, avaliacdo da atividade antimicrobiana e da toxicidade oral

dos compostos e estdo descritas nos itens a seguir.
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4.4.1 Caracterizacio quimica

A caracterizacdo quimica dos compostos foi realizada por ressonancia magnética
nuclear, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e cromatografia

gasosa, conforme descrito nas se¢des a seguir.

4.4.1.1 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear foi realizada com o objetivo de
auxiliar na caracterizagdo quimica dos ésteres visto que permite determinar a foérmula
quimica, estrutural e espacial dos compostos por meio da analise dos espectros de absor¢do de
RMN "C e RMN 'H, quando submetidos & radiacio eletromagnética na presenga de um
campo magnético forte em frequéncia especifica.

As andlises foram realizadas na Central de Anélises da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC. Foram realizadas analises de espectroscopia de ressonincia magnética
nuclear '"H (RMN 'H), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear °C (RMN °C) e
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear DEPT 135 (RMN C DEPT 135) em um
espectrometro Varian NMR AS 400 operando a 400 MHz e utilizando cloroférmio deuterado
como solvente. Para as andlises de RMN, as amostras foram previamente purificadas por
destilacdo fracionada de acordo com o procedimento descrito na Se¢do 4.1.1.4.

A partir dos resultados das analises de RMN 'H foi possivel determinar o numero de
hidrogénios e as ligagdes realizadas por eles. A partir dos resultados das analises de RMN "°C,
foi possivel determinar o numero de carbonos e as ligacdes realizadas por eles. Finalmente, a
partir dos resultados das analises de RMN °C DEPT 135, foi possivel determinar se os
agrupamentos das ligagdes entre carbono e hidrogénio sdo de CH, CH, ou CHs,
complementando os resultados das analises de RMN 'H e de RMN "°C e confirmando a

estrutura quimica dos compostos.

4.4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Com o objetivo de identificar os grupos funcionais dos compostos, auxiliando na sua
caracterizagcdo quimica e corroborando com os resultados obtidos pelas anélises de RMN, a

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi realizada.
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Para os ensaios de FTIR, foi utilizado um espectrofotometro infravermelho com
transformada de Fourier (Agilient Technologies, modelo Cary 600 Series FTIR) por
refletancia total atenuada com cristal de diamante. Os espectros foram obtidos num intervalo
de 400 cm™ a 4000 cm” com resolucdo de 4 cm”. As anélises foram realizadas no
Laboratério de Polimeros da Universidade de Caxias do Sul — UCS.

Foram realizadas andlises de FTIR dos ésteres acetato de geranila e acetato de nerila,
bem como dos reagentes geraniol e nerol para propdsitos comparativos. Para as analises de
FTIR, as amostras dos ésteres foram previamente purificadas por destilacdo fracionada,
conforme procedimento descrito na Se¢do 4.1.1.4.

Cabe ressaltar que a analise de FTIR para a resina Lewatit® GF 101 antes de sua
aplica¢do também foi realizada a fim de confirmar a presenga do grupo funcional responséavel
pela catalise. Além disso, para verificar possiveis mudancgas estruturais apds a sua utilizagdo
como catalisador, a andlise de FTIR da resina apds o nono ciclo de utilizacdo na reagdo de

esterificacdo para a sintese do acetato de geranila foi realizada.

4.4.1.3 Cromatografia Gasosa (CG—FID e CG—MS)

Com o objetivo de determinar o grau de pureza dos compostos acetato de geranila e
acetato de nerila, auxiliando na sua caracterizagdo quimica e na interpretacao dos resultados
das caracterizacdes posteriores (térmica, antibacteriana, antifingica e toxicidade), a
cromatografia gasosa (CG—FID e CG-MS) foi realizada.

As amostras dos ésteres foram previamente purificadas por destilacdo fracionada,
conforme procedimento descrito na Secdo 4.1.1.4 e, entdo, analisadas por cromatografia

gasosa de acordo com o procedimento descrito na Secao 4.1.1.3.

4.4.2 Caracterizacao térmica

A caracterizagdo térmica dos compostos foi realizada por analise termogravimétrica,

conforme descrito na secdo a seguir.

4.4.2.1 Analise Termogravimétrica (TGA)

Com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica dos compostos, foi realizada a analise

termogravimétrica (TGA), que mostra a variacdo da massa em funcdo do tempo e/ou da
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temperatura, auxiliando na caracterizag¢do térmica dos compostos, bem como na avaliacdo das
condi¢cdes operacionais do processo de sintese.

As curvas termogravimétricas foram obtidas através de analisador termogravimétrico
Shimadzu TGA-50 com um programa de temperatura de 25 °C a 400 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °Cmin™ e vazo de 50 mL-min™ sob atmosfera de nitrogénio. As anélises
foram realizadas no Laboratério de Polimeros da Universidade de Caxias do Sul — UCS.

Foram realizadas andlises termogravimétricas dos ésteres acetato de geranila e acetato
de nerila, bem como dos reagentes geraniol e nerol para propdsitos comparativos. Para a
TGA, as amostras dos ésteres foram previamente purificadas por destilacdo fracionada,

conforme procedimento descrito na Se¢do 4.1.1.4.

4.4.3 Avaliacido da acido antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana dos compostos acetato de geranila e acetato de
nerila obtidos pela catalise heterogénea proposta neste trabalho, foram utilizadas duas
técnicas, o ensaio de difusdo em agar e o ensaio de microdilui¢do em caldo. A atividade
antimicrobiana dos alcoois precursores também foi realizada para fins comparativos.

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Materiais Antimicrobianos integrado
ao Laboratério de Materiais Multifuncionais da Universidade Comunitdria da Regido de
Chapecé — UNOCHAPECO. A atividade antibacteriana dos compostos foi avaliada de acordo
com o procedimento descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
documento M07-A11: Métodos para testes de sensibilidade aos antimicrobianos por dilui¢dao
para bactérias de crescimento aerobico (CLSI, 2018%) e documento M02-A13: Padrdes de
Desempenho para Testes de Suscetibilidade de Disco Antimicrobiano (CLSI, 2018"), com
adaptagoes.

Os reagentes utilizados para as andlises antibacterianas foram: geraniol (Sigma —
Aldrich, pureza > 97%), nerol (Sigma — Aldrich, pureza > 97%), acetato de geranila (apos
processo de separacdo descrito na Secdo 4.1.1.4), acetato de nerila (apds processo de
separacdo descrito na Secdo 4.1.1.4), Brain Heart Infusion — BHI (Merck, P.A.), Mueller
Hinton (Merck, P.A.), cloreto de sédio (Merck, P.A.), dimetilsulféxido — DMSO (Vetec,
P.A.) e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélico — TTC (Merck).

Como micro-organismos, foram utilizadas cepas padronizadas pela American Type
Culture Collection — ATCC (Bioscan) de seis bactérias. Como Gram-positivas:

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Bacillus cereus (ATCC 10876) e como Gram-
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negativas: Escherichia coli (ATCC 35218), Salmonella typhimurium (ATCC 13311), Proteus
mirabilis (ATCC 25933) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

4.4.3.1 Preparo do inoculo e suspensdo bacteriana

As cepas de bactérias liofilizadas, inicialmente na forma de pellets, foram hidratadas
em caldo BHI e incubadas em estufa bacterioldgica (Quimis, Q316m5) por 24 h a 35 £ 1 °C.
Em seguida, foi realizada a homogeneizagao em agitador vortex (Quimis, q220) por 15 s e o
preparo do indculo para cada micro-organismo foi realizado em tubos de ensaio estéreis com
uma aliquota da suspensdo bacteriana cultivada em 3 mL de caldo BHI. O inoéculo foi
incubado em estufa bacteriologica (Quimis, Q316m5) a 35 £ 1 °C por 24 h (CLSI, 2018?).

Em seguida, o 4gar Mueller Hinton a 45 °C foi adicionado em placas de Petri (90 mm
x 15 mm) e aguardou-se a solidificacdo em temperatura ambiente. Com o auxilio de uma alga,
uma aliquota foi retirada da suspensao bacteriana (in6culo) e espalhada sobre a superficie do
agar, em placas diferentes para cada micro-organismo. As placas foram incubadas em estufa
bacteriologica (Quimis, Q316m5) a 35 = 1 °C por 24 h. Foram retiradas das placas trés a
cinco colonias bacterianas, as quais foram imersas em 4 mL de solugdo salina estéril (NaCl,
0,9%). A turbidez do meio foi ajustada com o auxilio de um espectrofotdmetro UV-Vis (Bel
photonics, 1105), medindo a absorbancia no comprimento de onda de 619 nm até a obtencao

da concentragdo de 10° UFC-mL™" (absorbancia entre 0,08 e 0,10) (CLSI, 2018%).

4.4.3.2 Ensaio de difusdo em agar

O ensaio de difusdo em agar foi utilizado para verificar se os compostos possuem
atividade antibacteriana frente aos micro-organismos testados. Este teste avalia de forma
qualitativa a agdo antibacteriana através da formacdo de halos de inibicdo do crescimento
bacteriano em torno do poco onde os compostos sdo depositados.

Para os ensaios de difusdo em agar, inicialmente foram obtidas as suspensdes
bacterianas na concentragdo de 10° UFC'mL", de acordo com a metodologia descrita na
Secao 4.4.3.1.

Inicialmente, o 4gar Mueller Hinton a 45 °C foi adicionado a placas de Petri (90 mm x
15 mm) e aguardou-se a solidificacdo em temperatura ambiente, resultando em uma camada
de aproximadamente 4 mm de profundidade. Em seguida, uma aliquota da suspensao

bacteriana a 10° UFC-mL"" foi semeada pela técnica de plaqueamento em superficie no agar
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com o auxilio de um swab em trés dire¢des na forma de estrias. Apos 5 min, trés orificios
circulares foram feitos equidistantes no agar (caracterizando a triplicata da analise), com um
diametro de aproximadamente 9 mm (CLSI, 2018?*; CLSI, 2018b).

Utilizando uma placa para cada composto e para cada micro-organismo, 0 composto
(100 pL) foi adicionado aos orificios. Este volume foi utilizado por ser compativel com as
dimensdes do orificio. Para verificar o crescimento dos micro-organismos, foram preparadas
placas controle estriada com os micro-organismos, sem orificio e sem adicdo do composto
antibacteriano. As placas foram incubadas a 35 = 1 °C em estufa bacteriologica (Quimis,
Q316m5) por 24 h. Concluido esse tempo, avaliou-se a formagao de halos de inibi¢do ao
redor dos orificios. Os didmetros dos halos foram medidos com auxilio de paquimetro
(Jomarca). A espessura dos halos de inibicao foi obtida fazendo a diferenca entre o diametro
dos halos e o diametro do orificio (CLSI, 2018* CLSI, 2018b). A partir da formagdo dos
halos, os micro-organismos sdo classificados nas categorias sensiveis, intermediarios ou

resistentes aos compostos antimicrobianos (CLSI, 2018P).
4.4.3.3 Ensaio de microdilui¢do em caldo e dilui¢do em agar

Apos verificar se os compostos possuem acdo antibacteriana pelo teste qualitativo de
difusdo em agar, € necessario determinar qual é a concentragdo minima de composto capaz de
inibir o crescimento bacteriano. A concentragao inibitoéria minima (CIM) foi determinada pela
técnica de microdilui¢do em caldo. O teste foi realizado em microplacas com fundo em forma
de U constituidas por 96 micropogos (INLAB) distribuidos em 8 linhas nomeadas de “A” a

“H” e 12 colunas numeradas de 1 a 12, conforme Figura 7.

Figura 7 — Microplacas utilizadas no teste de microdilui¢do em caldo para determinagdo da

concentragdo inibitoria minima (CIM).

-
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)

Fonte: a autora (2021).
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Inicialmente, oito solugdes de cada composto foram preparadas por diluicdo com
solugdo de DMSO (10%) em baldes volumétricos de 10 mL, obtendo-se as concentragdes do
composto na solu¢do mostrada na Tabela 2. A solu¢do de DMSO (10%) ¢ utilizada no preparo

das dilui¢des pois os compostos sdo insoluveis em agua.

Tabela 2 — Concentragdes de composto na solucdo e nos micropocos usados no teste de
microdilui¢ao em caldo para determinar a concentragdo inibitéria minima de geraniol, nerol,

acetato de geranila e acetato de nerila frente a cada bactéria.

Micro- o S. aureus, S. typhimurium, E. coli e
B. cereus e P. mirabilis

organismo P. aeruginosa

Concentracio do Concentracio Concentracio Concentracao

. composto na do composto  do composto na do composto na

Linha solucio no micropo¢o solucio microplaca
[mg-mL"| [mg-mL"| [mg-mL"| [mg-mL"|

A 120,00 (170,00)* 60,00 (85,00)* 50,00 (12,50)" 25,00 (6,25)"

B 60,00 30,00 25,00 12,50

C 30,00 15,00 12,50 6,25

D 15,00 7,50 6,25 3,12

E 7,50 3,75 3,12 1,56

F 3,75 1,87 1,56 0,78

G 1,87 0,94 0,78 0,39

H 0,94 0,47 0,39 0,20

"Concentragdo utilizada na linha A apenas para o composto acetato de nerila frente ao micro-organismo P.
mirabilis, com diluicdo pela metade na linha B e proporcionalmente até a linha H.

#Concentragio utilizada na linha A apenas para o composto geraniol frente a0 micro-organismo S. aureus, com
diluicdo pela metade na linha B e proporcionalmente até a linha H.

Fonte: a autora (2021).

O caldo BHI (100 pL) e a solugdo de alcool (geraniol ou nerol) empregados na
dilui¢do A (100 pL) foram adicionados aos micropocos nas colunas 1, 2 e 3 (caracterizada
como a analise em triplicata) da linha A, obtendo-se a concentracdo do composto nos
micropogos mostrados na Tabela 2. O mesmo procedimento foi realizado nas colunas 5, 6 ¢ 7
para a solucdo de éster (acetato de geranila ou acetato de nerila) na diluicdo A, bem como
para as outras diluigdes com as solugdes de alcool e éster nas linhas B a H, conforme

mostrado na Tabela 2.
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Em seguida, a suspensdo bacteriana (5 uL) a 10° UFC-mL" (preparada de acordo com
a metodologia descrita na Se¢do 4.4.3.1) foi adicionada a estes micropocos. Na coluna 9
(controle positivo), foram inseridos BHI (100 pL) e suspensio bacteriana (5 pL) a 10°
UFC'mL", a fim de certificar que o caldo utilizado permite o crescimento dos micro-
organismos. Na coluna 10 (controle negativo), foram adicionados BHI (100 pL), solugdo
DMSO a 10% (100 pL) e suspensio bacteriana (5 pL) a 10° UFC-mL", a fim de se certificar
que a solugdo DMSO (10%), usada como solvente para a andlise, ndo inibe o crescimento
bacteriano. Cabe ressaltar que ja foi constatado por Zanetti et al. (2015) que, nesta
concentragdo, 0 DMSO nio ¢ toxico e ndo interfere na inibi¢do do crescimento microbiano.
Na coluna 12, apenas BHI (100 pL) foi adicionado para atestar a esterilidade do meio de
cultura (branco). As colunas 4, 8 ¢ 11 nao foram utilizadas.

As microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica (Quimis, Q316m5), a 35 + 1
°C por 20 h. Apos esse periodo, a solugdo de TTC a 0,5% (20 pL) foi adicionada a cada
micropogo para promover a mudanca na cor do meio, permitindo a visualizagdo do
crescimento bacteriano. As microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica (Quimis,
Q316m5) a 35+ 1 °C por 4 h. Ao final, os micropogos que apresentaram mudancga visual de
cor para vermelho indicaram que houve crescimento bacteriano. A concentragdo inibitoria
minima (CIM) foi determinada como a menor concentragdo de composto nos micropogos
capaz de inibir o crescimento visivel da bactéria, detectada nos micropogos que nado
apresentaram alteracdo da cor para vermelho a olho na (CLSI, 2018%).

Para confirmagdo se no valor de CIM a agdo antibacteriana do composto ¢ parcial
(inibitoria) ou completa (bactericida), foi realizado o teste de dilui¢do em agar. A diluicdo dos
compostos em agar na CIM foi preparada com 40 mL de meio de cultura estéril agar Mueller
Hinton a uma temperatura de 45 °C e o volume desejado do composto correspondente a CIM.

Ap6s agitagcdo, 40 mL do conteudo de cada diluicao foram transferidos para diferentes
placas de Petri (90 mm X% 15 mm) e aguardou-se a solidificacdo em temperatura ambiente. Em
seguida, uma aliquota da suspensdo bacteriana a 10® UFC'mL™" (preparada de acordo com a
metodologia descrita na Secdo 4.4.3.1) foi semeada pela técnica de plaqueamento em
superficie no 4gar com o auxilio de um swab em trés diregdes na forma de estrias. Para
verificar o crescimento dos micro-organismos, foram preparadas placas controle estriadas
com 0s micro-organismos € sem adi¢gdo do composto antibacteriano. As placas foram
incubadas a 35 + 1 °C em estufa bacteriologica (Quimis, Q316m5) por 24 h. Apds esse
tempo, a atividade antibacteriana foi avaliada pela presenca (inibi¢do parcial) ou auséncia de

formacao de colonias (inibigdo completa, acao bactericida) (CLSI, 2018b).
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4.4.4 Avaliacido da acio antifiingica

Para avaliar a atividade antifingica dos compostos acetato de geranila e acetato de
nerila obtidos pela catalise heterogénea proposta neste trabalho, a técnica de diluicao em agar
foi utilizada. A atividade antifingica dos alcoois precursores também foi realizada para fins
comparativos.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Micologia, Hematologia e Citologia da
Universidade Comunitaria da Regido de Chapecé — UNOCHAPECO. A atividade antifingica
dos compostos foi avaliada de acordo com o procedimento descrito pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), documento M27-A4: Método de referéncia para teste
de sensibilidade antifungica de diluigdo em caldo de leveduras (CLSI, 2017%) e documento
M38 — A3: Método de referéncia para teste de sensibilidade a antifingicos por diluicdo em
caldo de fungos filamentosos (CLSI, 2017°), com adaptacdes.

Os reagentes utilizados para as analises antibacterianas foram: geraniol (Sigma —
Aldrich, pureza > 97%), nerol (Sigma — Aldrich, pureza > 97%), acetato de geranila (apos
processo de separacdo descrito na Secdo 4.1.1.4), acetato de nerila (apds processo de
separagdo descrito na Sec¢do 4.1.1.4), Brain Heart Infusion — BHI (Merck, P.A.), cloreto de
sodio (Merck, P.A.) e agar Sabouraud com cloranfenicol (Kasvi).

Como micro-organismos, cepas padronizadas pela American Type Culture Collection
— ATCC (Bioscan) foram utilizadas, a saber: Aspergillus flavus (ATCC 9643), Aspergillus
niger (ATCC 6275) e a levedura Candida albicans (ATCC 24433).

4.4.4.1 Preparagdo do inoculo

As cepas liofilizadas dos fungos, inicialmente na forma de pellets, foram hidratadas
em caldo BHI e incubadas em estufa (J Prolab, B3) por 48 h a 35 £ 1 °C. Ap6s 48 h, o BHI
apresentou aspecto turvo, indicando crescimento fungico. Em seguida, foi realizada a
homogeneiza¢do em agitador de vortice (Quimis, q220) por 15 s e 10 pL foram transferidos
para tubos estéreis contendo agar Sabouraud com cloranfenicol (3 mL), os quais foram
novamente incubados em estufa (J Prolab, modelo B3) por 7 dias a 35 = 1 °C para Aspergillus
e 24 h a 35 £ 1 °C para Candida albicans. Para os ensaios, a concentracdo do inoculo para
cada micro-organismo foi ajustada em solu¢do salina estéril (NaCl, 0,9%) para
aproximadamente 10° célulasmL”, medida pelo método da cdmara de Neubauer (HBG,

9030-01) em microscopio Optico (Olympus, CX21FS1) (CLSI, 2017*; CLSI, 2017b).
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4.4.4.2 Ensaio de dilui¢do em agar

Para os ensaios de dilui¢ao em agar, inicialmente foram obtidas as suspensdes de cada
micro-organismo na concentracdo de 10> celulassmL", de acordo com a metodologia descrita
na Secao 4.4.4.1.

A dilui¢ao dos compostos em agar foi preparada em tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio de cultura estéril agar Sabouraud com cloranfenicol a uma temperatura de 65 °C e o
volume desejado do composto para cada diluicdo. Para cada composto, em tubos diferentes,

foram preparadas dilui¢des correspondentes as concentragdes mostradas na Tabela 3.

Tabela 3 — Concentracdes de composto usadas no teste de diluicdo em agar para determinagdo
da concentragdo inibitoria minima de geraniol, nerol, acetato de geranila e acetato de nerila

contra cada fungo.

Micro- Concentracio do composto na placa [ug-mL'I]
Composto
organismo a b c d e f
Geraniol Controle 1,00 0,50 0,25 0,12 0,06
Nerol Controle 1,00 0,50 0,25 0,12 0,06
C. albicans )
Acetato de geranila Controle 125,0 100,0 75,0 62,5 50,0
Acetato de nerila Controle 125,0 100,0 75,0 62,5 50,0
Geraniol Controle 8,00 4,00 2,00 1,00 0,50
Nerol Controle 8,00 4,00 2,00 1,00 0,50
A. flavus
Acetato de geranila Controle 125,0 100,0 75,0 50,0 25.0
Acetato de nerila Controle 400,0 375,0 350,0 325,0 300,0
Geraniol Controle 8,00 4,00 2,00 1,00 0,50
Nerol Controle 8,00 4,00 2,00 1,00 0,50
A. niger
Acetato de geranila Controle 250,0 200,0 150,0 100,0 50,0
Acetato de nerila Controle 350,0 300,0 250,0 200,0 150,0

Fonte: a autora (2021).

Apo6s agitacao, 5 mL do contetido de cada tubo foi transferido para diferentes placas
de Petri (50 mm X 10 mm) e aguardou-se a solidificagdo em temperatura ambiente. Uma
aliquota (10 pL) da suspensdo de cada micro-organismo foi inoculada no agar solidificado em
diferentes placas e espalhada com uma alc¢a de Drigalski em toda a superficie. Para verificar o

crescimento de cada micro-organismo, placas controle foram preparadas sem a adicdo do
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composto antifungico. As placas foram incubadas a 35 + 1 °C em estufa (J Prolab, B3), 24 h e
48 h para Candida albicans e 7 dias a 28 £ 1 °C para Aspergillus niger e Aspergillus flavus.
Apos esse tempo, a atividade antifungica foi avaliada pela presenga ou auséncia de formagao
de colonias. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como a menor

concentragdo capaz de inibir o crescimento visivel de fungos (CLSI, 2017%; CLSI, 2017").

4.4.5 Avaliacio da toxicidade

As andlises de toxicidade sdo de fundamental importancia para viabilizar a utilizagio
dos acetatos obtidos, principalmente se forem indicados para aplicagdes com contato com
alimentos, farmacos ou outros produtos que sejam ingeridos por seres humanos ou animais.
Dessa forma, a toxicidade oral dos compostos acetato de geranila e acetato de nerila foi
avaliada em modelos animais. Para fins comparativos, a avaliagdo da toxicidade oral dos
alcoois precursores, geraniol e nerol, também foi realizada.

Para avaliar a toxicidade oral dos compostos geraniol, nerol, acetato de geranila e
acetato de nerila, duas etapas foram empregadas. A primeira abrange a toxicidade oral aguda
em camundongos, com base na diretriz n.° 423 da Organisation for Economic Co-operation
and Development (OECD). A segunda envolve a toxicidade oral subaguda em doses repetidas
por um periodo de 28 dias em camundongos, com base na diretriz n.° 407 da OECD.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Bioterismo da Universidade
Comunitaria da Regido de Chapeco — UNOCHAPECO. Os reagentes utilizados para as
analises de toxicidade foram: geraniol (Sigma — Aldrich, pureza > 97%), nerol (Sigma —
Aldrich, pureza > 97%), acetato de geranila (apds processo de separagdao descrito na Se¢do
4.1.1.4), acetato de nerila (apds processo de separacdo descrito na Segdo 4.1.1.4), cloreto de
sodio (Merck, P.A.), 6leo de milho (Lisa), tiopental sodico (Thiopentax®, 0,5 g) e cloridrato
de lidocaina (Xylestesin®, 2%).

Para a execugdo das analises, foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas
com idade de 4 semanas (com massa corporal entre 25 g e 35 g), oriundos do Centro de
Bioterismo da Universidade Comunitaria da Regido de Chapeco6 — UNOCHAPECO. Os
animais foram divididos em grupos de cinco e alocados em gaiolas plasticas (28 cm x 12,5
cm x 19 cm) em ciclo diurno-noturno de 12 h com livre acesso a agua e alimentos
(Biobase®). A sala foi mantida em temperatura constante (22 + 2 °C) e umidade (40% a
60%). Antes da administragdo dos compostos por via oral, os animais passaram por um

periodo de 3 h de jejum previamente a administracao.
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Antes da realizagido dos procedimentos, o projeto foi submetido & Comissio de Etica
em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Comunitaria da Regido de Chapecod —
UNOCHAPECO (Protocolo #008-18 e Protocolo #001-19). Apds aprovagio dos
experimentos pelo Comité de Etica de Cuidado Animal (CEUA — UNOCHAPECO), os
ensaios foram conduzidos de acordo com a legislagdo brasileira (BRASIL, 2008; CONCEA,
2018) e Diretiva do Conselho das Comunidades Européias, de 20 de outubro de 2010
(2010/63 /EU) para experiéncias com animais (EUROPEAN UNION, 2010).

4.4.5.1 Toxicidade aguda

Este teste foi aplicado para avaliar a toxicidade dos acetatos obtidos e de seus
precursores apos exposicdo dos camundongos a uma dose Unica e foi realizado segundo a
instru¢do normativa n.° 423 da Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD) de 2001. A dose tnica escolhida (2000 mg'kg"') foi baseada nos resultados de
toxicidade oral aguda do estudo realizado pelo NTP (1987).

No teste de toxicidade aguda (OECD, 2001), inicialmente, as substancias de teste
foram administradas na dose unica de 2000 mg-kg™, via oral, em 3 camundongos fémeas para
cada etapa experimental (n = 3 animais por composto, totalizando 12 animais). Os compostos
foram dissolvidos em 6leo de milho devido a sua baixa solubilidade em agua. Os volumes de
administragdo respeitaram a proporgdo de 10 mL-kg™ de peso corporal. Os grupos de veiculos
foram tratados com 6leo de milho a 10 mLkg'. Apds a administragio aguda, os animais
foram observados durante as primeiras 4 h e 12 h mais tarde, e todos os dias durante 14 dias.
Para avaliar o metabolismo dos animais, o ganho de peso e a ingestdo alimentar foram
registrados a cada trés dias durante o periodo experimental. Comportamentos macroscopicos
anormais de camundongos, como piloere¢do, ptose palpebral, contor¢des abdominais, tonus
muscular, atividade motora, hipotermia, tremores, paralisia das patas posteriores, salivagao,
secrecdo bronquica, letargia, diarreia, convulsdes e mortes foram registrados (OECD, 2001).

No 15.° dia apds a administragdo oral dos compostos, os animais foram submetidos
isoladamente a eutanédsia por anestesia profunda com tiopental sdédico (50 rng-kg'1 via

parenteral) precedido de cloridrato de lidocaina (10 mg'kg™ via parenteral) (CONCEA, 2018).
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4.4.5.2 Toxicidade subaguda

Este teste avalia a toxicidade apos exposi¢ao a doses repetidas (tratamento subcronico)
e foi realizado segundo a instru¢do normativa n.° 407 da Organisation for Economic Co-
operation and Development (OECD), de 2008, para os compostos geraniol, nerol, acetato de
geranila e acetato de nerila.

No teste de toxicidade de doses repetidas (OECD, 2008), camundongos fémeas (n =
20 animais por composto, totalizando 80 animais) ¢ machos (n = 20 animais por composto,
totalizando 80 animais) foram tratados por gavagem (via oral) uma vez ao dia durante 28 dias
com nerol, geraniol, acetato de geranila ou acetato de nerila (1 mg-kg™, 2 mg'kg™ ou 4 mgkg
. A dose de 1 mg'kg'1 foi escolhida de acordo com a quantidade permitida para uso de
acetato de geranila e nerila em alimentos aprovada pela Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives (JECFA), levando-se em consideracdao a quantidade de acetato de geranila
para uso em produtos de panificacio de 17 ppm (aproximadamente 0,85 mgkg') por
apresentar o maior valor dentre os grupos alimenticios, conforme GRAS Reference 2509,
aprovado para a substancia. Para efeito de calculo, considerou-se que todo o composto ativo €
ingerido. J4 as doses de 2 mg-kg ™' ¢ 4 mgkg™” foram definidas de acordo com a OCDE (2008)
(intervalos de 2 a 4 vezes para definir os niveis de dose).

Os animais foram divididos em quatro grupos contendo cinco animais por Sexo:
controle - tratado por via oral com veiculo (6leo de milho, 10 mL-kg™), composto a 1 mg-kg™
(via oral), 2 mg-kg'1 (via oral) e 4 mg-kg'1 (via oral). A observacdo de comportamentos
macroscopicos anormais € mortalidade também fizeram parte deste teste. O ganho de peso
corporal e a ingestdo de alimentos foram registrados a cada trés dias durante o tratamento de
28 dias (OECD, 2008). No 29.° dia apds o inicio da experiéncia, os animais foram submetidos
isoladamente & eutandsia por anestesia profunda com tiopental sodico (50 mgkg' via
parenteral) precedido de cloridrato de lidocaina (10 mg-kg™' via parenteral) (CONCEA, 2018).

