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RESUMO

Esteres aromaticos sdo substancias organicas de grande relevancia para a industria
farmacéutica, cosmética e alimenticia. A maneira convencional de obter estes ésteres é a
catélise &cida, porém este processo pode gerar impactos ambientais. O presente trabalho teve
como objetivo a producdo de cinamato de benzila via catélise enzimatica utilizando a lipase
imobilizada NS 88011 e avaliar as suas propriedades biologicas. A condi¢do que levou a
maximizacdo da conversao em éster foi razdo molar 1:3 (100 umol &cido cindmico: 300 umol
alcool benzilico), temperatura de 58,8 °C e concentragdo de enzima 4,45 mg.mL* em um tempo
de 32 horas, a 125 rpm e utilizando n-heptano como solvente, atingindo 97,6% de converséo.
O estudo da estabilidade enzimatica mostrou que a enzima se mantém ativa e gerando
rendimentos acima de 60% até o 13° ciclo (416 horas), apresentando um promissor tempo de
meia vida. Na determinacdo da atividade antioxidante do éster observou-se um ICso de 149,77
mg.mL, demostrando que houve uma melhoria na atividade antioxidante apds o processo de
esterificagdo. Quanto a toxicidade contra a Artemia salina obteve-se um DLso de 0,07 pg.mL*
para o éster e DLso de 436,7 ug.mL™? para o acido cindmico, demostrando que o cinamato de

benzila possui maior toxicidade do que o acido cinamico.

Palavras-chave: acido cinamico, cinamato de benzila, antioxidante, toxicidade, NS 88011.



ABSTRACT

Aromatic esters are organic substances of great relevance for the pharmaceutical, cosmetics and
food industry. The conventional way to obtaining these esters is from the acid catalysis,
however this process can generate environmental impacts. The main objective of the presente
work was the production of benzyl cinnamate by enzymatic catalysis using the immobilized
lipase NS 88011 and to evaluate its biological properties. The condition that took the
maximization of ester conversion was 1:3 molar ratio (100 pmol cinnamic acid: 300 pumol
benzyl alcohol), temperature of 58.8 °C and enzyme concentration 4.45 mg.mL™? at time of 32
hours at 125 rpm and using n-heptane as solvent, reaching 97.6% of conversion. The enzyme
stability study showed that the enzyme remains active and yields above 60% until the 13" cycle
(416 hours), presenting an promising half-life. In the determination of the antioxidant activity
of the ester, an ICso of 149.77 mg.mL™ was observed, showing that there was an improvement
in antioxidant activity after the esterification process. As for toxicity against to Artemia salina,
an LDso of 0.07 pg.mL™* was obtained for the ester and DLso of 436.7 pg.mL-1 for cinnamic
acid, showing that benzyl cinnamate had higher toxicity than than cinnamic acid.

Keywords: cinnamic acid, benzyl cinnamate, antioxidante, toxicity, NS 88011.
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1 INTRODUCAO

Esteres aromaticos sd0 compostos quimicos de extrema importancia para diversos
segmentos industriais devido as propriedades que apresentam, sendo amplamente aplicados
como farmacos. S&o geralmente obtidos através da esterificacdo de Fischer a qual se baseia na
reacdo entre um alcool e um &cido carboxilico, na presenga de um catalisador &cido, contudo,
também podem ser preparados a partir de outras fontes, como anidridos acidos ou cloretos de
acido carboxilico (CAVALCANTE, 2015).

A obtencéo de ésteres via catalise enziméatica é uma alternativa promissora devido as
condicBes brandas utilizadas, a alta eficiéncia catalitica e a especificidade que as enzimas
apresentam. Por esses motivos essa tecnologia vem sendo empregada na producéo de produtos
naturais para aplicacdo em diversos segmentos industriais. Todavia, devido ao alto custo de
algumas enzimas torna-se necessaria a sua reutilizacéo, mas para que isso seja possivel a enzima
deve estar confinada em um suporte que permita sua recuperacdo do meio reacional e sua
reutilizacdo em outros ciclos reacionais (MARTINS, 2011; BILAL, 2018).

O é&cido cinamico é um composto encontrado naturalmente em diversas plantas e que
pode ser aplicado na formulacéo, principalmente, de aromatizantes e cosméticos, no entanto a
sua baixa solubilidade e seu alto ponto de fusdo limitam a sua utilizagdo (SUN e TIAN, 2018).
Para contornar esse problema pode se fazer uso de ésteres derivados do acido cinamico, como
0 cinamato de benzila que é um sélido branco com baixo ponto de fusdo (34 °C), que pode ser
encontrado na natureza (propolis) ou obtido a partir do processo de esterificacdo entre o acido
cindmico e o alcool benzilico (BATHIA et al, 2007a).

Sao muitos os relatos sobre as propriedades bioldgicas apresentadas por ésteres, contudo
as atividades biologicas de um éster dependem da natureza quimica dos reagentes de partida
(DUBEY, 2000; SOUZA, 2016). Dessa forma, estes podem apresentar atividade
antimicrobiana, antifingica, antioxidante ou até mesmo pesticida e inseticida, sendo muito
atrativos para aplicagdo em diversos produtos.

O cinamato de benzila é conhecido por possuir a capacidade de protecdo contra radiacdo
UV, tendo sido amplamente utilizado na formulagdo de protetores solares, podendo ser um
composto promissor e de grande interesse para atuar como antioxidante e antimicrobiano,
porém observa-se a falta de relatos na literatura sobre o estudo diretamente ligado a suas

propriedades bioldgicas.
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Neste contexto inseriu-se a proposta do presente trabalho que foi a producdo de
cinamato de benzila e avaliacdo das suas atividades bioldgicas. Para ser possivel atingir o
objetivo geral, foram propostos os seguintes objetivos especificos:

e Otimizar a producéo de cinamato de benzila utilizando a lipase NS 88011.

e Realizar o estudo de reuso da enzima e obter a constante de desativacdo térmica
(kd) e tempo de meia vida (ti2).

e Avaliar a atividade antioxidante do éster e seus precursores.

e Avaliar a toxicidade do éster e do &cido cindmico frente a Artemia salina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste topico sera apresentada uma breve revisdo do estado da arte no qual o presente
trabalho se insere, iniciando pela importancia dos ésteres, seguido pelas formas de obtencéo,
enfatizando os beneficios e 0 uso da catélise enzimatica para a sinteses desses compostos,

finalizando com as propriedades bioldgicas que 0s mesmos possam apresentar.

2.1 ESTERES AROMATICOS

Esteres s30 compostos organicos derivados dos &cidos carboxilicos e podem ser
preparados através da reacdo de &lcoois com &cidos, cloretos de &cidos ou anidridos em
presenca de um catalisador, sdo volateis e estdo amplamente distribuidos na natureza estando
associados ao odor agradavel exalado por flores e frutas, sendo encontrados também na gordura
animal e nos 6leos vegetais (triglicerideos) (CAVALCANTE et al., 2015; VILAS BOAS et al.,
2017; SOUZA, OLIVEIRA e VALERIO, 2018).

Os ésteres aromaticos, sao assim conhecidos por possuirem um anel aromatico em sua
estrutura molecular, sendo que os principais ésteres aromaticos sdo os de benzila, cresila,
anisila, eugenila, cinamila, feniletila, benzoatos e ésteres cinamicos, estes podem ser
encontrados na natureza ou sintetizados em laboratorio, sendo a que biocatélise enzimatica é
uma boa alternativa para sua obtencdo (SA et al., 2017). A Tabela 1 apresenta a ocorréncia e

caracteristicas aromaticas de alguns desses ésteres.

Esses compostos podem ser considerados um dos componentes mais importantes e
versateis na industria. Os ésteres de &cidos carboxilicos aromaticos como &cidos benzoicos,
acido salicilico, e acido cinamico possuem maior valor na industria de perfumaria e aromas,
como € o caso do salicilato de benzila, muito utilizado como fixador de perfume e na formulacéo
de protetores solar, também sdo amplamente conhecidos por suas propriedades analgésicas,
como por exemplo o salicilato de bornila que possui efeito antinociceptivo periférico e anti-
inflamatério (SIVAKUMAR, PANGARKAR e SAWANT, 2002; MONTE, 2014).



Tabela 1. Ocorréncia natural e caracteristica aromatica de ésteres aromaticos
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Ester aromatico

Estrutura quimica

Aroma/Fragancia

Ocorréncia Natural

Referéncias

Acetato de benzila

Butirato de benzila

Cinamato de benzila

Cinamato de metila

Benzoato de metila

8]
S
©/\)Lo/\©
0
R o~

Cereja, abrico, morango

Frutado, ameixa

Balsamico doce

Morango, balsamico
frutado

Cereja

Cravo (Eugenia caryophyllata
Thunberg), Camomila (Matricaria
chamomilla)

Cajazeira (Spondias mombin L.)

