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“Nao pretendemos que as coisas mudem, se
sempre fazemos o mesmo. A crise € a melhor
bencdo que pode ocorrer com as pessoas e
paises, porque a crise traz progressos. A
criatividade nasce da angustia, como o dia
nasce da noite escura. E na crise que nascem
as invengoes, os descobrimentos e as grandes
estratégias. Quem supera a crise, supera a si
mesmo sem ficar ‘superado’. Quem atribui a
crise seus fracassos e pendurias, violenta seu
préoprio talento e respeita mais os problemas
do que as solugdes. A verdadeira crise é a
crise da incompeténcia... Sem crise nao ha
desafios; sem desafios, a vida € uma rotina,
uma lenta agonia. Sem crise ndo ha mérito. E
na crise que se aflora o melhor de cada um....”

Albert Einstein



RESUMO

SANTOLIN, Leandro. Sintese enzimatica do acetato de eugenila a partir do 6leo
essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum). 2019. 81 f. Dissertagcéo
(Engenharia Biotecnologica) — Programa de Pos-Graduagao em Processos Quimicos
e Biotecnolodgicos, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Toledo, 2019.

O dleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) tem potencial para sintese
de um éster, conhecido como acetato de eugenila, que possui propriedades
flavorizantes, antioxidantes e antimicrobianas, mas esta presente em pequenas
quantidades (1 a 10%) no dleo essencial. Neste contexto, o principal objetivo do
trabalho, é a sintese de acetato de eugenila a partir do 6leo essencial de cravo-da-
india, extraido via arraste de vapor d’agua de botdes florais secos, com o qual,
realizou-se a sintese enzimatica com o uso de diferentes enzimas lipases, diferentes
temperaturas de reacgao, teor das enzimas e razao molar anidrido acético:eugenol. As
extracbes do 6leo essencial de cravo-da-india foram realizadas em destilador
Clevenger e forneceram um rendimento medio de 5,83%, sendo este satisfatorio para
a técnica de extragdo. Os parametros fisico-quimicos (densidade, indice de refracéo,
solubilidade, cor, odor, aparéncia e agua), testados com 6leo essencial de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum) obtido das extragdes, apresentaram resultados
satisfatorios e o 6leo apresentou quantidade de eugenol, de aproximadamente 87%,
tendo um bom potencial para ser utilizado na produgcdo de acetato de eugenila.
Considerando os catalisadores enzimaticos testados, as enzimas Home-Made,
Lipozyme TL 100 L e CALB L, o que apresentou maior potencial na converséo, foi a
enzima Lipozyme TL 100 L, com a qual, obteve-se um valor de converséo de 88,12%.
Obteve-se a condi¢do otimizada para a producdo de acetato de eugenila com os
parametros de 55°C, razdo molar de substratos de 1:1, teor da enzima de 10% e o
tempo de 120 minutos de reagéo, pois o valor de conversao foi de 91,80%, sendo que
as variaveis que tiveram influéncia significativa na sintese do acetato de eugenila,
foram a temperatura e o teor de catalisador utilizado na reagdo. O estudo cinético
demonstrou que a conversdo maxima obtida com valores superiores a 90%, foi
proxima ao tempo de 5 horas de reacao. O éster obtido da sintese, foi purificado e nédo
observou-se pelos testes, residuos de acido acético da reagado, confirmando que o
processo de purificagao foi eficiente e os testes de Espectroscopia no Infravermelho
e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H e '3C) utilizados para caracterizagéo do
éster sintetizado, confirmaram que o composto € o acetato de eugenila, pela presenca
de um grupo metoxilo e um grupo acetdxi na molécula. Dessa forma, os resultados
demonstram a importdncia da reacdo de acetilacdo e catalise enzimatica para
conversdo do eugenol em acetato de eugenila, tornando este um composto mais
estavel para uso.

Palavras-chave: Cravo-da-india, Eugenol, Acetato de Eugenila, Lipases, Acetilagao

Enzimatica.



ABSTRACT

SANTOLIN, Leandro. Enzymatic synthesis of eugenyl acetate from clove essential oil
(Syzygium aromaticum). 2019. 81 f. Dissertacdo (Engenharia Biotecnologica) —
Programa de Pds-Graduagdo em Processos Quimicos e Biotecnoldgicos,

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Toledo, 2019.

Clove essential oil (Syzygium aromaticum) has potential for the synthesis of an ester,
known as eugenyl acetate, which has flavoring, antioxidant and antimicrobial
properties, but is present in small quantities (1 to 10%) in the oil essential. In this
context, the main objective of this work, is the synthesis of eugenyl acetate from the oil
of clove, extracted by water vapor drag from dry flower buds, with which the enzymatic
synthesis was performed using different lipase enzymes, different reaction
temperatures, enzyme content and acetic anhydride:eugenol molar ratio. Extractions
of clove essential oil were performed in Clevenger distillers and yielded an average
yield of 5.83%, which is satisfactory for the extraction technique. The physicochemical
parameters (density, refractive index, solubility, color, odor, appearance and water),
tested with clove essential oil (Syzygium aromaticum) obtained from the extractions,
presented satisfactory results and the oil presented a quantity of eugenol,
approximately 87%, having a good potential for use in the production of eugenyl
acetate. Considering the enzymatic catalysts tested, the Home-Made enzymes,
Lipozyme TL 100 L and CALB L, which presented the greatest potential for conversion,
was the enzyme Lipozyme TL 100 L with a conversion value of 88.12%. The optimized
condition was obtained for the production of eugenyl acetate with parameters of 55 °
C, 1:1 substrate molar ratio, 10% enzyme content and 120 minutes reaction time, since
the conversion value 91.80%, and the variables that had a significant influence on the
synthesis of eugenyl acetate were the temperature and the catalyst content used in
the reaction. The kinetic study showed that the maximum conversion obtained with
values greater than 90% was close to the time of 5 hours of reaction. The ester
obtained from the synthesis was purified and was not observed by the tests, residues
of acetic acid from the reaction, confirming that the purification process was efficient
and the Infrared Spectroscopy and Nuclear Magnetic Resonance ('"H NMR and '3C)
tests used for characterization of the synthesized ester confirmed that the compound
is eugenyl acetate by the presence of a methoxy group and an acetoxy group in the
molecule. Thus, the results demonstrate the importance of the acetylation and
enzymatic catalysis reaction for the conversion of eugenol to eugenyl acetate, making
it a more stable compound for use.

Keywords: Indian Clove. Eugenol. Eugenyl Acetate. Lipases. Enzymatic Acetylation.
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1. INTRODUGCAO

A atual demanda por alimentos e produtos livres de aditivos sintéticos,
naturais e que sejam benéficos a saude das pessoas vém crescendo. Os dleos
essenciais e extratos vegetais sdo conhecidos como fontes de substratos para a
sintese de substancias naturais (aditivos), usadas como conservantes,
antimicrobianos e antioxidantes nas industrias cosmética, quimica, farmacéutica e
alimenticia (SIMOES; SPITZER, 2007).

Um fator muito importante € que os dOleos essenciais podem apresentar
compostos iguais qualitativamente, mas diferengas quantitativas tornam estes unicos,
com caracteristicas préprias para aquela espécie, ou seja, com propriedades quimicas
e bioldgicas diferentes (PROBST, 2012).

Diversas substancias orgénicas compdem os 6leos essenciais, tais como
hidrocarbonetos, acidos carboxilicos, acetatos, alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas e
fendis, além de derivados de fenilpropandides ou de terpendides, que sdo os
constituintes predominantes (LINARD, 2008). Os principais constituintes possuem
natureza hidrofébica e grande parte possui densidade maior que a agua, tornando-os
soluveis em solventes orgéanicos, imisciveis em agua (ASBAHANI et al., 2015).

O odleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) € um poderoso
agente antimicrobiano e antioxidante, sendo estas caracteristicas atribuidas
principalmente ao seu composto majoritario, o eugenol (AYOOLA et al., 2008). Apesar
dessas excelentes propriedades, o uso direto deste composto fendlico, o eugenol,
apresenta algumas desvantagens, principalmente por apresentar baixa estabilidade,
devido a presencga do radical hidroxila na sua estrutura, que é particularmente instavel
na presencga de fatores como luz, ar, umidade, e altas temperaturas, o que faz reagir
rapidamente com outras moléculas. Dessa forma, surgem diversas alternativas de
substituicdo da estrutura do eugenol, possibilitando que seus derivados acilados,
esterificados, acetilados e outros apresentem vantagens em relagao as propriedades
quimicas e biolégicas (KARMAKAR et al., 2012)

O dleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) tem potencial para
sintese de um éster, conhecido como acetato de eugenila. Este é um fenilpropandide
disponivel no 6leo essencial representando de 1 a 10% da composicao. Ele pode ser

sintetizado através da reacao de acetilagdo do eugenol com anidrido acético por
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catalise quimica ou enzimatica (SILVA et al., 2015). O acetato de eugenila por sua
vez, apresenta diversas propriedades, como elevada atividade antioxidante,
antimicrobiana, entre outras, porém sua disponibilidade na natureza é pequena
(BURDOK, 2010 e PANDEY et al., 2013).

Dessa forma, sera explorado o potencial de sintese do éster acetato de
eugenila, a partir do 6leo essencial de cravo-da-india, utilizando um processo
biotecnoldgico, baseado na acetilagdo do composto principal do éleo, o eugenol com
anidrido acético, usando diferentes catalisadores enzimaticos (lipases). O material

sintetizado sera purificado e caracterizado.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Realizar a sintese enzimatica do acetato de eugenila a partir do 6leo essencial

de cravo-da-india (Syzygium aromaticum).

1.1.2. Objetivos Especificos

v" Obter 6leo essencial de cravo-da-india quantitativamente com destilagao

por arraste de vapor d’agua com destilador de 6leos essenciais Clevenger;
v' Realizar a caracterizagdo fisico-quimica do 6leo essencial;

v Avaliar o potencial de catdlise das lipases na sintese do acetato de eugenila
e selecionar o melhor catalisador;

v Otimizar o processo de formacao do acetato de eugenila avaliando o efeito
de variaveis do processo (concentragdo de enzima, temperatura e razao
molar substrato:anidrido acético) via técnica de planejamento experimental;

v' Avaliar a cinética de conversdao do sistema estudado nas condi¢des
experimentais otimizadas determinadas nas etapas anteriores;

v’ Purificar o acetato de eugenila obtido da sintese.

v’ Caracterizar o Acetato de Eugenila obtido da Purificagao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais s&o constituidos por um grande numero substéncias
complexas caracterizadas por apresentarem cheiro forte, e suas propriedades tém
sido exploradas durante décadas. Existem mais de 17.000 espécies de plantas
aromaticas conhecidas, das quais somente 10% sé&o utilizadas para a obtencao de
Oleos essenciais. Os principais géneros usados pertencem as familias: Rutaceae,
Myrtaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Asteraceae, Poaceae, Cupressaceae e
Piperaceae (ASBAHANI et al., 2015).

Os dleos essenciais sao constituidos de substancias que possuem natureza
hidrofobica e a grande maioria possui densidade superior a da agua, tornando-os
soluveis em solventes orgéanicos e imisciveis em agua (ASBAHANI et al., 2015).

Estas substancias sdo muito sensiveis ao calor, podendo ocorrer perdas de
alguns compostos volateis, conforme o método empregado no processo de extragéao
pode-se obter um baixo rendimento devido a degradagao de compostos provenientes
de efeitos térmicos ou hidroliticos (LUCCHESI et al., 2004).

A composicdo quimica, qualidade, quantidade dos dleos essenciais sao
geralmente afetadas por fatores ambientais. Dentre estes fatores estdo o estado do
solo onde é cultivada a planta, a luz solar, a temperatura e o estresse hidrico. A parte
da planta usada na obtencéo do dleo, sua idade, métodos de coleta, processos de
extragdo e analise, além da variabilidade genética, também podem afetar muito as
caracteristicas dos 6leos essenciais (CASTRO et al., 2008).