O sangue (da veia porta hepatica) e a urina (da bexiga) foram coletados de
camundongos submetidos ao estudo de toxicidade de doses repetidas no intuito de verificar se
ocorreram alteracdes nas fungdes hematoldgicas e bioquimicas dos animais submetidos ao
tratamento com os compostos. Os 6rgdos cérebro, coragdo, timo, bago, suprarrenais, rins e
figado foram coletados apds a eutanédsia nas duas fases do estudo (toxicidade aguda e
subaguda), pesados para analise estatistica e reservados para posterior estudo histopatologico,

no intuito de verificar se houve lesdes nos tecidos dos orgdos dos animais submetidos ao
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tratamento com os compostos. O peso relativo dos 6rgios foi calculado em relagdo ao peso

corporal dos camundongos.

4.4.5.3 Analises hematologicas

As andlises hematoldgicas foram realizadas no Laboratorio de Hematologia da
Universidade Comunitéria da Regido de Chapecé, UNOCHAPECO. A analise dos parametros
hematoldgicos foi realizada por Analisador Hematologico ABX Micros 60® e as amostras de
sangue foram coletadas em tubos de EDTA (0,5 mL). Os parametros avaliados foram
hemoglobina (Hb), hematdcrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina
celular média (MCH), concentracdo de hemoglobina corpuscular celular (MCHC), largura de
distribuicdo dos eritrocitos (RDW), plaquetas, contagem de eritrdcitos, reticuldcitos,
neutrofilos (N), contagem de linfocitos (L), monocitos (M) e eosindfilos (E). Em alguns
grupos, o numero final de amostras analisadas variou de 3 a 5 por grupo devido a coagulagao

sanguinea.

4.4.5.4 Anadlises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Analises Toxicoldgicas da
Universidade Feevale, em Novo Hamburgo — RS. Na analise dos parametros bioquimicos,
foram avaliados os niveis plasmaticos de glicose (GLU), colesterol total (COL), triglicerideos
(TRI), fracdes de colesterol (HDL e LDL), aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e creatinina (CRE). As analises foram realizadas com kits Bioclin®,
utilizando um analisador bioquimico automatizado Mindray BS-200E® (Mindray®).
Considerando o baixo volume de sangue em camundongos, ndo foi possivel coletar
quantidade suficiente de plasma de alguns animais e, portanto, o niimero final de amostras

variou entre 3 e 5.

4.4.5.5 Urinalise

A urindlise foi realizada no Laboratdrio de Hematologia da Universidade Comunitaria
da Regido de Chapeco, UNOCHAPECO. Para a urinalise foram avaliados urobilinogénio,

glicose, corpos cetonicos, bilirrubina, proteina total, acido ascdrbico, sangue, nitrito,
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leucocitos, pH e densidade. Os testes foram realizados pelas fitas de reagentes de

determinagdo rapida Uriquest Plus® (Labtest®).

4.4.5.6 Analises histopatologicas

As andlises histopatologicas foram realizadas no Laboratorio Veterinario Volta
Grande, localizado em Chapeco — SC. Apo6s o estudo das doses repetidas, os 6rgaos (cérebro,
coragdo, timo, bago, suprarrenais, rins ¢ figado) foram fixados em formalina tamponada
neutra a 10%. As amostras foram desidratadas com alcool, clarificadas com xilol, incluidas
em parafina, seccionadas e coradas com hematoxilina e eosina e entdo processadas e

examinadas por microscopia optica.

4.4.5.7 Analises estatisticas

A andlise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas de duas vias foi usada para
avaliar o peso corporal relativo dos camundongos e a ingestdo de alimentos. Os resultados do
peso relativo dos 6rgdos (estudo de doses repetidas), parametros hematoldgicos e bioquimicos
foram analisados por ANOVA de uma via. O teste post hoc de Bonferroni foi usado em todas
as analises. O peso relativo dos 6rgaos no estudo de toxicidade aguda foi analisado pelo teste ¢
ndo pareado. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo. O nivel de significAncia
adotado foi p < 0,05. O software GraphPad Prism® (GraphPad Software Inc, EUA) foi

utilizado para realizar as analises estatisticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises e os resultados obtidos para esta tese estdo apresentados a seguir. O
objetivo da apresentagdo e discussdo destes resultados ¢ comprovar que os ésteres acetato de
geranila e acetato de nerila podem ser sintetizados via catalise heterogénea pela rota proposta
com alta conversdo, bem como mostrar que os mesmos possuem a¢do antimicrobiana e baixa

toxicidade, validando as premissas da tese.

5.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

Os resultados para a sintese dos compostos relacionados com a avaliagao do uso do
catalisador e com o efeito das variaveis nas reacdes de esterificagdo sdo apresentados e

discutidos nesta segao.

5.1.1 Avaliac¢ao do uso do catalisador

Os resultados das analises de cromatografia gasosa (CG—FID) com e sem a utilizacao
do catalisador Lewatit® GF 101 para a sintese do acetato de geranila estdo apresentados na
Figura 8 e para a sintese do acetato de nerila na Figura 9.

Pelos cromatogramas, ¢ possivel verificar que o composto majoritario produzido pela
reacdo de esterificacdo entre geraniol (2,48 min) e anidrido acético ¢ o éster acetato de
geranila, com um sinal forte no tempo de retencao de 2,88 min (Figura 8), enquanto o
composto majoritario gerado apos o processo de esterificacdo do nerol (2,41 min) € o éster
acetato de nerila, observado no tempo de retencao de 2,82 min (Figura 9), ambos confirmados
pelo comparativo de espectros de massas da biblioteca NIST.

Os resultados do cromatograma de GC para geraniol e nerol estdo de acordo com os
encontrados por Sun et al. (2019), que observaram que o tempo de retengdo do geraniol
(trans) € ligeiramente superior ao do nerol (cis) na separacdo da mistura desses isdmeros
como consequéncia da pequena diferenga entre os pontos de ebulicdo. Além disso, os autores
também observaram que para outros isOmeros cis € trans, o tempo de retencao dos isdmeros
cis na andlise de cromatografia gasosa foi menor do que o dos isomeros trans, o que reforca
os resultados obtidos neste trabalho para acetato de geranila (zrans) e acetato de nerila (cis).

Cabe ressaltar que durante as reacdes de sintese foi observada a mudanga na coloragdo

da solugdo esperada, de incolor ao amarelo ambar. Esta coloragdo ¢ caracteristica da formagao
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do éster acetato de geranila (AL-BAWAB et al., 2010; BADGUJAR; BHANAGE, 2014;
PUBCHEM, 2019), sendo que ocorreu o aumento gradativo da sua intensidade com o passar
do tempo de reagdo, atingindo o maximo no tempo final da reacdo. Observagdes similares
foram realizadas na sintese do acetato de nerila, exceto que a coloracao visual do produto da

reacdo apresentou a tonalidade um pouco mais clara.

Figura 8 — Cromatograma de CG—FID para a sintese do acetato de geranila nas condi¢des de
temperatura de 30 °C, razao molar de 1:2 (geraniol:anidrido acético), velocidade de agitagao
de 250 rpm, contetdo de geraniol de 3 mmol e tempo de reagdo de 2 h sem a utilizagdo de

catalisador (a) e com a utilizagdo de 3% (m/m) do catalisador Lewatit® GF 101 (b).
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Fonte: a autora (2021).



89

Figura 9 — Cromatograma de CG-FID para a sintese do acetato de nerila nas condi¢des de
temperatura de 30 °C, razdo molar de 1:2 (nerol:anidrido acético), velocidade de agitacao de
250 rpm, conteudo de nerol de 3 mmol e tempo de reacdo de 2 h sem a utilizagdo de

catalisador (a) e com a utilizagdo de 3% (m/m) do catalisador Lewatit® GF 101 (b).
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Fonte: a autora (2021).

Desta forma, ¢ possivel afirmar que a reacdo de esterificagdo entre o geraniol e o
anidrido acético, catalisada pela resina de troca ionica Lewatit® GF 101, forma acetato de
geranila e 4cido acético, conforme equagdo estequiométrica apresentada na Figura 10(a),
enquanto a reagdo de esterificagdo entre o nerol e o anidrido acético, catalisada pela resina de
troca i6nica Lewatit® GF 101, forma acetato de nerila e 4cido acético, conforme equagao
estequiométrica apresentada na Figura 10(b). Cabe ressaltar que o solvente de analise
(metanol) e o 4cido acético foram detectados no tempo de retengdo de 0,9 min e 1,1 min,
respectivamente. Ambos confirmados pelo comparativo de espectros de massas da biblioteca

NIST.
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Figura 10 — Esquema para a reacdo de esterificacdo na sintese de acetato de geranila (a) e
acetato de nerila (b).
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Fonte: a autora (2021).

Além disso, é possivel verificar pela area dos picos que a conversdao do geraniol e a
formacdo de acetato de geranila sdo maiores quando utilizada a resina como catalisador
(Figura 8b) do que sem a utilizagdo de catalisador (Figura 8a). O mesmo pode ser observado
para a conversao do nerol e a formacao do acetato de nerila com catalisador (Figura 9b) e sem
catalisador (Figura 9a). Os resultados indicam também a presenca de outros compostos em
quantidades minoritarias (acetato de a-terpinila e diidrocarveol), que podem ser produtos de
reacdes paralelas envolvendo geraniol e nerol, indicando que as reagdes com o catalisador ndo
sao 100% seletivas para os ésteres acetato de geranila e acetato de nerila no tempo testado. A
conversdao das reacdes correspondentes e a seletividade para a formacao dos ésteres, em
termos da média com o desvio padrdo, estdo apresentadas na Tabela 4.

Observa-se na Tabela 4 que o catalisador proposto (resina Lewatit® GF 101)
aumentou a conversdo da reacdo de esterificacdo entre geraniol e anidrido acético em
aproximadamente 73% quando comparado a conversdao sem catalisador para condig¢des
experimentais idénticas. A conversao da reacdo de esterificagdao entre nerol e anidrido acético
usando o catalisador proposto (resina Lewatit® GF 101) foi aproximadamente 83% maior do

que sem catalisador. A reag¢do de esterificacdo sem catalisador foi 100% seletiva para acetato
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de geranila e para acetato de nerila no tempo de reagdo testado, enquanto que com o
catalisador proposto demonstrou uma reducdo de apenas 3% na seletividade para o acetato de

geranila e uma reducdo de 15,6% na seletividade para acetato de nerila.

Tabela 4 — Conversao e seletividade para a reacdo de sintese de acetato de geranila e acetato
de nerila com e sem o uso de catalisador nas condi¢des de temperatura de 30 °C, razdo molar
de 1:2 (&lcool:anidrido acético), velocidade de agitacao de 250 rpm, contetido de alcool de 3

mmol e tempo de reagdo de 2 h.

Conversao do alcool Seletividade para o
Reagente Ensaio
(%) éster (%)

Sem catalisador 15,44 £ 0,36 100,00 £ 0,00

Geraniol .
Com catalisador (3%, m/m) 88,28 £ 1,06 97,12+ 0,12
Sem catalisador 13,51 £ 0,55 100,00 + 0,00

Nerol ‘
Com catalisador (3%, m/m) 96,79 £ 0,87 84,40 £ 0,66

Fonte: a autora (2021).

Tischer et al. (2019) obtiveram um incremento de aproximadamente 90% na reacdo de
conversao de esterificagdo entre eugenol e anidrido acético para a sintese de acetato de
eugenila utilizando a resina Lewatit® GF 101 como catalisador, em condi¢des experimentais
Otimas. Assim, os resultados indicam que a resina Lewatit® GF 101 pode ser um potencial
catalisador para reacdes de esterificacdo, justificando, assim, seu estudo na sintese de acetato

de geranila e acetato de nerila.

5.1.2 Efeito das variaveis nas reacoes de esterificacao

O efeito das variaveis (temperatura, teor de catalisador e razao molar) na conversao de
geraniol e nerol e no rendimento de acetato de geranila e nerila foram avaliados a partir de
planejamento experimental DCCR. Os resultados para a sintese do acetato de geranila estao
apresentados na Tabela 5 (matriz do delineamento experimental), na Figura 11 (superficies de
resposta para a conversao de geraniol) e na Figura 12 (superficies de resposta para o
rendimento de acetato de geranila). Os resultados para a sintese do acetato de nerila estdao

apresentados na Tabela 6 (matriz do delineamento experimental), na Figura 13 (superficies de
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resposta para a conversao de nerol) e na Figura 14 (superficies de resposta para o rendimento

de acetato de nerila).

Tabela 5 — Matriz do delineamento experimental (valores reais e codificados) com a resposta
em termos de conversdo de geraniol e rendimento de acetato de geranila para o tempo de

reacdo de 15 min, agita¢do controlada de 250 rpm e conteudo inicial de geraniol de 3 mmol.

Rendimento
Teor de Raziao molar Conversao
Temperatura de acetato
Ensaio catalisador  geraniol:anidrido de geraniol
°O) de geranila
(% m/m) acético (mol/mol) (%)

(%)
1 -1 (35) -1(5) -1(1:3) 79,97 77,40
2 +1 (45) -1(5) -1(1:3) 89,68 87,00
3 -1 (35) +1 (9) -1(1:3) 98,28 90,60
4 +1 (45) +1 (9) -1(1:3) 95,75 90,30
5 -1 (35) -1(5) +1 (1:5) 89,47 87,10
6 +1 (45) -1(5) +1 (1:5) 95,75 90,40
7 -1 (35) +1(9) +1 (1:5) 98,68 92,40
8 +1 (45) +1(9) +1 (1:5) 89,57 86,90
9 -1,68 (31,6) 0(7) 0 (1:4) 96,05 90,30
10 +1,68 (48.,4) 0(7) 0 (1:4) 97,87 92,00
11 0 (40) -1,68 (3,6) 0(1:4) 77,94 76,00
12 0 (40) +1,68 (10,4) 0(1:4) 98,99 91,60
13 0 (40) 0(7) -1,68 (1:2,3) 96,66 89,90
14 0 (40) 0(7) +1,68 (1:5,7) 97,87 92,80
15 0 (40) 0(7) 0(1:4) 98,62 94,30
16 0 (40) 0(7) 0(1:4) 97,67 92,10
17 0 (40) 0(7) 0 (1:4) 96,56 91,50

Fonte: a autora (2021).
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Figura 11 — Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas para a conversdo de geraniol
em relagdo a interagdo de teor de catalisador com temperatura (a) e (b), razdo molar

(geraniol:anidrido acético) com temperatura (¢) e (d) e razado molar (geraniol:anidrido acético)
com teor de catalisador (e) e (f), respectivamente.
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Fonte: a autora (2021).

O aumento do teor de catalisador afetou positivamente a conversdo do geraniol para
todas as faixas de temperatura (Figura 11a e b) e razdo molar (Figura 11e e f) avaliadas. A
conversao foi de cerca de 90%, independentemente da temperatura e da razdo molar para o
teor de catalisador de 9%. Para um teor de catalisador menor que 7%, o aumento da
temperatura favoreceu a conversdao do geraniol de forma mais pronunciada do que o aumento
da razdo molar, ambos com efeito positivo. Para temperaturas acima de 45 °C (Figura 11c e
d), o aumento da razdo molar ndo influenciou na conversdo. Porém, para temperaturas
inferiores a 45 °C, o efeito do aumento da razdo molar foi favoravel. O modelo apresentou
coeficiente de determinagio (R°) de 0,99098, com nivel de confianca de 99% dentro da faixa
estudada, com influéncia linear significativa da temperatura, linear e quadratica do teor do
catalisador, linear da razao molar e linear da interacao entre temperatura e teor do catalisador
no consumo de geraniol. As condi¢des ideais para a conversdo do geraniol ocorrem em

temperatura de 45 °C, teor de catalisador em 9% e razdo molar em 1:4. Comparando a
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influéncia da temperatura na conversao da reacao obtida pelo modelo na faixa estudada com o
comportamento caracteristico padrao esperado pela lei de Arrhenius, nota-se que os resultados
obtidos pelo planejamento experimental correspondem apenas a um trecho da curva

exponencial com valores proximos ao comportamento linear.

Figura 12 — Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas para o rendimento de acetato
de geranila em relagdo a interacdo de teor de catalisador com temperatura (a) e (b), razao

molar (geraniol:anidrido acético) com temperatura (c) e (d) e razdo molar (geraniol:anidrido

acético) com teor de catalisador (e) e (f), respectivamente.

U
=)
=]

PSP
Py

(o enessd
o

ap GERIR 20 PR
{o]) R0
37 TIRIR0R 3P
(o) e
p CIFIEOR 3D OB

Teor de catalisador (%)
Razao molar (mol:mol)
Raz&o molar (mol:mol)

Temperatura (°C) Temperatura (°C) Teor de catalisador (%)

(b) (d) (H

Fonte: a autora (2021).

O aumento do teor de catalisador afetou positivamente o rendimento de acetato de
geranila para a mesma temperatura (Figura 12a e b) e razdo molar (Figura 12e e f) até
aproximadamente 7%. Temperaturas e razdes molares mais baixas requerem maior teor de
catalisador, enquanto temperaturas e razdes molares mais altas requerem teor de catalisador
proximo ao ponto central. Altas temperaturas (Figura 12¢ e d) requerem baixas razdes
molares e baixas temperaturas requerem altas razdes molares, porém, com efeito menos
significativo. O modelo apresentou coeficiente de determinagio (R°) de 0,93592, com nivel de

confianca de 99%, com influéncia linear e quadratica significativa do teor de catalisador. O
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rendimento de acetato de geranila pode ser otimizado em temperatura de 40 °C, teor de
catalisador de 7% e razdo molar de 1:4. Comparando os resultados entre a conversdo de
geraniol (Figura 11) e o rendimento de acetato de geranila (Figura 12) para razao molar de
1:4, o aumento no teor do catalisador até 9% implica em aumento de custos para o processo,
enquanto o teor de catalisador maior que 9% ou uma temperatura acima de 40 °C reduz a
formagao de acetato de geranila e favorece a formacdo de subprodutos, o que aumenta os

custos para separacao.

Tabela 6 — Matriz de delineamento experimental (valores reais e codificados) com a resposta
em termos de conversao de nerol e rendimento de acetato de nerila para o tempo de reacao de

15 min, agitagcdo controlada de 250 rpm e conteudo inicial de nerol de 3 mmol.

Rendimento
Teor de Razao molar
Temperatura Conversao de acetato
Ensaio catalisador nerol:anidrido
©O) de nerol (%) de nerila
(% m/m) acético (mol/mol)

(%)
1 -1 (30) -1(3) -1 (1:2) 70,91 57,83
2 +1 (40) -1(3) -1 (1:2) 60,80 50,96
3 -1 (30) +1(7) -1 (1:2) 93,68 71,33
4 +1 (40) +1 (7) -1 (1:2) 94,89 72,54
5 -1 (30) -1 (3) +1 (1:4) 61,95 57,30
6 +1 (40) -1 (3) +1 (1:4) 68,71 58,97
7 -1 (30) +1(7) +1 (1:4) 93,63 79,91
8 +1 (40) +1 (7) +1 (1:4) 96,25 79,16
9 -1,68 (26,6) 0(5) 0(1:3) 84,83 72,49
10 +1,68 (43.4) 0(5) 0(1:3) 91,22 76,36
11 035 -1,68 (1,6) 0(1:3) 39,47 36,74
12 0(35) +1,68 (8,4) 0(1:3) 96,07 74,15
13 0(35) 0(5) -1,68 (1:1,3) 83,75 59,58
14 035 0(5) +1,68 (1:4,7) 85,92 72,92
15 035 0(5) 0(1:3) 89,77 72,13
16 0(35) 0(5) 0(1:3) 93,32 75,22
17 0(35) 0(5) 0(1:3) 88,45 70,34

Fonte: a autora (2021).
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Figura 13 — Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas para a conversao de nerol em
relacdo a interagdo de teor catalisador com temperatura (a) e (b), razdo molar (nerol:anidrido

acético) com temperatura (c) e (d) e razdo molar (nerol:anidrido acético) com teor de

catalisador (e) e (f), respectivamente.
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Fonte: a autora (2021).

O aumento do teor de catalisador afetou positivamente a conversao do nerol em todas
as faixas de temperatura (Figura 13a e b) e razdo molar (Figura 13e e f) avaliadas. Para o teor

de catalisador de 7%, um aumento na temperatura e na razao molar favoreceu a conversao do

nerol. Em relagdo a interagdo entre a temperatura e a razdo molar (Figura 13c e d), a

conversao do nerol ¢ favorecida em temperaturas acima de 35 °C e razdes molares acima de
1:3. A conversdo foi proxima da maxima para temperaturas acima de 35 °C e razdo molar
entre 1:3 e 1:4 para o teor de catalisador de 7%. O modelo apresentou influéncia linear e
quadratica significativa do teor de catalisador no consumo de nerol dentro da faixa estudada e
coeficiente de determinacao (RZ) de 0,98214 com nivel de confianga de 99%. As condigdes
ideais para a conversdo do nerol ocorrem em temperaturas acima de 35 °C, teor de catalisador
de 7% e razao molar entre 1:3 e 1:4. Assim como para conversao do geraniol, a influéncia da
temperatura na conversao da reac¢do obtida pelo modelo na faixa estudada € consistente com o

comportamento caracteristico padrao esperado pela cinética de reagdes quimicas. Além disso,



97

os resultados obtidos pelo modelo para o efeito do teor de catalisador, tanto na conversao do
geraniol quanto na do nerol, confirmam a atividade catalitica, na qual hd uma redugdo da

barreira de energia e um aumento da velocidade de reacdo onde a conversao ¢ favorecida pelo

aumento da disponibilidade do catalisador.

Figura 14 — Superficies de resposta e curvas de contorno obtidas para o rendimento de acetato
de nerila em relagdo a interacao de contetido do catalisador com temperatura (a) e (b), razao
molar (nerol:anidrido acético) com temperatura (c¢) e¢ (d) e razdo molar (nerol:anidrido

acético) com contetudo de catalisador (e) e (f), respectivamente.
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Fonte: a autora (2021).

O aumento do teor de catalisador afetou positivamente o rendimento de acetato de
nerila para a mesma temperatura (Figura 14a e b) e razdo molar (Figura 14e e f) até
aproximadamente 7%. Para uma razao molar de 1:4, o aumento da temperatura (acima de 35
°C) favoreceu o rendimento do acetato de nerila (Figura 14c e d). Para o teor de catalisador de
7%, o aumento da temperatura (acima de 40 °C) e da razdo molar favoreceu o rendimento do
acetato de nerila. Portanto, o rendimento de acetato de nerila pode ser otimizado em
temperaturas acima de 40 °C, teor de catalisador de 7% e uma razao molar de 1:4. O modelo

apresentou uma influéncia linear e quadratica significativa do teor de catalisador e uma
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influéncia linear da razdo molar dentro da faixa estudada, com coeficiente de determinacao
(R%) de 0,97645 ¢ nivel de confianca de 99%. Comparando os resultados para a conversdo de
nerol (Figura 13) e rendimento de acetato de nerila (Figura 14), nota-se que, para o teor de
catalisador de 7%, em temperaturas entre 35 e 40 °C e razdo molar entre 1:3 e 1:4, nem todo
nerol consumido foi convertido em acetato de nerila, indicando que, assim como o geraniol, o
nerol pode estar participando de reagdes paralelas que levam a formagao de subprodutos.

Os resultados obtidos estdo de acordo com outros estudos relatados na literatura para
sintese de ésteres por esterificacao de alcool utilizando catalise heterogénea. Bhavsar e Yadav
(2019), Yadav e Rahuman (2003), Tischer et al. (2019), Chen et al. (2016), Murcia et al.
(2018), Yadav e Kamble (2018), Kirdi, Akacha e Gargouri (2016), Xiong et al. (2014) e
Couto et al. (2011) observaram que o aumento do conteudo do catalisador teve um efeito
positivo na conversdao da reacdo. Além disso, para Bhavsar ¢ Yadav (2019), Yadav e
Rahuman (2003) e Murcia et al. (2018), o teor de catalisador foi a varidvel com maior
influéncia no aumento da conversdo da reacdo. O efeito positivo do aumento da temperatura
na conversao do alcool foi observado por Yadav e Rahuman (2003), Tischer et al. (2019),
Chen et al. (2016), Murcia et al. (2018), Yadav e Kamble (2018), Xiong et al. (2014), Patel et
al. (2016) e Bourkaib et al. (2018), enquanto o efeito positivo do aumento da razdo molar foi
demonstrado por Bhavsar ¢ Yadav (2019), Yadav e Rahuman (2003), Murcia et al. (2018),
Yadav e Kamble (2018), Kirdi, Akacha e Gargouri (2016) e Badgujar e Bhanage (2014).

5.2 ESTUDO CINETICO E MECANISMO PROPOSTO

Os resultados para o estudo cinético das reacdes de esterificagdo, avaliagdo da taxa de

reagdo e mecanismo proposto sdo apresentados e discutidos nesta segao.
5.2.1 Cinética das reacoes de esterificacao
O estudo cinético foi realizado considerando a formacdo de subprodutos, que foi

confirmada através dos resultados experimentais apresentados na Secao 5.1. Genericamente, a

reacao principal (Equacdo 1) e a reagdo paralela (Equagdo 2) podem ser expressas como:

. k1 . ,
Alcool (A) + Anidrido acético (B) > Ester (C) + Acido acético (D) (1)
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. k;
Alcool (A) = Subprodutos (E) (2)

onde o alcool (A) representa geraniol ou nerol, enquanto o éster (C) representa acetato
de geranila ou acetato de nerila. Na reacdo paralela, geraniol e nerol podem ser convertidos
em outros alcoois (subprodutos), que também podem reagir com o anidrido acético para
formar ésteres derivados.

A conversao de geraniol e nerol, bem como a seletividade para o acetato de geranila e
nerila, em funcdo do tempo em condigdes experimentais Otimas para a esterificacdo com
anidrido acético por catdlise heterogénea utilizando a resina Lewatit® GF 101 foi avaliada.

Os resultados estdo apresentados na Figura 15.

Figura 15 — Conversao e seletividade em fun¢do do tempo nas condi¢des de reacdo Otimas
obtidas a partir do delineamento experimental (temperatura de 40 °C, teor de catalisador de
7%, razao molar de 1:4, velocidade de agitagdo de 250 rpm e contetdo inicial de alcool de 3

mmol) para a sintese de (a) acetato de geranila e (b) acetato de nerila.
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Fonte: a autora (2021).

Os resultados mostram (Figura 15a) que ¢ possivel alcancgar altas conversdes de
geraniol com alta seletividade para acetato de geranila. A conversdo de geraniol aumentou
gradualmente de 70,34% (10 min) para 100% (70 min), enquanto a seletividade do acetato de
geranila caiu de 97,41% (10 min) para 95,94% (70 min), aumentando a formacdo de
subprodutos. No tempo de reacdo de 40 min, a conversao do geraniol foi proxima da maxima
(98,28%) e a seletividade para o acetato de geranila foi alta (96,48%), indicando que a reacao

pode ser interrompida neste momento para maximizar o consumo de geraniol e o rendimento
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do acetato de geranila. Além disso, a reducdo na seletividade aos 70 min de reagdo foi de
apenas 1,5%. Portanto, conduzir a reacdo ao longo deste tempo também € uma alternativa
interessante para minimizar os processos de separagdo subsequentes para remover o residuo
de geraniol.

Na Figura 15b, ¢ possivel observar que a conversdo do nerol aumentou gradualmente
de 58,91% (5 min) para 100% (40 min), enquanto a seletividade para o acetato de nerila
reduziu de 86,26% (5 min) para 82,34% (40 min). No tempo de rea¢do de 30 min, o consumo
de nerol e o rendimento de acetato de nerila podem ser maximizados, pois a conversao do
nerol foi préxima da maxima (98,11%) e a seletividade para o acetato de nerila foi alta
(86,10%). Porém, para minimizar os processos de separa¢do para remocdo do residuo de
nerol, uma alternativa interessante ¢ realizar a reacao até 40 min, tempo em que a redugdo da
seletividade foi de apenas 3,92% e a conversdo do nerol foi maxima.

Cabe ressaltar que os possiveis subprodutos das reacdes paralelas dos dlcoois sdo o o-
terpineol e o diidrocarveol, que podem reagir com anidrido acético para formar seus ésteres
derivados. Foi detectada nas andlises cromatograficas a presenca do éster acetato de o-
terpinila e do alcool diidrocarveol em quantidades minoritarias.

Chen et al. (2016) obtiveram valores de conversao ¢ seletividade de 83,2% e 77,4%
utilizando a resina Lewatit® K 2620 e de 72,3% e 83,3% utilizando a resina D 72 como
catalisadores na sintese de acetato de geranila para a temperatura de 50 °C, tempo de reagdo
de 2 h, concentragdo de catalisador de 2% (mol), propor¢dao molar de 1:1 (geraniol:anidrido
acético) e conteudo inicial de 0,02 mol de geraniol. Tischer et al. (2019) alcancaram 100% de
conversao em 60 min de reacdo sob condi¢des de temperatura (30 °C), conteudo de
catalisador (1% m/m), razdo molar (1:1, eugenol:anidrido acético) e velocidade de agitacao
(300 rpm) na sintese de acetato de eugenila utilizando a mesma resina deste trabalho como
catalisador.

