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O ácido gálico é um poderoso antioxidante natural, porém sua alta polaridade dificulta 

sua solubilização em meio lipídico, dessa forma as modificações na molécula de ácido 

gálico, como a esterificação, podem melhorar sua lipofilicidade, contribuindo para o 

aumento da dispersão em óleos e gorduras. Essas alterações podem ser produzidas via 

catálise ácida ou enzimática. A catálise realizada por enzimas mostra-se um processo 

bastante promissor, devido as condições mais brandas de operação. Nesse sentido, o 

objetivo do presente trabalho foi sintetizar o éster galato de geranila via reação de 

esterificação enzimática em solvente orgânico, e avaliar as atividades biológicas e 

antioxidante dos substratos e do produto obtido. A reação de esterificação nas condições 

de razão molar 1:6 (ácido:álcool), temperatura 70 ºC, concentração de lipase de 10% 

(m/m substratos) e 30 mL de álcool terc-butílico como solvente, por 2 h, obteve um 

rendimento de aproximadamente 21% de conversão. O isolamento do galato de geranila 

foi realizado por cromatografia em coluna (CC) e acompanhado por cromatografia em 

camada delgada (CCD). Os ensaios da atividade antifúngica sobre Aspergillus flavus, 

Alternaria alternata e Penicillium crustosum foram realizados pelo método de difusão 

em meio sólido utilizando cavidades no meio de cultura, sendo que o ácido gálico 

apresentou atividade somente sobre A. flavus, o geraniol mostrou atividade sobre os três 

fungos testados, assim como o éster, porém este formou halo de inibição somente nas 

concentrações mais altas. A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada em 

10 bactérias por meio do método de microdiluição em caldo. O ácido gálico apresentou 

inibição fraca sobre todas as bactérias, assim como o éster, o geraniol apresentou inibição 

moderada sobre Klebsiella pneumoniae e fraca para as demais bactérias. Os resultados da 

toxicidade frente ao microcrustáceo Artemia salina mostrou que o ácido gálico, o geraniol 

e o éster apresentaram toxicidade, sendo que o valor de DL50 para o éster foi de 

101,56 μg.mL-1, para o geraniol foi de 26,48 μg.mL-1 e para o ácido gálico foi de 

836,58 μg.mL-1. A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH, com 

leitura de absorbância a 515 nm, o ácido gálico apresentou o valor de IC50 de 

0,0029 mg.mL-1, já o éster isolado apresentou potencial antioxidante com um valor de 

IC50 de 0,0677 mg.mL-1, além disso sua solubilidade em meio lipídico é maior que a do 

ácido gálico, possibilitando sua aplicação nas indústrias de alimentos ou farmacêuticas.
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Gallic acid is a powerful natural antioxidant, but its high polarity makes it difficult to 

solubilize it in lipid media, so modifications in the gallic acid molecule, such as 

esterification, can improve its lipophilicity, contributing to an increase in dispersion in 

oils and fats. These changes can be produced via acid or enzymatic catalysis. The catalysis 

performed by enzymes shows a very promising process due to the milder conditions of 

operation. In this sense, the objective of the present work was to synthesize the geranil 

gallate ester via the enzymatic esterification reaction in organic solvent, and evaluate the 

biological and antioxidant activities of the substrates and the product obtained. The 

esterification reaction under conditions of 1:6 molar ratio (acid:alcohol), temperature 

70 ºC, lipase concentration of 10% (w/w substrates) and 30 mL of tert-butyl alcohol as 

solvent for 2 h gave a yield of approximately 21% conversion. Isolation of geranyl gallate 

was performed by column chromatography (CC) and accompanied by thin layer 

chromatography (TLC). The antifungal activity tests on Aspergillus flavus, Alternaria 

alternata and Penicillium crustosum were carried out using the solid medium diffusion 

method using wells in the culture medium, and gallic acid showed activity only on A. 

flavus, geraniol showed activity on all three fungi tested, as well as the ester, but this 

formed inhibition halo only at the highest concentrations. The minimum inhibitory 

concentration (MIC) was determined in 10 bacteria by means of the broth microdilution 

method. Gallic acid presented weak inhibition on all bacteria, as well as the ester, geraniol 

showed moderate inhibition on Klebsiella pneumoniae and weak for the others bacteria. 

The results of the toxicity to the microcrack Artemia salina showed that gallic acid, 

geraniol and ester presented toxicity, being that the value of LD50 for the ester was of 

101.56 μg.mL-1, for the geraniol was of 26,48 μg.mL-1 and for gallic acid was 

836.58 μg.mL-1. The antioxidant activity was determined by the DPPH method, with 

absorbance reading at 515 nm, gallic acid had the IC50 value of 0.0029 mg.mL-1, whereas 

the isolated ester presented antioxidant potential with an IC50 value of 0,0677 mg.mL-1, 

its solubility in lipid medium is greater than that of gallic acid, allowing its application in 

the food or pharmaceutical industries. 

 

Key-words: Enzymatic esterification. Gallic acid. Geraniol. Lipophilic antioxidant. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O ácido gálico é um fitoquímico encontrado em diversas plantas, sendo 

considerado um poderoso antioxidante natural (LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; 

CRECZYNSKI-PASA, 2013; MEDINA-TORRES et al., 2013), com possibilidade de uso 

em diversos produtos para prevenir a rancidez em lipídios (PASANPHAN; 

CHIRACHANCHAI, 2008), porém sua alta polaridade dificulta a interação com sistemas 

lipídicos, diminuindo sua eficiência. 

Uma alternativa encontrada para superar essa dificuldade foi a síntese de 

derivados do ácido gálico. Esses agentes antioxidantes passaram a ser produzidos e 

amplamente utilizados na indústria alimentícia, de cosméticos e farmacêutica 

(LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA, 2013). 

As modificações de ácidos fenólicos, por meio da reação de esterificação com 

álcoois de cadeia média e longa, podem gerar uma molécula anfílica com melhor 

lipofilicidade, contribuindo para o aumento do efeito biológico, alterando a afinidade por 

alvos celulares, a difusão através das membranas lipídicas e a dispersão em óleos e 

gorduras (FIGUEROA-ESPINOZA; VILLENEUVE, 2005). 

Essas alterações na molécula do ácido gálico podem ser produzidas via catálise 

ácida como relatado por diversos autores (JANG et al., 2009; TANAKA; CHINO; 

TAKAHASHI, 2012; KHATKAR et al., 2017) ou por catálise enzimática tanto do ácido 

gálico quanto do ácido tânico, utilizando como catalisador tanases (YU; LI; WU, 2004; 

SHARMA; GUPTA, 2003; FERNANDEZ-LORENTE et al., 2011; NIE et al., 2012) e 

lipases (BOUAZIZ et al., 2010; SHARMA et al., 2017), a fim de sintetizar diferentes 

ésteres de ácido gálico, chamados de galatos. 

O uso de enzimas como catalisadores, principalmente as lipases, mostra-se como 

um processo bastante promissor, pois emprega condições mais brandas de temperatura, 

pressão e pH, gerando uma menor quantidade de resíduos e consumo de energia, além 

disso, as enzimas possuem uma grande seletividade ou especificidade em relação a um 

substrato, à posição e a isômeros, produzindo menos subprodutos (CASTRO et al., 2004).  

Alguns trabalhos citados na literatura sintetizaram o galato de geranila por via 

química e buscaram avaliar algumas atividades biológicas, obtendo em grande parte dos 

estudos resultados satisfatórios, e em alguns casos melhora nas respostas em comparação 

com o ácido gálico (ABE; KASHIWAGI; NOGUCHI, 2000a; ABE; KASHIWAGI; 

NOGUCHI, 2000b; KUBO; FUJITA; NIHEI, 2002). 
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Porém, não há relatos em trabalhos publicados até o momento quanto a síntese 

enzimática do galato de geranila, assim como há poucos trabalhos explorando as 

propriedades biológicas deste éster. Nesse sentido, a síntese de galatos via esterificação 

enzimática, em especial do galato de geranila, pode ser uma abordagem promissora para 

a geração de substâncias bioativas e de novos agentes antioxidantes naturais para a 

preservação de alimentos e cosméticos. 

 



16 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O trabalho tem como objetivo geral sintetizar enzimaticamente o galato de 

geranila utilizando a lipase Novozym 435 em sistema com solvente orgânico e avaliar as 

atividades biológicas e antioxidante do produto.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar o efeito do solvente álcool terc-butílico sobre a atividade da enzima; 

• Sintetizar um éster a partir de ácido gálico e geraniol utilizando como catalisador 

a lipase Novozym 435; 

• Quantificar o produto por titulação e isolar o produto por cromatografia em 

coluna; 

• Verificar a lipossolubilidade do éster em diferentes solventes orgânicos e em óleo 

de soja; 

• Determinar a concentração inibitória mínima dos substratos e do produto nos 

fungos Alternaria alternata, Aspergillus flavus e Penicillium crustosum; 

• Determinar a concentração inibitória mínima dos substratos e do produto sobre as 

bactérias Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Streptococcus mutans, 

Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri e 

Salmonella choleraesuis; 

• Avaliar a toxicidade aguda frente à Artemia salina do produto e dos substratos;  

• Avaliar a atividade antioxidante dos substratos e do produto. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Neste item será apresentada uma breve revisão sobre o estado da arte no que 

concerne à geraniol, ácido gálico, derivados do ácido gálico, síntese de ésteres, oxidação 

lipídica e atividade antioxidante. 

 

3.1 Geraniol 

 

O geraniol (3,7-dimetilocta-trans-2,6-dien-1-ol) é um monoterpeno acíclico 

(Figura 1), presente na maioria dos óleos essenciais de plantas que contém terpenos, como 

Cymbopogon winterianus Jowitt. (citronela) (RAJESWARA RAO et al., 2004), 

Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats (palmarosa) (DUBEY; LUTHARA, 2001), Rubus 

sp. (amora) (DU; FINN; QUIAN, 2010), Pelargonium graveolens L' Heri (gerânio) 

(BLANK et al., 2012), Citrus bergamia Risso (bergamota) (FELIPE; BICAS, 2017), 

entre outros.  

Figura 1 - Estrutura química do geraniol. 

 

Fonte: a autora. 

 

O geraniol origina-se da molécula geranil difosfato através de sínteses que 

executam reações de ionização (BOHLMANN; MEYER-GAUEN; CROTEAU, 1998). 

Geralmente a biossíntese de geraniol é realizada através da via do mevalonato, porém em 

algumas plantas pode ser sintetizado por uma via independente. O produto chamado de 

geraniol é constituído por uma mistura de dois isômeros, onde o trans é chamado de 

geraniol e o cis de nerol (CHEN; VILJOEN, 2010). 

Apresenta características de um líquido incolor, oleoso e com aroma de rosa 

(10 ppm), insolúvel em água, porém solúvel em solventes orgânicos, sendo utilizado em 

cosméticos, perfumes, sabonetes, produtos de limpeza em geral, entre outros 

(LAPCZYNSK et al., 2008).  
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A Flavor and Extract Manufacturers Association (FEMA) e a Food and Drug 

Administration (FDA) classificam o geraniol como geralmente reconhecido como seguro 

(GRAS) e aprovam seu uso como aditivo alimentar (FEMA, 1965; LAPCZYNSK et al., 

2008). Na indústria de alimentos é utilizado como flavor nos aromas de pera, amora, 

melão, maçã vermelha, lima, laranja, limão, melancia, abacaxi e blueberry (BENETI et 

al., 2011). 

A literatura relata diversas atividades farmacológicas, como repelência, acaricida 

e inseticida (TRAINA et al., 2005; JEON; LEE; LEE, 2009; KHALLAAYOUNE et al., 

2009; NICULAU et al., 2013), ação antihelmíntica (KUMARAN et al., 2003; HIERRO 

et al., 2004), antimicrobiana (BARD et al., 1988; FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL, 

2002; SI et al., 2006; LEITE et al., 2015; SANTOS et al., 2017), antioxidante (CHOI et 

al., 2000; TIWARI; KAKKAR, 2009) e atividade antitumoral in vitro e in vivo, contra 

leucemia, hepatoma e células de melanoma (SHOFF et al., 1991; YU; ANDERSON; 

ELSON, 1995; YU; HILDEBRANDT; ELSON, 1995; BURKE et al., 1997; 

CARNESECCHI et al., 2001). Além disso, o geraniol possui atividades 

quimiopreventivas em diversos modelos de carcinogênese (CARNESECCHI et al., 

2004). 

 

3.2 Ácido gálico 

 

O ácido gálico (3,4,5 trihidroxibenzóico) é um metabólito vegetal que deriva de 

rotas bioquímicas a partir do ácido chiquímico, podendo ser obtido a partir de taninos 

hidrolisáveis de plantas por hidrólise com ácido (ácido sulfúrico) ou tanases 

(E.C.3.1.1.20) (GRUNDHÖFER et al., 2001; ROSSO, 2005).  

É encontrado naturalmente em diversas plantas, como na madeira de 

Myracrodruon urundeuva Allemão (aroeira preta) (QUEIROZ; MORAIS; 

NASCIMENTO, 2002), nas sementes de Dimocarpus longan Lour. (longan) e caroço de 

Mangifera indica L.(manga) (SOONG; BARLOW, 2006), em folhas de Alchornea 

glandulosa Poepp & Endl (tamanqueiro) (CALVO et al., 2007), nas raízes de Paeonia 

rockii (S.G. Haw & Lauener) T. Hong & J.J. Li (peônia da rocha) (PICERNO et al., 2011), 

nas folhas, caules e raízes de diferentes variedades de Labisia pumila Benth (akar 

fatimah) (KARIMI; JAAFAR; AHMAD, 2011), entre outras. 

