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RESUMO

O dleo essencial de citronela é amplamente aplicado nas industrias farmacéutica, de
perfumaria e cosmética por apresentar atividade analgésica, anticonvulsiva,
antifingica, antibacteriana, e também € o principal constituinte de repelentes para
mosquitos. Esteres de acido cinamico sdo motivos de interesse cientifico devido
suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas, com potencial aplicagdo nas
industrias alimenticia e de cosméticos. Sistemas de esterificacdo enzimatica sao
preferiveis quando comparados aos meétodos quimicos devido sua alta eficiéncia,
seletividade e por utilizar condicbes reacionais brandas. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a producdo de ésteres a partir do 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon winterianus) com &cido cinamico via esterificacdo enzimatica e avaliar
a toxicidade e atividades antioxidante, antimicrobiana e larvicida dos substratos
utilizados e ésteres produzidos. A cinética de esterificacdo enzimatica conduzida em
sistema de agitacdo mecanica foi realizada em condi¢cdes de 70°C e 150 rpm, pela
mistura de acido cinamico e Oleo essencial de citronela (3:1), com solvente n-
heptano e 15% em peso de enzima Novozym 435 ou NS 88011. A conversao de
substratos em ésteres foi determinada por cromatografia gasosa. Através da cinética
de reacdo enzimatica determinou-se o tempo de 48 horas quando aplicada a enzima
Novozym 435 e 52 horas para a enzima NS 88011 como os tempos onde houve
maior taxa de conversdo. Quando avaliada a reacéo de esterificagcio com massa de
enzima de 5, 10 e 15% em peso determinou-se a concentracdo de 15% como a
concentracdo em que houve maior producdo. Apds determinar o tempo e
concentracdo de enzimas 6timos para a reacdo, a reacao foi realizada em sistema
fechado, obtendo conversdes de 81% de citronelol e 87,7% de geraniol para reagcéo
catalisada por Novozym 435 e 58,7% de citronelol e 69% de geraniol para reacao
com NS 88011. Para a atividade de esterificacdo enzimatica, determinada por
método titulométrico, obteve-se reducdo de 43% e 39% de atividade das enzimas
Novozym 435 e NS 88011, respectivamente. Para a toxicidade frente a Artemia
salina foram obtidos resultados de CLsy de 5,29 pg.mL™ para o éleo essencial de
citronela, 4,36 pg.mL™ para os ésteres produzidos com enzima NS 88011 e 2,62
ug.mL™? para os ésteres produzidos com enzima Novozym 435. Para a atividade
antioxidante, determinada pela técnica de neutralizacdo do radical DPPH, a
esterificacdo diminuiu o poder antioxidante do 6leo essencial de citronela. Em estudo
de atividade antimicrobiana frente a bactéria ATCC 33591 (Staphylococcus aureus
resistente a oxacilina) determinado por método de Concentracdo Minima Inibitoria
(CMI) por microdiluicdo em placa, obteve-se CMI de 148 pg.mL™ para o éacido
cinamico, 512 pug.mL™ para os ésteres obtidos com enzima NS 88011, 256 yg.mL™*
para o 6leo essencial de citronela e CMI igual a 128 pug.mL™ para os ésteres obtidos
com enzima Novozym 435. Para a bactéria clinica 517 somente do 6leo esterificado
com a enzima Novozym 435 apresentou atividade nas concentracdes testadas,
obtendo CMI de 256 pg.mL™. Com ensaio de atividade larvicida frente as larvas do
mosquito Aedes aegypti obteve-se ClLsy de 111,84 ppm para o 6leo essencial de
citronela, 44,03 ppm para o acido cinamico, 86,30 ppm para 0s ésteres obtidos com
enzima NS 88011 e 71,87 ppm para o0s ésteres obtidos com a enzima Novozym 435.
Sendo assim, conclui-se que a esterificacdo dos &lcoois geraniol e citronelol
provenientes do 6leo essencial de citronela € de grande valia quando o objetivo for a
aplicacdo como agente citotoxico, antimicrobiano e larvicida.



Palavras-chave: Oleo essencial de citronela, esterificagdo, cinamato de geranila,
cinamato de citronelila, atividades biolégicas.



ABSTRACT

Citronella essential oil is widely applied in the pharmaceutical, cosmetology and
perfumery industries because it exhibits analgesic, anticonvulsive, antifungal,
antibacterial activity and is also the main constituent of mosquito repellents.
Cinnamic acid esters are reasons of scientific interest due to their antioxidant and
antimicrobial properties, with potential application in the food and cosmetic industries.
Enzymatic esterification systems are preferable when compared to chemical methods
because of their high efficiency, selectivity and by using mild reaction conditions. The
objective of the present study was to evaluate the production of esters from the
essential oil of citronella (Cymbopogon winterianus) with cinnamic acid via enzymatic
esterification and to evaluate the toxicity, antioxidant, antimicrobial and larvicidal
activities of the substrates used and the esters produced. The kinetics of enzymatic
esterification conducted in a mechanical stirring system were carried out under
conditions of 70°C and 150 rpm, by mixing cinnamic acid and citronella essential oil
(3: 1) with n-heptane as solvent and 15% by weight of enzyme Novozym 435 or NS
88011. The conversion of substrates to esters was determined by gas
chromatography. By the kinetics of enzymatic reaction the time of 48 hours was
determined when the enzyme Novozym 435 were applied and 52 hours were applied
the enzyme NS 88011 as the times with the highest conversion rate. When the
esterification reaction with an enzyme mass of 5, 10 and 15% by weight was
evaluated, the concentration of 15% was determined as the concentration at which
there was higher production. After determining the optimum time and enzyme
concentration for the reaction, the reaction was carried out in a closed system,
obtaining conversions of 81% of citronellol and 87,7% of geraniol for reaction
catalyzed by Novozym 435 and 58,7% of citronellol and 69 % geraniol for reaction
with NS 88011. For the enzymatic esterification activity, determined by titulometric
method, 43% and 39% reduction of Novozym 435 and NS 88011 enzyme activity
were obtained, respectively. For the toxicity to Artemia salina, LCso results of 5,29
ug.mL™ were obtained for the essential oil of citronella, 4,36 pg.mL™ for the esters
produced with enzyme NS 88011 and 2,62 pg. mL™ for esters produced with
Novozym 435 enzyme. For the antioxidant activity, determined by the DPPH radical
neutralization technique, esterification decreased the antioxidant power of citronella
essential oil. In a study of antimicrobial activity against the bacterium ATCC 33591
(Staphylococcus aureus resistant to oxacillin), determined by Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) by plaque microdilution, it was obtained MIC of 148 pg.mL™ for
cinnamic acid, 512 pg .mL™ for esters obtained with enzyme NS 88011, 256 pyg.mL™
for citronella essential oil and MIC equal to 128 ug.mL™ for the esters obtained with
Novozym 435 enzyme. For the clinical bacterium 517 only of esterified oil with
Novozym 435 enzyme showed activity at the tested concentrations, obtaining MIC of
256 pg.mL™. A test of larvicidal activity against larvae of the Aedes aegypti mosquito
yielded LCso of 111,84 ppm for citronella essential oil, 44,03 ppm for cinnamic acid,
86,30 ppm for esters obtained with NS 88011 enzyme and 71,87 ppm for the esters
obtained with Novozym 435 enzyme. Therefore, it is concluded that the esterification
of the geraniol and citronellol alcohols from the citronella essential oil is of great
value when the aim is the application as a cytotoxic, antimicrobial and larvicidal
agent.



Key words: Citronella essential oil; esterification; geranyl cinnamate; citronellil
cinnamate; biological activities.
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1 INTRODUCAO

Esteres de acido cindmico mostram-se motivo de interesse cientifico, pois
apresentam diversas propriedades terapéuticas e promissora aplicacdo nas areas
alimenticia e cosmética. Esses ésteres podem ser obtidos através de processos de

esterificacdo ou transesterificacdo (SOUZA, 2016).

Cada vez mais vém-se pesquisando rotas enzimaticas para obtencéo desses
produtos. As rotas enzimaticas mostram-se mais promissoras quando comparadas
as rotas quimicas, principalmente por sua alta seletividade, diminuindo assim a
formacdo de compostos indesejados (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008;
SHARMA; CHAUHAN; KANWAR, 2011; SOUZA, 2016).

Os Oleos essenciais mostram-se bons substratos em reacfes de esterificacdo
por possuirem em suas composicdes diversos alcoois. De acordo com Wolffenbutel
(2010) os Oleos essenciais possuem em sua composicdo cetonas, acidos

carboxilicos, ésteres, hidrocarbonetos, aldeidos, alcoois, fendis, entre outros.

Dentre os alcoois presentes na composicdo dos 6leos essenciais destacam-
se os terpenos, produzidos a partir da sintese do acido mevalbnico, formados pela
ligacdo entre unidades isoprénicas. Dentre as diferentes classes de terpenos, vale
ressaltar os monoterpenos, que sao substancias formadas por duas unidades
isoprénicas originando uma cadeia composta por dez atomos de carbono (DEWICK,
1997; CABALLERO; TRUGO; FINGLAS, 2003).

Exemplos de monoterpenos, e que serdo utilizados como substratos nas
reacoes de esterificagdo do presente estudo, sdo o geraniol e citronelol,

componentes majoritarios do 6leo essencial de citronela.

De acordo com Paduch et al. (2007) os terpenos possuem diversas atividades
bioldgicas, sendo aplicados como agente antimicrobiano, fungicida, antiviral e
antiparasitario. Na literatura sdo encontrados diversos relatos em realagdo a
aplicacdo de Oleos essenciais e seus constituintes como agentes biolégicos. Por
exemplo, o eugenol possui atividade antifungica contra Candida albicans
(RAKOTONIRAINY; LAVEDRINE, 2005), j& o 0leo essencial de cravo-da-india
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(Caryophyllus aromaticus) pode ser utilizado no tratamento de nauseas, flatuléncias,
indigestao e diarréia (PAOLI et al., 2007) e tem sido usado como medicamento para
o tratamento da asma, doencas alérgicas e também como vermifugo (SINGH;
BAGHOTIA; GOEL, 2012).

Monoterpenos podem ser utilizados também frente a células tumorais, por
exemplo o A&lcool perilico apresenta-se eficaz no controle de células de
adenocarcinoma pancreatico (MIA PaCa-2) (YERUVA et al., 2007) e de linhagem de
células epiteliais de adenocarcinoma de pulmdo humano (A549) (LEBEDEVA et al.,

2007), entre outros.

A citronela, da familia Poaceae, da espécie Cymbopogon winterianus, é uma
planta perene, muito resistente a alteracdes climaticas, com possibilidade de cultivo
em diferentes regides do Brasil. O 6leo essencial proveniente desta planta pode ser
aplicado nas induastrias de alimentos, farmacéutica e cosmeética, e € um produto
largamente utilizado como repelente de mosquitos (SHASANY et al., 2000; CASSEL,
VARGAS, 2006; AZAREDO et al., 2007).

Alguns estudos estao disponiveis na literatura sobre a producdo de cinamatos
e também a producéo de ésteres a partir dos alcoois primarios, geraniol e citronelol,

presentes no 6leo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus).

Paroul et al. (2012) em estudo de producdo de bioflavors por esterificacdo
enzimatica do 6leo essencial de citronela em sistema livre de solvente, comparando
dois diferentes acidos (acidos oleico e propionico), observaram que a técnica
utilizada é promissora devido a alta conversao dos alcoois geraniol e citronelol em
ésteres. No ensaio utilizando o &cido oleico obteve-se maior producdo nas
condigbes de razdo molar 1:1, temperatura igual a 70°C e concentragdo de enzima
de 10% em peso, obtendo uma conversao de 98,9% de oleato de citronelila e 82,5%
de oleato de geranila. No ensaio utilizando acido propiénico a producdo foi de
92,95% de propionato de citronelila e 96,51% de propionato de geranila, nas

mesmas condi¢bes do ensaio com acido oleico.

