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RESUMO

O emprego da biotecnologia na sintese de ésteres aromaticos vem ganhando espago na industria
devido ao uso de condi¢des amenas no processo de producdo, utilizagdo de catalisadores
biodegradéaveis, dentre outros, proporcionando a fabricagdo de produtos classificados como
naturais e sustentaveis. Esta pesquisa teve por objetivo a sintese de benzoato de benzila por
acilagdo enzimatica em modo batelada, utilizando a lipase comercial imobilizada Lipozyme®
TL IM como biocatalisador para, posteriormente, avaliar a purificagdo do éster produzido e
determinar sua atividade biologica (viabilidade celular e teste de hemolise). Atualmente, este
composto ¢ produzido por rota quimica, na qual utilizam-se altas temperaturas e acidos como
catalisadores. As lipases podem ser utilizadas como catalisadores para os processos de
esterificacdo e acilacdo e, quando utilizadas na sua forma imobilizada, reduzem a geracao de
residuos, garantindo um processo mais “limpo”. Neste trabalho foi avaliada a sintese do éster
benzoato de benzila utilizando anidrido benzoico como doador de grupo acila, presenca em
excesso de alcool benzilico, agitacdo de 100 rpm, regime de operacdo em batelada e auséncia
de solventes. Um planejamento experimental foi realizado para maximizagdo da conversio,
levando a condi¢do maximizada como sendo: 8% de Lipozyme® TL IM (m/m), 60 °C e razdo
molar de 1:3 (anidrido benzoico: alcool benzilico), resultando em um sistema reacional de 5,8
g, garantindo 75% de conversdo em 8 h. Na avaliacdo cinética do processo, a maior conversao
de 93,3% foi encontrada no tempo de 24 h. Um estudo de reutilizagdo do catalisador foi
realizado e dentre os solventes testados para recuperar a Lipozyme® TL IM no teste de reciclo,
o acetato de etila foi o solvente mais adequado. O primeiro ciclo de reuso enzimatico levou a
uma conversao de ~63% (houve reducdo da conversdo em comparacdo ao estudo da cinética
devido a redu¢do da atividade da enzima - de 50,2 para 15,5 U/g), seguida de ~38% e ~39%
nos 2° e 3° ciclos, respectivamente. Na avaliagdo do aumento de escala (20 vezes maior em
relacdo ao estudo prévio), os resultados encontrados para a atividade enzimatica e para a
conversdo em benzoato de benzila foram similares ao do primeiro ciclo de reuso, sendo eles
~17 U/g e ~66%, respectivamente, confirmando a reprodutibilidade e a possibilidade de
producdo em larga escala. Por fim, a metodologia utilizada para purificacdo do éster (extragao
liquido-liquido seguida de destilagdo a vacuo) se mostrou eficaz, atingindo uma pureza de
96,7% de benzoato de benzila e rendimento de 2,11%. A partir do estudo preliminar da
atividade bioldgica deste éster, pdde-se observar que ndo houve dano nos eritroécitos humanos
e nem citotoxicidade nas concentracdes de 1 e 2% de benzoato de benzila, ou seja, nessas
concentracdes este éster pode ser considerado seguro para aplicagdes na biomedicina.

Palavras-chave: Esteres aromaticos. Benzoato de benzila. Atividade bioldgica. Sintese
enzimatica. Acilagdo. Lipases.



ABSTRACT

The use of biotechnology in the synthesis of aromatic esters has been gaining ground in the
industry due to the use of mild conditions in the production process, the use of biodegradable
catalysts, among others, providing the manufacture of products classified as natural and
sustainable. This research aimed at the synthesis of benzyl benzoate by enzymatic acylation in
batch mode, using the immobilized commercial lipase Lipozyme® TL IM as a biocatalyst.
Subsequently, purify the product (benzyl benzoate) and determine its biological activity
(antimicrobial, cell viability, and hemolysis test), aiming at a possible scale-up. This compound
is produced by a chemical route, in which acids are used as catalysts in high temperatures.
Lipases can be used as catalysts for esterification and acylation processes, and when
immobilized, reduce waste generation, ensuring a “cleaner” process. In this work, the synthesis
of benzyl benzoate ester was evaluated using benzoic anhydride as acyl group donor, presence
in excess of benzyl alcohol, stirring at 100 rpm, batch operation, and absence of solvents. An
experimental design was carried out to maximize the conversion, leading to the maximized
condition as 8% Lipozyme® TL IM (m/m), 60 °C, and 1:3 molar ratio (benzoic anhydride:
benzyl alcohol), resulting in a 5.8 g reaction system, guaranteeing 75% conversion in 8 h. In
the kinetic evaluation of the process, the highest conversion (93.3%) was found at 24 h. A
catalyst reuse study was employed, and among the solvents tested to wash Lipozyme® TL IM
in therecycle test, ethyl acetate was the most suitable solvent. The first cycle of enzymatic reuse
led to a conversion of ~63% (there was a reduction in conversion compared to thekinetics study
due to the loss of enzyme activity - from 50.2 U/g to 15.5 U/g), followed by ~38 % and ~39%
in the 2nd and 3rd cycles, respectively. In the evaluation of the scale increase (20 times greater
than the previous study), the results found for the enzymatic activity and the conversion to
benzyl benzoate were similar to those of the first reuse cycle, being ~17 U/g and ~66 %,
respectively, confirming the reproducibility and the possibility of large-scale production.
Finally, the methodology used for ester purification (liquid-liquid extraction followed by
vacuum distillation) was effective, reaching a purity of 96.7% benzyl benzoate and a yield of
2.11%. From the preliminary study of the biological activity of this ester, it was observed that
there was no damage to human erythrocytes and no cytotoxicity at concentrations of 1 and 2%
of benzyl benzoate, that is, at these concentrations this ester can be considered safe for
applications in biomedicine.

Keywords: Aromatic esters. Benzyl benzoate. Biological activity. Enzymatic synthesis.
Acylation. Enzymes. Lipases.
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Diagrama Conceitual da Dissertacao
Producio, purificagdo e avaliagdo dacitotoxicidadee atividade hemolitica do benzoato

de benzila obtido por acilagdo mediada por Lipozyme® TL IM.

Por qué?

- Benzoato de benzila ¢ um éster aromatico relevante para a industria, possuindo
diversas aplicagdes, dentre elas: acaricida, antimicrobiana, pode ser usado como solvente ou
aditivo na industria de cosmético, além de estar presente na composi¢do de medicamentos
utilizados em tratamento de escabiose;

- Ester produzido via rota quimica sob condi¢des de processo nio amenas (por
exemplo, temperatura e pressdo). Tal processo também resulta em alta geragdo de residuos e
depreciagdo de equipamentos;

- A acilagdo enzimatica, por sua vez, ¢ um processo biocatalitico, ou seja, utiliza
condi¢des amenas de processo, além de baixa geracao de residuo, redu¢do do consumo de
energia e uso de catalisadores reutilizaveis e biodegradéveis. Dessa forma, a biocatalise segue
o conceito de quimica verde;

- O reuso das enzimas aumenta a viabilidade do processo e diminui a geracdo de

residuos.

Quem ja fez?

- Poucos trabalhos estudaram a produ¢do de benzoato de benzila por acilagdo
enzimatica;

- Meneses et al. (2020) produziram benzoato de benzila através dareagdo de acilagdo
enzimatica entre anidrido benzoico e alcool benzilico;

- Poucos trabalhos abordaram a maximizag¢ao da produgdo enzimatica deste éster e seu

processo de purificacao.

Hipoteses
- E possivel maximizar o processo de producao dobenzoato de benzila sem o emprego
de solventes;

- E possivel purificar o €ster benzoato de benzila por extracdo liquido-liquido e

destilacdo a vacuo;
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- E possivel o aumento de escala na producao do benzoato de benzila através da
acilagdo enzimatica;

- O éster benzoato de benzila possui capacidade de aplicagdo em biomedicina.

Métodos experimentais

- Reagdes de acilagdo em processo batelada com agitacdo orbital sem a adicdo de
solvente;

- Quantificagdo da conversao por cromatografia gasosa (CG);

- Estudo da viabilidade da reutilizacdo do biocatalisador;

- Purificacdo do éster por extragdo liquido-liquido e destilacdo a vacuo;

- Confirmagdo da purificagdo por espectrometria de Ressondncia Magnética Nuclear
(RMN);

- Estudo preliminar da atividade biologica do éster purificado.

Respostas

- Maximizacao do processo produtivo do éster;
- Ampliagdo da escala;

- Capacidade de reuso dos biocatalisadores;

- Avaliagdo do método de purificagdo;

- Testes preliminares de atividades biologicas do éster purificado.
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1 INTRODUCAO

Os ésteres aromaticos sdo compostos que possuem anel aromatico na sua cadeia, estdo
presentes na natureza e dispdem de caracteristicas organolépticas, como cheiro e sabor, além
de possuirem propriedades higroscopicas, emulsificantes e esfoliantes (BERGER, 2009;
DHAKE et al., 2012; GAO et al., 2016; NUERNBERG, 2004; YADAV; DHOOT, 2009).
Possuem uma variedade de aplicagdes em diversas areas nas industrias, dentre elas em
cosméticos, farmacos e como aditivos aromaticos em alimentos, além de terem atividade
antioxidante, antibacteriana, acaricida, entre outras (BECKER et al., 2012; BEN AKACHA;
GARGOURI, 2015; KHAN; RATHOD, 2015; MAHAPATRA et al., 2009).

A sintese de ésteres aromaticos geralmente ¢ realizada via rota quimica, porém, este
processo interfere negativamente no meio ambiente, gerando residuos que podem ser toxicos,
usando catalisadores ndao biodegradaveis e empregando condicdes de processo elevadas,
causando maior consumo de energia (KHAN; RATHOD, 2015; MENESES, 2019; SA et al.,
2017).

A vista disto, a biocatélise, que ¢ uma tecnologia que utiliza sistemas vivos, sendo
alternativa na sintese de ésteres pois utiliza condigdes amenas, requer demandas relativamente
baixas de energia, faz uso de catalisadores biodegradaveis e inertes (com a possibilidade de
reuso) e possui elevada eficiéncia catalitica. Além disso, as enzimas (que podem ser
empregadas como biocatalisadores) possuem alta especificidade. Sendo assim, essa tecnologia
torna o processo industrialmente desejavel, proporcionando inclusive a fabricagdo de produtos
classificados como naturais e sustentaveis, de forma a atender o mercado atual (BADGUIJAR;
BHANAGE, 2015; GRYGLEWICZ; JADOWNICKA; CZERNIAK, 2000; MANAN et al.,
2016; SA et al, 2017; SANTOS, 2014; SHARMA ; KANWAR, 2014).

O benzoato de benzila € um éster aromatico que, na industria de alimentos, pode ser
utilizado em formulagdes de aromas como o de mag¢a, banana, uva, jasmim, meldo, damasco,
mirtilo, cereja e framboesa (SA et al, 2017). Além disso, possui atividade acaricida,
antimicrobiana e ¢ encontrado principalmente em medicamentos para tratamento de escabiose
- uma doenca global que atinge principalmente as areas com falta de saneamento e superlotagao
(FULLER, 2013; HENGGE et al., 2006; SHARMA et al., 2015; TAPLIN et al., 1990). Este
éster vem sendo utilizado no tratamento de tal doenga devido a sua eficacia e baixo custo em
comparagdo com outros farmacos, como monossulfiram, malatido, lindano, ivermectina,

permetrina e crotamiton (CURRIE et al., 2004; HEUKELBACH; FELDMEIER, 2006).
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Ainda que este éster possua uma importancia para a industria devido as suas diversas
aplicagdes, existem poucas informagdes na literatura acerca do aumento de escala da produgado
via rota enzimatica do benzoato de benzila, bem como de sua purificagdo, sendo necessario um
estudomais aprofundado sobre técnicas eficientes para esse processo de separagao. Além disso,
geralmente se utilizam solventes como meio de reacdes com a finalidade de facilitar a mistura
e a transferéncia de calor e massa (POLIAKOFF; LICENCE, 2007). Sobretudo, o uso de
solvente em reagdes forma subprodutos que podem ser toxicos, constituindo a maior parte de
residuos (até 80% na indéstria farmacéutica). A vista disso, requerem mais etapas de
purificacdo, tornando o processo mais custoso (CONSTABLE; JIMENEZ-GONZALEZ;
HENDERSON, 2007; IMENEZ-GONZALEZ et al., 2004; PINTO; RIBEIRO; MACHADO,
2019; POLIAKOFF; LICENCE, 2007).

Sendo assim, o presente trabalho buscou maximizar a sintese de benzoato de benzila
por biocatalise sem a presenga de solventes, a fim de posteriormente purificar e avaliar a
atividade biolégica, para entdo, estudar a viabilidade do aumento de escala da producao deste

éster.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Sintetizar o benzoato de benzila via acilagdo, utilizando lipase comercial imobilizada
(Lipozyme® TL IM) como biocatalisador, realizar a purifica¢do deste éster e verificar potenciais

atividades bioldgicas do produto obtido.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Determinar a melhor condicao de processo através do planejamento experimental para
maximizar a conversao de benzoato de benzila, através da andlise da influéncia da temperatura,
razao molar dos substratos e concentracao de enzima.

- Analisar a cinética reacional na sintese enzimatica de benzoato de benzila.

- Avaliar a estabilidade da enzima com o intuito de estudar a sua reutilizacao.

- Estudar a viabilidade da producdo em escala laboratorial aumentada na condi¢ao
maximizada nas etapas anteriores.

- Avaliar a metodologia de purificagdo do produto através da extracao liquido-liquido

seguida da destilacdo a vacuo.
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- Avaliar preliminarmente as atividades bioldgicas (viabilidade celular e teste de

hemolise) do benzoato de benzila.
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2 REVISAOBIBLIOGRAFICA
O presente capitulo aborda a fundamentagao tedrica necessaria ao desenvolvimento
deste trabalho, abrangendo temas relacionados a sintese enzimatica de ésteres aromaticos. E
dadaénfase na producdo do éster benzoato de benzila, utilizando lipases como biocatalisadores.
Aspectos relativos a purificagdo, maximizagdo do processo produtivo, reuso da enzima, bem

como o estudo das atividades biologicas do éster produzido serdo apresentados e discutidos.

2.1 ESTERES AROMATICOS

Os ésteres, provenientes dos acidos carboxilicos, sao compostos volateis que podem
ser obtidos através de reacdes entre alcoois e acidos, anidridos ou cloretos de acidos. Estes
compostos podemser encontrados na natureza, como por exemplo, em aroma emitido por frutas
e flores, em oleos vegetais (triglicerideos) e na gordura vegetal (BOAS et al., 2017,
CALVALCANTE etal., 2015; SOUZA; OLIVEIRA; VALERIO, 2018).

Os ésteres aromaticos, que sdao ¢€steres que contém anel aromatico, possuem
caracteristicas organolépticas, como cheiro e sabor, além de apresentarem propriedades
higroscopicas, emulsificantes e esfoliantes, conferindo uma variedade de aplicacdes na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (BERGER, 2009; DHAKE et al., 2012; GAO
et al., 2016; NUERNBERG, 2004; YADAV; DHOOQT, 2009). Dentre os ésteres aromaticos,
destacam-se os ésteres benzoato, fenetil, benzil, anisil, cinamato, cinamil, eugenil e cresil,
podendo ser encontrados na natureza ou sintetizados laboratorialmente, sendo a biocatélise
enzimatica uma boa alternativa para a obtencao dos ésteres (MENESES et al., 2020).

Este grupo funcional podeser utilizado em produtosde varias areas na indtstria, como
perfume, sabonete, creme, lo¢ao, shampoo, detergente, alimentos, vinho, cigarro, entre outros
(BEN AKACHA; GARGOURI, 2015; MAHAPATRA et al., 2009). Além disso, ésteres
aromaticos podem ser emolientes, surfactantes e antioxidantes, conferindo capacidade para
aplicagdo em formulagdes de cremes, shampoos e cremes antienvelhecimento (BECKER et al.,
2012; KHAN; RATHOD, 2015).