Este ácido fitoquímico é um poderoso agente antioxidante, e essa atividade lhe é 

atribuída devido ao alto poder redutor e a baixa entalpia de dissociação da ligação O–H 
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(oxigênio – hidrogênio) da estrutura fenólica trihidroxilada (Figura 2) (INOUE et al., 

1995; JI; ZHANG; SHEN, 2006).  

 

Figura 2 - Estrutura química do ácido gálico. 

 

Fonte: a autora. 

 

O ácido gálico apresenta-se como um pó cristalino branco, solúvel em água 

quente, acetona, acetato de etila e dimetilsulfóxido (DMSO), com baixa solubilidade em 

água fria e insolúvel em clorofórmio e benzeno (SANTOS, 2007). O ácido gálico é uma 

substância muito reativa devido à sua natureza fenólica, dessa maneira deve ser mantido 

ao abrigo da luz (BUDAVARI, 1996; HOEPFNER; RENG; SCHIMIDT, 2002).  

Em relação a suas propriedades ativas, estudos constataram ação 

antimelanogênica e antioxidante (KIM, 2007; CUSTODIO et al., 2017; 

THANYACHAROEN et al., 2018), anti-inflamatória (KROES et al., 1992), 

antimutagênico (BIROŠOVÁ; MIKULÁŠOVÁ; VAVERKOVÁ, 2005), neuroprotetiva 

(NABAVI et al., 2012; MANSOURI et al., 2013) e apoptose em linhagens celulares de 

câncer de pulmão humano (KAWADA et al, 2001). 

 

3.2.1 Derivados do ácido gálico 

 

Compostos químicos isolados que possuam atividades biológicas podem sofrer 

um incremento em tal atividade através da modificação da estrutura molecular com a 

incorporação de novos grupamentos ou simplificação da molécula (BARBOSA, 2010). 

Segundo Rosso (2005), a função ácida do ácido gálico possibilita sua esterificação 

com diversas substâncias, gerando galatos (Figura 3) com os mais variados efeitos 

biológicos. 
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Figura 3 - Estrutura básica dos galatos (R = cadeia alquílica com número variável de carbonos). 

 

Fonte: a autora. 

 

Dentre os galatos utilizados pela indústria como antioxidantes, o galato de propila 

é empregado em alimentos, cosméticos e medicamentos, já os galatos de metila, octila e 

dodecila são usados pela indústria farmacêutica e cosmética (LOCATELLI; FILIPPIN-

MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA, 2013). 

Os galatos de propila, dodecila e octila são permitidos pela legislação vigente no 

limite máximo de 100 mg.kg-1 em óleos de gorduras (BRASIL, 2007) e em cremes 

vegetais e margarina o galato de propila é permitido no limite de 200 mg.kg-1 (sobre o 

teor de gordura) (BRASIL, 2005).  

São relatados na literatura alguns estudos sobre as propriedades bioativas dos 

ésteres de ácido gálico, entre elas: inibição da cadeia respiratória do parasita 

Trypanossoma cruzi (LETELIER et al 1990), atividade antimicrobiana contra 

Escherichia coli (BOYD; BEVERIDGE, 1981), toxicidade em hepatócitos de ratos 

contribuindo na disfunção mitocondrial (NAGAKAWA; TAYAMA, 1995).  

Além disso, os galatos podem ser potentes indutores de apoptose em células U937 

de leucemia monoblástica humana (SAEKI et al., 2000), inibidores da esqualeno 

epoxidase (ABE: KASHIWAGI; NOGUCHI, 2000a), neuroprotetores, antioxidantes e 

anticarcinogênicos (LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA, 

2013).  

Sakaguchi et al. (1999), demonstraram que derivados do ácido gálico 

apresentaram maior citotoxicidade do que o ácido gálico em algumas linhagens de células 

cancerosas. 

Em seu estudo, Kubo (1999), verificou que os ésteres de ácido gálico 

apresentaram atividade antifúngica contra Saccharomyces cerevisiae, sendo o galato de 

nonila a substância que apresentou maior atividade, ao contrário do ácido gálico que não 

mostrou tal atividade.  
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Os galatos de alquila podem ser sintetizados por catálise química, onde o ácido 

gálico está sob refluxo com álcoois na presença de diversos catalisadores, tais como o 

ácido sulfúrico concentrado, cloreto de hidrogênio, trifluoreto de boro, cloreto de 

alumínio, anidrido trifluoroacético, éster polifosfato, óxido de neodímio, 

diciclohexilcarbodiimida, bissulfato de grafite, entre outros (SHI et al.,2015).  

Entretanto, as desvantagens desse sistema são tempo de reação (8-12 h), baixo 

rendimento e custo dos catalisadores. Além do mais, o ácido gálico é sensível ao calor e 

suscetível à oxidação, dessa forma, a síntese enzimática pode ser uma alternativa atraente 

para a produção de galatos (WEETALL, 1985; SHI et al.,2015).  

Porém, como todo processo biotecnológico, esse método também apresenta 

algumas desvantagens, como baixos rendimentos, elevado tempo de reação e uso dos 

solventes (SHI et al.,2015), necessitando uma otimização do processo. 

Bouaziz et al. (2010) otimizaram a síntese de galato de propila em sistema livre 

de solvente e obtiveram a conversão máxima de éster (90%) com 400 IU de lipase 

imobilizada não comercial obtida de Staphylococcus xylosus e temperatura de 52 ºC. 

Sharma et al. (2015) utilizaram a lipase de Bacillus licheniformis SCD11501 

imobilizada em celite, em sistema livre de solvente, para a produção de galato de metila, 

etila, propila e butila, atingindo as taxas de conversões de 58,2; 66,9; 72,1 e 63,8%, 

respectivamente. O galato de propila foi o éster produzido em maior quantidade (72,1%), 

conversão esta alcançada na temperatura de 55 ºC, concentração de biocatalisador de 

1,5% e presença de peneiras moleculares, por 10 h. 

 

3.2.2 Galato de geranila 

 

O galato de geranila (3,4,5-tri-hidroxi benzoato de 3,7-dimetilocta-2,6-dienil) é 

um composto de fórmula molecular C17H22O5 e peso molecular de 306,358 g.mol-1, 

produzido através da esterificação do ácido gálico com geraniol (Figura 4).  
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Figura 4 - Estrutura química do galato de geranila. 

 

Fonte: a autora 

 

Abe, Kashiwagi e Noguchi (2000a) sintetizaram diversos galatos através de 

catálise ácida, entre eles o galato de geranila, e investigaram a atividade de inibição da 

esqualeno epoxidase em ratos, enzima relacionada com a biogênese de colesterol e 

obtiveram uma inibição moderada para galato de geranila. 

Os mesmos autores avaliaram a atuação do ácido gálico sobre a mesma enzima e 

verificaram que este composto não causou inibição da esqualeno epoxidase em ratos 

(ABE; KASHIWAGI; NOGUCHI, 2000b) 

Além disso, essa enzima encontra-se na membrana celular de fungos, e quando 

inativada deixa de regular a produção de ergosterol, composto fundamental para a 

manutenção da estrutura da membrana plasmática nesses micro-organismos. Dessa 

forma, substâncias que inativem essa enzima podem apresentar efeito antifúngico 

(RYDER, 1991). 

O efeito antifúngico do galato de geranila foi evidenciado por Kubo et al. (2002b), 

onde em testes de atividade antifúngica, a concentração inibitória mínima (CIM) e a 

concentração fungicida mínima (CFM) contra S. cerevisiae ATCC 35640 foi de 

0,05 mg.mL-1 para ambos os ensaios. O ácido gálico não apresentou atividade antifúngica 

contra esta cepa (KUBO et al., 1999). 

Kubo, Fujita e Nihei (2002) avaliaram a concentração bactericida mínima (CBM) 

do galato de geranila contra Salmonella choleraesuis ATCC 35640, e encontraram o valor 

de 0,05 mg.mL-1, para o ácido gálico, o valor encontrado foi de 1,6 mg.mL- 1. 

Kubo et al. (2004) avaliaram a CBM para Bacillus subtilis ATCC 9372, e 

encontraram para o ácido gálico o valor de >3,2 mg.mL-1. Já o galato de geranila 

apresentou uma CBM de 0,025 mg.mL-1, indicando que a fração hidrofóbica pode afetar 

esta cepa. 
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Sugatani et al. (2004) testaram diversos galatos contra o fator ativador de 

plaquetas (PAF) (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina) em coelhos e encontraram 

para o galato de geranila o valor de IC50 de 6,5 μM, já o ácido gálico não apresentou esta 

propriedade. O PAF possui propriedades hipotensoras e ulcerogênicas, além de ser 

responsável por ativar numerosos tipos de células que podem estar envolvidos em 

processos de inflamação, alergias, entre outros (SUGATANI et al., 2004; RODWELL et 

al., 2017). 

 

3.2.3 Toxicidade do ácido gálico e seus derivados 

 

O ácido gálico é um componente natural presente de muitos alimentos e bebidas 

de origem vegetal, sendo que nos Estados Unidos o consumo médio deste composto é de 

cerca de 1 g por dia (LU et al., 2006).  

Segundo Niho et al. (2001), o ácido gálico ingerido em alimentos poderia ser 

biodegradado no trato gastrointestinal, assim como o ácido tânico e os galatos.  

Em relação a toxicidade, o ácido gálico não apresentou potencial mutagênico nas 

cepas de Salmonella typhimurium TA98, TA100 e TA1535 com ou sem ativação 

metabólica (RASHID et al., 1985; CHEN; CHUNG, 2000).  

Dollahite, Pigeon e Camp (1961) não observaram quaisquer efeitos adversos após 

a administração de uma dose aguda de ácido gálico de 5000 mg.kg-1 de peso corporal em 

ratos.  

Os toxicologistas afirmam que qualquer substância que não seja letal quando 

administrada de forma aguda a uma concentração de 5000 mg.kg-1 de peso corporal não 

apresenta toxicidade (OECD, 1981, ANON, 1985). 

O efeito tóxico subcrônico do ácido gálico foi estabelecido por Niho et al. (2001), 

através da administração oral em ratos F344 por 13 semanas, os efeitos observados foram 

anemia de provável origem hemolítica e hipertrofia das células do fígado. O NOAEL (No 

Observed Adverse Effect Level) do ácido gálico foi estimado pelos autores em 0,2% na 

dieta sob as condições experimentais em ratos, sendo traduzidos para 119 e 128 mg.kg-1 

por dia, respectivamente para machos e fêmeas. 

Variya et al. (2019) avaliaram a toxicidade aguda e subaguda (28 dias) do ácido 

gálico em camundongos albinos, e encontraram a DL50 maior do que 2000 mg.kg-1 

(categoria 5, DL 50  > 2000 mg.kg-1), além do mais, o ácido gálico não produziu nenhuma 

toxicidade significativa relacionada a parâmetros hematológicos, bioquímicos e 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691501000229#BIB13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691501000229#BIB1


24 
 

adipogênico no estudo de toxicidade subaguda em camundongos. Baseado nos resultados 

os autores sugerem que a ingestão de ácido gálico não tem nenhuma ação adversa ou 

toxicidade aguda ou subaguda relacionada à saúde. 

Rajalakshmi, Devaraj e Niranjali Devaraj (2001) avaliaram por 28 dias a 

toxicidade de doses repetidas em camundongos para o ácido gálico, até a dose de 

1000 mg.kg-1. Os autores não observaram efeitos adversos em parâmetros hematológicos, 

bem como nenhuma alteração histológica no coração, fígado, rim, pulmão e cérebro. 

No que refere-se a toxicidade dos galatos, Dacre (1974) não observou efeitos 

tóxicos em camundongos albinos após 90 dias em dietas contendo de 1000-5000 mg.kg- 1 

de galato de propila.  

Suganthy, Muniasamy e Archunan (2018) verificaram a toxicidade de doses 

repetidas do 7-galato de metila em camundongos durante 28 dias, e não observaram 

modificações nos parâmetros avaliados na dose de 1000 mg.kg-1. 

Orten, Kuyper e Smith (1948) verificaram em camundongos a diminuição da 

ingestão de alimentos e a inibição do crescimento nos níveis de dose dietética de 

11700 mg.kg-1 de galato de propila, porém o mesmo não foi observado em doses menores.  

Segundo Van der Heijden, Janssen e Strik (1986), o Comitê Conjunto de 

Especialistas em Aditivos Alimentares da FAO/OMS (JECFA) estabeleceu em 1980 o 

ingestão diária recomendada (IDR) para o galato de propila, octila e dodecila em 

0- 0,2 mg.kg- 1 de peso corporal. Em 1996, o JECFA fez sua última reavaliação de IDR 

do galato de propila, sendo este definido em 0-1,4 mg.kg-1 de peso corporal, já para o 

galato de octila e dodecila não foi estabelecido um IDR (JECFA, 1996). 

Entretanto, Van der Heijden, Janssen e Strik (1986) afirmam que o galato de 

propila é rapidamente absorvido no trato gastrointestinal, assim como os galatos de octila 

e dodecila que são absorvidos e hidrolisados para uma estrutura menor ou igual a do 

galato de propila. 

