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RESUMO

A formacdo de uma consciéncia ecoldgica e a obrigacdo de preservar 0 meio ambiente, tém
gerado o desenvolvimento de novos métodos para a obtencdo de produtos naturais, sem que
ocorra a danificacdo do meio ambiente, tendo em vista ser uma possibilidade de controle
alternativo. Entre os compostos de origem natural encontra-se o &cido cindmico e seus
derivados que séo facilmente encontrados em frutos, flores e vegetais. Ele tem sido explorado
devido a sua ampla diversidade nas atividades bioldgicas tais como, antimicrobiano e
antifungico, atividade antitumoral contra tumores humanos malignos, entre outros. Para que
seja possivel obter esses produtos de forma que ndo agrida o meio ambiente, 0 uso de
biocatalisadores tem sido uma alternativa limpa. E a aplicacdo de enzimas como catalisadores
em sinteses quimicas vem ganhando grande destaque nos ultimos anos, pois 0 seu uso tem sido
promissor e considerado uma fonte limpa para 0 meio ambiente em virtude de estimular o
desenvolvimento tecnologico com a utilizacdo de matéria-prima renovaveis e com a
preservacdo ambiental. Por isso, 0 presente trabalho teve o objetivo de sintetizar, caracterizar e
otimizar as condigdes reacionais na esterificagdo do acido cinamico, com o uso da catalise
enzimatica. Neste contexto, os resultados obtidos indicam um grande potencial para o uso dos
biocatalisadores nas sinteses de ésteres, trazendo destaque para a enzima lipase B de Candida
antarctica (CALB) que alcangou valores acima de 70%. Além disso, as analises em
cromatograma apontaram o hexano como um bom solvente para esse tipo de reacéo e a razao
molar mais adequada de 0,1:0,5. Por tanto, esse trabalho demostrou as melhores condicdes para

a sintese de ésteres.

Palavras-chave: meio ambiente, biocatalisador, acido cindmico



ABSTRACT
The formation of an ecological conscience and the obligation to preserve the environment, have
generated the development of new methods for obtaining natural products, without causing
damage to the environment, in view of the possibility of alternative control. Among the
compounds of natural origin are cinnamic acid and its derivatives, which are easily found in
fruits, flowers and vegetables. It has been explored due to its wide diversity in biological
activities such as, antimicrobial and antifungal, antitumor activity against malignant human
tumors, among others. In order to obtain these products in a way that does not harm the
environment, the use of biocatalysts has been a clean alternative. And the application of
enzymes as catalysts in chemical syntheses has gained great prominence in recent years, since
its use has been promising and considered a clean source for the environment due to stimulating
technological development with the use of renewable raw materials and with environmental
preservation. Therefore, this work aims to synthesize, characterize and optimize the reaction
conditions in the esterification of cinnamic acid, with the use of enzymatic catalysis. In this
context, the results obtained indicate a great potential for the use of biocatalysts in the synthesis
of esters, highlighting the enzyme lipase B of Candida antarctica (CALB), which reached values
above 70%. In addition, the chromatogram analyzes indicated hexane as a good solvent for this
type of reaction and the most appropriate molar ratio of 0.1: 0.5. Therefore, this work

demonstrated the best conditions for the synthesis of esters.

Keywords: environment, biocatalyst, cinnamic acid
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais constituem uma importante e diversificada classe de substancias
vitais para a manutencdo das atividades metabolicas dos mais diferentes seres vivos. Além
disso, fornece a energia necessaria para todas as acGes inerentes aos processos de organizacao
e replicacdo celular, transformando moléculas menores em macromoléculas como complexas e
extremamente funcionais como proteinas, lipideos, acidos nucléicos, carboidratos, metabdlitos
secundérios entre outros (THOMFORD, et al., 2018).

Entre os compostos de origem natural encontra-se o &cido cindmico e seus derivados
que estdo constituidos em uma classe de compostos que podem ser encontrados com facilidade
em frutos, flores e vegetais, além de ser normalmente consumidos como compostos fendlicos.
Essas substancias tém desempenhado um papel notavel como intermediarios para a producéo
de diferentes farmacos (RODRIGUES, 2015).