Lignina, Balsamo do Peru, Prépolis

Morango

Ylang-ylang (Canaga Odorata)

McGinty et al.
(2012a)

Oliveira et al. (2014)
McGinty e Api (2012)
Meneses et al. (2018)

Bathia et al. (2007a)
Wang et al. (2015)

Bathia et al. (2007b)
Nunes et al. (2017)

Tan et al. (2015)
Maruyama (2010)
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Benzoato de etila o

Acetato de eugenila

|
ASEY
o™
oY

Acetato de p-anisila

Acetato de 2-feniletila

Butirato de 2-feniletila

Frutado doce

Cravo, canela

Floral frutado

Rosas

Floral, Rosas

Goiaba Serrana (Feijoa), Caja

Cravo-da-india (Syzygium
aromaticum)

Baunilha

Jasmim, damasco rosa

Oleo de menta

Zhu (2018)
Narain et al. (2004)

Musthafa et al. (2016)

McGinty, Letiziae
Api (2012b)

Kuo et al (2014)

Li et al (2014)

McGinty, Letizia e
Api (2012c)

Fonte: A autora.
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2.1.2 Aspectos econdmicos

Alguns dos compostos que vém dominando o mercado mundial de aditivos s&o 0s
aromas, flavorizantes, melhoradores de sabor, acidulantes e emulsificantes, sendo que a
industria de aromas se destaca por corresponder a cerca de 55% dos bilhdes de dolares do
mercado quimico global, movimentando 3,85 bilhGes de dolares em 2015 e tendo como
previsdo uma taxa de crescimento anual composta (GRAS) de 6,2% entre 2016 e 2024
(POLLAK, 2011; MATTOS e SPEZIALLI, 2017; RODRIGUES et al., 2017; SALES, 2018).

De acordo com o Banco Nacional do Desenvolvimento (BNDES) (2014), o segmento
de aromas, fragrancias e sabores é composto por produtos de alto valor agregado, quando
comparado a outros segmentos, aléem de agregar valor a matéria-prima e ser atrativo para
investimentos. Ainda para Speziali (2012), este setor ndo representa somente um mercado
multibilionario, mas também uma fonte de desenvolvimento cientifico e inovagdo constante.
As pesquisas realizadas envolvendo fragrancias que sdo normalmente publicadas em artigos,
revisdes, livros e patentes, nos mostram a importancia desses produtos tanto para industria
guanto para a area académica. Devido a essa importancia, cada vez mais as empresas estdo
procurando produzir produtos inovadores, usando processos mais ecoldgicos, eficientes e de
baixo custo, buscando novas moléculas saborosas ou produtos quimicos perfumados, moléculas
com propriedades fisico-quimicas para compor formulacdo de perfumes e novos aromas que
afetem positivamente o psicolégico do cliente (MATTOS e SPEZIALL, 2017).

2.2 OBTENCAO DE ESTERES

Uma das rea¢des fundamentais da quimica orgénica é a reacdo de sintese de ésteres a
partir da esterificacdo de alcoois com uma fonte versatil de doadores de acila, normalmente
com um &cido carboxilico, porém também pode ser usada uma série de outros substratos, tais
como, anidridos &cidos, cloretos de &cidos, amidas, nitrilas, hidrocarbonetos insaturados, éteres
e ésteres (ASLAM, TORRENCE e ZEY, 2000; IWASAKI, MAEGAWA e MASHIMA, 2012).
A seguir estdo apresentadas algumas das formas de obtencéo de ésteres.

2.2.1 Produgcdo de ésteres a partir de &cidos carboxilicos e seus derivados

A esterificacdo de Fischer (Figura 1) € uma reacgdo lenta e reversivel (rendimento cerca

de 60%) onde ocorre uma substituicdo nucleofilica do grupamento acila catalisada por &cido
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mineral, normalmente cido sulfarico ou cloridrico concentrado, que permanece dissolvido no
meio reacional e deve ser removido no final da reacdo por meio de lavagem aquosa alcalina
(FELTRE, 1977; CAVALCANTE, 2015).

Figura 1. Esterificagdo de Fischer

o H’ 0
R—< + R,I—OH —\% R% + H20
OH O—R,

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

A sintese direta de ésteres possui a vantagem de ser uma sintese de uma s6 operacéo,
sendo assim o conhecimento sobre o equilibrio da reacdo permite melhorar a sua utilidade,
podendo fazer uso de excesso do alcool ou acido a fim de deslocar o equilibrio no sentido do
produto resultante, aumentando assim o rendimento da reagdo (MORINSON, 1996). Outra
forma de melhorar o rendimento é através da remocéo de 4gua a medida em que se forma no
meio reacional (por destilacdo simples, destilacdo de uma mistura azeotrépica com benzeno ou
peneiras moleculares) (SILVA, 1998).

Esterificacdo de cloretos de acidos

Devido a esterificacdo direta muitas vezes ser lenta e incompleta pode se fazer uso do
“artificio” de empregar um derivado do &cido carboxilico que seja mais reativo do que o proprio
acido, por exemplo a reacdo de um cloreto de acila com um élcool é satisfatoria e € normalmente
utilizada quando se deseja converter um alcool de alto custo em um éster. A reacdo geralmente
é feita em piridina (Figura 2), que forma um sal com o HCI produzido, impedindo assim, que a
solucdo se torne acida (FELTRE, 1977; ALLINGER et al., 1976).

Figura 2. Esterificagdo a partir de um cloreto de &cido e alcool

0 0
R + RrOH —— RrA +  Hel
i OR

1

Fonte: Adaptado de Aslam, Torrence e Zey (2000).
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Para obter ésteres de forma mais répida e completa a partir de derivados do acido
carboxilico, a reagdo pode ser realizada sob “condi¢fes de Schotten-Baumann™ — onde ocorre a
adicdo de NaOH aquoso ao meio reacional, visando consumir prontamente o HCI formado para
deslocar o equilibrio no sentido dos produtos (ISENMANN, 2018; BLAU e HALKET, 1993).

A grande vantagem deste método é que os substratos de dificil esterificagdo como fenois
e alcoois terciarios também podem ser esterificados (ASLAM, TORRENCE e ZEY, 2000).
Como as desvantagens, podemos citar altas cargas de rejeitos inorganicos que devem ser
separados do meio no final da reacdo o que envolve vérias etapas de purificacdo, causando

maior impacto ambiental e aumentando o custo de produgé&o.
Esterificacdo de anidridos acidos

O comportamento quimico dos anidros acidos em reacdes de esterificacdo é semelhante

aos cloretos acidos, porém a reacdo é mais lenta e reversivel (Figura 3).

Figura 3. Esterificagdo a partir de um anidrido acido e um alcool

O O 0

0
+ R1—::]H +
RMR RJ\DR RJ\DH

1

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

A vantagem de uso dos anidridos de acidos como doadores do agrupamento acila é que
a velocidade da reacdo de esterificacdo € mais rapida do que a reacao reversa entre éster e acido
carboxilico recém-formados o que aumenta o rendimento da reacdo. Além disso, quando
comparamos essa rea¢ao com a reacao entre alcool e cloreto de acido, o subproduto gerado é o
acido carboxilico (acido fraco) ao invés de HCI (MORRISON, 1996).

Geralmente este método de esterificacdo € utilizado somente quando a rea¢cdo acido-
alcool ndo pode ser efetuada, devido aos altos custos do anidrido (ASLAM, TORRENCE e
ZEY, 2000).
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Transesterificagdo

O termo transesterificacdo € usado para descrever uma classe de rea¢cfes organicas onde
um éster € transformado em outro através da troca de grupos alcoxi ou grupos acila, esta reacao
é reversivel e ocorre mais rapidamente na presenca de um catalisador (4cido ou base) (ASLAM,
TORRENCE e ZEY, 2000; GERIS et al., 2007).

Sé&o conhecidos trés tipos de transesterificacdo (ASLAM, TORRENCE e ZEY, 2000):

1- Alcoolise: neste processo o éster reage com um alcool (Figura 4).

Figura 4. Reacdo de transesterificacdo entre um éster e um alcool

O O

RJ\OR1 + R;OH R)I\Oﬂz + R-OH

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

2- Acidolise: neste processo o éster reage com um acido (Figura 5).
Figura 5. Reacdo de transesterificacdo entre um éster e um acido

O 0

Py +  R-COOH R-COOH + ||

R™ TOR, R

OR,

Fonte: Adaptado de Aslam, Torrence e Zey (2000).
3- Intercambio éster-éster: neste processo ocorre uma troca entre dois ésteres (Figura 6).