Também ¢ importante comparar os resultados obtidos para a sintese dos compostos
com aqueles obtidos por catélise enzimatica. Couto et al. (2011) obtiveram conversdo de
aproximadamente 80% em 4 dias (900 mg da enzima Novozym 435, 35 °C, 100 bar e vazao
de 0,25 mL'min™"). Badgujar e Bhanage (2014) alcan¢aram uma conversdo de 99% em 3 h de
reacdo (55 °C, 50 mg da enzima lipase de Pseudomonas cepacia, propor¢ao molar de 1:4 de
geraniol para acetato de vinila). Xiong et al. (2014) obtiveram, aproximadamente, 100% de
conversdo em 4 h de reacio (30 °C, 240 rpm, 12 mg'mL™" da enzima lipase de Pseudomonas

fluorescens, 300 mM de concentragdao de geraniol e 3 mL de acetato de vinila). Patel et al.
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(2016) alcangaram a conversao de 94% em 6 h de reagdo (0,1:0,4 M de geraniol para acetato
de vinila, 40 °C, 50 mg'mL" da enzima lipase de Candida rugosa e 150 rpm de agitacio).
Kirdi, Akacha e Gargouri (2016) obtiveram 82% de rendimento em 6 h de reacdo em
condi¢des quase anidras (55 °C, 6% em peso da enzima lipase de Rhizomucor miehei, razao
molar de 1:5 de geraniol para acetato de etila). Bourkaib et al. (2018) alcangaram uma
conversao de 73,8 £ 0,9% com aproximadamente 20 min de reag¢do (65 °C, 150 bar e uma
mistura equimolar de reagentes) com leito fixo da enzima Lipozyme® 435. Yadav e Kamble
(2018) obtiveram conversao proxima a 96% em 1 h de reacdo em condig¢des ideais (55 °C,
300 rpm, 0,06% m/m da enzima Novozyme® 435 e propor¢do molar de 1:4 de geraniol para
acetato de vinila). Murcia et al. (2018) alcangaram, em 2 h de reagdo, 98,4% de conversao de
acetato de geranila nas melhores condi¢des experimentais (30 °C, 300 rpm, 50 mg da enzima
Novozyme® 435, razdo molar de 1:1,5 de geraniol para acetato de vinila e 50 mM de
concentragdo de geraniol). Bhavsar e Yadav (2019) obtiveram 83% de conversdo de geraniol
com 100% de seletividade para o acetato de geranila em 2 h de reagdo (razao molar de 1:7 de
geraniol para acetato de etila, 12,7 gL' da enzima Novozyme® 435 ¢ 60 °C). Lozano, Bernal
e Navarro (2012) obtiveram 56% de rendimento de acetato de nerila para a esterificagdo do
nerol por catalise heterogénea com temperatura a 50 °C, tempo de reagao de 2 h, contetido de
catalisador em 20 mg (enzima Novozyme® 435), 2 mmol de acido acético, 3 mmol de nerol e
50 % (em base maéssica) de liquido i6nico. Jiang e Cheng (2020) mostraram conversdo de
nerol de 91,6% com 100% de seletividade para acetato de nerila sob condi¢des de razao molar
de 1:12,6 (nerol:acetato de etila), contetdo de catalisador de 2,6% em peso (Novozyme®
435) e temperatura de 52,7 °C por 2 h de tempo de reacao.

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os outros trabalhos relatados, ¢
possivel observar que a rota proposta para a sintese do acetato de geranila e do acetato de
nerila € uma alternativa interessante com potencial para aplicagdes industriais, apresentando
alta conversao e seletividade, baixo tempo de reacao e possibilidade de economia de energia e

reagentes.
5.2.2 Taxa de reacao
Considerando a reacdo de esterificacdo entre geraniol ou nerol e anidrido acético

catalisada pela resina Lewatit® GF 101 realizada em um reator de tanque agitado descontinuo

(batelada), assumindo as hipoteses de reagdo irreversivel, mistura completa e condi¢des
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isotérmicas, a taxa de formagdo de acetato de geranila ou nerila (Equagdo 3) e subprodutos

(Equagdo 4) e a taxa de consumo de geraniol ou nerol (Equacao 5) podem ser escritas como:

dCc/dt = 1o = k,CZCE 3)
dCE/dt == T‘E = kZCf)l/ (4)
—dCy/dt = 1, = ki CICE + kyCY (5)

As condigdes iniciais podem ser escritas como:

t = 0, CA - CAO; CB == CBO; CC = CCO = O, CE == CEO = 0. (6)

O monitoramento das reagdes realizado nas condigcdes Otimas obtidas pelo
planejamento experimental possibilitou a determinagdo da concentragdo dos componentes ao

longo do tempo, cujos resultados estdo apresentados na Figura 16.

Figura 16 — Concentracdo em fun¢do do tempo em condi¢des 6timas de reacdo obtidas a partir
do delineamento experimental (temperatura de 40 °C, teor de catalisador de 7%, razdo molar
de 1:4, velocidade de agitagdo de 250 rpm e contetido inicial de alcool de 3 mmol) para a

sintese de (a) acetato de geranila e (b) acetato de nerila.
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Os resultados (Figura 16) mostram um comportamento tipico para perfis de
concentragdo de reacdes paralelas com reducdo gradual da concentragdo de geraniol e nerol,
enquanto a concentragdo de acetato de geranila, acetato de nerila e subprodutos aumentam
gradativamente até atingir o estado estacionario.

As constantes cinéticas (k; € k) e as constantes de ordem para as reagdes principais (a

e f) e para as reagdes paralelas (y) foram estimadas por regressdo nao linear usando o
software OriginPro® (OriginLab, EUA) e as informagdes dos dados experimentais para os
perfis de concentragdo (Figura 16) e o modelo proposto para a taxa de reagdo (Equagdes 3 -
6). Os resultados para a taxa de reagdo em fun¢do da concentracdo de geraniol e nerol estdo

apresentados na Figura 17 e os resultados dos parametros cinéticos e estatisticos na Tabela 7.

Figura 17 — Taxa de reagdo em funcdo da concentragdo de alcool em condi¢des 6timas de
reacdo obtidas a partir do delineamento experimental (temperatura de 40 °C, teor de
catalisador de 7%, razdo molar de 1:4, velocidade de agitacdo de 250 rpm e contetido inicial

de alcool de 3 mmol) para a sintese de (a) acetato de geranila e (b) acetato de nerila.
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Fonte: a autora (2021).

A taxa de reagdo para a formagdo do acetato de geranila (Figura 17a) e do acetato de
nerila (Figura 17b) apresentou o comportamento esperado. Para altas concentracdes de
geraniol e nerol, que representam a fase inicial da reagdo, a taxa foi elevada, diminuindo e se
aproximando do estado estacionario conforme a reacdo progrediu e a concentracdo de

geraniol e nerol foi reduzida.
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Tabela 7 — Parametros cinéticos e estatisticos nas condi¢des ideais de reagdo obtidas a partir
do delineamento experimental (temperatura de 40 °C, teor de catalisador de 7%, razdo molar

de 1:4, velocidade de agitacdo de 250 rpm e conteudo inicial de alcool de 3 mmol).

Sintese Parametros cinéticos Parametros estatisticos
k; (mmol™%®-mL % min")  84,530x107 R’ 0,95184
a 0,692 R adj. 0,93257
Acetato de B 0,000 RMSD 1,38049x10™
geranila k> (mmol™ - mL " min")  2,720x107 SSE 6,90245x10™
2 5 5
y 0,485
k; (mmol™¥-mL " min")  125,06x107 R’ 0,95857
a 0,811 R adj. 0,94476
::izto de B 0,000 RMSD 2,28046x10™
k> (mmol™*mL " min")  20,92x107 SSE 0,00137
y 0,618

Fonte: a autora (2021).

Os resultados para os parametros cinéticos (Tabela 7) mostram que a concentracao de
anidrido acético ndo influenciou na taxa de reacdo (B = 0), possivelmente devido ao seu
excesso quando comparado ao geraniol (Cy9 = 1,8128 mmol'mL" e Cgp=7,2514 mmol'mL™)
e ao nerol (Cy = 1,8077 mmol'mL" e Cgg = 17,2307 mm01~mL'1), um comportamento
esperado para a taxa de uma reacao irreversivel com excesso de reagente. A constante cinética
da reacao principal na sintese de acetato de geranila foi aproximadamente 31 vezes maior do
que a constante cinética da reagdo secundaria, enquanto na sintese do acetato de nerila foi 6
vezes maior, demonstrando como a formacdo de acetato de geranila e acetato de nerila ¢é
favorecida em relagdo aos subprodutos em condigdes ideais. Essas diferencas podem estar
relacionadas a estabilidade, reatividade e seletividade dos isdmeros geraniol (trans, E-) e
nerol (cis, Z-) devido as alteragdes na conformagdo da molécula e acessibilidade aos grupos
funcionais (XU et al., 2014).

Chen et al. (2016) obtiveram resultados para as constantes cinéticas na sintese de
acetato de geranila com valores em ordem de grandeza semelhantes aos encontrados neste
trabalho, com a constante cinética da reacdo principal (k; = 197,9x107 kL-mol”min™)
aproximadamente 32 vezes maior que a da reagdo secundaria (k; = 6,1x107 min'l) para um

modelo pseudo-homogéneo com a cinética de pseudo-primeira ordem. Os autores obtiveram



105

os valores citados em condi¢des experimentais de temperatura de 40 °C, teor de catalisador de
2% (em base molar), razdo molar de geraniol para anidrido acético de 1:1 e tempo de reagdo
de 2 h com um catalisador heterogéneo a base de 1,10 fenantrolina funcionalizada com acido
metilsulfonico.

Os valores dos parametros estatisticos para a soma dos erros quadraticos (SSE) e da
raiz do desvio quadratico das médias (RMSD) entre os valores reais € os propostos pelo
modelo foram muito baixos. Os valores de R° ¢ o R’ adj. foram altos e proximos entre si,
indicando que o modelo cinético proposto representou adequadamente os resultados
experimentais (BADGUJAR; BHANAGE, 2014) para a sintese de acetato de geranila e nerila
a partir de geraniol ou nerol e anidrido acético catalisado pela resina Lewatit® GF 101 em

condi¢des Otimas de reagao.

5.2.3 Mecanismo proposto

A reacdo entre o geraniol ou nerol e o anidrido acético catalisada pela resina Lewatit®
GF 101 ocorre predominantemente na fase liquida devido ao baixo teor de catalisador em
relacdo a massa total da mistura reacional, na qual o anidrido acético atua como reagente e
solvente. A resina Lewatit® GF 101 possui a presenca de grupos acido sulfénico em sua
estrutura, os quais sao responsaveis pela catalise de reagdes de esterificacao entre dlcoois com
acidos carboxilicos ou anidridos. Assim, pode-se sugerir o mecanismo de reagdo para a
sintese do acetato de geranila e nerila a partir do geraniol ou nerol e do anidrido acético
através da catalise heterogénea utilizando a resina Lewatit® GF 101 (Figura 18).

Vérios estudos na literatura relatam que as reagdes de esterificacdo do dalcool
catalisadas por resinas de troca i6nica 4cidas seguem um modelo cinético pseudo-homogéneo
ou pseudo-heterogéneo (CHEN et al., 2016; JAGADEESHBABU et al., 2011; KOLAH et al.,
2008; GANGADWALA et al., 2003; XU; CHUANG, 1996). O modelo pseudo-homogéneo ¢
aplicavel para reacdoes em fase liquida catalisadas por resinas de troca idnica fortemente
acidas nos casos em que um dos reagentes ou o solvente ¢ altamente polar (CHAKRABARTTI;
SHARMA, 1993). Tais caracteristicas representam a reacdo estudada e, portanto, o modelo
pseudo-homogéneo foi escolhido para representar o estudo cinético € 0 mecanismo proposto

neste trabalho.
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Figura 18 — Esquema sugerido para o mecanismo da sintese de (a) acetato de geranila a partir
da esterificagdo do geraniol e (b) acetato de nerila a partir da reagdo de esterificagdo do nerol

com anidrido acético catalisada pela resina Lewatit® GF 101.
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Fonte: a autora (2021).
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O 4cido sulfonico ¢ considerado um acido de Brensted e, quando usado como
catalisador, segue o mecanismo de catalise acida (OTERA; NISHIKIDO, 2009). No
mecanismo das reagdes de esterificacdo catalisadas por acidos homogéneos, uma carbonila
protonada - de um acido carboxilico ou de um anidrido - ¢ atacada por uma molécula de
alcool nucleofilico (MIAO; SHANKS, 2011; OTERA; NISHIKIDO, 2009; RONNBACK et
al., 1997). Quando catalisadores s6lidos funcionalizados com 4cidos de Brensted sdo usados,
um comportamento semelhante ao mecanismo de esterificagao da catalise homogénea pode
ser esperado (MIAO; SHANKS, 2011; KOSTER et al., 2001). Nesse caso, a presenca de
componentes polares causa a solvatacdo do grupo —SO;H ligado ao polimero e o proton
solvatado realiza a catalise, assim como o mecanismo com eletrolitos dissolvidos

(CHAKRABARTI; SHARMA, 1993).

5.3 AVALIACAO DOS CICLOS DE REUTILIZACAO DO CATALISADOR

Os ciclos de reutilizagdo do catalisador foram avaliados em termos da conversdo de
geraniol ou nerol e da seletividade para o acetato de geranila ou nerila em condi¢des
experimentais Otimas obtidas a partir do delineamento experimental. Os resultados sdo

apresentados na Figura 19.

Figura 19 — Conversao e seletividade da reagdo nos ciclos de reutilizagdo da resina Lewatit®
GF 101 como catalisador em condi¢des Otimas obtidas a partir do delineamento experimental
(temperatura de 40 °C, teor de catalisador de 7%, razao molar de 1:4, velocidade de agitacao
de 250 rpm e conteudo inicial de alcool de 3 mmol) para a sintese de (a) acetato de geranila

em 70 min de reacdo e (b) acetato de nerila em 40 min de reagdo.
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Os resultados apresentados (Figura 19a) mostram uma reducdo na conversdo do
geraniol e um aumento na seletividade do acetato de geranila para 9 ciclos de uso. Apos 3
ciclos, a conversdo do geraniol reduziu de 100% para 94,43% e a seletividade aumentou de
95,94% para 97,19%, um resultado atraente para aplicacdo industrial. A redu¢do da conversao
foi mais significativa do ciclo 4 para o 9 (de 86,07% para 66,59%), enquanto a seletividade
continuou a aumentar (de 98,02 para 99,49%). J& para a sintese de acetato de nerila (Figura
19b), observa-se que, apos 9 ciclos de uso, houve uma redu¢do na conversao do nerol e um
aumento na seletividade do acetato de nerila. Do primeiro para o terceiro ciclo, a conversao
diminuiu de 100% para 96,68% e a seletividade aumentou de 82,34% para 83,78%. Do
terceiro para o quarto ciclo, a variacdo foi mais significativa, com redugao de 96,68% para
89,46% na conversdo e aumento de 83,78% para 88,93% na seletividade. Do quarto para o
nono ciclo, a conversao apresentou tendéncia de reducdo (de 89,46% para 78,93%), enquanto
a seletividade apresentou tendéncia de aumento (de 88,93% para 91,63%), porém com
maiores variagoes.

Cabe ressaltar que os resultados obtidos mostram que, para altas conversdes de
geraniol e nerol, a reacdo de formacdo de subprodutos ¢ favorecida, indicando que parte do
geraniol e do nerol consumido ndo esta formando acetato de geranila e acetato de nerila e,
portanto, a seletividade diminui. Porém, quando a conversdo de geraniol e nerol diminui, a
reagdo principal ¢ favorecida e, consequentemente, maior seletividade para o acetato de
geranila e acetato de nerila é observada. A reducdo no consumo de geraniol e nerol pode estar
associada a diminuicdo da atividade catalitica da resina com o aumento dos ciclos de
reutilizagao.

Para verificar a ocorréncia de possiveis alteragdes estruturais que podem ter
influenciado na redu¢do da atividade catalitica, uma analise por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) do catalisador antes e depois dos ciclos de
reutilizagdo na sintese do acetato de geranila foi realizada. Os resultados estdo apresentados

na Figura 20.
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Figura 20 — Espectro de FTIR obtido para a resina Lewatit® GF 101 usada como catalisador
na reagdo de esterificagdo para sintese do acetato de geranila a partir de geraniol e anidrido

acético.
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Fonte: a autora (2021).

O espectro FTIR do catalisador antes do uso (Figura 20) mostra picos caracteristicos
de ligagdes O =S =0 em 1351 cm™, alongamento de vibragdes de ligagdes C — S em 667 cm’
Te de ligagdes OH em 3309 cm'l, indicando a funcionaliza¢do da resina com acido sulfonico,
conforme indicacdo do fabricante (LANXESS, 2014). As caracteristicas poliméricas basicas
da resina podem ser observadas por picos de vibragdes de alongamento das ligacdes C — H em
2979 cm™ € 2925 cm™ e vibragdes de flexdo das ligagdes C — H nos grupos CHs em 1445 cm’
"¢ 1373 em™. O espectro FTIR do catalisador ap6s o uso (Figura 20) mostra picos
caracteristicos de ligagdes O =S = O em 1344 cm™, alongamento de vibragdes de ligacdes C
— S em 653 cm™ e de ligagdes OH em 3375 cm™. As caracteristicas poliméricas bésicas da
resina podem ser observadas por picos de vibracdes de alongamento das ligacdes C — H a
2910 cm™ ¢ 2857 cm™! e vibragdes de flexdo das ligagdes C — H nos grupos CHj a 1430 cm™.
Além disso, mudangas nos sinais podem ser observadas na faixa de 1740 cm™ a 1490 cm™.

Os resultados estao de acordo com Silverstein et al. (2005) para faixas de detec¢ao de
picos em espectros FTIR para vibragdes de alongamento atribuidas a ligagdes C — S (700 cm’™
a 600 cm™), para ligacdes O = S = O assimétricas (1350 cm™” a 1342 cm™) e simétricas (1165
cm™ a 1150 cm™) de 4cido sulfonico, para ligacdes OH com sinal forte e amplo (3400 cm™ a
3200 cm™), para alongamento de vibragdes atribuidas a ligagdes C — H de hidrocarbonetos

(3000 cm™ a 2840 cm™) e para vibragdes de flexdio C — H em grupos CHj assimétricas
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(aproximadamente 1450 cm™) e simétricas (aproximadamente 1375 cm™).

Comparando o espectro de FTIR do catalisador antes e apds o uso, observa-se que
houve mudangas nas bandas de absor¢ao, indicando possiveis mudangas estruturais na resina
que podem estar associadas a reducao de desempenho. No entanto, as ligagdes
correspondentes ao grupo sulfonico responsavel pela catélise ainda estdo presentes, indicando
que apos 9 ciclos de reutilizacdo o catalisador ainda apresenta atividade catalitica.

Tischer et al. (2019) constataram que, ap6s 10 ciclos de reutilizagdo, a resina Lewatit®
GF 101 manteve a producdo de acetato de eugenila acima de 95% em 60 min de reagcdo sob
condi¢des experimentais (ndo otimizadas) de temperatura (30 °C), contetdo de catalisador
(1%, m/m), razdo molar (1:1) e velocidade de agitagdo (300 rpm). Em relagdo a sintese de
acetato de geranila, trabalhos abordando a catédlise enzimatica sdo reportados na literatura.
Badgujar e Bhanage (2014) observaram uma redugao na conversao de aproximadamente 17%
(de 87% para 70%) apods 5 ciclos de uso da enzima. Xiong et al. (2014) mostraram que a
atividade da lipase foi mantida com 9 ciclos de uso. Patel et al. (2016) constataram que apos 2
ciclos de uso, a lipase manteve aproximadamente 70% de sua atividade inicial. Kirdi, Akacha
e Gargouri (2016) observaram 4 ciclos de uso sem diminuir o rendimento da rea¢do. Bourkaib
et al. (2018) constataram que a enzima manteve a conversdo da reagdo com pequenas
variagoes apods 6 ciclos de uso. Yadav e Kamble (2018) observaram que com 5 ciclos de uso a
reducdo na conversdo sob condi¢des otimas foi de 7%. Bhavsar e Yadav (2019) mostraram
que apos 3 ciclos de uso a conversdo da reag¢do reduziu de 83% para 64,8%. Observa-se que
as enzimas apresentam tendéncia de manuten¢do ou de baixa perda da atividade catalitica por
um numero de ciclos de uso maior do que a resina. Esta diferenca de ciclos entre enzima e
resina pode estar associada com os ions H' da resina, o que niio ocorre com as enzimas visto
que seria necessaria a inativagdo ou envenenamento da triade catalitica.

A partir da comparagdo dos resultados obtidos com os trabalhos reportados na
literatura citados acima, observa-se que a resina Lewatit® GF utilizada como catalisador para
as reagoes de sintese do acetato de geranila e acetato de nerila a partir da esterificagdo de
geraniol/nerol com anidrido acético demonstra bom desempenho e capacidade de reutilizacao,

resultados que sdo interessantes para aplicagdes industriais.
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5.4 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Os resultados para a caracterizagdo quimica, térmica, avaliacdo da atividade

antimicrobiana e da toxicidade oral dos compostos sao apresentados e discutidos nesta secao.

5.4.1 Caracterizacio quimica

Esta se¢do engloba os resultados para a ressonancia magnética nuclear, espectroscopia

de infravermelho com transformada de Fourier e cromatografia gasosa dos compostos.
5.4.1.1 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN °C ¢ RMN 'H foi realizada
para confirmar a estrutura quimica dos compostos acetato de geranila (Figura 21) e acetato de

nerila (Figura 22) obtidos através da sintese pela rota proposta.

Figura 21 — Espectro obtido com o acetato de geranila sintetizado a partir da reacdo de
geraniol e anidrido acético catalisada pela resina Lewatit® GF 101 de (a) RMN C, (b)
DEPT 135 de RMN "*C e (c) RMN 'H.
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Os espectros de RMN °C (Figura 21a e b) mostram picos caracteristicos associados a

presenca de carbonos no acetato de geranila. O pico em 6 = 170,89 representa o grupo R — CO
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— OR. Os picos em 6 = 142,00 e 6 = 131,62 representam carbonos com ligacao insaturada
(dupla). Os picos em & = 123,72 ¢ 6 = 118,35 mostram sinal positivo e representam carbonos
de ligacao dupla e, portanto, correspondem a grupos CH. O pico em & = 61,26 corresponde ao
grupo CH; — O. Os picos em & = 39,47 e § = 26,24 mostram sinal negativo e correspondem a
grupos CH,. Os picos em & = 25,55, 8 = 20,85, d = 17,56 e & = 16,32 mostram sinais positivos
e correspondem aos grupos CHs.

O espectro de RMN 'H do acetato de geranila (Figura 2lc) mostra picos
caracteristicos em 6 = 5,36 — 5,33 (2144,81 Hz - 2131,84 Hz) e 6 = 5,10 — 5,07 (2040,94 Hz —
2027,22 Hz) para grupos CH, em o = 4,60 — 4,58 (1839,89 Hz — 1832,71 Hz) para o grupo
CH; - O, em & = 2,23 (891,88 Hz) para o grupo CHj ligado a carbonila, em 6 = 2,10 — 2,06
(839,88 Hz — 824,39 Hz) para grupos CH,, em & = 1,82 (726,45 Hz) e 6 = 1,71 — 1,60 (682,63
Hz — 641,34 Hz) para grupos CHj; ligados a carbonos de ligagao dupla.

Figura 22 — Espectro obtido com o acetato de nerila sintetizado a partir da reagdo de nerol e
anidrido acético catalisada pela resina Lewatit® GF 101 de (a) RMN "°C, (b) DEPT 135 de
RMN "C ¢ (c) RMN 'H.
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Os espectros de RMN "*C (Figura 22a e b) mostram picos caracteristicos associados a
presenca de carbonos no acetato de nerila. Os picos em 6 = 17,59, 6 = 20,96, 6 =23,45¢ 6 =
25,64 mostram sinais positivos e correspondem aos grupos CHjs. Os picos em 6 = 26,64 ¢ 6 =
32,15 mostram sinal negativo e correspondem a grupos CH,. O pico em & = 61,08
corresponde ao grupo CH; — O. Os picos em 0 = 119,22 ¢ 6 = 123,60 mostram sinal positivo e
representam carbonos de ligacdo dupla, portanto, eles correspondem a grupos CH. Os picos
em 0 = 132,06 e 6 = 142,48 representam carbonos com ligacao insaturada (dupla). O pico em
0 = 171,00 representa o grupo R — CO — OR.

O espectro de RMN 'H do acetato de nerila (Figura 22¢) mostra picos caracteristicos
em & = 1,82 (728,34 Hz) e 6 = 1,77 — 1,60 (706,81 Hz — 641,97 Hz) para grupos CHj ligados
a carbonos de ligacdo dupla, em 6 = 2,11 — 2,05 (844,29 Hz — 821,00 Hz) para grupos CHa,
em 0 = 2,23 (891,25 Hz) para o grupo CHj ligado a carbonila, em 6 = 4,57 — 4,55 (1827,30
Hz — 1819,99 Hz) para o grupo CH, — O, em 6 = 5,38 — 5,34 (2152,24 Hz—2137,76 Hz) ¢ & =
5,11 — 5,08 (2043,34 Hz — 2030,75 Hz) para grupos CH.

Os resultados obtidos para o acetato de geranila (Figura 21) e para o acetato de nerila
(Figura 22) estdo de acordo com os apresentados por Silverstein et al. (2005) para bandas de
detecgdo de pico em espectros de RMN "°C, para grupo R — CO — OR (8 = 175 — 165), para
carbono com ligagdo dupla (& = 150 — 100), para grupos CH, — O (8 =75 — 55), para grupos R
— CHj3 (8 = 35 — 8); em espectro RMN °C (DEPT 135) que mostra picos caracteristicos de
grupos CH e CHs com sinal positivo e grupos CH; com sinal negativo; e em espectros de
RMN 'H paraC=CH (6=6-5),R—CH, -0 (6 =4 - 3), O = C — CH; (aproximadamente 6
=2,1), C = C — CHs (aproximadamente 6 = 1,7), considerando que o deslocamento quimico
pode ser influenciado por vizinhos adjacentes, o que pode ter ocorrido com o incremento do

grupo R — CH; — O devido a presenca de carbonila como vizinho adjacente ao oxigénio.
5.4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo quimica dos compostos envolvidos nas reagdes de esterificagdo foi
confirmada por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) através
da identifica¢do dos grupos funcionais de reagentes e produtos. Os espectros de FTIR (Figura
23a e Figura 24a) mostram os sinais caracteristicos obtidos para geraniol, acetato de geranila,

nerol, acetato de nerila ¢ anidrido acético. Para melhor visualizagdo e identificacdo, os
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espectros foram divididos em intervalo de 3800 cm™ a 2200 cm™ (Figura 23b e Figura 24b),
de 2200 cm™ a 1600 cm™ (Figura 23c e Figura 24c) e de 1600 cm™ a 500 cm™ (Figura 23d e
Figura 24d).

Figura 23 — Espectro de FTIR obtido para as amostras de geraniol, acetato de geranila e

anidrido acético nos numeros de onda de (a) 4000 cm™ a 500 cm™, (b) 3800 cm™ a 2200 cm’,

(¢) 2200 cm™ a 1600 cm™ e (d) 1600 cm™ a 500 cm™.
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Figura 24 — Espectro de FTIR obtido para as amostras de nerol, acetato de nerila e anidrido
acético nos numeros de onda de (a) 4000 cm™ a 500 cm™, (b) 3800 cm™ a 2200 cm™, (c) 2200
cm™ a 1600 cm™ e (d) 1600 cm™ a 500 cm™.
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Fonte: a autora (2021).

A hidroxila da fung¢do alcodlica O — H pode ser visualizada nos sinais correspondentes
ao numero de onda de 3320 cm™ para o geraniol (Figura 23b) e 3308 cm™ para o nerol
(Figura 24b). A presenca dos dois grupos de carbonila (C = O) no anidrido acético ¢ detectada
nos sinais em 1787 cm™ e 1716 cm™ (Figura 23c¢), enquanto a carbonila (C = O) presente nos
ésteres mostra um sinal em 1738 cm™ para o acetato de geranila (Figura 23c) e 1724 cm™' para
o acetato de nerila (Figura 24c). O agrupamento C — C — O pode ser visto no sinal em 1092
cm™ para o geraniol e 1021 cm™ para o acetato de geranila (Figura 23d), em 1068 cm™ para o
nerol e 1108 cm™ para o acetato de nerila (Figura 24d). O agrupamento C — C (= O) — O dos
ésteres pode ser visualizado nos sinais em 1228 cm™ para o acetato de geranila (Figura 23d) e
1218 cm™ para o acetato de nerila (Figura 24d). O agrupamento C — C (=0)- 0 — (0 =) C —
C de anidrido acético pode ser visto nos sinais em 1391 em’”, 1332 cm™, 1187 em™, 1078 cm”
', 995 cm™ e 858 cm™ (Figura 23d). Os dois carbonos de ligagdo dupla (C = C) podem ser
vistos nos sinais em 1667 cm™ (Figura 23¢) e 998 cm™ (Figura 23d) para o geraniol, em 1667
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cm™ (Figura 23¢) e 952 cm™ (Figura 23d) para o acetato de geranila, em 1652 cm™ (Figura
24¢) e 980 cm™ (Figura 24d) para o nerol, em 1658 cm™ (Figura 24c) e 980 cm™ (Figura 24d)
para o acetato de nerila. As ligagdes CH podem ser vistas nos sinais em 2968 cm™, 2916 cm™,
2856 cm™ (Figura 23b), 1442 cm™ e 1376 cm™ (Figura 23d) para o geraniol, em 2966 cm,
2921 cm’, 2854 cm™ (Figura 23b), 1444 cm™ e 1364 cm™ (Figura 23d) para o acetato de
geranila, em 2950 cm™, 2898 cm™, 2840 cm™ (Figura 24b), 1430 cm™ e 1360 cm™ (Figura
24d) para o nerol, em 2956 cm™, 2918 cm™', 2845 cm™ (Figura 24b) e 1430 cm™ e 1353 cm™
(Figura 24d) para o acetato de nerila.