Os ésteres de acidos carboxilicos aromaticos como acidos benzoicos, acido salicilico
e acido cindmico sdo utilizados na industria de perfumaria e aromas. O salicilato debenzila, por
exemplo, ¢ usado como fixador de perfume e na formula do protetor solar, e o salicilato de
bornila possui efeito anti-inflamatério e antinociceptivo periférico, como também, possui

propriedades analgésicas (MONTE, 2014; SIVAKUMAR; PANGARKAR; SAWANT, 2002).
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Dubey et al. (2000) realizou estudos onde mostrou que o €ster cinamato de etila age
contra os microrganismos Scopulariopsis brevicaulis, Cryptococcus neoformans € Malassezia
pachydermatis, tendo aplicagdo em cosméticos. Sa (2018) comprovou que baixa concentragao
de butirato de benzila ¢ suficiente para prevenir o crescimento bacteriano. Estudos realizados
por Souza (2016) mostraram que o éster cinamato de geranila apresenta indicios de
propriedades antioxidantes e antimicrobianas. Zanetti et al. (2016) também estudaram o éster
cinamato de geranila e concluiram que frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli exibem atividade antibacteriana. Em vista disso, estes estudos comprovam que os ésteres

aromaticos tém grande importancia industrial.

2.2 BIOTECNOLOGIA NA SINTESE DE ESTERES AROMATICOS
Uma das principais reagdes da quimica organica ¢ a obtencdo de ésteres a partir da
reagdo de esterificagdo de alcoois com doadores de acila, principalmente com um acido
carboxilico, mas também com éteres, ésteres, anidridos acidos, amidas, cloretos de acidos,
hidrocarbonetos insaturados e nitrilas (ASLAM; TORRENCE; ZEY, 2000; IWASAKI;
MAEGAWA; MASHIMA, 2012).

Existem varias formas de obtencao de ésteres, dentre elas (PIAZZA, 2019):

. Produgdo a partir de 4cidos carboxilicos e seus derivados, conforme Figura 1.

Figura 1 — Esterificacdo de Fischer.

0 R—0Q

H,O

R + HO—R, = 0 +
OH R

Fonte: Adaptado de Aslam, Torrence e Zey (2000).

. Esterificacdo de cloretos de acidos, conforme Figura 2.
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Figura 2 — Esterificacdo a partir de um cloreto de acido e alcool.

0 R—0O

R + HO—R, = = 0 4 HA
Cl R

Fonte: Adaptado de Aslam, Torrence ¢ Zey (2000).

. Esterificagdo de anidridos acidos, conforme Figura 3.

Figura 3 — Esterificacdo a partir de um anidrido acido e um alcool (acilagao).

0 0]
" O
O + R—OH — + R
0]
0

o) \R1

Fonte: Adaptado de Aslam, Torrence ¢ Zey (2000).

H

. Transesterificacdo, conforme Figura 4, 5 e 6.

. Alcodlise: neste processo o éster reage com um alcool.

Figura 4 — Reagao de alcodlise entre um éster e um alcool.

R R

0
+ R—OH = + Rr—OH
Q o

¥ ¥,

Fonte: Adaptado de Aslam, Torrence ¢ Zey (2000).

. Aciddlise: neste processo o éster reage com um acido.
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Figura 5 — Reagdo de acidolise entre um éster e um acido.

R
o R, HO R—O
.
+ HO‘< - >:O + >_R2
9]
\ o R 0
R

Fonte: Adaptado de Aslam, Torrence e Zey (2000).

. Intercambio éster-éster: neste processo ocorre uma troca entre dois ésteres.

Figura 6 — Reacdo de transesterifica¢do entre dois ésteres.

R—0O R—0O R—0 R—0O
—_—
>—R + >—R = }*R + >7R
o) O O 0

Fonte: Adaptado de Aslam, Torrence e Zey (2000).

Esses ésteres podem ser obtidos via rota quimica, portanto,ndo sao reconhecidos como
naturais, uma vez que durante o seu processo de producdo e purificagdo utilizam solventes
toxicos e catalisadores 4cidos, como também, pode haver a presenga de metais halogenados em
suas reagOes. Esses compostos citados anteriormente e utilizados na sintese quimica sao
considerados perigosos pois impactam negativamente o meio ambiente causando, por exemplo,
polui¢do, além da possibilidade de provocar danos a saide humana (MANAN et al., 2016).

Outra desvantagem ¢ o uso de altas temperaturas, que podem danificar o produto
diminuindo sua qualidade, necessitando, com isso, de mais etapa de tratamento, elevando o seu
custo (KHAN; RATHOD, 2015; MANAN et al., 2016; MENESES, 2019; SA et al., 2017).
Ademais, a rota quimica pode formar subprodutos, diminuindo o rendimento do produto em
consequéncia da falta de regiosseletividade das reagdes, levando a necessidade de purificagdo
do produto, assim como, o éster aromatico formado pode conter tragcos de impurezas toxicas,
gerando complica¢des na saude humana (BALEN, 2016;ISAH et al., 2017; KHAN;RATHOD,
2015; MANAN et al., 2016; MENESES, 2019; MOHAMAD et al., 2015; SA et al., 2017;
SILVA et al., 2015; WANG et al., 2015).

A qualidade do produto e a sua producdo sustentavel (gerando menos residuo) sdo
elementos de grande importancia para a industria. Para que isso seja alcancado, é importante

que as matérias-primas que vao ser utilizadas sejam provenientes de fontes naturais ou
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renovaveis, benéficas a saude, respeitando os principios sociais € ambientais de sustentabilidade
(BERGER, 2009; GALEMBECK; CSORDAS, 2010).

Por esta razdo, a sintese enzimatica de ésteres vem ganhando ateng¢dao por possuir
vantagens perante a rota quimica, utilizando condigdes amenas e elevada eficiéncia catalitica,
tornando-se industrialmente mais desejavel, sendo uma alternativa para atender a crescente
demanda de fabricagdo de produtos quimicos verdes e sustentaveis (MANAN et al., 2016;
SANTOS, 2014; SOLANO etal., 2012; WOHLGEMUTH, 2010).

A quimica verde pode ser definida como a implementacao de produtos e processos
com a finalidade de diminuir ou eliminar a utilizagdo ou formacao de substancias que causam
algum dano a saude humana e ao meio ambiente (LENARDAO etal., 2003; MENESES, 2019;
PARAVIDINO; HANEFELD, 2011). Na quimica verde, os produtos e os processos podem ser
divididos em trés categorias: a utilizacdo de recursos renovaveis ou recicldveis de matéria-
prima; evitar o emprego de compostos toxicos e bioacumulativos; ampliagdo da eficiéncia de
energia, ou o uso de uma menor quantidade de energia para produzir a mesma ou maior quantia
de produto (LENARDAO etal., 2003).

Diversos estudos utilizaram enzimas como biocatalisadores na sintese de ésteres
aromaticos, seguindo a defini¢do de quimica verde, como mostra a Tabela 1, apresentando uma

alternativa viavel na sintese destes compostos.



Tabela 1 — Alguns dados da literatura de estudos envolvendo sintese de ésteres aromaticos utilizando lipases como biocatalisadores - continua.

Substratos Razio Molar  Produto Enzima Conversao Condig¢oes da reacao Referéncia
Benzoato de e 55°C Gryglevyicz;
metila 1:2 (benzoato/  Benzoato * 100 hdereacao CJadO.WI? lzli)a(); 0
o+ : lcool) debengila  Novozym® 435 90% e 03 gdeenzima zerniak (2000)
bAlc%f)l e Sistema livre de solvente
enzilico
, e 55°C Lue etal. (2005)
.Af: ido 16 e 12 dias dereagdo
chamico . Cinamato ® e 20mg de enzima
+ (acido/ el Novozym® 435 >99%
Alcool alcool) de oleilo e Solventes: 2-butanona e
oleilico isooctano
e Agitacdo: 150 rpm
Yadav; Dhoot (2009)
Acido e 30°C
laurico 1:1 Laurato de e 2 hdereacao
T (acido/ cinamila Novozym® 435 60% e 50 mg de enzima
Alcool dlcool) e Solvente: tolueno
cinamilico e Agitacdo: 200 rpm
Acid L e 41°C Horchani et al.
cido ipase 6hd 5 (2010)
benzoico 1:22 (4cido/ Benzoato  Staphylococcus 759 * 240 I%rza(;ao .
+ eugenol) de eugenila aureus ’ ° © enZHn,a )
Eugenol imobilizada e Solvente: cloroférmio
[}

Agitacdo: 200 rpm

Fonte: Autor, 2021.
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Tabela 1 — Dados da literatura de estudos envolvendo sintese de ésteres aromaticos utilizando lipases como biocatalisadores - continua.

Substratos 5[2:)21:3 Produto Enzima Conversao Condicoes da reacio Referéncia
Acetato de vinila 5:1 Acetato de Lipase Rhizopus 99% e 45°C Dhake etal. (2011)
) + (acetato/al  cinamilo oryzae e 24 hdereacio
Alcool benzilico cool) imobilizada .
e 50 mg de enzima
e Solvente: hexano
e Agitagdo: 180 rpm
Eugenol 2:1 Caprilato de Lipozyme® TL 72,2% e 65°C Chaibakhsh ez al.
) + (eugenol/ eugenila M e 43 hdereacio (2012)
Acido caprilico acido) e 100 mg de enzima
e Sistema livre de solvente
e Agitagdo: 250 rpm
Anidrido acético 3:1 Acetato de Novozym® 435 99,86% e 50°C Chiaradia et al.
- + | (anidridlo/ eugenila e 6 horas dereacio (2012)
Ugeno eugenol) e 5,5% (m/m) de concentragao
de enzima
e Sistema livre de solvente
e Agitacdo: 150 rpm
Acetato de etila 15:1 Acetato de Novozym® 435 90,06% e 40°C Gengetal. (2012)
+ (acetato/ cinamilo e 3 hdereagio
cirglr;(i)l(i)éo dlcool) e 267 gL!deenzima
e Sistema livre de solvente
e Aogitacdo: 150 rpm

Fonte: Autor, 2021.
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Tabela 1 — Dados da literatura de estudos envolvendo sintese de ésteres aromaticos utilizando lipases como biocatalisadores - continua.

Substratos 5{2:)112: Produto Enzima Conversao Condicoes da reacio Referéncia
Acetato de vinila 1:2 Acetatode  Novozym® 435 96% e 40°C Yadav; Devendran
) + (acetato/ cinamilo e 1hdereacio (2012)
Alcool cinamilico alcool) .

e 10 mgde enzima
e Solvente: tolueno
Benzoato de 1:2 (a4lcool/  Benzoato Novozym® 435 79% e 60°C Shinde; Yadav
meiila benzoato) debenzila e 6hdereacio (2014)
Alcool benzilico * 0,02 glem’ deenzima
e Solvente: n-heptano
e Agitacdo: 300 rpm
Anidrido acético 5:1 Acetatode  Novozym® 435 99.87% e 60°C Vanin et al. (2014)
+ (anidrido/ eugenila e 6hdereacs
¢do
Eugenol cugenol) e 10% (m/m) de concentragdo de
enzima
e Sistema livre de solvente
e Agitagdo: 150 rpm
Anidrido acético 5:1 Acetatode  Lipozyme® TL 92,86% e 70°C Silvaetal. (2015)
+ (anidrido/ eugenila M e 2hdereagio
Eugenol cugenol) e 5% (m/m) de concentracdo de
enzima

Sistema livre de solvente
Agitacao: 150 rpm

Fonte: Autor, 2021.



Tabela 1 — Dados da literatura de estudos envolvendo sintese de ésteres aromaticos utilizando lipases como biocatalisadores - continua.

Substratos  Razdo Molar Produto Enzima Conversao Condicoes da reacio Referéncia
Acetato de 2:1 (acetato/  Acetatode  Novozym® 435 99,99% e 40°C Tomke; Rathod
VirJlrila alcool) cinamilo 20 min de reacio (2015)
Alcool 0,2% (m/m) de concentragdo
cinamilico d? enzima
e Sistema livre de solvente
e Agitacdo: 150 rpm
Acido 1:3 Cinamato Lipozyme® TL 97,3% e 40°C Wangetal (2015)
cinéTico (acido/alcool)  benzilico M e 24 hdereacio
Alcool e [sooctano como meio de
benzilico reag:ao )
e Agitagdo: 150 rpm
Propionato de 2:1 Propionato Lipase 99% e 40°C Badgujar; Pai;
vinil (propionato/  decinamilo  Pseudomonas e 1,5 hdereacdo Bhanage (2016)
o+ alcool) cepacia o 26 meg de enzima
Alcool imobilizada
cinamilico e Solvente: hexano
Eugenol 4:1 (eugenol/  Benzoato Lipase 56,13% e 60°C Manan et al. (2016)
ot acido) de eugenila Rhizomucor e 6hdereagio
Acido miehei o 15 mg de enzima
benzoico imobilizada .
e Solvente: cloroférmio
o Agitacdo: 200 rpm

Fonte: Autor, 2021.
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Tabela 1 — Dados da literatura de estudos envolvendo sintese de ésteres aromaticos utilizando lipases como biocatalisadores — continua.

Substratos 5{2:)112: Produto Enzima Conversao Condicoes da reacio Referéncia
Anidrido acético 5:1 Acetatode  Novozym® 435 33,23+ e 40°C Santos et al. (2016)
+ (anidrido/ eugenila 0.26% 1 h de reagdo
Eugenol eugenol) 1% (m/m) de concentragdo de
enzima
e (CO2 supercritico como meio de
reacao
e Agitagdo: 600 rpm
Acido cindmico 1:3 Cinamato Lipozyme® TL 99% o 40°C Wangetal (2016)
+ (4cido/ de etila IM e 24 hdereacio
etanol etanol) .
e 30 mg de enzima
e Isooctano como meio de
reacao
e Agitacdo: 170 rpm
Acido cindmico 3:1 Cinamato Candida 75% e 70°C Zanettietal. (2016)
+ (geraniol/  de geranil antarctica (NS e 6hdereacio
Geraniol dcido) 88011) e 15% (m/m) de concentragdo de
enzima

Solvente: n-heptano
Agitacdo: 150 rpm

Fonte: Autor, 2021.



Tabela 1 — Dados da literatura de estudos envolvendo sintese de ésteres aromaticos utilizando lipases como biocatalisadores — continuagao.

Substratos 5{2:)112: Produto Enzima Conversao Condicoes da reacio Referéncia
Acido propidnico 1:1 Propionato ~ Novozym® 435 44% e 50°C Saetal (2018)
) + (acido/ de benzila 24 horas de reag¢do
Alcool benzilico alcool) 15% (m/m) de concentragdo de
enzima
e Sistema livre de solvente
e 60°C Shiki (2018)
24 h dereacao
10% (m/m) de concentracdo de
Novozym® 435 32% enzima
e Solvente: Terc-butanol
Anidrido e Agitacdo: 150 rpm
benzoico 1:5 (dlcool/  Benzoato
) + anidrido) de benzila e 40°C
Alcool benzilco e 24 hdereacio
Lipozyme® RM e 10% (m/m) de concentragdo de
™ 51% enzima
e Solvente: Terc-butanol
e Agitacdo: 150 rpm
Anidrido 1:6 Benzoato Lipozyme® TL 92% e 50°C Meneses et al. (2020)
benioico (a’riidri(lio/ de benzila IM e 6hdereacio
Alcool benzlico dlcool) e Sistema livre de solvente
[}

Agitacdo: 150 rpm

Fonte: Autor, 2021.
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2.2.1 Enzimas

Enzimas sdo biocatalisadores que podem ser encontrados em células animais, vegetais,
bem como em microrganismos (FABER, 1997). Sao proteinas que consistem em cadeias de
aminoacidos com ligacdes peptidicas. Desempenham a fungdo de catalisar reagdes bioquimicas
sem consumir 0s substratos, ou seja, aceleram a velocidade das reacdes sem altera-los
(FERNANDES, 2012). As enzimas possuem alta especificidade e seletividade, facilidade de
processamento e sdo altamente versateis na catdlise de varios tipos de reacoes (BADGUJAR;
BHANAGE, 2015; GRYGLEWICZ; JADOWNICKA; CZERNIAK, 2000; SA ef al., 2017;
SHARMA; KANWAR, 2014).

