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SINTESE E AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS E
ANTIOXIDANTE DE GALATO DE GERANILA

Bruna Maria Saorin Puton
Margo/2019

Orientadores: Dr.2 Natalia Paroul

Dr. Rogério Luis Cansian

O é&cido galico é um poderoso antioxidante natural, porém sua alta polaridade dificulta
sua solubilizacdo em meio lipidico, dessa forma as modificacdes na molécula de &cido
galico, como a esterificacdo, podem melhorar sua lipofilicidade, contribuindo para o
aumento da dispersdo em 0leos e gorduras. Essas alteragdes podem ser produzidas via
catalise acida ou enzimatica. A catalise realizada por enzimas mostra-se um processo
bastante promissor, devido as condi¢fes mais brandas de operacdo. Nesse sentido, 0
objetivo do presente trabalho foi sintetizar o éster galato de geranila via reacdo de
esterificacdo enzimatica em solvente orgéanico, e avaliar as atividades biol6gicas e
antioxidante dos substratos e do produto obtido. A reacdo de esterificacdo nas condigdes
de razdo molar 1:6 (acido:alcool), temperatura 70 °C, concentracdo de lipase de 10%
(m/m substratos) e 30 mL de alcool terc-butilico como solvente, por 2 h, obteve um
rendimento de aproximadamente 21% de conversao. 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 antifungica sobre Aspergillus flavus,
Alternaria alternata e Penicillium crustosum foram realizados pelo método de difuséo
em meio sélido utilizando cavidades no meio de cultura, sendo que o &cido galico
apresentou atividade somente sobre A. flavus, o geraniol mostrou atividade sobre os trés
fungos testados, assim como o éster, porém este formou halo de inibicdo somente nas
concentracdes mais altas. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada em
10 bactérias por meio do método de microdiluicdo em caldo. O &cido galico apresentou
inibicdo fraca sobre todas as bactérias, assim como o éster, o geraniol apresentou inibicdo
moderada sobre Klebsiella pneumoniae e fraca para as demais bactérias. Os resultados da
toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina mostrou que o acido galico, o geraniol
e 0 éster apresentaram toxicidade, sendo que o valor de DLso para o éster foi de
101,56 pg.mL?, para o geraniol foi de 26,48 ug.mL™? e para o &cido galico foi de
836,58 pug.mL™. A atividade antioxidante foi determinada pelo método DPPH, com
leitura de absorbancia a 515 nm, o &cido galico apresentou o valor de ICso de
0,0029 mg.mL™?, ja o éster isolado apresentou potencial antioxidante com um valor de
ICso de 0,0677 mg.mL™, além disso sua solubilidade em meio lipidico é maior que a do
acido gélico, possibilitando sua aplica¢do nas industrias de alimentos ou farmacéuticas.



Palavras-chave: Esterificagdo enzimética. Acido galico. Geraniol. Antioxidante
lipofilico.
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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 °C, 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 LDsg for the ester was of
101.56 pg.mL?, for the geraniol was of 26,48 pug.mL™? and for gallic acid was
836.58 ug.mL™. The antioxidant activity was determined by the DPPH method, with
absorbance reading at 515 nm, gallic acid had the ICso value of 0.0029 mg.mL*, whereas
the isolated ester presented antioxidant potential with an ICso value of 0,0677 mg.mL?,
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 INTRODUCAO

O é&cido galico ¢ um fitoquimico 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 lipidios (PASANPHAN;
CHIRACHANCHALI, 2008), porém sua alta polaridade dificulta a interagdo com sistemas
lipidicos, diminuindo sua eficiéncia.

Uma alternativa encontrada para superar essa dificuldade foi a sintese de
derivados do acido galico. Esses agentes antioxidantes passaram a ser produzidos e
amplamente utilizados na industria alimenticia, de cosméticos e farmacéutica
(LOCATELLLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA, 2013).

As modificacdes de acidos fendlicos, por meio da reacdo de esterificacdo com
alcoois de cadeia média e longa, podem gerar uma molécula anfilica com melhor
lipofilicidade, contribuindo para o aumento do efeito bioldgico, alterando a afinidade por
alvos celulares, a difusdo através das membranas lipidicas e a dispersdo em 6leos e
gorduras (FIGUEROA-ESPINOZA; VILLENEUVE, 2005).

Essas alteracdes na molécula do &cido gélico podem ser produzidas via catalise
acida como relatado por diversos autores (JANG et al., 2009; TANAKA; CHINO;
TAKAHASHI, 2012; KHATKAR et al., 2017) ou por catalise enzimatica tanto do acido
galico quanto do acido tanico, 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 acido galico, chamados de galatos.

O uso de enzimas como catalisadores, principalmente as lipases, mostra-se como
um processo bastante promissor, pois emprega condi¢cdes mais brandas de temperatura,
pressdo e pH, gerando uma menor quantidade de residuos e consumo de energia, além
disso, as enzimas possuem uma grande seletividade ou especificidade em relagcdo a um
substrato, a posi¢éo e a isbmeros, produzindo menos subprodutos (CASTRO et al., 2004).

Alguns trabalhos citados na literatura sintetizaram o galato de geranila por via
quimica e buscaram avaliar algumas atividades bioldgicas, obtendo em grande parte dos
estudos resultados satisfatorios, e em alguns casos melhora nas respostas em comparagéo
com o &cido galico (ABE; KASHIWAGI; NOGUCHI, 2000a; ABE; KASHIWAGI;
NOGUCHI, 2000b; KUBO; FUJITA; NIHEI, 2002).
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Porém, ndo ha relatos em trabalhos publicados até 0 momento quanto a sintese
enzimética do galato de geranila, assim como ha poucos trabalhos explorando as
propriedades bioldgicas deste éster. Nesse sentido, a sintese de galatos via esterificagéo
enzimatica, em especial do galato de geranila, pode ser uma abordagem promissora para
a geracdo de substancias bioativas e de novos agentes antioxidantes naturais para a

preservacao de alimentos e cosméticos.
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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 organico e avaliar as

atividades bioldgicas e antioxidante do produto.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar o efeito do solvente &lcool terc-butilico sobre a atividade da enzima;

» Sintetizar um éster a partir de acido galico e geraniol utilizando como catalisador
a lipase Novozym 435;

* Quantificar o produto por titulacdo e isolar o produto por cromatografia em
coluna;

» Verificar a lipossolubilidade do éster em diferentes solventes organicos e em 6leo
de soja;

» Determinar a concentracao inibitéria minima dos substratos e do produto nos
fungos Alternaria alternata, Aspergillus flavus e Penicillium crustosum;

» Determinar a concentracdo inibitéria minima 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 & Artemia salina do produto e dos substratos;

» Avaliar a atividade antioxidante dos substratos e do produto.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serd apresentada uma breve revisdo sobre o estado da arte no que
concerne a geraniol, acido galico, derivados do &cido galico, sintese de ésteres, oxidacdo

lipidica e atividade antioxidante.

3.1 Geraniol

O geraniol (3,7-dimetilocta-trans-2,6-dien-1-0l) € um monoterpeno aciclico
(Figura 1), presente na maioria dos 6leos 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 (geranio)
(BLANK et al., 2012), Citrus bergamia Risso (bergamota) (FELIPE; BICAS, 2017),
entre outros.

Figura 1 - Estrutura quimica do geraniol.

OH

Fonte: a autora.

O geraniol origina-se da molécula geranil difosfato através de sinteses que
executam reac6es de ionizacdo (BOHLMANN; MEYER-GAUEN; CROTEAU, 1998).
Geralmente a biossintese 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 constituido por uma mistura de dois isdmeros, onde o trans é chamado de
geraniol e o cis de nerol (CHEN; VILJOEN, 2010).

Apresenta caracteristicas de um liquido incolor, oleoso e com aroma de rosa
(10 ppm), insoltvel em agua, porém soltvel em solventes organicos, 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 industria de alimentos é utilizado como flavor nos aromas de pera, amora,
meldo, maca vermelha, lima, laranja, liméo, melancia, abacaxi e blueberry (BENETI et
al., 2011).

A literatura relata diversas atividades farmacoldgicas, como repeléncia, acaricida
e inseticida (TRAINA et al., 2005; JEON; LEE; LEE, 2009; KHALLAAYOUNE et al.,
2009; NICULAU et al., 2013), acdo antihelmintica (KUMARAN et al., 2003; HIERRO
et al., 2004), antimicrobiana (BARD et al., 1988; FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL,
2002; Sl 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 carcinogénese (CARNESECCHI et al.,
2004).

3.2 Acido galico

O écido galico (3,4,5 trihidroxibenzébico) é um metabolito vegetal que deriva de
rotas bioquimicas a partir do acido chiquimico, podendo ser obtido a partir de taninos
hidrolisaveis de plantas por hidrolise com é&cido (&cido sulfdrico) ou tanases
(E.C.3.1.1.20) (GRUNDHOFER et al., 2001; ROSSO, 2005).

E encontrado naturalmente em diversas plantas, como na madeira de
Myracrodruon urundeuva Allemdo (aroeira preta) (QUEIROZ;, MORAIS;
NASCIMENTO, 2002), nas sementes de Dimocarpus longan Lour. (longan) e caroco de
Mangifera indica L.(manga) (SOONG; BARLOW, 2006), em folhas de Alchornea
glandulosa Poepp & Endl (tamanqgueiro) (CALVO et al., 2007), nas raizes de Paeonia
rockii (S.G. Haw & Lauener) T. Hong & J.J. Li (pednia darocha) (PICERNO et al., 2011),
nas folhas, caules e raizes de diferentes variedades de Labisia pumila Benth (akar
fatimah) (KARIMI; JAAFAR; AHMAD, 2011), entre outras.

Este &cido fitoquimico é um poderoso agente antioxidante, e essa atividade Ihe é

atribuida devido ao alto poder redutor e a baixa entalpia de dissociacdo da ligacdo O—H
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(oxigénio — hidrogénio) da estrutura fendlica trihidroxilada (Figura 2) (INOUE et al.,
1995; JI; ZHANG; SHEN, 2006).

Figura 2 - Estrutura quimica do &cido gélico.

O

HO
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Fonte: a autora.

O é4cido galico apresenta-se como um po cristalino branco, solivel em agua
quente, acetona, acetato de etila e dimetilsulfoxido (DMSO), com baixa solubilidade em
agua fria e insoltvel em cloroférmio e benzeno (SANTQOS, 2007). O &cido galico é uma
substancia muito reativa devido a sua natureza fendlica, dessa maneira deve ser mantido
ao abrigo da luz (BUDAVARI, 1996; HOEPFNER; RENG; SCHIMIDT, 2002).

Em relacdo a suas propriedades ativas, estudos constataram acdo
antimelanogénica e antioxidante (KIM, 2007; CUSTODIO et al., 2017
THANYACHAROEN et al.,, 2018), anti-inflamatéria (KROES et al.,, 1992),
antimutagénico (BIROSOVA; MIKULASOVA; VAVERKOVA, 2005), neuroprotetiva
(NABAVI et al., 2012; MANSOURI et al., 2013) e apoptose em linhagens celulares de
cancer de pulmao humano (KAWADA et al, 2001).

3.2.1 Derivados do &cido galico

Compostos quimicos isolados que possuam atividades biolégicas podem sofrer
um incremento em tal atividade através da modificacdo da estrutura molecular com a
incorporacdo de novos grupamentos ou simplificagdo da molécula (BARBOSA, 2010).

Segundo Rosso (2005), a funcao &cida do acido géalico possibilita sua esterificacdo
com diversas substancias, gerando galatos (Figura 3) com os mais variados efeitos

biolégicos.
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Figura 3 - Estrutura basica dos galatos (R = cadeia alquilica com nimero variavel de carbonos).
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Fonte: a autora.

Dentre os galatos utilizados pela industria como antioxidantes, o galato de propila
é empregado em alimentos, cosméticos e medicamentos, ja os galatos de metila, octila e
dodecila sdo usados pela industria farmacéutica e cosmética (LOCATELLI; FILIPPIN-
MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA, 2013).