Segundo Kubo, Fujita e Nihei (2003), após o galato de geranila ser consumido no 

alimento, este éster seria hidrolisado a ácido gálico e geraniol, que são componentes 

naturais de plantas. 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230018303027#bib23
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dose-toxicity
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691501000229#BIB2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0273230018303027#bib24
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dose-toxicity
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691501000229#BIB7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691501000229#BIB7
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3.3 Síntese de ésteres 

 

A esterificação é uma reação que ocorre entre um ácido carboxílico livre e um 

álcool, formando como produto éster e água (SOLOMONS; FRYHLE, 2012), como 

mostra a Figura 5.  

 

Figura 5 - Reação de esterificação. 

 

Fonte: adaptado de Barzca (2011). 

 

Essa reação é reversível e lenta, sendo necessário a utilização de catalisador e 

excesso de um dos reagentes, para evitar a reversibilidade da reação e aumentar o 

rendimento.  

Outra forma de deslocar o equilíbrio para a formação dos produtos é retirando-se 

a água que vai sendo formada na reação (RAJENDRAN; PALANISAMY; 

THANGAVELU, 2009; SOLOMONS; FRYHLE, 2012). Segundo Barzca, (2011) a 

velocidade de reação depende da natureza do o ácido orgânico e álcool utilizado e da 

temperatura do meio. 

A produção de ésteres através da síntese química pode ser realizada por 

esterificação ou interesterificação (acidólise, alcoólise, glicerólise ou transesterificação) 

(GÜVENÇ; KAPUCU; MEHMETOGLU, 2002).  

Os principais catalisadores empregados na indústria para acelerar a reação de 

esterificação são os ácidos de Brønsted, como o sulfúrico (H2SO4) e clorídrico (HCl). 

Entretanto, a utilização de catalisadores químicos esbarra em alguns inconvenientes como 

a dificuldade na recuperação do catalisador, o alto consumo de energia (200 a 250 ºC), a 

corrosão de equipamentos, a pouca seletividade, o tratamento de resíduos, a possível 

desidratação dos álcoois e a formação indesejada de subprodutos (OZYILMAZ; GEZER, 

2010; CHIARADIA et al., 2011; MARTINS et al., 2011). 
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A grande procura por tecnologias “limpas” gerada pela crescente preocupação 

com o impacto ambiental originado pela catálise ácida, impulsiona o uso de 

biocatalisadores, como as lipases, em síntese orgânica.  

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases (EC 3.1.1.3)) pertencem a classe das 

hidrolases, catalisando a hidrólise de triacilgliceróis de cadeias longas a diacilgliceróis, 

monoacilgliceróis, ácidos graxos livres e glicerol na interface orgânico-aquosa 

(CARVALHO et al., 2003; ROESLER; VANZIN; BURKERT, 2017).  

Apesar de algumas desvantagens, como a possível inativação da enzima, o custo 

do solvente, a etapa adicional de remoção do solvente do sistema reacional, tempo de 

reação algumas vezes prolongado e baixo rendimento, a esterificação com lipases ainda 

é uma alternativa vantajosa (HALLING, 1994; SABALLY et al., 2005).  

Segundo Paroul et al. (2010), as lipases podem substituir os catalisadores 

químicos de forma bastante eficiente, principalmente quando o produto final depende de 

uma alta pureza. Além do mais, os bioprocessos catalisados por lipases são muitos 

próximos aos desenvolvidos pela natureza. 

Dentre as lipases investigadas para catálise enzimática, a lipase comercial 

imobilizada Novozym 435 tem sido amplamente utilizada devido às sua quimio-, régio- 

e enantiosseletividade, estabilidade térmica e capacidade de executar a reação em meios 

não aquosos (YADAV; KAMBLE, 2018).  

A lipase Novozym 435 é usada com sucesso em reações como esterificação, 

transesterificação, amidação, hidrólise e epoxidação em meios aquosos e não aquosos 

(SALVI; KAMBLE; YADAV, 2018). Além disso, pode ser empregada em reações de 

lipofilização de ácidos fenólicos (SOROUR et al., 2012; YANG; GUO; XU, 2012; XU et 

al., 2018). 

Sbardelotto et al. (2018) investigaram a produção de butanoato de geranila a partir 

de geraniol e ácido butanoico utilizando como catalizador a lipase Novozym 435 e a 

Novozyme NZL-102-LYO-HQ de Candida antarctica B (Cal B) imobilizada em 

poliuretano, obtendo conversões máximas próximas a 95% de butanoato de geranila para 

ambas as enzimas.  

Yadav e Kamble (2018) empregaram diferentes lipases comerciais, sendo elas 

Novozym 435, Lipozyme RM-IM e Lipozyme TL IM como catalisadores da conversão 

de geraniol em éster, e verificaram que a Novozym 435 foi considerada o catalisador mais 

ativo, atingindo a conversão 96% de acetato de geranila. 
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3.3.1 Fatores que influenciam a esterificação enzimática 

 

A esterificação enzimática é um processo dependente de diversos fatores, como 

água presente no meio reacional, temperatura, razão molar dos substratos, concentração 

de enzima, pH e agitação, bem como a interação entre eles (STERGIOU et al., 2013). 

 

Efeito da atividade de água 

 

A formação de água durante a esterificação é um dos parâmetros mais importantes 

a ser controlado, pois afeta negativamente o rendimento da reação, entretanto a presença 

de uma certa quantidade de água é necessária para condicionar o estado tridimensional 

ativo e manter a atividade do sítio polar da enzima, bem como sua estabilidade 

(GRAEBIN et al., 2012).  

O excesso de água formado pode ser retirado do meio através de adsorção, 

destilação, agentes secantes e membranas seletivas à água (ROESLER; VANZIN; 

BURKERT, 2017).  

 

Efeito da temperatura 

 

A temperatura é outro fator que pode influenciar a esterificação enzimática, 

negativa ou positivamente. De um lado, as altas temperaturas podem prejudicar a 

estabilidade ou desnaturar a enzima, por isso deve-se levar em consideração a temperatura 

ótima de trabalho do biocatalisador. Por outro lado, o aumento da temperatura pode 

reduzir a viscosidade da mistura, aumentar a solubilidade mútua e melhorar o processo 

de difusão dos substratos, favorecendo, assim, a transferência de massa e a interação 

entre a enzima e os substratos (LERIN et al., 2012).  

 

Efeito da razão molar 

 

A razão molar dos substratos também é um parâmetro pode a ser controlado, já 

que a reação de esterificação é reversível, para contornar este problema, geralmente 

adiciona-se um dos substratos em maior quantidade, o que pode deslocar o equilíbrio 

químico, aumentando as taxas de conversão, até certo ponto, quando pode ocorrer o 

efeito de inibição (VILLENEUVE, 2007).  
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De acordo com Nordblad e Adlercreutz (2008), o ácido e o álcool inibem as 

lipases através de mecanismos de inibição competitiva. Os álcoois são capazes de 

vincular proteínas e induzir sua desidratação, reduzindo a atividade enzimática 

(SOUZA et al., 2017).  

No caso dos ácidos, uma molécula ácida adicional poderia produzir uma 

interferência com a desacilação da enzima, obstruindo o acesso para o sítio ativo 

(HARI; KARANTH, 2001). Além do mais, um aumento na concentração do ácido pode 

levar a um aumento no conteúdo de prótons no sistema, reduzindo a atividade 

enzimática (NORDBLAD; ADLERCREUTZ, 2008). 

Ainda em relação aos substratos, Castro, Oliveira e Soares (1997), verificaram 

que o tamanho da cadeia dos álcoois influencia significativamente no rendimento da 

esterificação, sendo que os álcoois primários são mais reativos do que os secundários e 

terciários. Algumas lipases possuem dois sítios ativos, um para substratos pequenos e 

outro para substratos grandes (VARMA; MADRAS, 2010). Contudo, moléculas menores 

difundem-se mais facilmente pelo sítio ativo da enzima (STERGIOU et al., 2013). 

 

Efeito da concentração da enzima 

 

A massa da enzima utilizada na reação é um fator importante para a esterificação 

enzimática, geralmente observa-se que o aumento da concentração do biocatalisador leva 

ao aumento na conversão do produto, devido à ampliação da quantidade de sítios ativos 

no meio reacional (LOPES, 2009).  

Segundo Aracil, Garcia e Martinez (1993), a carga enzimática é o efeito mais 

significativo na reação de esterificação enzimática. Assim, deve-se descobrir a 

concentração ótima nas reação enzimática, já que as enzimas são o principal componente 

de custo ligado ao processo.  

 

Efeito do pH 

 

O valor de pH do meio reacional também desempenha um papel importante em 

reações de esterificação catalisadas por lipase, pois estas quando extraídas de mamíferos 

tendem a um pH ótimo ácido, enquanto lipases de fontes microbianas exibem pH ótimo 

alcalino, no entanto estes últimos resultados foram registrados em meio aquoso 

(KRISHNA; KARANTH, 2002).  
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Dessa forma é necessário conhecer o pH ótimo da lipase, porém este pode ser 

alterado na presença e/ou ausência de fatores, como sais, emulsionantes, substratos, etc. 

(KRISHNA; KARANTH, 2002), e depende ainda dos fatores ligados ao tipo de reação 

onde a enzima será adicionada, como concentração do substrato, temperatura e tempo de 

duração da reação (REED, 1975; YEE; AKOH; PHILLIPS, 1997). 

 

Efeito da agitação 

 

Os reagentes empregados muitas vezes são imiscíveis, dessa forma um aumento 

na agitação pode favorecer a formação de ésteres, devido ao aumento da interação entre 

os reagentes e o catalisador (OLIVEIRA, 2014).  

No caso de enzimas imobilizadas, os reagentes necessitam difundir do líquido a 

granel para a superfície externa da partícula e então para os poros no interior do 

catalisador onde a reação ocorre e os produtos são formados (SUN et al., 2013; 

KUPERKAR et al., 2014).  

As limitações da transferência de massa externa podem ser diminuídas com 

velocidade ideal de agitação, Kuperkar et al. (2014) em seu trabalho de síntese de 

propionato de isobutila utilizando a lipase imobilizada Novozym 435, verificaram que o 

houve um aumento na taxa de conversão com o aumentou na faixa de agitação de 100 até 

300 rpm, já na agitação de 400 rpm a conversão diminuiu e em uma agitação a partir de 

300 rpm por 5 a 6 h a enzima desprendeu-se do suporte, perdendo sua capacidade de 

reuso. 

 

3.3.2 Biocatálise com solventes orgânicos 

 

O processo de escolha do solvente orgânico é uma etapa importante na 

esterificação enzimática, pois a atividade da enzima e a conversão do produto podem ser 

afetadas pelos substratos e solventes utilizados na reação (LERIN et al., 2011). 

O solvente orgânico deve dissolver completamente os substratos sem afetar a 

atividade da enzima. O coeficiente de partição do solvente (Log P) é frequentemente 

utilizado para definir o solvente utilizado, geralmente, os solventes com Log P<2 não são 

indicados para biocatálises (CHEN, 1996), os solventes com Log P entre 2 e 4, menos 

hidrofílicos, interagem fracamente com o sistema água-biocatalisador, sendo sua 

estrutura afetada de maneira imprevisível, já os solventes com Log P superior a 4 são 
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hidrofóbicos e não perturbam a camada de água, assim o biocatalisador tende a 

permanecer no seu estado ativo (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). 

Os solventes mais utilizados em reações de esterificação são heptano, hexano, 

álcool etílico, álcool terc-butílico, dimetilsufóxido, acetona, acetonitrila, entre outros. O 

ácido gálico é uma substância polar, dessa forma dissolve-se bem em solventes polares, 

como dimetilsufóxido (DMSO), álcool etílico e álcool terc-butílico. 

Entretando, apesar de ser um bom solvente, a utilização do DMSO apresenta 

inconvenientes, como dificuldade na separação do produto do solvente, devido a sua a 

temperatura de ebulição de 189 ºC, e sua alta hidrofilicidade, que leva a um aumento da 

quantidade de água no sistema, não desejável para a síntese de ésteres (BALEN, 2016). 

Já o álcool etílico trata-se de um álcool primário (BALEN et al., 2015), que pode competir 

com o geraniol na reação de esterificação com o ácido gálico.  

O álcool terc-butílico é um álcool terciário que apresenta uma temperatura de 

ebulição de 82,2 ºC, permitindo que seja utilizado em reações com uma temperatura mais 

elevada (BALEN, 2016). Além disso, os álcoois terciários, devido ao impedimento 

estérico, não reagem com o biocatalisador e com o substrato, possuem um baixo efeito de 

desativação na enzima e sua remoção ao final da reação é geralmente fácil 

(VILLENEUVE, 2007). 

A reação de síntese enzimática entre ácido gálico e geraniol, devido a diferença 

de polaridade, necessita de um solvente orgânico que atenda todas estas exigências para 

que ocorra a solubilização dos substratos e torne possível a reação, o álcool terc-butílico 

atende aos requisitos e seu uso é constantemente relatado na literatura. 

Lerin et al. (2012), em seu trabalho sobre a conversão de palmitato de ascorbila, 

encontrou melhores resultados de rendimento empregando o álcool terc-butílico (log P = 

0,80).  

Balen et al. (2015) avaliaram diversos solventes para a reação de esterificação de 

oleato de ascorbila com a enzima Novozym 435, e verificaram que o álcool terc-butílico 

foi o solvente mais adequado para a reação.  