O acido cindmico e seus derivados tém despertado a atencdo de diversos pesquisadores
ao redor do mundo, devido a sua ampla diversidade nas atividades biologicas, dentre elas, pode-
se destacar acdo, antitumoral, antifingica, antibacteriana. Além disso, ele também possui efeito
citotoxico contra diversas linhagens de células tumorais (BRUGUEL, 2015). Além disso, vem
sendo utilizado como precursor na sintese comercial de esteres cindmicos para a aplicacdo em
perfumaria, cosmética e na producdo de medicamentos (ADOLPHO, 2012).

Entretanto a obtencéo de derivados do acido cindmico, em grande escala resulta em um
elevado custo econdmico e ambiental, uma vez que estes estdo presentes em baixas
concentragcdes nos organismos. O uso de reacdes quimicas convencionais € capaz de superar a
questdo quantitativa, sendo possivel produzir uma diversidade de moléculas em grande
quantidade (LEIROSE; LOUSTALOT; OLIVEIRA, 2020).

Contudo, as reacfes quimicas classicas, muitas vezes, fazem uso de sistemas cataliticos
toxicos e, frequentemente, resultam na formacao de subprodutos, o que acarreta maiores custos
em etapas subsequentes de purificacao.

Com isso, a aplicacdo de enzimas como catalisadores em sinteses quimicas vem
ganhando grande destaque nos ultimos anos, pois o0 seu uso tem sido promissor e considerado
uma fonte limpa para o meio ambiente. Esses catalisadores sdo vistos como uma poderosa
ferramenta catalitica que tem uma vasta variedade de aplicacdo em processos quimicos diversos
(SOUZA, MACHADO, OLIVEIRA, 2016).



Assim, 0 uso de enzimas na sintese de farmacos, biodiesel, sensores entre outros tem se
tornado uma realidade, devido a sua alta especificidade, as condi¢fes naturais de reagdes e a
reducdo de problemas ambientais e toxicolégicos (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008).

Desta forma, o presente projeto teve o objetivo de realizar a sintese e caracterizacao de
derivados do &cido cindmico, com o uso de biocatalisadores, que foi analisado através de
analises cromatograficas e espectroscopicas as melhores condic6es para a obtencéo do cinamato
de etila.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 PRODUTOS NATURAIS: FONTE E FUNCAO

Os produtos naturais sdo considerados substancias produzidas por microrganismos,
organismos marinhos, plantas, anfibios e animais. Esses produtos possuem diversas utilidades,
por exemplo: barreiras protetoras, defesa do hospedeiro em combate a infec¢fes bacterianas e
predadores (animais), protecdo de seu nicho ecoldgico, comunicacdo intra e inter espécies,
pigmentos, dentre outros (RODRIGUES, 2015).

Neste contexto, a procura por alivio e cura de enfermidades, através da ingestao de ervas
e folhas, acredita-se que essa tenha sido uma das primeiras formas de aplicacdo desses produtos.
As experiéncias e observacfes levaram a novas e importantes descobertas para recursos
terapéuticos de injurias ou doencas através da utilizacdo de plantas e ervas (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Dentre as substancias de origem natural, destacam-se os compostos fendlicos, um dos
grupos de metabolitos secundarios mais importantes produzidos por plantas, sendo estes
essenciais para o crescimento e reproducéo das plantas. Esses compostos séo caracterizados por
terem pelo menos um anel aromatico tendo um ou mais grupos hidroxila (BEZERRA FILHO,
2014).

2.2 ACIDO CINAMICO

Entres os produtos de origem natural, temos o acido 3-fenil-2-propendico, que também
é conhecido como &cido cinamico (Figura 1), que € um polifenol bioativo da classe dos acidos
fendlicos.

Figura 1 — Estrutura quimica do acido cinamico

O

N OH

Fonte: (CARVALHO et al., 2007)



11

Quimicamente, € um &cido graxo aromatico de baixa toxicidade em humanos, essa
substancia que é uma especiaria que pode ser encontrada na parte interna da casca do tronco da
espécie vegetal Cinnamomum zeilanicum (canela) e em folhas de coca (Erythroxylum coca),
junto com outros fenilpropandides andlogos como o cinamaldeido e alcool cindmico (SANTOS,
2018).