Figura 6. Reacdo de transesterificacdo entre dois ésteres

0 O 0] 0

S T, — L

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

Sabe-se que os processos de esterificacdo sdo de extrema importancia para a producao
de ésteres de interesse comercial, principalmente na area de solventes, esséncias, polimeros e
para intermediarios quimicos em industrias farmacéuticas, de herbicidas e pesticidas, contudo
devido as desvantagens apresentadas pela catalise &cida, como a utilizagdo de elevados niveis

de energia na reacdo e a dificuldade de separacao dos produtos, houve um aumento no interesse
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por processos biocataliticos, os quais utilizam lipases como catalisadores, sendo esta uma opgéo
para a substituicdo de &cidos inorgénicos fortes na realizagdo destas reacdes (ZAGO, 2010;
GRAESER, 2013).

2.3 BIOCATALISE ENZIMATICA PARA A PRODUCAO DE ESTERES

A biocatalise aplicada na producdo de ésteres € uma alternativa ligada a Green
chemistry, atil e promissora que foi eleita como uma das principais areas de pesquisas
emergentes para a manufatura sustentavel (SA et al, 2017; SOUZA et al., 2017). Quando
comparado a um processo quimico tradicional, os processos enzimaticos sdo altamente
eficientes e enantiosseletivos, geralmente reduzem o tempo de processo, 0 numero de etapas e
os residuos gerados, além de ganhos energéticos ja que as reacbes ocorrem as temperaturas bem
mais amenas (WOHLGEMUTH, 2010; CHOI, HAN e KIM; 2015).

Porém, Martins et al. (2011), aponta que um fator importante é o custo da propria
enzima, o que é uma desvantagem para 0 processo biotecnoldgico em comparagdo com a sintese
quimica, exigindo assim que a enzima seja reutilizada varias vezes, mantendo sua atividade o
maior tempo possivel. O uso de enzimas imobilizadas, que estdo fisicamente confinadas em um
suporte para manter sua atividade enzimatica, € uma alternativa a isso, pois este estado
“imobilizado” permite a exploracdo repetida e continua das enzimas para fins industriais,
biotecnoldgicos e farmacéuticos (BILAL et al., 2018).

Varias estratégias podem ser realizadas para recuperar a atividade enzimética de
sistemas imobilizados ap6s cada ciclo de reacdo como, por exemplo, lavar a enzima com agua
ou um solvente organico, para eliminar qualquer substancia adsorvida no suporte (MARTINS
etal., 2011).

2.3.1 Uso de solventes na esterificacdo enzimética

A utilizagdo de enzimas em meio aquoso foi extensamente usada em processos
cataliticos, por varios anos. Porém, seu uso tornou-se limitado, pelo fato de muitos substratos
serem pouco sollveis em agua, o que demandava grande volume reacional e procedimentos de
separacdo complexos. O uso de solventes organicos em reagdes enzimaticas superou esse
problema e o desenvolvimento de novos métodos de imobilizacdo permitiu que varias reacfes
pudessem se tornar viaveis. A adicdo de quantidade moderada de solvente organico é uma
forma direta de aumentar a solubilidade de substratos hidrofobicos e de tornar a reacao possivel
(AYRES-BARROS, 2002; GOMES et al., 2004) com alta proporcéo; é possivel o uso de
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substratos nédo-polares e em muitos casos as lipases sdo termodinamicamente mais ativas
(VOULGARIS et al., 2015). Desta forma, reacdes como a esterificagéo e as interesterificagdes
tornam-se viaveis industrialmente (SHARMA et al., 2001). A escolha do solvente organico
também deve considerar que 0 mesmo nédo deve afetar fortemente a camada de hidratacdo da
enzima, necessaria para manter sua conformacdo nativa (VOULGARIS et al., 2015). Em
contrapartida, nos solventes organicos, a auséncia de &gua ou mesmo Sua presenga em
quantidade traco, elimina a competitiva reacdo de hidrolise, reacdo preferencial das lipases, que
pode provocar a degradacdo do produto de interesse em reacOes de esterificacdo e
transesterificagdo (GANDHI et al., 2000).

2.4 ESTERES DE ACIDO CINAMICO

De acordo com Adolpho (2012), o acido cindmico vem sendo largamente utilizado como
precursor na sintese de ésteres cindmicos para a aplicagdo nos setores de perfumaria, cosmética
e medicamentos. No setor alimenticio e farmacéutico, se destaca o éster cinamato de metila,
que possui aroma frutifero adocicado, sendo o composto majoritario do aroma de morango e
possuindo acédo antibacteriana (PERRETO et al., 2014; NUNES, 2016).

Diversos autores vém utilizando solventes organicos para realizar reagdes de
esterificacdo dos acidos aromaticos, aumentando assim a solubilidade dos substratos e tornando
possivel a formacdo do produto desejado. Zanetti et al. (2016), utilizou o solvente n-heptano
para a producdo de cinamato de geranila a partir do &cido cindmico e geraniol, demonstrando
que o uso do solvente contribui para a sintese do éster. A sintese de ésteres de &cido cinamico
utilizando enzima em meio com solvente organico também foi estudada por Jakoveti¢ et al.
(2013a), obtendo como resultado que o uso do solvente isooctano contribuiu de forma positiva
na conversao em ésteres.

Estudos realizados por Dubey (2000), mostraram que o éster cinamato de etila é ativo
contra os microrganismos Scopulariopsis brevicaulis, Cryptococcus neoformans e Malassezia
pachydermatis sendo adequado para 0 uso em cosméticos. Wang et al. (2016), otimizou a
producdo de cinamato de etila via catalise enzimatica, os resultados mostraram um alto
rendimento, chegando a 99% de converséo utilizando como solvente o isooctano, 30 mg.mL™
da enzima Lipozyme e razdo molar 1:3 (acido:alcool) em um tempo de 24 horas.

Segundo Souza (2016), a producdo do éster cinamato de geranila vem sendo

amplamente estudada por este apresentar indicios de propriedades antioxidantes e
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antimicrobianas, apesar de sua aplicagdo ser pouco conhecida, possui patente registrada sob n°
US20030036489 Al (THE PROCTER e GAMBLE COMPANY, 2003) como ingrediente para
perfume. Além de ter apresentado, em estudos realizados, eficacia como agente antibacteriano
frente a bactérias patdgenas em meio hospitalar e em alimentos.

Ainda para a aplicacéo na industria farmacéutica, de cosmeticos e alimentos, tem-se o
éster cinamato de benzila, podendo este ser um composto promissor. Segundo Viegas e Correia
(2014), o Balsamo de Per(, uma resina aromatica que pode ser obtida da arvore Myroxylon
pereirae, possui em sua constituicdo o éster cinamato de benzila, sendo que este balsamo esta
presente em mais de 200 componentes utilizados em pastelaria, bebidas e chas aromatizantes,
além de estar presentes em produtos cosmeéticos e capilares.

A Tabela 2 apresenta dados de esterificacdo enzimatica do acido cindmico com

diferentes alcoois.



Tabela 2. Diferentes ésteres de acido cindmico obtidos via catalise enzimatica

Sub~stratos/ Enzima Concent_r acdo Solvente Tempoeratu ra  Tempo Rendimento Referéncia
Raz&o molar de enzima (°C) (horas)
Alcool etilicoe  Lipase pancreatica Sharma,
acido cindmico porcina 20 mg Dimetilsulfoxido 65 °C 27 55 mM Chauhan e
(1:1) imobilizada Kanwar (2011)
Alcool etilico e Takovetic et al
acido cinamico Novozym 435 75 mg Isooctano 55°C 96 30,7 % M ’
_ (2013a)
(15:1)
Alcool butilico e Takovetié et al
acido cinamico Novozym 435 75 mg Isooctano 55°C 96 45 % ’
. (2013a)
(15:1)
Alcool butilico e Guvot et al
acido cinamico Novozym 435 2,5 % (m/m) * 60 °C 360 97 % ({997) '
(7,5 mL:100 mg)
Alcool benzilico e Wang et al
acido cindmico Lipozyme 30 mg.mL*! Isooctano 40 °C 24 97,3% g '
. (2015)
(3:1)
Alcool etilico & 12 Jakoveti¢ et al
A 5 ) o :
audo(gl.rl]?mlco Novozym 435 7,5 g/cm Terc-butanol 55°C 3 mmol/dmé/h (2013b)

Fonte: A autora.
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2.4.2 Cinamato de benzila

O éster cinamato de benzila € um solido branco ou amarelo palido, de odor balsdmico
doce (BATHIA etal., 2007a; ZHANG et al., 2016) encontrado na natureza, sendo que hé relatos
de sua presenca na propolis e nas folhas e galhos da Oxalis pes-caprae (Bermuda buttercup)
(DELLAGRECA et al., 2007; ALIBONI et al., 2011, WANG et al., 2015).

Seu uso mundial esta na faixa de 10 a 100 toneladas métricas por ano, podendo ser
obtido através da extracao de recursos naturais ou via reagdo de esterificacdo do &cido cindmico
e alcool benzilico, na presenca de uma catalisador e aquecimento (BATHIA et al, 2007a), como
mostra a Figura 7:

Figura 7. Reacéo de esterificacdo para a producdo de cinamato de benzila

0] @]
| [E] ou H* >~
o sy = AR

Acido cindmico Alcool benzilico Cinamato de benzila Agua

Fonte: Adaptado de Wang et al. (2015).