Com importancia industrial os Oleos essenciais sdao empregados nas
industrias de perfumaria, cosmética, alimenticia e farmacéutica, sendo geralmente os
componentes de agao terapéutica de plantas medicinais (TRANCOSO, 2013).

De acordo com Simdes e Spitzer (2007), a extragao desses Oleos essenciais
pode ser realizada por diversas técnicas, como por exemplo, a destilacdo por arraste
a vapor, hidrodestilagdo, extragcdo com COz2 supercritico, prensagem a frio, extragéo
com solventes orgénicos, enfloragdo, entre outros. A relevancia de se obter estes
Oleos deve-se a presencga de substancias especificas tais como, eugenol, linalol,

limoneno, geraniol, calareno e estragol entre outras (SIFOLA; BARBIERI, 2006).
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A extracao de produtos naturais com o uso de solventes organicos, torna os
processos menos vantajosos devido a dificuldade de remogao dos residuos destes
solventes presentes nos extratos. Em muitas situagdes, tanto para fins farmacologicos
guanto sensoriais, 0 solvente residual torna-se indesejavel devido, a sua capacidade
reagente, a sua toxicidade ou pela influéncia no sabor e aroma do extrato. A utilizagao
de gases densos como alternativa ao uso de solvente apresenta-se como uma forma
alternativa para obtencdo de compostos naturais de alto valor agregado e com
excelente grau de pureza, em comparagdo com processos convencionais que
necessitam de mais uma etapa para a remogao dos solventes (MAUL, 1999).

Devido a crescente preocupacdo da populagdo com uso de substancias
sintéticas na industria de alimentos, cosmética e farmacéutica, novas pesquisas na
area de processamento de novos biomateriais e o controle da polui¢do adotado pelos
governos e orgaos ambientais tem fomentado o desenvolvimento de tecnologias
limpas. A extracdo em fluido supercritico € considerada uma tecnologia limpa, muito
difundida e de grande aplicacdo potencial na area de produtos naturais. (ARAUJO et
al., 2000). Atualmente, fluidos supercriticos estdo sendo aplicados também na
producao de farmacos de nano e microparticulas (AGUIAR et al., 2016)

A extragdo supercritica tem muitas aplicagdes atualmente entre elas, a
extracdo de principios aromaticos de especiarias, retirada de nicotina do tabaco,
extracdo de diversos insumos farmacéuticos, oleos essenciais de frutas, folha e
sementes, dentre varios outros produtos. Possui também, varias aplicacbes em larga
escala com relagdo a formulacdo de tintas que vém sendo trabalhada, onde a

dissolugdo em CO, supercritico reduz a viscosidade da tinta, e permite assim uma boa

reducéo de (30 a 60%) na concentracao de solvente organico (PERRUT, 2001).

2.1.1 EXTRAGCAO DE OLEO ESSENCIAL VIA DESTILACAO DE ARRASTE POR
VAPOR

A técnica de extragao por arraste a vapor € uma das mais antigas e utilizadas
nas operagoes de extracdo empregados nos processos associados a industria e
baseia-se na diferenga de volatilidade dos compostos presentes na matéria-prima
vegetal. Esta técnica é utilizada na industria devido a sua maior simplicidade,
facilidade e economia, assim como possibilita o processamento de grandes
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quantidades de material vegetal de uma s6 vez. Além do mais, esse método possui
baixo custo quando comparado com os métodos tecnoldgicos mais avangados, a
exemplo da extracdo com fluido supercritico (CASSEL e VARGAS, 2006).

Os o6leos volateis possuem pressédo de vapor mais elevada que a agua, por
isso sao arrastados pelo vapor d’agua. Apoés obtido, o éleo volatil separado da agua,
deve ser seco com Sulfato de Sodio (Na2SO4) anidro. Mesmo sendo classico, o
procedimento pode formar residuos em fung¢ao da alta temperatura empregada, assim
sendo, é desaconselhado para extracdo do 6leo de flores por causar a decomposigao
das mesmas na presenca do calor (SIMOES; SPITZER, 2007).

Em geral, as folhas das plantas aromaticas séo colocadas sobre uma placa
perfurada e o vapor d’agua produzido pela caldeira, saturado e superaquecido vai se
misturando ao material vegetal, provocando um rompimento dos vasos do tecido
vegetal, onde estdo armazenados os Oleos essenciais, que sao entdo liberados e
arrastados pela corrente de vapor até o condensador (KOKETSU; GONCALVES,
1991). Ao passar pelo condensador de serpentina, refrigerado com agua natural, a
mistura oleo-agua perde energia cinética, calor e sofre uma transformagéao fisica do
estado de vapor para o de liquido, sendo coletada na saida do condensador com um
recipiente apropriado.

Na destilagdo de 6leos essenciais por arraste a vapor, a agua assume um
papel importante na geragao de vapor e no aumento da presséo de vapor do sistema.
Essa condigao € necessaria para romper os vasos do tecido vegetal, bem como elevar
a pressao de vapor da mistura éleo-agua contida na coluna de extragdo a um valor
superior ao da pressao atmosférica exercida sobre ela, destilando os componentes
dos 6leos essenciais a temperaturas um pouco menores que 100 °C, mesmo que as
substéncias orgéanicas que constituem o éleo essencial tenham valores de presséo de
vapor baixos e pontos de ebuli¢do superiores ao da agua (RUBINGER; BRAATHEN,
2012). Isso so é possivel porque de acordo com a lei das pressodes parciais de Dalton,
a pressao de vapor total dentro de um sistema de destilagado sera a soma das pressoes
parciais de vapor de todos componentes da mistura:

(Ptotal = Pa + Pb + Pc + ...)
A lei estabelece “que, a uma dada temperatura, a pressao total exercida por

uma mistura gasosa € igual a soma das pressdes parciais dos constituintes gasosos”
(CASTELLAN, 2001).
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Na extracido de oleos essenciais em escala industrial, o rendimento de 6leos
pode variar de acordo com a época da colheita e o tipo, a idade e a espécie do material
vegetal. Este método de arraste por vapor d’agua segue os principios do aparelho de
Clevenger, obviamente, atingindo outras propor¢des. Na destilagdo por arraste de
vapor d’agua, a mistura entra em ebuligdo a uma temperatura menor do que o ponto
de ebulicao de qualquer um dos componentes puros. Portanto liquidos de alto ponto
de ebuligdo s&o destilados abaixo de 100 °C, quando um deles é a agua, evitando-se
a decomposigdo do componente de maior ponto de ebulicdo. (GRAMOLELLI JUNIOR
et al, 2006).

2.2 CRAVO-DA-INDIA (Syzygium aromaticum)

O cravo-da-india fornece um 6leo essencial aromatico, com propriedades
biologicas exploradas amplamente pelas industrias alimenticias, cosméticas e
farmacéuticas (GUENTHER, 1948 e SIMOES; SPITZER, 2003).

Pertencente a classe Magnoliopsida, familia Myrtaceae, a oitava maior familia
de plantas angiospermas, este caracteriza-se por um botdo seco, obtido das flores
verdes amareladas da arvore Syzygium aromaticum (L.), com altura aproximada de 8
a 10 metros, sendo nativa das llhas Moluscas, na Indonésia e possui odor fortemente
aromatico e sabor ardente (Figura 1) (AFFONSO et al., 2012 e ITIS, 2018). Existem
quatro numerosos géneros nesta familia: Eucalyptus, Eugenia, Myrcia e Syzygium
(Flora do Brasil, 2018).
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Figura 1: Cravo-da-india (Syzygium aromaticum).
’ ]

Fonte: https://www.plantasexoticas.com.br/cravo-da-india-eugenia-caryophyllata.

Aqui no Brasil, a regido do Nordeste, especialmente na Bahia, destaca-se
como maior produtor do cravo-da-india sendo cultivados 8000 hectares que produzem
anualmente 2500 toneladas de cravo-da-india (CORTES-ROJAZ et al., 2014).

Na descri¢cao de Soto; Burhanuddin (1995) e Anderson et al. (1997), o 6leo do
cravo-da-india € um liquido amarelo claro, oleoso e obtido pela destilagdo das flores,
caules e folhas da arvore Syzygium aromaticum, L.

Este composto, na visdo de Reineccius (1994), é aromatico fendlico de
impacto sensorial médio. Importante indicar as varias atividades ja estudadas do
cravo-da-india, como a antimicrobiana, a antioxidante, a antimutagénica,
(MIYAZAWA: HISAMA, 2003), a anti-inflamatéria (KIM et al., 1998), a antiulcerogénica
(ZHENG et al., 1992), a antiparasitaria (YANG et al., 2003), a antifungica (PINTO et
al., 2009) e anestésica para dores de dente (ALQAREER; ALYAHA; ANDERSSON,
2006).

Como todos os 6leos essenciais sao uma mistura de compostos, o 6leo do
cravo-da-india tem como componente majoritario, o eugenol (4-alil-2-metoxifenol), em
concentragéo de 76,8 a 95% (BRIOZZO et al., 1989), outros compostos fendlicos em
menor quantidade, como o B-cariofileno (17,4%), o a-humuleno (2,1%) e o acetato de
eugenila (1,2%) (Figura 2), também estao presentes, conforme descrigao de (CHAIEB
et al., 2007).
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Figura 2: Estrutura molecular dos principais compostos do Oleo Essencial de Cravo-da-india.
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Fonte: Adaptado Catalogo Sigma Aldrich, 2018.

2.3 EUGENOL

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) € um composto natural ativo do 6leo de cravo-
da-india, isolado e caracterizado como um fenilpropeno de cadeia curta de
hidrocarbonetos, podendo ser produzido de forma sintética por alilagdo do guaiacol
com cloreto de alila. Caracteriza-se por ser um liquido oleoso de cor amarelo claro
quase palido e odor caracteristico ao do cravo (ITO; MURAKAMI; YOHIMO, 2005). O
eugenol representado na Figura 2 estrutura quimica (A) é considerado um composto
promissor para sinteses mais complexas e um substrato usado para diversas
biotransformagdes (KAUFMAN, 2015).

Conforme Kamatou et al., (2012) separa-se o eugenol do 6leo essencial,
misturando-se 0 mesmo a solugdo salina com excesso de sédio aquoso (3%) ou a

solucao de hidroxido de potassio, formando um sal alcalino fendlico, removendo-se a
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porcao nao dissolvida e submetendo a solucdo alcalina a baixas temperaturas,
conseguindo a liberagédo do eugenol por purificagdo da destilagao.

Na descri¢do da “European Food Safety Authority “- EFSA (2011), o eugenol
é ligeiramente soluvel em agua, miscivel em agua em temperaturas inferiores a 16 °C
(SOTO, BURHANUDDIN, 1995). Quando submetido a altas temperaturas, o eugenol
torna-se imiscivel em virtude de sua alta densidade relativa (1,0676 g.cm= a 20°C)
(SAYDMOHAMMED; PAL, 2009; WANNISSO et al., 2009), porém, observa-se que
em solventes organicos, é soluvel (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012).

O eugenol pode ser utilizado como aditivo natural, aromatizante e
intensificador de sabor em bebidas alcéolicas, como flavorizante em produtos
alimenticios, cosméticos, farmacéuticos, quimicos e industriais (ROJO et al., 2008,
KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012).

Cabe destaque especial as propriedades biolégicas do eugenol que podem
ser antissépticas e antimicrobianas, pelo efeito bactericida e bacteriostatico
(BRIOZZO et al., 1989); antifungicas e antilarvicida (PANDEY et al., 2013; RANA,;
RANA; RAJAK, 2011); antioxidantes, cito protetora, antigenotdxica e anticancerigena;
antinflamatéria e anticoncepcional (DANIEL et al., 2009), antimutagénica;
anticoagulante; agente sedativo e anestésico (ATSUMI; FUJISAWA; TONOSAKI,
2005). Além disso, ele atua como um antimicrobiano natural, usado normalmente
como aromatizante em uma grande variedade de produtos cosméticos e alimenticios
(KAUFMAN, 2015).