A finalidade de um catalisador ¢ diminuir a energia de ativa¢do, sendo assim, o
mecanismo de acdo enzimatica da-se através da ligacdo da enzima a uma molécula de substrato
em uma regido especifica denominadasitio ativo (regido na superficie daenzima em que ocorre
a catalise). Esta regido nada mais ¢ que um encaixe constituido por uma série de aminoacidos
que interagem com o substrato (SILVA, 2006). A especificidade da juncdo entre a enzima € o
substrato depende da disposicdo dos atomos presentes no sitio ativo, influenciando certas
transformagoes oxidativas e conjugativas que acontecem em elevadas velocidades cataliticas e
com alta seletividade (KOELLER; WONG, 2001; SANTOS, 2014; STRYER, 1986).

A enzima forma um complexo ligado aos substratos (ou reagentes) durante a sua
catalise e antes de liberar o produto. O substrato (S) se liga na enzima (E) (através de ligagdes
ndo covalentes, sendo elas interagdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio, forcas de van der
Waals ou interagdes hidrofobicas) formando um complexo denominado enzima-substrato (ES),
transformando o substrato em produto (P). Uma das explicagdes da enzima ter uma alta
especificidade é por possuir estruturas tridimensionais, necessitando um encaixe perfeito com
o substrato. Um modelo que explica a especificidade enzimatica ¢ o modelo chave-fechadura
(BORZANI etal., 2001; MOTTA, 2011).

E importante analisar as caracteristicas do biocatalisador, pois cada enzima possui uma
especificidade de substratos diferentes. Algumas dessas propriedades sdo: alta seletividade para
a producdo dos produtos desejados, com producao minima de subprodutos indesejaveis; ter um
bom desempenho nas condig¢des propostas de reagdo, sendo estavel no decorrer do processo e
atingindo alta velocidade; o sitio ativo deve estar acessivel para os reagentes e produtos, e
possibilidade de reutilizagio (DUMESIC; HUBER; BOUDART, 2008; LAROQUE, 2014).

Outro fator que deve ser levado em conta ¢ a quantidade de enzima, visto que uma

maior porcao acelera a formacao do complexo enzima-substrato, aumentando a velocidade de
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conversdo. Contudo, se for adicionado uma quantia muito elevada, esta pode se aglomerar
bloqueando o acesso dossubstratos(BADGUJAR;PAI;BHANAGE, 2016; GENG etal.,2012;
SA et al.,2017; WANG et al., 2015; YADAV; DEVENDRAN, 2012).

Por conseguinte, devido a estes atributos, o interesse do setor industrial por tecnologias
enzimaticas amplia-se cada vez mais, em especial nas industrias alimenticia, téxtil, papel e
celulose e na agricultura, a fim de se obter redugdes significativas nos custos de produgdo e ter
um produto considerado natural, ganhando mais visibilidade e preferéncia em um cenario que
visa processos sustentaveis (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; SA et al., 2017; SANTOS,
2014).

2.2.1.1 Lipases

Dentre as enzimas, podem-se destacar as lipases (EC 3.1.1.3), que sdo classificadas
com o nimero 3.1.1.3, ou seja, elas sdo hidrolases (3), catalisam hidrolise de ligacdes ésteres
(.1) carboxilicos (.1) e triacilglicerol hidrolases (.3) (SANTOS, 2019). Elas hidrolisam
triglicerideos em glicerol e acidos graxos e por esta razdo fazem parte da classe das hidrolases
(AL-ZUHAIR, 2005; JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999; NELSON; FOGLIA; MARMER,
1996; ROCHA,2016). Essas enzimas sdo ativadas e reagem mais aceleradamente quando estao
situadas na interface entre a fase ndo aquosa ou insoluvel (lipidica) e meios aquosos, em que a
propria lipase ¢ dissolvida, fazendo com que esse biocatalisador se diferencie das esterases
(BORGES, 2016). Ou seja, a diferenga entre a lipase ¢ a esterase ¢ que a primeira catalisa
reagOes de substratos insoliveis em 4agua enquanto as esterases agem em substratos soluveis
(JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

As lipases sao metabolicamente necessarias para a digestdo de lipidios, por esta razao,
elas podem ser encontradas nos organismos vivos, ou seja, em cé€lulas de tecidos animais e
vegetais ou ainda serem produzidas por microrganismos (CONTESINI et al., 2010; SALIHU
et al., 2012). A obtencdo desta enzima a partir de microrganismos ¢ mais adequada para a
aplicagdo industrial, devido ao seu maior potencial de producao em larga escala em comparacao
com outras fontes de lipase, além de normalmente serem mais estaveis (LOWRY;
ROSEBROUGH; RANDALL, 1951; MACEDO; PARK; PASTORE, 1997, PARK;
PASTORE; DE ALMEIDA, 1988).

Essas enzimas atuam na hidrolise das ligagdes ésteres-carboxilicas de acilglicerdis,
formando 4acidos graxos e glicerol (DE CASTRO et al., 2004; GANDHI, 1997; SANTOS,
2014; YAHYA; ANDERSON; MOO-YOUNG, 1998). Agem em condigdes amenas de
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temperatura e pressao, alta atividade e estabilidade em &gua e solventes organicos, nao
necessitam da utilizagdo de coenzimas e sdo consideradas altamente especificas (FRANCISCO,
2017; SCHUCHARDT; SERCHELI; VARGAS, 1998; SUAREZ et al., 2009). Sendo assim, ¢
importante estabelecer previamente as condi¢des Otimas de atuagdo em fungdo das
caracteristicas desejadas do produto (SCHUCHARDT; SERCHELI; VARGAS, 1998§;
SUAREZ et al., 2009).

As lipases podem catalisar reagdes de sintese, como de esterificagdo, transesterificagao
(interesterificacdo, alcoolise e acidolise), aminodlise (sintese de amidas), lactonizag¢do
(esterificagdo intramolecular) e acilacio (FICKERS; MARTY; NICAUD, 2011; JAEGER;
EGGERT, 2002; MAHADIK et al., 2002; MENESES et al., 2020; SAXENA et al., 2003).
Catalisam diferentes reagcdes podendo operar na obtengdo de produtos farmacéuticos,
cosméticos, agricolas, quimica fina, e outros (FRANCISCO, 2017).

Além de quebrar as ligagdes ésteres de triacilglicerideos utilizando moléculas de dgua,
as lipases podem realizar a reagdo reversa em condigdes microaquosas, tendo como produto
ligagdes ésteres de base alcool e 4cido carboxilico (DE CASTRO et al., 2004; GANDHI, 1997;
SANTOS, 2014; YAHYA; ANDERSON; MOO-YOUNG, 1998). A 4gua presente no meio
reacional controla o deslocamento doequilibrio dareagdo, ocorrendo a sintese no sentido direto
e a hidrdlise no sentido inverso da reacdo (GANDHI, 1997; SANTOS, 2014), como

exemplificado na Figura 7 e 8.

Figura 7 — Reagdo geral de esterificacao.

O Esterificacdo R—0Q
..
HO + HO—R  ————7ob o + HO
Hidrolise
R R
Acido Alcool Ester Agua

Fonte: Adaptado de Meneses (2019).

Figura 8 — Reacdo geral de transesterificacdo.
R’._'O Transesterificacdo RrO

o  + HO—R, _— 0 + HO—R,
Hidrdlise

R

Ester Alcoal Ester Alcool

Fonte: Adaptado de Meher; Vidya Sagar; Naik (2006).
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As caracteristicas das lipases podem diferir dependendo da sua origem, porém, de
maneira geral, a massa molecular pode variar entre 20 e 75 kDa, apresentam alta atividade na
faixade pH de 5 a 9 (com um maximo situado entre 6 e 8), toleram temperaturas variando desde
ambiente até em torno de 70 °C (sendo que a sua atividade 6tima varia de lipase para lipase) e
possuem ponto isoelétrico entre 3,6 e 7,6, sendo majoritariamente acidicas (FERRER ef al.,
2000, MAYORDOMO; RANDEZ-GIL; PRIETO, 2000; MENESES, 2019). Sua
termoestabilidade varia de acordo com a fonte, sendo as lipases microbianas as que dispoem de
maior estabilidade térmica (DE CASTRO et al., 2004; KAPOOR; GUPTA, 2012; SINGH;
MUKHOPADHYAY,2012; VILLENEUVE et al., 2000).

2.2.1.1.1  Lipases imobilizadas como biocatalisadores

O processo de imobilizagio de enzimas tem como objetivo transformar o
biocatalisador que naturalmente € solivel em meio aquoso, em um catalisador heterogéneo, ou
seja, a enzima se torna insoluvel no meio reacional (BON; FERRARA;CORVO,2008; HILAL
et al., 20006).

A utilizagdo de enzimas em processos industriais na sua forma livre possui certas
desvantagens, pois estdo sujeitas a inativa¢do por fatores quimicos, fisicos ou biologicos, isto
¢, apresentam baixa estabilidade térmica, mecanica, a solventes e operacional e, ainda, ndo
podem ser recicladas, gerando um custo maior de produgdo. Estas desvantagens podem ocorrer
quando estocadas ou durante o uso no processo deprodugao (BADGUJAR;BHANAGE,2015;
FERRAZ et al., 2015; SHARMA; KANWAR, 2014).

A fim de prevenir essas questdes e garantir a eficiéncia da atividade catalitica
enzimatica, diversas técnicas de imobilizacdo vém sendo estudadas, protegendo a enzima de
interagdes com o solvente, oferecendo vantagens frente a enzima livre. Dentre tais vantagens,
podemos citar: menor custo de produgdo; acréscimo daatividade; especificidade e seletividade;
estabilidade estrutural aprimorada; reducao da inibi¢do; facilidade de separagdo, recuperagao e
reutilizagdo do biocatalisador devidoa caracteristica heterogénea, além doaumento da vidautil
da enzima frente as condigdes de temperatura, pH e solvente, por exemplo (BASSO;
HESSELER;SERBAN,2016; DHAKE etal.,2011; KUOet al., 2012; NARWAL et al., 2016).
Deste modo, o uso de catalisadores heterogéneos segue os interesses da industria de sintese
organica, bem como, os requisitos da quimica verde (MENESES et al., 2020).

Os processos enzimaticos heterogéneos podem ser realizados em batelada (possuem

uma configuracdo mais simples e sdo os mais utilizados na industria), semi-batelada ou de
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forma continua (MENESES et al., 2020). As condigdes do processo devem ser adequadamente
controladas, pois o sistema de agitacdo, por exemplo, pode alterar a atividade da enzima
imobilizada através dafragmentacao do suporte, comisso, a enzima podeser retirada do suporte
causando perda da atividade por lixiviagdo, e ndo por inativagdo. Em compensagdo, se nao
ocorrer a lixiviacdo e a enzima continuar ligada ao suporte, a agitacdo pode ocasionar o aumento
de area de superficie de contato, gerando uma maior transferéncia de massa e, deste modo,
aumentando a eficiéncia da enzima como catalisador (BOSLEY; PEILOW, 1997; HURTADO;
PAZ,2006; RAMPIN, 2007; YADAV;JADHAV, 2005).

As lipases produzidas intra ou extracelularmente por microrganismos, como
Aspergillus sp., Candida sp., Mucor sp. e Rhizopus sp., sdo as mais estudadas, tendo
importancia a catalise enzimatica realizada pelas lipases comerciais Novozym® 435 (lipase B
produzida por Candida antarctica (CAL B), imobilizada em Lewatit VP OC 1600, uma resina
acrilica macroporosa com superficie hidrofdbica), ¢ Lipozyme® TL IM (produzida por
Thermomyces lanuginosus, imobilizada em silicato de gel hidrofilico) (HERNANDEZ-
MARTIN; OTERO, 2008; SA et al., 2017).

A Novozym® 435 ¢ imobilizada via ativagdo interfacial na superficie hidrofébica do
suporte, ao passo que a Lipozyme® TL IM ¢é imobilizada através de troca anidnica (MARTINS
et al., 2014). A Novozym® 435 apresenta algumas vantagens, dentre elas: possui um bom
desempenho sob condigdes anidras e com substratos sensiveis a umidade; € resistente em uma
ampla faixa de temperatura (20 - 110 °C); adequada para reatores de tanque agitado e leito fixo
continuo; dependendo das condigdes da reagdo pode ser reciclada de 5 a 10 vezes sem perda de
atividade e, pode ser usada na produgdo industrial de larga escala (NOVOZYMES, 2016). A
Tabela 2 apresenta as propriedades fisicas da Novozym® 435 e Lipozyme® TL IM.

Tabela 2 — Propriedades fisicas de duas lipases comerciais imobilizadas da Novozymes.

Temperatura otima  Especificidade do

Nome da enzima pH 6timo
O substrato
Novozym® 435 5-9 30-60 Esteres e alcoois
Lipozyme® TL IM 6—8 50—75 Esteres

Fonte: NOVOZYMES (2016).
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Na forma imobilizada, estudos relatam que as lipases ja foram utilizadas na:

a) desacetilagdo da quitosana para a produgdo de oligossacarideos (LEE; XIA;
ZHANG, 2008);

b) agregacdo de antioxidantes em 6leos (SENANAYAKE; SHAHIDI, 2004);

c) sintese de compostos como o acetato de benzila (BADGUJAR; PAI; BHANAGE,
2016), o acetato de eugenila (SA et al., 2017), benzoato de benzila (MENESES et al., 2020),
monoestearato de etilenoglicol (PEREIRA, 2018), estearato de cetoestearila (HOLZ, 2018),
acetato deamil (BADGUJAR;SASAKI;BHANAGE, 2015), propionato de benzila e o butirato
de benzila (SA, 2018), dentre outros.

2.2.1.2 Reuso de enzimas

O uso de enzimas imobilizadas tem diversas vantagens, como citadono topico anterior,
e uma delas ¢ a possibilidade de reutilizagdo do biocatalisador, aumentando a viabilidade do
processo e diminuindo a geragdo de residuos na rea¢do. A reutilizacdo de enzimas ¢ um dos
principais fatores para maximizacdo da sintese enzimatica (DHAKE et al., 2012). Este
catalisador tem um custo elevado, portanto, o reuso pode ser uma condigdo importante para a
viabilidade economica do projeto (BASSO; HESSELER; SERBAN, 2016; LOSS et al., 2016;
TRUBIANO; BORIO; ERRAZU, 2007).

Diversos estudos encontraram dificuldade no decorrer dos ciclos de reuso, pois pode
haver um declinio do percentual de conversao do produto devido a perda da atividade catalitica
(FERRAZ et al., 2015; LOSS et al., 2016; SHIKI, 2018; YADAV;JADHAV, 2005; YADAYV;
LATHI, 2004). Uma das razdes para que isso ocorra ¢ a desativagdo do biocatalisador por
fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos, como por exemplo, interagdo com o solvente, variagoes
nas condigdes dareacao (como temperatura e pH), elevada velocidade de agitagdo, bem como,
a dificuldade em acessar o sitio ativo devido a natureza do suporte (BADGUJAR; BHANAGE,
2014; LERIN et al., 2011; MARTINS et al., 2014; SANTOS, 2014; WANG et al., 2015).
Alguns reagentes, como o alcool em excesso e acido, também podem desnaturar a enzima
comprometendo a sua atividade (GENG et al., 2012; SA etal.,2017; WANG et al., 2015). Por
esta razdo, o tempo de contato com o substrato tem que ser estudado a fim de evitar este
comportamento.

Com a finalidade de avaliar a estabilidade da enzima, Shiki (2018) produziu benzoato
de benzila com o auxilio das enzimas comerciais imobilizadas Novozym® 435 e Lipozyme®

RM IM, porém, ndo obteve resultado satisfatorio na reutilizagdo por cinco ciclos devido a perda
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de conversao do produto. A conversao do benzoato de benzila no primeiro ciclo, utilizando a
Lipozyme® RM IM, foi entre 45-50%. No segundo ciclo teve uma quedaconsideravel de + 20%
e no terceiro de + 15%, mantendo este valor aproximado nos ultimos dois ciclos. Nos testes
usando a Novozym® 435 a conversdo iniciou entre 20-25%, caindo em + 10%, tendouma queda
mais leve até o quinto processo de reciclo.

Lerin et al. (2011) estudaram dez ciclos sucessivos utilizando a Novozym® 435 como
catalisador para a sintese de benzoato de 1-glicerila, obtendo uma atividade residual da enzima
proxima de 100% apos quatro ciclos, e depois, a atividade enzimatica e a conversao do produto
desejado foi diminuindo.