 

3.4 Oxidação lipídica 

 

A oxidação lipídica é um dos principais processos responsáveis pela deterioração 

de alimentos com alto teor de gordura, gerando perda significativa de sabor, cor, textura 

e nutrientes (SHEN et al., 2018).  
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Os mecanismos de oxidação de lipídios, segundo Ramalho e Jorge (2006), são: 

 Reações hidrolíticas, catalisadas por lipases ou pela ação de altas temperaturas e 

umidade, gerando ácidos graxos livres; 

 Oxidação enzimática, onde as lipoxigenases levam à formação de peróxidos e 

hidroperóxidos; 

 Foto-oxidação, promovida pela radiação ultravioleta na presença de 

fotossensibilizadores; 

 Auto-oxidação, reação com o oxigênio molecular e ácidos graxos insaturados 

presentes nos lipídios via mecanismo autocatalítico, formado por três etapas, 

iniciação, propagação e terminação, como pode ser observado na Figura 6, sendo 

o mecanismo mais comum de oxidação em óleos e gorduras. 

 

Figura 6 – Esquema geral do mecanismo de auto-oxidação lipídica. 

 

Onde: RH – ácido graxo insaturado; R• - radical livre; ROO• - radical 

peróxido e ROOH – hidroperóxido. 

Fonte: adaptado de Ramalho e Jorge (2006). 

 

A primeira fase, chamada de iniciação, ocorre a partir da retirada de um átomo de 

hidrogênio do grupo metileno de um ácido graxo insaturado, gerando um radical livre. 

Essa fase é favorecida em condições de temperaturas elevadas, presença de catalizadores 

metálicos, espécies reativas de oxigênio e exposição a luz. 

Na fase seguinte, a propagação, há o início de uma reação em cadeia de radicais 

livres, provocada pelo alto consumo de oxigênio atmosférico, dando origem a produtos 

primários de oxidação e alterações de aroma e sabor. 
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Na terminação ocorre o fim da propagação da reação, neste caso, dois radicais 

livres combinam-se entre si, formando substâncias estáveis (ANDREO; JORGE, 2006; 

RAMALHO; JORGE, 2006; O’BRIEN; O’CONNOR, 2016).). 

Os principais métodos para evitar a auto-oxidação e prolongar a vida de prateleira 

dos alimentos são a refrigeração, a ausência de luz e oxigênio e a utilização de pequenas 

quantidades de antioxidantes (ORDÓÑEZ, 2005; SHEN et al., 2018). 

 

3.5 Antioxidante  

 

A formação das espécies reativas ocorre através do processo respiratório e das 

diversas reações oxidativas que ocorrem em sistemas biológicos aeróbicos (SILVA et al., 

2010), sendo classificadas em: espécies reativas de oxigênio (radicais livres e não 

radicais), complexos de metais de transição, radicais de carbono e espécies reativas de 

nitrogênio (SOARES, 2002). 

Para proteger-se do ataque dos radicais o organismo desenvolveu o sistema de 

defesa antioxidante, responsável por neutralizar os radicais livres através dos sistemas 

enzimático e não-enzimático (SILVA et al., 2010).  

O sistema enzimático bloqueia a iniciação da oxidação através da remoção dos 

radicais livres por enzimas, como superóxido dismutase, catalase, peroxidases, glutationa 

peroxidase e glutationa redutase. Já no sistema não-enzimático os agentes antioxidantes, 

como α-tocoferol (vitamina E), β-caroteno, ascorbato (vitamina C) e os compostos 

fenólicos, doam um elétron ou hidrogênio para o radical livre, tornando a molécula 

estável, da mesma forma após a perda do elétron ou hidrogênio a substância antioxidante 

torna-se inerte (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004; BARBOSA et al., 2010; SILVA 

et al., 2010; SARANGARAJAN et al., 2017).  

Em relação ao seu mecanismo de ação, os antioxidantes podem ser divididos em 

primários e secundários. Os primários atuam interrompendo a cadeia da reação através da 

doação de elétrons ou hidrogênio aos radicais livres, transformando-os em produtos 

estáveis. Já os secundários retardam a etapa de iniciação da auto-oxidação por meio de 

diferentes mecanismos, entre eles, complexação de metais, sequestro de oxigênio, 

decomposição de hidroperóxidos para formar espécie não radicalares, absorção da 

radiação ultravioleta ou desativação de oxigênio singlete (ADEGOKE et al., 1998; 

ANGELO; JORGE, 2007). 



33 
 

No entanto, quando há um desequilíbrio entre o sistema antioxidante e as espécies 

reativas podem ocorrer efeitos prejudiciais ao organismo, pois ao atingir biomoléculas, 

como DNA, RNA, proteínas e lipídios, os radicais livres causam danos que podem 

condicionar o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, inflamatórias, imunológicas 

e neurológicas, além de câncer e aceleração do processo de envelhecimento (MARIUTTI; 

BRAGAGNOLO, 2007; MELO et al., 2011; SARANGARAJAN et al., 2017). 

Em alimentos, a reação de oxidação de lipídios é um processo complexo que 

envolve uma grande variedade de radicais livres, sendo bastante influenciado por fatores, 

como temperatura, luz, oxigênio, constituição físico-química do produto, presença de 

possíveis iniciadores e catalisadores da reação, entre outros, que geram alterações 

sensoriais, como rancificação, aromas indesejáveis e formação de compostos tóxicos, 

além de perdas nutricionais devido à degradação de vitaminas lipossolúveis e de ácidos 

graxos essenciais (RAMALHO; JORGE, 2006).  

O papel dos antioxidantes, nesse caso, é o de retardar ou inibir a oxidação de 

lipídios ou de outras moléculas que alterem a qualidade sensorial, proporcionando uma 

maior vida-de-prateleira ao alimento (MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT; 

PONGSAWATMANIT, 2007; SILVA et al., 2010).   

Entretanto, para serem empregados na industrialmente os antioxidantes devem 

apresentar algumas características, dentre elas: serem eficientes em baixas concentrações 

(0,001 a 0,01%), não afetarem as propriedades organolépticas do produto (cor, sabor e 

odor), serem estáveis durante o processo e armazenagem, serem compatíveis com o 

produto e fáceis de aplicar, não apresentarem toxicidade, serem permitidos pela legislação 

e deve-se levar em conta, ainda, o custo e a preferência do consumidor por aditivos 

naturais (BAILEY, 1996; RAMALHO; JORGE, 2006).  

Os antioxidantes mais utilizados pela indústria de alimentos são o butil-hidroxi-

anisol (BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT), o terc-butil-hidroquinona (TBHQ), o galato 

de propila (PG) e os tocoferóis (NAMIKI, 1990; RAMALHO; JORGE, 2006).  

Porém destes, somente os tocoferóis são obtidos de fontes naturais, dessa forma, 

faz-se necessária a investigação de novos agentes com potencial antioxidante. Alguns 

ácidos fenólicos, como ácidos protocatequínico, caféico, ferúlico, gálico e sinápico, 

mostram-se como eficientes antioxidantes em sistema lipídico, apesar da baixa 

solubilidade nesse sistema, que limita industrialmente sua utilização como antioxidante 

(DZIEDZIC; HUDSON, 1984; PRATT, 1992; SOARES, 2002). 
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Segundo Reische, Lillard e Eitenmiller (1998), os ésteres de ácido gálico agem 

em sinergismo com antioxidantes primários e com alguns secundários, porém são 

termosensíveis e tendem a formar complexos com íons de ferro presentes em alimentos, 

produzindo coloração escuro-azulada, o que pode ser evitado empregando-se quelantes 

de metais (OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006).  
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4 METODOLOGIA 

 

A seguir serão descritos os materiais e procedimentos experimentais, bem como a 

metodologia analítica utilizada para o desenvolvimento do estudo da produção de ésteres 

a partir de ácido gálico e geraniol via esterificação enzimática com o uso de solvente, 

utilizando como biocatalisador a lipase comercial imobilizada Novozym 435 e posteriores 

análises biológicas e atividade antioxidante dos substratos e do produto. 

 

4.1 Materiais 

 

4.1.1 Enzima 

 

A enzima utilizada como biocatalisador foi a lipase comercial Novozym 435 

(Novozymes Brasil/Araucária/PR), obtida a partir da lipase de Candida antarctica, 

produzida por fermentação submersa e imobilizada em resina acrílica macroporosa de 

troca iônica. Como característica apresenta formato em esfera, com diâmetro de partícula 

entre 0,3 e 0,9 mm, densidade de aproximadamente 430 kg.m-3 e conteúdo de água entre 

1 e 2%. A lipase Novozym 435 é termoestável, com faixa ótima de atividade na faixa de 

temperatura de 40 a 70 ºC e possui ainda, ampla especificidade de substrato para 

promover uma reação entre álcoois primários ou secundários e ácidos carboxílicos 

(NOVO NORDISK, 1992). 

 

4.1.2 Substratos 

 

Os substratos utilizados na reação enzimática foram o geraniol (≥97%, Sigma-

Aldrich®) e o ácido gálico (≥98%, Sigma-Aldrich®). 

 

4.1.3 Solventes e reagentes para análises químicas 

 

Álcool etílico (99,9%, Merck®), ácido oleico (Sigma-Aldrich®), acetona (99,5%, 

Dinâmica), hidróxido de sódio (Vetec), n-hexano (95%, Dinâmica), álcool terc-butílico 

(99%, Merck), clorofórmio (99,8%, Vetec), acetato de etila (99,5%, Proton), ácido 

acético glacial (99,7%, Dinâmica), metanol (Dinâmica; 99,5%), diclorometano (99,5%, 

Dinâmica), éter etílico (96%, Nuclear), n-propanol (99,5%, Vetec), cloreto férrico 
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(Dinâmica), cromatofolhas (Merck, AL TCL 20x20 cm Silicagel 60 F254), sílica gel 60 

F254 (Fluka) e óleo de soja (Soya). 

 

4.1.4 Solventes e reagentes para análises biológicas e antioxidante 

 

Álcool etílico (99,8%, Êxodo), 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH•) (Sigma-

Aldrich®), potato dextrose agar (PDA) (Himedia®), potato dextrose broth (PD) 

(Himedia®), triptona (Himedia), extrato de levedura (Fluka), cloreto de sódio (Dinâmica), 

ácido ascóbico (Química Moderna), butil-hidroxitolueno (BHT) (Synth), 

dimetilsulfóxido (DMSO) (99,9%,Vetec), bicarbonato de sódio (Synth), sal marinho 

(Salazar), cistos de A. salina (Aqua Plant) e Tween 80 (Dinâmica). 

 

4.2 Métodos experimentais 

 

4.2.1 Avaliação do efeito solvente sobre a atividade da enzima 

 

A avaliação da ação do solvente sobre a atividade enzimática foi realizada com a 

enzima antes e após ser submetida ao contato com o solvente (álcool terc-butílico). Para 

tanto, pesou-se em um Erlenmayer (50 mL) 0,1 g de enzima pré-ativada 

(50 ºC/30 minutos) em estufa (Nevoni, nv – 1.3) e adicionou-se 10 mL de solvente. Em 

seguida, o Erlenmayer foi colocado em agitador orbital (Servilab, SE 1208) a 70 ºC e 

125 rpm, por 2, 24 e 48 h. Após, a enzima foi retirada do meio por filtração com papel 

filtro, lavada à vácuo com com 10 mL (2x) n-hexano, seca em estufa 50ºC por 30 minutos 

e colocada em dessecador por 24 h, antes da determinação da atividade enzimática (item 

4.4.1). Os testes foram realizados em triplicata e as médias analisadas pelo Teste de Tukey 

(p<0,05) no programa Statistica® 5.0 (Statsoft Inc., EUA). 

 

4.2.2 Estudo da síntese enzimática de galato de geranila 

 

A produção de galato de geranila foi realizada preparando-se uma mistura 

reacional formada por geraniol e ácido gálico (Figura 7).  
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Figura 7 - Reação de esterificação de ácido gálico e geraniol. 

 

Fonte: a autora. 

 

Para o teste preliminar de síntese de galato de geranila, os substratos foram 

adicionados em Erlemeyers de 25 mL em diferentes razões molares (1:3 e 1:6, 

ácido:álcool) totalizando a massa reacional de 5 g e acrescentando-se o volume mínimo 

necessário para solubilização dos substratos que foi de 30 mL de álcool terc-butílico. A 

mistura foi aquecida em 70 ºC durante 5 minutos, sob agitação constante até a 

solubilização dos substratos. Após a dissolução total dos substratos a lipase comercial 

imobilizada Novozym 435 foi adicionada na concentração de 10% (m/m substratos) e o 

tempo reacional foi contado a partir da adição desta.  

Os experimentos foram realizados em agitador orbital (Servilab, SE 1208) com 

agitação constante de 125 rpm na temperatura de 70 ºC.  

Após o término da reação, que para os testes foi estipulado em 2 h, determinou-se 

a conversão conforme especificado no item 4.4.3, a lipase foi filtrada com papel filtro e 

o álcool terc-butílico foi concentrado em evaporador rotativo à vácuo (Marconi, MA 

120). Todas as amostras foram mantidas na geladeira, para posterior análise.  