Ele € encontrado naturalmente na sua forma trans, e relaciona-se a um horménio vegetal
pertencente ao grupo das auxinas, que sdo caracteristicas responsaveis pelo crescimento e a
diferenciagéo celular (SOUZA, 2015).

Esse 4&cido possui desempenho como, antimicrobiano e antifingico, atividade
antitumoral contra tumores humanos malignos, que inclui, melanoma glioblastoma e
adenocarcinoma de préstata e pulmdo. Também possui desempenho anti inflamatoria,
antidiabética, anti hiperglicémica, atividade antioxidante e antibacteriana. Além disso, alguns
de seus derivados podem exercer a funcdo de defesa da planta, contra microrganismos e insetos
(PEPERIDOU et al., 2017).

2.2.1 Derivados do acido cinamico

Na investigacdo de novos compostos farmacologicamente ativos, derivados do &cido
cindmico sdo considerados significativos e promissores por demostrarem elevado potencial
para o desenvolvimento de farmacos (SOUZA, 2015).

Esses derivados sdo encontrados em gréos de café, macas e peras, frutas silvestres, frutas
citricas, uva, legumes, espinafre, beterraba, alcachofra, batata, tomate, fava, cereais e entre
outros. Assim como 0 &cido cindmico, estes compostos também apresentam importantes
atividades bioldgicas tais como atividades antioxidantes (SILVA, 2018).

Por exemplo, 0s metoxicinamatos substituidos, como o 3,4,5-trimetoxicinamato de etila
(Figura 2), possuem importante papel no controle de doencas inflamatorias. Na producéo de
cosméticos, pode-se mencionar o uso de ésteres do acido cindmico de cadeia longa, como o
metoxicinamato de octila (Figura 3), o qual é bem visto como agente de protecdo solar
(ADOLPHO, 2012).
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Figura 2 — Estrutura do 3,4,5-trimetoxicinamato de etila

0
H,CO
OCH,CHs
H,CO
OCHs

Fonte: (ADOLPHO, 2012)

Figura 3 — Estrutura do metoxicinamato de octila

0

Fonte: (GUARATINI et al., 2009)

De acordo com De, Baltas e Bedos-Belval (2011) no extrato etandlico de propolis
brasileira pode-se encontrar trés derivados do acido cinamico, especificamente a artepilina C,
bacarina e drupanin (Figura 4), que ambas tém acdo antitumoral importante. Todos estes
compostos apresentam atividade contra o cancer de colon e linhagens celulares de leucemia na
concentracdo de 15uM. Dentre eles, artepillin C € vista por execer atividade antitumoral por
inducdo de apoptose em linhas celulares de cancer humano.

Figura 4 — Estrutura da artepilina C, bacarina e drupanina

Drupanina

Anterpelin C Bacarina

\ J

Fonte: (RIBEIRO, 2011)
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Outro derivado do &cido cinamico que tem aprovagdo como aroma no U.S. Food and
Drug Administration (FDA) € o cinamato de etila (figura 5). Este produto também tem
aplicagdes em cosméticos, fragrancias finas, shampoos, sabonetes e em outras areas como em
produtos para cuidados da casa. Além disso, alguns estudos estdo sendo desenvolvidos para a
sua aplicacdo em farmacos (SOUZA, 2016).

Figura 5 - Estrutura do cinamato de etila

O
NS O/\

Fonte: (SOUZA, 2016).

2.3 DERIVATIZACAO DOS PRODUTOS NATURAIS: VANTAGENS E OBJETIVOS

No periodo entre 1981 e 2002, novos farmacos foram desenvolvidos a partir de produtos
naturais. Entdo, os derivados de produtos naturais vém sendo amplamente empregada na
descoberta de novos farmacos que sdo utilizados em tratamentos, tais com, de diabetes,
dislipidemia, infeccGes fungicas e bacterianas, dermatite atopica e doenca de Alzheimer
(RODRIGUES, 2015).