Os resultados obtidos (Figura 23 e Figura 24) estao de acordo com os apresentados por
Silverstein et al. (2005) para detec¢do de sinal no espectro FTIR para ligagdes O — H (3800
cm™ a 2700 cm™, com sinal forte ¢ amplo para 3400 cm™ a 3200 cm™), para ligagdes C = O
(sinal forte para 1850 cm™ a 1600 cm™), para ligagdes C — O (1300 cm™ a 800 cm™), para
banda de alongamento C — C — O (1260 cm™ a 1000 cm™) em espectros de alcoois, para banda
de alongamento C — C — O (sinal forte para 1300 cm™ a 1100 cm™) em espectros de ésteres,
para vibragdes de alongamento C = C (1900 cm™ a 1500 cm™, sinal médio/fraco para 1700
cm” a 1600 cm™), para as vibragdes de flexio C — H fora do plano de alcenos (sinal
forte/fraco a 1000 cm™ a 650 cm™), para ligagdes C — H (3000 cm™ a 2850 cm™), para
vibragdes de alongamento C — H associadas a grupos metil e metileno (2960 cm™ a 2850 cm’
", para a vibragio de flexdo simétrica do grupo metil (perto de 1375 cm™) e vibragio de
flexdo assimétrica (perto de 1450 cm™), para ligagdes C — C (1300 cm™ a 800 cm™) ¢ para as
duas bandas de alongamentos C = O (perto de 1818 cm™ a 1720 cm™) em espectros de
anidrido carboxilico. Além disso, os resultados do espectro de FTIR também estdo de acordo
com outros trabalhos relatados na literatura que encontraram sinais dos picos detectados
semelhantes aos encontrados neste trabalho para anidrido acético de Haji e Erkey (2005), para
geraniol de Gao et al. (2021), Da Rocha Neto et al. (2017), Yang et al. (2015) e Menezes et al.
(2012), para nerol por Fagundes et al. (2021), Coélho et al. (2017) e Yang et al. (2015), para o
acetato de geranila de Da Rocha Neto et al. (2017) e para ésteres nerilicos por Worzakowska e

Scigalski (2013).
5.4.1.3 Cromatografia gasosa (CG—FID)

O grau de pureza dos compostos acetato de geranila e nerila foi verificado por

cromatografia gasosa (CG—FID). Os resultados das analises estdo apresentados na Figura 25.



119

Figura 25 — Cromatograma de CG-FID para as amostras de (a) acetato de geranila e (b)

acetato de nerila.
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Fonte: a autora (2021).

Pelos cromatogramas € possivel verificar que os compostos majoritarios sao os €steres
acetato de geranila (Figura 25a) e acetato de nerila (Figura 25b), confirmados pelo
comparativo de espectros de massas da biblioteca NIST, com um sinal forte no tempo de
retengdo de 2,88 min e de 2,82 min, respectivamente. Os resultados indicam um grau de
pureza de 95,80% para o acetato de geranila (Figura 25a) e 83,45% para acetato de nerila
(Figura 25b). Além disso, também ¢ possivel verificar que o isomero acetato de nerila esta
presente na amostra do acetato de geranila (Figura 25a), enquanto que, o isomero acetato de
geranila estd presente na amostra do acetato de nerila (Figura 25b). Os demais compostos
detectados em quantidades minoritarias correspondem ao acetato de o-terpinila e ao

diidrocarveol.
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5.4.2 Caracterizacio térmica

Esta se¢do engloba os resultados para a caracterizagdo térmica por andlise

termogravimétrica.
5.4.2.1 Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica dos compostos envolvidos na reagdo de esterificacao, geraniol,
nerol, acetato de geranila e acetato de nerila, foi avaliada por andlise termogravimétrica

(TGA). Os resultados sao mostrados na Figura 26.

Figura 26 — Termogramas obtidos pela TGA para as amostras de (a) geraniol, (b) acetato de

geranila, (c) nerol e (d) acetato de nerila.
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Fonte: a autora (2021).

As curvas TG (Figura 26) mostram que a decomposi¢cao dos compostos ¢ desprezivel

na temperatura de reacdo (40 °C). Pela inflexdo das curvas TG, ¢ possivel observar que o
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acetato de geranila (Figura 26b) apresenta decomposi¢do mais lenta que o geraniol (Figura
26a), enquanto que o acetato de nerila (Figura 26d) apresenta decomposi¢do mais rapida que o
nerol (Figura 26¢) em temperaturas abaixo de 150 °C e mais lenta em temperaturas acima de
150 °C. E possivel verificar que a perda de massa do acetato de nerila até a temperatura de 40
°C ¢ um pouco maior que a dos demais compostos, possivelmente por apresentar um grau de
pureza um pouco menor (83,45%) que os demais (acetato de geranila = 95,80%, geraniol e
nerol > 97%). A maior fragdo de cada composto evapora até o ponto de ebulicdao
correspondente, 98,82% até 230 °C para o geraniol (Figura 26a), 95,73% até 224 °C para o
nerol (Figura 26¢), 93% até 245 °C para acetato de geranila (Figura 26b) e 99,58% até 242 °C
para acetato de nerila (Figura 26d), a partir do qual ocorre a decomposi¢ao continua dos
compostos ¢ impurezas. O ponto de perda maxima de massa, que representa a condicao de
temperatura da taxa de degradacdo térmica méaxima de cada composto, pode ser observado
nas curvas derivadas para geraniol a 179 °C (Figura 26a), para nerol a 164 °C (Figura 26c¢),
para acetato de geranila a 154 °C (Figura 26b) e para acetato de nerila a 157 °C (Figura 26d).
Os resultados para o comportamento das curvas TG s3o semelhantes a outros estudos
relatados na literatura para o geraniol por Gao et al. (2021), Yang et al. (2015) e Menezes et
al. (2012), para o nerol por Fagundes et al. (2021), Gao et al. (2021), Coélho et al. (2017) e
Yang et al. (2015).

5.4.3 Avaliacao da acao antibacteriana

Para avaliar se os compostos acetato de geranila e acetato de nerila obtidos a partir da
rota proposta neste trabalho possuem acdo antibacteriana, a caracteriza¢gdo microbiologica
frente a micro-organismos representantes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foi
realizada. Para fins comparativos, a acdo antibacteriana dos alcoois precursores, geraniol e
nerol também foi avaliada. As caracterizagdes antibacterianas foram realizadas com ensaios
de difusdo em agar e microdilui¢do em caldo. O teste confirmativo foi realizado pela técnica

de diluigdo em agar. Os resultados obtidos nesses testes estdo apresentados nos itens a seguir.

5.4.3.1 Ensaio de difusdo em dagar

A atividade antibacteriana dos compostos contra as bactérias Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis e Pseudomonas
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aeruginosa foi determinada pela técnica de difusdo em agar, estriadas com a concentracao de
10® UFC'mL™. Os resultados obtidos para as imagens das placas estdo apresentados na Figura

27 e para os halos de inibi¢do correspondentes na Tabela 8.

Figura 27 — Difusdo em agar com in6culo de 10° UFC-mL™" para a atividade antibacteriana de
geraniol (I), acetato de geranila (II), nerol (III) e acetato de nerila (IV) com: (a) B. cereus, (b)
E. coli, (c) P. aeruginosa, (d) P. mirabilis, (€) S. aureus e (f) S. typhimurium.

3 . (A (

Fonte: a autora (2021).

Os resultados demonstram que as seis bactérias testadas apresentam sensibilidade aos
compostos geraniol, nerol, acetato de geranila e acetato de nerila com diferentes niveis de
resisténcia, conforme evidenciado pela formagao de halos de inibicao (Figura 27, Tabela 8). O
acetato de geranila apresentou maior atividade antimicrobiana do que o acetato de nerila pela
técnica de difusdo para os micro-organismos testados, enquanto o nerol se destacou em
relagdo ao geraniol para a maioria das bactérias (Figura 27, Tabela 8). A presenca do grupo
acetato na estrutura de terpendides pode levar a um aumento da sua atividade antimicrobiana

(DANILA et al., 2018), o que aconteceu para o acetato de geranila.
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Tabela 8 — Espessuras dos halos de inibi¢do obtidos pela técnica de difusdo em agar para
determinagdo da atividade antibacteriana dos compostos geraniol, acetato de geranila, nerol e
acetato de nerila frente as bactérias B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, S. aureus ¢

S. typhimurium.

Espessura dos halos de inibi¢cado [mm]
Micro-organismo

Geraniol Acetato de geranila Nerol Acetato de nerila
B. cereus 18+2 18+ 1 23+0 11+3
E. coli 7+1 13+1 8+1 8+0
P. aeruginosa 14+ 1 20+ 1 23+1 13+£1
P. mirabilis 9+1 12+1 15+1 7+1
S. aureus 13+1 22+1 11+0 16+0
S. typhimurium 15+1 14+ 1 26+ 1 9+0

Fonte: a autora (2021).

Segundo Alves et al. (2000), o método de difusdo em agar estabelece que didmetros
dos halos de inibicdo menores que 9 mm devem ser considerados microbiologicamente
inativos, os diametros entre 9 mm e 12 mm como parcialmente ativos, os didmetros entre 13
mm ¢ 18 mm como ativos e os didmetros maiores que 18 mm muito ativos. Desta forma, o
acetato de geranila pode ser considerado microbiologicamente muito ativo frente a S. aureus e
P. aeruginosa, ativo frente a E. coli, B. cereus e S. typhimurium e parcialmente ativo frente a
P. mirabilis. Por outro lado, o acetato de nerila pode ser considerado microbiologicamente
ativo frente a S. aureus e P. aeruginosa, parcialmente ativo para B. cereus e S. typhimurium e
nativo frente a E. coli e P. mirabilis. Tais diferengas podem estar associadas com o grau de
pureza dos compostos visto que o acetato de nerila apresentou grau de pureza menor do que o
acetato de geranila. Em rela¢do aos reagentes, ¢ possivel verificar que o geraniol pode ser
considerado microbiologicamente ativo frente a B. cereus, P. aeruginosa, S. aureus e S.
typhimurium, parcialmente ativo frente a P. mirabilis e inativo frente a E. coli, enquanto o
nerol pode ser considerado muito ativo frente & B. cereus, P. aeruginosa e S. typhimurium,
ativo frente a P. mirabilis, parcialmente ativo frente a S. aureus e inativo frente a E. coli.
Mesmo apresentando halos de inibicdo para sua classificagdo como microbiologicamente
inativo, € possivel verificar que o acetato de nerila ¢ capaz de inibir o crescimento das
bactérias E. coli e P. mirabilis, assim como geraniol para E. coli, o que foi corroborado pelo
teste de microdiluicdo em caldo, apresentado na Secdo 5.2.3.2, onde também ¢ apresentada a

discussao frente ao mecanismo de inibigao.
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A acdo antimicrobiana dos compostos frente as bactérias avaliadas também foi
encontrada por outros autores para 6leos contendo como compostos majoritarios o acetato de
geranila (CHANG et al., 2001; BEZIC et al. 2003; DUARTE et al., 2007; ANDRADE et al.,
2013; DJIHANE et al., 2016), o acetato de nerila (DEHGHAN et al., 2007; DJIHANE et al.,
2016; DANILA et al., 2018), o geraniol (CHANG et al., 2001; DUARTE et al., 2005;
DUARTE et al., 2007; JIROVETZ et al., 2007; CHEN; VILJOEN, 2010; ANDRADE et al.,
2013; ZANETTI et al., 2015) e o nerol (JIROVETZ et al., 2007; TIAN et al., 2013; WANG et
al., 2015).

5.4.3.2 Ensaio de microdilui¢do em caldo e dilui¢do em agar

Para determinar a concentra¢ao inibitéria minima (CIM) necessaria de cada composto
para a inibi¢do das bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia colli,
Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, a técnica de
microdilui¢ao em caldo, com inoculo de 108 UFC-mL'l, foi utilizada. Os resultados obtidos
para as imagens das placas estdo apresentados na Figura 28 e para os valores de CIM
correspondentes na Tabela 9.

Para melhor compreensdo dos resultados da Figura 28, recomenda-se verificar a
Figura 7 apresentada na Secdo 4.4.3.3, onde ¢é possivel visualizar que cada microplaca
utilizada na andlise contém micropogos distribuidos em linhas nomeadas de “A” a “H” e em
colunas enumeradas de 1 a 12. Desta forma, ao se referir ao resultado da analise para cada
composto, o numero da coluna ou a letra da linha onde o composto esta localizado na
microplaca ¢ apresentado. Cabe ressaltar que as microplacas utilizadas com cada micro-
organismo para o geraniol e o acetato de geranila (Figura 28) sdo denominadas como “I”,
enquanto que, as microplacas utilizadas para o nerol e o acetato de nerila sio denominadas
como “II”.

Nas microplacas da Figura 28, para a coluna 9 (controle positivo, exceto para P.
aeruginosa, cujo controle positivo foi na coluna 10), observa-se a coloragdo vermelho intenso,
indicando o crescimento das bactérias sem resisténcia ao meio de cultura visto que esta coluna
apresenta os resultados dos testes com 100 pL. de BHI e 5 uL da suspensdo bacteriana. Para a
coluna 10 (controle negativo, exceto para P. aeruginosa, cujo controle negativo foi na coluna
11), onde o meio contém 100 uL de BHI, 100 puL da solugdo de 10% de DMSO e 5 uL da

suspensdo bacteriana, os resultados indicam que na concentragdo empregada o solvente
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DMSO nao inibe o crescimento bacteriano, pois todos 0s pogos apresentam a coloracao
vermelho intenso. Para a coluna 12, que representa o branco (controle) e contém apenas 100
pL de meio de cultura, os resultados mostram que a placa e o meio utilizado estdo estéreis

visto que os pogos estao incolores, indicando que nao houve crescimento de bactérias.

Figura 28 — Microdilui¢do em caldo com indculo de 10° UFC'mL™" para a determinagio da
concentragdo inibitoria minima (CIM) de geraniol (I, colunas 1, 2 e 3), acetato de geranila (I,
colunas 5, 6 e 7), nerol (I, colunas 1, 2 e 3) e acetato de nerila (II, colunas 5, 6 e 7) com (a) B.

cereus, (b) E. coli, (¢) P. aeruginosa, (d) P. mirabilis, (€) S. aureus e (f) S. typhimurium.
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Fonte: a autora (2021).

Em relag¢do aos compostos avaliados, frente ao micro-organismo B. cereus, verifica-se
que a concentragao inibitéria minima ocorre entre as linhas F e G para o geraniol (Figura 28a
— 1, colunas 1, 2 e 3), entre as linhas B e C para o acetato de geranila (Figura 28a — I, colunas
5,6 ¢ 7), entre as linhas E e F para o nerol (Figura 28a — II, colunas 1, 2 e 3) ¢ entre as linhas
A e B para o acetato de nerila (Figura 28a — II, colunas 5, 6 ¢ 7). A coloragao vermelha indica
a presenga de células bacterianas vivas. Portanto, nas linhas destacadas onde a coloragdo nao
¢ vermelha (incolor), ndo ocorreu o crescimento bacteriano, o que representa que OS
compostos foram inibidores. Frente ao micro-organismo E. coli, verifica-se que a
concentracdo inibitéria minima ocorre entre as linhas B e C para o nerol (Figura 28b — II,
colunas 1, 2 e 3) e entre as linhas A e B para geraniol (Figura 28b — I, colunas 1, 2 e 3),
acetato de geranila (Figura 28b — I, colunas 5, 6 e 7) e acetato de nerila (Figura 28b — II,
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colunas 5, 6 ¢ 7). Cabe ressaltar que a intensidade visual da coloragdo vermelha ¢ menor nas
linhas de maior concentragdo dos alcoois e ésteres e maior nas linhas de menor concentracao.
Este comportamento ¢ um indicativo da redugdo da taxa de crescimento bacteriano com o
aumento da concentragdo de composto até o valor da CIM.

Frente ao micro-organismo P. aeruginosa, verifica-se que a concentragdo inibitoria
minima ocorre entre as linhas A e B para todos os compostos (Figura 28c). Frente ao micro-
organismo S. aureus, verifica-se que a concentragao inibitdria minima ocorre entre as linhas A
e B para o geraniol (Figura 28e — I, colunas 1, 2 e 3), entre as linhas C e D para o acetato de
nerila (Figura 28e — 11, colunas 5, 6 e 7) e entre as linhas D e E para o nerol (Figura 28e — 11,
colunas 1, 2 e 3) e acetato de geranila (Figura 28e — I, colunas 5, 6 e¢ 7). Frente ao micro-
organismo S. typhimurium, verifica-se que a concentracdo inibitdria minima ocotre entre as
linhas A e B para o geraniol (Figura 28f — I, colunas 1, 2 e 3) e acetato de nerila (Figura 28f —
I, colunas 5, 6 ¢ 7) e entre as linhas B e C para o nerol (Figura 28f — II, colunas 1,2 e 3) e
acetato de geranila (Figura 28f — I, colunas 5, 6 ¢ 7). Cabe ressaltar que para P. aeruginosa e
S. typhimurium, os resultados demonstraram comportamento semelhante aos obtidos com E.
coli quanto a reducdo da intensidade da coloragdo com o aumento da concentragdao de
composto.

Frente ao micro-organismo P. mirabilis, verifica-se que a concentragdo inibitoria
minima ocorre entre as linhas C e D para o geraniol (Figura 28d — I, colunas 1, 2 e 3), entre as
linhas A e B para o acetato de geranila (Figura 28d — I, colunas 5, 6 e 7) e entre as linhas D e
E para o nerol (Figura 28d — II, colunas 1, 2 e 3). Nao ocorre inibi¢do para o acetato de nerila
até a linha A (Figura 28d — II, colunas 5, 6 € 7), cuja concentracdo de composto no micropogo
¢ de 60,00 mg'mL'l. Por este motivo, novo ensaio com acetato de nerila frente a P. mirabilis
foi realizado utilizando a concentracdo de composto um pouco maior, iniciando na linha A
com 85 mg'mL™" e com as demais dilui¢des reduzindo pela metade proporcionalmente até a
linha H. Os resultados estdo apresentados na Figura 29, onde ¢ possivel verificar que a
concentragdo inibitoria minima para o acetato de nerila frente a P. mirabilis ocorre entre as

linhas A e B (colunas 1, 2 e 3).
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Figura 29 — Microdiluicdo em caldo com in6culo de 10° UFC-mL™" para a determinacio da
concentragdo inibitoria minima (CIM) de acetato de nerila (colunas 1, 2 e 3) frente a bactéria
P. mirabilis com a concentracio de composto de 85 mg'mL™"' na linha A e demais dilui¢des

reduzindo proporcionalmente pela metade até a linha H.

Fonte: a autora (2021).

Tabela 9 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) dos compostos geraniol, acetato de
geranila, nerol e acetato de nerila obtida pela técnica da microdiluicdo em caldo com indculo
de 10® UFC-mL"! frente as bactérias B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, P. mirabilis, S. aureus ¢

S. typhimurium.

Concentracio inibitéria minima [mg-mL'l]
Micro-organismo

Geraniol Acetato de geranila Nerol Acetato de nerila
B. cereus 1,87 30,00 3,75 60,00
E. coli 25,00 25,00 12,50 25,00
P. aeruginosa 25,00 25,00 25,00 25,00
P. mirabilis 15,00 60,00 7,50 85,00
S. aureus 6,25 3,12 3,12 6,25
S. typhimurium 25,00 12,50 12,50 25,00

Fonte: a autora (2021).

Os valores de CIM para acetato de nerila foram maiores do que para acetato de
geranila, exceto para E. coli e P. aeruginosa, que apresentaram o mesmo valor de CIM
(Tabela 9). Em comparagdo com o reagente precursor, o acetato de geranila teve uma
concentragio inibitéria minima mais baixa do que o geraniol para S. aureus (3,12 mgmL™" e
6,25 mg'mL") e S. typhimurium (12,50 mgrmL™" e 25,00 mg:mL™), igual para E. coli (25,00
mgmL™) e P. aeruginosa (25,00 mg-mL™") e superior para B. cereus (30,00 mg'mL" e 1,87
mgmL™) e P. mirabilis (60,00 mgmL" e 15,00 mg'mL™"), enquanto o acetato de nerila
apresentou concentragdo inibitdria minima superior ao nerol, exceto com P. aeruginosa onde

a CIM foi igual (Tabela 9).
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Pode-se ainda observar na Tabela 9 que o valor da CIM com todos os compostos para
a bactéria S. aureus (Gram-positiva) foi menor do que para as bactérias Gram-negativas.
Comportamento semelhante ocorreu para B. cereus com geraniol e nerol, indicando que as
bactérias Gram-positivas mostraram menos resisténcia aos compostos do que as Gram-
negativas. O resultado do valor da CIM obtido com o acetato de geranila e o acetato de nerila
para B. cereus, apesar de ser uma bactéria Gram-positiva, pode estar associado com a
producao de toxinas. A exposicdo de B. cereus ao alcool carvacrol resultou na inibi¢ao da
producao de toxinas (ULTEE; SMID, 2001). Assim, a maior agao dos alcoois geraniol e nerol
em relacdo aos ésteres derivados, neste caso, pode estar associada a inibi¢do da producgdo de
toxinas de B. cereus.

Pelo teste confirmativo de diluicdo em &4gar, ndo foi observado crescimento de
coldnias utilizando os alcoois geraniol e nerol no valor da CIM para nenhum micro-organismo
testado, indicando que a inibi¢do foi completa (a¢do bactericida) para ambos 0s compostos
com todas as bactérias testadas. Para os ésteres, o teste confirmativo apresentou crescimento
de coldnias do acetato de geranila apenas com S. typhimurium e do acetato de nerila apenas
com S. aureus, indicando que no valor de CIM a agdo ¢ bacteriostatica (inibicao parcial) do
acetato de geranila com S. typhimurium e do acetato de nerila com S. aureus, sendo que, para
ocorrer a a¢gao bactericida, sdo necessarias concentragdes superiores ao valor da CIM. Porém,
ambos os compostos apresentam a¢do bactericida (inibicdo completa) para os demais micro-
organismos testados no valor da CIM.

Duarte et al. (2007) identificaram que o geraniol e o acetato de geranila demonstraram
acdo antibacteriana contra duas cepas de E. coli com valores de CIM para geraniol de 8
pgmL™ a 20 pg'mL" e para acetato de geranila de 400 pgrmL™" a 500 pg-mL™"'. Dehghan et
al. (2007) avaliaram a acdo antimicrobiana de Oleos essenciais obtidos do caule/folhas e
flores/frutos de Ferula szovitsiana (Umbelliferae) que apresentaram acetato de nerila como
composto majoritario (33,0% e 41,5%, respectivamente) contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Os resultados mostraram que a concentragao inibitdria minima do 6leo de F.
szovitsiana para inibir S. aureus foi de 10 mg-disco” e para E. coli e P. aeruginosa foi
superior a 20 mg-disco™'. Andrade et al. (2013) identificaram a acdo antimicrobiana do 6leo
essencial de palmarosa (Cymbopogon martinii) com 57,49% de geraniol em sua composi¢ao
contra S. aureus, E. coli ¢ P. aeruginosa. O 6leo apresentou valores de CIM de 0,48 mg-mL™"
para S. aureus, 1,90 mg-mL™" para E. coli e maiores que 26,22 mg'mL" para P. aeruginosa.

I1i¢ et al. (2017) descobriram que o geraniol demonstrou atividade antimicrobiana contra E.
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coli com um valor de CIM de 1386,8 pg'mL"' e de CBM de 2773,6 ngmL" ¢ contra P.
aeruginosa e S. aureus com valor de CIM e CBM de 2773,6 ug'mL". iscan (2017) investigou
a acdo antimicrobiana do geraniol, nerol e acetato de geranila contra diferentes micro-
organismos. Todos os compostos demonstraram atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. O geraniol apresentou valores de CIM de 1 mg-mL" para
S. aureus, 2 mg-mL" para P. aeruginosa, S. typhimurium, E. coli O157: H7 e B. cereus ¢ 4
mg'mL™" para E. coli. O nerol apresentou valores de CIM de 2 mg-mL™"' para P. aeruginosa, S.
aureus, E. coli O157: H7 e B. cereus ¢ 4 mg-mL™" para E. coli e S. typhimurium. O acetato de
geranila apresentou valores de CIM de 4 mgmL™" para S. typhimurium, S. aureus, E. coli
0157: H7 e B. cereus ¢ 16 mg-mL™" para E. coli e P. aeruginosa.

As diferencas na suscetibilidade dos micro-organismos aos compostos podem ser
atribuidas a uma variagdo na taxa de penetracdo através da parede celular e estruturas da
membrana celular (BLAZEKOVIC et al., 2018). Além disso, diferencas nos valores de CIM
podem estar associadas as cepas utilizadas, a concentracdo de células bacterianas, as
adaptacdes metodologicas, as concentracdes de cada composto testadas nos diferentes estudos
e ao grau de pureza dos compostos. As interagdes entre os componentes podem levar a efeitos
aditivos, antagdnicos e sinérgicos na atividade antimicrobiana (DANILA et al., 2018; ISCAN,
2017).

O mecanismo de agdo antimicrobiana dos monoterpenos ndo ¢ totalmente
compreendido. Geralmente, a inibi¢cdo do crescimento de micro-organismos estd associada ao
efeito dos compostos na integridade e fungio da membrana (ISCAN, 2017), o que pode afetar
tanto o envelope externo da célula quanto o citoplasma (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH,
2016; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; NAZZARO et al., 2013). A passagem dos compostos
através da parede celular e da membrana citoplasmatica pode romper o arranjo de acidos
graxos diferentes, bicamadas de fosfolipidios e moléculas de polissacarideos (RAUT;
KARUPPAYIL, 2014; SAAD; MULLER; LOBSTEIN, 2013; LONGBOTTOM et al., 2004).
A permeabilidade através da membrana citoplasmatica pode danificar as membranas
mitocondriais. Assim, as mitocondrias produzem radicais livres que oxidam e danificam
lipidios, proteinas e o DNA (LI et al., 2019). A quebra da integridade da membrana e o
aumento da permeabilidade interrompem muitas atividades celulares, incluindo a producao de
energia acoplada a membrana, o transporte e outras fungdes regulatorias metabodlicas
(SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). Além disso, a mudanca na permeabilidade celular

aumenta a perda de ions K" intracelulares e perturba a respiragdo celular (COX et al., 2000).
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A acdo antibacteriana estd relacionada a hidrofobicidade dos compostos, a sua natureza
lipofilica e depende de grupos funcionais (especialmente terpenos oxigenados), o que permite
sua penetracdo nos lipidios da membrana celular bacteriana - uma vez que os compostos
hidrofobicos restringem a difusdao celular - destruindo-a e tornando-a mais permeavel
(DANILA et al., 2018; ISCAN, 2017; DHIFI et al., 2016; SWAMY et al., 2016). Além disso,
o efeito também esta associado aos potenciais de membrana reduzidos, ao rompimento das
bombas de prétons e ao esgotamento do ATP (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016;
TURINA et al.,, 2006). Como resultado desses eventos, pode ocorrer a coagulacdo de
componentes celulares internos no citoplasma e a quebra das ligagdes entre as camadas de
lipidios e proteinas (BURT, 2004).

Em bactérias Gram-negativas, a parede celular ¢ um envelope complexo, constituido
pela membrana citoplasmatica, pelo periplasma e pela membrana externa (DJIHANE et al.,
2016). A maior resisténcia das bactérias Gram-negativas pode ser atribuida a presenca de
lipopolissacarideos na parede celular (BEZIC et al., 2003). Os cétions divalentes e a parte
polissacaridica dos lipopolissacarideos na membrana celular externa das bactérias Gram-
negativas possuem qualidades hidrofilicas que impedem o contato dos constituintes
hidrofobicos com a célula bacteriana, resultando em maior resisténcia das bactérias Gram-
negativas as propriedades antibacterianas dos compostos (EHSANI et al., 2017).

Assim, os resultados obtidos para a caracteriza¢do antibacteriana demonstram que os
compostos obtidos a partir da rota proposta neste trabalho sdo capazes de inibir bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, sendo potenciais candidatos para utilizacdo como aditivos

antibacterianos em aplicagdes futuras nas mais diversas areas.

5.4.4 Avaliaciao da acdo antifungica

Para avaliar se os compostos acetato de geranila e acetato de nerila obtidos pela rota
proposta neste trabalho possuem agdo antifungica, a caracterizagdo microbioldgica frente a
trés diferentes fungos foi realizada. Para efeito comparativo, a atividade antifingica dos
alcoois precursores, geraniol e nerol, também foi avaliada. As caracterizagdes antiflingicas
foram realizadas com ensaios de diluicdo em &gar. Os resultados obtidos nesses testes estdo

apresentados no item a seguir.
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5.4.4.1 Ensaio de dilui¢cao em agar

A atividade antifungica dos compostos contra os fungos Aspergillus niger, Aspergillus
flavus e contra a levedura Candida albicans foi determinada pela técnica de diluicdo em agar
com a concentracio de 10° esporos'mL™". Os resultados obtidos para as imagens das placas
estdo apresentados na Figura 30 para C. albicans, na Figura 31 para 4. flavus, na Figura 32

para A. niger e os valores de CIM correspondentes na Tabela 10.