 

4.2.2.1 Estudo cinético da síntese enzimática de galato de geranila 

 

A cinética com amostras destrutivas foi realizada com 30 mL de álcool terc-

butílico, concentração de enzima de 10% (m/m substratos), temperatura de 70 ºC, 

agitação de 125 rpm e razão molar 1:6 (ácido:álcool) nos tempos de 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 12; 

24; 36 e 48 h. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 
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4.2.2.2 Estudo da influência da temperatura 

 

Em relação a temperatura, testou-se 60, 70 e 80 ºC, com 30 mL de álcool terc-

butílico, concentração de enzima de 10% (m/m substratos), agitação de 125 rpm,  razão 

molar 1:6 (ácido:álcool) e tempo de 2 e 4 h, pois nos testes preliminares observou-se que 

em 2 h obtinha-se o maior valor de conversão, porém a fim de verificar se havia aumento 

na conversão após a modificação nas demais condições estendeu-se os testes também para 

o tempo de 4 h. Todos os ensaios foram em triplicata e destrutivos. 

 

4.2.2.3 Estudo da influência da razão molar 

 

Diferentes razões molares foram avaliadas, sendo elas, 6:1, 3:1, 1:3, 1:6, 1:9 e 

1:12 (ácido:álcool), nas condições de 30 mL de álcool terc-butílico, concentração de 

enzima de 10% (m/m substratos), temperatura de 70 ºC e agitação de 125 rpm durante 2 

e 4 h, da mesma forma que o estudo da influência da temperatura. Todos os ensaios foram 

em triplicata e destrutivos. 

 

4.2.2.4 Estudo da influência da concentração de enzima 

 

A fim de avaliar a concentração da enzima foram realizadas amostras destrutivas 

e em triplicata na razão molar de 1:6 (ácido:álcool), com 30 mL de álcool terc-butílico, 

na temperatura de 70 ºC, agitação de 125 rpm e concentrações de enzima de 1, 5, 10 e 

20% (m/m), no tempo de 2 h. Foi realizado também um ensaio sem enzima nas mesmas 

condições reacionais, também no tempo de 2 h para verificar se havia alguma conversão 

sem a presença do biocatalisador. 

 

4.3 Isolamento do produto 

 

Após o término da reação, realizou-se a separação da enzima por filtração e o 

excesso do ácido gálico foi retirado por filtração depois da extração líquido/líquido com 

clorofórmio. O procedimento de isolamento do produto formado foi realizado por meio 

da cromatografia em coluna (CC). A coluna foi empacotada com sílica gel 60 F254 e n-

hexano, após a adição da amostra (2 mL), a fase móvel, composta de acetato de etila e n-

hexano nas proporções de 1:9; 2:8; 3:7 e 1:1 (v/v), acidificada com 2% de ácido acético 
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glacial (BALEN, 2016), foi eluída, partindo-se da proporção mais apolar para a mais 

polar. As frações foram coletadas de 10 em 10 mL e foram avaliadas por cromatografia 

em camada delgada (CCD), para confirmação da separação do excesso dos componentes 

da mistura reacional do produto. 

 

4.4 Métodos analíticos 

 

4.4.1 Determinação da atividade de esterificação enzimática 

 

A atividade de esterificação da lipase foi quantificada através da reação de síntese 

de oleato de etila a partir de álcool etílico e ácido oleico (razão molar 1:1 (m/m)). A 

metodologia foi baseada em Ferraz et al. (2015), com modificação na razão molar. Os 

frascos com os substratos foram colocados em um agitador orbital (New Brunswich, 

Excella E25R) a 160 rpm, 40 ºC e 10 minutos. Após, retirou-se 5 mL da mistura dos 

substratos e adicionou-se aproximadamente 0,1 g de enzima ao meio reacional. Um 

ensaio em branco (sem enzima) foi realizado para determinar a acidez do meio reacional. 

A reação, assim como o branco, foi conduzida em frascos de vidro fechados e mantidos 

em agitador orbital nas condições já descritas de agitação e temperatura por 40 minutos. 

Em seguida, alíquotas de 500 μL foram retiradas do meio reacional em triplicata, as quais 

foram adicionados 15 mL de uma solução de acetona-etanol (1:1; v/v), para interromper 

a reação. 

A quantidade de ácido consumida foi determinada por titulação com hidróxido de 

sódio (NaOH) 0,05 M até pH 11, com auxílio de um pHmetro (Digimed, DM-22). Uma 

unidade de atividade enzimática é definida como a quantidade de ácido oleico (μmol) 

convertido para cada grama de enzima por minuto, nas condições do ensaio, sendo 

expressa como unidade por grama de substrato (U.g-1) (RIGO et al., 2010). A atividade 

enzimática foi calculada a partir da Equação 1. 

 

AE=
(Vb-Va)*M*1000*Vf

t*MEL*Vc
                                                                                                     (1) 

 

Onde: 

AE: atividade de esterificação (U.g-1); 

Va: volume de NaOH gasto na titulação da amostra retirada após 40 minutos (mL); 
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Vb : volume de NaOH gasto na titulação da amostra retirada no tempo zero (mL); 

M: molaridade da solução de NaOH; 

Vf: volume final de meio reacional (mL); 

t: tempo (minutos); 

MEL: massa da enzima utilizada na reação (g); 

Vc: volume da alíquota do meio reacional retirada para titulação (mL). 

Os testes foram realizados em triplicata e as médias analisadas pelo Teste de 

Tukey (p<0,05) no programa Statistica® 5.0 (Statsoft Inc., EUA). 

 

4.4.2 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

 

Para verificar a formação do novo composto foi realizada a cromatografia de 

camada delgada (CCD), baseada em metodologia descrita por Wagner, Bladt e Zgainski 

(1984). Para a fase estacionária foram empregadas cromatofolhas e a fase móvel foi 

constituída por clorofórmio:metanol:n-propanol:água destilada (25:30:5:20; v/v). Os 

padrões do ácido gálico (0,01 g.mL-1 em metanol) e do geraniol, assim como a mistura 

reacional antes da reação (branco), a reação sem o excesso de ácido gálico, a fração 

cristalina separada da reação (0,01 g.mL-1 em metanol) e o produto obtido após a CC 

foram aplicados sobre a fase estacionária. A revelação foi realizada por nebulização com 

solução de cloreto férrico 1% em metanol. Os cálculos dos Fatores de Retenção (Rf) 

foram realizado através da Equação 2. 

 

Rf= (
da

ds
)                                                                                                                                                              (2) 

 

Onde: 

da = distância percorrida pela amostra; 

ds = distância percorrida pelo solvente. 

 

4.4.3 Determinação do rendimento da reação 

 

O rendimento da reação foi determinado por titulação do ácido gálico residual 

baseado na metodologia de Roesler, Vanzin e Burkert (2017), com modificações na 

quantidade da alíquota, solução extinguente e solução titulante. Uma alíquota de 0,5 mL 
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do meio reacional foi diluída em 10 mL de acetona e titulada com uma solução 

previamente padronizada de NaOH 0,0496 N, até pH 9,25 (Âpendice A), onde observava-

se próximo ao ponto de neutralização que a solução mudava de incolor para uma 

coloração laranja claro. A determinação do percentual de ácido carboxílico foi realizada 

a partir da Equação 3 (AOCS, 1998). 

 

C=
V*N*M

10*W
                  (3) 

 

Onde: 

𝐶 = percentual de ácido carboxílico; 

𝑉 = volume (mL) de NaOH gasto na titulação; 

𝑁 = normalidade do NaOH; 

𝑀 = massa molar do ácido carboxílico; 

𝑊 = massa (g) correspondente a 0,5 mL de amostra retirada para titulação 

 

O percentual de esterificação corresponde ao percentual do ácido consumido, 

conforme Equação 4 (OLIVEIRA et al., 2000). 

 

% esterificação=
C0-C

C0
*100                          (4) 

 

𝐶0= concentração inicial do ácido gálico residual livre, no tempo 0 h; 

𝐶 = concentração do ácido gálico residual livre em um determinado tempo de reação. 

 

4.5 Determinação da lipossolubilidade 

 

A solubilidade do éster foi comparada com a do ácido gálico através da 

solubilização em diferentes solventes orgânicos n-hexano, diclorometano, éter etílico e 

clorofórmio, bem como em óleo de soja. 

Para esta análise pesou-se 1 mg do produto ou do ácido gálico e diluiu-se com 

volumes crescentes de solventes orgânicos, partindo de 50 μL até 25 mL. Cada solução 

foi agitada manualmente e levada ao banho de ultrassom (Unique, USC 1800A) por 15 

minutos, sendo após agitada em aparelho Vortex (Phoenix, AP 56) por 2 minutos e 

mantida em repouso por 1 h. Após, verificou-se a solubilização das amostras em cada 
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condição, através de observação visual, sendo considerados solúveis aquelas que 

apresentaram uma solução límpida, sem observação de solutos precipitados (BRUHN, 

2018). Os valores foram transformados em g.100mL-1. 

 

4.6 Atividades biológicas e antioxidante 

 

4.6.1 Determinação da atividade antifúngica 

 

A atividade antifúngica foi testada sobre os fungos Alternaria alternata, 

Aspergillus flavus e Penicillium crustosum, obtidos junto ao Agricultural Research 

Service (ARS Culture Collection - NRRL). 

As diluições do ácido gálico, do geraniol e do produto foram realizadas em água 

destilada estéril com 1% de Tween 80, nas concentrações de (50; 37,5; 25; 12,5; 5; 2,5; 

1,5; 0,5 e 0,25 mg.mL-1), sendo agitadas por 5 minutos em aparelho Vortex (Phoenix, AP 

56) antes da sua utilização (LAUXEN, 2012). 

Os ensaios de avaliação da atividade antifúngica das amostras foram realizados 

pelo método de difusão em meio sólido utilizando cavidades em placa (HADACECK; 

GREGER, 2000).  

Em um erlenmayer com meio Potato Dextrose Agar (PDA) fundido e resfriado a 

40-45 ºC adicionou-se 1 mL de suspensão fúngica (aproximadamente 106 UFC.mL-1), 

crescida em meio PD (Potato Dextrose Broth), e plaqueou-se. Após a solidificação do 

ágar, foram feitas quatro cavidades com cânulas de vidro estéreis (6 mm de diâmetro) 

onde foi depositado 50 μL da solução com amostra na concentração desejada, 50 μL de 

Tween 80, utilizado como controle negativo, 50 μL de água estéril (controle negativo) e 

50 μL de antifúngico comercial Canesten® 1% como controle positivo. Em seguida, 

incubou-se o sistema por 72 h a 28 ºC em estufa (Tecnal, TE 392/2), sendo verificado a 

cada 24 h (LAUXEN, 2012).  

Após término do período de incubação, foi medido o diâmetro total do halo e 

considerou-se como CIM a concentração de amostra capaz de desenvolver um halo de 

inibição do crescimento fúngico maior ou igual a 10 mm de diâmetro (LIMA et al., 2006). 

Os resultados foram expressos em milímetros pela média aritmética dos valores dos halos 

obtidos nas três repetições de cada fungo. A comparação das médias para avaliar o efeito 

antifúngico foi realizada através do Teste de Tukey (p<0,05) no programa SAS. 
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4.6.2 Determinação da concentração inibitória mínima  

 

Para os testes de concentração inibitória mínima (CIM) dos substratos e produto 

foram selecionados dez micro-organismos, cinco bactérias Gram-positivas, 

L. monocytogenes (ATCC 7644), B. subtilis (ATCC 6633), S. mutans (ATCC 25175), 

E. faecalis (ATCC 29212) e S. aureus (ATCC 25923) e cinco bactérias Gram-negativas, 

E. coli (ATCC 25922), K. pneumoniae (ATCC 10031), P. aeruginosa (ATCC 27853), 

S. flexneri (ATCC 12022) e S. choleraesuis (ATCC 10708), obtidas da American Type 

Culture Collection (USA). As cepas foram crescidas previamente em meio Luria Bertani 

(LB) (10 g.L-1 de triptona, 5 g.L-1 de extrato de levedura e 5 g.L-1 de NaCl) durante 24 h 

a 36±1 ºC em estufa bacteriológica (J.PROLAB, JP 101). Após esse período a suspensão 

bacteriana correspodia a aproximadamente 108 células.mL-1. 

O teste consistiu em microdiluições seriadas com caldo LB em microplacas de 

ELISA até a obtenção das concentrações desejadas. Em seguida inoculou-se 10 μL de 

bactéria, efetuou-se a leitura (0 h) em leitor de microplaca ELISA (Bio Tek Instruments, 

EL 800), no comprimento de onda de 490 nm, e incubou-se a placa por 24 h a 36 ± 1 ºC 

em estufa bacteriológica. Após esse período realizou-se a leitura (24 h) da microplaca em 

leitor microplaca ELISA e averiguou-se a diferença da densidade da turbidez provocada 

pelo crescimento microbiano após 24 h de incubação (GAIO et al., 2015). A CIM foi 

definida como a menor concentração de amostra em mg.mL-1, capaz de inibir o 

crescimento microbiano. Todas as análises foram realizadas em triplicatas. 

 

4.6.3 Avaliação de toxicidade frente à A. salina 

 

A metodologia utilizada para o ensaio de toxicidade sobre A. salina foi baseada 

na metodologia de Meyer et al. (1982), com modificações na solução salina de cultivo, 

no tempo tempo de eclosão e na quantidade de náuplios utilizados em cada teste. 