O primeiro farmaco derivado de um produto natural produzido em escala industrial foi
0 &cido acetilsalicilico, ele foi sintetizado por Felix Hoffmann na empresa Bayer no final do
século XVII1, sendo inspirado na estrutura da salicina, isolado de cascas da espécie de salgueiro
(Salix alba). O &cido acetilsalicilico (Figura 6) ¢ o componente da Aspirina®, o medicamento
mais vendido no mundo, que é utilizado como analgeésico, anti-inflamatério, antitérmico e no
tratamento da artrite reumatoide (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).
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Figura 6 - Estrutura quimica do acido acetilsalicilico

HO___O
O\|/CH3
o)

Fonte: (XAVIER; SOUZA, 2013)

A Heroina, ou Diacetilmorfina é derivada da morfina (Figura 7), que esta presente em
uma planta denominada de papoula (Papaver somniferum). A Heroina é uma droga opioide
semi-sintética e foi inserida no mercado como medicamento, na esperanca de ser efetiva contra
tosse, sem os efeitos colaterais da morfina, poréem isso ndo aconteceu. Essa substancia tem um
alto poder viciante, que traz uma mistura de sensacfes ao usuario, como por exemplo,

sentimento de leveza, euforia, fuga da realidade, entre outros (CUNHA, 2009).

Figura 7 — Estrutura da Diacetilmorfina natural e da Heroina

Fonte: (LIMA, 2003)

A amoxicilina (Figura 8) também € derivado de produto natural (penicilina), € um
antibiotico B-lactamico de espectro moderado. Que é uma penicilina semissintética (Figura 9),
derivada da ampicilina, na qual é inativada por pB-lactamases, sendo entdo sensivel a
microrganismos produtores de penicilinases. E um composto estavel em meio 4cido, que foi
projetado para uso oral. Procede por inibicdo de desenvolvimento de proteinas da parede celular
bacteriana, de forma geral, afetando a sintese de componentes dos peptideoglicanos da parede
celular e causando lise osmoética (GOMES; SOUZA, 2010).
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Figura 8 - Estrutura quimica da amoxicilina

H
2 H

Nay

H O O//—N

I

Fonte: (PUTAROV; GALENDE, 2017)

Figura 9 - Estrutura quimica da penicilina

HO
o)

O
N

— 8

O

o
Fonte: (PICCIRILLO; AMARAL, 2018)

Outro exemplo de modificacdo quimica para obtencdo de farmacos mais ativos e com
menores efeitos colaterais € a ivermectina (Figura 10), um antibiotico macrolideo
semissintético, isolado do Streptomyces avermitilis, e esta presente no grupo quimico das
avermectinas (Figura 11) (SILVA; FERREIRA; MIRANDA, 2018).

E extensivamente usado em animais de grande porte, como bovinos, equinos, ovinos,
caprinos e camelideos. A ivermectina é utilizada em tratamento e controle das parasitoses
causadas por nematddeos gastrointestinais e pulmonares, nas infestacdes por bernes (miiase),

piolhos, e auxiliar no tratamento de sarnas (escarbiose) e carrapatos (RIBEIRO et al., 2001).
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Figura 10 - Estrutura quimica da ivermectina

OCHj,
HO
OCH;
H,C” Y07 o
H;C” YO

R = CHj, H2Bla
R = H, H2B1b

Fonte: (MOREIRA, 2016)

Figura 11 — Estrutura quimica da avermectina

S0

HO 0

Avermectinas
R1=H,CH3; R2= Me, Et

Fonte: (MOREIRA, 2016)

2.4 ENZIMAS

Para a obtencdo dos derivados de produtos naturais, alguns pesquisadores e industrias
faziam o uso de metodologias sintéticas convencionais, que podem causar danos a vida humana
e ao ambiente, pois elas geram substancias toxicas e as exigem energias que sao reconhecidas
por seus impactos ambientais e econdmicos (CORREIA; OLIVEIRA, 2011).

Em vista disso, em meados do século XX, diversas industrias e pesquisadores iniciaram

a investir no desenvolvimento de tecnologias sintéticas que fossem ambientalmente favoraveis,
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gerando mais economia de energia e menos residuos toxicos (SILVA; LACERDA; JONES
JUNIOR, 2005).