2.4 ACETATO DE EUGENILA

Classifica-se o acetato de eugenila como um éster aromatico, com odor
caracteristico ao 6leo de cravo-da-india (Figura 2, formula estrutural (C)). Pode ser
encontrado em quantidades menores nos oleos essenciais do Louro (Lourus nobilis),
na Canela (Cinnamomum zeylanicum) e no cravo-da-india (Syzygium aromaticum)
(SIMOES; SPITZER, 2007).

Sua obtencgao ocorre a partir da acetilagao direta do eugenol com anidrido
acético na presencga de catalisadores (BURDOK, 2010 e PANDEY et al., 2013).
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O acetato de eugenila pode ser utilizado como flavorizante de alimentos, por
ser insoluvel em agua, sendo absorvido rapidamente no trato intestinal, com
metabolizagcdo hepatica gerando produtos polares que se conjugam e sao eliminados
na urina. Na excre¢ao, € hidrolisado para eugenol e acido carboxilico (EFSA, 2011),
portanto seguro para o consumo humano, mesmo sendo uma molécula com baixo
teor aromatico (KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012).

Outras propriedades de interesse industrial do acetato de eugenila foram
avaliadas e descritas por Kwang-Geun e Takayuki (2001) como, por exemplo, a
atividade antioxidante em dois testes: no primeiro ensaio aldeido/acido carboxilico,
com resultado de inibicdo da oxidagdo do hexanal a acido hexandico e no segundo
ensaio, lipideo/malonaldeido, a oxidagcdo do hexanal foi inibida em 99% pelo acetato
de eugenila, pelo periodo de 30 dias em concentragdo de 200 mg.mL-'. Quando as
concentragdes foram de 50 e 100 mg.mL", houve inibigdo da oxidagédo do hexanal de
76 a 85% no prazo de 15 dias. Ainda, houve inibicdo da formagdo do malonaldeido
em 79%, quando a concentragéo de acetato de eugenila foi de 160 mg.mL"", podendo
ser comparada a antioxidantes como o a-tocoferol e butilhidroxitolueno (BHT). Estes
ensaios permitem avaliar os efeitos antioxidantes contra fenbmenos de oxidacao lenta
comum a periodos estendidos, como na conservacao de alimentos.

O acetato de eugenila também apresentou acéo inseticida em recentes
pesquisas na quais esta acao foi testada frente as larvas do microcrustaceo Artemia
salina, demostrando um maior potencial toxicolégico do éster comparado ao dleo de
cravo (CANSIAN et al., 2016). Acao antifungica contra varias espécies de Candida sp,
demonstrando ser um eficiente fitoquimico, ocasionando danos celulares as células
dos fungos causadores de infecgdes (MUSTHAFA et al., 2016).

Na percepcao de Carrasco et al., (2008), a atividade anticancerigena do
acetato de eugenila em células de cancer de prostata e cancer escamoso oral. Ja
Pasay et al., (2010) demonstrou em seus estudos a atividade acaricida do acetato de
eugenila. O acetato de eugenila também tem efeito na erosdo dentaria na inibicdo da
descalcificagdo e promogéao da remineralizagdo (CHARU et al., 2012).

A descricdo do acetato de eugenila como antimicrobiano foi realizada por
Chiaradia et al., (2012), em estudo que mediu seu potencial antimicrobiano frente ao
eugenol e o cloranfenicol. Tal estudo foi testado em 16 diferentes tipos de bactérias
com observancia do melhor desempenho para o acetato de eugenila.
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Tischer (2017), demonstrou em seus estudos a atividade antimicrobiana do
éster acetato de eugenila tanto em bactérias Gram positivas e Gram negativas, sendo
a maior inibigdo encontrada para Listeria monocytogenes. O efeito antimicrobiano do
eéster também foi comprovado pela concentracdo inibitéria minima, sendo a
Pseudomonas aeruginosa o microrganismo que foi inibido com menor concentragéo

de acetato de eugenila.

2.5 LIPASES

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases - E.C.3.1.1.3) englobam um grupo
de enzimas hidroliticas que agem sobre a interface organico-aquosa catalisando a
hidrolise de ligagdes éster carboxilicas de triacilgliceréis com a finalidade de liberar
acidos organicos e glicerol (BERGLUND, 2001).

Grupos de enzimas que apresentam ampla especificidade, reconhecendo
uma diversidade de substratos. Quando se fala em enzimas, deve-se recordar que
estas sdo proteinas com propriedades cataliticas especificas e seletivas que atuam
com eficiéncia em condigdes brandas de temperatura, como também de pressao
ambiente, transformando moléculas complexas (PANDEY et al., 1999).

Sao biocatalisadores responsaveis por catalisar reagdes de hidrélise de dleos
em acidos graxos livres, monoacilglicerdis, diacilglicerois e glicerol (VILLENEUVE et
al., 2000).

As lipases sao enzimas com fungao biolégica de catalisar as reagdes de
hidrolise das ligacbes éster presentes em triacilglicerodis, sdo facilmente encontradas
na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas,
que, devido a facilidade de produgdo em grande escala é a origem de grande parte
das lipases utilizadas comercialmente (VILLENEUVE et al., 2000). As lipases
microbianas estdo sendo produzidas por diversas industrias e ndo estao reféns as
limitagdes de produgéo ou de suprimento, como a vegetal e animal (BENASSI et al.,
2012). Estas por sua vez, sao capazes de catalisar reagdes reversas a hidrolise, como
a esterificagéo, transesterificagdo (aciddlise, interesterificagédo, alcélise) e amindlise
(Figura 3).



Figura 3: Reag6es Catalisadas por Lipases.

Hidralise:

R—~C—OR; +H20 R —— R—C—OH
! I

Esterificacdo:

R,—cl:—u H + Rs—OH —— R—C—0R;
] I
0

Acidalise:
RL—C—‘OR1 + R3--CI:—EIIH —_— R]—C_GRE
I I i
O

Interesterificacio:

R—=C—0OR:; 4+ R1_?_'DR4 —- Rs‘—C—DRﬂ:
I i i
o &
Aledlise:

Rl-{f—ORz + Ry—OH —— R —C—OR;
I = ]
0

Aminalise:

R|'—C"’DR1 + RH_NHE — R]—C—'NH:R'\
I I

+ RE—DH

+ H720

+ R~C—OH

+ R—C—OR,

+ R;-DH

+ R,~OH

Fonte: VILLENEUVE et. al. (2000)

29

A utilizagido destas enzimas ganha destaque na sintese e interesterificagéo de

lipideos, pois elas apresentam estabilidade em varios solventes organicos, amplo

espectro de especificidade pelo substrato e boa conversao de reagente em produto

(CAO et al., 2016).

Fisiologicamente, as lipases sdo um grupo especial das esterases que

pertencem a subclasse 1 das enzimas hidroliticas de classe 3 designadas como uma

subclasse 3.1.1, pela especificidade das ligagdes dos ésteres de acidos carboxilicos

com fungao biolégica de conversao catalitica de gliceréis em di ou monoglicerois,
acidos graxos e glicerol (PATIL; CHOPDA; MAHAJAM, 2011; STERGIOU et al., 2013).

Sua atuagédo se da na interface agua-6leo ou oleo-agua, dependendo do

estado de agregacédo e estrutura do substrato, das propriedades moleculares da

enzima e fatores que afetam ligagbes enzima-substrato, rearranjando estruturas,

permitindo que o sitio ativo da enzima fique livre (PANDEY et al., 1999).
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As lipases possuem caracteristicas como, massa molar que variam de 20 a
75 kDA, uma faixa pH 6timo de 4 a 9, estaveis a temperaturas que oscilam de 30 a
70°C, mas com uma faixa 6tima de 30 a 40°C (BORNSCHEUER, 2003).

Villeneuve et al., (2000) Dabdoub et al., (2009) e Cipolatti et al., (2014)
apontam que as lipases podem ser inativadas por fatores quimicos, fisicos e
bioldgicos, sendo dificil sua recuperagéao e reuso, aumentando os custos do processo
e contaminado o produto com atividade enzimatica residual. Dificuldades como estas
exigem uma catalise eficiente com o uso de enzimas na forma imobilizada. Para tanto,
deve-se utilizar técnicas de imobilizagdo que estabilizam as enzimas e facilitam sua
recuperacao e reutilizagdo, com melhor qualidade e obteng¢ao do produto.

A enzima Lipozyme TL 100L é sintetizada a partir do fungo Thermomyces
lanuginosus, sendo uma lipase 1,3 especifica e deve ser armazenada em condicdes
de 0 - 10°C, tem como temperatura ideal de reacao de 20 a 50°C, faixa de pH ideal de
uso de 7 a 10, sendo sua atividade de 100 KLU.g™!. Apresenta-se na forma liquida,
usada em reacoes de catalise, transesterificacdo, interesterificacdo e reagdes de
hidrolise em geral, sendo usada especificamente para substratos ésteres (STREAM,
2018).

Ja a Lipozyme® CALB L é uma lipase nao especifica obtida da Candida
Antarctica B, esta é considerada estavel em uma ampla faixa de pH (5 a 9),
principalmente em pH alcalino e tem como temperatura ideal de reac&o de 30 a 60°C.
Além disso, exibe maior especificidade para substrato ésteres e alcoois. Esta enzima
tem sido amplamente utilizada na resolug¢ao de alcoois racémicos, aminas, acidos. Os
compostos opticamente puros resultantes sdo muito dificeis de obter por rotas
alternativas, e pode ser de grande valor sintético. Possui uma atividade declarada 5
KLU.g" e hidrolisa ligagdes éster em glicerideos (STREAM, 2018).

Além destas enzimas lipases tem uma Lipase Home Made, produzida a partir
da fermentacédo em estado sélido da semente de girassol com Penicillium sumatrense.

Conforme Patil; Chopda; Mahajam, (2011), as lipases atuam efetivamente
obtendo compostos puros, boas quantidades de ésteres alifaticos e aromaticos,

alcoois, acidos e lactonas.
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2.6 ACETILAGAO ENZIMATICA

Lipases utilizadas como biocatalisadoras sdo vantajosas, pois além se serem
uma tecnologia limpa, séo seletivas, especificas e reduzem reagdes colaterais, sem
falar que reagem onde catalisadores quimicos ndo conseguem chegar. Ressalta-se
que tanto o produto, quanto o biocatalisador, podem ser recuperados, com os custos
de biocatalise semelhantes aos dos processos quimicos (PANDEY et al., 1999;
LIAQUAT; APENTEN, 2000).

Sistemas compactos, livres de solventes organicos na sintese de ésteres
aromaticos tem grandes volumes de produgdo com concentragdes menores de
catalisadores em relagdo a reagentes. Sistemas assim reduzem os custos, os
problemas de toxicidade resultante da recuperacao do solvente, diminuindo impactos
ambientais (GUVENC; KAPUCU; MEHMETOGLU, 2002 e SANTOS et al., 2007).

Quando solventes sdo utilizados, as reagdes quimicas heterogéneas tornam-
se faceis, principalmente em presenca de uma substancia tampao, contudo, o alto
grau de toxicidade e formacao de subprodutos indesejados destas reagdes (devido a
baixa seletividade da sintese quimica), requer etapas subsequentes de purificagao,
aumentando os custos do processo e tendo o risco de manter residuos toxicos no
produto final (SILVA, 2014). Além de tudo, produtos obtidos via sintese quimica nao
podem ser rotulados como naturais, mesmo que obtidos a partir de substratos
naturais. Ja os produtos obtidos via sintese enzimatica podem ser considerados como
naturais, contanto que sejam obtidos a partir de substratos naturais, em sistema livre
de solvente, e que o produto obtido seja de estrutura quimica conhecida (LONGO;
SANROMAN, 2006).