Este éster foi aprovado como um flavor pela Food and Drugs Administration (FDA),
dos Estados Unidos, e o Conselho da Europa o incluiu na lista de substancias que podem ser

utilizadas em géneros alimenticios (BATHIA et al, 2007a).

Sahinler e Kaftanoglu (2005), determinaram a composicao da propolis de trés provincias
da Turquia, encontrando em sua composicao cerca de 9,37% de cinamato de benzila. Estudos
também mostraram que a atividade antibacteriana na prépolis é resultado da complexa a¢édo de

varias estruturas aromaticas e outros compostos, dentre eles o cinamato de benzila.

Além da acdo antibacteriana, 0 mesmo pode ser utilizado como antioxidante devido as
suas propriedades redox, sendo relatado também a sua atividade anti-inflamatdria, antirradiacdo
ultravioleta e antifungica (WANG et al., 2015).
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2.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Para saber as atividades bioldgicas de um éster € fundamental a realizacéo de bioensaios,
dessa forma os ensaios toxicoldgicos complementam os ensaios biologicos (MACIEL, PINTO
e VEIGA-JUNIOR, 2002).

2.5.1 Toxicidade frente a Artemia salina

A toxicidade de um composto pode ser definida como a capacidade que ele possui de
instalar um estado patologico apos a sua ingestdo ou interagdo com um organismo (SOUZA,
2008). Bioensaios frente a Artemia salina séo utilizados como indicador de toxicidade aguda,
sendo essenciais para estudos de substdncias que possam apresentar possivel atividade
biolégica (POMPILHO; MARCONDES e OLIVEIRA, 2014). Além disso, este € um ensaio
utilizado para pesquisas bioguiadas no isolamento de agentes antitumorais e pesticidas
(GUISALBERTI, 2008).

Diversos autores vém estudando a correlagdo entre a toxicidade contra a Artemia salina
com as atividades bioldgicas de diversos compostos. Krishnaraju et al. (2006) avaliou 0s
extratos aquosos de 118 plantas indianas, e concluiu que a partir da triagem preliminar foi
possivel identificar plantas medicinais com atividade farmacoldgica contra a A. salina, sendo
possivel observar uma relacdo entre a letalidade de artémias e a bioatividade de plantas. Pimenta
et al. (2003), observaram através do bioensaio contra A. salina que as acetogeninas da Familia

Annonaceae sdo potenciais agentes pesticidas e antitumorais.
2.5.2 Atividade antioxidante

Uma das principais causas do envelhecimento precoce e de doengas como cancer,
aterosclerose, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas € o estresse oxidativo. Os
antioxidantes sdo as moléculas que previnem o dano celular causado pela oxidacdo de outras
moléculas, eles podem interferir na reacdo em cadeia dos radicais livres, doando um atomo de
hidrogénio ou um elétron a esses radicais (FRANKEL, WATERHOUSE e KINSELLA, 1993;
YOSHIKAWA e NAITO, 2002).

Alguns compostos antioxidantes como o acido ascorbico, tocoferol, carotenoides e
compostos fendlicos naturais tém sido apontados para a remocao de radicais livres e protecao
da integridade estrutural de células e tecidos, contudo a eficicia de um antioxidante pode ser

influenciada por uma série de fatores incluindo suas caracteristicas estruturais, concentragoes,
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temperatura, tipo do substrato e estado fisico do sistema (VENKATESWARLU et al., 2006;
SHAHIDI e ZHONG, 2015).

Ha diversos relatos de propriedades biologicas de derivados do acido cinamico, devido
a isso, o potencial antioxidante destes compostos vem sendo estudado, Freitas et al. (2016),
avaliou a atividade antioxidante do diéster p-metoxicinamico e concluiu que este composto
possui atividade antioxidante significativa, inibindo a producéo de espécies intracelulares de
oxigénio reativo, com efeito semelhante ao Trolox (um antioxidante comercial com propriedade
antioxidante conhecida).

Considerando os diversos relatos da atividade antioxidante atribuida aos derivados do
acido cinamico, evidencia-se a necessidade de ampliar os estudos desses compostos com 0
intuito de encontrar novos compostos ativos que possam ser aplicadosindustrialmente com o
intuito de trazer beneficios aos consumidores.

Dessa forma o presente trabalho traz uma forma alternativa para a obtencéo de cinamato
de benzila utilizando baixas concentracdes da enzima NS 88011, diferente das condicdes ja
apresentadas na literatura atualmente, as quais utilizam altissimas cargas enzimaticas. Além
disso, foi possivel demonstrar a atividade antioxidante e a toxicidade do éster em comparagédo

a Seus precursores.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste topico serdo descritos 0s materiais, procedimentos experimentais e metodologias
de analises utilizadas na fase experimental do presente trabalho para a obtencdo do éster

cinamato de benzila via catalise enzimatica, a partir do acido cindmico e alcool benzilico.

3.1 Materiais
3.1.1 Substratos

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados os seguintes substratos: alcool
benzilico SIGMA-ALDRICH®, 4cido cindmico SIGMA-ALDRICH®, n-heptano VETEC®,
padrdo cinamato de benzila (99% de pureza) SIGMA-ALDRICH®, n-hexano CHEMIS®,
acetato de etila VETEC®, cloreto de metileno QUIMICA MODERNA®, 4cido oleico SYNTH®,
alcool etilico QUIMEX®, hidroxido de sodio VETEC®, dimetilsulfoxido SIGMA-ALDRICH®,
bicarbonato de sédio NUCLEAR®, silica gel 60 FLUKA®, 2 2-difenil-1-picril-hidrazil
SIGMA-ALDRICH®, cloreto de sodio (comercial) SALAZIR®.

3.1.2 Enzima

A enzima utilizada para o estudo da producdo de cinamato de benzila foi a Lipase NS
88011 (Candida antarctica), imobilizada em wuma resina polimérica hidrofébica
(NOVOZYMES®).

3.2 Métodos
3.2.1 Determinacéo da atividade de esterificacédo

A atividade de esterificagdo (AE) da lipase NS 88011 foi determinada atraves do
consumo de acido oleico na reacdo entre o &cido oleico e o etanol (razdo molar 1:1 (v/v)),
segundo a metodologia descrita por Ferraz (2012), com algumas modificacGes. Inicialmente
um ensaio em branco (sem enzima) foi realizado, para determinar a acidez do meio reacional.
A reacéo foi iniciada pela adi¢do da enzima (aproximadamente 0,1 g) em 5 mL da mistura
reacional e conduzida em frascos fechados em agitador orbital a 40 °C, 150 rpm, durante 40
minutos. Em seguida aliquotas de 500 pL foram retiradas e 15 mL de uma mistura
acetona:etanol (1:1) (v/v) foram adicionados para interromper a reacao.

A quantidade de acido oleico consumido foi determinada por titulagdo com NaOH 0,05
mol.L! até o meio atingir pH 11. Uma unidade de atividade da lipase foi definida como a
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quantidade de &acido oleico (em pmol) convertido para grama de enzima por minuto, nas

condigdes do ensaio. A atividade enzimética foi calculada de acordo com a Equagéo 1.

(Vb—Va)XMX1000XVf
txmxV,

AE (U.g™Y) =

Equacéo (1)

Onde:

Va: volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada apos 40 minutos (mL)
Vb : volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo zero (mL)
M: molaridade da solu¢édo de NaOH

Vs : volume final do meio reacional (mL)

t: tempo (minutos)

m: massa do extrato enzimatico (g)

V. : volume da aliquota do meio reacional retirada para titulacdo (mL)
3.2.2 Reacdo de esterificagao

A sintese do cinamato de benzila foi realizada a partir do preparo de uma mistura
reacional contendo acido cindmico e alcool benzilico nas condicGes de temperatura e
concentracdo de enzima pré-estabelecidas pelo Delineamento Central Composto Rotacional 22
(DCCR) (Tabela 3), a razdo molar utilizada foi fixada em 1:3 (100 umol &cido e 300 pmol de
alcool), sendo determinada por testes preliminares, onde a razdo molar foi variada em 1:1, 1:3
e 1:5; e o tempo reacional foi fixado em 48 horas previamente definido em um estudo cinético.
O delineamento experimental foi realizado com triplicata no ponto central para avaliar o erro
associado com o processo, além de estimar os efeitos quadraticos (MENDONCA, 2012). Para
auxiliar na analise estatistica dos dados fez-se uso do software Statistica® 5.0 (Statsoft Inc.,
EUA), utilizando um nivel de confianga de 95% (p<0,05).