Primeiramente preparou-se uma solução salina artificial com sal marinho comercial na 

concentração de 10 g.L-1 e 0,7 g.L-1 de bicarbonato de sódio. Esta solução foi utilizada na 

eclosão dos cistos de A. salina e para as diluições das amostras. Os cistos de A. salina 

foram pesados (0,1 g) e mantidos em 500 mL de solução salina por 24 h sob aeração 

constante e temperatura de 24 ºC em incubadora BOD (CienLab, CE-300/350-FA) 

(PIASSÃO, 2018).  
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O preparo das diluições das amostras foi realizado a partir de uma solução “mãe” 

na concentração de 1000 μg.mL-1, formada por amostra e solução salina, e no caso do 

éster e do geraniol adicionou-se 2% de dimetilsulfóxido (DMSO). Desta solução retirou-

se alíquotas que originaram as diluições utilizadas nos testes de toxicidade. As 

concentrações testadas para o geraniol variaram de 1 a 100 μg.mL-1, para o ácido gálico 

de 100 a 2000 μg.mL-1 e de 10 a 100 μg.mL-1 para o éster.  

Após, adicionou-se nas placas de Petri, 20 mL da diluição e aproximadamente 

50 naúplios de A. salina, os testes foram realizados em triplicata. Durante os testes os 

naúplios não receberam alimento, pois estes podem sobreviver por até 48 h alimentando-

se de sua vesícula vitelina. De qualquer forma um experimento controle com solução 

salina e outro com uma solução de 2% de DMSO foram realizados a fim de observar se 

estas condições poderiam causar alguma influência na mortalidade dos naúplios 

(CARBALLO et al., 2002). 

A contagem dos náuplios vivos e mortos foi realizada após 24 h, considerando 

vivos aqueles que apresentavam motilidade. Frente aos resultados de mortalidade dos 

naúplios de A. salina em relação à concentração das amostras, construiu-se um gráfico e 

a partir da equação da reta calculou-se a dose letal de amostra para 50% da população 

(DL50). 

 

4.6.4 Determinação da atividade antioxidante pelo método DPPH• 

 

A metodologia da atividade antioxidante foi fundamentada na medida da extinção 

da absorção do radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH•) em 515 nm (SILVESTRI et 

al., 2005). A determinação da atividade antioxidante dos substratos e do produto foi 

realizada em triplicata, em equipamento espectrofotômetro UV-Visível (Pró-Analise®, 

UV-1600). A técnica constituiu na incubação por 10 minutos, de 500 µL de uma solução 

etanólica de DPPH• 0,1 mM com 500 µL de soluções contendo concentrações crescentes 

de amostra diluídas em álcool etílico. A solução controle foi obtida com 500 µL da 

solução de DPPH• e 500 µL de álcool etílico. Para o “branco” foi utilizado somente álcool 

etílico. Determinou-se também a atividade antioxidante do ácido ascórbico e do butil-

hidroxitolueno (BHT), a fim de comparar a atividade antioxidante. A atividade de captura 

de radicais pelas amostras foi expressa como percentual de inibição de DPPH• e calculada 

a partir da Equação 5.  
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AA%=
100-[(Abs.amostra – Abs.branco)*100]

Abs.controle
                                                                   (5) 

 

Após a avaliação da faixa de concentração ideal, calculou-se a concentração de 

amostra necessária para capturar 50% do radical livre DPPH• (IC50) por análise de 

regressão linear (NEGRI; POSSAMAI; NAKASHIMA, 2009). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste item serão apresentados os resultados e discussões referentes a síntese 

enzimática de galato de geranila e as atividades antioxidante e biológicas dos substratos 

e do produto.  

 

5.1 Efeito do solvente sobre a atividade de esterificação da enzima 

 

O ácido gálico e o geraniol possuem polaridade bastante distinta, dessa forma é 

necessário escolher um solvente adequado para a solubilização dos substratos permitindo 

assim que a enzima catalise a reação de forma mais eficiente.  

O álcool terc-butílico foi relatado em diversos estudos como solvente para reações 

de esterificação de substratos imiscíveis, como ácido ascórbico e ácido palmítico (LERIN 

et al., 2011; SANTIBÁÑEZ; WILSON; ILLANES, 2014), ácido ascórbico e ácido oleico 

(MORENO-PEREZ et al., 2013; BALEN et al., 2015) e ácido ascórbico e ácido linoleico 

(BALEN et al., 2017). 

Os experimentos foram conduzidos com este solvente, pois trata-se de um álcool 

terciário pouco reativo (BALEN et al., 2015), com temperatura de ebulição de 82,2 ºC, o 

que permite a realização da reação de esterificação sem a perda do solvente por 

evaporação, e posteriormente facilita sua eliminação através da etapa de evaporação à 

vácuo.  

Entretanto, além dessas características, o solvente adequado deve afetar o menos 

possível a atividade da enzima (VILLENEUVE, 2007). O efeito do álcool terc-butílico 

sobre a atividade da lipase Novozym 435 está apresentado na Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Atividade de esterificação da lipase Novozym 435 submetida ao tratamento com o solvente 

álcool terc-butílico. 

 Atividade enzimática (U.g‾¹) Atividade residual (%) 

Sem tratamento 2826,2ª ± 57,3 100 

2h 2721,8a ± 53,2 96,3 

24h 2706,9a ± 50,7 99,5 

48h 2645,8a ± 52,9 97,7 

*Valor médio ± desvio padrão. Letras minúsculas iguais na mesma coluna indicam não haver 

diferença significativa (p<0,05).  

 

A atividade enzimática da lipase Novozym 435 sem tratamento com solvente foi 

de 2826,2 U.g-1, não diferindo significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos com 
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contato com solvente pelos tempos de 2, 24 e 48 h, que apresentaram valores de 2721,8, 

2706,9 e 2645,8 U.g-1, respectivamente. 

A redução da atividade enzimática do tratamento com solvente por 2, 24 e 48 h 

em relação a atividade inicial da enzima foi de 3,7, 4,2 e 6,4%, respectivamente. Como 

pode-se observar o álcool terc-butílico além de solubilizar os substratos, interfere pouco 

na atividade da enzima, mesmo após 48 h de operação. 

 

5.2 Síntese enzimática de galato de geranila 

 

A partir dos resultados do teste preliminar de reação de esterificação do ácido 

gálico e geraniol com razão molar 1:3 e 1:6 (ácido:álcool), temperatura de 70 ºC, 10% 

(m/m substratos) de enzima, 125 rpm de agitação e tempo de reação de 2 h, verificou-se 

que não houve consumo de ácido gálico na titulação com hidróxido de sódio na razão 

molar 1:3 (ácido:álcool), já a reação com a razão molar 1:6 (ácido:álcool) houve 

conversão de 21,5%.  

Após realizou-se ensaios para verificar o tempo de reação necessário para a maior 

produção de galato de geranila, sendo este verificado nas condições de razão molar 1:6 

(ácido:álcool), concentração da enzima 10% (m/m substratos), 30 mL de álcool terc-

butílico, temperatura de 70 ºC e agitação de 125 rpm. A cinética de síntese de galato de 

geranila está apresentada na Figura 8. 

 

Figura 8 - Conversão de galato de geranila ao longo do tempo com razão molar 1:6 (ácido:álcool), 30 mL 

de solvente, 10% (m/m substratos) de enzima, 125 rpm e temperatura de 70 ºC. 
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A conversão máxima de galato de geranila (21,5%) foi obtida no tempo de 2 h, 

após houve um decréscimo da conversão, não havendo conversão após 12 h de reação, 

que pode ser devido a formação de água durante a reação de esterificação. Dessa forma, 

a formação de água é um parâmetro a ser controlado, necessitando de um estudo para 

definir a concentração de peneira molecular necessária para retirar a água, evitando a 

reação de hidrólise.  

A fim de verificar a influência de alguns parâmetros sobre a taxa de conversão de 

galato de geranila, realizou-se ensaios com diferentes temperaturas, razões molares e 

concentrações de enzima. 

A temperatura ótima da lipase Novozym 435, segundo o fabricante, é 70 ºC 

(NOVO NORDISK, 1992), assim determinou-se a faixa de temperatura entre 60 e 80 ºC, 

os resultados estão apresentados na Tabela 2. As demais condições foram fixadas em: 

razão molar 1:6 (ácido:álcool), 30 mL de solvente, 10% (m/m substratos) de lipase e 

125 rpm de agitação. O tempo de reação foi determinado em 2 e 4 h, sendo 2 h o melhor 

tempo encontrado para a cinética reacional e realizou-se também reações no tempo de 4 h 

para verificar o possível aumento da conversão nas novas condições.  

 

Tabela 2 – Influência da temperatura na conversão de galato de geranila nas condições de razão molar 1:6 

(ácido:álcool), 30 mL de solvente, 10% (m/m substratos) de enzima e 125 rpm. 

Temperatura (ºC) Tempo (h) Conversão (%) 

60 2 12,0±1,9 

60 4 8,3±0,3 

70 2 21,5±0,8 

70 4 11,7±0,6 

80 2 15,2±0,1 

80 4 5,6±0,1 

 

Para a temperatura de 60 ºC o tempo de 2 h gerou uma conversão de 12% e de 

8,3% para 4 h de reação. Já na temperatura de 70 ºC, em 2 h houve uma conversão de 

21,5%, porém o tempo de 4 h gerou aproximadamente a metade da conversão (11,7%). 

Na temperatura de 80 ºC em 2 h ocorreu uma diminuição da conversão em 

comparação ao resultado obtido no tempo de 2 h para a temperatura de 70 ºC, podendo 

ser atribuido ao início da inativação da enzima pela temperatura. A lipase comercial 

imobilizada Novozym 435 é uma enzima termotolerante, porém acima da sua 

temperatura ótima (70 ºC) a enzima pode ser desnaturada com o passar do tempo 

(KUPERKAR et al., 2014). 
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Para verificar o efeito de diferentes razões molares na conversão de galato de 

geranila, fixou-se a temperatura em 70 ºC, o solvente em 30 mL,a concentração de lipase 

em 10% (m/m substratos), a agitação de 125 rpm e o tempo em 2 e 4 h. Os resultados 

para as razões molares 1:6, 1:9 e 1:12 estão apresentados na Tabela 3.  

 

Tabela 3 – Influência da razão molar sobre a conversão de galato de geranila nas condições fixas de 70 ºC, 

30 mL de solvente, 10% (m/m substratos) de enzima e 125 rpm. 

Razão molar (ácido:álcool) Tempo (h) Conversão (%) 

3:1 2 0 

3:1 4 0 

6:1 2 0 

6:1 4 0 

1:6 2 21,9±0,1 

1:6 4 11,5±0,1 

1:9 2 11,5±0,0 

1:9 4 12,2±2,0 

1:12 2 14,5±0,7 

1:12 4 12,7±1,3 

 

As razões molares com excesso de ácido gálico (3:1 e 6:1) (ácido:álcool) não 

apresentaram conversão pelo teste de titulação com hidróxido de sódio. Segundo Sá et al. 

(2017), altas concentrações de ácido podem inibir ou causar uma redução na atividade 

catalítica da enzima, dessa forma, recomenda-se o uso em excesso do álcool.  

Porém, a razão molar de 1:12 (ácido:álcool) gerou uma conversão menor que a 

razão molar de 1:6 (ácido:álcool), esse grande aumento na quantidade de álcool pode 

causar um efeito contrário, diminuindo a conversão devido a interação com a camada de 

água presente na superfície da enzima, provocando alterações na estrutura proteica da 

enzima e resultando em inibição e redução da atividade enzimática (SÁ et al., 2017).  

A Tabela 4 apresenta os resultados da conversão de galato de geranila utilizando 

diferentes concentrações da lipase Novozym 435, nas condições de razão molar 1:6 

(ácido:álcool), temperatura 70 ºC, 30 mL de solvente e agitação constante em agitador 

orbital de 125 rpm por 2 h.  

 

Tabela 4 – Influência da concentração de enzima na conversão de galato de geranila nas condições de 70 ºC, 

30 mL de solvente, razão molar 1:6 (ácido:álcool) e 125 rpm por 2 h. 

Concentração de enzima (%;m/m) Conversão (%) 

1 0,7±0,2 

5 2,2±0,1 

10 21,1±1,5 

20 9,4±1,3 
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Observa-se que a concentração de 10% (m/m) de lipase Novozym 435 apresentou 

a maior conversão de galato de geranila em comparação com as demais concentrações 

testadas. A concentração de 20% de enzima reduziu a conversão do éster para 9,4%, ao 

invés de aumentá-la, sugerindo que são necessários mais estudos em relação ao uso de 

peneiras moleculares e quantidade de solvente necessária para permitir a transferência 

dos substratos para o sítio ativo da enzima. 

A reação sem enzima conduzida nas condições de razão molar 1:6 (ácido:álcool), 

125 rpm e 70 ºC, não apresentou consumo de substrato, indicando que não houve 

conversão ao final de 2 e 24 h, necessitando-se assim, do uso de lipases como 

catalizadores.  

 

5.3 Isolamento do galato de geranila 

 

Após a separação dos componentes da reação por coluna cromatográfica, 

verificou-se quais as frações apresentavam coloração azul no teste qualitativo com a 

solução de cloreto férrico 1%. O empacotamento da coluna pode influenciar na eluição 

da amostra, mas de forma geral, as frações eluídas com acetato de etila:n-hexano nas 

proporções 1:9, 2:8 e 3:7 (v/v), possuíam característica oleosa e odor semelhante ao 

geraniol, sem a presença de coloração azul no teste qualitativo.  

As frações eluídas na proporção de acetato de etila:n-hexano 1:1 (v/v) 

apresentaram coloração azul. Com estas, realizou-se a CCD para acompanhamento do 

isolamento em CC, onde observou-se que as frações apresentaram uma banda com o valor 

de Rf entre 0,87 e 0,88, sendo este diferente do valor encontrado para a solução padrão 

de ácido gálico, que foi de 0,95.  