A acetilagdo enzimatica possibilita a modificagcdo da molécula do eugenol,
com substituigdo do grupo hidroxila por outros compostos que melhoram sua
funcionalidade. Uma possibilidade de modificagdo da molécula de eugenol pode ser
pela reacdo de acetilagdo, obtendo-se acetato de eugenila, com um grupamento acetil

mais estavel e lipofilico, conforme Figura 4.
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Figura 4: Sintese de acetato de eugenila por acetilagio do eugenol com anidrido acético.
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acéetico eugenila acetico

Fonte: Burdock (2010).

Produtos provenientes de sintese enzimatica serdo naturais se obtidos de
substratos naturais, com sistema livre de solventes (LONGO; SAROMAN, 2006).
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo € apresentada a descricdo dos materiais, equipamentos e as
técnicas analiticas utilizadas durante o trabalho. Além disso, sdo apresentados os
testes utilizados para a determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo
essencial e determinacdo qualitativa e/ou quantitativa dos compostos do dleo
essencial, como compostos da reagdo de sintese obtidas do planejamento
experimental e estudo cinético de conversdo. Também € apresentada a

caracterizagao do material obtido da sintese.

3.1 PROCEDIMENTO DE OBTENGAO DA ENZIMA HOME-MADE ATRAVES DE
FERMENTACAO DO ESTADO SOLIDO

Preparar cerca de 1 mL de solugao tampéao fosfato de sédio pH 7 para cada
10g de substrato (sementes de girassol). Autoclavar a solugado tampéao e erlenmeyers
de vidro com o substrato. Colocar 300 mL da solugdo com o Tween 80 com bolinhas

de vidro para fazer a solugao de esporos na concentracdo adequada.

3.1.1 Esterilizacao de meios e equipamentos

Para garantir condigbes estéreis de crescimento dos micro-organismos, os
meios solidos de propagacgao, do indculo e de produgdo, bem como todos os materiais
utilizados no procedimento sao esterilizados em autoclave a 121 °C, durante 15

minutos.

3.1.2 Estoque e Manutencgao das Cepas

As cepas sao inoculadas em meio BDA (batata, dextrose, agar) contendo o
antibidtico cloridrato de tetraciclina (250 mg/L de meio BDA), sendo repicadas
mensalmente e também em estoque em 6leo mineral, sendo apds o crescimento

mantidas sob refrigeragao (4°C).

3.1.3 Preparacao dos Substratos
Foi utilizado como substrato com alto teor lipidico, a torta de crambe (crambe
abyssinica hochst), fornecida pela industria Fundagdo MS do Mato Grosso do Sul.
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Este substrato foi utilizado na fermentagao do estado sdlido (FES) para a produgao
de lipases, o qual, ainda fresco, foi moido, tamisado e embalado em embalagens
plasticas, sendo utilizadas as fragées do substrato com diferentes granulometrias para
os estudos de FES.

3.1.4 Condigoes de Cultivo no Meio Sdélido

Os ensaios de FES foram realizados da seguinte forma: para a preparag¢ao do
in6culo foram utilizados frascos de Erlenmeyers de 250 mL contendo o meio agar
batata — cloridrato de tetraciclina (250 mg/L de meio BDA). O fungo Penicillium
sumatrense foi incubado em estufa a 27°C por sete dias. Apds o crescimento foi feita
a maceragao do meio utilizando pedras de porcelana e adigdo de agua estéril no
material seguido de solubilizagao.

Para a FES foram utilizados erlenmeyers de 250 mL, contendo, 10 g de
substrato semente de girassol, com um teor de umidade de 60% e tampé&o fosfato de
sédio pH 7,0 (60 mM). Os experimentos foram realizados em triplicata. Apos o
preparo, os substratos foram inoculados assepticamente com o inéculo, mantendo-se
uma quantidade final no meio sélido de aproximadamente 10% esporos/mL. As
condi¢des otimizadas para a FES foram estabelecidas previamente pelo grupo de
pesquisa da Profa. Maria Luiza Fernandes Rodrigues, Unioeste-Toledo, que
encontrou as seguintes condigdes: 27 °C, 96 horas de fermentacdo e com 60% de
umidade.

A producao de lipase foi acompanhada pela dosagem da atividade lipolitica
(método titulométrico) no material fermentado. A atividade lipolitica € expressa como
unidades de atividade enzimatica por grama de solido fermentado (U/gSS).

3.1.5 Secagem
Os sdlidos fermentados foram congelados a 0°C por 24 h para interromper o
crescimento fungico. Apds esse periodo, foram secos na estufa de circulagéao de ar,

acondicionados em embalagens plasticas e armazenados em geladeira.
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3.1.6 Extragao da Enzima

A enzima foi extraida do material fermentado com 500 mL de solugcdo aquosa
de NaCl 1% (m/v). A mistura de 50 g de sdlido fermentado com 500 mL de solugao
extratora foi colocada em agitador magnético durante 1:30 h e entao, filtrada em gaze,
sendo o solido prensado manualmente para extragao do liquido, o qual contém a
lipase. O extrato resultante foi centrifugado por 10 minutos a 5000 rpm, sendo o

sobrenadante da centrifuga¢cdo, denominado extrato bruto (EB).

3.2 OBTENGAO DO OLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-INDIA (Syzygium

aromaticum)

Para obtencéo do éleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum),
utilizou-se botdes florais secos, da marca Iremar Alimentos obtidos no atacado da
cidade de Toledo-PR. Utilizou-se a técnica de destilagdo de arraste a vapor d’agua,
com um destilador Clevenger 6leos essenciais (SL-76 Solab) acoplado a um banho

termostatizado (TE-2005 Tecnal) como mostra a Figura 5.

Figura 5: Destilador Clevenger Oleos Essenciais com Banho Termostatizado.

Fonte: O autor.

Foram realizados 5 testes de destilagbes por arraste a vapor d’agua
utilizando-se aproximadamente 200 g de botdes florais de cravo-da-india secos, em

cada teste, obtidos do mesmo lote. Em cada teste, os botdes florais foram previamente
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triturados em moinho elétrico (Metavisa) para diminui¢do dos tamanhos dos botdes
florais e consequentemente, aumento da area superficial de contato do material.
Devido o cesto do destilador Clevenger ter orificios de didmetro muito grande para
suportar o material adaptou-se uma tela para suportar o material para realizar a
extragdo do d6leo. A Figura 6 mostra o material utilizado para obtencdo do 6leo

essencial de cravo-da-india.

Fonte: O autor.

A Tabela 1 demonstra a quantidade de botdes florais secos utilizados em cada
teste e o tempo de destilagcao utilizado para obtengao do 6leo essencial de cravo-da-

india.

Tabela 1: Massa de botdes florais de cravo-da-india e seus respectivos tempos de destilagao.

Teste Massa (g) Tempo de Destilagdo (min)
1 200,1067 63
2 200,0255 65
3 200,2673 61
4 200,0341 63
5 200,1280 62

Fonte: O autor.

O dleo essencial foi coletado em um frasco de vidro @mbar com auxilio de uma
pipeta de Pasteur de vidro. O restante do material extraido (a4gua + 6leo) foi deixado
decantar para obter uma quantidade de 6leo. Todo o 6leo extraido foi seco, por meio

de percolagao de sulfato de sodio anidro (Na2S0Os4), por duas vezes ao material. O 6leo
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essencial foi armazenado sobre refrigeragcao em geladeira, em frasco de vidro ambar
para evitar a possivel perda dos compostos volateis.

O rendimento da extragao do 6leo essencial de cravo-da-india foi calculado
utilizando-se a relacdo massa/volume e massa/massa, sendo o volume obtido no
sistema de extragao através da destilagao por arraste de vapor d’agua em destilador

Clevenger.

3.3 DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO OLEO

3.3.1 Determinacgao da Densidade Relativa

Pesou-se o picnébmetro (Prolab) limpo, previamente seco e anotou-se o valor
obtido. Determinou-se a massa da agua purificada, preenchendo o picnémetro com
agua purificada a 20°C, pesou-se e anotou-se o valor. Secou-se o picnémetro e
pesou-se novamente. Em seguida, preencheu-se com o 6leo essencial e removeu-se
qualquer excesso da substancia, pesou-se e anotou-se a massa obtida com o dleo.

Com os valores encontrados calculou-se a densidade pela equacao:

m 6leo — mvazio (Eq 1)

p= magua — mvazio
Em que p é a densidade relativa da amostra, m 6leo, m vazio e m agua sao as

respectivas massas do picndmetro com o 6leo, vazio e com agua purificada (The
United States Pharmacopeial — USP 41, 2018).

3.3.2 Determinagao do indice de Refragio

Para determinacdo do indice de refracdo do dleo utilizou-se o refratdmetro
Abbe Quimis. Zerou-se o equipamento com agua purificada a 20 °C. Na sequéncia o
prisma foi limpo e colocou-se 2 gotas do 6leo no prisma e fechou-se a placa de
cobertura pressionando suavemente. Apontou-se a extremidade frontal do
refratbmetro para a diregdo da luz branca e realizou-se a leitura na escala

correspondente ao limite entre a luz clara/escura. Executou-se este procedimento em
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duplicata e calculou-se a média das leituras para obter o valor do indice de refracao
para o 6leo essencial de cravo-da-india (The United States Pharmacopeial — USP 41,
2018).

3.3.3 Determinagdo da Agua em % no Oleo Essencial

Para determinagdo da agua presente no Oleo utilizou-se o Titulador
Automatico Karl Fischer — 870 KF Titrino Plus Metrohm Pensalab. Adicionou-se
aproximadamente, 20 mL de Metanol Anidro (Sigma Aldrich), condicionando o meio e
efetuou-se a padronizacao da solucéo titulante. Apds a padronizacao recondicionou-
se 0 meio e introduziu-se 500 mg da amostra para obter-se o teor de agua em %
presente na amostra de 6leo (BRASIL, 2010).

3.3.4 Determinagao da Cor

Para o teste de cor, a técnica utilizada foi a comparacdo da cor do dleo

essencial com cores conhecidas através de um fundo branco.

3.3.5 Determinacao da Aparéncia

Para determinacdo da aparéncia utilizou-se a técnica visual na qual

comparou-se o 6leo essencial, no que diz respeito a sua limpidez e transparéncia.

3.3.6 Determinacao da Solubilidade em Etanol (70%)

A solubilidade foi testada utilizando-se um baldo volumétrico de 5 mL
contendo um volume de 1 mL do dleo essencial e adicionou-se a este baldo
quantidades proporcionais crescentes de uma mistura de etanol/agua a 70% (v/v) até
completa solubilizagao (The United States Pharmacopeial — USP 41, 2018).
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3.4 QUANTIFICACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

A quantificagao e identificacdo dos principais constituintes do 6leo essencial
de cravo-da-india (Syzygium aromaticum) foi determinada por cromatografia gasosa
utilizando-se um cromatografo modelo 7890B da Agilent, com detector Flame

lonization Detector (FID), conforme Figura 7.

Figura 7: Cromatégrafo Gasoso Agilent 7890B com FID.

Fonte: O autor.

As analises foram realizadas utilizando uma coluna capilar Agilent DB-1,
100% dimetilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym de filme de revestimento) com
a temperatura da coluna em 280 °C em isoterma por 15 minutos; temperatura de
injetor 290 °C; temperatura do detector 290 °C; modo de injegao split, razdo de split
100:1; gas de arraste hélio com vazao de 1 mL.min"'; gas nitrogénio com gas make
up a 35 mL.min"'; gas hidrogénio e ar sintético com fluxo de 30 e 300 mL.min"",
respectivamente como gas de chama. Utilizou-se Ciclohexano (Merck, grau CG,
pureza = 99,5%) como solvente de limpeza da agulha. O volume de inje¢do de 1,0 pL
de amostra.