Zanetti et al. (2016) em avaliacdo da sintese de cinamato de geranila por

reacao catalisada por lipase obtiveram uma conversdo em éster de 75,85% sob
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condi¢gbes de razdo molar de 3:1 (geraniol:acido cinamico), 70°C e concentracéo de

enzima lipase de Candida antarctica imobilizada (NS 88011) igual a 15% em peso.

Tendo em vista o potencial terapéutico dos ésteres de acido cindmico e do
0leo essencial de citronela e como forma de agregar valor ao 0leo, justifica-se a

realizacdo do presente estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a producdo de ésteres a partir do 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon winterianus) via esterificacdo enzimatica com acido cinamico, bem
como a toxicidade e as atividades antibacteriana, antioxidante e larvicida do 6leo
antes e apos a esterificagao.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a composi¢éo quimica do 6leo essencial de citronela;

- Avaliar a producdo de ésteres em sistemas de agitacdo mecanica e de irradiacao

de micro-ondas;

- Avaliar a esterificagdo com as enzimas Novozym 435 e NS 88011 bem como a

influéncia massica das mesmas na reacao;
- Avaliar a toxicidade dos substratos e 6leo esterificado frente a Artemia salina;
- Estudar a atividade antioxidante dos substratos e produtos;

- Avaliar a atividade antibacteriana dos substratos e produtos frente a bactéria

Staphylococcus aureus;

- Avaliar a atividade larvicida dos substratos e produtos frente as larvas do mosquito

Aedes aegypti.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada a revisdo bibliografica sobre os temas
relacionados a esterificacdo enzimética do 6leo essencial de citronela com acido

cindmico visando a obtencao de cinamatos de geranila e citronelila.

3.1 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo produtos aromaticos e volateis provenientes de células
especiais das plantas podendo ser encontrados em forma concentrada em alguns
orgaos, como folhas, cascas e frutos (CONNER, 1993; MU'AZU; MOHAMMED-
DABO; WAZIRI, 2012). No entanto, segundo Raut e Karuppayil (2014) 6leos
essenciais de diferentes partes das plantas como flores, folhas, raizes, frutos e
cascas exibem diferentes propriedades bioldgicas e medicinais.

Segundo Djilani e Dicko (2012) cerca de 3000 6leos essenciais foram
produzidos a partir de 2000 espécies de plantas, porém somente cerca de 300 séo
importantes no ponto de vista comercial. Relatam também que produzia-se de 40 a
60 mil toneladas de Oleos essenciais por ano, 0 que mostra que a producdo e o
consumo de 6leos essenciais é crescente no mundo. Ainda, de acordo com Bizzo
(2013), o mercado mundial de 6leos essenciais movimento cerca de US$ 15 bilhGes

por ano, apresentando crescimento aproximado de 11% ao ano.

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis e
lipofilicas. Geralmente um liqguido com odor caracteristico, contendo em sua
composi¢ao terpenos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, oxidos, peroxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas e cumarinas (DORMAN; DEANS, 2000; SIMOES;
SPITZER, 2004).

Os terpenoides e fenilpropanoides sédo os constituintes majoritarios dos 6leos
essenciais, sendo que 0s monoterpenos e sesquiterpenos sao 0s compostos de

maior importancia. Além disso, na composi¢cdo dos 6leos estdo presentes também
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compostos aromaticos e alifaticos (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006; KNAAK;
FIUZA, 2010).

Os monoterpenos, como geraniol e citronelol, mostram-se 6timos substratos
em reacOes de esterificacdo. Estas substancias sdo formadas pela ligacdo cabeca-
cauda de duas unidades de isopreno (Cs), formando uma cadeia carbonica com dez
atomos de carbono (Cyp), sendo que o precursor dos monoterpenos e formadores do
isopreno € o acido mevalbnico, oriundo da reacédo de unidades de acetil coenzima A
(acetil-CoA) (DEWICK, 1997; McCASKILL; CROTEAU, 1997).

A composicdo quimica dos Oleos essenciais obtidos de vegetais € muito
abrangente, sendo esta a principal responsavel por proporcionar propriedades
funcionais aos Oleos. No entanto, diversos fatores podem ser responsaveis pela
versatilidade da composicdo quimica, dentre eles destacam-se as condicdes
edafocliméticas, que sdo extrinsecas a biologia vegetal tal como clima, relevo,
temperatura e umidade do ar, e fatores dependentes da fisiologia das plantas, como
seu desenvolvimento, quimiotipos, formas de manejo, extracdo e armazenamento
(ZAGO et al., 2009; SANTURIO, 2011).

Esses 06leos podem ser obtidos por diversos métodos como destilacéo,
hidrodestilacdo, maceracdo, extracdo utilizando solvente e gases supercriticos
(GUSMAO et al., 2013; TIMUNG et al., 2016).

Os 6leos essenciais de origem vegetal sdo de grande importancia na
indUstria. S&o comumente utilizados como aromatizantes em produtos alimentares,
bebidas, perfumaria, cosméticos e produtos farmacéuticos. Podem ainda ser
utilizados como fumigantes e inseticidas de contato e também como repelentes
(BURT, 2004; KHERADMAND; NOORI; SABAHI, 2010; PARANAGAMA,
GUNASEKERA, 2011; TEIXEIRA et al., 2013)

Uma aplicacdo ¢é apresentada pela patente WO 2016187682 Al
(UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS — Unicamp, 2016) que se refere a
uma composicdo a base da mistura de extratos/6leos essenciais de Pterodon
pubescens e Cordia verbenacea, que € aplicada na éarea farmacolégica no

tratamento de afec¢cdes musculo-esquelética agudas ou cronicas.
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Ja a patente WO 2016044903 Al (EMBRADERM - Emp. Brasileira de
Dermocosmeéticos Ereli, 2016) refere-se a uma composi¢cao quimica para elaboragéo
de spray antimicrobiano organico constituido de diversos 6leos naturais, como Oleos

de andiroba, copaiba, melaleuca e lavanda.

Gusmao et al. (2013) em estudo sobre a toxicidade de contato e fumigante e
repeléncia dos oleos essenciais de Eucalyptus citriodora, Eucalyptus staigeriana,
Cymbopogon winterianus e Foeniculum vulgare contra Callosobruchus maculatus,
perceberam através dos indices de repeléncia que os O6leos de E. citriodora e C.
winterianus podem ser classificados como repelentes, F. vulgare foi classificado
como neutro, ndo apresentando poder repelente, jA o 6leo de E. staigeriana foi
neutro em concentracdes menores que 558 ppm e repelente em concentracées
superiores a esta. Os autores perceberam também que o 6leo de citronela, C.
winterianus, na concentracado de 622,5 ppm, reduziu em 100% a oviposi¢do e o
surgimento de Callosobruchus maculatus em gréos de feijao.

Devrnja et al. (2017) em estudo comparativo de atividade antimicrobiana e
citotoxica de Oleo essencial e extrato metandlico de Tenacetum vulgare L.,
visualizaram que o Oleo essencial de T. vulgare exibiu efeito antifingico contra oito
fungos, apresentando maior atividade contra Penicillium funiculosum. J&, frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas o 6leo foi mais eficiente contra as

bactérias Escherichia coli e Enterobacter cloacae.

De acordo com Bakkali et al. (2008) pesquisadores de todo o mundo estao
estudando Oleos essenciais com o0 objetivo de determinar sua propriedades
biolobgicas como antimicrobiano, antiviral, antimutagénico, anticancerigeno,

antioxidante, anti-inflamatorio e antiprotozoarios.

3.1.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Uma das principais causas de deterioracdo de alimentos € o desenvolvimento
microbiano, sendo que este é geralmente relacionado a perda de qualidade e

seguranca do alimento. Apesar de as industrias de alimentos utilizarem os 0leos
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essenciais como agentes aromatizantes, 0s mesmos representam uma alternativa
como agentes antimicrobianos e antioxidantes naturais, podendo ser aplicados na
conservacdo e garantia da qualidade dos produtos (VANIN, 2014). Entretanto,
segundo Hyldgaard, Mygind e Meyer (2012), a aplicacdo de 6leos essenciais na
conservagao de alimentos exige algumas informacgdes sobre suas propriedades,
dentre estes encontra-se a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI), os micro-
organismos susceptiveis, modo de acdo e efeito da matriz alimentar frente suas

propriedades antimicrobianas.

Devido ao aumento de surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTAS)
a preocupacdo com bactérias e fungos patogénicos em alimentos é crescente. Os
Oleos essenciais e extratos de plantas sdo agentes antimicrobianos naturais com
potencial aplicacdo nas indastrias de alimentos e farmacéutica (OKOH,;
SADIMENKO; AFOLAYAN, 2010; VICTORIA, 2010; VANIN, 2014).

Segundo Okoh, Sadimenko e Afolayan (2010) desde que o uso de aditivos
naturais tornou-se relevante como substituto dos conservantes sintéticos artificiais, a
propriedade antimicrobiana de 6leos essenciais é vista com grande interesse pelas

industrias de alimentos, farmacos e cosméticos.

De acordo com Nazzaro et al. (2013) a atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais depende da composi¢cdo quimica do mesmo, concentracdo de compostos
e seus componentes majoritarios. No entanto, a identificacdo dos compostos
antimicrobianos mais eficientes presentes nos 6leos essenciais € complexa devido a
presenca de inimeros componentes diferentes, e também pelo fato de que a
quantidade desses componentes varia com a época de colheita, fase de
desenvolvimento da planta, método de extracdo do O6leo, dentre outros fatores
(ESPINA et al., 2011).

As formas mais comuns com que 0s 0leos essenciais agem nas bactérias
estédo relacionadas com a capacidade do 6leo de provocar mudancas funcionais e
estruturais na membrana citoplasmatica, como mostrado na Figura 1, ocasionando
em um aumento da permeabilidade da mesma, acarretando em perda de conteudo
celular, ATP e ions. Os 6leos essenciais podem danificar alvos intracelulares, como

proteinas e lipidios, devido coagulacdo citoplasmatica, acarretando em inibicdo da
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divisdo bacteriana e das atividades enzimaticas (BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008;
ANDRADE et al., 2012).

Figura 1 — Acao dos 6leos essenciais na célula bacteriana
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Fonte: Adaptado de BURT (2004).

Oleos essenciais derivados de plantas tem apresentado grande atividade
inibitéria contra varias bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas
(LANG; BUCHBAUER, 2012; TEIXEIRA et al., 2013).

Lou et al. (2017) em estudo sobre a atividade antibacteriana, antioxidante e
antibiofiime do Oleo essencial de Citrus medica L. var. sarcodactylis e sua
nanoemulsao, visualizaram, por ensaio pour plate, que em concentracdo de 0,48
mg.mL™ de 6leo essencial puro houve uma inibicéo de aproximadamente 67% frente
a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923), ja para a bactéria Escherichia coli

(ATCC 25922) a taxa de inibicdo na mesma concentracéo foi de cerca 63%.

Rather et al. (2012), em estudo de atividade antibacteriana de Juglans regia L.
frente a cepas de bactérias padrbes e clinicas por técnica de concentragdo minima
inibitoria (CMI), observaram que este Oleo essencial atua como antibacteriano frente
as bactérias Bacillus subtilis (MTCC 441), Staphylococcus epidermidis (MTCC 435),
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Pseudomonas aeruginosa (MTCC 1688), Proteus vulgaris (MTCC 321), e as
bactérias clinicas Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Escherichia coli,
Shigella dyssenteriae e Klebsiella pneumoniae. Sendo que as bactérias B. subtillis,
S. epidermidis e S. aureus foram mais sensiveis ao 6leo avaliado, j4 as bactérias S.

typhi, E. coli e K. pneumoniae foram as mais resistentes.

Djenane et al. (2012) visualizaram, por método de difusdo em disco e
concentracao inibitéria minima, que os Oleos essenciais de Lavandula angustifolia e
Mentha piperita sdo muito eficazes na inibicdo de Escherichia coli 0157:H7 (CECT
4267) e Staphylococcus aureus (CECT 4459) tanto em experimento in vitro quanto

em carne picada contaminada.