Figura 30 — Dilui¢do em agar para a atividade antifingica contra a levedura C. albicans (24 h)
em diferentes concentragdes de (I) geraniol e (II) nerol para (a) amostra controle, (b) 1,00

pgmL™, (¢) 0,50 ugrmL™", (d) 0,25 ug'mL™", (e) 0,12 pg'mL"™ e (f) 0,06 pg'mL", (III) acetato

de geranila e (IV) acetato de nerila para (a) amostra controle, (b) 125,0 pg'mL'l, (c) 100,0
ugmL™, (d) 75,0 pgmL™, (e) 62,5 ug'mL™" e (f) 50,0 pg'mL™".

Fonte: a autora (2021).

O acetato de geranila mostrou atividade antifungica mais forte do que o acetato de
nerila para os trés micro-organismos, mas ambos os compostos mostraram a¢do antifungica
mais fraca do que seus reagentes precursores, geraniol e nerol, respectivamente. A

concentragdo inibitéria minima para acetato de nerila foi maior do que para acetato de



132

geranila, exceto com C. albicans, em que ambos 0s compostos apresentaram a mesma CIM
(Tabela 10).

Na concentragio inibitéria minima de 75 pug-mL" contra C. albicans, o acetato de
geranila e o acetato de nerila apresentaram inibi¢do completa, indicando que, nesta
concentragdo, os compostos t€ém acdo fungicida (Figura 30), enquanto na concentragdo de
62,5 pgmL™! a inibicdo foi parcial e maior para o acetato de geranila. O geraniol mostrou
inibigdo completa (agio fungicida) contra C. albicans a uma concentragio de 0,25 pg'mL™ e

nerol a 0,12 pug'mL"" (Figura 30, Tabela 10).

Figura 31 — Dilui¢do em &gar para a atividade antifingica contra o fungo A. flavus em
diferentes concentragdes de (I) geraniol e (II) nerol para (a) amostra controle, (b) 8,0 pgrmL™”,
(c) 4,0 pgmL™, (d) 2,0 pgmL™, (e) 1,0 pgmL" e (f) 0,5 pgrmL™", (III) acetato de geranila
para (a) amostra controle, (b) 125,0 pg'mL™", (c) 100,0 pg'mL", (d) 75,0 pgrmL™”, (e) 50,0

pgmL” e (f) 25,0 pg'mL™", (IV) acetato de nerila para (a) amostra controle, (b) 400,0 pugrmL’
' () 375,0 pgrmL™, (d) 350,0 pg'mL™, () 325,0 pg'mL™" ¢ (f) 300,0 pg'mL™".

Fonte: a autora (2021).

Contra 4. flavus, os compostos mostraram inibi¢gdo completa correspondente a agdo

fungicida em concentracdes de 125,0 pg'mL" para acetato de geranila, 400,0 pg'mL™"' para
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acetato de nerila, 4,0 pg'mL"' para geraniol ¢ 8,0 pg-mL™" para nerol (Figura 31, Tabela 10).
Além disso, também ¢ possivel observar inibicdo parcial quando comparada as amostras
controle nas concentragdes de 100,0 ug'mL™ para acetato de geranila, 375,0 pg'mL™" para
acetato de nerila, 2,0 pg'mL™" para geraniol e 4,0 pg'mL™" para o nerol (Figura 31, Tabela 10),
a partir do qual o crescimento do fungo aumentou com a diminui¢cdo da concentracdo dos

compostos.

Figura 32 — Diluigdo em 4gar para a atividade antifingica contra o fungo A. niger em
diferentes concentracdes de (I) geraniol e (II) nerol para (a) amostra controle, (b) 8,0 pgrmL™”,
(c) 4,0 pg'mL™, (d) 2,0 pgmL™, (e) 1,0 pgmL" e (f) 0,5 pgrmL™", (III) acetato de geranila
para (a) amostra controle, (b) 250,0 ug-mL’l, (c) 200,0 ug-mL’l, (d) 150,0 ],Lg-mL'l, (e) 100,0
ug-mL'1 e () 50,0 ug-mL'l, (IV) acetato de nerila para (a) amostra controle, (b) 350,0 ug-mL’
' () 300,0 pgrmL™", (d) 250,0 pg'mL™, (e) 200,0 pg'mL" e (f) 150,0 pg'mL™".
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Fonte: a autora (2021).

Comportamento semelhante ao do A. flavus pode ser observado contra 4. niger (Figura
32, Tabela 10), onde a inibi¢do completa (a¢do fungicida) ocorreu em concentragdes de 200,0

pgmL™ para acetato de geranila, 300,0 ug'mL™" para acetato de nerila e 4,0 ug'mL™ para
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geraniol e nerol, enquanto a inibigdo parcial ocorreu nas concentragdes de 150,0 pg'mL™" para
acetato de geranila, 250,0 pgrmL" para acetato de nerila e 2,0 ugrmL™" para geraniol e nerol.
Segundo Mihai e Popa (2015), a inibicdo do crescimento pode ser influenciada pela

concentragdo de terpeno, o que justifica os resultados obtidos.

Tabela 10 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) dos compostos geraniol, acetato de
geranila, nerol e acetato de nerila obtida pela técnica da dilui¢ao frente a levedura C. albicans

e aos fungos 4. flavus e A. niger.

Concentracao inibitéria minima [ug-mL'l]
Micro-organismo

Geraniol Acetato de geranila Nerol Acetato de nerila
C. albicans 0,25 75,0 0,12 75,0
A. flavus 4,0 125,0 8,0 400,0
A. niger 4,0 200,0 4,0 300,0

Fonte: a autora (2021).

A acdo antimicrobiana frente aos fungos avaliados também foi encontrada por outros
autores para 6leos contendo como compostos majoritarios o acetato de geranila (BEZIC et al.
2003; MAXIA et al., 2009; ZORE et al., 2010; GONCALVES et al., 2012;), o acetato de
nerila (DEHGHAN et al.,, 2007; JULIANO et al.; 2018), o geraniol (YOKOMIZO;
NAKAOKA-SAKITA, 2014; MARTINS; SOUZA, 2015; PEREIRA; LIMA, 2017) e o nerol
(JIROVETZ et al., 2007; TIAN et al., 2013; WANG et al., 2015).

Dehghan et al. (2007) investigaram a acdo antifingica de Oleos essenciais obtidos do
caule/folhas e flores/frutos de Ferula szovitsiana (Umbelliferae) que apresentaram acetato de
nerila como composto majoritario (33,0% e 41,5%, respectivamente) contra 4. niger e C.
albicans e os resultados mostraram que o valor de CIM foi maior que 20 mg-disco'l. Maxia et
al. (2009) investigaram a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais de Daucus carota L.
com predominio de acetato de geranila (at¢ 65% da composicdo) contra diferentes micro-
organismos, incluindo cepas de Candida e Aspergillus. Os Oleos demonstraram agao
antifangica com valores de CIM entre 5 pL-mL" e 20 pL-mL" (aproximadamente 4,579
mgmL”' a 18315 mgmL") para C. albicans, entre 1,25 pL-mL' ¢ 10 pL-mL’
(aproximadamente 1,145 mg'mL™" a 9,158 mg'mL™") para A. niger e acima de 20 pL-mL"

(aproximadamente 18,315 mg-mL™") para 4. flavus. Além disso, para ambos os fungos, a agdo
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fungicida ocorreu em concentragdes superiores a 20 uL-mL" de éleo (aproximadamente
18,315 mg:mL™).

Zore et al. (2010) demonstraram que o Oleo essencial de geranio e seus principais
constituintes isolados apresentam excelente atividade contra C. albicans. Os valores de CIM
(com acdo fungicida) para geraniol e acetato de geranila foram 561 pg'mL™” e 584 pgmL’,
respectivamente. Gongalves et al. (2012) investigaram a ag¢do antifungica do 6leo essencial
Thapsia minor com composicdo majoritaria de acetato de geranila (83%) e o éster isolado e
observaram atividade contra diferentes cepas de Candida e Aspergillus. O 6leo apresentou
valores de CIM de 10 pL-mL"' (9,158 mgmL") para C. albicans, 5 pL-mL’
(aproximadamente 4,579 mgmL"') para 4. niger e maiores que 20 pL-mL’
(aproximadamente 18,315 mg-mL'l) para A. flavus, enquanto o acetato de geranila isolado
apresentou valores de CIM acima de 20 ],LL-mL'1 (aproximadamente 18,315 mg'mL'l) para os
trés fungos. Além disso, a acdo fungicida foi observada para o 6leo e para o éster com ambos
0s micro-organismos em concentragdes acima de 20 pL-mL’ (aproximadamente 18,315
mg-mL'l). Miron et al. (2014) mostraram que uma concentracdo superior a 128 pg'mL'1
(0,145 pL'mL'l para nerol e 0,144 uL-mL'1 para geraniol) € necessaria para inibir C. albicans.

Mihai e Popa (2015) avaliaram a concentracdo inibitoria e fungicida minima para
nerol contra os fungos A. niger ¢ A. flavus ¢ encontraram resultados (para CIM ¢ CFM) de
300 pgmL"' (0,34 pL-mL™") e 200 pg'mL™" (0,23 uL-mL™), respectivamente. Wang et al.
(2015) demonstraram que o nerol possui atividade antifingica contra 4. niger, sendo que o
crescimento micelial e a germinagdo de esporos de A. niger foram reduzidos com o aumento
da concentragdo de nerol. Além disso, o crescimento também foi reduzido com o aumento do
tempo de incubagio. Iscan (2017) investigou a ag¢do antifingica do geraniol, nerol e acetato de
geranila contra C. albicans, com valores de CIM de 0,06 mg~mL'1 a 0,5 mg-mL'l, 0,12
mgmL”' a 1 mgmL' ¢ 0,5 mgmL"' a 4 mgmL", respectivamente. Juliano et al. (2018)
avaliaram a agdo antimicrobiana do 6leo de Helichrysum microphyllum subsp. tyrrhenicum
com acetato de nerila como composto majoritario (33,6%) contra C. albicans e os resultados
mostraram valores de CIM de 2 mg-mL'1 e concentragdo fungicida minima de 4 mg-mL'l.
Khayyat e Sameeh (2018) realizaram estudos antifingicos com acetato de geranila e
verificaram atividade contra Candida tropicalis com zona de inibicdo de 13,1 mm na
concentragao de 1000 ug-mL'l.

As diferencas nos valores de CIM podem estar relacionadas aos mesmos fatores ja

discutidos na Sec¢do 5.2.3, como as diferencas na suscetibilidade dos micro-organismos
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associadas as cepas utilizadas, a concentragdo de células fungicas, as adaptagdes
metodoldgicas, as concentragdes de cada composto testadas nos diferentes estudos, ao grau de
pureza dos compostos e, consequentemente, as interagdes entre os componentes.

O mecanismo de acdo antifungica dos monoterpenos oxigenados ¢ semelhante ao
mecanismo antibacteriano explicado na Secdo 5.2.3.2. Geralmente, 0 mecanismo esta
associado a danos a membrana ou ruptura de sua integridade, aumentando a permeabilidade,
inibicdo da sintese de ergosterol ou ligagdo com o ergosterol na membrana e producao de
ROS por a¢do nas mitocondrias (ISCAN, 2017; FREIRES et al., 2014; CHEN et al., 2013;
RAJPUT; KARUPPAYIL, 2013; AHMAD et al.,, 2011). A exposi¢do aos compostos
antimicrobianos pode levar a coagulacdo de componentes celulares devido a danos
irreversiveis @ membrana celular (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). Os compostos tém
a capacidade de penetrar e romper a parede celular flingica e as membranas citoplasmaticas,
resultando na desintegracdo das membranas mitocondriais, que € causada por mudangas no
fluxo de elétrons na via do sistema de transporte de elétrons (ETS) (SWAMY; AKHTAR;
SINNIAH, 2016). Eles também podem interromper a despolarizacio das membranas
mitocondriais, afetando os canais de ions, especialmente fons Ca®”, bombas de prétons e pools
de ATP, diminuindo o potencial de membrana (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016;
YOON et al., 2000). Este processo também pode danificar o conteudo de lipidios, proteinas e
acidos nucléicos das células (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016; ARNAL-
SCHNEBELEN et al., 2004). A permeabilizagdo das membranas mitocondriais interna e
externa pode resultar em apoptose ou necrose celular levando a morte celular, pois a mudanca
na fluidez da membrana pode causar vazamento de eletrolitos e impedir as vias do citocromo
C, metabolismo de proteinas e concentracdes de ions de calcio (SWAMY; AKHTAR;
SINNIAH, 2016; YOON et al., 2000).

Em células de levedura, os compostos interrompem a produgdo de ATP e levam a
danos na membrana celular (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016; ALEKSIC; KNEZEVIC,
2014). O mecanismo de atividade anti-Candida do geraniol e do acetato de geranila parece
estar associado a danos a integridade da membrana celular (ZORE et al., 2010). O geraniol ¢
conhecido por sua atividade de fluidificacio da membrana, que provoca um aumento na
permeabilidade da membrana e despolariza a membrana através da interacdo direta e
reversivel com a membrana e/ou receptores, o que leva a formacao de poros (ZORE et al.,

2010).
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Assim, os resultados obtidos para a caracterizagdo antifingica demonstram que os
compostos obtidos a partir da rota proposta neste trabalho sdo capazes de inibir fungos e
leveduras, sendo potenciais candidatos para utilizagdo como aditivos antifungicos em

aplicagdes futuras para as mais diversas areas.

5.4.5 Avaliacao da toxicidade dos compostos

Para avaliar se os compostos acetato de geranila e nerila e seus alcoois precursores,
geraniol e nerol, sdo considerados toxicos ou atdxicos com vistas em aplicagdes futuras como
aditivo antimicrobiano, a caracterizacao da toxicidade oral aguda e subaguda dos compostos
em camundongos foi realizada usando as diretrizes da OCDE, que sdo mundialmente
reconhecidas como padrdes de referéncia para testar a toxicidade de estudos quimicos
(SCAPINELLO et al., 2019). A utilizacdo de camundongos como modelos experimentais
permite a identifica¢do precoce de efeitos adversos toxicos antes que as moléculas estudadas
sejam consumidas por humanos (YADAV et al., 2019). Os resultados obtidos nesses testes

estdo apresentados nos itens a seguir.

5.4.5.1 Toxicidade aguda

Para facilitar o entendimento do efeito de cada composto na avaliacdo da toxicidade
aguda em camundongos, esta secdo estd apresentada de forma separada para cada composto e,

ao final dela, ¢ realizado o comparativo entre os compostos e a discussao dos resultados.

5.4.5.1.1 Geraniol

A observagdo dos comportamentos macroscOpicos anormais dos camundongos ao
longo dos dias de tratamento foi realizada para acompanhamento dos sinais de toxicidade.
Durante o primeiro dia de experimento, uma morte por grupo tratado com geraniol (2000
mg-kg™") foi registrada, 8 h apos a administragio oral de geraniol. Sinais de toxicidade, como
piloere¢do, paralisia da pata traseira, letargia e seda¢do extrema foram registrados 1 h apos o
tratamento. Apds 10 dias de administragdo, ptose palpebral foi observada em um animal
tratado com geraniol. Os resultados para o efeito do tratamento com geraniol no peso corporal

relativo e na ingestdo alimentar dos camundongos estdo apresentados na Figura 33.
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Figura 33 — Efeito do tratamento agudo com geraniol (2000 mgkg' via oral) em
camundongos fémeas (n = 3 — 6 camundongos/grupo) avaliado por ANOVA de medidas

repetidas bidirecional post hoc Bonferroni para (a) peso corporal relativo e (b) ingestdo

alimentar.
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(a) Os simbolos representam diferencas em relagdo a primeira medida (dia 0) no mesmo grupo de tratamento.
Grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10 mL-kg™): * para p < 0,05. As letras representam diferencas em
comparagdo com o grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10 mL-kg™) no mesmo dia de tratamento: aa para p
<0,01.

(b) Os simbolos representam diferengas em comparagdo com o grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10
mL-kg™) no mesmo dia de tratamento: * para p < 0,05 e ** para p < 0,01.

Fonte: a autora (2021).

O peso corporal relativo (Figura 33a) de camundongos tratados com geraniol foi
significativamente (p < 0,01) diminuido no 12.° e 15.° dias de experimento em comparagdo
com o grupo tratado com veiculo. O peso corporal do grupo tratado com veiculo aumentou
significativamente (p < 0,05) no 12.° e 15.° dias de experimento em relagdo a primeira medida
(dia 0). Além disso, o geraniol induziu um aumento significativo na ingestdao de alimentos dos
animais (Figura 33b) no 12.° (p < 0,01) e 15.° (p < 0,05) dias experimentais em relagao ao
grupo tratado com veiculo.

Em relacdo ao peso relativo dos o6rgdos, houve alteragdes no bago e nas glandulas
suprarrenais, cujos resultados estdo apresentados na Figura 34.

O peso relativo do bago (Figura 34a) de camundongos tratados com geraniol foi
significativamente (p < 0,05) diminuido em comparagdo com o do grupo tratado com veiculo,
enquanto o peso relativo das glandulas suprarrenais (Figura 34b) aumentou significativamente

(p <0,05).
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Figura 34 — Efeito do tratamento agudo com geraniol (2000 mg-kg™” via oral) no peso relativo
dos o6rgdos em camundongos fémeas (n = 3 — 6 camundongos/grupo) avaliado pelo teste ¢ ndo

pareado para (a) bago e (b) glandulas suprarrenais.
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O simbolo representa diferenga em comparagdo com o grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10 mL-kg™): *
para p <0,05.
Fonte: a autora (2021).

5.4.5.1.2 Nerol

Em relagdo aos comportamentos macroscOpicos anormais observados, camundongos
fémeas tratados com nerol (2000 mg-kg™ via oral) apresentaram sinais de toxicidade, como
piloeregdo, contor¢des abdominais, paralisia da pata traseira, letargia e sedagdo, no primeiro
dia do teste. Nenhuma morte ocorreu durante o experimento. Os resultados para o efeito do
tratamento com nerol no peso corporal relativo e na ingestdo alimentar dos camundongos

estdo apresentados na Figura 35.

Figura 35 — Efeito do tratamento agudo com nerol (2000 mg-kg™ via oral) em camundongos

fémeas (n = 3 — 6 camundongos/grupo) avaliado por ANOVA de medidas repetidas

bidirecional post hoc Bonferroni para (a) peso corporal relativo e (b) ingestao alimentar.
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(a) Os simbolos representam diferengas em relagdo a primeira medida (dia 0) no mesmo grupo de tratamento.
Grupo tratado com nerol: # para p < 0,05 e ## para p <0,01.

(b) Os simbolos representam diferengas em comparagdo com o grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10
mL-kg™") no mesmo dia de tratamento: * para p < 0,05 e *** para p < 0,001.

Fonte: a autora (2021).
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O peso corporal dos camundongos (Figura 35a) ndo foi afetado pelo tratamento agudo
com nerol quando comparado com o grupo tratado com veiculo. Foi observado um aumento
significativo no peso corporal dos camundongos tratados com nerol no 6.° (p < 0,01), 9.° (p <
0,05), 12.° (p <0,01) e 15.° (p < 0,05) dias de experimento em comparacdo com 0 peso inicial
(dia 0) dos animais. O consumo de alimentos (Figura 35b) em camundongos tratados com
nerol aumentou significativamente no 3.° (p < 0,001), 6.° (p <0,001) e 12.° (p < 0,05) dias de
experimento em comparagao com o grupo tratado com veiculo. Nenhum 6rgao apresentou

sinais de toxicidade induzida pelo nerol.

5.4.5.1.3 Acetato de geranila

A administragio aguda de acetato de geranila (2000 mgkg” via oral) desencadeou
uma morte de camundongo apos 48 h de tratamento nas duas etapas (1 morte/etapa) do
experimento. Alguns sinais de toxicidade foram registrados, como piloere¢do, aumento da
frequéncia respiratoria, ptose palpebral, secrecdo bronquica e sedagdo. Os resultados para o
efeito do tratamento com acetato de geranila no peso corporal relativo e na ingestdo alimentar

dos camundongos estdo apresentados na Figura 36.

Figura 36 — Efeito do tratamento agudo com acetato de geranila (2000 mg-kg" via oral) em
camundongos fémeas (n = 3 — 6 camundongos/grupo) avaliado por ANOVA de medidas

repetidas bidirecional post hoc Bonferroni para (a) peso corporal relativo e (b) ingestdo

alimentar.
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(a) Os simbolos representam diferencas em relacao a primeira medida (dia 0) no mesmo grupo de tratamento.
Grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10 mL-kg™): ** para p < 0,01 e *** para p < 0,001. Grupo tratado
com acetato de geranila: # para p < 0,05 e ### para p < 0,001.

(b) Os simbolos representam diferengcas em comparagdo com o grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10
mL-kg™) no mesmo dia de tratamento: * para p < 0,05 ¢ *** para p < 0,001.

Fonte: a autora (2021).
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O peso corporal relativo do grupo tratado com acetato de geranila do 6.° (p < 0,05) dia
até o 15.° dia (p < 0,001) de observagdo (Figura 36a) foi significativamente maior quando
comparado ao 1.° dia de tratamento, enquanto o peso corporal do grupo tratado com veiculo
aumentou significativamente no 12.° (p < 0,001) e 15.° (p < 0,01) dias de experimento em
relacdo a primeira medida (dia 0).

A ingestdo alimentar foi significativamente diminuida pelo acetato de geranila quando
comparada ao grupo veiculo no 3.° (p < 0,001) e 15.° (p < 0,05) dias ap6s a administracao

(Figura 36b). Nao houve alteragdes nos 6rgaos dos animais tratados com acetato de geranila.
5.4.5.1.4 Acetato de nerila

Os camundongos tratados de forma aguda com acetato de nerila (2000 mg-kg”, via
oral.) apresentaram alguns sinais de toxicidade durante 4 h apds a administracdo, como
piloerecdo e aumento da frequéncia respiratoria. Além disso, os animais apresentaram sedacao
intensa por 40 min apds o tratamento. Nao houve ocorréncia de mortes. Os resultados para o
efeito do tratamento com acetato de nerila no peso corporal relativo e na ingestdo alimentar

dos camundongos estdo apresentados na Figura 37.

Figura 37 — Efeito do tratamento agudo com acetato de nerila (2000 mgkg' via oral) em
camundongos fémeas (n = 3 — 6 camundongos/grupo) avaliado por ANOVA de medidas

repetidas bidirecional post hoc Bonferroni para (a) peso corporal relativo e (b) ingestdo

alimentar.
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(a) Os simbolos representam diferengas em relagdo a primeira medida (dia 0) no mesmo grupo de tratamento.
Grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10 mL-kg™): *** para p < 0,001. Grupo tratado com acetato de nerila:
### para p < 0,001.

(b) Os simbolos representam diferengas em comparagdo com o grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10
mL-kg™") no mesmo dia de tratamento: *** para p < 0,001.

Fonte: a autora (2021).
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Nao houve mudangas significativas no peso corporal relativo dos animais tratados com
acetato de nerila quando comparados ao grupo tratado com veiculo (Figura 37a). Porém, um
aumento significativo (p < 0,001) em relagdo a primeira medida (dia 0) foi observado no
mesmo grupo de tratamento com acetato de nerila do 3.° ao 15.° dias e no grupo tratado com
veiculo no 12.° e 15.° dias. O grupo que recebeu administra¢do de acetato de nerila apresentou
aumento significativo (p < 0,001) na ingestdo alimentar no 6.° dia apds a administragdo em
relagdo ao grupo tratado com veiculo (Figura 37b).

Em relagdo ao peso relativo dos orgdos, houve alteragdes apenas no bacgo, cujos
resultados estdo apresentados na Figura 38. Uma diminui¢do significativa (p < 0,01) no peso

relativo do bago foi observada no grupo tratado com acetato de nerila (Figura 38).

Figura 38 — Efeito do tratamento agudo com acetato de nerila (2000 mg-kg™" via oral) no peso
relativo do bago em camundongos fémeas (n = 3 — 6 camundongos/grupo) avaliado pelo teste
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O simbolo representa diferenga em comparagio com o grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10 mL-kg™): **
parap <0,01.
Fonte: a autora (2021).

5.4.5.1.5 Comparativo dos efeitos de toxicidade aguda dos compostos

O estudo de toxicidade aguda oral (OECD, 2001) revelou que o nerol a 2000 mg-kg™
aumentou a ingestdo alimentar dos camundongos e, consequentemente, o peso corporal
relativo, mas nao causou a morte dos camundongos nem toxicidade para nenhum orgao
analisado. Por outro lado, a administracdo oral de geraniol na mesma dose induziu alteracdes
no peso relativo das suprarrenais e do bago. Sabe-se que a sedacdo causada pelos dois dlcoois
e a ptose palpebral observada em animais tratados com geraniol estd relacionada ao efeito
depressor do sistema nervoso central de plantas do género Cymbopogon (SILVA et al., 2010).

Esses efeitos foram observados em estudos de toxicidade aguda realizados em roedores com
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plantas que apresentam esses mesmos componentes (LEITE et al., 2011; MEDEIROS et al.,
2018) e outras espécies do género Cymbopogon. Além disso, no caso do geraniol, houve
aumento na ingestao alimentar e diminui¢ao no ganho de peso, o que pode ser um sinal de
disfungao metabolica (HILALY et al., 2004; RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002; TOFOVIC;
JACKSON, 1999), e uma morte. Esses fatores podem ter ocasionado alteragdes no sistema
imunologico dos animais, resultando nas alteragdes do peso relativo das suprarrenais e do
baco. Assim, geraniol e nerol podem ser classificados na Categoria de perigo 5 do Sistema de
Classificacao Global Harmonizado (GHS), de acordo com a diretriz n.° 423 da OCDE (2001).
Isso significa que seu LDs (dose aguda letal) esta entre 2000 mg'kg” e 5000 mgkg'. A
categoria 5 ¢ destinada a produtos quimicos que apresentam baixa toxicidade aguda, mas
apresentam perigo para populagdes vulnerdveis em determinadas circunstincias (OECD,
2001).

Em relacdo aos ésteres derivados, o estudo de toxicidade aguda oral do acetato de
geranila a 2000 mgkg' mostrou que esse composto diminuiu a ingestio alimentar de
camundongos no 3.° dia de experimento, o que pode estar relacionado a sedagdo causada pela
molécula. Por outro lado, o acetato de nerila, na mesma dose, causou um aumento na ingestao
alimentar de camundongos no 6.° dia apds a administragdo. As mudangas na ingestdo de
alimentos provocadas por ambos os compostos nao foram suficientes para afetar o ganho de
peso dos animais no estudo de toxicidade aguda. Além disso, o acetato de nerila induziu uma
reducdo no peso relativo do baco de camundongos, o que pode estar relacionado com
alteragdes no sistema imunoldgico. Cabe ressaltar que o tratamento agudo com acetato de
geranila induziu a morte de um camundongo, ao contrario do acetato de nerila. De acordo
com o Sistema de Classificacdo Global Harmonizado (GHS), ambas as substancias também
podem ser incluidas na Categoria 5 (tém baixa toxicidade aguda, mas podem representar um
perigo para populagdes vulneraveis em algumas circunstancias) e seu LDsy (dose aguda letal)
esta entre 2000 mg'kg” e 5000 mg'kg”' (OECD, 2001), assim como seus precursores.

Os resultados para o LDsg estdo de acordo com os estudos reportados na literatura por
Jenner et al. (1964), Opdyke (1976) e National Toxicology Program (1976) para nerol,
geraniol e acetato de nerila. Para o acetato de geranila, o valor encontrado neste trabalho esta
abaixo do reportado por Jenner et al. (1964) e por National Toxicology Program (1976),
correspondente a 6330 mg-kg™, o que pode ter ocorrido devido & diferenga no grau de pureza

dos compostos visto que, nos estudos citados, o acetato de geranila encontra-se numa mistura
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de compostos com 60% a 65% da composi¢do, enquanto que, no presente trabalho, o grau de

pureza obtido foi de 95,80%.
5.4.5.2 Toxicidade subaguda

Para facilitar o entendimento do efeito de cada composto na avaliagdo da toxicidade
subaguda em camundongos, esta secdo estd apresentada de forma separada para cada
composto e, ao final dela, ¢ realizado o comparativo entre os compostos ¢ a discussdao dos
resultados. Para cada composto, a avaliagdo foi realizada em termos de alteracdes no peso
corporal relativo, na ingestdo alimentar, nos parametros hematoldgicos, nos parametros
bioquimicos e no peso relativo dos 6rgaos.

No estudo de administracdo repetida, camundongos fémeas e machos foram usados,
conforme recomendado pela diretriz n.° 407 da OCDE (2008), pois permite demonstrar a
diferenca de sensibilidade entre as fungdes metabolicas e outros parametros em ambos os
sexos em estudos toxicoldgicos, além de fornecer dados sobre efeitos toxicos persistentes ou
cumulativos em orgaos-alvo, relagdes dose-resposta e também sobre o nivel de efeito adverso

nao observado (NOAEL) (OECD, 2008).
5.4.5.2.1 Geraniol

— Peso corporal relativo

Os resultados para o efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol no peso
corporal relativo de camundongos machos e fémeas estao apresentados na Figura 39.