Ja Balen (2016) estudou a sintese de oleato de ascorbila utilizando Novozym® 435,
nas temperaturas de 60 e 70 °C, na presenca de terc-butanol com irradiagdo de micro-ondas.
Foram realizados seis ciclos de reutilizacdo do biocatalisador, havendo um declinio na
conversao a partir do terceiro ciclo, para ambas as temperaturas.

Yadav; Jadhav (2005) observaram essa queda na transesterificacdo entre alcool p-
clorobenzilico e acetato de vinila. A enzima Candida antarctica lipase B (CAL B) foi testada
de trés formas nestareagao: CAL B imobilizada em silica mesoporosa hexagonal (HMS); CAL
B encapsulada e CAL B imobilizada em HMS e encapsulada. A forma encapsulada e
imobilizada obteve a melhor conversdo, mantendo um valor proximo do primeiro ciclo por
cinco reutilizagdes. Ja os outros dois testes, teve uma queda de aproximadamente 60% até o
quinto ciclo, sendo que no segundo foi um declinio de 40%.

No estudo de Loss et al. (2016), foi produzido acetato de eugenila com a ajuda de
Lipozyme® TL IM, obtendo 94,3% de conversdo para o primeiro ciclo, 75,2% para o segundo
e 53,2% para o terceiro, repetindo essa tendéncia de redugdo até o quinto ciclo. Sa (2018)
avaliou a atividade enzimatica da Novozym® 435 na reagdo de esterificagdo entre éalcool
benzilico e acido butirico, no primeiro ciclo obteve uma conversdo em torno de 80%, porém,
no segundo caiu para cerca de 10% e no terceiro para proximo de 0%.

Outro estudo foi o de Majumder ef al. (2006), que realizou testes de reutilizagdo da
Lipozyme® RM IM na transesterificagdo do acetato de benzila em sistema livre de solvente,
foram executados 21 ciclos, e observou-se que em 18 ciclos a atividade residual da enzima
permaneceu constante em 100%, decaindonos ciclos posteriores. Ferraz ef al. (2015) constatou
o declinio da atividade enzimdtica da lipase de Penicillium crustosum imobilizada em alginato

de sodio na sintese de propionato de geranil em seis ciclos, em sistema livre de solvente. Por
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fim, Yadav; Lathi (2004) observaram, apos trés ciclos, esta redugdo da atividade enzimatica da

Novozym® 435 na produgio de laurato de citronela na presenca de heptano.

2.2.2 Acilacdo enzimatica

O emprego da reacdo de acilagdo na produgdo de compostos da quimica fina ¢ muito
comum, especialmente na industria farmacéutica e em fragrancias (KOUWENHOVEN;
BEKKUM, 1997; MONTANEZ VALENCIA; PADRO; SAD, 2020; SHEEMOL; TYAGI;
JASRA,2004). Alguns autores chamam areagdo de acilagdo de esterificagdo, gerando conflitos
na nomenclatura (MENESES, 2019).

Um exemplo de acilagdo ¢ quando se utiliza alcool (receptor de grupo acila) e anidrido
(doador acila) como substrato na sintese de ésteres aromaticos (MENESES, 2019). O
mecanismo se da através a doagdao de dois grupos acilas do anidrido: um para formar uma
molécula de éster e outra acida. O acido formado a partir da reagdo de acilagdo pode reagir com
0 alcool que estd presente em excesso, fazendo com que ocorra a esterificagdo (KIM; PARK,

2017; MENESES, 2019; ROMERO et al., 2007), como mostra a Figura 9.

Figura 9 — Esquema geral da sintese de éster aromatico usando anidrido e dlcool como
substrato, onde (a) Reacao principal: Acilagdo (acil doador: anidrido benzoico) e (b) Reagdo
secundaria: Esterificacdo (acil doador: acido benzoico).

E-
@ 4 & \o OH
4+ R,—OH ———— _
J O R R
R. (] R. o
0
Anidrido Alcool Ester Acido
R,
DOH
(b) \,
S
R'_< 4+ R;—OH — . + H,O
0O
0]
Acido Alcool Ester Agua

Fonte: Adaptado de Meneses (2019).

Podem-se encontrar, na literatura, alguns exemplos de sintese de ésteres através da

reacao de acilagdo enzimatica entre alcool e anidrido. Romero et al. (2007) sintetizou acetato
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deisoamila via acilacdo enzimatica do alcool isoamilico com anidrido acético usando a lipase
Novozym® 435, tendo como resultado uma reagio que seguiu um mecanismo de Ping-Pong Bi-
Bi com inibi¢ao pelo anidrido acético para concentragdes acima de 0,1 M.

Shiki (2018) produziu benzoato de benzila através da reacdo de acilacdo entre alcool
benzilico e anidrido benzoico e comparou o comportamento das lipases imobilizadas
comerciais Novozym® 435 e Lipozyme® RM IM, ambas com concentragdo de 10%. Shiki
(2018) obteve como resultado uma conversdo maxima de 32% em 24 horas para a Novozym®
435, na temperatura de 60 °C e uma razdo molar de 1:5 (alcool benzilico:anidrido benzoico).
Ja para a Lipozyme® RM IM, uma conversdo de 51% foi obtidaa 40 °C em 24 horas e com a
razdo molar igual a 1:5 (4lcool benzilico:anidrido benzoico).

J& Chiaradia et al. (2012) sintetizaram o acetato de eugenila em um sistema isento de
solventes utilizando como catalisador a enzima Novozym® 435, obtendo conversido de 99%,
sendo as condigdes operacionais que maximizaram a producdo foram 50 °C, eugenol em
anidrido acético de 1:3, 150 rpm e 5,5% em massa de enzima.

Virios trabalhos da literatura mostram que a producdo biotecnologica de ésteres
aromaticos € possivel, porém uma maximizagdo do processo ¢ interessante, a fim de reduzir o
consumo de insumos e substratos, facilitando um aumento de escala e almejando uma aplicagao
industrial BOAS et al., 2017; CENI etal., 2010; HOLZ,2018; LAROQUE, 2014;LOSS, 2015;
MENESES, 2019; OLIVEIRA etal., 2006; RICHETTI, 2009; SA, 2018; SHIKI, 2018; SILVA,
2014). Pararealizar a otimizagdo ou a maximiza¢do daproducao, € necessario estudar os efeitos
das condi¢des que influenciam o processo de producdo, como por exemplo, a quantidade e o
tipo de enzima; a razdo molar e a natureza dos substratos; a temperatura; o tempo de reagao; a
presenca ou nao de solvente e a velocidade de reacdo (GENG et al., 2012; PAROUL et al.,
2012; SA et al., 2017; STENCEL; LEADBEATER, 2014).

23 PURIFICACAO DE ESTERES AROMATICOS
Apo6s a sintese do éster € necessario avaliar a necessidade de realizar a etapa de
purificacdo para confirmacdo da estrutura do éster aromatico, garantir a auséncia de
subprodutos de reagdes secundarias e remogdo de substratos ndo reagidos, principalmente
quando adicionados em excesso no inicio da rea¢do. A purificacdo do produto de interesse
envolve etapas como a separa¢ao do catalisador e remocao de produtos secundarios que foram
formados na reagdo (RANGANATHAN; NARASIMHAN; MUTHUKUMAR, 2008).

Normalmente, as metodologias mais utilizadas para obter um éster aromatico purificado sdo a
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de extragdo liquido-liquido e separagdo por coluna (FERREIRA, 2018; MENESES, 2019;
SHIKI, 2018; SILVA et al., 2012).

Shiki (2018) purificou o benzoato de benzila utilizando cromatografia em coluna de
adsor¢do com silica gel como fase estacionaria, e fase movel sendo uma mistura de acetato de
etila e ciclohexeno (1:14 v/v) acidificada com acido acético (2% v/v). Depois, as amostras
foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) e o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida. E para confirmacao da purificagdo da amostra, as fragdes coletadas foram
avaliadas por cromatografia gasosa.

O éster aromatico butirato de benzila foi purificado por Meneses (2019) utilizando
extracao liquido-liquido. Primeiramente, foi misturado acetato de etila com NaOH 1 M (para
remover o acido butirico ndo reagido) e homogeneizado com agua destilada. Apos, foi filtrado
sob vacuo com sulfato de sodio a fim de remover a &agua restante. Meneses (2019)
posteriormente colocou a fase organica no rotaevaporador com uma bomba de vacuo acoplada
para remover o acetato de etila e dlcool benzilico que ndo reagiram, para entdo, analisar a
purificacdo do éster por cromatografia gasosa.

Laroque (2014) purificou acetato de eugenila utilizando rotaevaporador a 45 °C por 4
horas e, posteriormente, as amostras passaram pela analise de RMN para a confirmagdo de sua
producdo e purificagdo. Silva et al. (2015) também purificou acetato de eugenila utilizando
rotaevaporador, porém, sob pressao reduzida.

Esteres derivados da reago entre acidos triterpenos e anidridos foram purificados por
Silva et al. (2012) por cromatografia em coluna com silica gel, utilizando hexano-EtOAc (9:1)
como eluente. A partir do acido 3-metil-4-nitrobenzoico, Ferreira (2018) sintetizou onze ésteres
e realizou a purifica¢do através da técnica de cromatografia de absor¢cdo em coluna (CC), em
que a fase estaciondria foi silica gel 60 ART 7734 daMERK, sendo as particulas com dimensdes
entre 0,063-0,200 mm, suportada em colunas de vidro cilindricas. J& a fase mével foi uma
mistura com proporgdes variaveis entre hexano e acetato de etila.

Além dasintese, a etapa de purificagdo € outra etapa importante no processo de catalise
dos ésteres aromaticos, sendo necessario um estudo de afinidade entre as fases, substratos e

produtos, para ser aplicada adequadamente e obter resultado satisfatorio.

2.4 BENZOATO DE BENZILA
Benzoato debenzila (C14H1202) éum éster aromatico, representado na Figura 10. Esse

possui um leve aroma, e ¢ insolivel em dgua e glicerol com miscibilidade em alcool,
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cloroférmio, éter e 6leos (SHARMA et al., 2015). E encontrado em algumas plantas, como

babaco (Carica pentagona Heilborn), alcaparra (Capparis spinosa) e aipo (Apium graveolens)

(SA et al., 2017; SHARMA et al., 2015).

Figura 10 — Férmula estrutural do benzoato de benzila.

o
Fonte: Johnson et al. (2017).

Esse éster ja foi produzido tanto por esterificacdo enzimatica, mas obteve conversoes
consideravelmente baixas, quanto por transesterificacdo enzimatica, que ¢ um processo com
custos relativamente altos em comparagao a acilagdo (que utiliza substratos mais baratos como
o alcool benzilico) (GRYGLEWICZ; JADOWNICKA; CZERNIAK, 2000; SHIKI, 2018;
MENESES, 2019). Por estarazao, dentre os processos cataliticos, a acilagdo enzimdatica ¢ uma
possibilidade na sintese de benzoato de benzila, podendo ser produzido através da reacdo entre
alcool benzilico (receptor de acila) e anidrido benzoico (doador de acila) ( JASPER; 2018;

MENESES, 2019; SHIKI, 2018), como representado na Figura 11.

Figura 11 — Esquema reacional da produgao enzimatica de benzoato de benzila.

(a) Reagao principal: Acilag¢ao (acil doador: anidrido benzoico)

2 2 = 3 HO o
O/U\OJLO ” b O)LO/\O + é
Anidrido benzoico Alcool benzilico Benzoato de benzila Acido benzoico

(b) Reacao secundaria: Esterificacdo (acil doador: acido benzoico)

0
HO 0 k2
0
+ _— + HO

Acido benzoico Alcool benzilico Benzoato de benzila Agua

Fonte: Adaptado de Meneses (2019).
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A razao molar ¢ um parametro importante a ser analisado, pois, além de evitar a perda
de reagente, a quantidade de substrato influencia na atividade enzimatica, como também, na
composi¢ao doproduto (BADGUJAR;BHANAGE,2015;GUMEL; ANNUAR,2016; WANG
et al., 2011a). Na etapa de esterificacdo da Figura 11, o 4cido pode contribuir na inibicdo da
enzima ¢ causar diminui¢do na atividade catalitica (BADGUJAR; BHANAGE, 2014, 2015;
BADGUJAR; PAI; BHANAGE, 2016; MENESES et al., 2020; SA et al., 2017). Uma maneira
de amenizar esse efeito, ¢ aumentando a quantidade de alcool até certo ponto em que ele nao
interfira na acdo enzimatica, pois o alcool também pode inibir o catalisador quando usado em
uma quantidade muito maior em comparagdo ao outro reagente (BADGUJAR; BHANAGE,
2015; GUMEL; ANNUAR,2016;SA et al.,2017; WANG et al., 2015). Além disso, 0 aumento
da concentra¢do de alcool benzilico contribui, também, com a solubilizagdo do anidrido
benzoico, que ¢ solido (MENESES et al., 2020).

Com relagdo a produgdo, existem poucos estudos na literatura sobre a sintese de
benzoato de benzila utilizando biocatalisador, sendo mais comum para a industria a sintese via
rota quimica. Pode-se citar o trabalho de Gryglewicz; Jadownicka; Czerniak (2000), que
utilizou a Novozym® 435 com os reagentes alcool benzilico e o éster benzoato de metila (2:1),
num processo de transesterificacdo a 55 °C, sem a presenga de solvente, atingindo uma
conversao de 90% em 100 horas de reagao.

Meneses et al. (2020) sintetizaram via acilacdo enzimatica da reagdo entre anidrido
benzoico e alcool benzilico a 50 °C, utilizando Novozym® 435, Lipozyme® TL IM ¢ RM IM
como biocatalisadores, na auséncia de solventes organicos, chegando a uma conversao de 92%
para um processo em batelada (razdo de anidrido benzoico:alcool benzilico, 1:6), e 90% na
batelada alimentada (1:3) usando a Lipozyme® TL IM como biocatalisador.

Jasper (2018) também estudou a sintese deste €ster com o auxilio dos catalizadores
Novozym® 435, Lipozyme® TL IM e RM IM (10% m/m) variando a razdo molar, temperatura,
presencga ou nao de solvente e o anidrido benzoico ou o 4acido benzoico como um dos substratos
(sendo o alcool benzilico o outro reagente). Jasper (2018) realizou a caracterizacdo dasamostras
em um cromatdgrafo gasoso. Analisando os resultados, a enzima que apresentou maior
conversio (~77%) foi a Lipozyme® TL IM, com uma razio molar de 1:9 (anidrido benzoico:
alcool benzilico), na auséncia de solvente a 50 °C em até 24 horas. A Figura 12 mostra um

exemplo do cromatograma obtido ao final de 12 h de reacao.



43

Figura 12 — Cromatograma do resultado obtido através da anélise em CG acoplado com
espectrometria de massas.
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10000000
= 8000000
e
. ; 6000000 Benzoato de Benzila
§ 4000000
=

2000000 Benzaldeido Acido Benzoico A_mdndo NN
Nio identificado
. | _1/ /
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de retengédo (min)

Fonte: Jasper, 2018.

2.4.1 Atividade biolégica do benzoato de benzila

Benzoato de benzila ¢ um dos medicamentos mais antigos utilizado no tratamento de
escabiose, que ¢ uma infeccdo de pele altamente contagiosa, um dos disturbios cutaneos
pruriginosos mais comum (BACHEWAR et al,, 2009, HENGGE et al., 2006, MENESES et
al., 2020; SHARMA et al., 2015; SHIKI, 2018). Esta doenga ¢ caracterizada por lesdes que
podem cobrir o corpo todo, formando crostas, descamagdo e hiperqueratose (HUFFAM;
CURRIE, 1998).

A escabiose ¢ uma doenca comum e global, que afeta todas as classes sociais e
comunidades, contudo, ocorre maior incidéncia nos paises em desenvolvimento, areas com
poucos recursos, falta de saneamento e superlotacdo (FULLER,2013; HENGGE et al., 2006;
TAPLIN et al., 1990). Uma divulgagdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apresenta
dados de ocorréncias alarmantes: 9,7 — 13% casos na India, 23 — 30% em criangas abaixo de 6
anos em Bangladesh, 4,3% no Camboja e 0,7% em Malawi (SHARMA et al., 2015).