Os galatos de propila, dodecila e octila sdo permitidos pela legislacdo vigente no
limite maximo de 100 mg.kg? em oéleos de gorduras (BRASIL, 2007) e em cremes
vegetais e margarina o galato de propila é permitido no limite de 200 mg.kg™ (sobre o
teor de gordura) (BRASIL, 2005).

Séo relatados na literatura alguns estudos sobre as propriedades bioativas dos
ésteres de é&cido galico, entre elas: inibicdo da cadeia respiratdria do parasita
Trypanossoma cruzi (LETELIER et al 1990), atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli (BOYD; BEVERIDGE, 1981), toxicidade em hepatécitos de ratos
contribuindo na disfuncdo mitocondrial (NAGAKAWA; TAYAMA, 1995).

Além disso, os galatos podem ser potentes indutores de apoptose em células U937
de leucemia monobléstica humana (SAEKI et al., 2000), inibidores da esqualeno
epoxidase (ABE: KASHIWAGI; NOGUCHI, 2000a), neuroprotetores, antioxidantes e
anticarcinogénicos (LOCATELLI; FILIPPIN-MONTEIRO; CRECZYNSKI-PASA,
2013).

Sakaguchi et al. (1999), demonstraram que derivados do é&cido galico
apresentaram maior citotoxicidade do que o acido galico em algumas linhagens de células
cancerosas.

Em seu estudo, Kubo (1999), verificou que os ésteres de é&cido galico
apresentaram atividade antifungica contra Saccharomyces cerevisiae, sendo o galato de
nonila a substancia que apresentou maior atividade, ao contrario do &cido galico que nao

mostrou tal atividade.
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Os galatos de alquila podem ser sintetizados por catalise quimica, onde o acido
gélico esta sob refluxo com &lcoois na presenca de diversos catalisadores, tais como o
acido sulfarico concentrado, cloreto de hidrogénio, trifluoreto de boro, cloreto de
aluminio, anidrido trifluoroacético, éster polifosfato, Oxido de neodimio,
diciclohexilcarbodiimida, bissulfato de grafite, entre outros (SHI et al.,2015).

Entretanto, as desvantagens desse sistema sdo tempo de reacdo (8-12 h), baixo
rendimento e custo dos catalisadores. Além do mais, o &cido galico é sensivel ao calor e
suscetivel a oxidacao, dessa forma, a sintese enzimatica pode ser uma alternativa atraente
para a producdo de galatos (WEETALL, 1985; SHI et al.,2015).

Porém, como todo processo biotecnoldgico, esse método também apresenta
algumas desvantagens, como baixos rendimentos, elevado tempo de reagdo e uso dos
solventes (SHI et al.,2015), necessitando uma otimizacao do processo.

Bouaziz et al. (2010) otimizaram a sintese de galato de propila em sistema livre
de solvente e obtiveram a conversdo méxima de éster (90%) com 400 IU de lipase
imobilizada ndo comercial obtida de Staphylococcus xylosus e temperatura de 52 °C.

Sharma et al. (2015) utilizaram a lipase de Bacillus licheniformis SCD11501
imobilizada em celite, em sistema livre de solvente, para a producédo de galato de metila,
etila, propila e butila, atingindo as taxas de conversdes de 58,2; 66,9; 72,1 e 63,8%,
respectivamente. O galato de propila foi o éster produzido em maior quantidade (72,1%),
conversdo esta alcancada na temperatura de 55 °C, concentracdo de biocatalisador de

1,5% e presenca 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) €

um composto de formula molecular C17H220s e peso molecular de 306,358 g.mol™,
produzido através da esterificagdo do acido galico com geraniol (Figura 4).
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Figura 4 - Estrutura quimica do galato de geranila.
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Fonte: a autora

Abe, Kashiwagi e Noguchi (2000a) sintetizaram diversos galatos através de
catalise 4cida, entre eles o galato de geranila, e investigaram a atividade de inibi¢do da
esqualeno epoxidase em ratos, enzima relacionada com a biogénese de colesterol e
obtiveram uma inibicdo moderada para galato de geranila.

Os mesmos autores avaliaram a atuacdo do acido galico sobre a mesma enzima e
verificaram que este composto ndo causou inibicdo da esqualeno epoxidase em ratos
(ABE; KASHIWAGI; NOGUCHI, 2000b)

Além disso, essa enzima encontra-se ha membrana celular de fungos, e quando
inativada deixa de regular a producdo de ergosterol, composto fundamental para a
manutencdo da estrutura da membrana plasmatica nesses micro-organismos. Dessa
forma, substancias que inativem essa enzima podem apresentar efeito antifungico
(RYDER, 1991).

O efeito antiflngico do galato de geranila foi evidenciado por Kubo et al. (2002b),
onde em testes de atividade antifdngica, a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo fungicida minima (CFM) contra S. cerevisiae ATCC 35640 foi de
0,05 mg.mL"! para ambos os ensaios. O &cido galico ndo apresentou atividade antifiingica
contra esta cepa (KUBO et al., 1999).

Kubo, Fujita e Nihei (2002) avaliaram a concentragdo bactericida minima (CBM)
do galato de geranila contra Salmonella choleraesuis ATCC 35640, e encontraram o valor
de 0,05 mg.mL™?, para o acido galico, 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 acido galico o valor de >3,2 mg.mL™. J4 o galato de geranila
apresentou uma CBM de 0,025 mg.mL™?, indicando que a fragdo hidrofdbica pode afetar

esta cepa.



23

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 I1Cso de 6,5 uM, ja o acido galico ndo apresentou esta
propriedade. O PAF possui propriedades hipotensoras e ulcerogénicas, além de ser
responsavel por ativar numerosos tipos de células que podem estar envolvidos em
processos de inflamacdo, alergias, entre outros (SUGATANI et al., 2004; RODWELL et
al., 2017).

3.2.3 Toxicidade do &cido galico e seus derivados

O acido géalico é um componente natural presente de muitos alimentos e bebidas
de origem vegetal, sendo que nos Estados Unidos o consumo médio deste composto € de
cerca de 1 g por dia (LU et al., 2006).

Segundo Niho et al. (2001), o &cido gélico ingerido em alimentos poderia ser
biodegradado no trato gastrointestinal, assim como o acido tanico e os galatos.

Em relacdo a toxicidade, o acido galico ndo apresentou potencial mutagénico nas
cepas de Salmonella typhimurium TA98, TA100 e TA1535 com ou sem ativacdo
metabdlica (RASHID et al., 1985; CHEN; CHUNG, 2000).

Dollahite, Pigeon e Camp (1961) ndo observaram quaisquer efeitos adversos apds
a administracio de uma dose aguda de acido galico de 5000 mg.kg* de peso corporal em
ratos.

Os toxicologistas afirmam que qualquer substancia que ndo seja letal quando
administrada de forma aguda a uma concentragdo de 5000 mg.kg™ de peso corporal néo
apresenta toxicidade (OECD, 1981, ANON, 1985).

O efeito tdxico subcronico do acido galico foi estabelecido por Niho et al. (2001),
através da administracdo oral em ratos F344 por 13 semanas, 0s efeitos observados foram
anemia de provavel origem hemolitica e hipertrofia das células do figado. O NOAEL (No
Observed Adverse Effect Level) do &cido galico foi estimado pelos autores em 0,2% na
dieta sob as condigGes experimentais em ratos, sendo traduzidos para 119 e 128 mg.kg™
por dia, respectivamente para machos e fémeas.

Variya et al. (2019) avaliaram a toxicidade aguda e subaguda (28 dias) do acido
galico em camundongos albinos, e encontraram a DLso maior do que 2000 mg.kg*
(categoria 5, DL 50 > 2000 mg.kg?), além do mais, o acido galico ndo produziu nenhuma

toxicidade significativa relacionada a pardmetros hematoldgicos, biogquimicos e


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691501000229#BIB13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691501000229#BIB1
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adipogénico no estudo de toxicidade subaguda em camundongos. Baseado nos resultados
0s autores sugerem que a ingestdo de acido galico ndo tem nenhuma agdo adversa ou
toxicidade aguda ou subaguda relacionada a saude.

Rajalakshmi, Devaraj e Niranjali Devaraj (2001) avaliaram por 28 dias a
toxicidade de doses repetidas em camundongos para o acido galico, até a dose de
1000 mg.kg*. Os autores ndo observaram efeitos adversos em parametros hematoldgicos,
bem como nenhuma alteracdo histologica no coracao, figado, rim, pulmé&o e cérebro.

No que refere-se a toxicidade dos galatos, Dacre (1974) nao observou efeitos
toxicos em camundongos albinos apds 90 dias em dietas contendo de 1000-5000 mg.kg™*
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 ndo observaram
modificacOes nos pardmetros avaliados na dose de 1000 mg.kg™.

Orten, Kuyper e Smith (1948) verificaram em camundongos a diminuigdo da
ingestdo de alimentos e a inibicdo do crescimento nos niveis de dose dietética de
11700 mg.kg de galato de propila, porém o mesmo néo foi observado em doses menores.

Segundo Van der Heijden, Janssen e Strik (1986), o Comité Conjunto de
Especialistas em Aditivos Alimentares da FAO/OMS (JECFA) estabeleceu em 1980 o
ingestdo diaria recomendada (IDR) para o galato de propila, octila e dodecila em
0- 0,2 mg.kg ! de peso corporal. Em 1996, o JECFA fez sua Gltima reavaliagéo de IDR
do galato de propila, sendo este definido em 0-1,4 mg.kg™ de peso corporal, ja para o
galato de octila e dodecila ndo 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 sdo absorvidos e hidrolisados para uma estrutura menor ou igual a do
galato de propila.

Segundo Kubo, Fujita e Nihei (2003), ap0s o galato de geranila ser consumido no
alimento, este éster seria hidrolisado a acido galico e geraniol, que sdo componentes

naturais de plantas.
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3.3 Sintese de ésteres

A esterificacdo é uma reacdo que ocorre entre um &cido carboxilico livre e um
alcool, formando como produto éster e &gua (SOLOMONS; FRYHLE, 2012), como

mostra a Figura 5.

Figura 5 - Reacéo de esterificacao.

0 Catalisador O
// Estarificagdo /
R—— + RI_DH — R —C + H,0
Hidrolise
N OH N 0—Ry

Fonte: adaptado de Barzca (2011).

Essa reacdo é reversivel e lenta, sendo necessario a utilizacdo de catalisador e
excesso de um dos reagentes, para evitar a reversibilidade da reacdo e aumentar o
rendimento.

Outra forma de deslocar o equilibrio para a formacéo dos produtos é retirando-se
a agua que vai sendo formada na reacdo (RAJENDRAN; PALANISAMY;
THANGAVELU, 2009; SOLOMONS; FRYHLE, 2012). Segundo Barzca, (2011) a
velocidade de reacdo depende da natureza do o &cido organico e alcool utilizado e da
temperatura do meio.

A producdo de ésteres atraveés da sintese quimica pode ser realizada por
esterificacdo ou interesterificacdo (acidolise, alcodlise, glicerdlise ou transesterificacao)
(GUVENC; KAPUCU; MEHMETOGLU, 2002).

Os principais catalisadores empregados na industria para acelerar a reacdo de
esterificacdo sdo os &cidos de Brgnsted, como o sulfurico (H2SOa) e cloridrico (HCI).
Entretanto, a utilizacéo de catalisadores quimicos esbarra em alguns inconvenientes como
a dificuldade na recuperacdo do catalisador, o alto consumo de energia (200 a 250 °C), a
corrosdo de equipamentos, a pouca seletividade, o tratamento de residuos, a possivel
desidratacdo dos alcoois e a formacéo indesejada de subprodutos (OZYILMAZ; GEZER,
2010; CHIARADIA et al., 2011; MARTINS et al., 2011).



26

A grande procura por tecnologias “limpas” gerada pela crescente preocupagao
com o impacto ambiental originado pela catdlise &cida, impulsiona o uso de
biocatalisadores, como as lipases, em sintese organica.