Diante desse contexto, o uso de biocatalisadores vem se destacando em processos
quimicos. A utilizacdo de enzimas em sintese organica tem muitas vantagens quando
comparadas com 0s processos quimicos convencionais catalisados ou ndo, o seu uso se destaca
por apresentam uma série de beneficios (RIBEIRO, 2014).

Devido ao alto teor catalitico das enzimas, cerca de dois tercos das pesquisas em sintese
organica por biotransformacéo, estdo presentes as acdes enzimaticas e isso leva a substituicao
dos catalisadores inorganicos ou sintéticos (MARTINS, 2008). Enzimas sdo catalisadores
bioldgicos, em sua maioria de linhagem proteica que catalisam a maior parte das reacdes em
organismos vivos, elas também apresentam uma capacidade notdvel de catalisar reacdes
quimicas (GAVA, 1997).

As enzimas tém um vasto poder catalitico, por exemplo, velocidades de uma reacao
pode ser de aproximadamente 10'° a 10%° vezes superiores aos encontrados na auséncia do
catalisador. Diferente dos catalisadores metélicos, as enzimas operam como um reagente
ambientalmente favoravel, em vista que sdo totalmente degradaveis e 0s processos enzimaticos
sdo executados sob condicGes operacionais mais brandas. Além disto, as reac6es biocataliticas
podem transformar uma grande diversidade de substancias naturais ou ndo, em ambiente aquoso
ou organico (CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2016).

Esses catalisadores sdo encontrados na forma soltvel, e devido a esse fator isso pode
deixa-las sujeitas a inativacdo por razdes quimicas, fisicas ou bioldgicas, entdo para que o seu
uso seja viavel o ideal é seria a sua imobilizacdo para que a catélise seja eficiente em um
determinado processo (PEREIRA; ZANIN; CASTRO, 2003).

De acordo com Santos (2014), uso de enzimas imobilizadas demostra diversas
vantagens, a imobilizacdo pode promover uma maior estabilidade em relacdo ao pH e
temperatura, protege a enzima dos solventes, reduzir a inibicdo pelo substrato quando atingido
0 equilibrio da reacéo.

Além disso, esses biocatalisadores sdo classificados pela unido internacional de
bioguimica e biologia molecular (IUBBM) de acordo com o tipo de reacdo que catalisam, sendo
estas divididas em seis grupos, oxidorredutase, transferase, hidrolase, liase, isomerase e ligase
(RIBEIRO, 2014).
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2.4.1 Lipases

Dentre o grupo das hidrolases, temos as lipases (triacilglicerol hidrolases E. C. 3.1.1.3)
(Figura 12) que sdo encontradas em fontes microbianas, animais e vegetais, e atuam sobre a
ligagdo éster de varios compostos, sendo os acilglicerdis seus melhores substratos (SILVA,
2012).

Figura 12 — Estrutura tridimensional da Lipase

Fonte: (MARTINS, 2008)

Segundo Molinari (2015), essas enzimas destacam-se devido a sua ampla gama de
posicionamento, especificidade, termoestabilidade, pH 6ptimo, entre outros. Esta viabilidade
das lipases faz com que tenham aplicagcdes em alimentos, detergentes, produtos farmacéuticos,
de couro, téxteis, cosméticos, industrias de papel e varios outros.

Além de quebrar as ligacdes éster de triacilglicerdis com o consumo de moléculas de
agua (hidrolise), as lipases sdo também aptas para catalisar reacdo reversa sob condicoes
microaquosas como, por exemplo, a constituicdo de ligacdes éster, a partir de um alcool e &cido
carboxilico. Essas reaces constantemente sdo processadas com uma elevada regio e/ou
enantiosseletividade, tornado as lipases um grupo de biocatalisadores significativo (PAQUES;
MACEDO, 2006).