Para identificacdo dos compostos foram preparadas solugdes qualitativas de
padrées de Eugenol (Sigma-Aldrich, pureza de 99%), B-Cariofileno (Sigma-Aldrich,
pureza = 80%), Humuleno (Sigma-Aldrich, pureza = 96%), e Acetato de Eugenila
(Sigma-Aldrich, pureza = 98%), sendo estes diluidos em Ciclohexano (Merck, grau
CG, pureza = 99,5%). Os padrbes foram injetados separadamente para obter-se o
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tempo de retencao de cada um dos constituintes e juntos para ter o padrao com todos
0s componentes.

Para determinagédo da concentragcdo do Eugenol, B-Cariofileno, Humuleno e
Acetato de Eugenila no 6leo essencial utilizou-se o0 método de normalizagéo, no qual
fez-se a integracao eletrbnica das areas dos picos cromatograficos obtidos de uma
amostra diluida 1/10 em Ciclohexano e injetada em triplicata no sistema. O software
utilizado para a aquisicdo dos dados no cromatografo foi o Empower Enterprise 3 da

Waters.

3.5 PROCEDIMENTO GERAL DE SINTESE DO ACETATO DE EUGENILA

A sintese do acetato de eugenila foi realizada adicionando-se em um sistema
reacional, o Oleo essencial de cravo-da-india como material de partida, com o
reagente anidrido acético até completa dissolugao. A proporgdo molar dos substratos
colocados no meio reacional foi estabelecida considerando-se a massa molar de
anidrido acético (102 g.mol') e a concentragdo em percentagem de eugenol, presente
no oleo essencial de cravo-da-india (87,7%), com massa molar do eugenol de 164
g.mol-'. Dessa forma, 187 g do dleo equivale a 1 mol de eugenol. Em seguida, ao
sistema reacional foi adicionado o catalisador enzimatico (lipases) e o tempo reacional
foi considerado a partir da adicdo dele. Apos o tempo final da reacao, o catalisador foi
filtrado em papel filtro e lavado com solvente Ciclohexano (Merck, grau CG, pureza =
99,5%). Em seguida o solvente foi evaporado em rota-evaporador, as amostras foram

mantidas, sob refrigeragao (2 a 8 °C) em frascos ambar para serem analisadas.

3.6 SELECAO DO MELHOR BIOCATALISADOR NA SINTESE DE ACETATO DE
EUGENILA

Foram realizados testes com 3 catalisadores: uma enzima lipase Liofilizada —
Home Made produzida a partir da fermentagdo em estado sélido da semente de
girassol com Penicillium sumatrense e duas enzimas comerciais a Lipozyme TL 100L
e a Lipozyme CALB L). As amostras foram preparadas em triplicata para verificar qual
enzima seria mais eficiente na conversdo do eugenol em acetato de eugenila: Foram

utilizadas as condi¢cdes experimentais otimizadas por Chiaradia et al., (2012), na
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producao de acetato de eugenila, via sintese catalisada por Novozym 435, onde as
melhores condi¢gbes para uma elevada conversao em acetato de eugenila foram:
concentragao de enzima 5,5 % (m/m em relagdo a massa total de substratos), razao
molar (eugenol : anidrido acético) 1:3, temperatura de 50°C, velocidade de agitacao
150 rpm e tempo de reacéo de 2 horas.
A Figura 8 demostra as etapas realizadas:
v' Etapa 1 - Transferéncia do 6leo essencial de cravo-da-india para os frascos de
vidro.
v' Etapa 2 - Adicao da quantidade de Anidrido Acético (Isofar) para solubilizagao
do dleo essencial.
v' Etapa 3 - Adicao dos respectivos catalisadores aos frascos de vidros.
v' Etapa 4 - Agitagdo com aquecimento em Incubadora Refrigerada de Agitacao
Orbital (Thoth).
Também foi realizado um teste sem a utilizacdo do catalisador na reacao
(teste controle). A partir dos resultados da conversao obtidos nessa etapa, obteve-se
a definicdo do melhor biocatalisador para os demais testes do planejamento

experimental.

Figura 8: Etapas do teste de definigao do melhor Catalisador.

AMTES DE USAR O EQUIPAMENTO REALIZE
A RESERMA COM UM TECNICO DE
LABORATORIO.

Fonte: O autor.
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3.7 DETERMINACAO DAS VARIAVEIS QUE INTERFEREM NA SINTESE DE
ACETATO DE EUGENILA

Apoés a selecdo do catalisador, para determinagcdo das condicbes
experimentais que otimizem a sintese do acetato de eugenila, resultantes da reagéo
de acetilagéo, foram realizados planejamentos experimentais, com triplicata do ponto
central, em um total de 11 ensaios, avaliando a razdo molar (eugenol: anidrido
acético), temperatura e teor de catalisador na procura da melhor condicéo para a
produgao de acetato de eugenila. A Tabela 2 apresenta a matriz do planejamento
fatorial completo 23, com as variaveis reais e codificadas que foram testadas com o
catalisador definido.

Tabela 2: Matriz do planejamento fatorial completo 23, com as variaveis reais, codificadas e
com o catalisador ideal.

Niveis Razdo Molar* Temperatura (°C) Teor Enzima (%)
1 1:1 (1) 45 (-1) 5(-1)
2 1:5 (1) 45(-1) 5 (-1)
3 1:1.(-1) 55 (1) 5(-1)
4 1:5 (1) 55 (1) 5 (-1)
5 1:1(-1) 45 (-1) 10 (1)
6 1:5(1) 45 (-1) 10 (1)
7 1:1(-1) 55 (1) 10 (1)
8 1:5 (1) 55 (1) 10 (1)
9 1:3(0) 50 (0) 7,5(0)
10 1:3(0) 50 (0) 7,5(0)
11 1:3 (0) 50 (0) 7,5 (0)

*Eugenol:Anidrido acético.

Fonte: O autor.

A Figura 9 demostra as etapas realizadas utilizando o catalisador selecionado
(enzima Lipozyme TL 100L):
v Etapa 1 - Transferéncia do 6leo essencial de cravo-da-india para os frascos de
vidro.
v Etapa 2 - Adigao da quantidade de Anidrido Acético (Isofar) para solubilizagdo

do 6leo essencial.
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v' Etapa 3 — Adigdo do catalisador (enzima Lipozyme TL 100L) aos frascos de
vidros.

v' Etapa 4 — Agitagdo com aquecimento em Incubadora Refrigerada de Agitacao
Orbital (Thoth).

Figura 9: Etapas do planejamento fatorial completo 2.

\TES DE USAR O EQUPAMENTO REALIZE |
A PEECERAA, COM LM TECNICD DE
LABCRATORI.

Fonte: O autor.

3.8 ESTUDO CINETICO DA SINTESE DE ACETATO DE EUGENILA

Apos determinagdo do melhor catalisador no processo enzimatico e as
condig¢des experimentais adequadas para otimizagao da sintese foi avaliada a cinética
de conversao do sistema reacional com os seguintes tempos de reacao: 20, 40, 60,
120, 180, 240, 300 e 360 minutos. Este teste foi realizado com a razdo molar na
propor¢cao 1:1 eugenol:anidrido acético, temperatura de 55°C e concentragéo da

enzima Lipozyme TL 100L de 10%, sendo esta a condi¢do otimizada apresentada no
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planejamento. Para quantificagdo do acetato de eugenila preparou-se uma curva de
calibragao utilizando padrao de Acetato de Eugenila (Sigma Aldrich) pureza superior

a 98%, nas concentragdes de 20, 30, 40, 50 e 60 ug.mL"".

3.9 DETERMINAGCAO DA % DE CONVERSAO EM ESTER NA REAGAO

Para quantificacdo da % de conversao em éster na reagao foi utilizado um
cromatégrafo gasoso modelo 7890B da Agilent, com detector Flame lonization
Detector (FID). As analises foram realizadas utilizando-se uma coluna capilar Agilent
DB-1, 100% dimetilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym de filme de revestimento)
com a temperatura da coluna em 280 °C isoterma por 15 minutos, temperatura de
injetor 290 °C, temperatura do detector 290 °C, modo de injegéo split, razdo de split
100:1, gas de arraste hélio com vazao de 1 mL.min"!, gas nitrogénio com gas make
up a 35 mL.min"', gas hidrogénio e ar sintético com fluxo de 30 e 300 mL.min",
respectivamente como gas de chama. Utilizou-se Ciclohexano (Merck, grau CG,
pureza = 99,5%) como solvente de limpeza da agulha. O volume de inje¢do de 1,0 pL
de amostra solubilizada em Ciclohexano (1:10)

A determinacgao da % conversao em éster nas reagdes de sintese do acetato
de eugenila foi realizada acompanhando-se a redugdo na area do sinal do agente
limitante (eugenol) bem como o aparecimento do pico de produto. A area do pico da
mistura reacional sem o catalisador (branco) e a area do pico da reagédo foram

relacionadas pela Equacéo 2.

100 (100 x Ac)
Abranco

QC(%) =

(Eq. 2)

Onde: QC (%) é a quantidade convertida em acetato de eugenila, Ac é a area do pico
da conversao e Abranco € a area do pico do branco. Utilizou-se como padrao quimico,
para identificagdo do pico correspondente ao éster produzido o acetato de eugenila
(Sigma Aldrich pureza = 98%).
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3.10 PURIFICACAO DO PRODUTO DA REAGCAO (ACETATO DE EUGENILA)

O produto das reagdes enzimaticas foi purificado lavando-se o mesmo com
solugao de NaOH 0,1N e Ciclohexano na fragao 1:3 (25:75 mL). Apés a lavagem, em
funil separou-se a fragao organica (ciclohexano) da fragdo aquosa (solugédo de NaOH
+ acido acético da reagéo). A fracdo aquosa foi submetida a uma nova lavagem e, em
seguida, levou-se a fragao organica para o rotaevaporador a 40 °C por 2 horas. Apos
estas etapas, as amostras obtidas foram analisadas em CG-FID. Verificou se o
material apresentava residuo de acido acético da reacao preparando-se uma solucao
padrdo de Acido Acético grau CG, 99,7% da JT.Baker e solugdo amostra da
purificacdo 0,5 mL diluida em 10 mL de Diclorometano Sigma-Aldrich, de pureza >
99,8%. O sistema cromatografico foi configurado utilizando as seguintes condigdes:
gas de arraste hélio, volume de injecdo de 0,6 L, split 1:15, detector FID a
temperatura de 250°C, injetor a 180°C, fluxo a 5 mL.min"", coluna Phenomenex ZB-
Wax G16 (Polietilenoglicol 100%) 30m x 0,32mm, 50um e a temperatura da coluna foi

configurada conforme Tabela 3.

Tabela 3: Temperatura da coluna.

Taxa de Aquecimento Temperatura Tempo mantém Temperatura Tempo de Corrida

(°C.min"") (°C) (min) (min)
R 40 1 1
20 40 - 180 0 7
50 180 - 250 3,6 12

Fonte: Adaptado — USP <467> Residual Solvents Method, 2018.

3.11 CARACTERIZACAO DO ACETATO DE EUGENILA

3.11.1 Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR)

Com afinalidade de identificagao das principais fungcdes quimicas da molécula
sintetizada, realizou-se a leitura da amostra obtida em espectrofotbmetro de
infravermelho médio PerkinElmer 400 com uso de aparato ATR. Configurou-se o
equipamento para 16 scans e resolugcao de 2.0 e realizou-se a varredura da de uma

pequena quantidade de amostra na regido de 4000 a 650 cm-".



46

3.11.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ('H e 3C)

Os espectros de RMN 1D e 2D foram realizados em espectrémetro Bruker
Avance Il HD 600 com campo magnético de 14,1 T e criosonda TCI (Triple Chanel
Inverse) de 5 mm na Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (UNESP
— SP). Os deslocamentos quimicos de 'H foram referenciados de acordo com o pico
do solvente DMSO-ds (0H 2,50 - Sigma-Aldrich), utilizado para solubilizar a amostra.
Os deslocamentos quimicos de '3C também foram referenciados de acordo com o
pico do solvente DMSO-ds (6¢ 39,5).