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases (EC 3.1.1.3)) pertencem a classe das
hidrolases, catalisando a hidrolise de triacilglicerois de cadeias longas a diacilgliceradis,
monoacilglicerdis, &cidos graxos livres e glicerol na interface organico-aquosa
(CARVALHO et al., 2003; ROESLER; VANZIN; BURKERT, 2017).

Apesar de algumas desvantagens, como a possivel inativacdo da enzima, o custo
do solvente, a etapa adicional de remocédo do solvente do sistema reacional, tempo de
reacdo algumas vezes prolongado e baixo rendimento, a esterificacdo com lipases ainda
é uma alternativa vantajosa (HALLING, 1994; SABALLY et al., 2005).

Segundo Paroul et al. (2010), as lipases podem substituir os catalisadores
quimicos de forma bastante eficiente, principalmente quando o produto final depende de
uma alta pureza. Além do mais, 0s bioprocessos catalisados por lipases sdo muitos
proximos aos desenvolvidos pela natureza.

Dentre as lipases investigadas para catdlise enzimatica, a lipase comercial
imobilizada Novozym 435 tem sido amplamente utilizada devido as sua quimio-, régio-
e enantiosseletividade, estabilidade térmica e capacidade de executar a reagdo em meios
nédo aquosos (YADAV; KAMBLE, 2018).

A lipase Novozym 435 é usada com sucesso em reacBes como esterificacao,
transesterificacdo, amidacdo, hidrolise e epoxidacdo em meios aquosos € nao aquosos
(SALVI; KAMBLE; YADAYV, 2018). Além disso, pode ser empregada em reacdes de
lipofilizag&o de &cidos fenolicos (SOROUR et al., 2012; YANG; GUO; XU, 2012; XU et
al., 2018).

Sbardelotto et al. (2018) investigaram a producdo de butanoato de geranila a partir
de geraniol e &cido 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 conversdes maximas proximas 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 conversao
de geraniol em éster, e verificaram que a Novozym 435 foi considerada o catalisador mais

ativo, atingindo a conversao 96% de acetato de geranila.
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3.3.1 Fatores que influenciam a esterificacdo enzimatica

A esterificacdo enzimética € um processo dependente de diversos fatores, como
agua presente no meio reacional, temperatura, razdo molar dos substratos, concentragdo

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

Efeito da atividade de agua

A formacéo de dgua durante a esterificacdo € um dos parametros mais importantes
a ser controlado, pois afeta negativamente o rendimento da reacdo, entretanto a presenca
de uma certa quantidade de &gua é necessaria para condicionar o estado tridimensional
ativo e manter a atividade do sitio polar da enzima, bem como sua estabilidade
(GRAEBIN et al., 2012).

O excesso de agua formado pode ser retirado do meio através de adsorcdo,
destilacdo, agentes secantes e membranas seletivas a 4gua (ROESLER; VANZIN;
BURKERT, 2017).

Efeito da temperatura

A temperatura € outro fator que pode influenciar a esterificacdo enzimatica,
negativa ou positivamente. De um lado, as altas temperaturas podem prejudicar a
estabilidade ou desnaturar a enzima, por isso deve-se levar em consideragéo a temperatura
6tima de trabalho do biocatalisador. Por outro lado, 0 aumento da temperatura pode
reduzir a viscosidade da mistura, aumentar a solubilidade mutua e melhorar o processo
de difusdo dos substratos, favorecendo, assim, a transferéncia de massa e a interacdo

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

Efeito da razdo molar

A razdo molar dos substratos também é um parametro pode a ser controlado, ja
que a reacdo de esterificacdo € reversivel, para contornar este problema, geralmente
adiciona-se um dos substratos em maior quantidade, o que pode deslocar o equilibrio
quimico, aumentando as taxas de conversdo, até certo ponto, quando pode ocorrer o
efeito de inibicdo (VILLENEUVE, 2007).
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De acordo com Nordblad e Adlercreutz (2008), o acido e o alcool inibem as
lipases através de mecanismos de inibicdo competitiva. Os alcoois sdo capazes de
vincular proteinas e induzir sua desidratacdo, reduzindo a atividade enzimatica
(SOUZA et al., 2017).

No caso dos &cidos, uma molécula acida adicional poderia produzir uma
interferéncia com a desacilagdo da enzima, obstruindo o acesso para o sitio ativo
(HARI; KARANTH, 2001). Além do mais, um aumento na concentracao do acido pode
levar a um aumento no conteldo de prétons no sistema, reduzindo a atividade
enziméatica (NORDBLAD; ADLERCREUTZ, 2008).

Ainda em relacdo aos substratos, Castro, Oliveira e Soares (1997), verificaram
que o tamanho da cadeia dos alcoois influencia significativamente no rendimento da
esterificacdo, sendo que os alcoois primarios sdo mais reativos do que os secundarios e
terciarios. Algumas lipases possuem dois sitios ativos, um para substratos pequenos e
outro para substratos grandes (VARMA; MADRAS, 2010). Contudo, moléculas menores
difundem-se mais facilmente pelo sitio ativo da enzima (STERGIOU et al., 2013).

Efeito da concentragdo da enzima

A massa da enzima utilizada na reacdo é um fator importante para a esterificacdo
enzimatica, geralmente observa-se que 0 aumento da concentracdo do biocatalisador leva
ao aumento na conversdo do produto, devido a ampliacdo da quantidade de sitios ativos
no meio reacional (LOPES, 2009).

Segundo Aracil, Garcia e Martinez (1993), a carga enzimatica é o efeito mais
significativo na reacdo de esterificacdo enzimatica. Assim, deve-se descobrir a
concentracdo 6tima nas reacao enzimatica, ja que as enzimas sdo o principal componente

de custo ligado ao processo.

Efeito do pH

O valor de pH do meio reacional também desempenha um papel importante em
reacOes de esterificacdo catalisadas por lipase, pois estas quando extraidas de mamiferos
tendem a um pH 6timo &cido, enquanto lipases de fontes microbianas exibem pH 6timo
alcalino, no entanto estes Ultimos resultados foram registrados em meio agquoso
(KRISHNA; KARANTH, 2002).
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Dessa forma € necessario conhecer o pH 6timo da lipase, porém este pode ser
alterado na presenca e/ou auséncia de fatores, como sais, emulsionantes, substratos, etc.
(KRISHNA; KARANTH, 2002), e depende ainda dos fatores ligados ao tipo de reacdo
onde a enzima sera adicionada, como concentracao do substrato, temperatura e tempo de
duracdo da reacdo (REED, 1975; YEE; AKOH; PHILLIPS, 1997).

Efeito da agitacao

Os reagentes empregados muitas vezes sao imisciveis, dessa forma um aumento
na agitacdo pode favorecer a formacéo de ésteres, devido ao aumento da interacdo entre
0s reagentes e o catalisador (OLIVEIRA, 2014).

No caso de enzimas imobilizadas, os reagentes necessitam difundir do liquido a
granel para a superficie externa da particula e entdo para os poros no interior do
catalisador onde a reagdo ocorre e os produtos sé&o formados (SUN et al., 2013;
KUPERKAR et al., 2014).

As limitacdes da transferéncia de massa externa podem ser diminuidas com
velocidade ideal de agitacdo, Kuperkar et al. (2014) em seu trabalho de sintese de
propionato de isobutila utilizando a lipase imobilizada Novozym 435, verificaram que o
houve um aumento na taxa de conversdo com o aumentou na faixa de agitacdo de 100 até
300 rpm, ja na agitacdo de 400 rpm a conversao diminuiu e em uma agitacdo a partir de
300 rpm por 5 a 6 h a enzima desprendeu-se do suporte, perdendo sua capacidade de

reuso.

3.3.2 Biocatalise com solventes organicos

O processo de escolha do solvente orgdnico € uma etapa importante na
esterificacdo enzimatica, pois a atividade da enzima e a conversdo do produto podem ser
afetadas pelos substratos e solventes utilizados na reagdo (LERIN et al., 2011).

O solvente organico deve dissolver completamente os substratos sem afetar a
atividade da enzima. O coeficiente de particdo do solvente (Log P) é frequentemente
utilizado para definir o solvente utilizado, geralmente, os solventes com Log P<2 n&o séo
indicados para biocatalises (CHEN, 1996), os solventes com Log P entre 2 e 4, menos
hidrofilicos, interagem fracamente com o0 sistema dagua-biocatalisador, sendo sua

estrutura afetada de maneira imprevisivel, ja os solventes com Log P superior a 4 séo
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hidrofobicos e ndo perturbam a camada de agua, assim o biocatalisador tende a
permanecer no seu estado ativo (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Os solventes mais utilizados em reacGes de esterificacdo séo heptano, hexano,
alcool etilico, alcool terc-butilico, dimetilsufoxido, acetona, acetonitrila, entre outros. O
acido galico é uma substancia polar, dessa forma dissolve-se bem em solventes polares,
como dimetilsuféxido (DMSO), alcool etilico e alcool terc-butilico.

Entretando, apesar de ser um bom solvente, a utilizagio do DMSO apresenta
inconvenientes, como dificuldade na separacdo do produto do solvente, devido a sua a
temperatura de ebulicdo de 189 °C, e sua alta hidrofilicidade, que leva a um aumento da
quantidade de &gua no sistema, ndo desejavel para a sintese de ésteres (BALEN, 2016).
Ja o élcool etilico trata-se de um &lcool priméario (BALEN et al., 2015), que pode competir
com o geraniol na reacdo de esterificacdo com o acido galico.

O élcool terc-butilico € um alcool terciario que apresenta uma temperatura de
ebulicdo de 82,2 °C, permitindo que seja utilizado em reagcdes com uma temperatura mais
elevada (BALEN, 2016). Além disso, os &lcoois terciarios, devido ao impedimento
estérico, ndo reagem com o biocatalisador e com o substrato, possuem um baixo efeito de
desativacdo na enzima e sua remocdo ao final da reacdo é geralmente facil
(VILLENEUVE, 2007).

A reacdo de sintese enzimatica entre acido galico e geraniol, devido a diferenca
de polaridade, necessita de um solvente organico que atenda todas estas exigéncias para
que ocorra a solubilizacdo dos substratos e torne possivel a reacdo, o alcool terc-butilico
atende aos requisitos e seu uso é constantemente relatado na literatura.

Lerin et al. (2012), em seu trabalho sobre a conversdo de palmitato de ascorbila,
encontrou melhores resultados de rendimento empregando o alcool terc-butilico (log P =
0,80).

Balen et al. (2015) avaliaram diversos solventes para a reacdo de esterificacdo de
oleato de ascorbila com a enzima Novozym 435, e verificaram que o alcool terc-butilico

foi o solvente mais adequado para a reacéo.
3.4 Oxidacéo lipidica
A oxidacdo lipidica € um dos principais processos responsaveis pela deterioragdo

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 oxidacéo de lipidios, segundo Ramalho e Jorge (2006), sdo:

e Reacdes hidroliticas, catalisadas por lipases ou pela acdo de altas temperaturas e
umidade, gerando &cidos graxos livres;

e Oxidacdo enzimatica, onde as lipoxigenases levam a formacdo de perdxidos e
hidroperoxidos;

e Foto-oxidacdo, promovida pela radiacdo ultravioleta na presenca de
fotossensibilizadores;

e Auto-oxidacao, reacdo com o oxigénio molecular e &cidos graxos insaturados
presentes nos lipidios via mecanismo autocatalitico, formado por trés etapas,
iniciacdo, propagacéo e terminacdo, como pode ser observado na Figura 6, sendo

0 mecanismo mais comum de oxidacdo em éleos e gorduras.

Figura 6 — Esquema geral do mecanismo de auto-oxidacao lipidica.

Iniciagio RH — » R +H

Propagacido R + O - ROO
ROO +RH —=ROOH + R

Término ROO' + R — w ROOR
ROO + RO ——» ROOR +0; (s
R+R — = RR
Onde: RH — acido graxo insaturado; Re - radical livre; ROO- - radical
peréxido e ROOH — hidroperdxido.
Fonte: adaptado de Ramalho e Jorge (2006).