Bajer et al. (2017) em estudo sobre composigéo e atividade antimicrobiana do
O0leo essencial, agua aromatica destilada e infusdo de ervas de Epilobium
parviflorum Schreb., verificaram, por método de concentracao inibitéria minima, que
0 6leo essencial de E. parviflorum apresenta atividade antimicrobiana significativa
contra bactérias clinicas Gram-positivas, Gram-negativas e levedura, sendo que o
0leo analisado inibiu o crescimento de Staphylococcus aureus (CCM 3953),
Enterococcus faecalis (PKN 079), Escherichia coli (CCM 3954), Pseudomonas
aeruginosa (CCM 3955) e Candida albicans (CCM 3215).

Machado (2011) em avaliagdo da acdo antimicrobiana de 27 6leos essenciais
de uso em aromaterapia frente as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), verificou
que os Oleos testados, utilizando resultados de CMlg, (Concentracdo Inibitoria
Minima para 90% da populacdo bacteriana) das bactérias testadas, foram mais
eficientes a linhagem de S. aureus. Sendo que obteve valor de CMlg, de 0,21
mg.mL™ para os 6leos de pimenta negra (Piper nigrum) e arvore de cha (Melaleuca
alternifolia) para S. aureus. Para E. coli, o 6leo de canela (Cinnamomum cassia) foi o
mais eficaz, com valor de CMlgo de 2,0 mg.mL™, enquanto que para P. aeruginosa o
Oleo de cravo-da-india (Syzigium aromaticum) foi o mais efetivo com CMlg igual a
8,29 mg.mL™.
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3.1.2 Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Oxidacao lipidica € o termo usado para descrever alteracbes quimicas
resultantes da interacdo de lipidios com o oxigénio. Durante as rea¢fes de oxidacdo
lipidica, os acidos graxos esterificados em triacilglicerois e fosfolipidios degradam-
se, formando moléculas pequenas e volateis que produzem os aromas indesejaveis
conhecidos como rancidez oxidativa, que sao prejudiciais a qualidade dos alimentos
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2007).

De acordo com Sevanian e Hochstein (1985) a oxidacéo lipidica ocorre em
trés fases principais: iniciacdo, propagacdo e terminacdo. O inicio da oxidacéo
lipidica decorre da interacdo de um iniciador com o oxigénio ativado, podendo reagir
com o acido graxo insaturado, fazendo a retirada de um atomo de hidrogénio do
carbono metilénico adjacente a dupla ligagdo do &cido graxo, resultando na
formacao de radicais alilicos (SEVANIAN; HOCHSTEIN, 1985; KANNER, 1994). A
préxima etapa, chamada de propagacédo, é caracterizada por diversas reacdes que
levam a formacao de diversos peroxidos (GRAY, 1978). Com o esgotamento dos
substratos, ocorre o término das reacfes de propagacao, € inicia-se a formacgéo dos
produtos finais. Sendo assim, as reacdes de terminacdo sdo caracterizadas pelo
formacao de produtos finais estaveis ou ndo reativos (KUBOW, 1993).

Esse processo, além de causar perdas nutricionais e gerar compostos
indesejaveis podem também ser prejudiciais a saude humana (MARIUTTI,
BRAGAGNOLO, 2007). A ingestdo oral de produtos derivados da auto-oxidacédo de
Oleos provoca degeneracdo de tecidos linfoides (OARADA et al., 1988), estando
relacionados com diversos problemas de salude, como envelhecimento,
arteriosclerose, cancer, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, diabetes e asma
(EDRIS, 2007).

No entanto, consegue-se o equilibrio dos radicais livres através de diferentes
antioxidantes, que sdo compostos aromaticos que possuem pelo menos uma
hidroxila, que podem ser sintéticos ou naturais, como organosulfurados, flavonoides
e constituintes fenolicos que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos
(RAMALHO; JORGE, 2006; CAVAR et al., 2012; SANCHEZ-VIOQUE et al., 2013).
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Antioxidantes se apresentam como uma forma de prevencao da deterioracdo
oxidativa dos alimentos e para minimizar os danos oxidativos nos seres vivos. Tendo
em vista que o emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos vem
sendo questionado, devido a possibilidade desses antioxidantes apresentarem efeito
toxico, pesquisas vem sendo realizadas na busca de compostos com esta fungéo a
partir de fontes naturais, como é o caso dos 0leos essenciais (BAUER; GARBE;
SURBURG, 2001; MELO; GUERRA, 2002; SANCHEZ et al., 2010; VANIN, 2014).

De acordo com Del Ré e Jorge (2012) a atividade antioxidante dos 6leos

essenciais ocorre devido a presenca de fenilpropanoides e terpenoides.

Em avaliacdo da atividade antioxidante de aproximadamente 100 compostos
gue constituem os Oleos essenciais Ruberto e Baratta (2000) verificaram que 0s
compostos fendlicos apresentam maior atividade antioxidante, seguidos dos alcoois

alilicos.

Compostos como eugenol, timol e carvacrol, presentes nos 6leos essenciais
de manjericdo e tomilho, sdo capazes de inibir a oxidacdo de forma que podem ser
comparados a antioxidantes conhecidos, como o BHT (hidroxitolueno butilado) e a-
tocoferol (LEE et al., 2005).

Scherer et al. (2009) em estudo da atividade antioxidante dos 6leos
essenciais de capim-citronela (Cymbopogon winterianus), cravo-da-india
(Caryophillus aromaticus L.) e palmarosa (Cymbopogon martinii) pelo método de
DPPH nado observaram atividade antioxidante significativa para o 6leo essencial de
citronela, com valor de ICsg igual a 743+18 pug.mL™, ja para o 6leo de cravo-da-india

obtiveram uma forte atividade antioxidante, com valor de ICso de 7,8+0,65 pg.mL™.

Lou et al. (2017) em avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo essencial e
nanoemulsdo de Citrus medica L. var. sarcodactylis obtiveram, em concentracdo de
0,48 mg/mL, capacidade de eliminagdo do radical DPPH igual a 45% para o Oleo

essencial e 72% para a nanoemulsao de 6leo essencial.

Rather et al. (2012) em analise sobre atividade antioxidante do 6leo essencial
da folha de Juglans regia L. visualizaram que o 6leo essencial de J. regia inibe, em
concentragéo igual a 100 ug/mL, 90% do radical DPPH. Esse valor apresentou-se

proximo aos valores dos compostos BHT e &acido ascorbico, na mesma
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concentracéo, usados como referéncia na avaliacdo da atividade antioxidante, que

foram 91,8 e 92%, respectivamente.

Em estudo de atividade antioxidante dos 6leos essenciais de palmarosa e
citronela Sinha, Biswas e Mukherjee (2011) visualizaram, em concentracdo de 200
pg/mL de dleo, uma inibicdo do radical livre DPPH de aproximadamente 40% para o

Oleo essencial de citronela e 45% para o 6leo essencial de palmarosa.

3.1.3 Atividade larvicida de 6leos essenciais

O mosquito Aedes aegypti € o principal transmissor da febre amarela urbana
e dengue. Este mosquito se adapta facilmente ao ambiente urbano, utiliza depdsitos
de agua limpa para colocar seus ovos, € um mosquito doméstico, com hematofagia,
cOpula e oviposicao diurna (ROZENDAAL, 1997; TAUIL, 2001).

O controle do A. aegypti visa a eliminacdo das larvas ou dos mosquitos
adultos. Em relacdo as larvas o controle pode ser realizado pela eliminacdo ou
mudanca de seus habitats através de aplicacdo de inseticidas e/ou larvicidas nos
locais (BORROR; DELONG, 1988; BALDACCHINO et al., 2015).

O namero de pesquisas com o objetivo de avaliar o uso de extratos de plantas
como alternativa a inseticidas sintéticos é crescente, sendo que 0s 6leos essenciais
estdo entre as substancias mais testadas contra insetos, como mostrado na Figura
2.

A montagem da Figura 2 foi realizada a partir de pesquisa de publicacdes na
base de dados Science Direct (http://www.sciencedirect.com/) empregando as
palavras-chave: essential oil e larvicide. Sendo que, a presente pesquisa foi
realizada no més de dezembro de 2017.

Os oleos essenciais atuam de diferentes formas sobre os insetos afetando
parametros bioldgicos dos mesmos, como inibicdo da oviposi¢cao e da alimentacéo,
distarbios no desenvolvimento, deformacéo, infertilidade e variagdo no tempo de
vida (PASCUAL-VILLALOBOS, 1996; ROEL, 2001).
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Figura 2 — Numero de publicagfes cientificas acerca de 0leos essenciais
empregados como inseticidas por ano
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Fonte: Science Direct (2017).

Soonwera e Phasomkusolsil (2017) observaram que o Oleo essencial de
Zanthoxylum limonella Alston (Rutaceae) apresenta bons resultados para atividade
adulticida, larvicida, pupicida e de oviposicdo contra Aedes aegypti e Culex

quinquefasciatus.

Baskar et al. (2017) em estudo de atividade larvicida e de repeléncia do 6leo
essencial de Atalantia monophylla obtiveram alta atividade larvicida e repelente
contra Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus, podendo este
6leo ser uma importante fonte para o desenvolvimento de repelentes de mosquitos e

larvicidas.

Rios, Stashenko e Duque (2017) em avaliacdo de atividade inseticida dos
Oleos essenciais de Thymus vulgaris, Salvia officinalis, Lippia origanoides,
Eucalyptus globulus, Cymbopogon nardus, Cymbopogon martinii, Lippia alba,
Pelargonium graveolens, Turnera diffusa e Swinglea glutinosa e suas misturas
visualizaram que todos os 0Oleos avaliados mostraram atividade inseticida, sendo que
0 Oleo essencial de T. vulgaris e a mistura de L. origanoides e S. glutinosa

apresentaram maior acao larvicida frente ao mosquito Aedes aegypti.
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3.1.4 Oleo essencial de citronela

Citronela é uma planta perene de grande importancia industrial cultivada em
areas tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América. O género Cymbopogon
inclui cerca de 140 espécies, sendo que as duas espécies principais sao
Cymbopogon nardus (citronela de Ceildo) e C. winterianus (citronela de Java). Seu
Oleo essencial é de grande valor devido sua utilizacdo na industria farmacéutica, de
perfumaria e cosmeética. O 6Oleo de citronela é também o principal constituinte de
repelentes para mosquito (SHASANY et al., 2000).

O Oleo essencial de citronela apresenta varios usos terapéuticos como
analgésico, anticonvulsionante e ansiolitico sendo ainda um agente antifingico,
antibacteriano, antiparasitario e vermicida (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-
FILHO, 2001; ALMEIDA et al., 2004)

A aplicacdo do Oleo essencial de citronela é ampla e variada, sendo
registrado como agente herbicida, de acordo com patente CA 2324245 C (BARRIER
BIOTECH LIMITED; ROBERT E. RYAN; SANDRA MORRIS, 2008).

Outra aplicacdo é apresentada na patente US 2323804 A que compreende
formulacdo de vela com poder de repeléncia (CLIFORD D. STEWART; PHILIP J.
DRISCOLL, 1943). Também pode ser aplicado como corante e aroma em pomadas
de acordo com a patente US 7479292 B2 (DIXIE ROBINSON, 2009).

O 6leo essencial de citronela pode também ser aplicado como componente de
filme plastico com poder repelente a ser aplicado em embalagens para transporte de
frutas, conforme patente US 20040034149 Al (ROD GARCIA, 2004).

Silveira et al. (2012) em estudo de atividade antibacteriana de diversos 6leos
essenciais, perceberam que o Oleo de citronela, C. winterianus, apresenta atividade
antimicrobiana frente aos micro-organismos Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Yersinia

enterocolitica e Proteus vulgaris.

Timung et al. (2016) em analise da atividade antimicrobiana de Oleo de

citronela obtido por hidrodestilacéo, verificaram que o Oleo de citronela se mostra
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eficaz contra as bactérias Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e

Escherichia coli.