3.12 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Para tratamento dos dados (resultados obtidos no planejamento experimental)
foi utilizado o software de analise estatistica StatSoft Statistica versdo 10.0, utilizando

um nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 OBTENGCAO DO OLEO ESSENCIAL DE CRAVO-DA-INDIA (Syzygium

aromaticum)

O rendimento das extracdes foi calculado a partir da quantidade de 6leo
essencial que se obteve com cada massa de botdes florais secos e pré-triturados.
Com base nas extragdes do cravo-da-india obteve-se uma média de 11,2 mL de dleo
essencial em cada extragao e um rendimento médio em massa de 11,7 g. Como a
densidade do oleo foi determinada em 1,041 g.mL", o rendimento médio m/m foi
calculado em 5,83%. Os dados de rendimento de todas as extra¢gdes realizadas estao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Rendimento de Oleo Essencial das Extragées do de Cravo-da-india.

Teste Volume (mL) Massa (g) (%)
1 11,5 12,0 5,98
2 12,5 13,0 6,51
3 10,5 10,9 5,46
4 12,0 12,5 6,24
5 9,5 9,9 4,94
Média 11,2 11,7 5,83

Fonte: O autor.

Segundo Reis (2006), que obteve em seus trabalhos rendimentos de
massa/volume do oleo essencial dos talos e frutos secos de cravo-da-india em torno
de 15%, o baixo rendimento quando este comparado com os experimentos da tabela
4, pode ser determinado ao fato do periodo da coleta das amostras, estocagem e do
clima que interfere na constituicido do dleo.

No estudo de Radinz (2017), também foi obtido rendimentos baixos, com
variagao de 1,87% a 8,88%, utilizando-se a hidrodestilacdo para obteng¢ao do déleo
essencial de cravo-da-india e este apresentou trés componentes: eugenol, cariofileno

e a-cariofileno, sendo o majoritario o eugenol com 56,06%.
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4.2 DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO OLEO

Um odleo essencial de qualidade depende de varios parametros tais como
solubilidade em diferentes solventes orgénicos, densidade, indice de refracdo, entre
outros. Estes parametros sao importantes, pois séo utilizados para a verificacdo da
qualidade do material vegetal, além do controle da pureza e identidade do éleo. A
Farmacopeia Americana (The United States Pharmacopeial — USP 41, 2018) descreve
na monografia do “Clove Oil” do 6leo de cravo-da-india varios testes especificos para
verificar a qualidade deste material, dentre eles estdo os citados anteriormente, sendo
que para cada parametro/teste estabelece limites de especificagao.

Os resultados dos testes fisico-quimicos com o 6leo essencial de cravo-da-

india obtido estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros fisico-quimicos obtidos nos testes realizados com o 6leo essencial de

cravo-da-india.

Parametros Fisico-Quimicos Resultados Especificagao
Densidade (g/mL) 1,041 1,038 — 1,060
indice de Refragao (20°C) 1,531 1,527 — 1,535

Cor Amarelo Claro -

Aparéncia Liquido limpido -

Odor Caracteristico -

Agua 0,15% -

Solubilidade em Etanol (70%) 1:2 1:2

Fonte: O autor.

Os resultados demonstram que o 6leo essencial obtido apresenta qualidade
satisfatoria, pois quando comparados os valores dos parametros de densidade (1,041
g/mL), indice de refracdo (1,531) e solubilidade em etanol 70%, na qual o 6leo
essencial foi soluvel na proporgcdo de 1:2 com os valores de especificagdo para os
testes obtidos da monografia do “Clove Oil” da USP 41, os valores ficaram dentro dos
limites de especificacao.

Os resultados de cor e aparéncia apresentados pelo oleo testado foram
considerados como tipicos, ou seja, liquido amarelo claro e limpido, denotando
caracteristicas proprias do 6leo essencial de cravo-da-india, conforme também
descritas por Anderson et al., (1997), como um liquido amarelo, oleoso e imiscivel em

agua.
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4.3 QUANTIFICACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

Utilizou-se de cromatografia gasosa acoplada detector de ionizagdo em
chama para separar e quantificar os constituintes do 6leo essencial. O cromatograma

da Figura 10, apresenta o pico do branco (ciclohexano), com tempo de retencéo de

1,6 minutos.
Figura 10: Cromatograma soluc¢ao branco (Ciclohexano).
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Fonte: O autor.

O cromatograma da Figura 11, que € da solugdo amostra, apresenta o pico
do composto majoritario do 6leo de cravo-da-india que correspondente ao eugenol
(pico 2) com tempo de retencdo de 1,7 minutos. Os demais picos mostrados
correspondem a: cariofileno (pico 3), humuleno (pico 4) e acetato de eugenila (pico 5),
com o0s seguintes tempos de retencgdo, respectivamente: 1,8 min, 1,9 min, e 2,0

minutos
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Figura 11: Cromatograma solug¢ao amostra diluida 1/10.
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Fonte: O autor.

Na Tabela 6 sdo apresentados os compostos presentes no dleo juntamente

com seus teores.

Tabela 6: Resultados do teor em % do Constituintes do Oleo Essencial de Cravo-da-india
obtidos por Normalizagao.

Acetato de Eugenila

Teste Eugenol (%) Cariofileno (%) Humuleno (%) %)
(]

1 86,66 12,18 1,06 0,10

2 87,10 11,74 0,88 0,12

3 86,84 11,18 0,84 0,12
Média 86,87 11,70 0,93 0,11

Fonte: O autor.

O maior teor obtido esta relacionado ao pico 2 do cromatograma (86,87%),
que confirma o eugenol como o componente majoritario do oleo essencial de cravo-
da-india, seguido pelo cariofileno (pico 3) com 11,70%, Humuleno (pico 4) com 0,93%
e acetato de eugenila (pico 5) com 0,11%. Sendo, o percentual encontrado do eugenol
proximo de alguns autores, como Costa et al. (2011), que encontraram em suas
analises um percentual de eugenol de 83,6%. E também, Oliveira et al. (2009), que
encontrou um percentual semelhante para o eugenol, 88,38%. O percentual de

acetato de eugenila encontrado foi de 0,11%, em alguns trabalhos, como o de Radiinz
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(2017), este composto nao foi encontrado na determinagdo dos componentes do éleo

essencial de cravo-da-india.

4.4 SELECAO DO MELHOR BIOCATALISADOR NA SINTESE DE ACETATO DE
EUGENILA

Foram avaliados trés biocatalisadores (enzimas lipases) na reagdao de
esterificacdo de acetato de eugenila, utilizando-se como substrato o 6leo essencial de
botdes florais de cravo-da-india (eugenol) e anidrido acético, nas condigbes
experimentais otimizadas obtidas por Chiaradia et al. (2012): temperatura a 50 °C,
razdo molar 1:3 (eugenol:anidrido acético), concentracao de enzima 5,5%, velocidade
de agitacdo de 150 rpm e tempo de 2 horas. A Tabela 7 apresenta os resultados das

conversdes em acetato de eugenila, com os diferentes biocatalisadores.

Tabela 7: Conversées de Acetato de Eugenila para os biocatalisadores condigdes fixas de
reagao, durante 2 horas de reacgao.

. Razao Temperatura Tep r Con\{erséo Média
Enzimas Testadas Molar* (°C) Enzima Experimental (%) DPR (%)**
(% m/m) (%)

Home - Made 1:3 50 55 70,31

Home - Made 1:3 50 55 73,30 73,4 4,2

Home - Made 1:3 50 55 76,50
Lipozyme CALB L 1:3 50 55 57,14
Lipozyme CALB L 1:3 50 55 62,28 58,3 6,0
Lipozyme CALB L 1:3 50 55 55,53
Lipozyme TL 100 L 1:3 50 55 82,75
Lipozyme TL 100 L 1:3 50 55 88,14 85,4 3,2
Lipozyme TL 100 L 1:3 50 5,5 85,18

*Eugenol:Anidrido acético
**Desvio Padrao Relativo
Fonte: O autor.

Constatou-se, de acordo com a Tabela 8, que com o uso da lipase Lipozyme
TL 100L obteve-se maior conversdao em éster (88,14%), enquanto as conversdes
obtidas com o uso da Home Made e Lipozyme CALB L foram de 76,50 e 62,28%,
respectivamente. Dessa forma, a Lipozyme TL 100L foi considerada como o
biocatalisador mais especifico para o sistema reacional formado por eugenol e
anidrido acético na selegdo do melhor biocatalisador. Com a amostra analisada sem
a presenca do catalisador (teste branco) obteve-se uma conversao de 37,20%,

demonstrando que as enzimas tém efeito positivo na conversao.



52

Em comparacéo entre as enzimas utilizadas, a lipase comercial Lipozyme TL
100L apresentou maior conversido que a lipase comercial Lipozyme CALB L, devido
ao fator atividade enzimatica onde este é de 100 KLU.g"' contra 5 KLU.g™,
respectivamente.

A atividade enzimatica das lipases €& um parametro importante no
comportamento das enzimas, pois € medida em termos de unidade de lipase/unidade
de interesterificagdo (LU/IUN), e pode ser definida como a quantidade de enzimas que
€ capaz de catalisar e modificar 1 ymol de substrato por minuto de reagao, certamente,
conforme as condicdbes experimentais pré-estabelecidas. Dessa forma, a
comercializacdo das enzimas é realizada em termos de atividade ou pela atividade
especifica, LU/IUN.g"' de proteina (FERREIRA, 2017; STREAM, 2018).

Em um estudo realizado por Silva (2014), onde também foram testadas
diferentes lipases (Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM) para utilizagéo
na biocatalise do éster acetato de eugenila, empregando-se as mesmas condigdes
experimentais otimizadas por Chiaradia et al. (2012), Silva (2014) também obteve
conversdes do éster superiores a 80%, com a enzima Lipozyme TL IM, que foi o
biocatalisador selecionado para os estudos de planejamento experimentais.

A sintese de acetato de eugenila, em modo continuo em reatores de leito fixo
empacotado utilizando lipase Lipozyme TL IM usando condi¢gdes otimizadas alcangou
o valor de 93,1% de conversao, sendo excelente para a obtencdo de ésteres de
eugenol (MACHADO, 2018).

Com o uso da enzima Home-Made a conversao média em éster foi de 73,4%,
um valor superior quando comparada com a enzima comercial Lipozyme CALB L que

obteve nas reagcdes uma conversao média de 58,3%.

4.5 DETERMINAGAO DAS VARIAVEIS QUE INTERFEREM NA SINTESE DE
ACETATO DE EUGENILA

Para realizar os experimentos utilizou-se a lipase Lipozyme TL 100L, pois foi
o melhor biocatalisador. No estudo das variaveis que interferem na biocatalise adotou-
se um planejamento experimental fatorial completo 23 com triplicata do ponto central,
totalizando 11 experimentos. Neste planejamento foram avaliados a razdo molar
(eugenol:anidrido acético), temperatura e concentragao de catalisador. O a velocidade

de agitagao do meio reacional foi mantida em 150 rpom em shaker, assim como, tempo
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de reacao foi mantido fixo em 2 horas. A Tabela 8, mostra os resultados do
planejamento experimental fatorial completo 23 com as variaveis reais e codificadas e

as respostas em termos de conversao em acetato de eugenila.

Tabela 8: Matriz do planejamento fatorial completo 2* com as variaveis reais, codificadas e
com o catalisador ideal.

Conversao
Experimental
(%)

1(-1) 45 (-1) 5(-1) 38,12

5(1) 45(-1) 5(-1) 47,10
1(-1) 55 (1) 5(-1) 82,15
5(1) 55 (1) 5(-1) 68,23
1(-1) 45 (-1) 10 (1) 58,50
5 )
1 )
)

Teor Enzima (%

Testes Razao Molar* Temperatura (°C) mim)

(1 45 (-1) 10 (1

(-1) 55 (1) 10 (1

5(1) 55 (1) 10 (1

50 (0) 7,5 (0) 66,70

10 1:3 (0) 50 (0) 7,5 (0) 67,50

11 1:3 (0) 50 (0) 7,5 (0) 64,30
*Eugenol:Anidrido Acético

77,18
91,80
88,85

O~NO O WN -

©
RN
w
—
(=)
-

Fonte: O autor.