Os cromatogramas obtidos a partir da CCD para os substratos, branco, reação sem 

enzima, reação sem excesso de ácido gálico e após o isolamento por CC podem ser 

observados na Figura 9. 
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Figura 9 - Cromatografia em camada delgada, apresentando as bandas para ácido gálico (1), geraniol (2), 

branco (3), fração cristalina separada da reação (4), mistura reacional após retirada do excesso de ácido 

gálico (5) e do produto após CC (6). 

 

 

A banda do ácido gálico apresentou o valor de Rf de 0,95. O geraniol não 

apresenta banda visível, assim como a mistura reacional antes da reação (branco) após a 

retirada do excesso de ácido gálico que também não apresentou banda. A fração sólida 

separada da reação com extração líquido-líquido com clorofórmio apresentou uma banda 

correspondente à do ácido gálico (Rf = 0,95), representando o excesso de ácido gálico 

retirado que não foi solúvel em clorofórmio.  

A reação após a retirada do excesso de ácido gálico, fração solúvel em clorofórmio 

apresentou um valor de Rf de 0,80 e o produto (galato de geranila) após a separação por 

CC apresentou o valor de Rf de 0,87, valor este diferente do ácido gálico (Rf = 0,95), 

podendo-se supor que houve a formação de um composto durante a reação de 

esterificação enzimática.  

 

5.4 Atividade de esterificação enzimática 

 

Após a reação de esterificação as enzimas foram separadas por filtração, lavadas 

com álcool etílico e n-hexano e acondicionadas até a determinação da atividade 

enzimática. Os resultados da atividade de esterificação da lipase Novozym 435 antes e 

após a reação de esterificação do galato de geranila estão apresentados na Tabela 5. 
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Tabela 5 - Resultados da atividade de esterificação da lipase Novozym 435 antes e após a reação de 

esterificação com ácido gálico e geraniol. 

Lipase Novozym 435 Atividade enzimática (U.g‾¹) 

Antes da reação de esterificação 2754,7ª ± 43,9 

Após a reação de esterificação (2h) 2275,5b  ± 67,1 

*Valor médio ± desvio padrão. Letras minúsculas iguais na mesma coluna indicam não haver 

diferença significativa (p<0,05).  

 

A determinação da atividade de esterificação enzimática é importante para 

verificar o potencial da enzima como catalizador, bem como averiguar se a mesma 

mantém sua atividade após a reação (RICHETTI, 2009). 

Antes da reação de esterificação o valor de atividade enzimática para a lipase 

Novozym 435 foi de 2754,7 U.g‾¹, diferindo significativamente (p<0,05) do valor de 

atividade enzimática após 2 h de reação (2275,5 U.g‾¹), representando uma redução de 

aproximadamente 17% na atividade enzimática.  

Staudt (2018) avaliou a atividade de esterificação da lipase comercial Novozym 

435 antes e após a reação de esterificação enzimática entre o óleo de citronela e o ácido 

cinâmico, e encontrou o valor de 1912,5 e 1087,5 U.g‾¹, respectivamente, representando 

uma redução de 43% após 48 h de reação e temperatura de 70 ºC, segundo a autora, a 

diminuição pode ter sido causada pela longo período de exposição nessa temperatura. 

Dalla Costa (2018) avaliou a atividade de esterificação da lipase comercial 

Novozym 435, obtendo 2512,13 U.g‾¹, valor próximo ao encontrado neste estudo, que foi 

de 2754,7 U.g‾¹, valores considerados elevados, quando comparados com outras lipases 

comerciais, confirmando a aplicação desta enzima em reações de esterificação. 

 

5.5 Lipossolubilidade 

 

Os resultados da solubilização em diferentes solventes orgânicos e óleo de soja 

estão apresentados na Tabela 6. 

 

Tabela 6 – Solubilização do ácido gálico e galato de geranila em diferentes solventes orgânicos e óleo de 

soja. 

 n-hexano Diclorometano Clorofórmio Éter etílico Óleo de soja 

Ácido gálico  Insolúvel* Insolúvel* Insolúvel* 2 g.100mL-1 Insolúvel* 

Éster  Insolúvel* 2 g.100mL-1 2 g.100mL-1 2 g.100mL-1 2 g.100mL-1 

*: teste com 25 mL de diluente. 
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Observa-se que o ácido gálico foi solúvel somente em éter etílico, nos demais 

solventes testados houve precipitação do ácido gálico, já o éster apresentou solubilidade 

no óleo de soja e em todos os solventes orgânicos, exceto o n-hexano.  

Esta análise é importante para verificar se a reação de esterificação gerou um 

produto com solubilidade em meio apolar melhorada em relação ao ácido gálico, o que é 

esperado, devido a adição de uma estrutura mais hidrofóbica, assim o galato de geranila 

poderia apresentar uma maior dispersão em meio lipofílico, auxiliando no controle da 

oxidação lipídica de alimentos e cosméticos. 

De acordo com Aruoma et al. (1993), o galato de dodecila, em seu estudo foi mais 

eficaz que o ácido gálico na prevenção da auto-oxidação ácido linoleico (medido pelo 

método do tiocianato). O galato de dodecila é uma substância anfifílica que possui seu 

uso permitido como aditivo antioxidante em alimentos, apresentando tanto uma potente 

atividade antioxidante de quebra de cadeia e como uma atividade antioxidante preventiva 

(KUBO et al. 2002a; FIGUEROA-ESPINOZA; VILLENEUVE, 2005). 

 

5.6 Atividades biológicas 

 

5.6.1 Atividade antifúngica 

 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) sobre os fungos foi 

considerada como a concentração de amostra capaz de desenvolver um halo de inibição 

do crescimento fúngico maior ou igual a 10 mm de diâmetro (OSTROSKY et al., 2008).  

Os resultados da atividade antifúngica do geraniol sobre A. flavus, A. alternata e 

P. crustosum encontram-se na Tabela 7, onde pode-se observar que a atividade 

antifúngica aumenta com o aumento da concentração de geraniol.  

Para o fungo A. alternata as concentrações de 50 e 37,5 mg.mL-1 não diferem 

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Já para o fungo A. flavus a análise 

estatística mostrou que as concentrações de 50 e 37,5 mg.mL-1 diferem estatisticamente 

entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), assim como para P. crustosum, nas mesmas 

concentrações (p<0,05).  

Para os três fungos testados, A. alternata, A. flavus e P. crustosum, a CIM foi 

obtida na concentração de 1,5 mg.mL-1.  
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Tabela 7 - Diâmetro médio de halo (mm) em relação a diferentes concentrações de geraniol sobre 

A. alternata, A. flavus e P. crustosum. 

Concentrações (mg.mL-1) A. alternata A. flavus P. crustosum 

Geraniol Halo de inibição (mm) 

50,0 36
a

 ± 1 24
a

 ± 1 28
a

 ± 2 

37,5 30
ab

 ± 3 21
b

 ± 1 26
b

 ± 1 

25,0 27
bc

 ± 1 19
c

 ± 1 25
bc

 ± 1 

12,5 25
bcd

 ± 1 18
c

 ± 2 24
cd

 ± 1 

5,0 23
cd

 ± 2 17
c

 ± 1 22
d

 ± 1 

4,0 20
d

 ± 2 17
c

  ± 0 20
e

 ± 1 

2,5 15
e

 ± 1 14
d

 ± 1 18
e

 ± 1 

1,5 12
e

 ± 3 10
e

 ± 0 11
f

 ± 1 

0,5 0 0 0 

* Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).  

 

Segundo Bakkali et al. (2008), os óleos essenciais devido a sua característica 

lipofílica podem afetar a parede celular, a membrana plasmática e as organelas de células 

eucarióticas. Essa propriedade citotóxica dos óleos essenciais possibilita a aplicação 

desses extratos vegetais no controle de fungos (BRUM, 2012). 

O potencial antifúngico do geraniol já foi relatado por Aoudou et al. (2010), que 

utilizaram o método de difusão em discos de papel Whatman (6 mm de diâmetro) com 

10 μL de geraniol sobre estes e depositaram sobre uma placa com meio de cultura e fungo, 

que foi incubada na temperatura de 30 ºC por 48 h, onde após este período, A. flavus e 

Penicillium spp. formaram um halo de inibição de 34,3 e 44,7 mm, respectivamente. 

A Tabela 8 apresenta os valores de diâmetro médio do halo de inibição para 

diferentes concentrações de ácido gálico sobre os três fungos testados. 

 

Tabela 8 – Diâmetro médio de halo (mm) em relação a diferentes concentrações de ácido gálico sobre 

A. alternata, A. flavus e P. crustosum. 

Concentrações (mg.mL-1) A. alternata A. flavus P. crustosum 

Ácido gálico Halo de inibição (mm) 

50,0 0 20a ± 1 0 

37,5 0 15b ± 1  0 

25,0 0 14b ± 1 0 

12,5 0 0 0 

* Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).  
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O ácido gálico não apresentou atividade contra A. alternata e P. crustosum nas 

concentrações testadas, já A. flavus apresentou halo de inibição de 20 mm na concentração 

mais elevada avaliada. 

Os resultados para o diâmetro médio de inibição do galato de geranila sobre os 

fungos avaliados estão apresentados na Tabela 9. 

 

Tabela 9 – Diâmetro médio de halo (mm) em relação a diferentes concentrações de galato de geranila sobre 

A. alternata, A. flavus e P. crustosum. 

Concentrações (mg.mL-1) A. alternata A. flavus P. crustosum 

Galato de geranila Halo de inibição (mm) 

50,0 16a ± 1 15a ± 0 21a ± 1 

37,5 13a ± 1 14a ± 1 14b ± 1 

25,0 0 0 11b ± 1 

12,5 0 0 0 

 

O galato de geranila apresentou inibição sobre os três fungos testados, sendo que 

sobre o P. crustosum, a concentração de 50 mg.mL-1 formou um halo de inibição de 

21 mm, valor que difere significativamente das concentrações de 37,5 e 25 mg.mL-1, com 

valores de 14 e 11 mg.mL-1, respectivamente (p<0,05). 

Para A. alternata os valores do halo de inibição foram 16 e 13 mm para as 

concentrações de 50 e 37,5 mg.mL-1, respectivamente, não diferindo significativamente 

entre si (p<0,05). O produto sobre A. flavus formou um halo de inibição de 15 mm na 

concentração de 50 mg.mL-1 e de 14 mm na concentração de 37,5 mg.mL-1, sem diferença 

significativa entre si (p<0,05). 

A CIM do éster para P. crustosum foi de 25 mg.mL-1, já para A. alternata e 

A. flavus o valor de CIM para ambos os fungos foi de 37,5 mg.mL-1. 

Fujita e Kubo (2002) verificaram que o galato de octila foi ativo contra 

S. cerevisiae e Aspergillus niger, porém o galato de propila foi inativo, pois segundo os 

autores, não teria uma cadeia carbônica longa o suficiente para garantir a bioatividade.  

Ainda segundo esses autores, a atividade antimicrobiana de galatos seria 

dependente tanto da porção hidrofílica do composto, como do tamanho da cadeia 

carbônica alifática. Assim, o galato de geranila possui atividade antifúngica maior que o 

ácido gálico, provavelmente devido a sua cadeia carbônica alifática maior. 
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5.6.2 Concentração inibitória mímina  

 

A concentração inibitória mínima (CIM) dos substratos e do éster foi realizada 

por microdiluição em placa sobre dez cepas de bactérias e os resultados estão expressos 

na Tabela 10. 

 

Tabela 10 - Avaliação da concentração inibitória mínima do ácido gálico, geraniol e galato de geranila. 

*ATCC: American Type Culture Collection (USA). 

 

Observa-se que o geraniol apresentou uma ampla faixa de inibição, sobre bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas, sendo K. pneumoniae, E. faecalis e L. monocytogenes 

as bactérias mais sensíveis, com uma CIM de 1,5, 3,12 e 6,25 mg.mL- 1, respectivamente. 

Já a bactéria mais resistente foi P. aeruginosa, com uma CIM de 500 mg.mL-1. Segundo 

Burt (2004), essa bactéria Gram-negativa mostra pouca sensibilidade a ação de óleos 

essenciais. 

O geraniol apresentou inibição moderada contra K. pneumoniae, de acordo com a 

classificação estabelecida por Duarte et al. (2005) baseados no trabalho de Aligiannis et 

al. (2001) para a atividade antimicrobiana de derivados vegetais, onde a CIM é 

considerada forte até 0,5 mg.mL-1, moderada de 0,6 a 1,5 mg.mL-1 e fraca acima de 

1,6 mg.mL-1. Para as demais bactérias a inibição apresentada foi fraca. 

O ácido gálico apresentou inibição fraca para todas as bactérias testadas, com 

faixa de inibição entre 2,5 a 5 mg.mL-1. A bactéria mais sensível foi a E. faecalis, com 

uma CIM de 2,5 mg.mL-1. 