O peso corporal relativo de camundongos fémeas (Figura 39a) ndo foi afetado pelo
tratamento com geraniol. Houve um aumento significativo (p < 0,05) no peso corporal
relativo de camundongos fémeas tratados com geraniol a 1 mgkg"' em relagdo & primeira
medida (dia 1) apenas no 4.° dia. As diferentes doses de geraniol ndo afetaram o ganho de
peso corporal dos camundongos machos (Figura 39a). Todos os grupos, incluindo o grupo
tratado com veiculo, apresentaram aumento significativo no peso corporal relativo do 10.° ao
28.° dia de tratamento em relacdo a primeira (dia 1) afericdo do peso corporal. Apenas no 7.°
dia houve um aumento significativo (p < 0,05) no peso corporal relativo de camundongos
machos tratados com geraniol a 4 mgkg' em relacio a primeira medida (dia 1) ndo

observado nos demais grupos.
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Figura 39 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol (1 mg'kg”, 2 mgkg™' e 4
mgkg" via oral) no peso corporal relativo avaliado por ANOVA de medidas repetidas
bidirecional post hoc Bonferroni para (a) camundongos fémeas (n = 5 camundongos/grupo) e

(b) camundongos machos (n = 5 camundongos/grupo).
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Os simbolos representam diferengas em relacdo a primeira medida (dia 1) no mesmo grupo de tratamento. Grupo
tratado com veiculo: * para p < 0,05, ** para p < 0,01 e *** para p < 0,001. Grupo tratado com geraniol 1
mgkg': # para p < 0,05, ## para p < 0,01 e ### para p < 0,001. Grupo tratado com geraniol 2 mg-kg™: $$ para p
<0,01 ¢ $$$ para p < 0,001. Grupo tratado com geraniol 4 mg'kg": @ para p < 0,05 ¢ @@@ para p < 0,001.
Fonte: a autora (2021).

— Ingestdo alimentar

Os resultados para o efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol na ingestao
alimentar de camundongos machos e fémeas estdo apresentados na Figura 40.

A ingestdo de alimentos de camundongos fémeas (Figura 40a) foi afetada pelo
tratamento com geraniol (1 mg'kg' e 4 mgkg'). Na 1.* semana, a ingestio alimentar do
grupo tratado com geraniol 1 mg-kg" aumentou significativamente (p < 0,05) em comparago
com o grupo com veiculo na mesma semana de tratamento. Camundongos fémeas que
receberam geraniol a 1 mg-kg" apresentaram reducio significativa no consumo alimentar em
relagao a 1.* (p <0,01) e 2.% semanas (p < 0,05) do mesmo grupo de tratamento na 3.* semana.
Na semana 4, no mesmo grupo de tratamento, uma diminui¢do significativa (p < 0,01)
também foi observada na ingestdo alimentar em relagdo a 1.* semana.

Camundongos fémeas tratados com geraniol 2 mgkg™ apresentaram diminuicdo
significativa na ingestao alimentar na 1.* (p < 0,001) e 2.* semanas (p < 0,05) de tratamento
quando comparados ao grupo tratado com geraniol 1 mg-kg'1 na mesma semana de
tratamento. Camundongos fémeas tratados com geraniol a 4 mg-kg'1 apresentaram ingestao
alimentar significativamente maior na 1.* semana (p < 0,01 comparado ao grupo tratado com

veiculo e p < 0,001 comparado ao grupo tratado com 2 mg'kg" de geraniol) e 2.2 semanas (p



146

< 0,05 comparado ao grupo tratado com geraniol 1 mg-kg”, p < 0,001 comparado aos grupos
tratados com veiculo e grupos tratados com geraniol 2 mgkg'). A ingestdo alimentar de
camundongos fémeas tratados com geraniol a 4 mg-kg” diminuiu significativamente na 3.2 (p
< 0,001) e 4.* (p < 0,001) semanas em relacdo a 1.* e 2. semanas no mesmo grupo de

tratamento.

Figura 40 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol (1 mgkg”, 2 mgkg” ¢ 4
mg'kg” via oral) na ingestdo avaliado por ANOVA de medidas repetidas bidirecional post
hoc Bonferroni para (a) camundongos fémeas (n = 5 camundongos/grupo) e (b) camundongos
machos (n =5 camundongos/grupo).

Bl Semana1 MM Semana3 Bl Semana 1 Bl Semana3
@l Semana2 WM Semana4 Bl Semana2 WM Semana4

Ingestéo alimentar (g alimento.g corpo™)

Ingestio alimentar (g alimento.g corpo™)

Veiculo Geraniol Geraniol Geraniol Veiculo Geraniol Geraniol Geraniol

(1mgkg") (2mgkg”) (4mgkg™) () (1mgkg™)  (2mgkg”) (amgkg”) (D)

Os simbolos representam diferengas na mesma semana de tratamento em relagdo aos grupos. Grupo tratado com
veiculo: * para p < 0,05, ** parap < 0,01 e *** para p < 0,001. Grupo tratado com geraniol 1 mg-kg™: # para p <
0,05 e ### para p < 0,001. Grupo tratado com geraniol 2 mgkg™: $$$ para p < 0,001. Grupo tratado com
geraniol 4 mg-kg™: @@ para p < 0,01 e @@@ para p < 0,001.

As letras representam diferengas no mesmo grupo de tratamento em relacdo as semanas. Semana 1: a para p <
0,05, aa para p < 0,01 e aaa para p < 0,001. Semana 2: b para p < 0,05 e bbb para p < 0,001. Semana 3: ¢ para p
< 0,05. Semana 4: d para p <0,05.

Fonte: a autora (2021).

Camundongos machos tratados com geraniol a 1 mgkg' apresentaram diminuigio
significativa (p < 0,05) na ingestdo de alimentos (Figura 40b) na 1.* semana quando
comparados ao grupo veiculo na mesma semana de tratamento. O consumo alimentar do
grupo tratado com geraniol 2 mg-kg" aumentou significativamente (p < 0,05) na 2. semana
quando comparado ao grupo tratado com veiculo na mesma semana de tratamento. O grupo
tratado com geraniol 4 mgkg' apresentou aumento significativo (p < 0,05 e p < 0,001) na
ingestao alimentar na 3.* e 4.* semanas de tratamento em relagdo ao grupo veiculo nas mesmas
semanas. Observou-se, também, que os grupos tratados com geraniol 1 mg'kg” e 2 mgkg”
diminuem a ingestdo alimentar (p < 0,001) na 1.* e 4.* semanas em relagdo ao grupo tratado

. -1 . o .
com geraniol 4 mg-kg” nas mesmas semanas. A ingestdo alimentar de camundongos machos
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tratados com geraniol 1 mg-kg " na 2.* semana de tratamento foi significativamente (p < 0,01)
diminuida e a ingestdo alimentar de camundongos tratados com geraniol 2 mg-kg" aumentou
significativamente (p < 0,01) quando comparada ao grupo tratado com geraniol 4 mgkg” na
mesma semana de tratamento. Na 4.* semana de tratamento, o grupo tratado com veiculo
mostrou uma diminui¢do significativa (p < 0,001) na ingestdo de alimentos em comparacao
com a 1.* e 2. semanas de tratamento, enquanto o consumo alimentar no grupo tratado com
geraniol a 2 mg'kg” foi significativamente (p < 0,05) maior na 2. semana em relacdo as
semanas seguintes de tratamento. Por fim, todos os camundongos machos dos grupos tratados
com geraniol, bem como o grupo tratado com veiculo, apresentaram uma diminui¢ao
significativa no consumo de alimentos da 2.* (p < 0,05) até a 4.* (p < 0,001) semana de

tratamento quando comparado com a 1.* semana.

— Parametros hematoldgicos

Os resultados para o hemograma dos camundongos machos tratados com geraniol
estdo apresentados na Tabela 11 e dos camundongos fémeas na Tabela 12.

O hemograma de camundongos machos tratados com geraniol (Tabela 11) revelou
uma diminui¢do significativa nos indices de hemoglobina (Hb) e indices hematimétricos
(MCH, MCHC e RDW) desencadeados pelo tratamento com geraniol em relagdo ao grupo
tratado com veiculo. Os niveis de hemoglobina (Hb) diminuiram significativamente em
camundongos tratados com geraniol a 1 mg'kg” (p < 0,05), 2 mgkg” ¢ 4 mgkg™ (p <0,001)
quando comparados ao grupo tratado com veiculo. Além disso, camundongos tratados com
geraniol a 2 mg'kg” e 4 mg'kg” apresentaram niveis de Hb significativamente (p < 0,05) mais
baixos do que os tratados com geraniol a 1 mgkg'. A hemoglobina celular média (MCH)
diminuiu significativamente nos grupos de camundongos tratados com geraniol a 1 mg'kg™ (p
<0,01), 2 mg-kg” e 4 mgkg! (p <0,001) quando comparados ao grupo tratado com veiculo.
O MCH diminuiu significativamente (p < 0,05) em camundongos tratados com geraniol a 2
mgkg' e 4 mgkg' em relagdo ao grupo tratado com geraniol 1 mgkg"'. Camundongos
machos tratados com geraniol a 2 mgkg' e 4 mgkg' apresentaram uma diminuigdo
significativa na concentra¢do de hemoglobina corpuscular celular média (MCHC) (p < 0,001)
e na largura de distribuicdo de células vermelhas (RDW) (p < 0,01) quando comparados ao

grupo tratado com veiculo.
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Tabela 11 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol (1 mg'kg”, 2 mgkg' e 4
mgkg" via oral) no hemograma de camundongos machos avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Geraniol Geraniol Geraniol
Parametro Veiculo 1 1 1

1 mg-kg 2 mg-kg 4 mg-kg
Hb (g-dL™) 13.88+0,50 11,02+0,92° 8,6+0,31 © 83+024 "
HCT (%) 4526+2,68 4564+1,93  49,02+099  47,12+3,39
MCV (um?) 50,0 +2,78 50,0 + 1,23 53,40 + 0,68 52,0 + 1,10
MCH (pg) 1532+0,15 12,02+1,007 9,38+0,23"* 930+040 "
MCHC (g-dL™) 30,92+ 1,44  24,50+2,73 17,54+0,41° 17,90+ 1,66
RDW (%) 17,12+ 0,32 14,92+0,85 13,00+£0,20" 13,68 +0,58

Plaquetas (10’ mm™)  518,5+67,79 583,3+153,4 508,4+23,97 562,4+142,5
Eritrocitos (x10° mm™) 8,52 + 0,68 7,60 + 0,30 8,17+0,17 7,84 £ 0,56

Reticulécitos (%) 10,77 £ 0,13 11,77 £ 0,41 11,40 £ 0,44 10,53 £0,47
Neutrofilos 5,67 £0,88 8,33+ 1,45 9,67 +£0,88 8,67+1,76
Linfocitos 94,33 +£0,88 89,00+ 1,53 88,25+ 1,11 91,00 £2,08
Monodcitos 0,0+0,0 1,67 £0,88 0,0+0,0 0,33 +£0,33
Eosinofilos 0,0+0,0 0,67 +0,33 0,75 +£0,45 0,0+0,0

Os simbolos representam diferencas entre os grupos. Grupo tratado com veiculo: * para p < 0,05, ** para p <
0,01 e para *** p < 0,001. Grupo tratado com geraniol 1 mgkg': # para p < 0,05. Hemoglobina (Hb),
hematécrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina celular média (MCH), concentragdo média
de hemoglobina corpuscular celular (MCHC), largura de distribui¢do de hemacias (RDW).

Fonte: a autora (2021).

Para camundongos fémeas tratados com geraniol (1 mg-kg'l, 2 mg-kg'1 e4 mg-kg'1 via
oral) ndo foram detectadas diferencas em relacdo ao hemograma do grupo de veiculo (Tabela
12). O namero de neutrofilos (%) dos camundongos fémeas tratados com a maior dose de
geraniol foi significativamente (p < 0,05) menor quando comparado ao grupo tratado com 1

mgkg”.
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Tabela 12 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol (1 mg'kg”, 2 mgkg' e 4
mg'kg' via oral) no hemograma de camundongos fémeas avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Geraniol Geraniol Geraniol
Parametro Veiculo 1 1 1

1 mg-kg 2 mg-kg 4 mg-kg
Hb (g-dL™) 8,13+ 1,28 8,80 = 0,44 9.84+0,86 9,57+ 1,37
HCT (%) 49,33 +£ 5,69 48,40 £4,78 52,00+1,17 47,20+1,11
MCV (pm3) 52,50+ 1,19 51,33+ 1,20 52,80 £ 1,24 52,00 +2,31
MCH (pg) 8,53+ 0,51 930+0,71  10,02+0,76 10,40 1,15
MCHC (g-dL™) 16,20 + 0,88 1833+ 1,84 19,02+ 1,84 20,33 +3,12
RDW (%) 14,18 0,73 13,77+0,67  13,58+0,95 1530+1.25
Plaquetas (x10° mm™)  520,0+340,0  339,0+81,0 4504+113,4 316,0+162,1
Eritrocitos (x10° mm™) 8,22 +0,95 7,97 0,31 8,67+020  7,86+0,17
Reticulécitos (%) 12,73 £ 0,55 12,23 £ 0,64 12,30+ 0,48 12,67 £0,82
Neutrofilos 10,00 + 1,73 1333+1,20  8,00£0.89 7,00+ 0,0"
Linfocitos 89,25+ 1,89 85,00+ 1,00 90,80 £1,28 91,67 +£0,33
Monodcitos 0,25 +0,25 1,67 £ 0,88 0,0£0,0 0,67 £0,33
Eosinoéfilos 1,25+ 0,63 0,0+0,0 1,60 £ 0,24 0,67 £0,33

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com geraniol 1 mg-kg™: # para p < 0,05.
Hemoglobina (Hb), hematocrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina celular média (MCH),
concentragdo média de hemoglobina corpuscular celular (MCHC), largura de distribuicao de hemacias (RDW).
Fonte: a autora (2021).

— Parametros bioquimicos

Os resultados para o biograma dos camundongos machos tratados com geraniol estdo
apresentados na Tabela 13 e dos camundongos fémeas na Tabela 14.

A analise de variancia unilateral revelou que camundongos machos e fémeas tratados
com geraniol (I mgkg”, 2 mgkg' e 4 mgkg” via oral) ndo apresentaram alteragdes nos
parametros dos perfis glicidico, hepatico e renal quando comparados ao grupo tratado com
veiculo. Os niveis de AST de camundongos machos (Tabela 13) aumentaram
significativamente nos grupos tratados com geraniol 2 mg-kg™ (p < 0,05) e geraniol 4 mg-kg™

(p < 0,01) em comparacio com o grupo tratado com geraniol 1 mg-kg™.
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Tabela 13 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol (1 mg'kg”, 2 mgkg”' e 4

mgkg”, via oral) no biograma de camundongos machos avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Geraniol Geraniol Geraniol
Parametro Veiculo 1 1 1

1 mg-kg 2 mg-kg 4 mg-kg
GLU (mg-dL™) 279,3 +£31,72 265,9+9,25 324,0 + 14,87 313,1 £ 8,66
COL (mg-dL™) 144,0 + 13,44 134,2+9,75 154,6 15,10 140,5 + 14,47
TRI (mg-dL™) 155,8+ 18,62  158,4+ 17,63 195,0 + 35,62 118,8 +£ 14,86
HDL (mg-dL™) 44,40 + 3,34 52,25+3,95 40,75+ 1,44 4420+ 4,15
LDL (mg-dL™) 51,75 + 16,80 36,80 £ 9,69 68,25 + 13,40 59,25+ 11,26
AST (U-L™) 159,7+10,53  134,0+7,57 178,0+3,79"  194,0 +10,02%
ALT (UL 59,67 +16,01  43,25+11,29 84,00 + 5,20 75,00 + 19,20
CRE (mg-dL™) 0,43 + 0,06 0,52 +0,03 0,52 + 0,02 0,53 £ 0,02

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com geraniol 1 mg-kg™: # para p < 0,05 e ##
para p < 0,01. Glicose (GLU), colesterol total (COL), triglicerideos (TRI), fragdes do colesterol (HDL e LDL),
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CRE).

Fonte: a autora (2021).

Tabela 14 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol (1 mgkg”, 2 mgkg' ¢ 4

mgkg' via oral) no biograma de camundongos fémeas avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Geraniol Geraniol Geraniol
Parametro Veiculo 4 4 4

1 mg-kg 2 mg-kg 4 mg-kg
GLU (mg-dL™") 214,5+ 13,66 234,0 + 15,65 2553 +£41,61 284,0+32,53
COL (mg-dL™) 101,5+ 6,12 126,8 £ 1,03 112,8 + 5,41 106,5 +9,77
TRI (mg-dL™) 61,25+ 7,86 101,3 +£21,92 108,5+ 17,29  111,8+19,67
HDL (mg-dL™) 61,00 + 1,29 65,60 = 1,03 60,80 + 2,65 56,80 4,12
LDL (mg-dL™) 49,25+ 10,18 54,25+ 8,53 50,50+7,89 41,00+ 11,53
AST (U-L™) 161,7 + 8,37 79,33 + 35,33 124,3 + 33,61 204,0 + 1,73
ALT (U-L™ 44,67 £ 12,13 78,75 + 11,85 80,50+9,67 56,67 + 15,88
CRE (mg-dL™) 0,50 +£ 0,02 0,44 + 0,06 0,53 + 0,006 0,52 + 0,006

Glicose (GLU), colesterol total (COL), triglicerideos (TRI), fragdes do colesterol (HDL e LDL), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CRE).

Fonte: a autora (2021).
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— Peso relativo dos 6rgaos
Os resultados para o peso relativo dos 6rgdos de camundongos machos tratados com

geraniol estdo apresentados na Tabela 15 e dos camundongos fémeas na Tabela 16.

Tabela 15 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol (1 mg'kg”, 2 mgkg' e 4
mgkg" via oral) no peso relativo dos érgios de camundongos machos avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Orgio Veiculo GeraniO: GeraniO: GeraniO:
1 mg-kg 2 mg-kg’ 4 mg-kg”
Cérebro (%) 1,10+ 0,03 1,15+0,02 1,12+ 0,04 1,14+ 0,03
Coracao (%) 0,37 0,02 0,38 £ 0,02 0,40 + 0,02 0,38 £ 0,01
Timo (%) 0,21 +£0,02 0,19+ 0,02 0,18 +0,01 0,18 +0,02
Baco (%) 0,25 + 0,02 0,28 + 0,02 0,27 + 0,01 0,30 +0,01"
Suprarrenais (%) 0,03 + 0,005 0,03 + 0,005 0,03 + 0,003 0,04 + 0,002
Rins (%) 1,35+ 0,05 1,37 +£ 0,04 1,45+ 0,04 1,40+ 0,03
Figado (%) 4,77+0,13 4,60 + 0,07 4,86 +0,17 4,58 + 0,09

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com veiculo: * para p < 0,05.
Fonte: a autora (2021).

Tabela 16 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geraniol (1 mg'kg”, 2 mgkg' e 4

mgkg" via oral) no peso relativo dos drgdos de camundongos fémeas avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n =3 — 5 animais/grupo).

()rgﬁo Veiculo Gerani(): Geranioz Gerani():
1 mg-kg 2 mg-kg’ 4 mg-kg’
Cérebro (%) 1,50 + 0,04 1,51 £0,05 1,42 + 0,03 1,41 +0,06
Coragdo (%) 0,43 + 0,04 0,39 + 0,02 0,45+ 0,04 0,43 +£0,02
Timo (%) 0,29 +£ 0,04 0,22 +0,02 0,28 £ 0,01 0,27 +£0,02
Bago (%) 0,41 + 0,02 0,34 + 0,02 0,39 +0,03 0,37 +£0,02
Suprarrenais (%) 0,06 + 0,007 0,06 + 0,006 0,07 + 0,007 0,06 £ 0,007
Rins (%) 1,19+ 0,05 1,14 +£0,03 1,10+ 0,04 1,10+ 0,02
Figado (%) 4,19 £ 0,22 4,35+0,12 4,26 + 0,16 4,40 + 0,16

Fonte: a autora (2021).
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O peso relativo do bago de camundongos machos tratados com geraniol a 4 mgkg™
aumentou significativamente (p < 0,05) em comparagdo ao grupo de veiculo. Nao houve
diferencas no peso relativo dos outros 6rgaos de camundongos machos ou mudangas no peso

relativo dos 6rgaos nos grupos de camundongos fémeas tratados com geraniol.

5.4.5.2.2 Nerol

— Peso corporal relativo
Os resultados para o efeito do tratamento com doses repetidas de nerol no peso

corporal relativo de camundongos machos e fémeas estdo apresentados na Figura 41.

Figura 41 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerol (1 mgkg”, 2 mgkg” e 4
mg-kg'1 via oral) no peso corporal relativo avaliado por ANOVA de medidas repetidas
bidirecional post hoc Bonferroni para (a) camundongos fémeas (n = 5 camundongos/grupo) e

(b) camundongos machos (n = 5 camundongos/grupo).

A Veiculo B Nerol (2 mg.kg™") Ao Veiculo B Nerol (2 mg.kg”)
® Nerol (1 mg.kg’) ¢ Nerol (4 mg.kg™") ® Nerol (1mgkg’) ¢ Nerol (4 mg.kg™)
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Os simbolos representam diferengas em relag@o a primeira medida (dia 1) no mesmo grupo de tratamento. Grupo
tratado com veiculo: * para p < 0,05 e *** para p < 0,001. Grupo tratado com nerol 1 mg-kg™: # para p < 0,05,
## para p < 0,01 e ### para p < 0,001. Grupo tratado com nerol 2 mg-kg™: $$ para p < 0,01 e $$$ para p < 0,001.

Grupo tratado com nerol 4 mg-kg™: @ para p < 0,05, @@ para p < 0,01 ¢ @@@ para p < 0,001.
Fonte: a autora (2021).

O peso corporal (Figura 41a) de camundongos fémeas tratados com nerol a 4 mg-kg™
aumentou significativamente ao longo do periodo experimental (p < 0,05 no 4.°, 13.°, 22.° ¢
25.° dias), (p < 0,01 no 28.° dia) e (p < 0,001 no 19.° dia) quando comparado a 1.* medida (dia
1). O tratamento com nerol ndo afetou o peso corporal de camundongos fémeas em relacio ao
grupo tratado com veiculo. Em relacdo aos camundongos machos (Figura 41b), um aumento

significativo no peso corporal de todos os grupos foi detectado, incluindo o grupo tratado com
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veiculo, no 10.° (p < 0,05 para o grupo veiculo), 13.° (p < 0,05 para o nerol 1 mgkg™; p <
0,01 para nerol 2 mg'kg"' e nerol 4 mg-kg'l), 16.° (p < 0,01 para nerol 1 mg-kg™; p < 0,001
para veiculo e nerol 4 mg'kg™), e, do 19.° a0 28.° dias (p < 0,001 para veiculo, nerol 1 mgkg
' 2 mgkg! e 4 mgkg') em comparagio com o 1.° dia de tratamento. O tratamento com nerol
ndo afetou o peso corporal de camundongos machos quando comparado ao grupo veiculo no

mesmo dia do tratamento.

— Ingestdo alimentar
Os resultados para o efeito do tratamento com doses repetidas de nerol na ingestao

alimentar de camundongos machos e fémeas estdo apresentados na Figura 42.

Figura 42 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerol (1 mgkg”, 2 mgkg" e 4
rng-kg'1 via oral) na ingestdo avaliado por ANOVA de medidas repetidas bidirecional post
hoc Bonferroni para (a) camundongos fémeas (n = 5 camundongos/grupo) e (b) camundongos
machos (n =5 camundongos/grupo).

@l Semana1 EE Semana3 @l Semana1 @M Semana3
Bl Semana2 @M Semana4 Bl Semana2 @M Semana4

0.5

Ingesto alimentar (g alimento.g corpo™)
Ingestao alimentar (g alimento.g corpo‘1)

Veiculo Nerol Nerol Nerol 0.0-

Veiculo Nerol Nerol Nerol
(1mgkg?)  (2mgkg”)  (4mgkg”) (a) (1mgkg”)  (2mgkg™) (4mgkg™) (b)

Os simbolos representam diferencas na mesma semana de tratamento em relacdo aos grupos. Grupo tratado com
veiculo: * para p < 0,05, ** para p < 0,01 e *** para p < 0,001. Grupo tratado com nerol 1 mg-kg™: # para p <
0,05, ## para p < 0,01 e ### para p < 0,001. Grupo tratado com nerol 2 mg-kg™": $$ para p < 0,01 ¢ $$$ para p <
0,001. Grupo tratado com nerol 4 mg-kg™: @ para p < 0,05, @@ para p < 0,01 ¢ @@@ para p < 0,001.

As letras representam diferengas no mesmo grupo de tratamento em relagdo as semanas. Semana 4: d para p <
0,05 e dd para p <0,01.

Fonte: a autora (2021).

Camundongos fémeas tratados com nerol a 1 mgkg' apresentaram aumento
significativo no consumo de alimentos (Figura 42a) em relacdo aos demais grupos. Na 2.*
semana, a ingestio alimentar do grupo tratado com nerol 1 mgkg' aumentou
significativamente em comparagdo com os grupos tratados com veiculo (p < 0,001) e tratados
com nerol 4 mg-kg™! (p < 0,05). Na 3.* semana, o consumo alimentar do grupo tratado com 1

mg'kg' aumentou significativamente em relacdo aos grupos veiculo (p < 0,001), nerol 2
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mgkg! (p <0,01) e nerol 4 mg-kg™ (p < 0,001). O consumo alimentar do grupo tratado com
nerol a 1 mg'kg"' aumentou significativamente em comparagdo com os grupos tratados com
veiculo (p < 0,05) e com nerol 4 mgkg” (p < 0,05) na 4.* semana. Camundongos machos
tratados com as doses de nerol a 2 mg'kg”' e 4 mgkg” ingeriram significativamente menos
alimentos (Figura 42b) do que os grupos tratados com veiculo (p < 0,05) e com nerol 1
mgkg” (p < 0,01). O consumo alimentar de camundongos machos tratados com nerol a 4

mg'kg” diminuiu significativamente na 4.* semana comparado com a 2.2 e 3.* semanas.

— Parametros hematologicos
Os resultados para o hemograma dos camundongos machos tratados com nerol estio

apresentados na Tabela 17 e dos camundongos fémeas Tabela 18.

Tabela 17 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerol (1 mgkg”, 2 mgkg” e 4
mgkg' via oral) no hemograma de camundongos machos avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Nerol Nerol Nerol

Parametro Veiculo 1 1 1

1 mg-kg 2 mg-kg 4 mg-kg
Hb (g-dL™) 14,16+ 0,43  12,92+0,71 13,34+ 0,70 13,84 + 0,84
HCT (%) 4542 +1,35  41,04+2,55 40,88 £2,05 43,80+ 2,40
MCV (um®) 478+ 0,66 48,60+ 0,51 46,40 + 0,40" 46,80 + 0,37
MCH (pg) 14,86+ 0,18 15,38 £0,26 15,12+ 0,27 14,72 + 0,12
MCHC (g-dL™) 31,18+ 025  31,56+0,27 32,62+0,56  31,60+0,36
RDW (%) 17,80+ 0,66 18,30+ 0,35 17,26 + 0,25 17,32 + 0,60
Plaquetas (<10° mm™) 3845+ 6749 302,7+1652  349,0=160,0  368,0 £ 162,0
Eritrocitos (<10° mm®) 7574020 6,84+ 0,42 680034 7,30 +040
Reticuldcitos (%) 9,0 + 0,45 10,0 + 0,51 11,24 +0,22 12,33 £ 1,54
Neutrofilos 9,0 + 1,53 6,25+ 0,48 6,8 + 0,86 4,58 +0,42"
Linfocitos 88,67+ 1,20  92,25+0,25 91,80+ 1,02 93,75+0,63"
Monocitos 1,0 £ 0,58 0,75 £ 0,25 1,0 + 0,00 0,50 £ 0,29
Eosinofilos 033+033  0,50+0,29 0,8 0,20 0,33 + 0,33

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com veiculo: * para p < 0,05. Grupo tratado
com nerol 1 mgkg': # para p < 0,05. Hemoglobina (Hb), hematocrito (HCT), volume corpuscular médio
(MCYV), hemoglobina celular média (MCH), concentracdo média de hemoglobina corpuscular celular (MCHC),
largura de distribuicdo de hemacias (RDW).

Fonte: a autora (2021).
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Tabela 18 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerol (I mgkg”', 2 mgke” e 4
mg'kg' via oral) no hemograma de camundongos fémeas avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Parametro Veiculo Nerol L Nerol ’ Nerol 1
1 mg-kg 2 mg-kg’ 4 mg-kg’
Hb (g-dL™") 13,43£0,15 14,66+ 0,06 14,60+ 0,34 14,53 +0,91
HCT (%) 41,07+0,89 46,75 +0,52 4588+ 1,17 49,78 +4,11
MCV (pm?) 49,67 +0,33  4925+025% 48,80+0,379% 50,75+ 0,25
MCH (pg) 1623+0,29 15,48 +0,09 1560+0,12 14,97 +1,09
MCHC (g-dL™) 32,73+£0,61  31,35+0,24 31,86 0,14  29,67+2,.21
RDW (%) 17,73 +0,30 17,60 + 0,29 17,52 + 0,15 16,63 + 1,02
Plaquetas (<10° mm™)  630,0£230,0 439.5+172,5  439.4+100,5 5853 + 54,41
Eritrocitos (x10° mm™) 6844 0,15 7,79 + 0,08 7,64+ 0,19 8,26 + 0,69
Reticulocitos (%) 11,47+027  9,23+0,71 9,76 + 0,40 10,66 + 0,34
Neutréfilos 6,67 +0,7 7,50 + 0,96 11,40 + 1,63 7,67+ 1,20
Linfocitos 93,0+ 1,00 92,25+ 1,03 88,0 + 1,67 92,0 + 1,53
Monocitos 0,0 £ 0,0 0,0 £ 0,0 0,2+ 0,20 0,0 £ 0,0
Eosinofilos 0,33+ 0,33 0,0 + 0,0 0,0+ 0,0 0,33+ 0,33

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com nerol 4 mg-kg™: @ para p < 0,05 ¢ @@
para p < 0,01. Hemoglobina (Hb), hematocrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina celular
média (MCH), concentracdo média de hemoglobina corpuscular celular (MCHC), largura de distribuicdo de
hemacias (RDW).