A primeira fase, chamada de iniciacédo, ocorre a partir da retirada de um atomo de
hidrogénio do grupo metileno de um acido graxo insaturado, gerando um radical livre.
Essa fase é favorecida em condicdes de temperaturas elevadas, presenca de catalizadores
metalicos, espécies reativas de oxigénio e exposicédo a luz.

Na fase seguinte, a propagacao, ha o inicio de uma reacdo em cadeia de radicais
livres, provocada pelo alto consumo de oxigénio atmosférico, dando origem a produtos

primarios de oxidacao e alteracfes de aroma e sabor.
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Na terminacédo ocorre o fim da propagacdo da reacao, neste caso, dois radicais
livres combinam-se entre si, formando substancias estaveis (ANDREO; JORGE, 2006;
RAMALHO; JORGE, 2006; O’BRIEN; O’CONNOR, 2016).).

Os principais méetodos para evitar a auto-oxidacao e prolongar a vida de prateleira
dos alimentos sdo a refrigeracdo, a auséncia de luz e oxigénio e a utilizacdo de pequenas
quantidades de antioxidantes (ORDONEZ, 2005; SHEN et al., 2018).

3.5 Antioxidante

A formacéo das espécies reativas ocorre através do processo respiratorio e das
diversas reacdes oxidativas que ocorrem em sistemas bioldgicos aerdbicos (SILVA et al.,
2010), sendo classificadas em: espécies reativas de oxigénio (radicais livres e nao
radicais), complexos de metais de transicdo, radicais de carbono e espécies reativas de
nitrogénio (SOARES, 2002).

Para proteger-se do ataque dos radicais o organismo desenvolveu o sistema de
defesa antioxidante, responsavel por neutralizar os radicais livres atraves dos sistemas
enzimatico e ndo-enzimatico (SILVA et al., 2010).

O sistema enzimaético bloqueia a iniciacdo da oxidagdo através da remoc¢do dos
radicais livres por enzimas, como superdéxido dismutase, catalase, peroxidases, glutationa
peroxidase e glutationa redutase. J& no sistema ndo-enzimatico os agentes antioxidantes,
como a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e 0s compostos
fendlicos, doam um elétron ou hidrogénio para o radical livre, tornando a molécula
estavel, da mesma forma apds a perda do elétron ou hidrogénio a substancia antioxidante
torna-se inerte (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004; BARBOSA et al., 2010; SILVA
et al., 2010; SARANGARAJAN et al., 2017).

Em relacdo ao seu mecanismo de acéo, os antioxidantes podem ser divididos em
primarios e secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia da reagéo através da
doagdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, transformando-os em produtos
estaveis. J& os secundarios retardam a etapa de iniciacdo da auto-oxidacdo por meio de
diferentes mecanismos, entre eles, complexacdo de metais, sequestro de oxigénio,
decomposicdo de hidroperoxidos para formar espécie ndo radicalares, absorcdo da
radiacdo ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete (ADEGOKE et al., 1998;
ANGELO; JORGE, 2007).
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No entanto, quando ha um desequilibrio entre o sistema antioxidante e as espécies
reativas podem ocorrer efeitos prejudiciais ao organismo, pois ao atingir biomoléculas,
como DNA, RNA, proteinas e lipidios, os radicais livres causam danos que podem
condicionar o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, inflamatdrias, imunolégicas
e neuroldgicas, além de cancer e aceleracéo do processo de envelhecimento (MARIUTTI;
BRAGAGNOLO, 2007; MELO et al., 2011; SARANGARAJAN et al., 2017).

Em alimentos, a reacdo de oxidacdo de lipidios € um processo complexo que
envolve uma grande variedade de radicais livres, sendo bastante influenciado por fatores,
como temperatura, luz, oxigénio, constituicdo fisico-quimica do produto, presenca de
possiveis iniciadores e catalisadores da reacdo, entre outros, que geram alteracdes
sensoriais, como rancificacdo, aromas indesejaveis e formacdo de compostos toxicos,
além de perdas nutricionais devido a degradacdo de vitaminas lipossolUveis e de acidos
graxos essenciais (RAMALHO; JORGE, 2006).

O papel dos antioxidantes, nesse caso, € 0 de retardar ou inibir a oxidacdo de
lipidios ou de outras moléculas que alterem a qualidade sensorial, proporcionando uma
maior  vida-de-prateleira ao alimento  (MAISUTHISAKUL; SUTTAIIT,
PONGSAWATMANIT, 2007; SILVA et al., 2010).

Entretanto, para serem empregados na industrialmente os antioxidantes devem
apresentar algumas caracteristicas, dentre elas: serem eficientes em baixas concentracoes
(0,001 a 0,01%), ndo afetarem as propriedades organolépticas do produto (cor, sabor e
odor), serem estaveis durante 0 processo e armazenagem, serem compativeis com o
produto e faceis de aplicar, ndo apresentarem toxicidade, serem permitidos pela legislacdo
e deve-se levar em conta, ainda, o custo e a preferéncia do consumidor por aditivos
naturais (BAILEY, 1996; RAMALHO; JORGE, 2006).

Os antioxidantes mais utilizados pela inddstria de alimentos sdo o butil-hidroxi-
anisol (BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT), o terc-butil-hidroquinona (TBHQ), o galato
de propila (PG) e os tocoferdis (NAMIKI, 1990; RAMALHO; JORGE, 2006).

Porém destes, somente os tocoferois sdo obtidos de fontes naturais, dessa forma,
faz-se necessaria a investigacdo de novos agentes com potencial antioxidante. Alguns
acidos fendlicos, como é&cidos protocatequinico, caféico, feralico, galico e sinapico,
mostram-se como eficientes antioxidantes em sistema lipidico, apesar da baixa
solubilidade nesse sistema, que limita industrialmente sua utilizagdo como antioxidante
(DZIEDZIC; HUDSON, 1984; PRATT, 1992; SOARES, 2002).
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Segundo Reische, Lillard e Eitenmiller (1998), os ésteres de acido galico agem
em sinergismo com antioxidantes primarios e com alguns secundarios, porém sao
termosensiveis e tendem a formar complexos com ions de ferro presentes em alimentos,
produzindo coloracdo 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 serdo descritos os materiais e procedimentos experimentais, bem como a
metodologia analitica utilizada para o desenvolvimento do estudo da producéo de ésteres
a partir de acido galico e geraniol via esterificacdo enzimatica com o uso de solvente,
utilizando como biocatalisador a lipase comercial imobilizada Novozym 435 e posteriores
andlises biologicas 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/Araucéria/PR), obtida a partir da lipase de Candida antarctica,
produzida por fermentacdo submersa e imobilizada em resina acrilica macroporosa de
troca ibnica. Como caracteristica apresenta formato em esfera, com didmetro de particula
entre 0,3 e 0,9 mm, densidade de aproximadamente 430 kg.m™ e contetido de 4gua entre
1 e 2%. A lipase Novozym 435 é termoestavel, com faixa 6tima de atividade na faixa de
temperatura de 40 a 70 °C e possui ainda, ampla especificidade de substrato para
promover uma reacdo entre alcoois primarios ou secundarios e acidos carboxilicos
(NOVO NORDISK, 1992).

4.1.2 Substratos

Os substratos utilizados na reagdo enzimatica foram o geraniol (>97%, Sigma-
Aldrich®) e o 4cido galico (>98%, Sigma-Aldrich®).

4.1.3 Solventes e reagentes para analises quimicas

Alcool etilico (99,9%, Merck®), &cido oleico (Sigma-Aldrich®), acetona (99,5%,
Dinamica), hidroxido de sodio (Vetec), n-hexano (95%, Dinamica), alcool terc-butilico
(99%, Merck), cloroférmio (99,8%, Vetec), acetato de etila (99,5%, Proton), acido
acético glacial (99,7%, Dindmica), metanol (Dinamica; 99,5%), diclorometano (99,5%,

Dinamica), éter etilico (96%, Nuclear), n-propanol (99,5%, Vetec), cloreto férrico
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(Dinamica), cromatofolhas (Merck, AL TCL 20x20 cm Silicagel 60 F2s4), silica gel 60
Fas4 (Fluka) e 6leo de soja (Soya).

4.1.4 Solventes e reagentes para andlises biologicas e antioxidante

Alcool etilico (99,8%, Exodo), 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 sodio (Dindmica),
acido ascébico (Quimica Moderna), butil-hidroxitolueno (BHT) (Synth),
dimetilsulfoxido (DMSO) (99,9%,Vetec), bicarbonato de soédio (Synth), sal marinho
(Salazar), cistos de A. salina (Aqua Plant) e Tween 80 (Dinamica).

4.2 Métodos experimentais

4.2.1 Avaliacéo do efeito solvente sobre a atividade da enzima

A avaliacdo da acdo do solvente sobre a atividade enzimatica foi realizada com a
enzima antes e ap0s ser submetida ao contato com o solvente (alcool terc-butilico). Para
tanto, pesou-se em um Erlenmayer (50 mL) 0,1 g de enzima pré-ativada
(50 °C/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 °C e
125 rpm, por 2, 24 e 48 h. Apds, a enzima foi retirada do meio por filtragdo com papel
filtro, lavada a vacuo com com 10 mL (2x) n-hexano, seca em estufa 50°C por 30 minutos
e colocada em dessecador por 24 h, antes da determinacao da atividade enzimatica (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 sintese enzimatica de galato de geranila

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

reacional formada por geraniol e acido galico (Figura 7).
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Figura 7 - Reacdo de esterificacdo de acido galico e geraniol.
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Fonte: a autora.

Para o teste preliminar de sintese de galato de geranila, os substratos foram
adicionados em Erlemeyers de 25 mL em diferentes razGes molares (1:3 e 1:6,
acido:alcool) totalizando a massa reacional de 5 g e acrescentando-se o volume minimo
necessario para solubilizacdo dos substratos que foi de 30 mL de alcool terc-butilico. A
mistura foi aquecida em 70 °C durante 5 minutos, sob agitacdo constante até a
solubilizacdo dos substratos. Apo6s a dissolucdo total dos substratos a lipase comercial
imobilizada Novozym 435 foi adicionada na concentracdo de 10% (m/m substratos) e o
tempo reacional foi contado a partir da adi¢cdo desta.

Os experimentos foram realizados em agitador orbital (Servilab, SE 1208) com
agitacdo constante de 125 rpm na temperatura de 70 °C.

Apds o término da reacdo, que para os testes foi estipulado em 2 h, determinou-se
a conversao conforme especificado no item 4.4.3, a lipase foi filtrada com papel filtro e
0 &lcool terc-butilico foi concentrado em evaporador rotativo a vacuo (Marconi, MA
120). Todas as amostras foram mantidas na geladeira, para posterior analise.

4.2.2.1 Estudo cinético da sintese enzimatica de galato de geranila

A cinética com amostras destrutivas foi realizada com 30 mL de alcool terc-
butilico, concentracdo de enzima de 10% (m/m substratos), temperatura de 70 °C,
agitacdo de 125 rpm e razdo molar 1:6 (&cido:alcool) 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 influéncia da temperatura

Em relacdo a temperatura, testou-se 60, 70 e 80 °C, com 30 mL de alcool terc-
butilico, concentracdo de enzima de 10% (m/m substratos), agitacdo de 125 rpm, razao
molar 1:6 (acido:alcool) e tempo de 2 e 4 h, pois nos testes preliminares observou-se que
em 2 h obtinha-se o0 maior valor de conversdo, porém a fim de verificar se havia aumento
na conversdo apos a modificacdo nas demais condigdes estendeu-se 0s testes também para

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

4.2.2.3 Estudo da influéncia da razdo molar

Diferentes razdes molares foram avaliadas, sendo elas, 6:1, 3:1, 1:3, 1:6, 1.9 e
1:12 (&cido:alcool), nas condicdes de 30 mL de alcool terc-butilico, concentracdo de
enzima de 10% (m/m substratos), temperatura de 70 °C e agitacdo de 125 rpm durante 2
e 4 h, da mesma forma que o estudo da influéncia da temperatura. Todos 0s ensaios foram

em triplicata e destrutivos.