Quanto ao poder antioxidante do Oleo essencial de citronela Sinha, Biswas e
Mukherjee (2011) verificaram uma inibicdo de 40% do radical livre DPPH utilizando

uma concentragédo de 200 pyg/mL de 6leo essencial.

3.2 Acido cinamico

O &cido cinamico juntamente com outros acidos ddo origem ao grupo dos
acidos fenolicos. Os compostos fenolicos, amplamente distribuidos na natureza, séo
muito estudados devido suas atividades farmacoldgicas, por inibirem a proliferacao
de fungos e a oxidagéo lipidica, além de conferirem cor, adstringéncia e aroma a
varios alimentos (SOARES, 2002).

Os &cidos fendlicos sdo metabolitos secundarios de vegetais, fazem parte da
dieta humana e representam cerca de um terco dos compostos fendlicos dos
vegetais (XU et al., 2007; TABART et al., 2011). Esse grupo de acidos possui em
sua estrutura um anel benzénico e um grupo carboxilico (ROBBINS, 2003).

Figura 3 — Estrutura quimica do acido cinamico

O

AN

OH

O é&cido cindmico, representado estruturalmente na Figura 1, também

conhecido como acido 3-fenil-2-propendico, é encontrado em estorague (Styrax



32

officinalis), 6leo de canela, folha de coca, entre outros. Por apresentar propriedades
polares, o acido cindmico apresenta baixa hidrofobicidade, o que dificulta sua
aplicabilidade industrial (SHARMA; CHAUHAN; KANWAR, 2011).

O &cido cinamico e seus derivados sdo amplamente encontrados no reino
vegetal e apresentam diversas atividades bioloégicas, como antioxidantes,
antimicrobianas, baixa toxicidade, protecdo contra radiacao ultravioleta, antivirais e
antiparasitarias, sendo conhecidos por suas aplicagfes na industria farmacéutica,
cosmeética e alimentar (MOLINERO et al., 2013; WANG et al., 2016; ZANETTI et al.,
2016).

3.2.1 Esteres de acido cinamico

Segundo Souza (2016) a obtencdo de ésteres derivados de &cido cindmico
tem despertado grande interesse cientifico devido suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, e por serem aromas com potencial utilizacdo na induastria

alimenticia e de cosméticos.

Esses ésteres sao obtidos a partir de reacdes de esterificacdo e
transesterificacdo. Essas reacfes podem ocorrer por via quimica ou bioldgica.

O processo convencional para obtencdo de ésteres organicos a partir de
acido carboxilico e alcool é conhecido como esterificacdo de Fischer. Esta reacéo €
conhecida por ser reversivel e de purificacdo onerosa. Consiste na catalise
homogénea com acido sulfurico, o qual permanece dissolvido no meio reacional.
Neste processo, o catalisador deve ser removido ao final da reagéo por lavagem
aguosa alcalina. Como grandes desvantagens figuram a dificuldade de reutilizacao
do catalisador, corrosdo de reatores e geracdo de residuos (YADAV; RAHUMAN,
2002; BONDIOLI, 2004; DEUTSCHMANN, 2009).

Portanto, cada vez mais se vem pesquisando o uso de rotas enziméaticas,
pois tais reacOes apresentam diversos beneficios quando comparadas as rotas
quimicas, como o fato de serem um processo “verde” promovendo menor impacto

ambiental, economia de energia e recursos, pois atuam em condi¢cdes operacionais
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mais brandas, alta especificidade (KRAJEWSKA, 2004; SHARMA; CHAUHAN;
KANWAR, 2011).

Um exemplo de esterificacdo por via enzimatica foi a empregada por Zanetti
et al. (2016) que estudaram a obtencdo de cinamato de geranila através da
esterificacdo de geraniol e acido cinamico, em razéo 3:1, e obtiveram conversao de
75% de produto a temperatura de 70°C e 150 rpm utilizando 15% em peso de

enzima Candida antarctica imobilizada (NS 88011).

Outro exemplo foi o apresentado por Wang et al. (2016) que obtiveram
rendimento de 99% de cinamato de etila através da esterificacdo de acido cindmico
e etanol, em razao 1:3, a 50°C e 170 rpm apds 24 horas de reacdo com a utilizacao

de 30 mg/mL de enzima Lipozyme TLIM.

Wang et al. (2015) em estudo de sintese de cinamato de benzila por
esterificacdo enzimatica obtiveram um rendimento de 97,33% apds 24 horas de
reacdo utilizando a enzima Lipozyme TLIM. Além disso, a enzima poderia ser

reutilizada por pelo menos trés ciclos.

A aplicacdo do acido cinamico e seus ésteres é ampla. Sendo registrado em
patente como flavor, conforme patente US 20040049068 Al (SRINIVASAN
PALANIAPPAN; MALLADI SAIRAM, 2004), podendo ser utilizado em composicdes
de fragrancia para produtos como sabdes e cosméticos, bem como bebidas e

alimentos.

O acido cinamico, seus sais e ésteres, podem ser usados como composto
aromatizante e antimicrobiano, como registrado em patente US 6036986 A (LIPTON,
Division of Conopco, Inc., 2000). J4, o cinamato de geranila pode ser utilizado como
ingrediente para perfume, conforme patente US20030036489 Al (THE PROCTER &
GAMBLE COMPANY, 2003).

Outra aplicacdo é apresentada conforme patente WO 2014094100 A2
(UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA & ABCOTT COMERCIO E INDUSTRIA
QUIMICA — Eirele, 2014) que descreve uma composicdo de cinamato de metila,

éster de acido cinamico, e linalol como pesticida, repelente e fungicida.
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O cinamato de etila € um dos ésteres do acido cindmico que ja possui
aprovacdo como flavor pelo Food and Drug Administration (FDA) (BHATIA et al.,
2007). Este éster é frequentemente utilizado em produtos cosméticos, como cremes
faciais, sprays para cabelos, xampus e sabonetes (BATHIA et al., 2007; BELSITO et
al., 2007). O cinamato de etila pode ser usado também em produtos farmacéuticos,
como mostrado por Zhang et al. (2015) que comprovaram a eficacia deste éster

contra o 4caro Psoroptes cuniculi.

O éster cinamato de geranila pode ser obtido através da esterificacdo de
geraniol com acido cinamico ou pela transesterificacdo de geraniol e cinamato de
etila. Zanetti et al. (2016) obtiveram cinamato de geranila através da reacdo de
esterificacdo enzimatica de geraniol com acido cinamico, catalisada pela enzima C.
antarctica imobilizada, NS 88011. Nesse estudo foi observado que o cinamato de
geranila apresenta propriedades antimicrobianas contra as bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922), porém ndo apresentou

atividade antioxidante.

O é&cido cindmico e seus derivados também sdo amplamente pesquisados na
area da medicina. S&o utilizados na sintese de novos medicamentos, tratamento de
diversos tipos de cancer, como por exemplo células de osteosarcoma (MG-63),
células de adenocarcinoma de célon (Caco-2), e tuberculose e apresenta ainda
efeito inibitorio frente a doenca de Alzheimer (GOBEC et al., 2004; NIERO, 2010;
CHEN et al., 2011; DE; BALTAS; BEDOS-BELVAL, 2011; DE et al., 2012).

3.3 Sistemas enzimaticos

Métodos biocataliticos geralmente sdo preferiveis quando comparados aos
métodos quimicos por apresentarem alta eficiéncia catalitica, alta seletividade,
condi¢cbes de reacado mais suaves e sdo métodos mais ambientalmente corretos (YU
et al., 2010; MARTINS et al., 2013; SANGALETTI-GERHARD et al., 2015).
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3.3.1 Enzima

De acordo com Coelho, Salgado e Ribeiro (2008) as enzimas s&o,
geralmente, proteinas com poder de catalisar reagfes bioquimicas, promovendo um
aceleramento das mesmas. Sao moléculas que apresentam elevadas versatilidade,

especificidade e aplicacdo nos processos biotecnoldgicos.

Todas as enzimas, com excecdo de um pequeno grupo de RNA catalitico, sdo
de natureza proteica. Sendo formadas por cadeias de aminoacidos ligados entre si
por ligactes peptidicas (LEHNINGER; NELSON; COX, 2008).

Em relacdo aos catalisadores quimicos, as enzimas apresentam
caracteristicas importantes devido suas condi¢cdes de reacdo mais brandas, menor
geragcao de problemas ambientais, baixa toxicidade e alta especificidade tanto por
um substrato quanto na reacdo bioquimica, gerando um produto especifico, sem
formacéo de coprodutos (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008)

Segundo Souza (2016) a atuacdo de enzimas como biocatalisadores é
semelhante aos catalisadores quimicos, devido as leis termodinamicas e cinéticas
serem iguais, ou seja, tem poder de alterar a velocidade da reacdo, porém sem
influenciar na composicdo da mesma e nem na quantidade de produto final da

reacao.

3.3.2 Lipase

Lipases (EC 3.1.1.3; triacilglicerol éster-hidrolase) sédo enzimas que hidrolisam
triglicerideos compostos de acidos graxos de cadeia longa que atuam somente na
interface Oleo-agua (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2007; SOUZA, 2016).
Essas enzimas podem ser produzidas por animais, plantas, fungos e bactérias
(OLIVEIRA, 2007).

De acordo com Treichel et al. (2010) as principais fontes de obtencdo das

lipases séo através as plantas, sendo encontradas em suas sementes oleaginosas e
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graos, os animais, podendo ser enzimas de fonte pancreética, hepatica e géstrica, e

alguns micro-organismos, como leveduras, bactérias e fungos.

As enzimas hidroliticas, como as lipases, apresentam grande importancia em
reacoes de biocatalise, pois apresentam alta capacidade de catalisar diferentes
reacdes e por apresentarem grande estabilidade tanto em meio aquoso quanto em
meio organico (TREICHEL et al., 2010).

Segundo Crespo et al. (2005) as lipases séo as enzimas aplicadas com maior
frequéncia em sintese organica. Isso ocorre devido sua alta disponibilidade
comercial, baixo custo, seletividade e por atuarem em amplas faixas de pH e

temperatura.

Figura 4 — Exemplos de reacdes catalisadas por lipases
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Fonte: SOUZA (2016).



37

De acordo com Yadav e Shinde (2012) as lipases sdo usadas em diversas
reacoes, como esterificacdo, transesterificagdo, amidacao, hidrolises, epoxidacéo e

tio-esterificacdo. Algumas dessas reacdes sdo mostradas na Figura 4.

Foukis et al. (2017) em estudo de esterificagdo de &cidos graxos de residuos
industriais liquidos com uma mistura de &cidos utilizando a lipase Candida antarctica
B (CALB) obtiveram 90,08% de esterificagcéo utilizando etanol e 97,26% de n-butanol

em sistema com remog¢ao continua de agua.

Amini et al. (2017) em avaliacdo da producdo de biodiesel por
transesterificacdo, catalisada por lipase de Candida antarctica imobilizada (Novozym
435), do 6leo da semente de Ocimum basilicum L., obtiveram conversdo em éster
de 11,4% em 24h de reacao, 87,9% em 48h, e em 72h a conversao foi de 92,1%.

Em estudo sobre esterificacdo de acido ferulico com alcool laurico catalisada
por enzima em presenca de liquido ibnico Shi et al. (2017) obtiveram rendimento
maximo de esterificacdo, utilizando enzima Candida Antarctica B (Novozym 435)
igual a 87,9%, sendo que esse valor foi atingido utilizando hexano como solvente e
[(EO)-3C-im][NTf2] (1-(2-(2-methoxyethoxy)ethyl)-5,6,7,8-tetrahydroimidazo|[1,2-
a]pyridin-1-ium bis (trifluoromethylsulfonyl)imide) como liquido iénico num tempo de
reacao de 168h.