  Geraniol Ácido gálico Galato de geranila 

Gram positivas ATCC (mg.mL-1) (mg.mL-1) (mg.mL-1) 

L. monocytogenes 7644 6,25 5,00 12,50 

S. aureus 25923 50,00 5,00 12,50 

B. subtilis 6633 40,00  5,00 12,50 

S. mutans 25175 100,00  3,00 12,50 

E. faecalis 29212 3,12  2,50 12,50 

Gram negativas ATCC (mg.mL-1) (mg.mL-1) (mg.mL-1) 

E. coli  25922 25,00 5,00 12,50 

S. choleraesuis  10708 50,00 5,00 10,00 

K. pneumoniae 10031 1,50 3,00 6,25  

P. aeruginosa 27853 500,00 3,00 12,50 

S. flexneri 13047 4,69 5,00 12,50 
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Os valores para o ácido gálico encontrados neste estudo foram maiores que os 

relatados por Kang et al. (2018), que verificaram a CIM do ácido gálico sobre S. flexneri, 

obtendo o valor de 2 mg.mL-1. E Borges et al. (2013), que avaliaram a CIM do ácido 

gálico sobre algumas bactérias e encontraram valores de 0,5 mg.mL- 1 para P. aeruginosa, 

1,5 mg.mL- 1 para E. coli, 1,75 mg.mL- 1 para S. aureus e 2 mg.mL- 1 para 

L. monocytogenes.  

Segundo Borges et al. (2013), o ácido gálico pode induzir alterações irreversíveis 

na membrana de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e L. monocytogenes, entretanto, é 

facilmente degradado, pois possui pouca estabilidade a altas temperaturas e luz. De 

acordo com Wolf (2017), alguns galatos podem desempenhar efeitos biológicos 

semelhantes ao ácido gálico com maior estabilidade e atividade. 

O galato de geranila apresentou uma faixa de CIM entre 6,25 e 12,5 mg.mL-1, 

sendo esta faixa considerada uma inibição fraca. K. pneumoniae foi a bactéria que 

mostrou maior sensibilidade ao éster (6,25 mg.mL-1). 

Quando comparado com os valores do ácido gálico, não houve melhora nos 

resultados da CIM para o galato de geranila neste estudo, ao contrário do relatado por 

Kubo, Fujita e Nihei (2002), que avaliaram a CIM do galato de geranila e do ácido gálico 

contra S. choleraesuis ATCC 35640, e encontraram o valor de 0,05 mg.mL-1 para o éster 

e de 1,6 mg.mL- 1 para o ácido gálico. E por Kubo et al. (2004), que avaliaram a CIM de 

B. subtilis ATCC 9372, e encontraram galato de geranila e ácido gálico os valores de 

0,025 e 3,2 mg.mL-1, respectivamente. 

 

5.6.3 Toxicidade frente à A. salina 

 

Os resultados referentes à toxicidade aguda do geraniol, ácido gálico e do produto 

sobre A. salina estão apresentados na Figura 10. 
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Figura 10 - Percentual de mortalidade da A. salina em relação a diferentes concentrações de 

geraniol (a), ácido gálico (b) e galato de geranila (c) após 24 h de exposição. 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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O geraniol (Figura 10a) apresentou uma DL50 de 26,48 μg.mL-1 obtida a partir da 

equação da reta y = 1,415x + 12,529, com um R2 de 0,9827. O percentual máximo de 

mortalidade (100%) foi observado na concentração de 75 μg.mL-1, após 24 h de 

exposição. 

A correlação entre o percentual de mortalidade e a concentração de ácido gálico 

(Figura 10b) forneceu uma equação da reta y = 0,0482x + 9,6767 (R2 de 0,9648), com 

uma DL50 de 836,58 μg.mL-1. A mortalidade máxima foi observada na concentração de 

2000 μg.mL-1, após 24 h de exposição. 

Porfírio et al. (2013) avaliaram a toxicidade do ácido gálico em ensaios com 

A. salina, onde encontraram uma faixa de DL50 com valores menores do que este trabalho, 

entre 150 e 300 μg.mL-1. 

O galato de geranila (Figura 10c) apresentou uma mortalidade máxima na 

concentração de 300 μg.mL-1 após 24 h de exposição e a correlação entre o percentual de 

mortalidade e sua concentração gerou uma equação da reta de y = 0,2354x + 26,092 

(R2 de 0,9831), com uma DL50 de 101,56 μg.mL-1.  

De acordo com a classificação de Meyer et al. (1982), compostos ativos e extratos 

vegetais, a amostra é considerada tóxica ou ativa para DL50 < 1000 μg.mL-1, já amostras 

com DL50 > 1000 μg.mL-1 não apresetam tocixidade ou são inativas. Seguindo este 

critério de classificação as três amostras apresentam toxicidade.  

Outra classificação estabelecida por Dolabela (1997), define o produto como 

altamente tóxico com DL50 ≤ 80 μg.mL-1, moderadamente tóxico com DL50 entre 80 a 

250 μg.mL-1 e pouco tóxico ou atóxico com DL50 ≥ 250 μg.mL-1. A partir deste critério 

de classificação, o geraniol possui alta toxicidade, enquanto o éster apresenta toxicidade 

moderada e o ácido gálico possui baixa toxicidade. 

O ensaio de toxicidade com A. salina apresenta-se como um teste que pode estimar 

a toxicidade e auxiliar na detecção de compostos bioativos em extratos vegetais (PARRA 

et al., 2001).  

Alguns autores sugerem que há uma boa correlação entre o ensaio com A. salina 

e a atividade antitumoral (McLAUGHLIN; ROGERS, 1988; McLAUGHLIN, 1991; 

ANDERSON et al., 1991). Segundo Swantara, Rita e Hernindy (2017), a alta toxicidade 

do composto de testado pode ser correlacionada com a atividade compostos 

anticarcinogênica, assim a amostra que apresenta uma DL50 inferior a 1000 μg.mL-1 

possui potencial como agente anticancerígeno. 
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Nesse sentido, o ensaio de toxicidade frente à A. salina é um teste valido para 

triagem de bioatividade em extratos naturais, possibilitando o desenvolvimento de novos 

fármacos (ARCANJO et al., 2012). 

No entanto, para Hisem et al (2011), a toxicidade frente à A. salina seria pouco 

aplicável para estimar o possível risco à saúde de células humanas, sendo mais adequado 

o ensaio que utiliza células in vitro de mamíferos. Dessa forma, são necessários mais 

ensaios para verificar a toxicidade do éster (galato de geranila) e de seus substratos 

precursores sobre a saúde humana. 

 

5.7 Atividade antioxidante 

 

O valor de IC50 é definido como a capacidade do agente antioxidante de sequestrar 

50% dos radicais livres DPPH presente na solução, portanto quanto menor o valor de IC50 

maior a atividade antioxidante da amostra (ARBOS; STEVANI; CASTANHA, 2013). 

Os resultados do IC50 calculados para o ácido gálico e o galato de geranila estão 

apresentados na Tabela 11 ( e os gráficos de regressão linear para cálculos do IC50 seguem 

expostos no Apêndice B). 

 

Tabela 11 - Atividade antioxidante expressa em valores de IC50 do ácido gálico e do galato de geranila. 

Amostra  Equação da reta IC50 (mg.mL-1) 

Ácido gálico y = 16763x – 1,1177 (R2 = 0,9752) 0,0029 

Galato de geranila y = 726,18x + 0,8286 (R2 = 0,9715) 0,0677 

 

A análise dos resultados da mostra que a correlação entre a atividade antioxidante 

(%) e a concentração de ácido gálico resultou na equação da reta y = 16763x – 1,1177, 

com R2 = 0,9752, fornecendo um IC50 de 0,0029 mg.mL-1 (ou 17,04 μM). O éster forneceu 

uma equação da reta y = 726,18x + 0,8286 (R2 = 0,9715), com um valor de IC50 de 

0,0677 mg.mL-1 (ou 220,90 μM, valor cerca de 12 vezes maior que o do ácido gálico). Já 

o geraniol não apresentou atividade antioxidante. 

Lu, Khoo e Wiart (2014) encontrou para o ácido gálico o valor de IC50 de 

0,0015 mg.mL-1, já Brighente et al. (2007) verificou o valor de IC50 para o ácido gálico 

de 0,0026 mg.mL-1, corroborando com o valor encontrado neste estudo. Valor próximo 

também ao encontrado neste estudo para o ácido ascóbico (IC50 = 0,0024 ± 

0,0004 mg.mL-1). 
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Khan et al. (2012) em seu estudo encontraram para o galato de propila o valor de 

IC50 de 0,03012 mg.mL-1, obtido pelo método de DPPH•. Segundo Kasture et al. (2009), 

a ordem de eficiência na captura do DPPH• por ácido gálico e seus derivados em etanol 

segue a ordem: ácido gálico > galato de metila > galato de propila. Assim, o aumento da 

cadeia poderia diminuir a atividade antioxidante. 

O galato de geranila apresentou atividade antioxidante menor que o ácido gálico, 

porém superior ao conservante sintético BHT (butil-hidroxitolueno) avaliado neste estudo 

(IC50 = 0,18 ± 0,04 mg.mL-1), conservante sintético amplamente utilizado na indústria de 

cosméticos e alimentos. Além disso, o galato de geranila apresenta uma polaridade menor 

que a do ácido gálico, o que poderia facilitar sua interação em sistemas lipídicos, 

protegendo os produtos, no qual foi aplicado, da ação de radicais livres. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente trabalho foi realizada a síntese de galato de geranila e posterior análise 

das atividades biológicas e antioxidante dos substratos e do produto. 

O álcool terc-butílico não influenciou na atividade enzimática da lipase Novozym 

435, mostrando-se um solvente apropriado para solubilizar de forma eficiente os 

substratos e permetir a reação.  

A condição investigada que produziu a maior conversão para a síntese de galato 

de geranila (21%) foi a temperatura de 70 ºC, razão molar dos substratos de 1:6 

(ácido:álcool), 10% (m/m substratos) de lipase Novozym 435, adição de 30 mL do 

solvente álcool terc-butílico e agitação de 125 rpm por 2 h. Entretanto, são necessários 

mais estudos para aumentar a conversão do produto, como por exemplo o uso de peneiras 

moleculares. 

Em relação as atividades biológicas, na atividade antifúngica o geraniol formou 

halo de inibição para os três fungos testados, mostrando uma boa inibição fúngica. O 

ácido gálico apresentou halo de inibição, somente contra A. flavus, já o éster apresentou 

halo de inibição sobre os três fungos testados nas maiores concentrações avaliadas, assim 

os resultados mostram que a esterificação do ácido gálico pode melhorar sua atividade 

antifúngica. 

A concentração inibitória mínima do geraniol variou entre 1,50 a 500 mg.mL- 1, 

para o ácido gálico os valores foram de 2,50 a 5 mg.mL-1, já a faixa de inibição para o 

éster foi de 6,25 a 12,5 mg.mL-1, sendo necessários mais estudos que verifiquem se o 

ácido gálico, que é uma substância bastante sensível à luz e a temperatura, após a 

esterificação apresenta uma melhora na estabilidade, mantendo por mais tempo sua 

atividade antibacteriana. 

A avaliação da toxicidade frente à A. salina do ácido gálico, éster e geraniol 

mostrou que estas substâncias apresentam toxicidade, sendo o galato de geranila foi 

menos tóxico que o geraniol e mais tóxico que o ácido gálico, devido a sua moderada 

toxicidade o éster pode ser testado em outras análises farmacológicas, como atividade 

antitumoral. 

O galato de geranila apresentou atividade antioxidante pelo método de DPPH, 

além disso o éster apresentou maior lipossolubilidade, em solventes orgânicos e no óleo 

e soja, quando comparado com o ácido gálico, podendo ser usado em diversos produtos 

onde o ácido gálico não mostre boa solubilidade.  
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Desta maneira, os resultados obtidos indicam que a esterificação enzimática do 

geraniol e do ácido gálico pode gerar um produto com potencial a ser investigado para a 

busca de novos produtos com propriedades antioxidantes e farmacológicas. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

A partir dos resultados obtidos neste trabalho algumas sugestões para trabalhos 

futuros são apresentadas: 

 

 Otimizar a esterificação enzimática de galato de geranila com a lipase Novozym 

435; 

 Confirmar a estrutura do éster por ressonância magnética nuclear (RMN) e 

espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR); 

 Avaliar a atividade antioxidante do ácido gálico e do éster no óleo de soja; 

 Avaliar os ciclos de reuso da lipase na reação de esterificação de galato de 

geranila; 

 Utilizar outras lipases para a esterificação de galato de geranila; 

 Avaliar a estabilidade do éster em relação a luz, temperatura e presença de 

oxigênio. 

 Realizar a reação de esterificação do ácido gálico com outros álcoois; 

 Avaliar a concentração bactericida mínima (CBM) do galato de geranila, bem 

como de seus substratos; 

 Avaliar a atividade antioxidante in vivo do galato de geranila com A. salina. 
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APÊNDICE A 

 

Cálculo do valor de pH para neutralização do ácido gálico por titulação 

 

A estequimetria da reação de neutralização do ácido gálico com o hidróxido de 

sódio (NaOH) está apresentada na Equação 1. 

 

C7H6O5 + NaOH → CH5O5Na +H2O                       (1) 

 

O valor do pka do ácido gálico na função ácido carboxílico é 4,5, dessa forma, 

utilizou-se a Equação 2 para determinar até que pH deveria ser conduzida a titulação. 

 

pH=7+
pka

2
                             (2) 
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APÊNDICE B 

 

Atividade antioxidante (IC50) 

 

A determinação do IC50 foi realizada através do ajuste dos dados de atividade 

antioxidante no gráfico de regressão linear, onde obteve-se a equação da reta do ácido 

gálico e do galato de geranila, gráficos estes apresentados nas Figuras 1 e 2, 

respectivamente. 

 
Figura 1 – Regressão linear para determinação do IC50 do ácido gálico. 

 

 

Figura 2 - Regressão linear para determinação do IC50 do galato de geranila. 

 