4.2.2.4 Estudo da influéncia da concentracdo de enzima

A fim de avaliar a concentracdo da enzima foram realizadas amostras destrutivas
e em triplicata na razdo molar de 1:6 (acido:alcool), com 30 mL de alcool terc-butilico,
na temperatura de 70 °C, agitacdo de 125 rpm e concentracOes de enzima de 1, 5, 10 e
20% (m/m), no tempo de 2 h. Foi realizado também um ensaio sem enzima nas mesmas
condicdes reacionais, também no tempo de 2 h para verificar se havia alguma conversédo

sem a presenca do biocatalisador.

4.3 Isolamento do produto

Apos o término da reacdo, realizou-se a separacdo da enzima por filtracdo e o
excesso do acido gélico foi retirado por filtracdo depois da extra¢do liquido/liquido com
cloroférmio. O procedimento de isolamento do produto formado foi realizado por meio
da cromatografia em coluna (CC). A coluna foi empacotada com silica gel 60 F2s4 € n-
hexano, apés a adigdo da amostra (2 mL), a fase movel, composta de acetato de etila e n-

hexano nas proporgdes de 1:9; 2:8; 3:7 e 1:1 (v/v), acidificada com 2% de acido acético
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glacial (BALEN, 2016), foi eluida, partindo-se da propor¢do mais apolar para a mais
polar. As fracdes foram coletadas de 10 em 10 mL e foram avaliadas por cromatografia
em camada delgada (CCD), para confirmacédo da separacdo do excesso dos componentes

da mistura reacional do produto.

4.4 Métodos analiticos

4.4.1 Determinacéo da atividade de esterificacdo enzimatica

A atividade de esterificacao da lipase foi quantificada através da reacdo de sintese
de oleato de etila a partir de &lcool etilico e acido oleico (razdo molar 1:1 (m/m)). A
metodologia foi baseada em Ferraz et al. (2015), com modificacdo na razdo molar. Os
frascos com os substratos foram colocados em um agitador orbital (New Brunswich,
Excella E25R) a 160 rpm, 40 °C e 10 minutos. Apds, 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 reacdo, assim como o branco, foi conduzida em frascos de vidro fechados e mantidos
em agitador orbital nas condices ja descritas de agitacdo e temperatura por 40 minutos.
Em seguida, aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional em triplicata, as quais
foram adicionados 15 mL de uma solucdo de acetona-etanol (1:1; v/v), para interromper
a reacao.

A quantidade de &cido consumida foi determinada por titulacdo com hidroxido de
sodio (NaOH) 0,05 M até pH 11, com auxilio de um pHmetro (Digimed, DM-22). Uma
unidade de atividade enzimatica é definida como a quantidade de acido oleico (umol)
convertido para cada grama de enzima por minuto, nas condi¢bes do ensaio, sendo
expressa como unidade por grama de substrato (U.g™) (RIGO et al., 2010). A atividade
enzimatica foi calculada a partir da Equacdo 1.

_ (Vb-Va)*M*1000*Vf

AE
t*MEL*Vc

1)

Onde:
AE: atividade de esterificacdo (U.g™Y);

Va: volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada apos 40 minutos (mL);
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Vb : volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada no tempo zero (mL);
M: molaridade da solugéo de NaOH;
Vf: volume final de meio reacional (mL);
t: tempo (minutos);
MEL: massa da enzima utilizada na reacdo (g);
Vc: volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagdo (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 formacdo do novo composto foi realizada a cromatografia de
camada delgada (CCD), baseada em metodologia descrita por Wagner, Bladt e Zgainski
(1984). Para a fase estacionaria foram empregadas cromatofolhas e a fase movel foi
constituida por cloroférmio:metanol:n-propanol:agua destilada (25:30:5:20; v/v). Os
padrdes do acido galico (0,01 g.mL* em metanol) e do geraniol, assim como a mistura
reacional antes da reacdo (branco), a reacdo sem 0 excesso de &cido galico, a fracdo
cristalina separada da reacéo (0,01 g.mL* em metanol) e o produto obtido apos a CC
foram aplicados sobre a fase estacionaria. A revelacdo foi realizada por nebulizagcdo com
solucdo de cloreto férrico 1% em metanol. Os calculos dos Fatores de Retencdo (Rf)

foram realizado através da Equacéo 2.

Rf= (d—) @)

Onde:
da = distancia percorrida pela amostra;

ds = distancia percorrida pelo solvente.
4.4.3 Determinacgéo do rendimento da reacéo
O rendimento da reacdo foi determinado por titulacdo do acido galico residual

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

quantidade da aliquota, solucdo extinguente e solugdo titulante. Uma aliquota de 0,5 mL
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do meio reacional foi diluida em 10 mL de acetona e titulada com uma solugéo
previamente padronizada de NaOH 0,0496 N, até pH 9,25 (Apendice A), onde observava-
se proximo ao ponto de neutralizacdo que a solugdo mudava de incolor para uma
coloracdo laranja claro. A determinacao do percentual de acido carboxilico foi realizada
a partir da Equacéo 3 (AOCS, 1998).

_ VEN*M
C= 10*W (3)

Onde:

C = percentual de acido carboxilico;

IV = volume (mL) de NaOH gasto na titulacéo;
N = normalidade do NaOH,;

M = massa molar do acido carboxilico;

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

O percentual de esterificacdo corresponde ao percentual do acido consumido,
conforme Equacdo 4 (OLIVEIRA et al., 2000).

% esterificacdo= % *100 (4)

C0= concentracdo inicial do acido galico residual livre, no tempo 0 h;

C = concentracdo do acido galico residual livre em um determinado tempo de reacéo.
4.5 Determinacdo da lipossolubilidade

A solubilidade do éster foi comparada com a do &cido galico através da
solubilizacdo em diferentes solventes organicos n-hexano, diclorometano, éter etilico e
cloroférmio, bem como em 6leo de soja.

Para esta analise pesou-se 1 mg do produto ou do &cido galico e diluiu-se com
volumes crescentes de solventes organicos, partindo de 50 uL até 25 mL. Cada solucéo
foi agitada manualmente e levada ao banho de ultrassom (Unique, USC 1800A) por 15
minutos, sendo apods agitada em aparelho Vortex (Phoenix, AP 56) por 2 minutos e

mantida em repouso por 1 h. Apds, verificou-se a solubilizacdo das amostras em cada
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condicdo, através de observacdo visual, sendo considerados sollUveis aquelas que
apresentaram uma solucdo limpida, sem observacdo de solutos precipitados (BRUHN,
2018). Os valores foram transformados em g.100mL™.

4.6 Atividades bioldgicas e antioxidante

4.6.1 Determinacéo da atividade antifingica

A atividade antifingica foi testada sobre os fungos Alternaria alternata,
Aspergillus flavus e Penicillium crustosum, obtidos junto ao Agricultural Research
Service (ARS Culture Collection - NRRL).

As dilui¢bes do acido galico, do geraniol e do produto foram realizadas em agua
destilada estéril com 1% de Tween 80, nas concentracdes de (50; 37,5; 25; 12,5; 5; 2,5;
1,5; 0,5 e 0,25 mg.mL?), sendo agitadas por 5 minutos em aparelho Vortex (Phoenix, AP
56) antes da sua utilizacdo (LAUXEN, 2012).

Os ensaios de avaliacdo da atividade antifingica das amostras foram realizados
pelo método de difusdo em meio solido utilizando cavidades em placa (HADACECK;
GREGER, 2000).

Em um erlenmayer com meio Potato Dextrose Agar (PDA) fundido e resfriado a
40-45 °C adicionou-se 1 mL de suspensdo flngica (aproximadamente 108 UFC.mL™),
crescida em meio PD (Potato Dextrose Broth), e plaqueou-se. Apés a solidificacdo do
agar, foram feitas quatro cavidades com cénulas de vidro estéreis (6 mm de diametro)
onde foi depositado 50 uL. da solugdo com amostra na concentra¢do desejada, 50 pL de
Tween 80, utilizado como controle negativo, 50 pL de agua estéril (controle negativo) e
50 uL de antifingico comercial Canesten® 1% como controle positivo. Em seguida,
incubou-se o sistema por 72 h a 28 °C em estufa (Tecnal, TE 392/2), sendo verificado a
cada 24 h (LAUXEN, 2012).

Apo0s término do periodo de incubagdo, foi medido o didmetro total do halo e
considerou-se como CIM a concentragdo de amostra capaz de desenvolver um halo de
inibicdo do crescimento fungico maior ou igual a 10 mm de didmetro (LIMA et al., 2006).
Os resultados foram expressos em milimetros pela média aritmética dos valores dos halos
obtidos nas trés repeticdes de cada fungo. A comparacdo das medias para avaliar o efeito

antifungico foi realizada atraves do Teste de Tukey (p<0,05) no programa SAS.
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4.6.2 Determinacédo da concentracao inibitéria minima

Para os testes de concentracao inibitéria minima (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* de triptona, 5 g.L* de extrato de levedura e 5 g.L* de NaCl) durante 24 h
a 36x1 °C em estufa bacterioldgica (J.PROLAB, JP 101). Apds esse periodo a suspensdo
bacteriana correspodia a aproximadamente 108 células.mL™,

O teste consistiu em microdilui¢bes seriadas com caldo LB em microplacas de
ELISA até a obtencdo das concentraces desejadas. Em seguida inoculou-se 10 uL 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 ha 36 =1 °C
em estufa bacteriologica. Apds esse periodo realizou-se a leitura (24 h) da microplaca em
leitor microplaca ELISA e averiguou-se a diferenca da densidade da turbidez provocada
pelo crescimento microbiano apds 24 h de incubagdo (GAIO et al., 2015). A CIM foi
definida como a menor concentragdo de amostra em mg.mL™?, capaz de inibir o

crescimento microbiano. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

4.6.3 Avaliacdo de toxicidade frente a A. salina

A metodologia utilizada para o ensaio de toxicidade sobre A. salina foi baseada
na metodologia de Meyer et al. (1982), com modificacBes na solugéo salina de cultivo,
no tempo tempo de eclosdo e na quantidade de nauplios utilizados em cada teste.
Primeiramente preparou-se uma solucdo salina artificial com sal marinho comercial na
concentragéo de 10 g.L "t e 0,7 g.L* de bicarbonato de sodio. Esta solugéo foi utilizada na
ecloséo dos cistos de A. salina e para as diluigdes das amostras. Os cistos de A. salina
foram pesados (0,1 g) e mantidos em 500 mL de solucéo salina por 24 h sob aeragéo
constante e temperatura de 24 °C em incubadora BOD (CienLab, CE-300/350-FA)
(PIASSAOQ, 2018).
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O preparo das dilui¢des das amostras foi realizado a partir de uma solu¢ao “mae”
na concentracdo de 1000 pg.mL?, formada por amostra e solucéo salina, e no caso do
éster e do geraniol adicionou-se 2% de dimetilsulféxido (DMSQO). Desta solucdo retirou-
se aliquotas que originaram as diluicBes utilizadas nos testes de toxicidade. As
concentragdes testadas para o geraniol variaram de 1 a 100 pg.mL™, para o acido galico
de 100 a 2000 pg.mL* e de 10 a 100 ug.mL™* para o éster.

Ap0s, adicionou-se nas placas de Petri, 20 mL da diluicdo e aproximadamente
50 nauplios de A. salina, os testes foram realizados em triplicata. Durante os testes 0s
nadplios ndo receberam alimento, pois estes podem sobreviver por até 48 h alimentando-
se de sua vesicula vitelina. De qualquer forma um experimento controle com solucéao
salina e outro com uma solucéo de 2% de DMSO foram realizados a fim de observar se
estas condi¢bes poderiam causar alguma influéncia na mortalidade dos nadplios
(CARBALLO etal., 2002).