More, Waghmare e Gogate (2017) em avaliacdo de producéo de tricaprilina,
que € um éster formado a partir da reacdo entre acido caprilico e glicerol, catalisada
por duas diferentes enzimas obtiveram um rendimento maximo de producao igual a
94% apos 7h de reacéo, utilizando razdo molar igual a 4:1 (acido caprilico:glicerol),
temperatura de 70°C e enzima Novozym 435 de (Candida antarctica). J4, a enzima
Lipozyme RM (Rhizomucor miehei) apresentou um rendimento maximo de 86% nas

mesmas condi¢cfes reacionais.
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4 MATERIAL E METODOS

No presente capitulo serdo apresentadas as metodologias e materiais

empregados para a realizacao dos experimentos.

4.1 Material

4.1.1 Enzimas

As enzimas utilizadas como catalisadoras nas rea¢des de esterificacdo foram

as enzimas Novozym 435 e NS 88011.

A enzima Novozym 435, fornecida pela empresa Novozymes Brasil, € uma
lipase obtida da Candida antarctica, imobilizada em resina acrilica macroporosa e

amplamente aplicada na sintese de ésteres e amidas.

A enzima NS88011 é uma lipase de Candida antarctica imobilizada em resina

polimérica hidrofobica.

4.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados nas reacfes de esterificagdo foram n-heptano
(fornecido pela empresa Vetec em qualidade p.a.), 6leo essencial de citronela
(fornecido pela empresa Ferquima) e acido cinamico (com 97% de pureza, fornecido

pela empresa Sigma-Aldrich).
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4.2 Métodos

4.2.1 Cinética de esterificacao

Para a realizacdo da cinética de esterificacdo em sistema de agitacao
mecanica o meétodo utilizado foi adaptado de Zanetti et al. (2016). A reacéo consistiu
em misturar 6leo essencial de citronela, da espécie Cymbopogon winterianus, com
acido cindmico, em uma razdo molar 3:1 (acido:6leo), totalizando massa de 5 g de
substratos, e 20 mL de solvente n-heptano em Erlenmeyer e mantido sob agitacao
mecanica de 150 rpm e temperatura de 70°C em shaker até a completa dissolucéo

do acido.

ApGs a completa dissolucédo do acido retirou-se uma aliquota de 100 yL com o
intuito de obter a amostra da mistura reacional. Depois da retirada da aliquota fez-se
a adicdo de 15% (m/m) da enzima Novozym 435 ou NS 88011 e manteve-se a
reacdo sob agitacdo constante, retirando aliquotas de amostra no decorrer da
reacdo, sendo que estas foram analisadas por analise de cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama com o objetivo de determinar a conversdao de
substratos em produtos. Fez-se também a avaliacdo de producdo dos ésteres

adicionando 5 e 10% de enzima a reacao.

Testou-se também a esterificacdo em equipamento com irradiacdo de micro-
ondas. A reacdo de esterificacdo ocorreu em equipamento do tipo reator CEM
Discover com sistema de refrigeracdo e sensor de temperatura de fibra otica e
infravermelho, em recipiente padrdo de borosilicato com capacidade para 10 mL. A
reacao ocorreu através da mistura de Oleo essencial de citronela e acido cinamico,
razdo molar 3:1 (4cido:6leo), com solvente n-heptano e 15% (m/m) de enzima
Novozym 435. A temperatura de operagao foi de 70°C, a agitagdo do tipo “low” e
poténcia de 120 W. Aliquotas de amostra foram retiradas em diferentes tempos e

submetidas a analise de cromatografia gasosa.
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4.2.2 Determinagédo da conversao em éster

As analises de conversdo de substratos em ésteres foram realizadas em
cromatografo gasoso do tipo GC-FID 2010 plus Shimadzu com injetor automatico e
detector de ionizacdo de chama (FID). As andlises foram realizadas utilizando
coluna capilar de polietilenoglicol (PEG) Rtx-Wax (30 m x 0,25 mm i.d.), 0,25 uym de
espessura de filme, com tempo total de andlise igual a 95 minutos com
programacdo de temperatura de: 40°C (6 min), 40-180°C (2°C.min™), 180-220°C
(10°C.min™), 220°C (15 min). A temperatura do detector e injetor foi de 220°C, modo
de injecdo Split, razdo de Split 1:50 e gas de arraste: N, (30 mL.min™), H, (40
mL.min™) e ar sintético (400 mL.min™). O volume injetado foi de 100 pL de amostra

diluida em diclorometano (1:9).

A determinacdo da conversdo dos substratos em ésteres foi determinada pela
Equacao 1, que leva em consideracdo a diminuicdo do sinal dos substratos geraniol

e citronelol.

Conversio (%) = (51;_—5) 100 (1)
b

Onde, Sb corresponde a area do pico dos substratos da mistura reacional e S

corresponde a area do pico dos substratos apos a reacao.

A mesma programacao de rampa cromatogréfica de temperatura foi utilizada
para a determinacdo da composi¢do quimica do 6leo essencial de citronela, onde a
amostra foi injetada em cromatdgrafo gasoso com espectrometria de massa do tipo
GCMS-QP5050A da marca Shimadzu. Sendo que os componentes do 6leo foram

identificados com o emprego dos dados presentes na biblioteca NIST.
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4.2.3 Determinagéo de atividade enzimética de esterificacdo

A atividade da enzima foi quantificada pelo consumo de &cido oleico na
reacdo de esterificagdo de acido oleico e etanol. A reacéo foi iniciada pela adi¢cdo de
0,1 g de enzima ao meio reacional, sendo este formado por uma mistura de etanol e
acido oleico em razdo molar 1:1, em Erlenmeyer, e mantido sob agitacdo mecanica
de 160 rpm a 40°C por 40 minutos. Aliquotas de 500 pL, em triplicata, foram
retiradas do meio reacional nos tempos zero e apdés 40 minutos de reacdo e
adicionadas em 15 mL de solugéo acetona-etanol (1:1) com o intuito de finalizar a
reacao e proporcionar volume de amostra. A quantidade de acido oleico consumido
foi determinada por titulacdo com hidréxido de sédio (NaOH) 0,05 M até atingir pH
11. Uma unidade de atividade enzimética € definida como a quantidade de enzima
que consome 1 pyL de &acido graxo por minuto nas condi¢gdes experimentais
descritas, como comenta Oliveira et al. (2005) em seu estudo. A atividade de

esterificacao foi calculada pela Equacéo 2.

(Vb—Va).M.1000.Vf

AE t.Mg.V, (2)
Onde:
AE corresponde a atividade de esterificacdo (U.g™);
Vy, corresponde ao volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra de tempo
zero (mL);

V, corresponde ao volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada

apos 40 minutos de reacdo (mL);
M corresponde a molaridade da solu¢éo de NaOH,;
V; corresponde ao volume final do meio reacional (mL);
t corresponde ao tempo (min);

Me corresponde a massa de enzima utilizada na reacao (g);
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V¢ corresponde ao volume da aliquota do meio reacional retirado para
titulacao (mL).

4.2.4 Avaliacao de toxicidade frente a Artemia salina

A metodologia utilizada no ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi uma
adaptacdo da metodologia de Meyer et al. (1982). Primeiramente preparou-se uma
solucdo salina artificial com sal marinho na concentracdo 10 g.L™* e 0,7 g.L™" de
bicarbonato de soédio. Esta solucdo foi utilizada na eclosdo dos ovos de Artemia
salina e demais diluicbes. Para a eclosdo dos ovos manteve-se 0s mesmos ha
solugcdo salina por 24 horas sob aeracdo e iluminagdo artificial constantes e
temperatura de 25°C.

As solucdes das amostras a serem testadas foram preparadas pela adicao de
0,1% de amostra, Oleo essencial, &acido cindmico ou ésteres, e 2% de
dimetilsulféxido (DMSQO) em solucédo salina. A partir da solucdo de amostra fizeram-

se as diluicdes nas concentracdes de 0,5; 1; 5; 10; 15; 20; 25; 50; 75 e 100 ug.mL™.

Adicionou-se a tubos de ensaio 10 mL da solugcédo de amostra e 10 larvas de
Artemia salina, em triplicata, e realizada a contagem dos animais vivos e mortos

apos 24 horas.

Frente aos resultados de mortalidade das larvas de Artemia salina em relacéo
a concentracdo das amostras, fez-se um gréfico de analise para obtencédo da CLsg

(concentracao letal de amostra para 50% da populacéo).

4.2.5 Determinacéo da atividade antioxidante

A metodologia aplicada baseia-se na medida da reducéo de absorcdao da
solugéo contendo o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Leva em consideragéo

a transferéncia de elétrons onde, por acdo de um antioxidante, o DPPH que possui
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cor purpura é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela,

acarretando numa diminuicio da absorcéo.

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por método

espectrofotométrico, com comprimento de onda de 515 nm.

A técnica consistiu na incubacdo por 30 minutos, de 2 mL de solugédo
etandlica de DPPH com 2 mL de solucbes etandlicas contendo concentracbes
crescentes de amostra (6leo essencial de citronela, acido cinamico e Oleo
esterificado) que variaram de 0,0025 a 10 mg.mL™. Para a amostra controle
substituiu-se o volume de solugcdo de amostra pelo mesmo volume de etanol. A

amostra denominada “branco” consistia somente em etanol.

A capacidade de neutralizar o radical DPPH, denominada atividade

antioxidante, foi calculada pela Equacéo 3, abaixo.

. o Ab —Ab
Atividade antioxidante (%) = (4bScontrole=AbSamostra) 1) 3)
AbScontrole

Onde:
Abscontrole COrresponde a absorbéancia da solucao formada por DPPH e etanol;

Absamostra  COrresponde a absorbancia da solucdo formada por DPPH e

amostra.

ApOs a avaliacdo da faixa de atividade antioxidante calculou-se a
concentracdo de amostra necessaria para capturar 50% do radical livre DPPH (ICs)

por analise de regressao linear.

4.2.6 Determinacédo da atividade antibacteriana

Este ensaio teve como objetivo determinar a CMI (Concentracdo Minima
Inibitéria), de acordo com metodologia descrita por Amaral (2016), do 6leo essencial
de citronela, acido cinamico e oOleos esterificados produzidos com as duas diferentes

enzimas frente a bactéria padrdo de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina
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(ATCC 33591) e uma amostra clinica da bactéria Staphylococcus aureus (517,
resistente a oxacilina e penicilina) isolada de sangue pela técnica de microdiluicdo

em caldo.

A analise foi realizada em placas de 96 pocos contendo caldo Mueller-Hinton.
Para tal, as amostras bacterianas foram semeadas em placas de Petri em meio de
cultura Agar Mueller-Hinton por 24 h em estufa bacteriolégica a 37°C.
Posteriormente, as colonias isoladas foram transferidas para um tubo de vidro
contendo 3 mL de solucéo salina & 0,85% até atingir turvagdo referente a escala 0,5
de Mc Farland (108 UFC.mL™). Em seguida a solucéo foi diluida na proporcéo 1:10
(viv) em solucdo salina, com o intuito de obter solucdo final com cerca de 10’
UFC.mL™.

As amostras foram preparadas através de diluicdo em etanol estéril nas
concentracdes de 512, 256 e 128 pg.mL™ para os 6leos essencial e esterificados, e

148, 74 e 37 ug.mL™ para o acido cinamico.

As microplacas com fundo em forma de “U” foram preparadas com 10 uL da
suspensao bacteriana, 20 pyL das solugdes de amostra e 170 yL de caldo Mueller-
Hinton. Fez-se também a avaliacdo de controles negativos e positivo, sendo que o
controle positivo contou com um ensaio do antibidtico oxacilina nas concentragfes
de 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5 e 0,25 pg.mL™. As placas foram incubadas por 24 h a

37°C conforme esquema de plaqueamento mostrado na Figura 5.