Os farmacos mais utilizados no tratamento de escabiose sdo: permetrina, lindano,
ivermectina e benzoato de benzila, sendo que este ultimo vem sendo usado em paises
subdesenvolvidos devido ao baixo custo (HEUKELBACH; FELDMEIER, 2006;
KARTHIKEYAN, 2005).

O uso topico de benzoato de benzila com o intuito de tratar a escabiose vem sendo
usado em adultos, e diluido para bebés, criancas e lactantes (HENGGE et al., 2006).
Comparando o resultado in vitro entre benzoato de benzila e permetrina mostra a superioridade

do primeiro na eficacia do tratamento de escabiose (CURRIE et al., 2004; GLAZIOU et al.,
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1993; WALTON; MYERSCOUGH; CURRIE, 2000). Apesar da eficiéncia, um efeito colateral
relacionado ao uso do benzoato de benzila em forma de logdo concentrada (25% v/v) ¢ a
sensacao inicial de queimagdo severa, que ja foi relatada por alguns pacientes (CURRIE et al.,
2004). Além disso, também pode ocorrer formagdo de bolhas, crostas, coceira, exsudagao,
vermelhiddo e descamacgdo da pele, apos a aplicacdo frequente (CURRIE et al., 2004;
WALTON; MYERSCOUGH; CURRIE, 2000).

O mecanismo de a¢do deste éster sobre o parasita ainda ndo estd muito esclarecido na
literatura, porém, acredita-se que ele aja sobre o sistema nervoso do parasita (Sarcoptes
scabiei), resultando na sua morte (ALBERICI et al., 2000; KARTHIKEY AN, 2005).

Benzoato de benzila também possui atividade contra acaros, podendo estar presente
em formulacdes de alguns produtos de limpeza acaricidas (HAYDEN et al., 1992; NWANADE
et al., 2022; RAYNAUD et al., 2000). Estudos realizados por Kalpaklioglu et al. (1996)
mostraram que este éster em uma concentracao de 0,8% matou todos os 4caros em 15 minutos,
1 h com a solugao a 0,4% e 3 h com a solugao 0,1%. Uma composicdo de celulose inerte
umedecida com o benzoato de benzila ativo adsorvido em silicatos foi capaz de matar 90% dos
acaros em cultura dentro de 12 horas e 100% em 24 horas (HAYDEN ef al., 1992). Monteiro
(2013) comprovou que benzoato de benzila interfere no processo de reprodu¢do do carrapato
bovino R. microplus, agindo na diminui¢ao da produg¢do de ovos, eclodibilidade e mortalidade
das larvas. Na Guerra do Vietna foi utilizado como repelente de carrapatos e acaros, e pode ser
utilizado, também, como aditivo na industria cosmética (SHARMA et al., 2015). Segundo Choi
et al. (2005), este éster também pode possuir a atividade de agente imunoterapéutico no
tratamento de doencas infecciosas. Ademais, ele pode ser usado como solvente ou na
composicdo de pesticidas (JOHNSON et al, 2017). Na induastria de alimentos, pode ser
utilizado na formula¢do de aromas como o de maca, damasco, banana, mirtilo, cereja, amora,
uva, meldo, abacaxi e framboesa (SA et al., 2017). Ele também pode atuar como acaricida em
alimentos, por exemplo, em produtos secos como os graos que podem ser degradados pelo acaro
Tyrophagus putrescentiae (AL-ASSIUTY; NENAAH; AGEBA, 2019; HAGSTRUM,;
PHILLIPS; CUPERUS, 2012).

Shiki (2018) verificou acdo antimicrobiana moderada do benzoato de benzila para
Staphylococcus aureus (Gram-positiva). Estudos avaliaram a atividade antimicrobiana deste
éster, e o resultado para Staphylococcus aureus (Gram-positiva) verificou agao antimicrobiana

moderada do benzoato de benzila (DIASTUTI; CHASANI; SUWANDRI, 2020). Todavia,
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ainda € necessario estudar outras atividades bioldgicas, como antifingica em alimentos e

antimicrobiana.

2.5 CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Com base na revisdo da literatura apresentada neste capitulo, pode-se observar que a
producdo de ésteres aromaticos via acilagdo enzimatica sem a presenca de solvente, usando
alcool e anidrido como substrato, ainda ¢ pouco explorada. Um dos compostos que podem ser
produzidosatravés dessa metodologia € o benzoato de benzila, que € a substancia mais utilizada
no tratamento de escabiose e, atualmente, ¢ produzido industrialmente via rota quimica. Em
vista disso, o uso de enzimas como biocatalisadores ¢ uma alternativa, apresentando varias
vantagens frente a sintese quimica. A partir disso, o presente trabalho propde realizar a
produgdo via acilagdo enzimatica sem a presenca de solventes e a purificacdo deste éster, bem
como a maximiza¢do daconversdo do processo, avaliagdo da estabilidade da enzima através do
reuso, estudo preliminar das atividades biologicas do benzoato de benzila e possibilidade de

producdo em escala ampliada.
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3 MATERIAIS E METODOS
Neste capitulo serdo abordados os materiais e os métodos que foram utilizados para

desenvolver o presente trabalho.

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Especificacao das solucoes
Na reagdo de acilagdo para produzir o benzoato de benzila, os substratos utilizados
foram:
- Alcool benzilico PA (Neon, 99,9%);
- Anidrido benzoico (Sigma-Aldrich, > 95%).

O teste de solubilidade foi realizado com os seguintes compostos:
- Acido benzoico P.A. (Vetec, 99,5%);
- Anidrido benzoico (Sigma-Aldrich, > 95%).

Os solventes usados foram:

a) Para a lavagem das enzimas no processo de reuso e para o teste de solubilidade dos
reagentes:

- Acetona (Dinamica, 99,5%);

- Hexano P.A. (Synth, 98,5%);

- Acetato de etila (Dinamica, 99,8%);

- Acetonitrila (Dinamica, 99,8%);

- Pentano (Dinamica, 99%);

- Iso-octano P.A. (Vetec, 99,5%);

- Alcool amilico normal P.A. (Vetec, 98%);

- Alcool isopropilico P.A. (Synth, 99,5%);

- Alcool-n-propilico (Neon, > 99%);

- Alcool butilico P.A. (Vetec, 99,4%);

- Alcool etilico P.A. (Neon, 99,5%).

b) Na diluicdo da amostra para analise de cromatografia gasosa:

- Diclorometano P.A. (Qhemis, 99,9%).
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Para a avaliagdao da atividade enzimatica, os compostos utilizados foram:
- Acetona P.A. (Dinamica, 99,5%);

- Alcool etilico P.A. (Neon, 99,5%);

- Hidroxido de sodio (Vetec, 99%);

- Alcool-n-propilico (Neon, > 99%);

- Biftalato de potassio normal P.A. (Vetec, 99,5%);

- Acido laurico P.A. (Dinamica, 98%).

Os reagentes utilizados para avaliar a atividade bioldgica do produto obtido foram:
- Penicilina (Sigma Aldrich);

- Glutamina (Sigma Aldrich);

- Estreptomicina (Sigma Aldrich);

- Dimetilsulfoxido (Sigma Aldrich, > 99%).

Na purifica¢do do benzoato de benzila as solu¢des utilizadas foram:
a) Na extracgao liquido-liquido:

- Acetato de etila (Sigma Aldrich, > 90%);

- Hidroxido de sodio (Vetec, 99%).

b) Na analise de RMN:
- Cloroformio deuterado (Sigma Aldrich, 99,8%).

O padrao empregado para gerar a curva de calibragdo no cromatografo gasoso foi:

- Benzoato de benzila (Sigma-Aldrich, >99%).

3.1.2 Biocatalisador

A lipase comercial imobilizada utilizada como biocatalisador neste estudo foi:

- Lipozyme® TL IM (Novozymes): produzida por Thermomyces lanuginosus,

imobilizada em silicato de gel hidrofilico.

3.1.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nesta pesquisa foram:
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- Cromatografo gasoso (Shimadzu, modelo GC-2010 AF), equipado com um detector
por ionizagdo de chama (FID);

- Cromatografo gasoso (Agilent GC 7890A) acoplado a espectroscopia de massas (MS
Agilent 5975C);

- Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (Bruker Ascend);

- Balanca analitica (Marte, modelos AY220 e AL 500C);

- Agitador magnético (IKA);

- Banho termocriostatico (Microquimica equipamentos ltda, modelo MQBTC);

- Centrifuga MiniSpin (Eppendorf);

- Vortex mixer (ION, modelo XH-C);

- Phmetro digital (86505 AZ);

- Banho termostatico com agitacao (Dubnoff tecnical);

- Centrifuga (Centribio, modelo 80-2B);

- Estufa com circulagdo de ar (Marconi, MA 035);

- Agitador magnético com aquecimento (Ika, C-MAG HS 7);

- Bomba a vacuo (Fisatom, 820);

- Leitor de microplacas (Infanite 200 TECAN).

32  METODOS
Nesta secdo, serao detalhados os métodos utilizados para a realizacdo da presente
pesquisa. A Figura 13 ilustra o fluxograma esquematico dos procedimentos experimentais

realizados neste trabalho.



Figura 13 — Fluxograma esquematico dos procedimentos experimentais realizados neste
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3.2.1 Atividade da Lipozyme® TL IM imobilizada

Com a finalidade de determinar a atividade de esterificagdo daLipozyme® TL IM (U/g),
foram utilizados acido laurico e propanol (razao molar de 1:1) como substratos. No inicio da
reagdo, amostras de 150 pL foram retiradas, em triplicata, e transferidas para 20 mL de uma
solugdo de acetona e etanol (razdo molar de 1:1). Apos, a Lipozyme® TL IM (5% em peso em
relagcdo aos substratos) foi adicionada na solugdo de acido laurico com propanol, e permaneceu
a 60 °C por 40 min. Ao fim deste tempo, aliquotas de 150 uL. (em triplicata) foram retiradas e
transferidas para uma solugdo de 20 mL de acetona e etanol (1:1). Essas amostras foram
tituladas com uma solucdo deNaOH 0,01 N até chegar em um pH de 11. A atividade enzimatica
foi medida através do consumo de acido laurico, que foi determinado através dessa titulagao,
sendo uma unidade de atividade (U) estabelecida como a quantidade de enzima necessaria para
transformar 1 pmol de &cido laurico por minuto (BALEN, 2016; CENI et al.,2010; MENESES,
2019; OLIVEIRA et al., 2006).

Para calcular a normalidade padronizada da solugdo de NaOH (0,01 N), dissolveu-se
0,1 g de biftalato de potassio em 50 mL de dgua destilada, e foi adicionado 3 gotas de
fenolftaleina. Esta mistura foi titulada com a soluc¢ao previamente preparada de NaOH (0,01 N)
até o ponto de viragem da fenolftaleina. O volume gasto de NaOH foi utilizado na seguinte

equacgdo (1) (BALEN, 2016; CENI et al., 2010; MENESES, 2019; OLIVEIRA etal., 2006):

1000 X my;
NNa()H — biftalato (1)
204,22 XVnaoH

Sendo:
N NaOH: Normalidade padronizada da solugdo de NaOH;
Mbiftalato: Massa de biftalato de potassio;

V NaOH: Volume de NaOH gasto na titulagao.

O célculo da atividade enzimatica foi realizado conforme a equacgao 2.

U _ (VNaOHty—V NaOHt,,)XNyq oy X10°

) tXMenzima

2)

Sendo:

V NaOH to: Volume de NaOH utilizado na titulacdo do branco (no tempo igual a zero);
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V NaOH t40: Volume de NaOH gasto para titular o meio reacional apds 40 min de reagado;
N NaOH: Normalidade padronizada da solu¢do de NaOH;
t: tempo total de reagao (40 min);

Menzima: Massa real de enzima.

3.2.2 Maximizac¢do do processo de producio do benzoato de benzila

A fim de investigar os efeitos das condi¢cdes dareagdo e buscar a melhor combinagdo
dessas para atingir a maior conversdao de benzoato de benzila, foi realizado um planejamento
experimental DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) 23 com triplicata do ponto
central, sendo 11 experimentos no total, utilizando a Lipozyme® TL IM.

Os experimentos foram executados em um baldo de fundoredondo de 50 mL, com
uma massa total de reagentes de 5,5 g (valor fixo para todos os experimentos), colocado em um
banho termostatico com agita¢do, em condi¢des de tempo e agitacdo constantes de 8 horas e
105 + 5 rpm, respectivamente, variando a temperatura (40, 50 e 60 °C); razdo molar anidrido
benzoico:alcool benzilico (1:3, 1:6 e 1:9) e concentracdo enzimatica (4, 6 € 8% (m/m)). Essas
condi¢des foram baseadas no trabalho realizado por Meneses (2019).

Apos o tempo determinado para ocorrer a reagdo (8 h), uma aliquota de 2 mL da reagdo
foi centrifugada (13.300 rpm por 5 min). Em seguida, transferiu-se o sobrenadante (1 mL) para
um Eppendorf para entdo ser armazenado e, posteriormente, ser realizada a caracterizagdo das
amostras (item 3.2.5).

O planejamento experimental estd apresentado na Tabela 3, que mostra as varidveis e
os niveis estudados, no qual os dados foram obtidos pelo software Statistica (versao 7.0). Na

analise estatistica do resultado foi considerada um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

Tabela 3 — Variaveis e niveis estudados no planejamento experimental na sintese de benzoato
de benzila.

Niveis Temperatura (°C) Concentraciao enzimatica (%) Razio molar”
-1 40 4 1:3
0 50 6 1:6
1 60 8 1:9

* anidrido benzoico:alcoolbenzilico

Fonte: Autor, 2021.
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3.2.3 Cinética e aumento de escala da sintese de benzoato de benzila

A partir dos resultados obtidos no planejamento experimental, a condicdo que
conduziu a maior conversdo de benzoato de benzila foi avaliada na cinética reacional: 60 °C,
razdo molar de 1:3 (anidrido benzoico:alcool benzilico) e concentracdo enzimatica de 8%
(m/m). Os seguintes tempos foram adotados para a avaliagdo da cinética: 0, 1, 2, 4,6, 8,12 ¢
24 horas. Aliquotas foram retiradas nesses tempos, centrifugadas (13.300 rpm por 5 min), € o
sobrenadante diluido em diclorometano e analisado em cromatdgrafo gasoso (como descrito no
item 3.2.5). A cinética foi realizada em duplicata.

Definido o tempo que se obteve maior conversao em éster, foi realizado o aumento de
escala laboratorial com as mesmas condicdes da cinética, ampliando em 20 vezes a quantidade
dos substratos (de 5,5 para 110 g). Este teste foi realizado em duplicata. Também foi conduzido
um ensaio alterando a rotagdo de 105 = 5 para 200 £ 5 rpm, a fim de verificar efeito na

transferéncia de massa reacional.

3.2.4 Estabilidade da Lipozyme® TL IM imobilizada

3.2.4.1 Testes para a escolha do solvente utilizado na lavagem da enzima

Uma alternativa para diminuir o custo do processo quando se utiliza um biocatalisad or
¢ recupera-lo, lava-lo e reutiliza-lo. Na lavagem sao utilizados solventes, e para a escolha desses
solventes ¢ necessario avaliar a capacidade de remocdo dos compostos que podem estar
adsorvidos no suporte da enzima, bem como, a manutengao da atividade do biocatalisador.

Neste caso, os substratos que podem estar no suporte daenzima, interferindo assim em
sua atividade, sdo o &cido benzoico (produto da reacao) e o anidrido benzoico (reagente). Por
esta razdo, foirealizado um teste de solubilidade visando a remocgao desses interferentes.

O ensaio foi feito em Eppendorf, em que cada substrato foi pesado (0,2 g)
individualmente. Na sequéncia, a cada substrato foi adicionado 1 mL de solvente, e estas
misturas foram submetidas a agitagdo no vortex por 1 minuto. Os solventes testados foram:
acetona, hexano, acetonitrila, acetato de etila, iso-octano, pentano, alcool amilico, alcool
isopropilico, alcool-n-propilico, alcool butilico, dlcool etilico e uma mistura de acetato de etila
com hexano (1:1 e 4:1).