A contagem dos néuplios vivos e mortos foi realizada apds 24 h, considerando
vivos aqueles que apresentavam motilidade. Frente aos resultados de mortalidade dos
nadplios de A. salina em relacdo a concentracdo das amostras, construiu-se um grafico e
a partir da equacao da reta calculou-se a dose letal de amostra para 50% da populagéo
(DLso).

4.6.4 Determinacéo da atividade antioxidante pelo método DPPH"

A metodologia da atividade antioxidante foi fundamentada na medida da extingao
da absorgéo do radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH") em 515 nm (SILVESTRI et
al., 2005). A determinacdo da atividade antioxidante dos substratos e do produto foi
realizada em triplicata, em equipamento espectrofotdmetro UV-Visivel (Pro-Analise®,
UV-1600). A técnica constituiu na incubacdo por 10 minutos, de 500 pL de uma solugéo
etanolica de DPPH" 0,1 mM com 500 pL de solugdes contendo concentragcdes crescentes
de amostra diluidas em alcool etilico. A solucdo controle foi obtida com 500 pL da
solucdo de DPPH' e 500 pL de alcool etilico. Para o0 “branco” foi utilizado somente alcool
etilico. Determinou-se também a atividade antioxidante do acido ascorbico 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 inibi¢cdo de DPPH" e calculada

a partir da Equacéo 5.
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100-[(Abs.amostra — Abs.branco)*100]

Abs.controle

AAY=

()

Apos a avaliacdo da faixa de concentragdo ideal, calculou-se a concentragdo de
amostra necessaria para capturar 50% do radical livre DPPH" (ICs0) por andlise de
regressao linear (NEGRI; POSSAMAL; NAKASHIMA, 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados os resultados e discussdes referentes a sintese
enzimatica de galato de geranila e as atividades antioxidante e bioldgicas dos substratos

e do produto.

5.1 Efeito do solvente sobre a atividade de esterificagido da enzima

O é&cido galico e o geraniol possuem polaridade bastante distinta, dessa forma é
necessario escolher um solvente adequado para a solubilizagdo dos substratos permitindo
assim que a enzima catalise a reagcdo de forma mais eficiente.

O élcool terc-butilico foi relatado em diversos estudos como solvente para reac6es
de esterificacdo de substratos imisciveis, como acido ascorbico e acido palmitico (LERIN
etal., 2011; SANTIBANEZ; WILSON; ILLANES, 2014), 4cido ascorbico e acido oleico
(MORENO-PEREZ et al., 2013; BALEN et al., 2015) e 4cido ascorbico e &cido linoleico
(BALEN et al., 2017).

Os experimentos foram conduzidos com este solvente, pois trata-se de um alcool
terciario pouco reativo (BALEN et al., 2015), com temperatura de ebulicdo de 82,2 °C, o
que permite a realizacdo da reacdo de esterificacdo sem a perda do solvente por
evaporacdo, e posteriormente facilita sua eliminacdo através da etapa de evaporacdo a
vacuo.

Entretanto, além dessas caracteristicas, o solvente adequado deve afetar o menos
possivel a atividade da enzima (VILLENEUVE, 2007). O efeito do alcool terc-butilico

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

Tabela 1 - Atividade de esterificacdo da lipase Novozym 435 submetida ao tratamento com o solvente
alcool terc-butilico.

Atividade enzimética (U.g™) Atividade residual (%)
Sem tratamento 2826,22 £ 57,3 100
2h 2721,82 £ 53,2 96,3
24h 2706,92 £ 50,7 99,5
48h 2645,82 £ 52,9 97,7

*Valor médio + desvio padrdo. Letras mindsculas iguais na mesma coluna indicam ndo haver
diferenca significativa (p<0,05).

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

de 2826,2 U.g, ndo 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?, respectivamente.

A reducéo da atividade enzimética do tratamento com solvente por 2, 24 e 48 h
em relacdo a atividade inicial da enzima foi de 3,7, 4,2 e 6,4%, respectivamente. Como
pode-se observar o alcool terc-butilico além de solubilizar os substratos, interfere pouco

na atividade da enzima, mesmo ap6s 48 h de operagéo.

5.2 Sintese enzimatica de galato de geranila

A partir dos resultados do teste preliminar de reacdo de esterificacdo do &cido
galico e geraniol com razdo molar 1:3 e 1:6 (&cido:alcool), temperatura de 70 °C, 10%
(m/m substratos) de enzima, 125 rpm de agitacdo e tempo de reacdo de 2 h, verificou-se
que ndo houve consumo de &cido galico na titulacdo com hidrdxido de sédio na razédo
molar 1:3 (4cido:alcool), j& a reagdo com a razdo molar 1:6 (acido:alcool) houve
converséo de 21,5%.

Apds realizou-se ensaios para verificar o tempo de reacdo necessario para a maior
producdo de galato de geranila, sendo este verificado nas condi¢des de razdo molar 1:6
(&cido:alcool), concentracdo da enzima 10% (m/m substratos), 30 mL de alcool terc-
butilico, temperatura de 70 °C e agitacdo de 125 rpm. A cinética de sintese de galato de

geranila esta apresentada na Figura 8.

Figura 8 - Conversédo de galato de geranila ao longo do tempo com razdo molar 1:6 (acido:alcool), 30 mL
de solvente, 10% (m/m substratos) de enzima, 125 rpm e temperatura de 70 °C.
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A conversdo maxima de galato de geranila (21,5%) foi obtida no tempo de 2 h,
apo6s houve um decréscimo da conversdo, ndo havendo conversdo apés 12 h de reacao,
que pode ser devido a formacdo de &gua durante a reacdo de esterificacdo. Dessa forma,
a formacéo de agua é um pardmetro a ser controlado, necessitando de um estudo para
definir a concentracdo de peneira molecular necessaria para retirar a agua, evitando a
reacdo de hidrolise.

A fim de verificar a influéncia de alguns parametros sobre a taxa de converséo de
galato de geranila, realizou-se ensaios com diferentes temperaturas, razdes molares e
concentracdes de enzima.

A temperatura 6tima da lipase Novozym 435, segundo o fabricante, é 70 °C
(NOVO NORDISK, 1992), assim determinou-se a faixa de temperatura entre 60 e 80 °C,
os resultados estdo apresentados na Tabela 2. As demais condi¢des foram fixadas em:
razdo molar 1:6 (acido:alcool), 30 mL de solvente, 10% (m/m substratos) de lipase e
125 rpm de agitagdo. O tempo de reacdo foi determinado em 2 e 4 h, sendo 2 h o melhor
tempo encontrado para a cinética reacional e realizou-se também reagdes no tempo de 4 h

para verificar o possivel aumento da conversao nas novas condi¢oes.

Tabela 2 — Influéncia da temperatura na conversdo de galato de geranila nas condi¢Ges de razdo molar 1:6
(4cido:élcool), 30 mL de solvente, 10% (m/m substratos) de enzima e 125 rpm.

Temperatura (°C)  Tempo (h) Conversao (%)

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 15,2401
80 4 5,640,1

Para a temperatura de 60 °C o tempo de 2 h gerou uma converséo de 12% e de
8,3% para 4 h de reacdo. Ja na temperatura de 70 °C, em 2 h houve uma conversédo de
21,5%, porém o tempo de 4 h gerou aproximadamente a metade da conversao (11,7%).

Na temperatura de 80 °C em 2 h ocorreu uma diminuigdo da conversdo em
comparacdo ao resultado obtido no tempo de 2 h para a temperatura de 70 °C, podendo
ser atribuido ao inicio da inativacdo da enzima pela temperatura. A lipase comercial
imobilizada Novozym 435 é uma enzima termotolerante, porém acima da sua
temperatura 6tima (70 °C) a enzima pode ser desnaturada com o passar do tempo
(KUPERKAR et al., 2014).
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Para verificar o efeito de diferentes razdes molares na conversdo de galato de
geranila, fixou-se a temperatura em 70 °C, o solvente em 30 mL,a concentracédo de lipase
em 10% (m/m substratos), a agitacdo de 125 rpm e o tempo em 2 e 4 h. Os resultados

para as razdes molares 1:6, 1:9 e 1:12 estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Influéncia da raz&o molar sobre a conversdo de galato de geranila nas condic@es fixas de 70 °C,
30 mL de solvente, 10% (m/m substratos) de enzima e 125 rpm.

Razao molar (acido:alcool) Tempo (h)  Converséo (%)

3:1 2 0
3:1 4 0
6:1 2 0
6:1 4 0
1:6 2 21,940,1
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 razbes molares com excesso de acido galico (3:1 e 6:1) (acido:alcool) ndo
apresentaram conversao pelo teste de titulacdo com hidroxido de sédio. Segundo Sa et al.
(2017), altas concentracdes de acido podem inibir ou causar uma reducéo na atividade
catalitica da enzima, dessa forma, recomenda-se o uso em excesso do alcool.

Porém, a razdo molar de 1:12 (&cido:alcool) gerou uma conversdo menor que a
razdo molar de 1:6 (acido:alcool), esse grande aumento na quantidade de alcool pode
causar um efeito contrario, diminuindo a conversao devido a interacdo com a camada de
agua presente na superficie da enzima, provocando altera¢fes na estrutura proteica da
enzima e resultando em inibicio e reducio da atividade enzimatica (SA et al., 2017).

A Tabela 4 apresenta os resultados da converséo de galato de geranila utilizando
diferentes concentracdes da lipase Novozym 435, nas condi¢bes de razdo molar 1:6
(&cido:alcool), temperatura 70 °C, 30 mL de solvente e agitacdo constante em agitador

orbital de 125 rpm por 2 h.

Tabela 4 — Influéncia da concentracdo de enzima na conversdo de galato de geranila nas condic6es de 70 °C,
30 mL de solvente, razdo molar 1:6 (&cido:éalcool) e 125 rpm por 2 h.

Concentragdo de enzima (%;m/m) Converséo (%)

1 0,7+0,2
5 2,2+0,1
10 21,1%15

20 9,4+1,3
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Observa-se que a concentracdo de 10% (m/m) de lipase Novozym 435 apresentou
a maior conversdo de galato de geranila em comparagdo com as demais concentragoes
testadas. A concentracdo de 20% de enzima reduziu a conversao do éster para 9,4%, ao
invés de aumenta-la, sugerindo que sdo necessarios mais estudos em relacdo ao uso de
peneiras moleculares e quantidade de solvente necessaria para permitir a transferéncia
dos substratos para o sitio ativo da enzima.

A reacdo sem enzima conduzida nas condicdes de razdo molar 1:6 (acido:alcool),
125 rpm e 70 °C, ndo apresentou consumo de substrato, indicando que ndo houve
conversdo ao final de 2 e 24 h, necessitando-se assim, do uso de lipases como

catalizadores.

5.3 Isolamento do galato de geranila

ApOs a separacdo dos componentes da reacdo por coluna cromatografica,
verificou-se quais as fracOes apresentavam coloragdo azul no teste qualitativo com a
solucdo de cloreto férrico 1%. O empacotamento da coluna pode influenciar na eluicédo
da amostra, mas de forma geral, as fracdes eluidas com acetato de etila:n-hexano nas
proporcdes 1:9, 2:8 e 3:7 (v/v), possuiam caracteristica oleosa e odor semelhante ao
geraniol, sem a presenca de coloragdo azul no teste qualitativo.

As fracBes eluidas na proporcdo de acetato de etila:n-hexano 1:1 (v/v)
apresentaram coloracdo azul. Com estas, realizou-se a CCD para acompanhamento do
isolamento em CC, onde observou-se que as frages apresentaram uma banda com o valor
de Rf entre 0,87 e 0,88, sendo este diferente do valor encontrado para a solucéo padréo
de &cido galico, que foi de 0,95.

Os cromatogramas obtidos a partir da CCD para os substratos, branco, reagdo sem
enzima, reacdo sem excesso de acido galico e ap6s o isolamento por CC podem ser
observados na Figura 9.
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Figura 9 - Cromatografia em camada delgada, apresentando as bandas para acido galico (1), geraniol (2),
branco (3), fracéo cristalina separada da reacéo (4), mistura reacional apds retirada do excesso de acido
galico (5) e do produto apos CC (6).