No planejamento experimental apresentado pela Tabela 8, pode-se observar
que a maior conversao em acetato de eugenila ocorreu no ensaio 7 (91,80%), com a
menor razao molar, ou seja, 1:1 (mol/mol) bem como 10% (m/m) de catalisador,
mantendo-se a temperatura fixa em 55°C. Também, pode-se observar conversdes
semelhantes para os ensaios 3 e 8, que apresentaram valores acima de 82% em
termos de conversdo em acetato de eugenila, cujo os valores de conversdo foram
influenciados pela maior temperatura de 55°C.

O diagrama de Pareto, na Figura 12, confirma que a temperatura teve efeito
positivo bem como o teor de enzima, indicando que o aumento destas variaveis pode
conduzir a maiores conversoes. Da mesma forma, a condicdo de temperatura de 55°C
e teor da enzima de 10% foram significativos sobre a conversdo em acetato de
eugenila, onde (p <0,05). Ja a raz&o molar eugenol/anidrido acético apresentou efeito

nao significativo em termos de conversdo em acetato de eugenila.
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Figura 12: Diagrama de Pareto mostrando o efeito da razao molar, temperatura e teor da

Enzima na producéao de acetato de eugenila.

{2 Temperatura ("C) j?ﬂ,ﬂﬂﬂm
{3)Teor da Enzima (%) 17.13914
Thy2 1 -9,45381
1by3 4388281
2by3 - 26635
(1)Razdo Molar (m/m) 22090738
p= D,ﬂ;j

Estimativa do Efeilo Padronizado

Fonte: O autor.

A estimativa do efeito padronizado tem grande valia, pois este indica quanto
uma variavel independente exerce influéncia sobre a variavel dependente que seria a
variavel resposta. Quando a estimativa se apresenta positiva o efeito sobre a resposta
indica que o aumento desta variavel acarreta um aumento no valor da variavel
resposta. Quando a estimativa se apresenta negativa, o valor da resposta diminui em
relacdo ao aumento do nivel minimo para o maximo (BARROS NETO et al., 2003).

Considerando-se as interagdes entre as variaveis independentes, observa-se
pelo Grafico de Pareto que a interacdo razao molar e temperatura tiveram um efeito
negativo significativo para a conversdo de acetato de eugenila, ja a interagdo razao
molar e teor da enzima tiveram um efeito positivo significativo, onde considerou-se
p<0,05. A interacédo temperatura e teor da enzima apresentou um p-valor de 0,0503,
sendo considerada significativa para a conversao de acetato de eugenila.

Em estudo realizado por Tischer (2017) para conversdo de eugenol em
acetato de eugenila, esta obteve valores de conversdes significativas (94,85%) no
planejamento experimental utilizando a razdo molar de 1:1 (mol/mol) bem como 1%
(m/m) de catalisador, mantendo-se a temperatura fixa em 70°C empregando uma
resina comercial, a Lewatit® GF 101 como catalisador.

A analise estatistica dos resultados da Tabela 8, permitiu a obtengdo de um

modelo para a conversdao em acetato de eugenila em fungcdo da razdo molar,
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temperatura e teor da enzima. Este modelo foi validado estatisticamente (p <0,05),

pela analise de variancia, ANOVA, conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9: ANOVA para validagdo do modelo que descreve a produgédo de acetato de eugenila
utilizando a enzima Lipozyme TL 100L.

Fonte de Variago Soma dos (?raus de Quaf:ir_ado F p
Quadrados Liberdade Médio Calculado
(1)Razao Molar (m/m) 14,5530125 1 14,553 5,2475  0,149093
(2)Temperatura (°C) 1516,077 1 1516,077 546,6624 0,001824
(3)Teor da Enzima (%) 814,667 1 814,667 293,7500 0,003387
1by2 247,865 1 247,865 89,3744 0,011005
1by3 53,406 1 53,406 19,2570 0,048205
2by3 50,955 1 50,955 18,3730 0,050352
Falta de Ajuste 17,609 2 8,804 3,1747  0,239541
Erro Puro 5,547 2 2,773
Total 2720,678 10

*Coeficiente de Determinagao (R?) = 99,15.
Fonte: O autor.

Os resultados obtidos na ANOVA, Tabela 9, demonstram principalmente, pelo
coeficiente de determinagéo (R?) de 99,15 e o p-valor da falta de ajuste de 0,24 que o

modelo obtido é estatisticamente valido, com nivel de 95% de confianga.

4.5.1 Efeito da Teor da Enzima e da Temperatura

A Figura 13 mostra o grafico de superficie de resposta para a produgao de
acetato de eugenila em fungéo do teor da enzima e da temperatura, na qual podemos
observar que quanto maior o teor da enzima e maior a temperatura, maior foi a
conversdo em acetato de eugenila. E possivel verificar que as areas de pico em
vermelho demonstram o aumento na conversao, enquanto as areas de cor amarela e

verde determinam uma menor conversao.



Figura 13: Superficie de resposta para a producgao de acetato de eugenila relacionando a
interacao de teor da enzima e temperatura.
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Fonte: O autor.

4.5.2 Efeito da Temperatura e da Razao Molar

A Figura 14 mostra a superficie de resposta para a produgéo de acetato de

eugenila em funcéo da temperatura e razdo molar eugenol/anidrido acético na reagao.
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Figura 14: Superficie de resposta para a producgao de acetato de eugenila relacionando
temperatura e a razao molar eugenol/anidrido acético.
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Fonte: O autor.

Na Figura 14 pode-se observar que mesmo quando a razao molar é
aumentada, a area do grafico apresenta-se na cor verde e amarela, o que implica em
uma nao alteracdo da conversio. De outra forma, percebe-se que quanto mais se
eleva a temperatura, maior € a conversao na reagao, até o ponto onde a temperatura
pode desnaturar a enzima, devido a mudanga conformacional da enzima.

Machado (2018) também obteve resultados de conversdes superiores a 90%
usando um planejamento composto central rotacional para a produgao do éster

acetato de eugenila em reator de leito fixo empacotado com a enzima Lipozyme TL
IM com temperatura de 55°C.

4.5.3 Efeito do Teor da Enzima e da Razao Molar

A Figura 15 mostra a superficie de resposta para a produgédo de acetato de
eugenila em funcao do teor da enzima e razdo molar eugenol/anidrido acético, na qual

pode-se observar que o aumento da razdo molar n&o acarreta alteragao da conversao
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da reacédo. Por outro lado, verifica-se que quanto maior é o teor da enzima, maior é a

conversao do éster, até o limite onde todos os sitios ativos da enzima estao ocupados
por substratos.

Figura 15: Superficie de resposta para a producgao de acetato de eugenila relacionando a teor
de enzima e a razdao molar eugenol/anidrido acético.

(Bl TR

I =50
B =75
[ ]<68
B =58

Fonte: O autor.

Laroque et al. (2014) avaliaram diferentes meios reacionais para a sintese de
acetato de eugenila via catalise heterogénea a partir do 6leo do cravo e anidrido
aceético utilizando nestes estudos catalisadores quimicos (Amberlyst 15, Amberlyst 15
H+ e Amberlyst 36), e razdo molar 1:3 eugenol/anidrido acético, 20% (m/m) de
catalisador, temperatura de 55°C e 2 horas de reacdo, e obtiveram nos testes
conversao superiores a 80% com todos os catalisadores.

Em estudo realizado por Tischer (2017), este relacionou as conversdes de
acetato e eugenila em relagdo a razdo molar de eugenol/anidrido acético, % de
catalisador (resina Lewatit® GF 101) e temperatura da reacédo e obteve resultados
positivos para o aumento da temperatura e % de catalisador. Ja a razao molar, assim

como neste estudo, também nao teve influéncia na converséo do acetato de eugenila.
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4.6 CINETICA DA CONVERSAO DE ACETATO DE EUGENILA

Para quantificagdo da conversao do acetato de eugenila na cinética da reagéo
utilizou-se a curva de calibragdo, conforme Figura 16, na qual obteve a equagao da
reta (y = 157,05x — 100,20) e o coeficiente de determinagdo R? = 0,9969 e de
correlagao de 0,9985. Conforme Brasil Anvisa (2017), através do modelo de regresséao
€ possivel avaliar a associagao linear entre as variaveis por meio do coeficientes
de correlacdo (R) e de determinacgéo (R?), que sdo medidas descritivas da qualidade
do ajuste do modelo e considerando que o coeficiente de correlagéo (r = w""r_f) deve
estar acima de 0,990, o valor obtido neste trabalho esta de acordo com a literatura.

Figura 16: Curva de Calibragao do padrao de Acetato de Eugenila.
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Fonte: O autor.

A fim de avaliar a cinética de conversdo com as condi¢cbes otimizadas no
planejamento, entdo utilizou-se as mesmas condi¢cdes do teste 7 do planejamento
experimental, devido a conversdo (razdo molar de 1:1 eugenol: anidrido acético,
temperatura de reacédo 55°C e teor de enzima de 10%), utilizando um tempo total de
6 horas de reagdo. O comportamento da reagao pode ser observado na Figura 17,

sendo que os pontos representam os tempos que foram testados.
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Figura 17: Cinética de conversao do Acetato de Eugenila.
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Fonte: O autor.

Avaliando-se a cinética de conversao do acetato de eugenila, constatou-se
que em aproximadamente 1 hora de reagdo ja se obteve conversées em torno
superiores a 60%, entre 3 a 4 horas de reacao tem se uma conversao superior a 80%
e a conversao maxima foi obtida com valores superiores a 90% foi proxima ao tempo
de 5 horas de reacéo. No trabalho de Chiaradia et al. (2012), durante a esterificacéo
de acetato de eugenila via catalise enzimatica, estes obtiveram conversdes acima de
80% do éster apos 4 horas de reagao e a conversdo maxima (> 90%) foi obtido em 6
horas de reacgéo a razdes molares de 1:3 e 1:5 (eugenol: anidrido acético).

Em experimentos de Laroque et al. (2014), estes obtiveram conversdes de
100% de acetato de eugenila em 2 horas de reagao na cinética quimica, utilizando
como catalisador a Amberlise XAD-16, Ambertyst 15 e Amberlyst 15 H+ na reacgéo.

Chiaradia (2012) relatou dados experimentais do sistema reacional eugenol e
anidrido acético empregando a enzima Novozym 435 como catalisador. Os resultados
da cinética da reacao evidenciaram que em 6 horas de reacdo houve conversdes
superiores a 90%.

Em estudo realizado por Tischer (2017), esta obteve valores de converséo

reacional de aproximadamente 100% de acetato de eugenila utilizando as condigbes
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de 50°C, razdo molar eugenol/anidrido acético 1:3 e 3% de catalisador, em 60 minutos

de reacgao, empregando a resina Lewatit® GF 101 como catalisador.

4.7 PURIFICACAO DO ACETO DE EUGENILA

Em relagéo a purificagao do éster acetato de eugenila obtido da sintese, apos
todo processo realizado conforme item 3.10, constatou-se pelos cromatogramas
apresentados na Figura 18, solugdo padrao de acido acético, e Figura 19, solugéo

amostra da sintese, que ela ndo apresentou sinal de residuo de acido acético.

Figura 18: Cromatograma solugdo padrio de Acido Acético.
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Figura 19: Cromatograma solu¢ao Amostra apés Purificagao.

Fonte: O autor.