Os substratos foram adicionados em Erlenmeyers de 50 mL e diluidos em 10 mL de n-
heptano, & 50°C sob agitacdo magnética, apds a total dissolucdo a enzima foi adicionada a
mistura reacional. Todos os experimentos foram conduzidos em agitador orbital com agitacéo
constante de 125 rpm durante 48 horas em diferentes temperaturas. Apos o término do tempo
reacional o biocatalisador foi separado da mistura reacional pelo metodo de filtragcdo simples e
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a mesma foi acondicionada sob refrigeracdo (aproximadamente -6 °C) para posterior

determinacéo da converséo.

Tabela 3. Variaveis e niveis estudados no delineamento central composto rotacional 22
(DCCR) para a producéo de cinamato de benzila

Variaveis/Niveis Concentragdo de enzima Temperatura (°C)
(mg.mL"1)
-1,41 0,36 50,20
-1 0,94 53,00
0 2,36 60,00
1 3,77 67,00
1,41 4,36 69,80

3.2.3 Determinacdo da conversdo em cinamato de benzila

As analises de conversdo da reagdo foram realizadas em cromatografo gasoso GC-2010
da marca Shimadzu com injetor automatico e detector de ionizacdo de chama (FID). As analises
foram realizadas utilizando a coluna capilar de polietilenoglicol (PEG) Rtx-Wax (30 m x 0,25
mm), 0,25 um de espessura de filme, com tempo total de analise de 35 minutos, com a seguinte
programacdo de temperatura: inicial em 40 °C, aumentando de 40-200 °C (20 °C/min)
permanecendo por 25 minutos. A temperatura do detector e injetor foi de 220 °C, modo de
injecdo Split 1:50 e gas de arraste: N2 (30 mL.min), Hz (40 mL.min™) e ar sintético (400
mL.mint). A amostra foi diluida em cloreto de metileno numa proporgéo de 1:10 (v/v,

amostra:solvente).
3.2.4 Determinacéo do tempo reacional para producéo de cinamato de benzila

O estudo cinético foi realizado na condi¢do maximizada (razdo molar 1:3 (acido:alcool);
temperatura de 58,8°C e concentragio de enzima 4,45 mg.mL?) definida a partir do
delineamento experimental realizado, aliquotas de 100 pL foram retiradas do meio reacional
em diferentes tempos, até 48 horas e posteriormente analisadas em cromatografo gasoso para

determinacéo da converséo.
3.5.5 Determinacédo da constante de desativacéo térmica (kq) e tempo de meia vida (t2)

A determinacdo da constante de desativacdo térmica (kd) da lipase NS 88011 foi

calculada na temperatura da condicdo de maximizagéo (58,8 °C) de acordo com o modelo
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cinético de Arrhenius (Equacdo 2), considerando que a enzima segue uma cinética de primeira
ordem (FICANHA, 2017).

A= Aoe(—kd.t)
Equacéo (2)
Onde:
A : atividade final
Ao : atividade inicial
t : tempo (horas)

Kq : constante de desativacao

O tempo de meia vida da enzima, tempo necessario para ocorrer a reducdo de 50% da

atividade inicial, foi calculado pela Equagdo 3.

t1/2 = —

Equacao (3)

Onde:
t 12: tempo de meia vida

kq : constante de desativacao
3.2.6 Estabilidade operacional da enzima

Os ciclos de reuso da enzima foram determinados a partir da reacdo de esterificacdo
realizada na condi¢do de maximizacdo obtida ap0s a realizacdo do delineamento experimental.
Apbs cada reacdo as enzimas foram separadas do meio reacional através de uma filtracdo
simples e entdo lavadas duas vezes com 10 mL de n-hexano, apés o procedimento, as mesmas
permaneceram durante 24 horas em dessecador a temperatura ambiente, sendo entdo novamente

utilizadas em uma nova batelada.
3.2.7 Isolamento do éster

Para isolamento do éster formado durante a reagdo de esterificacdo empregou-se a
cromatografia em coluna (CC) empacotada com silica gel 60 (70-230 mesh). Como fase mével
foi usada uma mistura de solventes formada por hexano e acetato de etila em diferentes razoes

(9:1; 8:2; 7:3) de acordo com a metodologia utilizada por Jakoveti¢ et al. (2013a).
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Inicialmente foram adicionados 2 mL da mistura reacional na coluna e em todo o
processo de separacao recolheram-se fracdes de aproximadamente 10 mL. O acompanhamento
da separacdo foi realizado por cromatografo gasoso conforme a metodologia descrita

anteriormente no item 3.2.3.
3.2.8 Determinacéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante do cinamato de benzila e seus precursores foi fundamentada
no método espectrofotométrico que se baseia na medida da extin¢do da absorcéo do radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) a 515 nm (VANIN et al., 2014).

A determinacdo da atividade antioxidante consistiu na incubacdo, durante 30 minutos,
de 500 pL de uma solucédo etandlica, contendo o composto diluido, com 500 pL de uma solucéo
etanolica de DPPH 0,1 mmol.L™. Para a preparacéo da solugdo controle utilizou-se 500 pL de
etanol mais 500 L da solucédo etandlica de DPPH, para a solu¢do denominada “branco” foi
utilizado somente etanol.

O percentual de captacao do radical DPPH foi calculado em termos de porcentagem de

atividade antioxidante (AA%), conforme a Equagéo 4:

AA% = 100 — {[(AbS.amostra — AbS.brance ) X 100] + AbS.controte }
Equacéo (4)
Onde:
ADS.amostra - @bsorbancia da amostra
ADS.pranco : @bsorbancia do branco

ADbS.controle : @bsorbancia do controle

A leitura espectrofotométrica foi realizada em espectrofotometro UV-Visivel (Pré-
Analise® UV-1600), apos a avaliacio da faixa de concentracéo ideal, calculou-se a quantidade
do composto necessaria para capturar 50% do radical DPPH (ICso) por analise de regressdo

linear.
3.2.9 Toxicidade frente a Artemia salina

A avaliacdo da toxicidade do cinamato de benzila e do &cido cindmico frente a Artemia
salina foi realizada de acordo com a adaptacdo da metodologia descrita por Meyer et al. (1982).
Incialmente 0,1 g de cistos de Artemia salina foram adicionados em um litro de uma solugéo

salina composta por 10 g.L* de sal marinho e 0,7 g.L de bicarbonato de sodio, apds a solugéo
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contendo os cistos foi incubada a 24 °C durante 24 horas, sob aeracéo e iluminag&o artificial,
para que ocorresse a eclosdo dos ovos.

Solucdes contendo diferentes concentragdes do éster (0,5 a 100 pg.mL™?) foram
preparadas em agua salina contendo 0,1% de dimetilsulfoxido (DMSQO). Para uma placa de petri
foi transferido um volume de 10 mL das solugdes e entdo adicionados 50 nauplios de Artemia
salina. Apos 24 horas foi feita a contagem dos néduplios vivos e mortos. Frente aos dados de
mortalidade foi obtido o valor de DLso (dose letal de amostra para 50% da populagéo) a partir
da regressao linear.

Testes somente com a solugdo de dgua salina e agua salina contendo 0,1% de DMSO
também foram realizados para confirmar que a mortalidade dos nauplios se deu em decorréncia

da toxicidade do composto e ndo devido a falta de alimentacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos na
maximizacdo da producdo, identificacdo e isolamento do éster cinamato de benzila, além de

relatar sua atividade antioxidante e toxicidade e comparar com a de seu acido precursor.

4.1 Maximizacao da producéo enzimatica de cinamato de benzila

Para a conducdo dos experimentos optou-se pela utilizacdo do solvente n-heptano por
apresentar bons resultados em estudos da esterificacdo de acido cindmico utilizando a lipase
NS 88011 (ZANETTI et al., 2016). Aragéo et al. (2009) estudou o efeito de solvente para a
producdo de ésteres utilizando lipases e também evidenciou que o solvente n-heptano leva a
bons rendimentos da reacdo. Sun e Tian (2018) observaram que o solvente n-heptano foi eficaz
para a producdo de cinamato de benzila utilizando catalise enzimatica, e atribui esse fato ao
solvente ser apolar e possuir alto valor de log P (4,0), o que pode contribuir com 0 aumento da
atividade enzimatica.