Fonte: a autora (2021).

Os camundongos machos (Tabela 17) tratados com nerol 2 mg-kg™ apresentaram uma
diminui¢do significativa (p < 0,05) no volume corpuscular médio (MCV) em relacdo aos
animais tratados com nerol 1 mgkg'. As contagens de neutrofilos (%) de camundongos
machos tratados com nerol a 4 mgkg” foram significativamente (p < 0,05) diminuidas em
comparagdo ao grupo tratado com veiculo. Nerol (na dose mais alta) desencadeou um
aumento significativo (p < 0,05) nos linfocitos (%) quando comparado ao grupo tratado com
veiculo. Camundongos fémeas (Tabela 18) tratados com nerol (I mgkg', 2 mgkg' e 4
mgkg" via oral) ndo apresentaram alteragio nos parimetros hematoldgicos em comparagio
ao grupo tratado com veiculo. Porém, foi observada uma diminui¢ao significativa no MCV de
camundongos fémeas tratados com nerol a 1 mgkg' e 2 mgkg' (p < 0,05 ¢ p < 0,01,

respectivamente) em relagio ao grupo tratado com nerol 4 mg-kg™.
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— Parametros bioquimicos
Os resultados para o biograma dos camundongos machos tratados com nerol estdo

apresentados na Tabela 19 e dos camundongos fémeas na Tabela 20.

Tabela 19 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerol (I mgkg”, 2 mgkg” e 4
mgkg' via oral) no biograma de camundongos machos avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Parametro Veiculo Nerol 1 mg-kg'1 Nerol 2 mg-kg'1 Nerol 4 mg-kg'1
GLU (mg-dL™) 235,0 +£39,77 303,5 + 64,45 260,0 £22,63 300,5 + 42,24
COL (mg-dL™) 169,8 £ 13,19 146,0 + 8,88 144,0 £ 6,17 148,2 + 19,67
TRI (mg-dL™") 160,4 £ 15,15 231,7 +£ 28,64 155,0 £23,36 192,0 + 30,04
HDL (mg-dL™) 62,2 + 1,74 77,0 £ 1,12 88,6 + 7,68 54,0 = 9,08°
LDL (mg-dL™) 80,8 +£ 14,13 29,0 + 6,56 29,75+ 3,30 59,5 +20,67
AST (U-L 159,7 £10,53 191,7 + 38,39 125,7+0,33 127,0 £ 14,53
ALT (U-L™) 57,5+11,53 30,0 £ 16,74 54,0 + 28,87 69,0+ 1,16
CRE (mg-dL™) 0,37 + 0,02 0,37+ 0,03 0,40 +0,08 0,47 + 0,06

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com nerol 2 mgkg': $ para p < 0,05.
Glicose (GLU), colesterol total (COL), triglicerideos (TRI), fracdes do colesterol (HDL e LDL), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CRE).

Fonte: a autora (2021).

Tabela 20 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerol (1 mg-kg'l, 2 mg-kg'1 e 4

mg'kg' via oral) no biograma de camundongos fémeas avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Parametro Veiculo Nerol 1 mg-kg'1 Nerol 2 mg-kg'1 Nerol 4 mg-kg'1
GLU (mg-dL™) 214,5 + 13,66 282,1 + 60,35 253,5 + 24,36 219,6 £ 10,0
COL (mg-dL™) 107,8 = 7,88 116,2 + 1,63 113,2 £ 12,27 134,4 + 9,66
TRI (mg-dL™) 70,2 £ 10,82 134,6 +9,81" 120,0 + 11,43 95,4 + 14,95
HDL (mg-dL™) 45,6 +£2,40 52,4+9,78 34,3 +7,50 46,4 + 3,09
LDL (mg-dL™) 54,0 +£9,21 37,0 = 8,60 55,0+ 11,48 69,0 + 8,74
AST (U-L™) 161,7 + 8,37 172,0 £ 11,06 137,7 + 8,37 166,5 + 10,87
ALT (U-L™ 49,0 £ 12,77 72,0 + 4,04 65,0 + 7,64 62,25 +20,45
CRE (mg-dL™) 0,50 £ 0,02 0,34 + 0,07 0,73 £ 0,22 0,35+0,11

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com veiculo: ** para p < 0,01. Glicose
(GLU), colesterol total (COL), triglicerideos (TRI), fragdes do colesterol (HDL e LDL), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CRE).

Fonte: a autora (2021).
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Os padrdes bioquimicos ndo foram alterados em camundongos machos (Tabela 19)
tratados com nerol (I mg'kg”, 2 mgkg' e 4 mgkg" via oral). Apenas o grupo tratado com
nerol 4 mgkg' diminuiu significativamente (p < 0,05) os niveis da fracdo de HDL do
colesterol quando comparado ao grupo tratado com nerol 2 mg-kg™.

Camundongos fémeas (Tabela 20) tratados com nerol a 1 mgkg' apresentaram
aumento significativo (p < 0,01) nos niveis de triglicerideos (TRI) em relagdo ao grupo
tratado com veiculo. No entanto, os outros parametros bioquimicos nao foram afetados pelo

tratamento com nerol em camundongos fémeas.

— Peso relativo dos 6rgaos
Os resultados para o peso relativo dos 6rgaos de camundongos machos tratados com

nerol estdo apresentados na Tabela 21 e dos camundongos fémeas na Tabela 22.

Tabela 21 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerol (1 mgkg”, 2 mgkg” e 4
mgkg" via oral) no peso relativo dos érgios de camundongos machos avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Orgio Veiculo Nerol 1 mg-kg'1 Nerol 2 mg-kg'1 Nerol 4 mg-kg'1
Cérebro (%) 1,00 + 0,06 1,16 + 0,02 1,10 + 0,06 1,06 + 0,12
Coragio (%) 0,39 + 0,01 0,37 + 0,02 0,39+ 0,01 0,35 + 0,02
Timo (%) 0,17 + 0,03 0,22 + 0,02 0,24 + 0,02 0,21 + 0,02
Baco (%) 0,29+0,01  0,33+0,019%@ 0,28 + 0,02 0,23 +0,01"
Suprarrenais (%)  0,03+0,003 0,04 + 0,007 0,03 £ 0,002 0,03 £0,010
Rins (%) 1,61 + 0,07 1,52 + 0,04 1,40 + 0,02 1,30+ 0,07
Figado (%) 515+0,16 5,60+ 0,19 5,04+0,17 4,83+ 0,16

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com veiculo: * para p < 0,05 e ** para p <
0,01. Grupo tratado com nerol 4 mg'kg": @@@ para p < 0,001.
Fonte: a autora (2021).

Uma diminuicdo significativa no peso do bago (p < 0,05) e dos rins (p < 0,01) foi
observada nos camundongos machos tratados com nerol a 4 mg-kg”' em comparagio com o
grupo tratado com veiculo. Camundongos machos que receberam nerol a 1 mgkg’
apresentaram aumento significativo (p < 0,001) no peso relativo do bago quando comparados
ao grupo que recebeu a maior dose de nerol (4 mg'kg™). Animais fémeas tratados com nerol
(Tabela 22) nao apresentaram alteragdes no peso relativo dos 6rgaos quando comparados ao

grupo tratado com veiculo.
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Tabela 22 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerol (I mgkg”, 2 mgke' e 4
mgkg" via oral) no peso relativo dos 6rgdos de camundongos fémeas avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n =3 — 5 animais/grupo).

Orgio Veiculo Nerol 1 mg'kg" Nerol 2 mgkg" Nerol 4 mg-kg™
Cérebro (%) 1,50 + 0,04 1,51 £ 0,06 1,56 + 0,05 1,47 +£ 0,06
Coragao (%) 0,43 £0,04 0,37 £0,01 0,42 £ 0,01 0,39 £ 0,01
Timo (%) 0,29 + 0,04 0,22 +£0,02 0,21 +0,02 0,27 +£0,03
Bago (%) 0,41 +0,02 0,32+ 0,01 0,38 £ 0,03 0,37 £ 0,02
Suprarrenais (%) 0,06 + 0,007 0,05 £ 0,007 0,05+0,010 0,07 = 0,006
Rins (%) 1,19+ 0,05 1,13+£0,03 1,26 £ 0,07 1,31 £0,06
Figado (%) 4,19+0,22 4,78 +0,13 4,51 £0,08 4,45+ 0,09

Fonte: a autora (2021).

5.4.5.2.3 Acetato de geranila

— Peso corporal relativo

Os resultados para o efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de geranila
no peso corporal relativo de camundongos machos e fémeas estdo apresentados na Figura 43.

Para os camundongos fémeas (Figura 43a), o grupo tratado com veiculo apresentou
aumento significativo (p < 0,001) no peso corporal do 16.° ao 28.° dia de tratamento em
relagdo ao 1.° dia. Em relagdo ao 1.° dia, o grupo tratado com acetato de geranila 1 mgkg™”
apresentou aumento significativo do peso corporal no dia 7 (p < 0,05) e nos dias 19, 25 e 28
(p <0,001). O peso corporal relativo deste grupo foi inferior ao do veiculo (p < 0,01) no dia
22. O peso corporal de camundongos fémeas tratados com acetato de geranila a 2 mg-kg™ foi
significativamente maior do que a 1.* medida (dia 1), nos dias 7 (p < 0,05), 16 (p < 0,05), 19
(p<0,001),22 (p<0,01)e25a28 (p<0,001). Os camundongos fémeas tratados com acetato
de geranila a 4 mg'kg" apresentaram diminuigdo significativa (p < 0,01) no peso corporal no
28.° dia em comparagdo ao veiculo. Porém, em comparagdo ao dia 1, o grupo tratado com
acetato de geranila 4 mg-kg™ apresentou aumento no peso corporal relativo nos dias 22 (p <

0,01) ¢ 25 (p < 0,05).
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Figura 43 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de geranila (1 mgkg”, 2
mgkg"' e 4 mgkg' via oral) no peso corporal relativo avaliado por ANOVA de medidas
repetidas bidirecional post hoc Bonferroni para (a) camundongos fémeas (n = 5

camundongos/grupo) e (b) camundongos machos (n =5 camundongos/grupo).
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Os simbolos representam diferengas em relag@o a primeira medida (dia 1) no mesmo grupo de tratamento. Grupo
tratado com veiculo: ** para p < 0,01 e *** para p < 0,001. Grupo tratado com acetato de geranila 1 mgkg™: #
para p < 0,05, ## para p < 0,01 e ### para p < 0,001. Grupo tratado com acetato de geranila 2 mg-kg™: $ para p <
0,05, $$ para p < 0,01 e $$$ para p < 0,001. Grupo tratado com acetato de geranila 4 mg-kg™": @ para p < 0,05,
@@ para p < 0,01 e @@@ para p < 0,001. As letras representam diferencas em comparacdo com o grupo
tratado com veiculo (6leo de milho 10 mL-kg") no mesmo dia de tratamento. Grupo tratado com acetato de
geranila 1 mg-kg': aa para p < 0,01. Grupo tratado com acetato de geranila 4 mg-kg™': ¢ para p < 0,05 e cc para p
<0,01.

Fonte: a autora (2021).

Em relagdo ao peso corporal relativo de camundongos machos (Figura 43b), houve um
aumento a partir do 4.° dia (p < 0,01) para os grupos tratados com veiculo, acetato de geranila
1 mg'kg' e 4 mgkg” (p <0,001 dos dias 7 a 28) quando comparado ao 1.° dia de tratamento.
O peso corporal para o grupo tratado com acetato de geranila 2 mg-kg™” foi significativamente
maior nos dias 16 e 19 (p < 0,01) e nos dias 22 a 28 (p < 0,001) em relagdo ao dia 1. A
comparagdo entre os tratamentos no mesmo dia mostrou que os animais tratados com acetato
de geranila 4 mg'kg™ apresentaram aumento significativo do peso corporal relativo quando

comparado ao veiculo no 10.° (p <0,01), 22.° ¢ 25.° (p < 0,05) dias.

— Ingestao alimentar
Os resultados para o efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de geranila

na ingestdo alimentar de camundongos machos e fémeas estdo apresentados na Figura 44.
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Figura 44 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de geranila (1 mgkg”, 2
mgkg' e 4 mgkg' via oral) na ingestio avaliado por ANOVA de medidas repetidas
bidirecional post hoc Bonferroni para (a) camundongos fémeas (n = 5 camundongos/grupo) e

(b) camundongos machos (n = 5 camundongos/grupo).
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Os simbolos representam diferengas na mesma semana de tratamento em relagdo aos grupos. Grupo tratado com
veiculo: * para p < 0,05 e ** para p < 0,01. Grupo tratado com acetato de geranila 2 mg-kg™: $$ parap <0,01.
As letras representam diferengas no mesmo grupo de tratamento em relacdo as semanas. Semana 1: a para p <
0,05, aa para p < 0,01 ¢ aaa para p < 0,001. Semana 2: b para p < 0,05, bb para p < 0,01 ¢ bbb para p < 0,001.
Semana 3: ¢ para p <0,05 e cc parap <0,01.

Fonte: a autora (2021).

Todos os grupos de camundongos fémeas que receberam acetato de geranila (1
mgkg”, 2 mgkeg”' ou 4 mgkg") apresentaram reducio no consumo alimentar (p < 0,01) em
relacdo ao grupo tratado com veiculo, na 1.* semana (Figura 44a). Os grupos tratados com
acetato de geranila a 2 mg-kg”' (p < 0,01) e 4 mgkg” (p < 0,05) também apresentaram
redu¢do na ingestdo alimentar em comparagdo ao grupo tratado com veiculo na 2.* semana de
tratamento. Camundongos machos tratados com veiculo e acetato de geranila a 1 mgkg™, 2
mgkg” e 4 mg'kg”' mostraram uma redugio na ingestio de alimentos ao longo das semanas
de tratamento em comparagdo com a 1.* (Figura 44b). Na 4.* semana, a ingestao alimentar do
grupo tratado com veiculo foi menor (p < 0,05) do que nas semanas anteriores. Além disso, a
ingestdo alimentar dos animais tratados com acetato de geranila a 2 mgkg™' também foi
menor (p < 0,01) do que nas semanas anteriores. O consumo alimentar dos grupos tratados
com acetato de geranila a I mg'kg” e 4 mgkg™ foi menor (p < 0,05) na 4. semana em relagdo
a 1.* e 2.* semanas. O grupo tratado com acetato de geranila 4 mg-kg'1 apresentou aumento (p
< 0,01) na ingestdo alimentar na semana 1 em relacdo ao grupo tratado com acetato de

geranila 2 mgkg™.
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— Parametros hematologicos
Os resultados do hemograma de camundongos machos tratados com acetato de

geranila estdo apresentados na Tabela 23 e de camundongos fémeas na Tabela 24.

Tabela 23 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de geranila (1 mgkg”, 2
mgkg" e 4 mgkg via oral) no hemograma de camundongos machos avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de

Parametro Veiculo geranila geranila geranila
1 mg'kg”’ 2 mg-kg™ 4 mg-kg™

Hb (g-dL™) 16,33 + 047 15,58+ 022  14,64+0,91 15,64 +0,59
HCT (%) 49,04+ 1,44  46,74+0,67 43,96+274 46,94+ 1,77
MCV (um®) 52,00+ 044  5220+037 51,40+0,74  51,00+0,54
MCH (pg) 4744+0,77  47,52+0,71 47,80+ 0,46 46,54+ 0,58
MCHC (g-dL™) 90,88+ 0,99 90,92+ 1,02  93,06+1,04 91,06+ 1,30
RDW (%) 14,52 + 0,13 14,88 +0,12 1496+033 1424 +0,13
Plaquetas (<10° mm®)  4743+1495 4928+119,8 7455+2947 671,8+ 17,53
Eritrocitos (<10° mm™) g 17+ 0,24 7,78 £0,11 732+045 7,82 +£0,29
Reticuldcitos (%) 0,9 + 0,08 1,20 + 0,08 1,0 £ 0,08 0,80 + 0,08
Neutréfilos 9,4 + 0,92 11,6+1,16  11,50+1,55  6,25+0,00"
Linfocitos 89,20+ LIS g640+1,47 87,75+143 93,00+ 0,70
Monocitos 1,0+0,0 1,25+0,2 1,0+0,0 0,0 + 0,0
Eosinoéfilos

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com acetato de geranila 1 mg-kg™: # para p <
0,05. Grupo tratado com acetato de geranila 2 mg-kg™': $ para p < 0,05. Hemoglobina (Hb), hematocrito (HCT),
volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina celular média (MCH), concentracdo média de hemoglobina
corpuscular celular (MCHC), largura de distribui¢do de hemacias (RDW).

Fonte: a autora (2021).

Camundongos machos (Tabela 23) tratados com acetato de geranila a 4 mgkg’
tiveram uma reduc¢do significativa (p < 0,05) na contagem de neutréfilos quando comparados
aos grupos tratados com acetato de geranila 1 mgkg” e 2 mgkg'. Os camundongos fémeas
(Tabela 24) tratados com acetato de geranila a 4 mg-kg" apresentaram niveis aumentados (p <
0,05) de hemoglobina, hematdcrito e contagem de eritrocitos quando comparados ao grupo

tratado com veiculo.
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Tabela 24 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de geranila (1 mgkg”, 2

mgkg"' e 4 mg'kg' via oral) no hemograma de camundongos fémeas avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n =3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de

Parametro Veiculo geranila geranila geranila
1 mg-kg'1 2 mg-kg'1 4 mg-kg'1

Hb (gdL™) 13,60 0,63 14,80 + 0,29 15,10 + 0,22 15,73 £ 0,46
HCT (%) 3836+227 4513+1,04  4538+1,10 47,93 + 1,47
MCV (um?) 47204020 48,00+040  4925+025 47,67+ 0,88
MCH (pg) 16,38+ 0,21 1570+0,10 16,28 +0,17 15,70 + 0,30
MCHC (g-dL™) 3456 +047 32,83+046  33.25+035 32,87+ 0,16
RDW (%) 16,58 0,19 16,98+032 16,78 + 0,085 16,20 + 0,15
Plaquetas (<10’ mm™) 1646+ 4489 137,632,552 3160+1155  253,0+57.09
Eritrocitos (<10° mm™)  640+038  7,52+0,16 7,52 40,17 7,93 +0,24"
Reticulocitos (%) 1,10+0,11 1,50+ 0,11 1,10+0,11 1,0+0,11
Neutrofilos 6,6 + 0,40 7,0 + 1,41 9,50 + 1,19 8,66 + 1,76
Linfocitos 86,0+0,57  88,0+0,57 88,0 £ 0,57 86,0 + 0,57
Mondcitos 1,0+ 0,0 1,0+ 0,0 1,0£0,0 1,0+ 0,0
Eosinoéfilos

Os simbolos representam diferencas entre os grupos. Grupo tratado om veiculo: * para p < 0,05. Hemoglobina
(Hb), hematocrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina celular média (MCH), concentragdo
média de hemoglobina corpuscular celular (MCHC), largura de distribui¢do de hemacias (RDW).

Fonte: a autora (2021).

Camundongos fémeas tratados com acetato de geranila a 2 mg'kg" apresentaram
aumento apenas nos niveis de MCV. Os outros parametros (hematocrito, hemoglobina celular
média, concentragdo média de hemoglobina corpuscular celular, largura de distribuicdo de
hemacias, contagem de eritrocitos, plaquetas, reticulocitos, linfocitos e monocitos) ndo se
alteraram significativamente entre os grupos tratados com acetato de geranila em ambos os

SE€XO0S.

— Parametros bioquimicos
Os resultados para o biograma dos camundongos machos tratados com acetato de

geranila estdo apresentados na Tabela 25 e dos camundongos fémeas na Tabela 26.



163

Tabela 25 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geranila (1 mg'kg”, 2 mgkg™ e 4

mg'kg' via oral) no biograma de camundongos machos avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de
Parametro Veiculo geranila geranila geranila
1 mg-kg'1 2 mg-kg'1 4 mg-kg'1
GLU (mg-dL'l) 2529 + 34,52 256,4 + 17,06 214,9 £ 19,06 246,4 + 41,08
COL (mgdL™")  115,0+ 3,48 114,0 + 2,80 140,4 + 6,64 141,0 + 5,44
TRI (mgdL")  92,40+10,69 93,20+ 13,30 179,5+ 18,4 125,4 + 13,53
HDL (mg-dL") 64,20+ 2,27 66,40 = 1,47 75,40 % 3,59 76,20 = 8,71
LDL (mg:dL™")  32,32+2,01 28,96 + 3,73 27,48 £ 12,21 39,71 + 7,65
AST (U-L’l) 83,20+ 7,13 90,20 + 15,29 95,0 +£25,49 117,3 £ 18,60
ALT (U-L'l) 112,4 + 17,35 77,80 £ 10,46 69,60 £ 10,11 59,33 £ 11,67
CRE (mg:dL") 0,51 +0,06 0,55 + 0,03 0,51 + 0,02 0,52 + 0,03

Os simbolos representam diferencgas entre os grupos. Grupo tratado com veiculo: * para p < 0,05 e ** para p <
0,01. Glicose (GLU), colesterol total (COL), triglicerideos (TRI), fragdes do colesterol (HDL e LDL), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CRE).

Fonte: a autora (2021).

Tabela 26 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de geranila (1 mgkg™”, 2
mgkg' e 4 mg'kg' via oral) no biograma de camundongos fémeas avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de
Parametro Veiculo geranila geranila geranila
1 mg-kg™’ 2 mg-kg™ 4 mg-kg™
GLU (mg:dL™")  236,2 + 60,77 210,7 + 14,83 250,8 + 11,06 299,1 + 44,30
COL (mg-dL™") 74,30 6,69 95,60 £ 6,69 105,5 £ 6,69 98,00 £ 6,69
TRI (mg-dL™) 53,30 + 5,81 67,0+ 5,81 49,0 + 5,81 39,0 £ 5,81
HDL (mg-dL™) 50,0 4,56 59,20 + 6,53 48,86 + 10,5 61,0+7,0
LDL (mg:dL™") 54,80+ 6,02 25,70 + 6,02 37,70 + 6,02 36,20 £ 6,02
AST (U-L™) 112,4 £ 17,35 77,80 + 10,46 69,60 £ 10,11 59,33 £11,67
ALT (U-L™ 66,80 = 4,70 80,80+ 11,13 69,0+ 11,13 53,0+ 4,16
CRE (mg-dL™) 0,41 £0,02 0,46 £ 0,03 0,47 +0,03 0,50 £ 0,05

Glicose (GLU), colesterol total (COL), triglicerideos (TRI), fragdes do colesterol (HDL e LDL), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CRE).
Fonte: a autora (2021).
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Camundongos machos (Tabela 25) tratados com acetato de geranila a 4 mg-kg™ (p <
0,01) ¢ 2 mgkg! (p < 0,05) apresentaram niveis de colesterol significativamente aumentados
quando comparados ao veiculo. Os niveis de triglicerideos de camundongos machos tratados
com acetato de geranila a 2 mg-kg” aumentaram significativamente (p < 0,05) em relacdo ao
grupo tratado com veiculo. Camundongos fémeas ndo apresentaram alteragdo nos parametros

bioquimicos.

— Peso relativo dos 6rgaos
Os resultados para o peso relativo dos 6rgaos de camundongos machos tratados com

acetato de geranila estdo apresentados na Tabela 27 e dos camundongos fémeas na Tabela 28.

Tabela 27 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de geranila (1 mgkg”, 2
mgkg' e 4 mgkg via oral) no peso relativo dos 6rgdos de camundongos machos avaliado

por ANOVA post hoc Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de
Orgio Veiculo geranila geranila geranila
1 mg-kg™’ 2 mg-kg™ 4 mg-kg™
Cérebro (%) 1,24 £ 0,02 1,23 +£0,05 1,28 0,02 1,15+0,03
Coragao (%) 0,41 +£0,02 0,41 +£0,01 0,40 + 0,02 0,42 £ 0,01
Timo (%) 0,20 £ 0,04 0,29 + 0,02 0,22 +£0,01 0,21 +£0,01
Bago (%) 0,31 +£0,02 0,31+ 0,02 0,33 £ 0,01 0,32 + 0,02
Suprarrenais (%) 0,03 + 0,003 0,07 £ 0,005 0,02 + 0,005 0,03 + 0,006
Rins (%) 1,56 + 0,04 1,48 +£0,08 1,41 £ 0,05 1,47 +£0,05
Figado (%) 5,40 £ 0,06 5,52+ 0,06 5,20 +0,09 4,93 +0,09"

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com veiculo: * para p <0,05.
Fonte: a autora (2021).

Camundongos machos (Tabela 27) tratados com acetato de geranila 4 mgkg’
apresentaram uma diminui¢do significativa no peso relativo do figado (p < 0,05) quando
comparado ao grupo tratado com veiculo.

Camundongos fémeas (Tabela 28) tratados com acetato de geranila a 4 mgkg’
apresentaram aumento significativo (p < 0,05) no peso relativo dos rins quando comparados
ao grupo veiculo. O peso relativo das suprarrenais deste grupo (4 mgkg') foi

significativamente maior (p < 0,05) do que o grupo tratado com acetato de geranila 2 mgkg™.
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Tabela 28 — Efeito do tratamento com doses repetidas de geranila (1 mg'kg”, 2 mgkg™ e 4
mgkg" via oral) no peso relativo dos 6rgdos de camundongos fémeas avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n =3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de

Orgio Veiculo geranila 1 geranila 2 geranila 4
mg-kg'1 mg-kg'1 mg-kg'1

Cérebro (%) 1,56 0,07 1,40 +£ 0,05 1,49 + 0,04 1,58 0,07
Coragao (%) 0,41+ 0,02 0,42 + 0,01 0,40 = 0,02 0,42 + 0,01
Timo (%) 0,29 + 002 0,26 + 0,02 0,25+ 0,02 0,32 + 0,02
Baco (%) 0,43 +0,02 0,36 + 0,02 0,37 +£0,02 0,35+0,02
Suprarrenais (%) 0,06 = 0,005 0,07 +£ 0,002 0,05 + 0,003 0,07 + 0,006°
Rins (%) 1,14+ 0,03 1,15+0,02 1,19+ 0,05 1,47 +0,12"
Figado (%) 4,57+0,10 4,32+ 0,08 4,79 £ 0,25 4,22 +0,14

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com veiculo: * para p < 0,05. Grupo tratado
com acetato de geranila 2 mg-kg': § para p < 0,05.
Fonte: a autora (2021).

5.4.5.2.4 Acetato de nerila

— Peso corporal relativo

Os resultados para o efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de nerila no
peso corporal relativo de camundongos machos e fémeas estao apresentados na Figura 45.

O ganho de peso corporal de camundongos fémeas (Figura 45a) tratados com veiculo
aumentou significativamente nos dias 10 (p < 0,01), 16 (p < 0,05), 22 (p <0,01) e 28 (p <
0,01) em relacdo ao 1.° dia, no mesmo grupo de tratamento. O ganho de peso corporal de
camundongos fémeas tratados com acetato de nerila 1 mg-kg™" foi significativamente maior no
16.° (p <0,05), 22.° (p <0,01) e 28.° (p < 0,01) dias de experimento quando comparado ao 1.°
dia. O peso corporal do grupo tratado com acetato de nerila 4 mgkg' aumentou
significativamente (p < 0,05) no 22.° e 28.° dias em relagdo ao 1.° dia de tratamento. A dose
de 2 mg'kg™ ndo afetou o peso corporal dos camundongos fémeas.

Todos os camundongos machos tratados com acetato de nerila (1 mgkg”, 2 mgkg” e
4 mg'kg™") apresentaram aumento significativo no peso corporal durante o tratamento (Figura
45b). No 4.° dia, os camundongos tratados com acetato de nerila a 1 mgkg” e 2 mgkg'
apresentaram aumento significativo (p < 0,001) no peso corporal em comparagdo ao 1.° dia,

enquanto neste mesmo dia (4.° dia), o peso corporal de camundongos machos tratados com 4
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mgkg foi significativamente maior (p < 0,05) em relagio ao 1.° dia. Do 7.° a0 28.° dias de
tratamento, todos os grupos (veiculo, acetato de nerila 1 mgkg', 2 mgkg' e 4 mgkg")
apresentaram aumento significativo (p < 0,001) no peso corporal em comparacao ao 1.° dia de
tratamento. Ao comparar o grupo tratado com acetato de nerila 2 mgkg' com o grupo
veiculo, observou-se que o peso corporal dos camundongos tratados com acetato de nerila 2

mgkg” aumentou (p < 0,05) do 4.° para o 22.° dia de experimento.

Figura 45 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de nerila (1 mg'kg”, 2 mgkg
"¢ 4 mgkg! via oral) no peso corporal relativo avaliado por ANOVA de medidas repetidas
bidirecional post hoc Bonferroni para (a) camundongos fémeas (n = 5 camundongos/grupo) e

(b) camundongos machos (n = 5 camundongos/grupo).
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Os simbolos representam diferengas em relag@o a primeira medida (dia 1) no mesmo grupo de tratamento. Grupo
tratado com veiculo: * para p < 0,05, ** para p < 0,01 e *** para p < 0,001. Grupo tratado com acetato de nerila
1 mg'kg™: # para p < 0,05, #4 para p < 0,01 e ### para p < 0,001. Grupo tratado com acetato de nerila 2 mg-kg™:
$$$ para p < 0,001. Grupo tratado com acetato de nerila 4 mg-kg™: @ para p < 0,05 ¢ @@@ para p < 0,001.