Em seguida, os solventes que solubilizaram o 4cido benzoico e o anidrido benzoico
foram testados junto com a enzima para garantir que ndo houvesse perda de atividade
enzimatica. Foi pesado 0,4 g de enzima para 25 mL de solvente e esta mistura foi mantida sob

agitacdo (200 rmp) por 5 minutos. Apos isso, a enzima permaneceu em estufa a 40 °C por 24
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horas para a remocao do solvente. Por fim, a atividade enzimatica foi medida conforme o item

3.2.2.

3.24.2 Reuso da enzima

Para o estudo do reuso do catalisador optou-se pelo tempo de reacao que conduziu a
maior conversdo no estudo cinético, ou seja, 24 horas. Os ensaios foram realizados em um
banho termostatico com agitacdo com as seguintes condigdes: batelada, temperatura de 60 °C,
razdo molar de 1:3 (anidrido benzoico:alcool benzilico), Lipozyme® TL IM (8% m/m), com
uma rotacao de 105 + 5 rpm.

O biocatalisador foi recuperado e lavado com o solvente que ocasionou menor perda
de atividade enzimética (acetato de etila) a fim de remover qualquer material adsorvido na
superficie do catalisador. Este procedimento foi realizado da seguinte maneira: foi adicionado
junto a enzima 50 mL de solvente e agitou-se levemente o sistema por 2 minutos.
Posteriormente, realizou-se a filtragem a vacuo e, em seguida, o biocatalisador foi colocado em
uma estufa a 40 °C por 24 horas.

O teste do reuso enzimdtico foi feito em duplicata e totalizou trés ciclos para cada
amostra. Além disso, antes de cada reuso e apds o terceiro ciclo, a atividade enzimatica foi
avaliada. A caracterizagdo das amostras foi determinada através da analise em cromatografia

gasosa, como esta descrito na se¢do 3.2.5.

3.2.5 Caracteriza¢ao das amostras
Como apresentado na Figura 14, apos descongelamento e homogeneizagdo da amostra
em um vortex por 10 segundos, uma aliquota de 0,05 mL foi diluida em 1 mL de diclorometano.
Posteriormente, esta diluicdo contendo a aliquota foi homogeneizada no vortex (por 10
segundos), sendo transferida 0,3 mL desta solu¢do para um vial e diluida em 0,7 mL de

diclorometano. Por fim, realizou-se a caracterizagdo da amostra em um cromatografo gasoso.
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Figura 14 — Etapas precedentes para a caracterizacdo das amostras.
Amostra

15 mg/mL
53 mgfmL
0,05 mL 0,3 mL ﬂ
o
|
1mL /
0,7 mL

Diclorometano

Fonte: Autor, 2021.

O cromatografo gasoso utilizado foi o da Shimadzu, modelo GC-2010 AF, equipado
com um detectorpor ionizagdo dechama (FID) e um injetor automatico (Shimadzu AOC 5000),
sendo o injetor e o detector mantidos a uma temperatura de 250 °C. A coluna empregada foi a
DB-5 (27 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 pm de espessura), com a
rampa detemperatura programada daseguinte maneira: 100 °C (2 min), 100-135 °C (3 °C/min),
135-250 °C (10 °C/min) e 250 °C (15 min) a fim de garantir a separacao dos componentes. Para
a injecdo daamostra foi condicionado uma razao molar de 1:100, com um volume de injecao
de 1 puL e o nitrogénio como gas de arraste (N2, 56 K Pa).

O célculo realizado para determinar a conversdo foi baseado na curva de calibragdo
previamente feita com o benzoato debenzila puro (R*=10,99). Esta quantificagdo foi encontrada

através da drea do pico correspondente a este composto.

3.2.6 Purificacdo do benzoato de benzila
O produto da reacdo entre alcool benzilico e anidrido benzoico foi submetido a
algumas etapas de purificagdo (Figura 15) seguindo a metodologia de Meneses (2019) com
modificac¢des. Primeiramente, realizou-se uma extragao liquido-liquido. Foi adicionado em um
funil de separagdo 50 mL da amostra de interesse, 100 mL de acetato de etila e 100 mL de
hidréxido de sdédio 2 N (aproximadamente 45 °C). Agitou-se por mais ou menos 3 minutos e
deixou em repouso até estabilizar. Apods, descartou-se a fase aquosa (pH 6) e a fase organica,

que continha o produto deinteresse, permaneceu no funil. Repetiu-se mais trés vezes a lavagem
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com hidroxido de sodio (2 N, em torno de 45 °C), chegando a um pH igual a 14, a fim de
garantir a retirada do acido benzoico da fase organica. Posteriormente, a fase organica foi
filtrada a vdcuo com sulfato de sddio anidro para remover a 4gua restante.

Em seguida, realizou-se a destilagdo a vacuo para a retirada dos componentes
indesejaveis, como o alcool benzilico (reagente em excesso da sintese do benzoato de benzila)
e o acetato de etila (componente utilizado na extracao liquido-liquido). A destilagdo a véacuo foi
realizada por 3 horas até a temperatura de 205 °C.

Uma amostra do produto purificado (0,2 mL) foi solubilizada em 1 mL de
diclorometano e colocada no cromatdgrafo gasoso acoplado a espectroscopia de massas
(CG/MS) para analisar indiretamente a purifica¢cdo do produto. Posteriormente, foi realizada a
analise de ressonancia magnética nuclear (RMN) com a finalidade de comprovar a pureza do

benzoato de benzila (0,025 g do produto + 0,5 mL de cloroférmio deuterado).

Figura 15 — Fluxograma do processo de purificagdo do benzoato de benzila.
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Fonte: Autor, 2022.
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Ademais, calculou-se o rendimento do benzoato de benzila purificado através da

seguinte formula (equagdo 3):

Rendimento real

Rendimento = * 100 % 3)

Rendimento teoérico

O rendimento real ¢ a massa do produto obtida apos a purificagdo e o rendimento
tedrico ¢ a maior massa de éster que pode ser formada a partir do reagente limitante, que neste

caso € o anidrido benzoico.

3.2.6.1 Caracteriza¢do do benzoato de benzila por cromatografia gasosa

acoplada a espectroscopia de massas (CG/MS)

A andlise da pureza do benzoato de benzila foi realizada no equipamento Agilent GC
7890A acoplado ao detector MS Agilent 5975C. A coluna utilizada foi a HP-SMS (Agilent),
uma coluna capilar de silica fundida (30 m de comprimento x 250 um id. x 0,25 um de
espessura de filme composta por 5% de fenil-95% de metilpolissiloxano). Esta coluna foi
conectada a um detector quadrupolo operando em EI (Electron Impact Ionization) a 70 eV ¢ a
varredura de massa oscilou de 41 a 415 m/z. O gas de arraste utilizado foi o hélio, com uma
vazdo de 1,2 mL/min. O injetor e o detector foram mantidos em uma temperatura de 250 °C e
para a inje¢do da amostra uma razdo molar de 1:100 foi aplicada. O amostrador automatico
(Agilent GC Sampler 80) equipado com uma seringa de 10 pL injetou um volume de 0,3 pL.
A rampa de temperatura do forno foi programada da seguinte forma: 100 °C (por 2 min) e, em
seguida, houve um aumento de 100 °C (3 °C/min) para 230 °C (por 10 min), obtendoum tempo
total de corrida de 25 min.

Os compostos obtidos foram identificados através da comparacdo dos seus espectros
de massa com os do National Institute of Standards and Technology (NIST, 2011). O indice de
reten¢do linear foi obtido pelo calculo dos tempos de retengdo den-alcanos que foram injetados

com as mesmas condigdes cromatograficas (equagdo 4) (ADAMS, 2017; BIZZO et al., 2020).

IRL = 100 % n % —R2=tRCn) @)

(tRCn+1_ tRCn)

Em que trb ¢ o0 tempo de retencdo do benzoato de benzila; trRCn € 0 tempo de retencdo

do padrao (n-alcanos) que elui antes do benzoato de benzila; trCn+1 € 0 tempo de retengdo do
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padrao que elui apos o benzoato de benzila e n ¢ a quantidade de &tomos de carbono do padrao

que elui antes do benzoato de benzila.

3.2.6.2 Caracteriza¢do do benzoato de benzila por espectrometria de

ressondancia magnética nuclear (RMN)

A estrutura do benzoato de benzila purificado foi confirmada pela andlise de
espectrometria de ressonincia magnética nuclear de proton (RMN'H), com o equipamento
Bruker Ascend a 200 MHz. O produto foi dissolvido em cloroférmio deuterado (CDCl3), e os
deslocamentos quimicos (), expressos em partes por milhdo (ppm), foram calculados em
relacdo ao tetrametilsilano (TMS). O soffware utilizado para analisar o espectro obtido foi

MestReNova.

3.2.7 Avaliacao da atividade biologica do benzoato de benzila purificado

Nesta se¢do serdo apresentadas as atividades bioldgicas analisadas do produto
purificado da acilacdo enzimatica. Foi realizado o teste MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolio)) para avaliar a viabilidade celular (citotoxicidade) do benzoato de benzila
utilizando a linhagem celular de fibroblastos (NIH3T3) murino. O teste MTT ¢ um método
colorimétrico que avalia o dano causado pelo composto ao metabolismo celular. Esta analise
quantifica, de forma indireta, as células viaveis através dareducdo do MTT (sal hidrofilico de
coloracdo amarela) a formazan (sal hidrofébico de coloragao roxa) por meio da atividade da
desidrogenase mitocondrial presente somente em células metabolicamente ativas. (KUMAR et
al., 2018).

Posteriormente, realizou-se o teste de hemolise, em que foi avaliado se o benzoato de
benzila obtido provocaria uma ruptura na membrana de eritrocitos humanos (doados por trés
voluntarios saudaveis), causando assim, sua hemolise. Todos os ensaios foram feitos no

laboratério de fisiopatologia (Unesc, Criciima).

3.2.7.1 Viabilidade celular (citotoxicidade) do benzoato de benzila

Inicialmente, as células de fibroblastos (NIH3T3) foram cultivadas em 7 mL de meio
Dulbecco's Eagle Modificado (DMEM), com a adi¢do de 10% de soro bovino fetal,
estreptomicina (100 mg/mL), penicilina (100 U/mL) e 4 mM/L de glutamina a 37 °C,
acondicionadas em garrafas de cultura celular (25 mL) e mantidas em estufa a 37 °C com 5%

de CO2 até atingirem 70-90% de confluéncia. Apo6s, foi realizada a tripsinizagao, para isso a
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concentragdo de células foi ajustada para 10* células/mL de DMEM, e realizado plaqueamento
(100 pL) em uma placa de cultura de fundo plano com 96 pogos (250 pL).

Posteriormente, essas células foram incubadas - em triplicata - com 100 pL de
benzoato de benzila (nas concentragdes de 1,2, 5 e 10%, diluidos em DMEM) durante 24 horas
em estufaa 37 °C com 5% de CO2,junto com o controle (células de fibroblastos ressuspendidas
em 100 uL de DMEM). Passado o tempo de incubagdo, foi realizado o teste de viabilidade
celular por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio)). Para tanto, o meio de cultura
foi retirado daplaca, e em cada pogo adicionou-se 100uL dasolu¢ao de MTT (0,5 mg/mL em
PBS). Em seguida, para ocorrer a formacao de formazan, a placa foi incubada novamente em
uma estufa por trés horas (37 °C e 5% de COz2). Ao fim deste periodo, o meio (contendo a
solucdo de MTT) foiretirado e os cristais de formazan formados na placa foram dissolvidos em
100pnL de élcool isopropilico. Um leitor de microplacas foi utilizado para medir a absorbancia
em 570 nm. Os valores dos resultados possuem como unidade de medida o percentual de
sobrevivéncia (100%) (KUMAR et al., 2018). Além disso, foi realizado a analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para a comparagao entre os resultados obtidos (células

junto com benzoato debenzila) com o controle, com um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

3.2.7.2 Ensaio de hemdalise

Primordialmente, o sangue foi centrifugado trés vezes (3 mL) a 1.500 rpm por 30 min
com a finalidade de separar os eritrocitos do restante do plasma. Ao final, o sobrenadante foi
descartado e 50 pL dos eritrécitos foram ressuspensos em 950 pL solucdo salina (0,9% NaCl).

Posteriormente, o composto selecionado para este ensaio (benzoato de benzila), foi
incubado - por 1 h a 37 °C sob agitagdo continua de 100 rpm - em diferentes concentragdes (1
e 5% em relag@o ao volume total, ou seja, 1000 pL). Transcorrido esse tempo (1 h), centrifugou-
se a solugdo por 5 min a 10.000 rpm e, apds, 100 pL de sobrenadante foi transferido para uma
placa de 96 pocos.

A técnica de espectrofotometria foi utilizada para medir a atividade hemolitica,
utilizando o leitor de microplacas e a absorbancia medida em 540 nm. Para a realizacdo deste
calculo, utilizou-se como controle positivo (100% de hemdlise) a agua destilada e como
controle negativo (0% de hemolise) solucgdo salina. O experimento foi realizado em triplicata,
e os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de hemolise, calculados a partir da

equacdo (5) (GUINDANTI et al., 2020):



Taxa de hemolise (%) = ;t_ﬁ * 100

pc~ Pnc

Em que:

D¢: absorbancia da amostra teste;
Dy absorbancia do controle negativo;

Dp.: absorbancia do controle positivo.
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4 RESULTADOSE DISCUSSAO
Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados alcangados neste trabalho
relacionados a acilagdo enzimatica do benzoato de benzila, bem como, atividade enzimatica da
Lipozyme® TL IM, maximiza¢do do processo de produgio, estudo cinético, aumento de escala,

reuso enzimatico, purificagdo do produto e atividade bioldgica do éster.

4.1 MAXIMIZACAO DA SINTESE ENZIMATICA DO BENZOATO DE
BENZILA
Visando avaliar a influéncia de trés variaveis (temperatura, razao molar e concentragao
de enzima) na sintese do benzoato de benzila utilizando a Lipozyme® TL IM (atividade de
esterificagdo inicial de 50,2 + 1,6 U/g), um planejamento experimental 2° foi realizado. A
Tabela 4 mostra a matriz do planejamento e os dados obtidos da conversdo em benzoato de

benzila em 8 horas de reacao.

Tabela 4 - Matriz do planejamento experimental com os valores codificados e reais e
respostas em termos de conversdo em benzoato de benzila utilizando Lipozyme® TL IM como
biocatalisador depois de 8 horas de reacao.

by, Ty CRO g S G pre
(% m/m) (%) (%)
1 40 (-1) 4(-1) 1:3 (-1) 33,8 32,2 4,9
2 60 (1) 4(-1) 1:3 (-1) 49,4 51,2 3,6
3 40 (-1) 8 (1) 1:3 (-1) 52,6 54,4 3.4
4 60 (1) 8 (1) 1:3 (-1) 75,0 73,4 2,1
5 40 (-1) 4(-1) 1:9 (1) 55,8 57,7 33
6 60 (1) 4(-1) 1:9 (1) 63,9 62,3 2,6
7 40 (-1) 8 (1) 1:9 (1) 72,0 70,4 2,3
8 60 (1) 8 (1) 1:9 (1) 73,1 75,0 2,5
9 50 (0) 6 (0) 1:6 (0) 58,1 59,6 2,5
10 50 (0) 6 (0) 1:6 (0) 60,6 59,6 1,7
11 50 (0) 6 (0) 1:6 (0) 61,1 59,6 2,6

3 anidrido benzoico:alcoolbenzilico
b desvio padrio relativo
Fonte: Autor, 2022.
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Analisando a Tabela 4 ¢ possivel observar que o ensaio 4 apresentou maior conversao
em éster (75%), correspondendo a uma temperatura de 60°C, 8% de enzima e razdo molar de
1:3. Os dados da Tabela 4 foram analisados estatisticamente com o auxilio do sofiware
Statistica e do Protimiza Experimental Design. A Tabela 5 demonstra a andlise de variancia
(ANOVA) gerada, no qual apresentou um coeficiente de correlagdo (R?) igual a 0,9794 ¢ um F

calculado (47,51) maior que o F tabelado (5,05), validando estatisticamente o modelo.

Tabela 5 — ANOVA para valida¢ao do modelo que descreve a sintese de benzoato de benzila
utilizando Lipozyme® TL IM como catalisador.