ApoOs o tempo de incubacédo foram adicionados 20 pL de resazurina (indicador
de oxi-reducdo) em cada poco, na concentracdo de 0,85% diluido em agua esteéril,
com incubacéo por cerca de 4 h, a 37°C, para revelacdo da microplaca. A resazurina
€ um revelador colorimétrico, que na presenca de crescimento microbiano é
reduzida a resorufina, com consequente alteracdo da coloracdo azul para rosa,
permitindo a deteccdo do resultado do ensaio. A coloracdo rosa indica crescimento
bacteriano (bactéria resistente) e a coloracdo azul indica inibicdo bacteriana

(bactéria sensivel).

Realizou-se a leitura da placa e a CMI foi estabelecida como a menor diluicao
onde nao foi verificado o botdo caracteristico do crescimento bacteriano, ou seja,

mudanca na coloragao.
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Figura 5 — Esquema de plaqueamento para determinacdo de CMI
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Legenda: Acido = Acido cinamico; NS = Oleo esterificado com enzima NS 88011; NZ = Oleo

esterificado com enzima Novozym 435; O.E. = Oleo essencial de citronela; B = Branco (meio de
cultura); CA = Controle da amostra (meio de cultura + solugdo de amostra); CB = Controle bacteriano
(meio de cultura + solugdo bacteriana); CS = Controle do solvente (meio de cultura + solugéo
bacteriana + etanol); OX = Controle positivo de oxacilina (meio de cultura + solucdo bacteriana +
solugdo de oxacilina).

4.2.7 Determinagéo da atividade larvicida

Para o ensaio de atividade larvicida utilizou-se metodologia adaptada de
World Health Organization (1970) onde os ovos de Aedes aegypti foram imersos em

agua para sua eclosdo, onde permaneceram até atingir o terceiro estadio da larva.

As larvas foram separadas com auxilio de pipeta de Pasteur e adicionadas a
copos de polietileno contendo 4,9 mL de agua destilada. Em cada copo foram

adicionadas em média 5 larvas.

Em copos de polietileno (recipiente teste) contendo 15 mL de agua destilada

adicionou-se 0,1 mL das amostras, sendo que as amostras de acido cinamico, 6leo
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essencial de citronela e ésteres foram diluidas em etanol em concentragbes que
variaram de 25 a 500 ppm. O meio foi homogeneizado e mantido em repouso por 30

minutos.

Apoés o tempo de repouso adicionou-se aos recipientes teste 4,9 mL de agua
destilada juntamente com as 5 larvas de Aedes aegypti em terceiro estadio de
crescimento e mantidos em repouso por 24 horas, quando fez-se a contagem de

organismaos vivos e mortos.

Fez-se também a avaliacdo de dois controles, um deles formado somente por
adgua destilada e as larvas, com o intuito de verificar se haveria morte das larvas por
guestBes ambientais, e outro onde substituiu-se o volume de amostra por etanol,
com o objetivo de verificar a influéncia do solvente utilizado na mortalidade das

larvas.

Apés a contagem de organismos vivos e mortos foi determinada a
concentracdo letal média (CLsy) das amostras através de método grafico com o

emprego de escala logaritmica de andlise.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante
o estudo de esterificagdo enzimatica de 6leo essencial de citronela (C. winterianus)
com &cido cindmico utilizando as enzimas NS 88011 e Novozym 435 como
biocatalisadoras bem como a avaliagdo da toxicidade e atividades antioxidante,

antibacteriana e larvicida.

Pela reacédo de esterificacdo dos monoterpenos geraniol e citronelol, oriundos
do dleo essencial de citronela, com acido cindmico obtém-se 0s ésteres cinamatos
de citronelila e geranila, utilizando enzimas como biocatalisadoras, como mostrados

na Figura 6.

Figura 6 — Esquema de esterificagdo enzimatica de geraniol e citronelol com &cido

cinamico
o (0]
AN OH e - A o 7
E
+ —_— + HZO
Geraniol Acido cinamico Cinamato de geranila

o}
(¢] ) /
OH \ - E
+ —= + H,0

Citronelol Acido cinamico Cinamato de citronelila
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5.1 Composicdo quimica do 06leo essencial de citronela (Cymbopogon
winterianus)

A partir de analise realizada em cromatografo gasoso acoplado a
espectrometro de massa foi possivel visualizar o perfil cromatografico do 6leo
essencial de citronela, obtido da folha da planta, e determinar sua composi¢cao

quimica, conforme mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicéo quimica do 6leo essencial de citronela (Cymbopogon

winterianus) obtida por cromatografia gasosa com espectrometria de massas

Pico Tempo de retencdo (min) Composto Area (%)
1 11,4 D-Limoneno 3,46
2 28,4 Citronelal 38,98
3 33,1 B-elemeno 1,10
4 34,8 Linalol 1,57
5 39,4 Geranial 1,26
6 40,9 A-Cadieno 2,58
7 42,1 Cedreno 0,82
8 43,9 Acetato de citronelila 2,58
9 44,4 a-muurolene 2,58
10 45,1 Citronelol 17,54
11 49,0 Geraniol 20,56
12 58,4 1-Cadinol 0,64
13 60,1 Elemol 2,33

Pela Tabela 1 € possivel observar a composicéo quimica do 6leo essencial de
citronela, apresentando como componente majoritario o citronelal (38,98%), seguido
do geraniol (20,56%) e citronelol (17,54%). Os valores encontrados para as
substancias de interesse, geraniol e citronelol, correspondem a 38,1% da

composicéo total do dleo.
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O valor obtido para a quantidade de geraniol apresenta-se semelhante ao
valor encontrado por Paroul (2011) que foi de 21,99%. Foi semelhante também ao
valor obtido por Kakaraparthi et al. (2014) para o 6leo de citronela quando a mesma
foi colhida com 30 e 50 dias, que apresentou teor de geraniol de 19,2 e 22%,
respectivamente. No entanto, o resultado obtido foi inferior ao encontrado por
Kakaraparthi et al. (2014) para o 6leo oriundo da citronela quando colhida com 90

dias, que apresentou quantidade de geraniol igual a 26,7%.

J& a quantidade de citronelol encontrada no presente estudo foi superior a
encontrada por Paroul (2011) que foi de 10,90%. Foi superior também aos valores
encontrados por Kakaraparthi et al. (2014) que obtiveram um valor maximo de
citronelol igual a 6,9% para 6leo de citronela colhida com 90 dias. No entanto, o
resultado mostrou-se semelhante ao obtido por Timung et al. (2016) que obteve

13,41% de citronelol para o 6leo de citronela obtido por hidrodestilac&o.

Fatores como tempo da colheita, espacamento entre plantas, altura de corte,
pH do solo e clima estdo diretamente ligados com a composi¢do quimica dos 6leos
essenciais, justificando as variagbes encontradas (MARCO et al., 2007,
KAKARAPARTHI et al., 2014).

5.2 Avaliagdo de tempo reacional

5.2.1 Esterificacdo em sistema de agitacdo mecanica

A partir da analise de cromatografia gasosa das amostras em diferentes
tempos de reacdo de esterificacdo foi possivel determinar o tempo onde h& maior
producdo de ésteres. A Figura 7 apresenta a area dos ésteres cinamatos de

citronelila e geranila produzidos com as enzimas NS 88011 e Novozym 435.

E possivel visualizar a partir da Figura 7 que a producéo utilizando a enzima
Novozym 435 como biocatalisadora acontece mais rapidamente do que com a
enzima NS 88011. Porém, a area final dos produtos € semelhante.
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Figura 7 - Comparativo de producéo de ésteres cinamatos de geranila e citronelila
utilizando as enzimas Novozym 435 e NS 88011
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Reacdo em razdo molar 3:1 (&cido cindmico:6leo essencial de citronela), 15% (m/m) de
biocatalisador, solvente n-heptano, 70°C e 150 rpm

Determina-se, pela Figura 7, que o tempo 6timo para producdo dos ésteres
cinamatos de geranila e citronelila é de 48 horas, quando utilizada a enzima
Novozym 435 e 52 horas, quando aplicada a enzima NS 88011.

Percebe-se também, pela Figura 7, que a reacdo catalisada pela enzima
Novozym 435 apresenta um decréscimo na area dos ésteres apds 48 horas de
reacdo. Esse comportamento ocorre devido ao fato da reacdo de esterificacdo ser
reversivel, ocorrendo a hidrélise do éster, e assim diminuindo sua area.

Ap6s a determinacdo do tempo reacional 6timo, fez-se a visualizacdo da
producado dos ésteres pela comparagdo dos cromatogramas para a mistura reacional
e das amostras em 48 e 52 horas quando utilizadas as enzimas Novozym 435 e NS

88011, respectivamente, como mostrado nas Figuras 8, 9 e 10.

Quando comparados o cromatograma da mistura reacional com o0s
cromatogramas das reacOes de esterificacdo percebe-se a formacao de dois novos
picos nos tempos 87,8 e 92,3 minutos, sendo que esses picos correspondem aos

produtos cinamatos de citronelila e geranila, respectivamente.



Figura 8 — Cromatograma da mistura reacional
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Figura 9 - Cromatograma para a reacdo de 48 horas utilizando a enzima Novozym

435
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Na Figura: (a) citronelol; (b) geraniol; (c) acido cinamico; (d) cinamato de citronelila; (e) cinamato de

geranila
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Figura 10 - Cromatograma para a reacéo de 52 horas utilizando a enzima NS 88011
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Na Figura: a) citronelol; (b) geraniol; (c) &cido cindmico; (d) cinamato de citronelila; (e) cinamato de
geranila

E visivel também a diminuicdo dos picos dos substratos citronelol, com tempo
de retencdo de 45 minutos, e geraniol, com tempo de retencdo de 49 minutos. Os
valores das &reas dos substratos e dos produtos sdo mostrados na Tabela 2, que
foram usados como base para a determinacdo da conversao dos substratos em

produtos.

Tabela 2 — Representacdo do consumo dos substratos e producao de ésteres para
reacao conduzida com enzima Novozym 435 num tempo de 48 horas e NS

88011 em tempo de reacédo de 52 horas

Tempo de Novozym 435 NS 88011
Retencéao Composto Areamistura  Areaap6s  Areamistura  Area apos
(min) reacional a reacio reacional a reacéo
45,0 Citronelol 1563809 4067 1723768 2587
49,0 Geraniol 1871930 9717 2140073 2800
87,8 Cinamato de 0 2356017 0 2575235
citronelila
92,3 Cinamato de 0 2656564 0 2862942

geranila
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Com os dados da Tabela 2 determinou-se a taxa de conversao dos substratos
em ésteres, mostradas na Tabela 3. Pode-se perceber, a partir da Tabela 3, que a
taxa de conversdo foi semelhante, apresentando diferenca somente no tempo

reacional.

Tabela 3 — Taxa de conversdo em produtos para a rea¢cao sob agitacdo mecanica de

48 horas aplicando enzima Novozym 435 e 52 horas utilizando a enzima NS 88011

Enzima Produto Converséo (%)
Cinamato de citronelila 98,0
Novozym 435 Cinamato de geranila 99,0
Cinamato de citronelila 98,6
NS 88011 _ _
Cinamato de geranila 99,4

Reacdao realizada sob agitagdo mecéanica a 150 rpm, razdo molar 3:1 (acido cindmico:6leo essencial

de citronela), 15% (m/m) de enzima e 70°C

Os resultados encontram-se proximos aos obtidos por Paroul (2011) em
estudo de esterificacdo de Oleo essencial de citronela para producédo de oleatos de
citronelila e geranila, que obteve uma converséo de 98,9% para o citronelol e 82,5%
para o geraniol, nas condicbes de 60°C, razdo molar 1:1 (6leo:acido) e 10% (m/m)
de enzima Novozym 435 num tempo de 6 horas de reacdo. Nestas mesmas
condi¢cBes Paroul (2011) obteve também os melhores resultados para producéo de
propionatos de citronelila e geranila, alcancando converséao de 92,9% para citronelol

e 96,5% para geraniol.

Zanetti et al. (2016) em estudo de producdo de cinamato de geranila por
reacao catalisada pela enzima NS 88011, obtiveram uma conversao de 75,85% em
éster em duas horas de reacao, utilizando temperatura igual a 70°C, razdo molar 3:1

(geraniol:acido) e 15% (m/m) de enzima.