A partir da execucdo de testes preliminares baseados na literatura (WANG et al., 2015),
a razdo molar para conducdo dos experimentos foi fixada em 1:3 (acido:alcool). Os testes
consistiram na realizacdo da reagdo de esterificacdo nas razdes molares de 1:1; 1:3 e 1.5
(&cido:alcool), sendo evidenciado o maior rendimento na condicdo 1:3 (Figura 8), o resultado
obtido se assemelha aos dados encontrados por Wang et al. (2015), que estudou a producéo de
cinamato de benzila nas razdes molares de 1:1; 1:3; 1:6 e 1:9 (acido:alcool), onde a conversédo
maxima também foi obtida na razdo molar 1:3. Esta condi¢cdo se mostra como sendo a melhor
pois o0 excesso do alcool benzilico desloca o equilibrio termodinamico no sentido do produto,
aumentando a producdo de cinamato de benzila. Ja para condi¢des com maior excesso de alcool
(razdo molar 1:5), a diminuicdo do rendimento pode ocorrer devido a uma inibicdo da lipase
causada pelo alcool (WANG et al., 2015). Madalozzo (2011), também evidenciou esse efeito
ao testar diferentes razdes molares na producdo de ésteres etilicos, obtendo maiores conversées
na proporg¢do 1:3 (acido oleico:etanol), sendo que em condi¢des onde o excesso de alcool era
muito alto houve um menor rendimento, sendo explicado pela acdo prejudicial do etanol a
enzima. Essa acdo ocorre devido ao carater polar do alcool que leva a uma interagéo hidrofilica
com a camada de agua presente na enzima, a retirada dessa agua, que é essencial em sua
estrutura, faz com que a mesma perca parcialmente sua atividade (KHAN, JADHAV e
RATHOD, 2016; TANG et al., 2017; MANAN et al., 2018).
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concentragdes de enzima de 1,18 e 2,36 mg.mL™, essas concentracdes foram escolhidas com
objetivo avaliar qual o tempo de maxima producdo do éster em menores concentracdes

enzimaticas, visando a reducédo do custo do processo. A Figura 10 apresenta a conversao obtida
apos 84 horas de reacao.

Figura 10. Cinética da producéo de cinamato de benzila a temperatura de 60°C, concentragdo

de enzima de 2,36 e 1,18 mg.mL* e razdo molar 1:3
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A cinética mostrou que apds 48 horas de reacdo ndo ha aumento na conversdao em
cinamato de benzila, tendo conversdo acima de 90% na concentracdo de enzima de 2,36 mg.mL"
1 e conversdo proxima a 40% na concentracdo de 1,18 mg.mL™. Dessa maneira definiu-se o
tempo reacional em 48 horas e as variaveis independentes escolhidas para serem estudadas
foram a concentragdo de enzima e a temperatura.

Apbs a definicdo da razdo molar e do tempo de reacdo, um Delineamento Central
Composto Rotacional (DCCR) 22 foi conduzido com o objetivo de encontrar a melhor condicao
de producéo do éster em funcdo da temperatura e concentracéo de enzima.

A Tabela 4 apresenta a matriz do DCCR 22 com os valores reais e codificados e as

respostas em termos de conversdo em cinamato de benzila, utilizando 10 mL de solvente (n-
heptano) em um tempo de 48 horas.
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Tabela 4. Matriz do Delineamento Central Composto Rotacional 22 com valores reais e
codificados e a resposta em termos de conversdo em cinamato de benzila

Ensaio Concentracdo de enzima (mg.mL1) Temperatura (°C) Conversdo (%)

1 -1 (0,94) -1 (53) 19,8
2 1(3,77) -1 (53) 87,8
3 -1 (0,94) 1 (67) 6,5
4 1(3,78) 1 (67) 62,8
5 -1,41 (0,36) 0 (60) 12,7
6 1,41 (4,36) 0 (60) 97,4
7 0 (2,36) -1,41 (50,13) 40,1
8 0 (2,36) 1,41 (69,87) 29,2
9 0 (2,36) 0 (60) 75,5
10 0 (2,36) 0 (60) 71,5
11 0 (2,36) 0 (60) 79,5

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4 é possivel observar que o maior
rendimento foi obtido no ensaio 6 (97,4%) para a concentracéo de enzima de 4,36 mg.mLte
temperatura de 60 °C. O aumento do rendimento com o aumento da temperatura pode ser
atribuido a esterificacdo ser uma reacdo endotérmica, fazendo com que o aumento da
temperatura gere colisbes mais energéticas dos substratos contribuindo para a formacdo do
cinamato de benzila (SUN e TIAN, 2018), porém temperaturas muito altas podem levar a
desativacdo térmica induzida pela temperatura, ja que as lipases sdo vulneraveis ao calor
(SHINTRE, GHADGE e SAWANT, 2002).

O aumento na producdo do éster com 0 aumento da concentracdo de enzima pode ser
relacionado com a quantidade de sitios ativos, quanto maior a quantidade de enzima maior a
quantidade de sitios ativos disponiveis para a formacao do complexo acil-enzima (NOVAES et
al., 2018).

Sun e Tian (2018), ao estudar a producdo de cinamato de benzila observaram que o
rendimento aumentou com o aumento das variaveis, sendo que o rendimento maximo pode ser

obtido em temperaturas de 40-50 °C e concentragdes de enzimas maiores de 20 mg.mL™.

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente e o efeito das variaveis encontram-

se na Tabela 5, ap6s 48 horas de reacdo o efeito da concentracdo de enzima e da temperatura
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apresentaram, respectivamente, efeito significativo positivo e negativo, a nivel de 95% de
confianga (p<0,05). Sendo assim maiores niveis de concentracdo de enzima levam a maiores

conversoes.

Tabela 5. Efeito das variaveis para a producéo de cinamato de benzila

Parametro SS DF MS F P
(1) Concentracao de enzima (L)*  7445,54 1 7445539 332,3350 0,000002
Concentracédo de enzima (Q)* 602,60 1 602,603 26,8975 0,002042
(2) Temperatura (L)* 361,25 1 361,254 16,1247 0,006994
Temperatura (Q)* 2391,15 1 2391,150 106,7301 0,000048
Erro 134,42 6 22,404
Total SS 10448,30 10

* efeitos significativos a nivel de p<0,05.
SS: soma dos quadrados; DF: grau de liberdade; MS: média dos quadrados.

Os dados estatisticos permitiram a obtencdo de um modelo matematico empirico
codificado para a producéo de cinamato de benzila em funcdo da concentracdo de enzima e da
temperatura (Equacdo 5).

Conversdo (%) = 75,5 + (30,55 % E) — (10,37 x E?) — (6,72 X T) — (20,6 X T?)
Equacéo (5)

Onde:
E: concentracdo de enzima

T: temperatura

A concentracao de enzima e temperatura 6timas para a producdo de cinamato de benzila
foram calculadas a partir da derivada parcial do modelo empirico obtido, sendo assim a maxima
conversdo pode ser alcancada quando os niveis forem 1,47 e -0,16 para a concentracdo de
enzima e temperatura, respectivamente, correspondendo a de 4,45 mg.mL™ e 58,8°C.

Para a realizacdo da Andlise de Variancia (ANOVA) levou-se em consideracdo somente
0s parametros que apresentaram efeito significativo para a producdo do éster de interesse, sendo

que os resultados se encontram apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Analise de Variancia (ANOVA) para a producao do éster cinamato de benzila

Fon'te de Soma dos (_Braus de Médiq E calculado
Variagao Quadrados liberdade Quadratica
Regresséo 10313,88 4 2578,47 115,09
Residuo 134,42 6 22,40
Total 10448,30 10
R =0,99; Fuabelado = 4,53

A partir da ANOVA verificou-se que o coeficiente de correlacdo R obtido foi de 0,99 e
sendo que o F calculado foi 25,4 vezes maior que o F tabelado. Esses resultados validaram
estatisticamente 0 modelo empirico para a produgdo de cinamato de benzila nas condicGes

estudadas (p<0,05), permitindo a construcdo da superficie de resposta e da curva de contorno,

que se encontram na Figura 11 (a e b).

Figura 11. Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a producao de cinamato de
benzila em fungdo da concentracdo de enzima e temperatura
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Concentragio de enzima (mg.mL™)
Como pode ser observado na Figura 11, maiores conversdes em cinamato de benzila sdo
alcancadas quando utilizadas maiores concentracdes de enzima em temperaturas proximas a 60
°C

Afim de analisar a qualidade do modelo empirico gerado, os desvios relativos entre os
valores experimentais e os preditos pelo modelo foram calculados e estdo apresentados na
Tabela 7. O valor maximo de desvio relativo apresentado foi de 14,1%, no ensaio 8 e para o
ensaio 6 onde obteve-se a maior converséo, o desvio relativo foi de apenas 0,5%, demonstrando

uma boa capacidade preditiva do mesmo.

Tabela 7. Valores experimentais, preditos e desvio relativo para a produgéo de cinamato de

benzila
Ensaio Co_nverséo Conversao Predita Desvio Relativo

Experimental (%) (%) (%0)
1 19,8 20,7 4,5
2 87,8 81,8 6,9
3 6,5 7,26 11,0
4 62,8 68,4 0,8
5 12,7 11,8 75
6 97,4 98,0 0,5
7 40,1 44,0 9,8
8 29,2 25,1 14,1
9 75,5 75,5 0,0
10 71,5 75,5 5,7
11 79,5 75,5 51
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4.2 Avaliacédo cinética da producao de cinamato de benzila

Afim de reduzir o tempo reacional uma cinética foi realizada na condi¢cdo maximizada
obtida através do modelo empirico, sendo a razdo molar 1:3 (acido:alcool), temperatura 58,8
°C, 4,45 mg.mL? de enzima, solvente n-heptano, durante 48 horas. Os resultados estdo
apresentados na Figura 12 e ao analisa-la percebe-se que conversdes acima de 90% sao
alcancadas a partir das 28 horas, sendo que ap0s as 32 horas a conversao em éster chega a 97,6%
e apos esse periodo a producdo encontra-se estabilizada.