Segundo Dalla-vecchia; Nascimento; Soldi (2004), as lipases tém a eficacia de catalisar
reacOes de hidrélise, esterificacdes, interesterificacdo, alcoolise, aciddlise, aminolise e
lactonizacdo (Figura 13) em solvente organico anidro, sistema bifasico e em solucdo micelar

com alta especificidade.
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Figura 13 — Reac0es catalisadas pela Lipase

Hidrolise
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Fonte: (PAQUES; MACEDO, 2006)

Devido a sua grande potencialidade biotecnoldgica, essa enzima se destaca com: sua
elevada estabilidade em solventes organicos; ndo necessita da existéncia de cofatores; dispdem

uma ampla especificidade pelo substrato (PINTO, 2019).
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As lipases podem ser utilizadas em varias areas, entre elas pode-se mencionar a industria
oleoquimica em procedimentos como hidrélise, glicerélise e alcodlise, no desenvolvimento de
acidos graxos poli-insaturados (aditivos de alimentos), na industria téxtil (melhoria dos
tecidos), na industria de detergentes (remocéo de manchas de batom, frituras, azeites e molhos),
na modificacdo de sabores (fermentacdo de salame e queijo), na inddstria de esséncias, na
biorremediagéo, na sintese de biodiesel, e outros (ARAGAO et al., 2009).



21

3 METODOLOGIA

As reacOes de esterificagdo do acido cindmico foram seguindo a metodologia descrita
por Costa (2018).

3.1 REACAO ENZIMATICA
3.1.1 Selegéo da enzima

As primeiras reacOes de esterificacdo procederam-se com diversas enzimas
comercializadas, com a adicdo de 20 mg de &cido cindmico, 600 uL de etanol, 2 mL hexano, e
20 mg de enzimas comerciais, Thermomyces lanuginosus (TLL), Rhizomucor miehei (RML),
lipase B de Candida antarctica (CAL B) (Figura 14) e Amano lipase livre, os demais
catalisadores estavam imobilizados, os quais permaneceram sob agitacdo a 40 °C, em um
equipamento improvisado (Figura 15) com retirada de aliquota de 24h para analises na
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

Figura 14 - Algumas enzimas usadas nas reacoes

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15 - ReacOes em agitacdo e aguecimento

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.1.2 Selecéo do solvente

Para a obtencdo do melhor solvente, foi procedido da seguinte forma: 20 mg de éacido
cindmico, 20 mg de CAL B, 600 pL de etanol e 2 mL dos solventes, hexano, iso-octano,
Tetraidrofurano (THF) e acetona (figura 16), as reacOes foram colocadas para agitar e aquecer

em uma temperatura de 40°C, com 24h foi retirado aliquotas de cada reacao para a analises.

Figura 16 - Solventes usados nas reagoes

3.1.3 Avaliacdo do efeito da concentracéo do substrato

Essas reacGes foram com a relacdo molar de acido:etanol de 0,1:0,5, 0,1:5 e 0,1:10.
Respectivamente foram usadas as seguintes quantidades de etanol: 30uL, 300uL e 600 uL, com
a adicdo de 20 mg de acido cinamico, 2 mL hexano, e 20 mg de CAL B, as reacdes

permaneceram sobe agitacdo por 24h e aquecimento de 40°C.

3.1.4 Avaliacdo de enzimas

Nessas reagoes foram procedidas da seguinte maneira: 20 mg de &cido cindmico, 30 pL
de etanol e 2 ml de hexano, e 20 mg das enzimas TLL, RML, CAL B e Amano lipase nao
imobilizada, as reacGes foram colocadas para agitar e aguecer em uma mesa agitadora com uma
camara térmica (Figura 17) em uma temperatura de 40°C, e com 24h foi retirado aliquotas de

cada reacao para a analises.
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Figura 17 - Mesa agitadora com uma cdmara térmica

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 CARACTERIZACAO DO PRODUTO OBTIDO NAS REACOES DE ESTERIFICACAO
3.2.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

O aparelho é proveniente da marca Shimadzu, modelo QP2010SE Plus que usa coluna
capilar Rtx®-5MS (95% dimetilpolisiloxano e 5% difenil) de 30 m, 0,25 mm de diametro
interno e 0,1 um de espessura do filme da fase fixa. As temperaturas do injetor e do detector de
240 e 280 °C, respectivamente. Condigcdes da coluna: 60 °C para 80 °C a 5 °C min-1,
permanecera por 3 minutos; entdo de 80 °C min-1 até 280 °C a 30 °C min-1 permanecera nesta
temperatura por 10 minutos, usando hélio (He) como gas de arraste com vazao de 1,0 mL min-
1 (Figura 18).