Quando comparados os resultados do presente trabalho com os dados de
Paroul (2011) e Zanetti et al. (2016), percebe-se que no presente estudo o tempo
6timo para a conversao foi superior. No entanto, a taxa de conversao obtida neste

estudo se mostrou superior.



54

5.2.2 Esterificacdo em sistema de micro-ondas

A reacdo em sistema com irradiacdo de micro-ondas foi utilizada com o

objetivo de diminuir o tempo reacional obtido para a reagdo com agitagdo mecéanica.

Reis et al. (2015) em avaliacdo de producdo de biodiesel a partir de acidos
graxos via catalise acida heterogénea e micro-ondas obtiveram taxas de conversao
na faixa de 96 a 98% para a reacdo em condi¢cGes de aquecimento convencional em
6 horas de reacao e, para reacdo com irradiacdo de micro-ondas em somente 1 hora

de reagdao.

Em estudo de sintese de oleato de propila em condicbes normais e por micro-
ondas utilizando lipase de Aspergillus carneus como biocatalisador, Saxena et al.
(2005) obtiveram conversdo de 25% dos substratos em ésteres, em sistema com
solvente n-hexano, em condi¢cdes normais de operacdo em 24 horas e conversao de
75% para reacdo em 25 segundos em equipamento micro-ondas. Ja, para a reacao
realizada em sistema livre de solvente as conversdes obtidas foram de 35% e 86%
para reacdo em 24 horas em condicbes normais e 25 segundos sob irradiacédo de

micro-ondas, respectivamente.

Para a reacdo de esterificacdo realizada em equipamento de micro-ondas
obteve-se os resultados de conversao dos substratos em ésteres mostrados na
Tabela 4.

Tabela 4 — Taxa de converséo de substratos em ésteres para reacao realizada em

micro-ondas

Converséao (%)

Tempo (h) Citronelol Geraniol
1 1,04 0,92
2 2,70 3,11
3 3,84 431
4 5,17 6,22

Reacédo realizada em razdo molar 3:1 (acido cinamico:6leo essencial de citronela), 15% (m/m) de
enzima Novozym 435, solvente n-heptano, agitacao “low”, poténcia de 120 W e 70°C
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Pode-se perceber que na reacao realizada em equipamento de micro-ondas
ocorre conversdo dos substratos em ésteres, no entanto para obter uma maior taxa
de converséo o tempo de reacdo deve ser mais longo, o que torna-se inviavel, tendo

em vista que € um equipamento de alto custo e com baixo volume reacional.

5.3 Avaliacéo de influéncia enziméatica na producao de ésteres

Com o objetivo de determinar a melhor concentracdo enzimatica a ser
utilizada na reacdo de esterificacdo fez-se a mesma reacdo de esterificacdo em
sistema de agitacdo mecanica descrita no item 4.2.1, mantendo fixo o tempo
reacional, utilizando 5 e 10% (m/m) de enzima NS 88011 ou Novozym 435.

Nas Figuras 11 e 12 é possivel visualizar o comparativo das &reas dos
ésteres cinamatos de citronelila e geranila utilizando as enzima NS 88011 e

Novozym 435, respectivamente, nas concentracdes de 5, 10 e 15% (m/m).

Como pode-se observar a partir da Figura 11 houve maior producédo de
ésteres quando utilizada a concentracdo de 15% em peso de enzima NS 88011 em
reagdo de 52 horas. O mesmo ocorre para a reagdo utilizando a enzima Novozym
435, conforme visto na Figura 12, para a reacao de 48 horas.

Pela Figura 11 pode-se visualizar uma grande diferenca na produgcéo dos
ésteres, devido a grande variacdo de éarea, quando comparadas as diferentes
massas de Novozym 435 empregadas. Vé-se que a producdo de cinamatos de
citronelila e geranila quando aplicado 15% (m/m) de enzima foi aproximadamente
quatro vezes maior do que a producao de ésteres quando aplicado 10% (m/m) de

enzima, mostrando que esta apresenta grande influéncia na producéo de ésteres.

O mesmo resultado de concentracdo de enzima foi observado por Zanetti et
al. (2016) onde, quando avaliadas as concentracbes de 10, 15 e 20% (m/m) de
enzima, a reacgao catalisada com enzima NS 88011 em concentragdo de 15% foi a

gue propiciou maior conversao de substratos em produto.
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Figura 11 — Comparativo de producédo de ésteres obtidos por reacdo enzimatica de
52 horas utilizando enzima NS 88011
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Figura 12 — Comparativo de producédo de ésteres obtidos por reacdo enzimatica de
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Tendo em vista que a maior producdo de ésteres foi obtida utilizando 15%

(m/m) de enzima as andlises de atividade biologica dos Oleos esterificados foram

realizadas utilizando as amostras obtidas com a reagédo de esterificagao utilizando

esta concentracao de enzima.
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5.4 Esterificag@o enzimética de 6leo essencial de citronela

Apoés determinar o tempo reacional e quantidade de enzima o6timos para a
esterificacdo realizou-se uma nova reacdo de esterificacdo, em sistema contendo o
dobro de volume reacional e sem retirada de aliquotas ao longo do tempo, com o
objetivo de obter amostras para realizacdo das analises de atividade propostas.

A reacdo de esterificagdo ocorreu conforme descrito no item 4.2.1, com
adicdo de 15% (m/m) de enzima, e os resultados obtidos para as areas dos picos
dos componentes de interesse antes e apds a reacéo de esterificacdo sao descritas

na Tabela 5.

Tabela 5 — Representacdo do consumo dos substratos e producéo de ésteres para
reacao em sistema fechado conduzida com enzima NS 88011 como biocatalisadora
num tempo de 52 horas e com enzima Novozym 435 num tempo de 48 horas

Novozym 435 NS 88011
Substratos e produtos da  Area mistura Area apos Areamistura  Area apos
reagao reacional reacéo reacional reacao
Citronelol 931520,5 176735 1390985,9 574513,9
Geraniol 1080091,1 132632 1699928,8 527294,8
Cinamato de citronelila 0 2790081,3 0 1153384,4
Cinamato de geranila 0 3313548,3 0 1453839,2

Com os dados apresentados na Tabela 5 foi possivel determinar a taxa de
conversado para as reacdes conduzidas com as duas enzimas. Para a reacdo de 48
horas conduzida com a enzima Novozym 435 obteve-se uma conversédo de 81% do
citronelol e 87,7% do geraniol. Ja, para reacao de 52 horas utilizando a enzima NS
88011 obteve-se uma conversao de 58,7% de citronelol e 69% de geraniol.

Estes resultados mostram-se semelhantes aos obtidos por Paroul et al. (2011)
em estudo de esterificacdo de 6leo essencial de citronela com &cido propiénico onde
obteve conversao de 55,43% de citronelol e 77,91% de geraniol em ésteres nas
condicOes reacionais de temperatura igual a 60°C, razdo molar 1:1 (6leo:acido) e 1%

(m/m) de enzima.
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As amostras obtidas nessa reacao foram acondicionadas em embalagens
estéreis de cor ambar e armazenadas para avaliacdo de toxicidade e atividades

antioxidante, antibacteriana e larvicida.

5.5 Atividade de esterificacdo enzimatica

Com as enzimas separadas por filtracdo apos a reagcdo de esterificacao
determinou-se a atividade das enzimas Novozym 435, apds 48 horas de reacéo, e
NS 88011, apos 52 horas de reacdo, comparando as mesmas com as enzimas

antes de passar pela reacdo, como mostrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Representacdo da atividade enzimética das enzimas Novozym 435 e NS
88011 antes e apos reacao de esterificacédo

Enzima Atividade antes da reacgéo Atividade apés a reacéao

de esterificacdo (U.g™) de esterificacéo (U.g™)
Novozym 435 1912,5 1087,5
NS 88011 1559,4 949,05

Com os dados obtidos foi possivel visualizar uma diminuicdo da atividade
enzimatica das duas enzimas avaliadas. Para a enzima Novozym 435, submetida a
48 horas de reac¢éo, ocorreu uma diminuicdo de 43% de sua atividade, ja a atividade
da enzima NS 88011, submetida a 52 horas de reacao, foi reduzida em 39%. Vé-se
essa reducdo acentuada da atividade enzimatica ocasionada pelo longo tempo que

as enzimas ficam submetidas a reacdo, a uma temperatura de 70°C.

Semelhante foi o resultado obtido por Padilha e Augusto-Ruiz (2007) que
notaram uma reducdo de 44,45% da atividade de solucdo enzimatica de lipase

pancreatica porcina apos 60 minutos de reacdo a 38°C.
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5.6 Toxicidade frente a Artemia salina

A partir das analises de toxicidade foi possivel determinar a porcentagem de
nauplios de Artemia salina mortos e assim, determinar a concentracdo letal média

(CLso), que € a concentragdo de amostra necessaria para matar 50% da populacao.

Quando avaliada a toxicidade do acido cindmico foi possivel visualizar que a
maior concentracdo avaliada (100 ug.mL™) n&o foi suficiente para matar metade da
populacao de artemias, por este motivo seus dados ndo serdo apresentados nesse

capitulo.

Os resultados obtidos para as amostras de Oleo essencial de citronela,
ésteres obtidos com a reacdo de esterificacdo utilizando a enzima Novozym 435 e

com a enzima NS 88011 séo apresentados na Figura 13.

Figura 13 — Porcentagem de nauplios de Artemia salina mortos em relacéo ao
aumento da concentracdo das amostras
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A partir do emprego de escala logaritmica no tratamento dos dados
determinou-se a CLsp para o 6leo essencial de citronela e 6leos esterificados, 0s

dados sao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Correlacdo entre a quantidade de artemias mortas (%) e concentracao de
amostras com determinacdo da Concentracéo Letal Média (CLsp)

Amostra Correlacao R2 CLso (Mg.mL™)

Oleo essencial de

citonela y= 37,5962.10g10(X) + 22,8026 0,9906 5,29

Oleo esterificado em
reacdo de 48 h com y=51,7883.l0g10(X) + 28,3148 0,9708 2,62
Novozym 435

Oleo esterificado em
reagdo de 52 hcom NS  y=36,2112.log10(X) + 26,8386 0,9485 4,36
88011

Pode-se observar que o0s ésteres apresentaram maior toxicidade em
comparacao ao 6leo essencial de citronela. Vé-se também uma diferenca entre as
concentracfes letais médias para os ésteres obtidos com as duas diferentes
enzimas. Uma possivel causa para este acontecimento é o fator de que obteve-se
uma maior conversdo de substratos em produtos para a reagdo com enzima

Novozym 435, como mostrado no item 5.4.

Os resultados de CLsp, das amostras avaliadas mostram que as mesmas
apresentam alta toxicidade, tendo em vista que Meyer et al. (1982) relataram que um
produto é téxico quando apresenta valor de CLs,<1000 pg.mL™. Amarante et al.
(2011) relatam que uma amostra é muito toxica quando apresenta CLsg inferior a 100
pg.mL™,

O mesmo comportamento de toxicidade para os 6leos essencial e esterificado
foi obtido por Vanin (2014) que obteve uma CLsy de 0,5993 pg.mL™ para o 6leo
essencial de cravo-da-india (Caryophyllus aromaticus) e 0,1178 ug.mL™ para o
esterificado.
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5.7 Estudo de atividade antioxidante

Os resultados obtidos com a determinacdo da atividade antioxidante dos
substratos e produtos da reacéo de esterificacdo do 0leo essencial de citronela com

acido cindmico em diferentes concentracdes sdo mostrados na Figura 14.

Quando avaliada a capacidade de neutralizar o radical DPPH pelo acido
cinamico percebeu-se que este nao apresenta atividade nas concentracdes

testadas, motivo para ndo ser mostrado nos resultados.