Dessa forma, a condicdo maxima para a producgdo de cinamato de benzila foi definida
como sendo razdo molar 1:3 (4cido:alcool), temperatura de 58,8 °C, 4,45 mg.mL™ de enzima
(NS 88011), solvente n-heptano, durante 32 horas.

Figura 12. Cinética da producédo enzimatica do cinamato de benzila
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Zhang et al. (2016) utilizaram a metodologia de superficie de resposta para otimizar a
producdo de cinamato de benzila a partir do acido cindmico e alcool benzilico utilizando a lipase
comercial Lipozyme em meio contendo isooctano. A condigdo 6tima foi alcancada ao utilizar
a razdo molar 1:2,6 (acido:alcool), temperatura de 40°C e 31 mg.mL™? de enzima, durante 27
horas chegando a 97,7% de conversdo. A producgdo do éster cinamato de benzila também foi
estudada por Wang et al. (2015), onde a maior conversao obtida foi de 97,3% utilizando 30
mg.mL™ da lipase Liposyme e solvente isooctano em um tempo de 24 horas, razdo molar 1:3
(&cido:alcool) a temperatura de 40 °C.
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Sun e Tian (2018), utilizaram a lipase comercial Novozym 40086 e solvente isooctano
para a producgéo de cinamato de benzila e obtiveram como resultado 96,2% de conversdo em
11,3 horas, temperatura de 46,4 °C, razdo molar 1:3 (acido:alcool).

Percebe-se que os resultados dos autores anteriormente citados se assemelham aos
encontrados no presente trabalho, contudo pode-se salientar que a concentragéo de enzima aqui
utilizada é consideravelmente menor e altos rendimentos também foram encontrados, este é um
fator importante a ser considerado, visto que as enzimas possuem um alto valor, e a sua reducédo

pode diminuir consideravelmente o custo do processo.
4.3 Constante de desativacdo térmica (kq) e tempo de meia vida (t12)

O uso de enzimas em processos industriais requer uma compreensdo da estabilidade
operacional da enzima, por isso a constante de desativagdo térmica e o tempo de meia vida sdo
parametros basicos a serem conhecidos antes de projetar um processo (MALLA e GUMMADI,
2018). Para demonstrar esses parametros a atividade enzimaética da lipase foi medida no tempo
0 e apds 32 horas de reacédo a 58,8 °C (condi¢cdo maximizada), os resultados estdo apresentados
na Tabela 8.

Tabela 8. Constante de desativacao térmica e tempo de meia vida da lipase NS 88011 na
temperatura de 58,8 °C

Atividade Constante de desativacdo térmica  Tempo de meia vida (ti2)
enzimatica (U.g?) (ka) (1) (h)
1678,78 0,0014 505,95

A atividade da enzima no tempo 0 foi de 1754,02 U.g*.
O alto tempo de meia vida da enzima sugere que esta pode ser utilizada durante cerca

505,95 horas mantendo até 50% de sua atividade enzimatica inicial, demonstrando que a lipase
NS 88011 possui condi¢des de ser empregada industrialmente na producdo de cinamato de

benzila devido a sua alta e eficiéncia e consideravel tempo de meia vida.
4.4 Estabilidade operacional da lipase NS 88011

A atividade residual de uma enzima imobilizada é um dos fatores mais importantes para
aplicacdes industriais, por isso, investigar a estabilidade e reutilizagcdo da enzima imobilizada
fornece informagdes importantes para avaliar a economia do processo (KIM et al., 2018).

Para confirmar a capacidade de reuso da enzima e o tempo de meia vida obtido
experimentalmente (item 4.3) foi realizada a avalicdo da estabilidade operacional da enzima.

Os ensaios foram conduzidos nas condi¢cdes de maximizagdo da producdo de cinamato de
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benzila descritas anteriormente no item 4.2 e os resultados em termo de conversdo estdo
apresentados na Figura 13.

Figura 13. Estabilidade operacional da enzima NS 88011 na produgao de cinamato de benzila
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*Cada ciclo corresponde a 32 horas.

Foi possivel observar através dos ciclos de reuso da enzima, que foram obtidas
conversdes acima de 80% até o 7° ciclo, mantendo a atividade acima de 60% até o 13° (ciclo,
correspondendo a 416 horas reacionais. Os resultados obtidos confirmam a boa estabilidade
operacional da lipase NS 88011 nas condicdes estudadas.

Dalla Costa (2018), obteve resultados semelhantes, sendo que para a producédo de oleato
de ascorbila utilizando a lipase NS 88011 e solvente terc-butanol, a enzima manteve 50% de
sua atividade inicial até o 14° ciclo. Wang et al. (2015) avaliou a estabilidade operacional da
enzima Lipozyme TLIM na producdo de cinamato de benzila utilizando isooctano, e obteve
como resultado a perda de mais de 50% da conversdo apos 4 ciclos, dessa maneira a enzima
utilizada para a sintese de cinamato de benzila no presente trabalho apresentou uma maior
capacidade de reuso, uma caracteristica importante para a aplicacdo do processo
industrialmente, pois gera grande economia com catalisador.

Sun e Tian (2018) avaliaram o reuso da lipase NS 40086 na producéo de cinamato de
benzila em meio contendo isooctano e os resultados demonstraram conversdes acima de 80%
até o 9° ciclo de 11,3 horas, resultados também semelhantes ao encontrados no presente
trabalho, visto que foi alcancado mais de 80% de converséo no 7° ciclo de 32 horas.

Os resultados aqui encontrados sdo bastante promissores, em virtude da lipase NS 88011
ser uma fracdo B imobilizada da Candida antarctica, mesma fragdo que a comercialmente

conhecida lipase Novozyme 435 é obtida, porém a NS 88011 é imobilizada em um suporte de
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baixo custo (SA, 2018), fator muito relevante visto a importancia da utilizacio de uma matéria-
prima com menores custos para que 0 processo possa ser utilizado em escala industrial visando

a obtencdo do produto de interesse.
4.5 ldentificacdo do éster

O perfil cromatografico da mistura reacional antes (a) e apds a reacao de esterificacdo
(b) e do padréo de cinamato de benzila (c) estdo apresentados na Figura 14 (a, b e c),
respectivamente, onde é possivel observar a reducdo quase completa da banda do &cido
cindmico (tempo de retencdo: 17,6) e aparecimento de uma nova banda (tempo de retencéo:
27,5) que confere com o tempo de retencdo da banda apresentada pelo padrédo de cinamato de
benzila (Figura 14 (c)), confirmando a obtencéo do produto desejado.

Figura 14. Cromatogramas da mistura reacional antes (a) e ap0s (b) a reacdo de esterificacao
e 0 padrdo de cinamato de benzila (c)
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4.6 Isolamento do éster através de fracionamento cromatogréafico

A técnica de cromatografia em coluna tem sido muito empregada na separacdo de
substancias contidas em misturas complexas, encontrando-se presente em processos de
purificacdo e separacdo na industria petroquimica, farmacéutica e de quimica fina, dessa
maneira é muito importante o conhecimento e adequado controle de determinados parametros
como a forca e polaridade do solvente ou mistura de solventes a ser utilizado (OLIVEIRA,
2005).

Para que fosse possivel a separacdo do éster contido na mistura reacional foram
empregadas fases moveis de hexano:acetato de etila nas proporgdes 9:1; 8:2 e 7:3 (v/v). A fase
considerada como ideal para a separacdao do composto de interesse foi a fase de composicao 9:1
(hexano:acetato de etila (v/v)). Foi possivel identificar a presenca do éster na 72, 82 e 92 fracOes
recolhidas, sendo que foi utilizado 100 mL de cada fase mdvel e as amostras fracionadas a cada
10 mL. A Figura 15 apresenta o cromotrograma da 72 parte do fracionamento, onde pode ser
observado 0 que o tempo de retencdo do composto isolado confere com o tempo de retencédo
apresentado pelo padrdo de cinamato de bezila (Figura 14 c), confirmando a obtencdo e

isolamento do éster de interesse.

Figura 15. Cromatograma do éster isolado por cromatografia em coluna
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4.7 Atividade Antioxidante

Os resultados da determinacdo da atividade antioxidante do cinamato de benzila estéo
apresentados na Tabela 8.