Figura 18 - Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

Fonte: Universidade Federal de Juiz de Fora, 2011.
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4 RESULTADOS

Neste topico serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo do estudo
referente ao processo de esterificacdo do acido cindmico. Foram avaliadas as melhores
condicdes (enzimas livres e imobilizadas, solvente e razdo molar). Desta forma, temos na
equacao 01 a reacdo de esterificacdo do acido cindmico com o etanol, onde é possivel observar
0 produto esperado o cinamato de etila.

Equacdo 01 — Reacdo de esterificacio do Acido 2-propendico, 3-fenil-, éster etilico

(0]

g Enzima
OH — o)
+ C,H;OH
,H. D — 5

(@]

4.1 EFEITO DO CATALISADOR

Entre as enzimas escolhidas para as reacdes, podemos observar no grafico 01 o
percentual de esterificacdo, através da analise em CG/EM, que a CAL B imobilizada teve a
conversao de 77,12% sendo considerado um valor bastante promissor. Uma vez que, a enzima
CAL B é considerada um excelente catalisador para diversos tipos de reacdes, entre elas, a
esterificacdo (FERNANDES, A. et al., 2014).

Desta forma, de acordo com Souza (2013), em seu estudo sobre a lipase de Candida
antarctica do tipo B (CALB) imobilizada, usada na catalise de ésteres, obteve-se conversao
para aproximadamente 90% com esse biocatalisador sob temperatura de 60 °C em 48h de
reacdo. Sendo assim, a maxima a conversao (96,8%) foi obtida a 25 °C com CALB imobilizada
apos 8 h de reacéo.

Neste contexto, podemos destacar a possibilidade dessa enzima ser objeto de estudos
posteriores, por possuir bom potencial de aplicacdo na sintese de ésteres, uma vez que, as

demais enzimas ndo formaram o produto desejado.
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Gréfico 01- Resultado da variacdo de enzimas na reacao de esterificagdo do acido cindmico
com etanol e hexano.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A espectroscopia de massa (Figura 19) confirmou a producio do Acido 2-propendico,
3-fenil-, éster etilico, com a presenca do pico ion molecular em m/z 176, compativel com massa

molecular esperada para o cinamato de etila.

Figura 19 - Espectro de massa do Acido 2-propendico, 3-fenil-, éster etilico.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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No cromatograma (Figura 20) da reacdo ap0s o periodo de 24 horas é possivel perceber
o0 do acido 2-propendico, 3-fenil-, éster etilico, com tempo de retencdo de aproximadamente 14

min.

Figura 20 - Cromatograma obtido da analise da reacdo de esterificacdo do &cido acético com
etanol catalisada por enzima Cal B.
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Acido cinamico

-15.087
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——— = TP uee e et o Lo S < . A
1.0 120 13.0 14.0 15.0 16.
min

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2 EFEITO DO SOLVENTE

7

A escolha do solvente orgénico € um fator importante que deve ser levado em
consideracdo na catalise enzimatica em meio ndo aquoso, em virtude de alguma interferéncia
direta do solvente na atividade, estabilidade e especificidade da enzima.

Desta forma, os solventes menos nocivos as enzimas sdo 0s mais hidrofobicos, por ndo
ter interacdo significativa com agua. Logo, os solventes hidrofilicos tendem a retirar a dgua
essencial da camada protéica, acarretando a perda da atividade enzimatica. Esses
biocatalisadores, quando em suspensao em solventes hidrofébicos, necessita substancialmente
de uma quantidade de agua menor para manutencao de sua atividade em comparacao as enzimas
suspensas em solventes hidrofilicos (PAULA; BARBOZA; CASTRO, 2005).

A enzima usada no teste seguinte foi a CAL B, selecionada na reacdo anterior. No
gréfico 02 verifica-se que o maior percentual de esterificacdo (77,12%) foi obtido em hexano

com 24h de reacdo, o iso-octano forneceu uma conversao molar de 27,92%.