As letras representam diferengas em comparagdo com o grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10 mL-kg™)
no mesmo dia de tratamento. Grupo tratado com acetato de nerila 2 mg-kg™: b para p < 0,05 e bb para p < 0,01.
Fonte: a autora (2021).

— Ingestdo alimentar

Os resultados para o efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de nerila na
ingestao alimentar de camundongos machos e fémeas estdo apresentados na Figura 46.

A ingestdo alimentar para camundongos fémeas apresentou alteragdes significativas
entre os grupos tratados com veiculo e acetato de nerila (Figura 46a). A ingestdo alimentar
dos grupos tratados com acetato de nerila 1 mg'kg™” e 2 mgkg™! foi menor (p < 0,001) nas
semanas 1 e 2 em comparacdo ao grupo veiculo. No caso do acetato de nerila 2 mg'kg™, a
ingestao também foi significativamente menor (p < 0,05) do que com o veiculo na semana 3.

O grupo tratado com acetato de nerila 4 mg-kg™ apresentou menor ingestio do que o grupo
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tratado com veiculo (p < 0,001) e maior do que o grupo tratado com acetato de nerila 1
mg'kg' (p <0,01) na semana 1. Na semana 2, o grupo tratado com acetato de nerila 4 mg-kg™
apresentou maior ingestdo alimentar (p < 0,001) do que os grupos tratados com acetato de
nerila 1 mgkg”' e 2 mgkg'. O grupo tratado com acetato de nerila 1 mg'kg™ apresentou
aumento (p < 0,05) na ingestdo da semana 4 em relagdo a semana 2. O grupo veiculo revelou
uma diminuicdo (p < 0,001) na ingestdo alimentar nas semanas 2, 3 e 4 em comparacdo com a

semana 1.

Figura 46 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de nerila (1 mgkg”, 2
mgkg' e 4 mgkg' via oral) na ingestio avaliado por ANOVA de medidas repetidas
bidirecional post hoc Bonferroni para (a) camundongos fémeas (n = 5 camundongos/grupo) e
(b) camundongos machos (n = 5 camundongos/grupo).
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Os simbolos representam diferencas na mesma semana de tratamento em relacdo aos grupos. Grupo tratado com
veiculo: * para p < 0,05, ** para p < 0,01 e *** para p < 0,001. Grupo tratado com acetato de nerila 1 mg-kg™: #
para p < 0,05, ## para p < 0,01 e ### para p < 0,001. Grupo tratado com acetato de nerila 2 mg-kg”: $ para p <
0,05 e $$$ para p <0,001.

As letras representam diferengas no mesmo grupo de tratamento em relagdo as semanas. Semana 1: a para p <
0,05, aa para p < 0,01 e aaa para p < 0,001. Semana 2: b para p < 0,05 ¢ bbb para p <0,001. Semana 3: cc para p
< 0,01 e ccc parap <0,001.

Fonte: a autora (2021).

Camundongos machos tratados com veiculo e acetato de nerila em todas as doses
testadas apresentaram diminuic¢do na ingestdo de alimentos ao longo do periodo experimental
(Figura 46b). O grupo tratado com acetato de nerila a 2 mg-kg" teve um aumento significativo
(p < 0,001) na ingestdo alimentar apenas na 3.* semana em comparagdo com a 2.* semana.
Camundongos tratados com acetato de nerila a 4 mg'kg” reduziram (p < 0,01 e p < 0,001) a
ingestdo alimentar na 3.* semana em relagdo a todos os outros tratamentos, incluindo com o
veiculo. Além disso, na 4.* semana, o grupo tratado a 4 mg-kg” também reduziu (p < 0,05) a

ingestdo alimentar em relagio ao grupo tratado com 2 mg-kg™.
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— Parametros hematologicos
Os resultados do hemograma de camundongos machos tratados com acetato de nerila

estdo apresentados na Tabela 29 e de camundongos fémeas Tabela 30.

Tabela 29 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de nerila (1 mgkg™, 2
mgkg" e 4 mgkg via oral) no hemograma de camundongos machos avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de

Parametro Veiculo nerila nerila nerila
1 mg-kg™’ 2 mg-kg™ 4 mg-kg™

Hb (g-dL™) 14,43 +0,08 14,54+021  14,98+0,30 1563+0,17"
HCT (%) 4490+0,64 4502+0,55 46,53+135  4897+1,16
MCV (um®) 48,00 £ 0,57  48,40+0,50 47,75+047 49,00+ 0,00
MCH (pg) 1547020 1564+020  17,85+2,38 15,63 0,17
MCHC (g-dL™) 32,10+ 0,30  32,30+0,13  32,23+0,33 31,90 + 0,45
RDW (%) 16,40+ 0,05 1636+0,10 16,28 +0,12 16,50 + 0,25
Plaquetas (<10° mm™)  54771+3675 844,0+1140 487,0£0,0 134,0 + 0,0
Eritrécitos (<10° mm™) 748+ 0,10 7,50 £ 0,09 7,76 £ 0,23 8,33 +0,22
Reticuldcitos (%) 0,9 + 0,08 1,20 + 0,08 1,0 £ 0,08 0,80 + 0,08
Neutrofilos 6,33+0,88  7,40+0,86 9,7 + 0,86 9,0 + 0,86
Linfocitos 92,67+ 0,88 90,0 + 1,30 89,0 + 0,81 89,33 + 0,33
Monocitos 1,0+ 0,29 0,0 + 0,29 1,0+ 0,29 0,0 + 0,29
Eosinoéfilos

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com veiculo: * para p < 0,05. Grupo tratado
com acetato de nerila 1 mgkg™: # para p < 0,05. Hemoglobina (Hb), hematocrito (HCT), volume corpuscular
médio (MCV), hemoglobina celular média (MCH), concentragdo média de hemoglobina corpuscular celular
(MCHC), largura de distribui¢do de hemacias (RDW).

Fonte: a autora (2021).

Os camundongos machos (Tabela 29) tratados com acetato de nerila a 4 mgkg’
apresentaram niveis significativamente mais elevados (p < 0,05) de hemoglobina quando
comparados ao grupo tratado com veiculo (6leo de milho 10 mg-mL™) e ao grupo tratado com
acetato de nerila 1 mg'kg”. Os outros pardmetros ndo mudaram significativamente entre os
grupos. Nao houve alteracdes no hemograma de camundongos fémeas (Tabela 30) tratados

com acetato de nerila.
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Tabela 30 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de nerila (1 mgkg”, 2

mgkg' e 4 mg'kg' via oral) no hemograma de camundongos fémeas avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n =3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de

Parametro Veiculo nerila nerila nerila
1 mg-kg'1 2 mg-kg'1 4 mg-kg'1

Hb (gdL™) 15,15+£0,25  14,75+0,35 14,20 + 0,52 15,30 + 0,40
HCT (%) 44,85+0,62 41,15+143  41,54+1,75  32,58+10,86
MCV (um?) 46,75+ 025 47,50+0,64  47,00+0,54 46,00 = 0,00
MCH (pg) 15,73 +£0,00  16,75+0,53 16,00£020  15,83+0,17
MCHC (g-dL™) 33,78 +0,24  3538+1,19  3424+0,18  34,37+0,20
RDW (%) 16,70+ 0,33 16,45 +0,34 16,46 + 0,26 15,70 0,11
Plaquetas (x10° mm~®) 3190+ 180,7 2157+ 131,5 3847+1192 2213 +61,67
Eritrocitos (<10°mm™)  745+009  682+024  690+029  7,53=0,16
Reticulocitos (%) 1,10+0,11 1,50+ 0,11 1,10+0,11 1,0£0,11
Neutréfilos 8,7+0,8 5,75+ 0,85 7,2 +0,58 9,0 + 1,52
Linfocitos 89,00+ 1,08 92,25+ 0,85 91,0 £ 0,54 89,33 + 1,33
Mondcitos 2,0+ 0,48 3,0+ 0,48 1,0 + 0,48 3,0+ 0,48
Eosinoéfilos

Hemoglobina (Hb), hematocrito (HCT), volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina celular média (MCH),
concentragdo média de hemoglobina corpuscular celular (MCHC), largura de distribui¢do de hemacias (RDW).
Fonte: a autora (2021).

— Parametros bioquimicos

Os resultados para o biograma dos camundongos machos tratados com acetato de
nerila estdo apresentados na Tabela 31 e dos camundongos fémeas na Tabela 32.

Todos os camundongos tratados durante 28 dias com acetato de nerila nas doses 1
mgkg’, 2 mgkg' e 4 mgkg' ndo apresentaram alteragdes nos parimetros bioquimicos
quando comparados ao grupo veiculo. Os niveis de triglicerideos de camundongos machos
(Tabela 31) tratados com acetato de nerila a 4 mg-kg™ diminuiram (p < 0,05) em comparagio
ao grupo tratado com acetato de nerila a 1 mgkg'. Os pardmetros bioquimicos de

camundongos fémeas (Tabela 32) ndo apresentaram alteragdes.
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Tabela 31 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerila (1 mgkg”, 2 mgkg” e 4

mg'kg' via oral) no biograma de camundongos machos avaliado por ANOVA post hoc

Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de

Parametro Veiculo nerila nerila nerila
1 mg-kg'1 2 mg-kg'1 4 mg-kg'1

GLU (mg-dL™) 249,3 +£27,20 232,9 + 15,07 241,6 £27,44 222,0 £23,08
COL (mg-dL™) 97,75+ 3,4 121,0+£9,5 113,8 £2,26 1143 +£2,28
TRI (mg-dL™) 83,75 £8,10 140,6 + 19,97 96,80 + 15,62 66,25 + 11,46"
HDL (mg-dL'l) 44,40 + 6,62 43,75+ 1,93 51,20 £ 4,18 57,75 + 17,08
LDL (mg'dL'l) 35,90 + 5,06 34,68 + 7,59 45,58 £10,53 28,75+ 7,27
AST (U-L 92,0 + 15,90 81,90 17,78 120,2 £ 17,78 108,3 + 8,95
ALT (U-L™) 47,67 + 10,11 60,0 + 8,91 74,50 £ 11,5 26,67 £ 14,15
CRE (mg'dL'l) 0,45 +0,02 0,46 + 0,02 0,47 +0,03 0,54 +0,01

Os simbolos representam diferengas entre os grupos. Grupo tratado com acetato de nerila 1 mg-kg™: # para p <
0,05. Glicose (GLU), colesterol total (COL), triglicerideos (TRI), fragdes do colesterol (HDL e LDL), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CRE).

Fonte: a autora (2021).

Tabela 32 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de nerila (I mgkg”, 2
mgkg' e 4 mg'kg' via oral) no biograma de camundongos fémeas avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de

Parametro Veiculo nerila nerila nerila
1 mg-kg™’ 2 mg-kg™ 4 mg-kg™

GLU (mg-dL™) 204,5 £23,30 177,1 £ 54,48 176,4 + 8,84 174,2 £ 10,76
COL (mg-dL™) 74,33 £23,25 81,50+ 11,7 92,75+ 8,2 79,33 £ 3,1
TRI (mg-dL™) 53,25+ 5,33 51,75+ 5,33 64,0 + 5,33 38,0+ 5,33
HDL (mg-dL™) 56,40 £+ 3,65 58,20 + 3,51 48,86 + 10,67 75,0 + 4,64
LDL (mg-dL™) 54,80+ 7,10 36,60 £ 7,10 29,70 £ 7,10 21,40+ 7,10
AST (U-L™) 112,4 £17,35 122,0 + 48,57 126,0 £ 9,06 135,2 £ 18,74
ALT (U-L™h 66,80 + 4,70 101,3 £36,42 66,20 + 3,54 67,50 + 7,33
CRE (mg-dL™) 0,51 £0,06 0,46 + 0,02 0,66 0,18 0,49 + 0,02

Glicose (GLU), colesterol total (COL), triglicerideos (TRI), fragdes do colesterol (HDL e LDL), aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e creatinina (CRE).

Fonte: a autora (2021).
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Os resultados para o peso relativo dos o6rgdos de camundongos machos tratados com

acetato de nerila estdo apresentados na Tabela 33 e dos camundongos fémeas na Tabela 34.

Tabela 33 — Efeito do tratamento com doses repetidas de acetato de nerila (1 mgkg™, 2

mgkg' e 4 mgkg via oral) no peso relativo dos 6rgdos de camundongos machos avaliado

por ANOVA post hoc Bonferroni unilateral (n = 3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de

Orgio Veiculo nerila nerila nerila
1 mg-kg™’ 2 mg-kg™ 4 mg-kg™

Cérebro (%) 1,34 + 0,02 1,22 + 0,02 1,21 +£0,03 1,21 £0,03
Coracao (%) 0,44 +0,03 0,39+ 0,01 0,36 0,01 0,40 +0,01
Timo (%) 0,23 +£0,03 0,24 + 0,01 0,27 +£0,01 0,23 +£0,02
Bago (%) 0,31 +0,02 0,35 +£0,04 0,32 £0,01 0,28 0,01
Suprarrenais (%) 0,02 + 0,006 0,03 + 0,007 0,01 + 0,003 0,01 £ 0,002
Rins (%) 1,66 +0,12 1,50 + 0,06 1,45+0,04 1,41 +£0,03
Figado (%) 4,38 £ 0,29 5,75+0,03 5,30+ 0,01 5,06 + 0,06

Fonte: a autora (2021).

Tabela 34 — Efeito do tratamento com doses repetidas de nerila (1 mgkg”, 2 mgkg” e 4

mg-kg™ via oral) no peso relativo dos érgios de camundongos fémeas avaliado por ANOVA

post hoc Bonferroni unilateral (n =3 — 5 animais/grupo).

Acetato de Acetato de Acetato de

Orgio Veiculo nerila nerila nerila
1 mg-kg'1 2 mg-kg'1 4 mg-kg'1

Cérebro (%) 1,40 £ 0,07 1,44+ 0,04 1,43 +£0,04 1,61 +0,03
Coracao (%) 0,39+ 0,01 0,42 +0,01 0,42 0,01 0,42 +0,01
Timo (%) 0,32+ 0,03 0,28 + 0,04 0,25 +0,03 0,26 = 0,01
Bago (%) 0,38+ 0,01 0,40 + 0,03 0,34 +£0,01 0,33+ 0,01
Suprarrenais (%) 0,06 £ 0,004 0,06 + 0,01 0,06 + 0,004 0,06 = 0,004
Rins (%) 1,18 +0,02 1,29 + 0,09 1,23 +£0,03 1,14 +0,01
Figado (%) 4,48 +0,13 4,49 + 0,13 4,68 £ 0,08 4,39+ 0,16

Fonte: a autora (2021).
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Nenhuma diferenca no peso relativo do cérebro, coragdo, timo, bago, suprarrenais, rins

e figado foram detectados entre os grupos experimentais de camundongos machos e fémeas.

5.4.5.2.5 Comparativo dos efeitos de toxicidade subaguda dos compostos

Em relacdo a investigacdo de toxicidade de doses repetidas, camundongos tratados
com nerol e geraniol ndo exibiram comportamentos anormais durante os 28 dias e nenhuma
morte foi detectada. No entanto, a ingestdo alimentar de camundongos fémeas tratados com
nerol a 1 mgkg™ foi maior do que o grupo tratado com veiculo, mas nio foi suficiente para
aumentar significativamente o peso corporal. Além disso, houve aumento significativo dos
niveis de triglicerideos nesse grupo (tratado com nerol 1 mg-kg'l), 0 que pode estar
relacionado ao aumento do consumo alimentar. Os principais responsaveis pela variabilidade
dos resultados dos niveis de triglicerideos sdo as variagdes pré-analiticas relacionadas aos
fatores intrinsecos do individuo, como estresse, dieta, obesidade, entre outros (SCHIAVO;
LUNARDELLI; OLIVEIRA, 2003). Ao contrario dos camundongos fémeas, os machos
tratados com nerol a 2 mgkg” e 4 mgkg' apresentaram redugio no consumo de alimentos
em relagdo ao grupo veiculo, mas ndo houve alteracdo no ganho de peso corporal e nem no
perfil lipidico. Esta disfungdo metabolica pode ser indicativa de efeitos adversos (HILALY et
al., 2004; RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002; TOFOVIC; JACKSON, 1999) do nerol.

Estudos tém demonstrado que espécies de plantas contendo os 6leos essenciais nerol e
geraniol ndo causaram alteracdes bioquimicas e hematologicas em estudos de toxicidade
cronica (CAMPELO et al., 2013). No entanto, esses estudos nao foram realizados com nerol e
geraniol isolados, como no presente estudo. Andrade et al. (2014) demonstraram que a
inalagdo de geraniol a 136,2 uL em um estudo de toxicidade subaguda nao causou alteragdes
hematologicas em ratos. No entanto, os resultados deste trabalho revelam alteragdes
significativas em alguns parametros hematologicos.

Embora o aumento discreto no niimero de linfocitos dos machos tratados com nerol na
dose mais alta e a diminui¢@o de neutréfilos possam caracterizar um processo viral (THRALL
et al., 2017), nenhum sinal clinico de virose foi observado no periodo de experimento. Além
disso, esses parametros estdo de acordo com os valores de referéncia do Canadian Council on
Animal Care (CCAC, 2020). Apesar da diminui¢do do peso relativo do bago e dos rins em
machos tratados com a maior dose de nerol, a andlise histopatologica ndo demonstrou

qualquer dano a esses orgaos e alteragdes de seu peso podem refletir a variabilidade biologica
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dos animais (BETTI et al., 2012). A administracdo de doses repetidas de nerol ndo teve
efeitos adversos na maioria dos parametros hematoldgicos e bioquimicos em camundongos
fémeas e machos.

Apesar do aumento na ingestdo alimentar observado em camundongos fémeas que
receberam geraniol na dose de 4 mgkg’, o ganho de peso corporal nio foi afetado, o que
pode estar relacionado aos efeitos adversos do geraniol no metabolismo de camundongos
fémeas. O peso corporal dos camundongos machos tratados com geraniol e tratados com
veiculo aumentou em relagdo ao primeiro dia de tratamento. Curiosamente, o consumo
alimentar de todos os grupos, incluindo o grupo tratado com veiculo, diminuiu
gradativamente apds a primeira semana de tratamento. Assim, sugere-se que O estresse
causado pela gavagem orogastrica repetida diariamente pode ser responsavel por essas
alteracdes (DE MEIJER et al., 2010).

Em relagdo ao hemograma de camundongos machos tratados com geraniol, alteragdes
significativas na hemoglobina, hemoglobina celular média (MCH) e concentragdo média de
hemoglobina corpuscular celular (MCHC) foram detectadas nos animais tratados com a
molécula a I mgkg™, 2 mgkg! e 4 mgkg'. Em vista desses resultados, pode-se sugerir que o
geraniol desencadeou uma anemia normocitica hipocrdmica em camundongos machos
(SGNAOLIN et al., 2013). A anemia pode estar relacionada a redu¢do da hemoglobina,
hematocrito ou redugdao dos eritrécitos circulantes (BROADWAY-DUREN; KLAASSEN,
2013). O termo hipocromia refere-se a baixa coloracdo de eritrocitos devido a diminuicao da
hemoglobina e ¢ usado quando os indices de MCH e MCHC estao reduzidos (PALMER et al.,
2015). Essas alteracdes hematoldgicas observadas em camundongos machos tratados com a
maior dose de geraniol podem estar relacionadas a deplecdo de ferro, causando
esplenomegalia (baco aumentado) e anemia do tipo deficiéncia de ferro (WANG et al., 2018).

Em relagdo aos acetatos, assim como seus alcoois precursores, nas doses mais altas (2
mgkg' e 4 mgkg'), ambas as substancias afetaram o ganho de peso corporal e a ingestdo de
alimentos dos camundongos, o que pode ser um indicador de efeitos adversos (HILALY et
al., 2004; RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002; TOFOVIC; JACKSON, 1999). No estudo de
toxicidade de doses repetidas, os camundongos tratados com acetato de nerila e geranila ndo
apresentaram comportamentos anormais durante os 28 dias e nenhuma morte foi detectada.
Os animais tratados com veiculo apresentaram reducdo na ingestdo alimentar da 2.* para a 4.*
semana de tratamento, o que pode também estar relacionado ao estresse produzido pela

repeticdo da gavagem orogastrica (DE MEIJER et al., 2010). No entanto, os camundongos
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machos tratados repetidamente com acetato de geranila apresentaram diminui¢do da ingestao
de alimentos desde o inicio do tratamento em todas as doses testadas, e isso possivelmente se
deve aos efeitos adversos da substancia (HILALY et al., 2004; RAZA et al., 2002; TEO et al.,
2002; TOFOVIC; JACKSON, 1999). Os camundongos fémeas tratados com acetato de
geranila apresentaram diminui¢ao na ingestdo alimentar em comparagdo ao grupo veiculo nas
primeiras semanas de tratamento, o que pode representar um efeito anorexigeno
(ANTONELLI-USHIROBIRA et al., 2010) do composto, porém nao o suficiente para afetar
no peso nesse periodo.

Nenhuma lesdo estomacal foi observada em camundongos apds o periodo
experimental em ambos os tratamentos. O acetato de nerila ndo induziu diferenca no peso
relativo dos 6rgdos. Por outro lado, o acetato de geranila a 4 mg-kg” induziu um aumento na
massa renal em camundongos fémeas. No entanto, ndo foram detectadas alteragdes nos
parametros bioquimicos relacionados a func¢do renal. Em camundongos machos tratados com
acetato de geranila na mesma dose, observou-se uma diminui¢do do peso relativo do figado.
Esse resultado pode estar relacionado as alteragdes nos niveis de colesterol, que estavam
significativamente aumentados em camundongos tratados com acetato de geranila a 4 mg-kg’
!. Considerando que o figado é o principal 6rgdo relacionado ao metabolismo (BETTI et al.,
2012), pode-se sugerir que a alteragdo do peso do figado pode estar relacionada a lesdo
hepatica. No entanto, ndo foram detectadas alteragdes na histologia hepatica.

O acetato de geranila a 2 mg-kg" induziu o aumento nos niveis de triglicerideos em
camundongos machos. Considerando que o armazenamento de gordura no tecido adiposo e
nas células musculares ¢ feito, principalmente, na forma de triglicerideos (HARVEY;
CHAMPE, 2011), esse resultado pode estar relacionado ao peso corporal relativo desse grupo
que cresceu durante o experimento. A analise dos parametros hematologicos demonstrou
aumento nos niveis de hemoglobina em machos tratados com acetato de nerila, mas os valores
obtidos estdo de acordo com os limites de normalidade estabelecidos para camundongos
(CCAC, 2020). As fémeas tratadas com acetato de geranila também apresentaram esse
aumento nos niveis de hemoglobina, bem como na contagem de hematocrito e eritrdcitos, que
podem estar associados a policitemia (THRALL et al., 2017). Neste caso, a contagem de
neutrofilos, linfocitos e monocitos ndao mudou, entdo a melhor denominacao € eritrocitose
(THRALL et al., 2017).

Cabe ressaltar que nenhum dos quatro compostos induziu alteragdes significativas nos

parametros urinarios quando comparados ao grupo tratado com veiculo, bem como nao foram
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detectadas quaisquer anormalidades anatdmicas dos Orgdos dos animais no estudo
histopatologico.

De acordo com os resultados dos parametros bioquimicos, peso dos 6rgaos e analise
histopatologica, o estudo de doses repetidas revelou que o nerol e o geraniol nao alteraram as
fungdes hepatica e renal. Os efeitos toxicologicos do nerol estdo relacionados, principalmente,
a ingestao de alimentos e alteracdes no perfil lipidico sanguineo. A administragdo repetida do
geraniol provocou toxicidade hematologica em camundongos machos em todas as doses
testadas, desde a mais baixa, sugerindo que deve ser usado com cautela. Ambos os acetatos
ndo apresentaram toxicidade para camundongos fémeas e machos administrados
repetidamente na menor dose (1 mgkg™). As alteragdes bioquimicas e hematolégicas foram
detectadas apenas no grupo de camundongos tratados com acetato de nerila e geranila na
maior dose. Por fim, sugere-se que o orgdo alvo da toxicidade do acetato de geranila ¢
possivelmente o figado.

Tais resultados demonstram que os compostos obtidos a partir da rota proposta neste
trabalho ndo apresentam toxicidade oral quando ingeridos respeitando as doses indicadas.
Quando aliado aos resultados da caracterizagdo antimicrobiana, os resultados da avaliacao da
toxicidade oral indicam que os compostos sdo potenciais candidatos para utilizagdo como
aditivos antibacterianos atdxicos em aplicacdes futuras para diversas areas, especialmente

alimentos e farmacos.



176

6 CONCLUSOES

A aplicacdo de catalise heterogénea com resinas de troca idnica na sintese organica ¢
um campo promissor visto que as resinas unem as vantagens dos catalisadores homogéneos,
devido a funcionalizag¢do da superficie com acidos fortes, com as vantagens dos catalisadores
heterogéneos, dentre as quais se destaca a facilidade de separacao do meio, elevada conversao
e seletividade, baixa corrosdo dos equipamentos, impacto ambiental reduzido, facil manuseio
e armazenamento, bem como a possibilidade de reutilizacdo. Tais propriedades tornam as
resinas potenciais catalisadores para a sintese de ésteres na quimica fina, que requerem alto
grau de pureza, com menores custos € maior facilidade de operacdo do que catalisadores
enzimaticos. Desta forma, avaliou-se, nesta tese, a proposta de rota para a sintese quimica dos
ésteres acetato de geranila e acetato de nerila a partir da esterificacdo de geraniol ou nerol
com anidrido acético utilizando como catalisador a resina de troca idnica comercial Lewatit®
GF 101.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a rota proposta ¢ viavel visto que ¢
possivel obter os compostos acetato de geranila e acetato de nerila com elevada conversdo e
seletividade a partir da reagdo de esterificagdo direta de seus alcoois precursores, geraniol e
nerol, com anidrido acético catalisada pela resina de troca idnica Lewatit® GF 101. A
condicdo experimental otima para a sintese de acetato de geranila e nerila ocorreu na
temperatura de 40 °C, teor de catalisador de 7% (m/m) e razdo molar de 4lcool para anidrido
acético de 1:4. A taxa de reacdo foi controlada apenas pelo decaimento do alcool,
comportamento esperado devido ao excesso de anidrido acético utilizado. O valor obtido para
a constante cinética da reag¢do principal para a sintese de acetato de geranila foi 31 vezes
maior que o da reacdo secundaria, enquanto para a sintese de acetato de nerila foi 6 vezes
maior, ambos encontrados pelo modelo pseudo-homogéneo. A reutilizacao do catalisador foi
investigada e ap0s 3 ciclos de utiliza¢do observou-se baixa perda da atividade catalitica.

Os compostos acetato de geranila e acetato de nerila obtidos por meio da rota proposta
apresentaram acdo antimicrobiana frente a micro-organismos representantes de bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Além disso, foi possivel verificar pelo estudo da
toxicidade oral dos compostos, que os mesmos se enquadram na Categoria 5 do Sistema de
Classificacio Global Harmonizado (GHS), apresentando LDs, entre 2000 mgkg' e 5000
mgkg”, sendo que, quando ingeridos em doses repetidas de até 1 mg-kg™”, os compostos nio

apresentaram toxicidade. Estes resultados combinados indicam que tais compostos possuem
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potencial para serem utilizados como aditivos antimicrobianos atoxicos para diversas

aplicacdes na industria.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos nesta tese contribuem com o campo da catalise heterogénea,

especialmente na sintese dos ésteres acetato de geranila e nerila utilizando resina de troca

ionica como catalisador, bem como com a caracterizagdo da acdo antimicrobiana ¢ da

toxicidade oral destes compostos. Porém, ao longo do desenvolvimento do trabalho, surgiram

novos questionamentos que podem ampliar o embasamento da teoria aqui proposta. No

entanto, estas questdes nao teriam como ser contempladas nesta tese, o que abre

possibilidades para que novos estudos sejam realizados nessa area. Desta forma, as seguintes

propostas para trabalhos futuros sdo sugeridas:

v

analisar a influéncia da agitagdo do meio reacional em faixas de variacdo maiores e
menores que a utilizada neste trabalho na conversao dos alcoois e na seletividade dos
ésteres;

avaliar o estudo cinético ¢ o mecanismo de reacdo através do modelo pseudo-
heterogéneo, bem como determinar outros pardmetros cinéticos como a energia de
ativagdo e os fatores pré-exponenciais;

analisar a rota de reacdo com outros doadores de acila e com outros catalisadores
heterogéneos acidos na conversdo dos alcoois e na seletividade dos ésteres;

avaliar a rota proposta em outras configuragdes de reatores, tais como PBR, bem como
analisar a atividade da resina polimérica aplicada nesta configuragdo em func¢ao dos
ciclos de reutilizagao;

analisar a necessidade de ativag¢ao do catalisador entre os ciclos reacionais, bem como
avaliar a capacidade de regeneragao da resina;

analisar a acdo antibacteriana e antifingica dos compostos ampliando o range de
micro-organismos;

avaliar o mecanismo de ac¢ao antibacteriana e antifungica dos compostos;

analisar a toxicidade dos compostos por outras vias, tais como intravenosa e
dermatoldgica;

avaliar o mecanismo de ac¢do da toxicidade oral dos compostos;

estudar a aplicagao dos compostos como aditivos antimicrobianos em diferentes areas

como alimentos, farmacos e na obten¢ao de materiais antimicrobianos.
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