A etapa de purificagdo foi necessaria para evitar a presenca de compostos
que possam interferir e levar a erros na andlise de caracterizagado (IV e RMN) do
produto. Em estudo realizado por Silva (2014), a purificagdo do éster obtido nas
condicbes experimentais: razdo molar 1:5 eugenol:anidrido acético, 5% (m/m
substrato) de enzima Lipozyme TL IM, 70 °C, 150 rpm, em sistema de solvente foi
realizada em destilagdo a vacuo a 40°C por 8 horas, também com a finalidade de
minimizar erros nas etapas de identificagdo do composto, através da analise de RMN

'H e avaliagéo do potencial antimicrobiano do composto produzido no estudo.

4.8 CARACTERIZACAO DO ACETAO DE EUGENILA

4.8.1 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho € usada para identificar grupos funcionais
presentes na amostra ou investigar a composicdo de uma amostra que tenham
ligacdes covalentes, sejam estes compostos orgénicos ou inorgénicos que absorvem
varias frequéncias de radiagcdo eletromagnéticas na regido vibracional do
infravermelho que inclui radiagdes com comprimentos de onda entre 2,5 um e 25 ym
(PAVIA et al., 2015). Os resultados da analise de FTIR estado apresentados na Figura
20 e as informacgdes referentes as atribuigdes e grupos funcionais identificados estéo

dispostos na Tabela 10.



63

Figura 20: Espectro de infravermelho para a amostra de acetato de eugenila obtido na reagao de acetilagao catalisada por Lipozyme TL 100L.
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Tabela 10: Resultados da analise das principais bandas da amostra da sintese do Acetato de

Eugenila.
Estrutura do Comprimento Atribuicao
Acetato de Eugenila de onda (cm™)
3005 Estiramento =C — H Aromatico
2939 Deformacgao Axial Assimétrica C - Hz
2841 Deformacgao Axial Simétrica C - Hz
1761 C = O Ester
1604 Estiramento C = C Anel Aromatico
1507 Estiramento C = C Anel Aromatico
0 /CH2 1419 Dobramento CH2
)L 1368 Dobramento CHs
HC™ 0 1267 Estiramento Axial Ester Média Intensidade
OCH;s .
1214 Estiramento Axial Eter C - O
1184 Estiramento Axial Ester Alta Intensidade
1033 Estiramento Axial Eter C - O
906 Dobramento fora do Plano =C - H
822 Dobramento fora do Plano =C - H
747 Dobramento fora do plano C = C Aromatico

Fonte: O autor.

O espectro avaliado mostra bandas em 2939 e 2841 cm™' que s&o atribuidas,
respectivamente, a deformacéao axial assimétrica e simétrica do grupo CH2, enquanto
a existente em 3005 cm™' é atribuida a estiramento de =C-H da estrutura do anel
aromatico.

No espectro € possivel observar a presenca caracteristica da banda da
carbonila do éster ligada com o anel aromatico em 1761 cm™, sugerindo que a
molécula é o acetato de eugenila, devido a adigao do grupamento acila na molécula
de eugenol. Além disso, os espectros apresentam duas bandas de estiramento axial

de éster em 1184 cm™ (alta intensidade) e 1267 cm™' (média intensidade).
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Os estiramentos da ligagdo C-O em torno de 1214 e 1033 cm™! s&o atribuidos
aos estiramentos da ligagdo C-O do grupo metoxi. Em 1419 e 1368 cm™' tem-se
dobramento de CH2e CHs (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2015).

Conforme Pavia et al., (2015), o estiramento da ligacdo dupla do carbono de
alifatico/aromatico encontra-se em torno de 1680-1600 e 1600 e 1475 cm™,
respectivamente. Na Figura 20, tais estiramentos ocorreram em 1604 e 1507 cm™,
provenientes do C = C alifatico e C = C aromatico.

O composto aromatico da molécula do acetato de eugenila apresentou
bandas caracteristicas em torno de 906, 822 e 747 cm™, sendo estas atribuidas a
dobramento fora do plano, onde estas ocorrem em 900 — 690 cm™' e s&o usadas para
definir padrao de substituicdo do anel aromatico (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA
et al., 2015).

4.8.2 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear RMN ('H e 13C)

Seguem os resultados de RMN 'H e '3C (Figuras 21, 22 e 23), demonstrando
a estrutura molecular do éster acetato de eugenila, obtido através da reacdo de
acetilagcao (Figura 4) do eugenol com anidrido acético utilizando a enzima Lipozyme

TL 100L como catalisador.



Figura 21: Espectro de RMN de 'H do éster de acetato de eugenila (DMSO-d6, 600 MHz).
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Figura 22: Espectro de RMN de DEPT 135 do Ester de Acetato de Eugenila (DMSO-d6, 150 MHz).
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Figura 23: Mapa de contorno HMBC do Ester de Acetato de Eugenila (DMSO-d6, 600 e 150 MHz).
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Tabela 11: Dados de RMN de 'H e *C (DMSO-d6, 600 e 150 MHz) do Ester de Acetato de
Eugenila (5 em ppm e J em Hz).

Acetato de Eugenila

Posigao (Carbono) Deslocamento Hidrogénio (8r) Deslocamento Carbono (6¢)
1 - 138,1
2 - 151,2
3 6,96 (d;1,8) 113,2
4 - 139,2
5 6,78 (dd; 1,8; 8,0) 120,7
6 7,00 (d; 8,0) 123,0
7 3,38 (d; 6,8) 39,8
8 6,00 (m) 137,9
9 5,12 (m) 116,3
10 3,76 (s) 20,7
11 2,25 (s) 56,0
12 - 169,0

d:dubleto; dd:duplo dubleto, m:multipleto; s:singleto.
Fonte: O autor.

O acetato de eugenila obtido da sintese foi submetido a analise detalhada dos
espectros de RMN de 'H e 1 e 2 D. Através do espectro de RMN de 'H (Figura 21),
DEPT 135 (Figura 22) e Tabela 11 observa-se um dubleto em &+ 7,00 ppm (1H do
carbono da posigao 6, d, J= 8,0 Hz), um dubleto em &1 6,96 ppm (1H do carbono da
posicao 3, d, J= 1,8 Hz) e um duplo dubleto em 6,78 (1H do carbono da posicéo 5, dd,
J= 8,0 e 1,8 Hz), indicando um anel aromatico trissubstituido. A posicdo dos
substituintes no anel aromatico foi realizada com base nos valores dos deslocamentos
quimicos, multiplicidade e pelas correlagdes a longa distancia.

Os atomos do grupo funcional que se encontram mais préximos ao atomo de
oxigénio apresentam menor blindagem (maior valor de ppm de deslocamento
quimico), do que os atomos mais préximos a um atomo de carbono (menor valor de
ppm deslocamento quimico) (PAVIA et al., 2015). Dessa forma, dos 12 sinais de

carbonos esperados para o acetato de eugenila que sao observados no espectro de
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DEPT 135 (Figura 22), destaque-se o sinal do carbono da posicao 12, conforme
Tabela 11, que corresponde ao grupo carbonila do éster com o maior deslocamento
de 169,0 ppm

Adicionalmente foi observado um dubleto em &+ 3,38 (2H do carbono da
posicao 7, d, J= 6,8 Hz) e dois multipletos em &1 6,00 (1H do carbono da posigéo 8,
m) e o1 5,12 (2H carbono da posigcéo 9, m) aliado as correlagbes do HMBC da Figura
23, permitem atribuir estes a unidade isoprénica (grupo alilico) como um dos
substituintes ligados ao anel aromatico.

A presenca de dois singletos em 6+ 3,76 (3H do carbono da posig¢ao 10, s) e
2,25 (3H do carbono da posigao 11, s), sdo atribuidos respectivamente, aos hidrogénio
do grupo metoxilo e aos hidrogénios do grupo acetéxi, associado os dados de DEPT
135 da Figura 22, permitiram caracterizar a estrutura molecular do éster de acetato de
eugenila obtido na acetilagdo do eugenol com anidrido acético utilizando a enzima
Lipozyme TL 100L como catalisador.

Santos (2010) verificou, através de RMN, a molécula de acetato de eugenila,
onde observou-se nos espectros os picos do grupo acetil adicional, C-CHs com menor
valor de deslocamento quimico, e -COCH3s com maior valor de ppm.

Silva (2014), através da analise de RMN, onde observou a metila ligada ao
oxigénio, os hidrogénios do carbono que une o anel aromatico com a dupla ligacéo e
a metila ligada ao carbono do éster, a estrutura molecular, como sendo, realmente o
acetato de eugenila obtido da reagao de acetilagcdo do eugenol com anidrido acético

através da sintese enzimatica com Lipozyme TL IM em sistema livre de solvente.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi testado a o uso de diferentes catalisadores enzimaticos
para a obtengdo de um composto aromatico derivado do eugenol, o acetato de
eugenila. Este composto foi obtido via acetilagao e catalise enzimatica, com uso de
lipases e oleo de cravo-da-india.

As extragdes do Oleo essencial de cravo-da-india foram realizadas via arraste
de vapor da agua com auxilio do destilador Clevenger dos botdes florais secos do
cravo-da-india forneceram um rendimento médio de 5,83%, sendo este um satisfatério
para a técnica de extracao.

Os parametros fisico-quimicos testados do 6leo essencial de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum) obtido das extragdes apresentaram resultados satisfatérios,
principalmente quando comparados com as especificacdes destes que estdo descritas
na farmacopeia americana.

Na quantificacdo do O6leo essencial realizada por normalizacdo de area
obteve-se excelentes quantidades do composto majoritario o eugenol,
aproximadamente 87%, o que torna o 6leo essencial extraido com um étimo potencial
para ser utilizado na produgao de acetato de eugenila através da acetilagdo com
anidrido acético e catalise enzimatica com uso das enzimas lipases.

Dentre os catalisadores enzimaticos testados o que apresentou maior
potencial na conversao foi a enzima Lipozyme TL 100 L com a qual obteve-se valor
de conversdao de 88,12%, sendo o catalisador selecionado para os testes de
otimizacao das condicdes reacionais.

A melhor condigao para a produgéo de acetato de eugenila foi encontrada na
condicdo de 55°C de temperatura, razdo molar de substratos de 1:1, teor da enzima
de 10% e o tempo de 120 minutos de reagao, onde obteve-se um valor de 91,80% de
conversao.

As variaveis que tiveram influéncia significativa na sintese do acetato de
eugenila, foram a temperatura e o teor de catalisador utilizado na reagéo. Ja a razédo
molar eugenol/anidrido acético nao teve interferéncia significativa na reagao.

O estudo cinético de conversao demonstrou que entre 2 a 4 horas de reacao
tem se uma conversao superior a 80% e a conversdo maxima foi obtida com valores

superiores a 90% foi préxima ao tempo de 5 horas de reacéo.
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O éster obtido da sintese foi purificado e ndo se observou pelos testes
residuos de acido acético da reacao, confirmando que o processo de purificagao foi
eficiente.

Os testes de Espectroscopia no Infravermelho e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN 'H e '3C) utilizados para caracterizagdo do éster sintetizado
confirmaram que o composto € o acetato de eugenila pela presenga de um grupo
metoxilo e um grupo acetoxi na molécula.

Assim, este estudo atendeu o objetivo geral pois foi possivel obter o éster
acetato de eugenila com elevadas conversdes utilizando acetilagdo e catalise
enzimatica a partir do 6leo essencial de cravo-da-india.

A partir dos resultados ja existentes na literatura e dados deste trabalho,
verifica-se o grande potencial de aplicacdo do acetato de eugenila que pode ser obtido
por reacao de acetilacdo e catalise enzimatica em alimentos e cosméticos como um

conservante e antioxidante.

5.1 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Estudo de estabilidade do acetato de eugenila sintetizado;
Testar técnicas de encapsulamento do material;
Testes de aplicacdo em alimentos e medicamentos com conservante;

Estudo de outras propriedades bioldgicas;

SN N NN

Realizar testes com outros catalisadores nas condi¢gdes experimentais

otimizadas;

(\

Realizar testes antimicrobianos com microrganismos;

v' Realizar testes de sintese utilizando a enzima Home-Made.
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