Fonte de variagao Soma dos (.}raus de Méd,i% Fcalculado p
quadrados liberdade  quadratica
Regressao 1400,74 5 280,16 47,51 0,0003
Residuos 29,49 5 5,90
Falta de Ajuste 24,32 3 8,11 3,14 0,2510
Erro Puro 5,17 2 2,58
Total 1430,28 10

R?= 0,9794; Ftabelado (0.95;5;5)= 5,05

Fonte: Autor, 2022.

A Equagdo 6 representa o modelo gerado, em que: Y; € a conversdo em benzoato de
benzila (%); x; é a temperatura (°C); x, ¢ a concentra¢do enzimatica (% m/m) e x; € a razdo

molar (anidrido benzoico:alcool benzilico).

Y, = 59,58 +5,90x, +8,73x,+ 6,75x;5 — 3,60x, x5 — 2,38x,x, 6)

Através da equagdo pode-se observar que a temperatura (xi1), a concentragido
enzimatica (x2) e a razdo molar (x3) tiveram efeito significativo positivo na conversdo. Ja a
interacdo entre temperatura e razdo molar (x1.X3), como também, a concentracdo enzimatica e
a razdo molar (x2.x3) apresentaram efeito significativo negativo na conversao em benzoato de
benzila. Ou seja, altas conversdes de benzoato de benzila parecem ser atingidas em maiores
valores de temperatura, concentracdo enzimatica e excesso de alcool benzilico, como pode ser
visto no ensaio 8 (73,1% de benzoato de benzila em 60°C, 8% de enzima e 1:9 de alcool

benzilico).
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Esse comportamento pode ser também observado no diagrama de Pareto, que permite
a visualizacdo dos efeitos mais importantes. Analisando o grafico de Pareto (Figura 16),
percebe-se que o parametro mais significativo foi a concentragdo enzimatica (x2), seguida da
razao molar (x3), temperatura (x1) e da interacdo entre a temperatura com a razao molar (X1.x3)

e concentracdo enzimatica com a razao molar (x2.x3).

Figura 16 — Diagrama de Pareto dos efeitos das varidveis — temperatura (x1), concentragao
enzimatica (x2) e razdo molar (x3) — na sintese de benzoato de benzila em batelada utilizando
Lipozyme® TL IM como biocatalisador depois de 8 horas de reagao.
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Fonte: Autor, 2022.

Posteriormente, foi avaliada a superficie de resposta (Figura 17) das interagdes entre
concentracao de enzima e temperatura, razao molar e concentragdo enzimatica, € razao molar e

temperatura.
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Figura 17 — Superficie de resposta da (a) temperatura em fungdo da concentragdo de enzima,
(b) concentra¢do da enzima em fung¢do darazdo enzimatica® e da (c) temperatura em fungio
darazdo molar” para sintese de benzoato de benzila em batelada utilizando Lipozyme® TL IM
como biocatalisador depois de 8 horas de reacao.
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Fonte: Autor, 2022.

Analisando a Figura 17 (a) pode-se observar que a conversao em benzoato de benzila
ocorre quando ha aumento simultdneo da temperatura e da concentragdo enzimatica. Este
comportamento também ¢ visto na Figura 17 (b), que mostra a interagdo entre concentragao
enzimatica e razdo molar (anidrido benzoico:alcool benzilico). Porém, observando a razao
molar onde se tem uma menor quantidade de alcool (1:3) e maior concentragao de enzima (8%),
percebe-se que este ja obtém resultados de conversdo satisfatorios, em torno de 65%.

Em contrapartida, a Figura 17 (c) mostra que além de ter uma maior conversdo em
benzoato de benzila em maiores temperaturas ¢ maior quantidade de alcool benzilico, quando
um desses termos estd em seu valor maximo (das condi¢des testadas), o outro fator pode ter
valores mais baixos, conseguindo alcangar maiores conversoes.

Shiki (2018) também estudou a sintese enzimatica do benzoato de benzila, porém, na
presenga do solvente terc-butanol e com as enzimas Novozym® 435 ¢ Lipozyme® RM IM. As
condi¢des fixadas para a realizagdo do planejamento experimental foram: 24 horas de reacao,
agitacdo de 150 rpm e concentragdo de enzima 10% (m/m). Tal estudo, na condigdo
maximizada, utilizando a Novozym® 435 conduziu a uma conversdo de 32,1% (60 °C e razdo
molar entre dlcool benzilico:anidrido benzoico de 1:5), e com a Lipozyme® RM IM atingiu um

valor de 51% (40 °C e razdo molar de 1:5), sendo essas conversdes menores em relagdo ao
presente estudo. Através das superficies de resposta, Shiki (2018) concluiu que o aumento de

temperatura ndo causou nenhum efeito na conversdao. Todavia, com o aumento darazao molar



64

(4lcool benzilico:anidrido benzoico), ou seja, ampliando a quantidade de anidrido benzoico,
elevou-se a conversdao em benzoato de benzila.

Por fim, a Figura 18 relaciona os valores experimentais com os preditos, mostrando
que hd uma pequena dispersdo entre eles, pois os valores estdo proximos da reta (y = x),
comprovando a boa capacidade preditiva do modelo. Assim, a condi¢ao escolhida para a
realizacdao das proximas etapas foi a com temperatura de 60 °C, concentragdo enzimatica de 8%

e razao molar 1:3 (anidrido benzoico:alcool benzilico).

Figura 18 — Valores experimentais versus valores preditos na sintese em batelada de benzoato
de benzila utilizando Lipozyme® TL IM como catalisador.
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Fonte: Autor, 2022.

4.2 AVALIACAO CINETICA DA REACAO
Apo6s maximizagdo das condigdes experimentais da sintese de benzoato de benzila, foi
avaliada a cinética na melhor condi¢ao experimental, 60 °C, concentracdo de enzima de 8%
(m/m) e razao molar de 1:3 (anidrido benzoico:éalcool benzilico). A atividade enzimatica inicial
foi medida, 50,2 = 1,6 U/g. Este experimento foi realizado em duplicata em um banho

termostatico com agitacao, e os resultados estdo representados na Figura 19.
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Figura 19 — Cinética da sintese de benzoato de benzila com Lipozyme® TL IM em uma
temperatura de 60 °C, concentracdo de enzima de 8% (m/m), razdo molar de 1:3 (anidrido
benzoico:alcool benzilico) e agitagdo de 105 £ 5 rpm.
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Fonte: Autor, 2022.

A cinética mostrou que a maior conversao foi atingida em 24 horas, apresentand o um
resultado de 93,3 + 1,4%, valor superior ao encontrado por Jasper (2018), que investigou a
cinética na producdo deste mesmo éster utilizando a Lipozyme® TL IM nas seguintes
condigdes: razao molar de 1:9 (anidrido benzoico: alcool benzilico), batelada, 10% (m/m) de
biocatalisador e variando a temperatura (50, 60 e 70 °C). Jasper (2018) constatou que a melhor
conversao foi atingida em 24 h, atingindo um valor de 77% para a temperatura de 70 °C, 83%
em 60 °C e 75% a 50 °C.

Meneses (2019) também alcangou uma conversao em benzoato de benzila semelhante
aesta pesquisa (92%), porém, em 6 h de reacdo (na auséncia desolventes). No entanto, o estudo
de Meneses (2019) utilizou uma metodologia que difere deste trabalho nos seguintes pontos:
10% (m/m) de Lipozyme® TL IM, 50 °C e razdo molar de 1:6 (anidrido benzoico: alcool
benzilico). Tal estudo ndo realizou a maximizagdo da producdo deste éster. Outro assunto
relevante abordado por este autor foi a dificuldade de solubilizar os substratos presentes na
sintese do benzoato de benzila, o anidrido benzoico € o acido benzoico, sendo necessario um
estudo de solubilidade destes compostos. Esta solubilidade € necessaria pois, para a realizagao
da lavagem da enzima em um processo de reuso, € necessario retirar todos os substratos que

possam estar presentes na superficie da enzima.
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Shiki (2018) produziu o benzoato de benzila na presenga de solvente organico (terc-
butanol) e, quando utilizou como biocatalisador a Novozym® 425, resultou em um melhor
tempo reacional de 24 h (16,6%). Ja com a Lipozyme® RM IM a maior conversio foi em 12 h
(30,3%). Isto posto, definiu-se o tempo reacional em 24 horas com as condigdes ja previamente
estabelecidas no planejamento experimental (60 °C, concentragdo enzimatica de 8% e razdo

molar 1:3) para ser estudado o reuso enzimatico.

4.3 ESTABILIDADE ENZIMATICA
4.3.1 Testes para a escolha do solvente utilizado na lavagem da enzima
Com a finalidade de encontrar um solvente que possua uma maior efici€éncia na
lavagem da enzima a fim de utiliza-la novamente, reduzindo o custo do processo, foi testada a
solubilidade dos compostos s6lidos — o anidrido benzoico (reagente) e o acido benzoico
(subproduto) — presentes no processo de obtencdo do benzoato de benzila. Conforme ja
verificado por Meneses (2019), esses substratos solidos sdao de dificil solubilizagdao em
solventes organicos convencionais como ciclohexano, heptano, octano, isooctano e pentano. O

Quadro 1 mostra o resultado deste teste de solubilidade.

Quadro 1 — Teste de solubilidade do anidrido benzoico e acido benzoico em 1 minuto de
agitacao no vortex.

Coeficiente de
Solventes Anidrido benzoico Acido benzoico particio n-
octanol/dgua”
Acetona Soluvel Soluvel -0,24
Hexano Insoluvel Insolavel 3,90
Acetonitrila Soluvel Insolavel -0,55
Acetato de etila Soluvel Soluvel 0,73
Iso-octano Insolavel Insolavel 4,6
Pentano Insoluvel Insolavel 3,45
Alcool amilico Insoluvel Solubilizou parcialmente 1,51
Alcool isopropilico Solavel Solavel 0,14
Alcool-n-propilico Soltvel Soltvel 0,25 — 0,34
Alcool butilico Soluvel Soluvel 0,80
Alcool etilico Solavel Solavel -0,24
Acetato de etila + Insolavel Insolavel -
Hexano (1:1)
Ac&t&t;)n(:)e (Zt:lia)l * Solavel Solavel -

*Dados obtidos a partir das fichastécnicas dos solventes.
Fonte: Autor, 2022.
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O coeficiente de particao (log P) demonstra a hidrofobicidade e a tendénciade particao
de determinado composto de um meio aquoso para um organico, refletindo as interagdes entre
o soluto e a 4gua (MACKAY et al., 1997). Quanto menor este coeficiente, mais hidrofilico € o
composto (CHEN, 1996). A partir do Quadro 1 observa-se que um menor valor de coeficiente
de particdo n-octanol/dgua dos solventes mostrou maior solubilidade do anidrido benzoico e
alcool benzilico, ou seja, um solvente mais hidrofilico solubiliza mais os produtos presentes
nesta reagao.

Posteriormente, os solventes que solubilizaram visualmente ambos os substratos foram
testados junto com a Lipozyme® TL IM para conferir se afetava a atividade enzimatica da
mesma, conforme apresentado na Tabela 6. Contudo, observa-se através dos resultados obtidos
que alguns dos solventes testados afetaram a atividade da Lipozyme® TL IM, isto pode ser

devido ao fato dos solventes interferirem no suporte da lipase ou na sua estrutura.

Tabela 6 — Atividade enzimatica da Lipozyme® TL IM sem/com contato com solvente € sua
porcentagem de perda em comparacdo a enzima sem contato com solvente.

Condicdes Atividade enzimatica Atividade Eesidual
(Ulg) (%)
Lipozyme TL IM 17,5423 100
Acetona 18,3+ 7,7 100
Acetato de etila 233+19 100
Alcool 1sopropilico 24+0.3 13,6
Alcool-n-propilico 6,3+0,9 35,7
Alcool butilico 8,5+2,0 48,6
Alcool etilico 9,3+3,3 52,9
Acetato de etila +
6,3+0,5 36,1

Hexano (4:1)

* Atividade enzimatica residual (%) = (Ufinal/Uinicia)* 100. Em que Ufina ¢ a atividade da enzima

apds o contato com o solvente ¢ Uijpicial € a atividade da Lipozyme® TL IM.

Fonte: Autor, 2022.
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Queiroz et al. (2015) testaram a Lipozyme® TL IM em contato por 2 horas a 50 °C
com etanol, n-butanol e n-hexano. Dentre os solventes, o que mostrou uma alteragdo
significativa na estrutura da enzima foio etanol que, por ser hidrofilico, degradou o suporte da
lipase. J& o que menos afetou a capacidade catalitica foi o n-hexano, que ¢ um solvente mais
hidrofébico. Portanto, o uso de solvente hidrofilico pode desnaturar o biocatalisador através da
retirada da dgua presente na superficie da enzima, além de romper as ligacdes de hidrogénios
presentes na proteina, reduzindo a sua estabilidade.

A Lipozyme® TL IM é imobilizada em silicato de gel hidrofilico (HERNANDEZ-
MARTIN; OTERO, 2008; SA et al., 2017; WANG et al., 201 1b), desse modo, para ter um
menor dano em sua estrutura, o ideal € utilizar um solvente mais hidrofobico. Assim sendo, o
solvente escolhido para a lavagem das enzimas no processo dereutilizagdo foi o acetato de etila
por apresentar menor perda de atividade enzimatica e por solubilizar os dois compostos solidos

presentes na rea¢do (anidrido benzoico e alcool benzilico).

4.3.2 Reuso da Lipozyme® TL IM na sintese de benzoato de benzila

O uso de biocatalisadores imobilizados ¢ de extrema importancia para a industria,
devido a possibilidade de reutilizar a enzima, assim minimizando a geragdo de residuos e
auxiliando na viabilidade do processo, visto que a enzima possui custo mais elevado em
comparagdo aos catalisadores quimicos.

Posto isso, foi realizado o estudo da eficiéncia enzimatica da Lipozyme® TL IM para
avaliar a perda da atividade catalitica ao decorrer dos ciclos. Os testes foram realizados em
batelada em um banho termostatico com agitacao a uma temperatura de 60 °C, 24 horas de
reagdo, com uma agitacdo de 105 £ 5 rpm, razo molar dos substratos 1:3 (anidrido
benzoico:alcool benzilico) e concentracdo enzimatica de 8% (m/m). A Tabela 7 mostra a
evolucdo da atividade enzimatica medida antes de cada ciclo ser iniciado e depois do terceiro

reuso, como também, as conversdes obtidas em cada experimento.
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Tabela 7 — Efeito do uso sucessivo da Lipozyme® TL 1M, associando a conversdo em
benzoato de benzila com a atividade enzimdtica em cada ciclo.

Conversao em benzoato

Ciclo Atividade enzimatica (U/g) de benzila (%)
1° 15,5+ 0,6 63,6 +3,8
2° 2,7+1,8 379+ 1,0
3° 3,8+0,9 38,9+0,9

Fonte: Autor, 2022.

Através dos ciclos de reutilizagdo o primeiro ciclo com a Lipozyme® TL IM obteve
conversao mais alta, sendo ~ 64%. Este valor de conversdao (63,6%) deveria ser em torno de
93,3%, como foi obtido no estudo da cinética, pois foram realizados nas mesmas condigdes.
Esta queda expressiva ¢ devido a reducdo da atividade enzimatica, pois, antes do inicio da
cinética e do primeiro ciclo de reuso, a atividade enzimatica foi de 50,2 U/g e 15,5 U/g,
respectivamente. A atividade enzimdtica teve esta variacao provavelmente devidoa vida ttil da
enzima ou por outros fatores externos, ocasionando uma redugdo na conversiao ja no primeiro
ciclo.

Apos o primeiro ciclo de lavagem da enzima, a conversdo caiu para um valor em torno
de ~ 38% com uma atividade enzimatica de ~ 2,7 U/g. E no terceiro ciclo chegou em ~ 39%
com uma atividade de ~ 3,8 U/g. No fim do terceiro ciclo a atividade enzimatica foi avaliada
dando em torno de ~ 2,4 U/g, mostrando uma tendéncia a se estabilizar.

Esta queda na atividade enzimatica durante os ciclos pode estar ocorrendo devido a
desnaturacao do biocatalisador em virtude da possivel variagdo nas condi¢des de processo,
como por exemplo, temperatura e pH, como também, contato com o solvente e conversao do
produto (LERIN et al., 2011; QUEIROZ etal., 2015). O 4cido benzoico ¢ um dos produtos da
acilacdo estudada neste trabalho. Este composto ¢ solido e, como dito anteriormente, ¢ dificil
solubiliza-lo, dificultando a sua remog¢ao dos poros da enzima, sendo assim um dos fatores que
podem estar ocasionando a queda da atividade enziméatica ao decorrer dos ciclos.