Figura 14 — Porcentagem de neutralizacdo do radical DPPH em relagdo ao aumento

da concentracdo de amostras
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Os resultados evidenciam que o percentual antioxidante aumenta
proporcionalmente ao aumento da concentracdo de amostra. O maior valor de
atividade antioxidante, de 84,6%, foi obtido para o 6leo essencial de citronela. Apos
a esterificacdo a atividade antioxidante diminui chegando a um méximo de 37,1% e
43,8% para 0s ésteres obtidos com a enzima Novozym 435 e NS 88011,
respectivamente.
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Tendo em vista que as amostras de ésteres, mesmo na maior concentracao
avaliada, nado foram suficientes para neutralizar metade do radical DPPH néo foi
possivel determinar a ICso para os mesmos. No entanto foi possivel determinar o
valor de ICsp para o 6leo essencial de citronela a partir da equacdo da reta obtida

com a linearizagao dos resultados.

Para o 6leo essencial, a correlagdo entre a atividade antioxidante (%) e a
concentracéo de 6leo utilizada (y=3,523+9,3714x) com R?=0,9498 forneceu um ICso
de 4960 pg.mL™.

Analisando os valores de atividade antioxidante antes e ap0s a reacdo de
esterificacdo, pode-se observar uma diminuicdo no potencial antioxidante apds a
reacao. Isso pode ter ocorrido pela presenca de acido cinamico nas amostras apos a
reacdo, tendo em vista que este ndo apresenta potencial antioxidante frente ao
radical DPPH.

Scherer et al. (2009) em estudo de composicdo e atividades antioxidante e
antimicrobiana dos 0leos essenciais de cravo-da-india (Caryophillus aromaticus L.),
citronela (Cymbopogon winterianus) e palmarosa (Cymbopogon martinii) perceberam
que o 6leo de citronela apresenta alto valor de ICso (743 pg.mL™) e, por
consequéncia, baixo valor de indice de atividade antioxidante (0,1%) indicando fraca
acao antioxidante.

Em avaliagdo de composicdo, atividade antioxidante e antimicrobiana de
Oleos essenciais de citronela (Cymbopogon nardus), canela (Cinnamomum
zeylanicum) e gengibre (Zingiber officinale), Andrade et al. (2012) obtiveram 1Cso de

517,40 ug.mL™ para o 6leo essencial de citronela da espécie Cymbopogon nardus.

Vé-se como importante a avaliagdo da atividade antioxidante por métodos
diferentes de analise como o de capacidade de absor¢cdo de radicais de oxigénio
(ORACQC), ensaio através do sistema de quelante de ferro, método do B-caroteno ou

estresse oxidativo em macrofago.
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5.8 Estudo de atividade antibacteriana

O estudo da atividade antibacteriana foi realizado por método de
determinacdo de Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) por microdiluicdo em caldo,
em triplicata, frente a bactéria S. aureus resistente a oxacilina (ATCC 33591) e a
uma amostra clinica (517) de S. aureus resistente a oxacilina e penicilina. Os
resultados de CMI para as diferentes amostras frente as duas cepas bacterianas sao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Concentracdo Minima Inibitoria do acido cinamico, 6leo essencial de

citronela e 6leos esterificados frente as bactérias ATCC 33591 e 517

CMI (ug.mL™)
Bactéria . . Oleo esterificado por  Oleo esterificado
Oleo essencial de 4 . . .
citronela Acido cinamico 48 h com enzima por 52 h com
Novozym 435 enzima NS 88011
ATCC 33591 256 148 128 512
517 - - 256 -

Pode-se perceber a partir dos dados da Tabela 8 que todas as amostras

avaliadas apresentaram atividade antibacteriana frente a cepa ATCC 33591.

Para a andlise de atividade frente a bactéria clinica 517 as amostras de acido
cin@mico, Oleo essencial de citronela e 6leo esterificado obtido com enzima NS
88011 como catalisadora ndo apresentaram inibicdo bacteriana. No entanto, a
amostra de 6leo esterificado obtida com aplicacdo da enzima Novozym 435 mostrou-
se inibitéria. Esse resultado mostra-se melhor do que o obtido por Amaral (2016) em
avaliacdo de atividade antibacteriana, para essa bactéria, de tiouréias, que obteve
CMI de 288 ug.mL™ e 394 pg.mL™ para as tiouréias LabTIF 09 e LabTIF 123.

Frente aos resultados de Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) pode-se dizer
que a reacdo de esterificacdo confere maior atividade antibacteriana frente as

bactéria testada, tendo em vista que o 6leo com maior concentragdo dos ésteres



64

cinamatos de citronelila e geranila apresentaram-se mais eficazes quanto a inibicao

bacteriana.

Scherer et al. (2009) em estudo de Concentracdo Inibitéria Minima para o
Oleo essencial de citronela frente a diferentes bactérias obtiveram CMI entre 0,6 e
0,8 mg.mL™ para as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538, isolada de lesdo
humana), Salmonella thyphimurium (ATCC 14028) e Clostridium perfringes (ATCC
1324) e CMI igual a 0,4-0,6 mg.mL™ para Escherichia coli (isolada de suinos) e

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 13388).

Zanetti et al. (2016) em estudo de atividade antimicrobiana do éster cinamato
de geranila frente a bactéria ATCC 25923 (Staphylococcus aureus, sensivel)

obtiveram uma valor de CMI igual a 5000 pg.mL™.

Os valores de CMI obtidos para os ésteres no presente estudo mostram-se
inferiores ao valor obtido por Zanetti et al. (2016), mostrando que o éster cinamato

de citronelila apresenta grande influéncia na atividade antimicrobiana.

Tendo em vista 0s bons resultados obtidos, vé-se como importante, em
trabalhos futuros, a avaliacdo da atividade antibacteriana frente a diferentes

bactérias.

5.9 Estudo de atividade larvicida

A determinacao de atividade larvicida foi determinada a partir da porcentagem
de larvas de Aedes aegypti mortos em funcdo da concentracdo das amostras
avaliadas. Os resultados para o acido cinamico, 6leo essencial de citronela e ésteres
obtidos por reacéo de esterificacdo com duas diferentes enzimas sdo mostrados na

Figura 15.

Pode-se perceber a partir da Figura 15 que o &cido cinamico apresenta maior
atividade larvicida. Quando comparadas as amostras de 6leo essencial antes e ap0s
a reacao de esterificacdo pode-se perceber que os ésteres apresentam maior
atividade. Isso pode ter ocorrido devido ao radical oriundo do acido cinamico

presente no éster formado.
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A partir da aplicagdo de escala logaritmica no tratamento dos dados foi
possivel determinar a CLso para as amostras avaliadas, sendo que esses dados séo

mostrados na Tabela 9.

Figura 15 — Representacdo da porcentagem de larvas de Aedes aegypti mortas em
funcdo do aumento da concentracdo de amostras
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Tabela 9 — Correlacdo entre quantidade de larvas de Aedes aegypti mortas (%) e
concentracdo de amostras com determinagdo da Concentracao Letal Média

Amostra Correlacao R? CLso (ppm)

Acido cinamico y=85,6435.10g10(X) — 90,7776  0,9902 44,03
Oleo essencial de citronela  y=g7 6265 logio(x) — 129,5125 0,9308 111,84

Oleo esterificado em reacgéo
de 48 h com Novozym 435 y=57,9252.log10(X) — 57,5429 0,7830 71,87

Oleo esterificado em reacao
de 52 h com NS 88011 y:54,251.|0910(X) — 55,0295 0,8341 86,30

Pode-se perceber que existe uma diferenca entre as concentracoes letais

meédias para as duas amostras de ésteres, o motivo disso pode ser a maior
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conversdo de substratos em ésteres quando utilizada a enzima Novozym 435, que
apresentou maior valor de CLsg, 0 mesmo ocorrido neste mesmo trabalho quando

avaliada a toxicidade frente a Artemia salina.

A concentracdo letal média (CLsp) obtida para o acido cindmico e ésteres
qualifica as amostras como um potencial agente larvicida, tendo em vista que Cheng
et al. (2003) considera bons agentes larvicidas substancias com valor de CLsg

inferior a 100 ppm.

Resultado semelhante para o 6leo de citronela sobre larvas de mosquito
Aedes aegypti foi relatado por Silva et al. (2017) que obtiveram um valor de CLsg
igual a 120 ppm para o Oleo essencial de citronela da espécie Cymbopogon

winterianus.

Gusmao et al. (2013) em estudo de toxicidade de 6leos essenciais frente a
Callosobruchus maculatus obtiveram concentracao letal média de 328,42 ppm para
o Oleo essencial de citronela (Cymbopogon winterianus). No mesmo estudo,
obtiveram como resultado de CLgy (concentracdo necessaria para matar 90% da

populacdo) uma concentracdo de 500,93 ppm para o0 mesmo 0leo.

Amer e Mehlhorn (2006) em estudo do efeito larvicida de vario Oleos
essenciais contra Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus
relataram que o Oleo essencial de citronela (C. winterianus), em concentrag¢édo de 50

ppm, causou 60% de mortalidade nas larvas apos 24 horas de exposicao.

Gomes et al. (2016) em avaliacdo de atividade larvicida do 6leo essencial de
gengibre (Zingiber officinale Roscoe) frente ao mosquito Aedes aegypti obtiveram

um valor de CLso de 76,07 ppm.

Vasconcelos (2014) em estudo da acdo de extrato de folhas de Schinus
terebinthifolius na sobrevivéncia e no desenvolvimento de larvas de Aedes aegypti,
obtiveram CLso de 0,62% para proantocianidinas poliméricas, taninos hidrolisaveis,

flavonoides heterosideos e agliconas, que séao derivados de acido cinamico.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo, que foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
esterificacdo enzimatica de 6leo essencial de citronela com acido cinamico e avaliar
a toxicidade e atividades antioxidante, antibacteriana e larvicida dos substratos e
ésteres produzidos, apresentou resultados promissores. Sendo assim, pode-se
concluir que a reacdo de esterificacdo deve ser conduzida em sistema de agitacao

mecanica.

Quanto a cinética de esterificacdo em sistema de agitacdo mecanica
avaliando as enzimas Novozym 435 e NS 88011 obteve-se conversdo quase
completa dos substratos em ésteres cinamatos de geranila e citronelila, havendo
variacdo somente no tempo de reacdo, onde quando aplicada a enzima Novozym
435 o tempo em que houve maior conversao em ésteres foi de 48 horas, ja quando

aplicada a enzima NS 88011 este tempo foi de 52 horas.

Para a reacdo de esterificacdo em sistema de irradiacdo de micro-ondas foi

possivel determinar que este sistema néo é viavel para tal reagéo.

Quando avaliada a toxicidade dos substratos e ésteres percebeu-se que
quanto maior a conversdo de substratos em ésteres, maior o poder toxico da

amostra frente a Artemia salina.

Através do ensaio de atividade antioxidante por técnica de neutralizacdo do
radical DPPH foi possivel perceber que a esterificacdo diminui a capacidade de
neutralizacdo deste radical em comparacéo ao 6leo essencial de citronela, tendo em
vista que néo foi possivel determinar a concentracdo necessaria para inibir 50% do
radical nas concentracdes testadas.

No estudo de atividade antibacteriana frente a bactéria Staphylococcus
aureus (ATCC 33591 e amostra clinica) observou-se que a esterificacdo aumenta o
potencial antibacteriano das amostras quando comparados ao 6leo essencial de
citronela. O mesmo aconteceu quando avaliada a atividade larvicida frente as larvas

do mosquito Aedes aegypti.
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Quanto aos estudos de toxicidade e das atividades antioxidante,
antibacteriana e larvicida, pode-se concluir que os ésteres cinamatos de geranila e
citronelila apresentam maior propriedade toxica frente a Artemia salina, maior poder
antibacteriano frente a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 33591 e 517) e maior
atividade larvicida frente as larvas do mosquito Aedes aegypti em comparacdo ao

6leo essencial de citronela.

Sendo assim, conclui-se que a esterificacdo dos alcoois geraniol e citronelol
provenientes do Oleo essencial de citronela € de grande valia quando o objetivo for a

aplicacdo como agente toxico, antibacteriano e larvicida.
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