Ao avaliar a capacidade antioxidante dos precursores do éster (4cido cindmico e alcool
benzilico) foi possivel constatar para ambos que a maior concentracéo testada ndo se mostrou
eficiente para capturar 50% dos radicais livres (200 mg.mL™ para o cido cinamico e 200

uL.mL™ para o alcool benzilico), desta forma seus dados ndo serdo apresentados neste capitulo.
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Tabela 9. Porcentagem de neutralizagdo do DPPH para o cinamato de benzila

Concentragdes (mg.mL™?) Atividade Antioxidante (%)

2,5 51
5 6,2
7,5 6,7
10 7,0
25 11,9
50 15,6
75 29,4
100 37,6
250 79,6

Apds evidenciar a faixa de concentracdo com aumento linear em relacdo a atividade

antioxidante, determinou-se o 1Cso a partir da equacéo da reta obtida graficamente como mostra
a Figura 16.

Figura 16. Atividade antioxidante do éster cinamato de benzila
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A Figura 16 nos mostra que a capacidade antioxidante aumenta linearmente com o
aumento da concentracdo do éster, sendo que a maior capacidade antioxidante obtida foi de
79,6% para a concentracdo de 250 mg.mL™.
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A correlagéo entre a atividade antioxidante e a concentragdo de cinamato de benzila
(y = 0,3048x + 4,3501) com R2 = 0,9938 forneceu um ICso de 149,77 mg.mL™?. Pode-se
considerar que a capacidade antioxidante aumentou apos a esterificacdo, visto que nao foi
possivel determinar a concentracéo de alcool benzilico e acido cindmico capaz de inibir 50%
dos radicais livres, contudo essa concentracdo é alta se comparado aos antioxidantes por
exceléncia como o acido ascorbico e 0 BHT (ICso = 0,002 mg.mL* e ICso = 0,005 mg.mL™,
respectivamente) (CANSIAN et al., 2010).

Jakoveti¢ et al. (2013a), a fim de elucidar a influéncia da esterificagdo na atividade
antioxidante, testaram a capacidade antioxidante do &cido cindmico e seus ésteres, constatando
que todos os ésteres sintetizados apresentaram maior capacidade antioxidante do que o proprio
acido cinamico, porém a atividade ainda é muito baixa comparada com outros antioxidantes

fenolicos naturais.
4.8 Toxicidade frente a Artemia salina

O ensaio de toxicidade in vitro contra a Artemia salina € um bioensaio réapido e de baixo
custo e tém sido uma das ferramentas mais utilizadas para a avaliacdo preliminar de toxicidade,
podendo ser utilizado na triagem de novos farmacos antiespasmoédicos e antimalaricos
(LHULLIER, HORTA e FALKENBERG, 2006; HOCAYEN et al., 2012; MARTIN et al.,
2018).

A atividade citotoxica do &cido cinamico e de seus derivados é conhecida por mais de
séculos, e estudos revelaram gue o acido cindmico é um importante agente antiproliferativo,
inibindo a sintese de DNA de células de crescimento (DE et al., 2011).

Os resultados obtidos no ensaio de toxicidade do acido cindmico e do cinamato de
benzila encontram-se apresentados na Tabela 9 e 10, respectivamente, onde € possivel constatar
gue o aumento da mortalidade aumenta com 0 aumento da concentra¢do do composto em ambos
0s casos, chegando a 100% de nauplios mortos com a concentragio de 3500 pg.mL™ para o

acido cinamico e a 96,8% na concentragdo de 0,75 pg.mL™ para o cinamato de benzila.
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Tabela 10. Mortalidade média de A. salina em diferentes concentra¢des de acido cinamico

Concentracéo (ug.mL™?) Mortalidade (%)
30 8,53
75 16,14

225 33,63
300 38,20
420 48,55
480 52,48
600 54,87
1000 56,14
2000 71,28
2450 84,50
2800 88,40
3500 100

Tabela 11. Mortalidade média de A. salina em diferentes concentra¢des de cinamato de

benzila
Concentragéo (ug.mL™?) Mortalidade (%)

0,005 12,90
0,01 19,62
0,025 26,39
0,05 40,32
0,075 47,69

0,1 58,59
0,25 65,63

0,5 92,15
0,75 96,81

Os dados apresentados na Tabela 9 e 10 foram tratados a partir da aplicacéo de
escala logaritmica para determinar da DLso, e se encontram na Figura 17 e 18.
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Figura 17. Curva concentracdo-resposta da mortalidade (%) de A. salina a diferentes
concentracdes de acido cindmico
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Figura 18. Curva concentracdo-resposta da mortalidade (%) de A. salina a diferentes
concentracdes do éster cinamato de benzila
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A correlagdo entre a mortalidade e o logaritmo da concentracdo de cido cindmico e
cinamato de benzila, respectivamente, apresentaram valores de DLso = 439,6 pg.mL™ e DLso =
0,07 pg.mL%, demonstrando que a toxicidade aumenta consideravelmente (6280 vezes) ap0s a

esterificacdo. Amarante et al. (2011), considerou um composto com baixa toxicidade quando o
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mesmo apresentar DLso superior a 500 pg.mL™, moderada entre 100 e 500 pg.mL? e muito
téxico quando inferior a 100 pug.mL™.

Muitos estudos tem mostrado que a toxicidade de um composto frente a A. salina
apresenta correlacdo com a atividade citotdxica contra tumores humanos, McLaughlin, Roger
e Anderson (1998) relataram que este bioensaio levou a descoberta de uma nova classe de
agentes antitumorais ativos (Annonaceous acetogenins), estando relacionada também com a
atividade contra o Ttypanosoma cruzi, protozoario causador da doenca de chagas (ALVES et
al., 2000; ZANI et al., 1995), com a atividade viruscida, antifingica e antimicrobiana (MacRAE
etal., 1988).

A toxicidade oral do cinamato de benzila em ratos Osborne-Mendel foi estudada, e
demonstrou que ap6s 19 semanas de ingestdo de concentragdes de 0,1 a 10000 ppm, n&o houve
morte ou sinais clinicos adversos, ndo havendo nenhuma alteragdo microscopica ou
macroscépica nos tecidos (HAGAN et al., 1967, BAR e GRIEPENTROG, 1967).

Fukiwara et al. (2017) avaliaram a atividade larvicida do éster cinamato de metila contra
0 Aedes aegypti e evidenciaram que este apresentou atividade significativa (CLso = 35,4
pg/mL), sendo assim, devido ao potencial toxico apresentado pelo éster, este pode ser objeto
de estudo em pesquisas referentes a avaliacdo de sua capacidade citotoxica e de sua utilizagéo
para controle biol6gico de organismos transmissores de doencas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia de superficie de resposta se mostrou eficaz na maximizacédo da producéo
de cinamato de benzila, possibilitando a obtencdo de um modelo matematico empirico para a
producdo do éster em funcdo da concentracdo de enzima e da temperatura. A partir do modelo
matematico foi possivel obter os niveis 6timos de temperatura e concentracdo de enzima para
que se obtenha maiores rendimentos, sendo estes, respectivamente, 58,8 °C e 4,45 mg.mL™.
Através do estudo cinético da reacao foi possivel reduzir o tempo de 48 para 32 horas, levando
a uma conversdo de 97,6%.

A lipase NS 88011 demonstrou eficicia para catalisar a reacdo, apresentado um
excelente tempo de meia vida e proporcionado altos rendimentos (acima de 60%) apds os treze
ciclos de reuso estudados. Dessa forma a enzima empregada para a realizacdo desta pesquisa
pode ser considerada um biocatalisador promissor a ser utilizado na producao do éster em escala
industrial, tendo como principais caracteristicas a alta eficiéncia do processo para a obtencéo
de um produto de alta qualidade além de trabalhar em condi¢cfes brandas e sem a geracédo de
subprodutos.

Quanto a atividade antioxidante, observou-se um aumento na capacidade de captura de
radicais livres ap0s a esterificacdo, sendo que o ICso apresentado pelo cinamato de benzila foi
de 149,77 mg.mL™ ndo sendo possivel encontrar as concentragbes de inibicio do &cido
cindmico e &lcool benzilico.

A toxicidade do acido cindmico apresentou o valor de DLso (439,6 ug.mL™) maior do
que o encontrado para o cinamato de benzila (0,07 ug.mL™?), a alta toxicidade apresentada pelo
éster pode caracteriza-lo como um potencial agente pesticida e inseticida natural, além do
mesmo poder apresentar atividades citotdxicas, dessa maneira 0 mesmo pode ser objeto de
estudo na busca de novos farmacos e agentes controladores de pragas.

Tendo em vista os aspectos mencionados, foi possivel encontrar a condicdo para
maximizar a produgédo de cinamato de benzila de forma eficiente e promissora fazendo uso uma
menor quantidade de enzima e obtendo altos rendimentos, além deste biocatalisador apresentar
uma excelente capacidade de reuso. Dessa maneira foi possivel evidenciar um processo
alternativo e com 6timos resultados que podem ser aplicados no escalonamento da producéo

enzimatica do cinamato de benzila.
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