Diversos estudos mostraram esse comportamento na reutilizagdo deenzimas (BALEN,
2016; FERRAZ et al., 2015; LERIN et al., 2011; LOSS et al., 2016; MENESES, 2019;
YADAYV; JADHAYV, 2005; YADAV; LATHI, 2004). Dentre esses estudos, Shiki (2018)

percebeu esta queda na produgdo do mesmo éster estudado nesta presente pesquisa utilizando
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Lipozyme® RM IM e Novozym® 435, em uma solu¢do com uma temperatura de 40 °C e 60 °C,
respectivamente. O primeiro ciclo da Lipozyme® RM IM iniciou com um valor de conversdo
entre 45 e 50%. Posteriormente, teve uma queda de 20% no segundo finalizando com um valor
proximo de 10%. Ja a Novozym® 435 teve um valor de conversdo inicial entre 20 e 25%, caindo
em 10% no segundo ciclo e chegando a uma conversao proxima de 5% no quinto ciclo de uso

do catalisador.

4.4 AUMENTO DE ESCALA DA SINTESE DE BENZOATO DE BENZILA
A ampliacdo da escala ¢ um estudo importante a ser feito, pois ¢ assim que vai ser
avaliado se os resultados de conversdo obtidos em escala laboratorial se mantém em larga
escala. O aumento foi de 20 vezes a quantidade de substrato utilizado nos ensaios anteriores
(5,5 para 110 g). Este experimento foi condicionado em um baldao de 250 mL dentro de um
banho termostatico com agitacdo de 105 + 5 rpm. O resultado estad exposto na Figura 20, junto

com as respostas obtidas na cinética e no primeiro ciclo de reutilizagdo de enzima.

Figura 20 — Conversao em benzoato de benzila junto com a atividade enzimatica medida antes
de cada experimento (cinética, aumento de escala e primeiro ciclo de reuso enzimatico).
Condicdes: 24 horas de reagdo, temperatura 60 °C, razdo molar 1:3 (anidrido benzoico:élcool
benzilico) e concentragdo enzimatica 8% (m/m).
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Fonte: Autor, 2022.

Comparado ao valor obtido no experimento da cinética (item 4.2), nota-se que a
conversao decaiu de 93,3 + 1,4% para 66,4 + 8,8% apds o aumento de escala. Esta queda pode
ser explicada pelo fato de a atividade enzimatica ter diminuido entre o ensaio da cinética e o

aumento da escala. Antes de realizar o ensaio de aumento de escala, a atividade enzimatica foi
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de 17,5 £ 2,3 U/g, ou seja, um valor 65% menor se comparado ao medido antes do estudo da
cinética (50,2 = 1,6 U/g).

No entanto, relacionando o valor de conversao obtido no primeiro ciclo de reuso (63,6
+ 3,8% com atividade de 15,5 + 0,6 U/g) e a conversao encontrada no aumento de escala (66,4
+ 8,8%, 17,5+ 2,3 U/g), os resultados foram proximos, confirmando uma boa reprodutibilidade
e possibilidade de producdo em escala industrial.

Contudo, alguns ensaios foram conduzidos para avaliar possiveis impedimentos de
transferéncia de massa. Para tanto, a rotacdo foi alterada de 105 + 5 rpm para 200 = 5 rpm. O
resultado de conversao obtido neste ensaio foi de 63,1%, sendo um valor semelhante ao obtido
com uma rotagdo mais baixa (66,4% em 105 rpm), indicando que provavelmente nao houve
problemas difusionais relacionados a redugdo da conversao.

Visto isso, reforca-se a hipotese de uma provavel reducdo da atividade enzimatica
durante estocagem no periodo de conducdo dos ensaios, supostamente relacionada ao final da
vida util do lote da enzima em estudo. A atividade da enzima foi aferida previamente ao seu
uso nos ensaios de acilagdo e, analisando a Figura 20, destaca-se uma queda na atividade entre
os ensaios de cinética, aumento deescala e reuso (testes realizados em meses diferentes). O que
pode ser, em parte, uma das justificativas para a variagdo no percentual de conversao de
benzoato de benzila obtido nos experimentos realizados. Ou seja, uma maior ou menor
atividade enzimatica pode se traduzir, respectivamente, numa maior ou menor conversao no
éster de interesse.

E possivel ressaltar, ainda, que uma variagio na atividade enzimatica - antes do
emprego da Lipozyme® TL IM em qualquer reagdo de interesse - também pdde ser observada
quando comparados os estudos de Sa (2018) e Zenevicz (2015). Em ambos os trabalhos, a
metodologia adotada para medir a atividade enziméatica foi idéntica a utilizada neste trabalho,
mas Sa (2018) alcangou um resultado igual a 19,3 + 0,4 U/g, ja Zenevicz (2015) chegou a um
valor de 50+ 1,31 U/g. Estadivergéncia de valores deatividade enzimatica pode estar associada
ao intervalo de tempo entre os ensaios, ao biocatalisador ser sensivel as condicdes de
armazenagem, ou a problemas no lote da enzima comercial utilizada. Por conseguinte, ¢
necessario um estudo mais aprofundado do comportamento da atividade da enzima, além da

utilizagdo de um novo lote de enzima para validag¢ao dos dados.
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4.5 PURIFICACAO DO BENZOATO DE BENZILA
4.5.1 Caracterizacio por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de
massas do produto purificado
O produto da reagdo entre alcool benzilico e anidrido benzoico foi purificado através
da extra¢do liquido-liquido e destilagdo a véacuo e, posteriormente, analisado por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). A Figura 21 apresenta o perfil
cromatografico do produto purificado obtido na sintese entre anidrido benzoico e alcool

benzilico.

Figura 21 — Perfil cromatografico obtido ap6s a purificacdo do produto dareagdo entre o
anidrido benzoico e o 4lcool benzilico.
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Fonte: Autor, 2022.

Através do cromatograma observa-se que o tempo de retengao do benzoato de benzila
foi de 11,66 minutos, apresentando uma pureza de 96,7%. Os outros picos identificados foram:
1,69% de benzilamina (no tempo de 18,261 min) e 1,61% de acido ftalico (em 20,878 min e
21,255 min), sendo eles possiveis contaminantes dos substratos ou dos solventes utilizados nos
processos até a presente etapa, como também, podem ser provenientes da embalagem plastica

(eppendorf) que foi utilizada na etapa de armazenamento do produto — pois estdo presentes na
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composicao do plastico. Por fim, pdde-se calcular o rendimento de conversdo em benzoato de
benzila, sendo este igual a 2,11%.

O espectro demassas obtido experimentalmente representado na Figura 22, demonstra
86% de semelhanca com o espectro do benzoato de benzila verificado na biblioteca NISTI11.
Os 10 picos mais abundantes (razdo massa/carga) foram: 105, 91,77, 194, 51, 65, 167, 106, 90,
79.

Figura 22 — Espectro de massas do benzoato de benzila obtido experimentalmente.
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Fonte: Autor, 2022.

O indice de retencdo ¢ uma ferramenta que auxilia na caracterizagdo de compostos.
Tal métrica ¢ calculada por interpolagdo, relacionando o tempo de retengdo do analito aos
tempos de retencao de outros dois padrdes, que podem ser n-alcanos (mais utilizado), ésteres
metilicos, alcoois, &cidos graxos, dentre outros (AMARAL, 2016; INCZEDY; LENGYEL;
URE, 1998; VIEGAS; BASSOLI, 2007). Os indices de retengdo mais utilizados sdo: o de
Kovats, introduzido em 1958; e o indice de retencao linear (IRL), proposto por Van Den Dool
e Kratz em 1963 (AMARAL, 2016; KRATZ, 1963; MUHLEN, 2009).

Devido a complexidade das matrizes e similaridade nas estruturas, a utilizagdo do
indice de reten¢do auxilia na identificacdo de compostos. Por esta razao, foicalculado o IRL da
amostra obtida ap0s a purificagdo, sendo este valor igual a 1774. J& o encontrado na literatura
para o benzoato de benzila ¢ 1760, mostrando que o resultado atingido se aproxima do tabelado

(ADAMS, 2017).
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4.5.2 Confirmacio da purificacdo do produto por Espectrometria de

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Com o intuito de confirmar a purificagdo do benzoato de benzila, realizou-se a analise
deRMN'H. No geral, esta ferramenta possibilita a identifica¢do dos grupos funcionais. Quando
estes grupos apresentam maior deslocamento (ppm), eles se encontram mais préximos do atomo
de oxigénio, ou seja, estdo menos blindados. J4 os grupos que estdo mais proximos ao carbono,
estdo mais protegidos, apresentando menores valores de ppm (NASCIMENTO; BLOCK JR.,
2001).

O espectro RMN'H resultante de produto estd demonstrado na Figura 23, e este
apresenta os seguintes dados: RMN'H (200 MHz, CDCl3) 4 8.08 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.64 —
7.29 (m, 8H), 5.36 (s, 2H). O resultado demonstra entre parénteses a multiplicidade (s =
singleto, d = dubleto, dd = duplo dubleto, t = tripleto, m = multipleto), a constante de
acoplamento (J) em Hertz (Hz) e o nimero de hidrogénios. Na Figura 24 ¢ apresentado o

espectro oferecido pela base de dados SDBS.

Figura 23 — Espectro de RMN'H do benzoato de benzila em CDCls.
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Figura 24 — Espectro RMN'H do benzoato de benzila.
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Ao analisar o espectro de RMN'H do produto, verificou-se um perfil parecido com o
encontrado na literatura, confirmando assim a sua purificagdo (DIASTUTI; CHASANI;

SUWANDRI, 2020).

4.6 ATIVIDADE BIOLOGICA DO BENZOATO DE BENZILA
4.6.1 Viabilidade celular (citotoxicidade) do benzoato de benzila e teste da
hemolise
O impacto citotdxico do benzoato de benzila incubado com diferentes concentragdes
(1, 2,5 e 10%) em células NHI3t3 foiavaliado através do teste de MTT. A concentracgdo de 1
e 2% de éster ndo apresentou citotoxicidade nas células NHI3t3, como pode ser observado na
Figura 25. Porém, nas concentracdes de 5 e 10% ¢ possivel observar um certo efeito toxico
sobre as células — uma reduc¢do de 30% da viabilidade celular na concentracao de 5% e uma
reducao de aproximadamente 60% na concentracao de 10%. Comparando essas concentragdes
(5 € 10%) com o controle (s6 as células NHI3t3 com o meio DMEM) houve uma diferenca

significativa (p < 0,05).



76

Figura 25 — Ensaio de citotoxicidade do benzoato de benzila em diferentes concentragdes (1,
2, 5 e 10%). Diferencas significativas sdo mostradas (p < 0,05) quando comparado com o
grupo controle - ANOVA seguida pelo teste de Tukey).
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Fonte: Autor, 2022

O efeito causado pelo benzoato de benzila nos eritrocitos humanos foi avaliado através
do teste de hemolise, que ¢ um importante indicador da qualidade das células. O resultado
obtido da citotoxicidade do benzoato de benzila foi validado através do teste de hemolise, em
que a concentracao de 1% de benzoato de benzila ndo apresentou dano aos eritrocitos humanos.
No entanto, aumentando a concentra¢do para 5% houve um certo impacto nas células (Figura

26).

Figura 26 — Ensaio de hemolise em eritrdcitos humanos apds incubagdo com benzoato de
benzila em diferentes concentragdes (1 € 5%).
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Assolini et al. (2020) avaliaram a atividade leishmanicida da 4-nitrochalcona — cetona
que possui dois anéis aromaticos e apresenta diversas atividades bioldgicas, dentre elas
antibacteriana e antiviral. Para isto, realizou o teste MTT da 4-nitrochalcona (livre e
encapsulada em nanoparticulas de cera de abelha) em contato com macréfagos infectados por
L. amazonenses. A 4-nitrochalcona livre ndo alterou a viabilidade dos macréfagos nas
concentragdes de 0,3 e 1,3 pg/mL, porém em 2,5 e 12,7 ug/mL houve diferencga significativa
em comparagao ao controle (p<0,01 e p<0,0001, respectivamente), apresentando citotoxicidade
nessas quantidades. Ja na forma encapsulada, a 4-nitrochalcona ndo demonstrou citotoxicidade
nas concentracdes testadas (0; 0,3; 1,3; 2,5 e 12,7 pg/mL). Além disso, analisaram se a 4-
nitrochalcona (livre e encapsulada) causaria hemolise em eritrocitos de sangue de ovelha. Com
este ensaio, observaram que ndo houve atividade hemolitica nas concentracdes testadas (0,3;
1,3 € 2,5 ng/mL) tanto em sua forma livre quanto encapsulada.

Batiha et al. (2019) testaram o efeito inibitorio daivermectina sob o crescimento dos
parasitas Babesia ¢ Theileria. A ivermectina, assim como o benzoato de benzila, também ¢
utilizada no tratamento de escabiose. A concentragdo inibitoria média (ICso) da ivermectina —
concentracdo da substancia capaz de inibir 50% do seu valor inicial — obtida para os parasitas
B. bovis, B. bigemina, B. divergens, B. caballi e T. equi foram, respectivamente, em torno de
46,6; 86,3; 26,3; 38,2 e 78,8 png/mL. O teste de viabilidade dos parasitas Babesia e Theileria
tratados com ivermectina na concentracdo de 4x ICso demonstrou que B. bovis, B. bigemina, B.
divergens e B. caballi ndo foram inibidos pela acdo da ivermectina, enquanto 7. equi regrediu
a sua concentragdo apresentando efeito citotoxico.

Em vista disso, a concentragdo de 1% de benzoato de benzila pode ser considerada
segura para ser usada na area biomédica, pois ndo apresenta danos significativos as cé€lulas
NHI3t3 e aos eritrocitos humanos nos testes de MTT e de hemolise, respectivamente. A partir
disso, € necessario realizar um estudo sobre as aplicagdes terapéuticas do benzoato de benzila
na concentracdo de 1%, como também, estudar a eficacia no tratamento de escabiose nessa

propor¢ao.
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho foi realizada a sintese de benzoato de benzila através da acilagao
enzimatica em sistema livre de solvente. A enzima utilizada foia Lipozyme® TL IM e a reagdo
foi conduzida em batelada em um banho termostatico com agitagdo orbital. Altas conversoes
em benzoato de benzila foram obtidas via acilagdo enzimatica de anidrido benzoico e alcool
benzilico, e a avaliagdo da cinética da reagdo se mostrou importante para garantir os elevados
numeros de conversao.

O escalonamento do processo em nivel laboratorial se mostrou promissor, com isso, ¢
possivel afirmar que a conversao permanece estavel para uma possivel producao industrial.
Apesar de ainda serem necessarios testes utilizando uma enzima de um novo lote, uma vez que
a Lipozyme® TL IM apresentou variagdo em sua atividade diminuindo a produgéo do éster no
decorrer dos experimentos, ¢ possivel verificar que a producdo do benzoato de benzila ¢
promissora nas condi¢des testadas.

A purificacdo do éster utilizando a extragdo liquido-liquido seguida da destilagdo a
vacuo atingiu um resultado satisfatorio, obtendo um elevado teor de benzoato de benzila. Por
fim, o benzoato de benzila purificado ndo apresentou citotoxicidade e dano aos fibroblastos e
aos eritrocitos humanos na proporgao de 1%, ou seja, o uso deste éster nessa concentragao pode
ser considerado seguro na drea biomédica. No entanto, sdo necessarios estudoscomplementares
sobre a eficacia no tratamento de escabiose nessa concentracdo de benzoato de benzila (1%),
como também, em outras aplicagdes terap€uticas.

Além do mais, como os resultados do presente trabalho indicaram, propdem-se uma
avaliagdo mais ampla dos diferentes solventes aplicados na etapa de lavagem da enzima, a fim
de tanto assegurar a retirada do acido benzoico da superficie da enzima quanto preservar a
atividade da mesma, podendo ampliar a quantidade de ciclos de reuso com uma conversao de

produto satisfatoria.
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