Grafico 02 — Efeito da variacao de solventes nas reacOes de esterificacdo do acido cindmico

com etanol para a obtencdo do cinamato de etila.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Enguanto que na presenca de acetona e THF néo foi observada reacdo. De acordo com
Paula, Barboza e Castro (2005) esses solventes podem ter retirado a &gua essencial, presente na

superficie, necessaria a atividade da lipase, conduzindo a possivel inativacdo da enzima.
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4.3 EFEITO DA RAZAO MOLAR

Conforme apontaram os resultados dos experimentos (Grafico 03), o melhor teor de

ésteres de 98,55% foi obtido com uma razdo molar acido:etanol de 0,1:5.

Gréfico 03 — Efeito da variacdo da concentracdo na reacao de esterificagdo do acido cindmico

com etanol catalisada pela enzima CAL B
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Fonte: elaborado pelo autor.

Houve uma influéncia positiva na diminuicdo da razdo molar &cido:etanol de 0,1:10 para
0,1:0,5 e a reacdo em que foi usado uma quantidade menor de etanol obteve 82,64% (0,1:0,5)
do produto, enquanto a outra reacdo obteve 77,12% (0,1:10) de conversdo. O que revela que a
razdo molar de 0,1:0,5 € mais satisfatoria para favorecer a sintese de ésteres, uma vez que, nao
€ necessario usar uma grande quantidade de etanol, como visto nas razdes molares de 0,1:5 e
0,1:10.

Contudo, existem dados na literatura que indicam que a diminuicdo de conversdo da
reacdo de esterificacdo acontece quando um grande excesso de um dos substratos esta sendo
usado. A possivel razéo para este comportamento é que em alta concentracgéo, o alcool € ligado
ao sitio ativo da enzima beneficiando a competicéo entre as moléculas reversivel e impedindo
a ligagdo dessas moléculas no éster (SBARDELOTTO, 2015).
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4.4 EFEITO DA ENZIMA

As sinteses de &cido 2-propendico, 3-fenil-, éster etilico com molaridade de 0,1:0,05 de
acido:etanol, razdo molar escolhida no item anterior, alcancou valores bastante significativos.
Com 82,64% de esterificacdo apds 24 h a enzima CALB teve mais uma vez o melhor resultado
(Gréfico 04).

Comportamento semelhante foi observado na presenca da RML a converséo de 68,64%
de esterificacdo em 24h do produto esperado, diferente da enzima TLL que ndo apresentou

nenhuma reacéo.

Gréfico 04 — Teor das rea¢des com diferentes enzimas, usando a razdo molar acido:
etanol de 0,1:0,5
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Fonte: elaborado pelo autor.

Com o teor de 44% tivemos a Amano lipase livre, apesar da formacdo do &cido 2-
propenoico, 3-fenil-, éster etilico, o uso de enzimas puras, ndo imobilizadas, pode ser
dispendioso, e seu descarte apds 0 uso € economicamente inviavel. Logo, a sua recuperacao do
meio reacional pode ser dificil, além de ocasionar a perda de sua eficiéncia no decorrer do
processo (ROMANO, 2020).

No cromatograma (Figura 21) da reagdo com a Amano lipase livre, apds o periodo de
24 horas é possivel perceber o &cido 2-propendico, 3-fenil-, éster etilico, com tempo de retencédo

de aproximadamente 17 min.
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Figura 21 - cromatrografia da formag&o do derivado do acido cindmico catalisado com a
enzima Amano lipase livre
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A sintese do &cido 2-propendico, 3-fenil-, éster etilico foi conduzida em diferentes
sistemas utilizando diferentes enzimas, solventes e molaridades. Com base nos resultados
obtidos foi selecionado o sistema reacional em meio organico contendo hexano, por
proporcionar resultados mais satisfatorios.

Entre as enzimas a selecionada foi a CAL B comercial imobilizada, além de apresentar
valores significativos, a mesma tem a facil recuperagdo do meio reacional por ser imobilizada.
E por fim, a razdo molar mais conveniente foi de &cido:etanol de 0,1:0,5, o valor foi
significativo e ndo exige grandes quantidades do etanol.

Desta forma, o estudo apresentado neste trabalho conclui que as reagdes de esterificagcdo
via catalise enzimatica s@o essenciais para a sintese de ésteres, sendo essa uma caracteristica

fundamental para a aplicagdo em processos que visem a reducdo de poluentes.
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