A banda do &cido galico apresentou o valor de Rf de 0,95. O geraniol nédo
apresenta banda visivel, assim como a mistura reacional antes da reacdo (branco) apos a
retirada do excesso de acido galico que também nao apresentou banda. A fracéo soélida
separada da reacdo com extra¢do liquido-liquido com cloroférmio apresentou uma banda
correspondente a do &cido gélico (Rf = 0,95), representando o excesso de acido galico
retirado que ndo foi solivel em cloroférmio.

A reacdo apos a retirada do excesso de acido galico, fracdo soluvel em cloroférmio
apresentou um valor de Rf de 0,80 e o produto (galato de geranila) apos a separacéo por
CC apresentou o valor de Rf de 0,87, valor este diferente do &cido gélico (Rf = 0,95),
podendo-se supor que houve a formagdo de um composto durante a reacdo de

esterificagdo enzimatica.

5.4 Atividade de esterificacdo enzimatica

Apos a reacdo de esterificacdo as enzimas foram separadas por filtragdo, lavadas
com alcool etilico e n-hexano e acondicionadas até a determinacdo da atividade
enzimatica. Os resultados da atividade de esterificacdo da lipase Novozym 435 antes e

apos a reacdo de esterificagdo do galato de geranila estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados da atividade de esterificacdo da lipase Novozym 435 antes e apds a reagdo de
esterificagdo com 4cido gélico e geraniol.

Lipase Novozym 435 Atividade enzimatica (U.g™)
Antes da reacdo de esterificacdo 2754,78 £ 43,9
Apos a reacdo de esterificagdo (2h) 2275,5° +67,1

*Valor médio + desvio padrdo. Letras mindsculas iguais na mesma coluna indicam néo haver
diferenga significativa (p<0,05).

A determinacdo da atividade de esterificacdo enzimatica é importante para
verificar o potencial da enzima como catalizador, bem como averiguar se a mesma
mantém sua atividade apds a reacdo (RICHETTI, 2009).

Antes da reacdo de esterificacdo o valor de atividade enzimética para a lipase
Novozym 435 foi de 2754,7 U.g™, diferindo significativamente (p<0,05) do valor de
atividade enzimatica apds 2 h de reacdo (2275,5 U.g™), representando uma redugdo de
aproximadamente 17% na atividade enzimatica.

Staudt (2018) avaliou a atividade de esterificacdo da lipase comercial Novozym
435 antes e apés a reacdo de esterificagdo enzimatica entre o 6leo de citronela e o acido
cindmico, e encontrou o valor de 1912,5 e 1087,5 U.g™!, respectivamente, representando
uma reducdo de 43% ap6s 48 h de reacdo e temperatura de 70 °C, segundo a autora, a
diminuicdo pode ter sido causada pela longo periodo de exposi¢cdo nessa temperatura.

Dalla Costa (2018) avaliou a atividade de esterificacdo da lipase comercial
Novozym 435, obtendo 2512,13 U.g™, valor proximo ao encontrado neste estudo, que foi
de 2754,7 U.g™!, valores considerados elevados, quando comparados com outras lipases

comerciais, confirmando a aplicacdo desta enzima em reagdes de esterificagdo.

5.5 Lipossolubilidade

Os resultados da solubilizacdo em diferentes solventes organicos e 6leo de soja

estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Solubilizagdo do acido galico e galato de geranila em diferentes solventes organicos e 6leo de
soja.

n-hexano Diclorometano  Cloroférmio  Eteretilico  Oleo de soja

Acido galico Insollvel* Insoldvel* Insoldvel* 29.100mL™* Insoldvel*
Ester InsolGvel* 2.g.100mL™* 2 9.100mL™? 29.100mL™* 2 9.100mL?

*: teste com 25 mL de diluente.
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Observa-se que o acido galico foi solivel somente em éter etilico, nos demais
solventes testados houve precipitacdo do acido galico, ja o éster apresentou solubilidade
no 6leo de soja e em todos os solventes organicos, exceto 0 n-hexano.

Esta analise é importante para verificar se a reacdo de esterificacdo gerou um
produto com solubilidade em meio apolar melhorada em relagdo ao acido gélico, o que é
esperado, devido a adi¢do de uma estrutura mais hidrofdbica, assim o galato de geranila
poderia apresentar uma maior dispersdo em meio lipofilico, auxiliando no controle da
oxidacdo lipidica de alimentos e cosméticos.

De acordo com Aruoma et al. (1993), o galato de dodecila, em seu estudo foi mais
eficaz que o &cido galico na prevencao da auto-oxidagdo acido linoleico (medido pelo
método do tiocianato). O galato de dodecila é uma substancia anfifilica 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 bioldgicas

5.6.1 Atividade antifungica

A determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) sobre os fungos foi
considerada como a concentracdo de amostra capaz de desenvolver um halo de inibicédo
do crescimento flngico maior ou igual a 10 mm de didmetro (OSTROSKY et al., 2008).

Os resultados da atividade antifingica do geraniol sobre A. flavus, A. alternata e
P. crustosum encontram-se na Tabela 7, onde pode-se observar que a atividade
antifingica aumenta com o aumento da concentracao de geraniol.

Para o fungo A. alternata as concentragdes de 50 e 37,5 mg.mL™ ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Ja para o fungo A. flavus a analise
estatistica mostrou que as concentracdes de 50 e 37,5 mg.mL* diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), assim como para P. crustosum, nas mesmas
concentragdes (p<0,05).

Para os trés fungos testados, A. alternata, A. flavus e P. crustosum, a CIM foi
obtida na concentragdo de 1,5 mg.mL™.
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Tabela 7 - Diametro médio de halo (mm) em relacdo a diferentes concentracdes de geraniol sobre
A. alternata, A. flavus e P. crustosum.

Concentragdes (mg.mL™) A. alternata A. flavus P. crustosum
Geraniol Halo de inibicdo (mm)

50,0 a a 2

' 36 +1 24 +1 28 +2
37 5 ab b b

' 30 *+3 21 1 26 £1
250 bc c bc

' 27 +1 19 +1 25 +1
12 5 bed c cd

' 25 +1 18 +2 24 +1
50 cd c d

’ 23 +2 17 +1 22 1
4 0 d c e

' 20 +2 17 +£0 20 +1
2 5 e d e

' 15 +1 14 +1 18 +1
1 5 e e f

’ 12 £3 10 0 11 +1
0,5 0 0 0

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Segundo Bakkali et al. (2008), os 6leos essenciais devido a sua caracteristica
lipofilica podem afetar a parede celular, a membrana plasmatica e as organelas de células
eucaridticas. Essa propriedade citotoxica dos 6leos essenciais possibilita a aplicacdo
desses extratos vegetais no controle de fungos (BRUM, 2012).

O potencial antifungico do geraniol ja foi relatado por Aoudou et al. (2010), que
utilizaram o método de difusdo em discos de papel Whatman (6 mm de diametro) com
10 pL de geraniol sobre estes e depositaram sobre uma placa com meio de cultura e fungo,
que foi incubada na temperatura de 30 °C por 48 h, onde ap6s este periodo, A. flavus e
Penicillium spp. formaram um halo de inibicédo de 34,3 e 44,7 mm, respectivamente.

A Tabela 8 apresenta os valores de didmetro médio do halo de inibicdo para

diferentes concentracdes de acido galico sobre os trés fungos testados.

Tabela 8 — Didmetro médio de halo (mm) em relacdo a diferentes concentracBes de &cido galico sobre
A. alternata, A. flavus e P. crustosum.

Concentragdes (mg.mL™) A. alternata A. flavus P. crustosum
Acido galico Halo de inibicdo (mm)
50,0 0 200+1 0
37,5 0 15"+ 1 0
25,0 0 145+ 1 0
12,5 0 0 0

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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O é&cido gélico ndo apresentou atividade contra A. alternata e P. crustosum nas
concentragOes testadas, j& A. flavus apresentou halo de inibi¢do de 20 mm na concentracao
mais elevada avaliada.

Os resultados para o diametro médio de inibicdo do galato de geranila sobre os

fungos avaliados estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Diametro médio de halo (mm) em relagdo a diferentes concentracOes de galato de geranila sobre
A. alternata, A. flavus e P. crustosum.

Concentragdes (mg.mL™) A. alternata A. flavus P. crustosum
Galato de geranila Halo de inibi¢do (mm)
50,0 16°+1 152+ 0 218 +1
37,5 13#+1 142+ 1 14°+1
25,0 0 0 11°+1
12,5 0 0 0

O galato de geranila apresentou inibig&o sobre os trés fungos testados, sendo que
sobre o P. crustosum, a concentragdo de 50 mg.mL™* formou um halo de inibigdo de
21 mm, valor que difere significativamente das concentragdes de 37,5 e 25 mg.mL™, com
valores de 14 e 11 mg.mL™, respectivamente (p<0,05).

Para A. alternata os valores do halo de inibicdo foram 16 e 13 mm para as
concentracdes de 50 e 37,5 mg.mL?, respectivamente, ndo diferindo significativamente
entre si (p<0,05). O produto sobre A. flavus formou um halo de inibi¢cdo de 15 mm na
concentragdo de 50 mg.mL™ e de 14 mm na concentragdo de 37,5 mg.mL™, sem diferenca
significativa entre si (p<0,05).

A CIM do éster para P. crustosum foi de 25 mg.mL™, ja para A. alternata e
A. flavus o valor de CIM para ambos os fungos foi de 37,5 mg.mL™.

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 0s
autores, ndo teria uma cadeia carbonica longa o suficiente para garantir a bioatividade.

Ainda segundo esses autores, a atividade antimicrobiana de galatos seria
dependente tanto da por¢do hidrofilica do composto, como do tamanho da cadeia
carbdnica alifatica. Assim, o galato de geranila possui atividade antifingica maior que o

acido galico, provavelmente devido a sua cadeia carbdnica alifatica maior.
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5.6.2 Concentracdo inibitoria mimina
A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos substratos e do éster foi realizada
por microdiluicdo em placa sobre dez cepas de bactérias e os resultados estdo expressos

na Tabela 10.

Tabela 10 - Avaliacdo da concentracdo inibitéria minima do acido galico, geraniol e galato de geranila.

Geraniol Acido galico Galato de geranila
Gram positivas ATCC (mg.mLY) (mg.mL?) (mg.mL?)
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™?) (mg.mL™?) (mg.mL1)
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

*ATCC: American Type Culture Collection (USA).

Observa-se que o geraniol apresentou uma ampla faixa de inibicao, sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, sendo K. pneumoniae, E. faecalis e L. monocytogenes
as bactérias mais sensiveis, com uma CIM de 1,5, 3,12 e 6,25 mg.mL"1, respectivamente.
Ja a bactéria mais resistente foi P. aeruginosa, com uma CIM de 500 mg.mL™. Segundo
Burt (2004), essa bactéria Gram-negativa mostra pouca sensibilidade a acdo de 6leos
essenciais.

O geraniol apresentou inibicdo moderada contra K. pneumoniae, de acordo com a
classificacdo 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™, moderada de 0,6 a 1,5 mg.mL™ e fraca acima de
1,6 mg.mL™. Para as demais bactérias a inibicdo apresentada foi fraca.

O 4cido gélico apresentou inibicdo fraca para todas as bactérias testadas, com
faixa de inibicéo entre 2,5 a 5 mg.mL. A bactéria mais sensivel foi a E. faecalis, com
uma CIM de 2,5 mg.mL™.
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Os valores para o &cido galico encontrados neste estudo foram maiores que 0s
relatados por Kang et al. (2018), que verificaram a CIM do &cido gélico sobre S. flexneri,
obtendo o valor de 2 mg.mL™. E Borges et al. (2013), que avaliaram a CIM do acido
galico sobre algumas bactérias e encontraram valores de 0,5 mg.mL"* para P. aeruginosa,
1,5 mg.mL ! para E. coli, 1,75 mgmL ! para S. aureus e 2 mg.mL ! para
L. monocytogenes.

Segundo Borges et al. (2013), o &cido galico pode induzir alteragdes irreversiveis
na membrana de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus € 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 bioldgicos
semelhantes ao acido galico com maior estabilidade e atividade.

O galato de geranila apresentou uma faixa de CIM entre 6,25 e 12,5 mg.mL™,
sendo esta faixa considerada uma inibicdo fraca. K. pneumoniae foi a bactéria que
mostrou maior sensibilidade ao éster (6,25 mg.mL™).

Quando comparado com os valores do &cido gélico, ndo houve melhora nos
resultados da CIM para o galato de geranila neste estudo, ao contrario do relatado por
Kubo, Fujita e Nihei (2002), que avaliaram a CIM do galato de geranila e do acido géalico
contra S. choleraesuis ATCC 35640, e encontraram o valor de 0,05 mg.mL* para o éster
e de 1,6 mg.mL ! para o 4cido galico. E por Kubo et al. (2004), que avaliaram a CIM de
B. subtilis ATCC 9372, e encontraram galato de geranila e acido galico os valores de

0,025 e 3,2 mg.mL™?, respectivamente.

5.6.3 Toxicidade frente a A. salina

Os resultados referentes a toxicidade aguda do geraniol, acido galico e do produto

sobre A. salina estéo apresentados na Figura 10.



Figura 10 - Percentual de mortalidade da A. salina em relacdo a diferentes concentracdes de
geraniol (a), acido galico (b) e galato de geranila (c) apds 24 h de exposicéo.
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O geraniol (Figura 10a) apresentou uma DLso de 26,48 pg.mL* obtida a partir da
equagdo da reta y = 1,415x + 12,529, com um R? de 0,9827. O percentual maximo de
mortalidade (100%) foi observado na concentragdo de 75 pg.mL™, apos 24 h de
exposicao.

A correlacdo entre o percentual de mortalidade e a concentracdo de acido galico
(Figura 10b) forneceu uma equacio da reta y = 0,0482x + 9,6767 (R? de 0,9648), com
uma DLso de 836,58 ug.mL. A mortalidade maxima foi observada na concentragéo de
2000 pg.mL?, apds 24 h de exposicio.

Porfirio et al. (2013) avaliaram a toxicidade do acido galico em ensaios com
A. salina, onde encontraram uma faixa de DLso com valores menores do que este trabalho,
entre 150 e 300 ug.mL™,

O galato de geranila (Figura 10c) apresentou uma mortalidade maxima na
concentracéo de 300 ug.mL™* ap6s 24 h de exposicéo e a correlagdo entre o percentual de
mortalidade e sua concentragcdo gerou uma equacdo da reta de y = 0,2354x + 26,092
(R?de 0,9831), com uma DLso de 101,56 pg.mL™.

De acordo com a classificacdo de Meyer et al. (1982), compostos ativos e extratos
vegetais, a amostra é considerada toxica ou ativa para DLso < 1000 pg.mL™, ja amostras
com DLsp > 1000 pg.mL™ ndo apresetam tocixidade ou sdo inativas. Seguindo este
critério de classificacdo as trés amostras apresentam toxicidade.

Outra classificacdo estabelecida por Dolabela (1997), define o produto como
altamente toxico com DLso < 80 pg.mL™, moderadamente toxico com DLso entre 80 a
250 ug.mL e pouco téxico ou atdxico com DLso > 250 ug.mL™. A partir deste critério
de classificacdo, o geraniol possui alta toxicidade, enquanto o éster apresenta toxicidade
moderada e o &cido galico possui baixa toxicidade.

O ensaio de toxicidade com A. salina apresenta-se como um teste que pode estimar
a toxicidade e auxiliar na detecgéo de compostos bioativos em extratos vegetais (PARRA
etal., 2001).

Alguns autores sugerem que ha uma boa correlacdo 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
anticarcinogénica, assim a amostra que apresenta uma DLso inferior a 1000 pg.mL*

possui potencial como agente anticancerigeno.
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Nesse sentido, o ensaio de toxicidade frente a A. salina é um teste valido para
triagem de bioatividade em extratos naturais, possibilitando o desenvolvimento de novos
farmacos (ARCANJO et al., 2012).

No entanto, para Hisem et al (2011), a toxicidade frente a A. salina seria pouco
aplicavel para estimar o possivel risco a satde de células humanas, sendo mais adequado
0 ensaio que utiliza células in vitro de mamiferos. Dessa forma, sdo necessarios mais
ensaios para verificar a toxicidade do éster (galato de geranila) e de seus substratos

precursores sobre a saude humana.

5.7 Atividade antioxidante

O valor de ICs é definido como a capacidade do agente antioxidante de sequestrar
50% dos radicais livres DPPH presente na solucéo, portanto quanto menor o valor de ICso
maior a atividade antioxidante da amostra (ARBOS; STEVANI; CASTANHA, 2013).

Os resultados do ICsp calculados para o &cido galico e o galato de geranila estdo
apresentados na Tabela 11 ( e os gréaficos de regressao linear para calculos do 1Csg seguem

expostos no Apéndice B).

Tabela 11 - Atividade antioxidante expressa em valores de I1Cso do acido galico e do galato de geranila.

Amostra Equacéo da reta 1Cs0 (Mmg.mL™?)
Acido galico y =16763x — 1,1177 (R?> = 0,9752) 0,0029
Galato de geranila y = 726,18x + 0,8286 (R = 0,9715) 0,0677

A andlise dos resultados da mostra que a correlacdo entre a atividade antioxidante
(%) e a concentracdo de acido galico resultou na equacdo da reta y = 16763x — 1,1177,
com R2=0,9752, fornecendo um ICso de 0,0029 mg.mL™ (ou 17,04 uM). O éster forneceu
uma equacio da reta y = 726,18x + 0,8286 (R? = 0,9715), com um valor de 1Cso de
0,0677 mg.mL"* (ou 220,90 uM, valor cerca de 12 vezes maior que o do acido galico). Ja
0 geraniol ndo apresentou atividade antioxidante.

Lu, Khoo e Wiart (2014) encontrou para o acido galico o valor de ICso de
0,0015 mg.mL, ja Brighente et al. (2007) verificou o valor de ICso para o acido galico
de 0,0026 mg.mL, corroborando com o valor encontrado neste estudo. Valor proximo
também ao encontrado neste estudo para o 4acido ascobico (ICsp = 0,0024 +
0,0004 mg.mL™).
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Khan et al. (2012) em seu estudo encontraram para o galato de propila o valor de
ICso de 0,03012 mg.mL, obtido pelo método de DPPH". Segundo Kasture et al. (2009),
a ordem de eficiéncia na captura do DPPH" por &cido galico e seus derivados em etanol
segue a ordem: &cido galico > galato de metila > galato de propila. Assim, 0 aumento da
cadeia poderia diminuir a atividade antioxidante.

O galato de geranila apresentou atividade antioxidante menor que o acido galico,
porém superior ao conservante sintético BHT (butil-hidroxitolueno) avaliado neste estudo
(ICs0 = 0,18 + 0,04 mg.mL1), conservante sintético amplamente utilizado na industria de
cosméticos e alimentos. Além disso, o galato de geranila apresenta uma polaridade menor
que a do acido gélico, o que poderia facilitar sua interacdo em sistemas lipidicos,
protegendo os produtos, no qual foi aplicado, da acdo de radicais livres.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi realizada a sintese de galato de geranila e posterior analise
das atividades biologicas e antioxidante dos substratos e do produto.

O alcool terc-butilico ndo influenciou na atividade enzimatica da lipase Novozym
435, mostrando-se um solvente apropriado para solubilizar de forma eficiente os
substratos e permetir a reagéo.

A condicdo investigada que produziu a maior conversao para a sintese de galato
de geranila (21%) foi a temperatura de 70 °C, razdo molar dos substratos de 1:6
(&cido:élcool), 10% (m/m substratos) de lipase Novozym 435, adi¢do de 30 mL do
solvente alcool terc-butilico e agitacdo de 125 rpm por 2 h. Entretanto, Sdo necessarios
mais estudos para aumentar a conversdo do produto, como por exemplo o uso de peneiras
moleculares.

Em relacdo as atividades bioldgicas, na atividade antifingica o geraniol formou
halo de inibicdo para os trés fungos testados, mostrando uma boa inibicdo fungica. O
acido galico apresentou halo de inibicdo, somente contra A. flavus, ja o éster apresentou
halo de inibicdo sobre os trés fungos testados nas maiores concentracfes avaliadas, assim
os resultados mostram que a esterificagdo do acido galico pode melhorar sua atividade
antifungica.

A concentracio inibitéria minima do geraniol variou entre 1,50 a 500 mg.mL"?,
para o acido galico os valores foram de 2,50 a 5 mg.mL™, ja a faixa de inibicdo para o
éster foi de 6,25 a 12,5 mg.mL™?, sendo necessarios mais estudos que verifiquem se o
acido galico, que é uma substancia bastante sensivel a luz e a temperatura, apos a
esterificacdo apresenta uma melhora na estabilidade, mantendo por mais tempo sua
atividade antibacteriana.

A avaliacdo da toxicidade frente a A. salina do &cido gélico, éster e geraniol
mostrou que estas substancias apresentam toxicidade, sendo o galato de geranila foi
menos tdxico que o geraniol e mais toxico que o acido galico, devido a sua moderada
toxicidade o éster pode ser testado em outras analises farmacoldgicas, como atividade
antitumoral.

O galato de geranila apresentou atividade antioxidante pelo método de DPPH,
além disso o éster apresentou maior lipossolubilidade, em solventes organicos e no 6leo
e soja, quando comparado com o &cido galico, podendo ser usado em diversos produtos

onde o &cido galico ndo mostre boa solubilidade.
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Desta maneira, os resultados obtidos indicam que a esterificacdo enzimatica do
geraniol e do &cido gélico pode gerar um produto com potencial a ser investigado para a
busca de novos produtos com propriedades antioxidantes e farmacoldgicas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho algumas sugestdes para trabalhos

futuros sdo apresentadas:

e Otimizar a esterificacdo enzimatica de galato de geranila com a lipase Novozym
435;

e Confirmar a estrutura do éster por ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR);

e Auvaliar a atividade antioxidante do &cido galico e do éster no 6leo de soja;

e Avaliar os ciclos de reuso da lipase na reacdo de esterificacdo de galato de
geranila;

e Utilizar outras lipases para a esterificacao de galato de geranila;

e Avaliar a estabilidade do éster em relacdo a luz, temperatura e presenca de
oxigénio.

e Realizar a reacdo de esterificacdo do acido galico com outros alcoois;

e Auvaliar a concentragdo bactericida minima (CBM) do galato de geranila, bem
como de seus substratos;

e Avaliar a atividade antioxidante in vivo do galato de geranila com A. salina.
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APENDICE A

Célculo do valor de pH para neutralizacdo do acido géalico por titulacao

A estequimetria da reagdo de neutralizacdo do &cido galico com o hidroxido de

sodio (NaOH) esté apresentada na Equacao 1.
C7H6Os + NaOH — CHs0sNa +H>O (1)

O valor do pka do acido galico na fungédo acido carboxilico é 4,5, dessa forma,

utilizou-se a Equacéo 2 para determinar até que pH deveria ser conduzida a titulagao.

pH=7+ kaa )
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APENDICE B
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A determinacdo do ICso foi realizada através do ajuste dos dados de atividade

antioxidante no grafico de regressao linear, onde obteve-se a equacdo da reta do acido

gélico e do galato de geranila, graficos estes apresentados nas Figuras 1 e 2,

respectivamente.

1

Atividade Antioxidante (%)

Atividade Antioxidante (%)

Figura 1 — Regressao linear para determinacéo do 1Cs do &cido gélico.
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Figura 2 - Regressao linear para determinacéo do 1Cso do galato de geranila.
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