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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos mini biorreatores de leito fixo, preenchido com
lipases imobilizadas em esferas de alginato de calcio, para aplicagdo na resolugao
cinética enzimatica visando a produgéao de (S)-Linalol, um importante composto para
as industrias de perfumaria. Para este sistema foram avaliadas diversas condi¢des
reacionais como: |) Reagao para a resolugédo enzimatica. Il) solvente reacional e 1ll)
tipo de lipase.A melhor condicdo obtida para a hidrélise do acetato de linalila
catalisada pela lipase Candida Rugosa Lipase em meio aquoso a 30 °C, onde foi
obtido resultado da formacao do produto.

Palavras-chave: resolucdo cinética enzimatica, biorreatores, fluxo continuo,
hidrdlise, lipase, alginato de célcio, acetato de linalila, linalol.



ABSTRACT

In this work, mini fixed-bed bioreactors were connected and filled with lipases
immobilized in calcium alginate spheres for application in enzymatic kinetic
resolution, aiming at producing (S)-Linalool, an essential compound for perfumery.
Several reaction conditions were evaluated for this system, such as |) Reaction for
enzymatic resolution, Il) reaction solvent, and Ill) type of lipase. The best condition
was conducted for the hydrolysis of linalyl acetate catalyzed by Candida Rugosa
Lipase in an aqueous medium at 30 °C, where product formation was obtained.

Keywords: enzymatic kinetic resolution, bioreactors, continuous flow, hydrolysis,
lipase, calcium alginate, linalyl acetate, linalool.
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1- Introducgao

1.1- Descoberta e obtencao do linalol e do acetato de linalila:

A histéria da humanidade é marcada pelo uso de compostos aromaticos,
desde os seéculos (V a.C) até a atualidade. Existem registros historicos que na
Grécia antiga, Theophrastus/Teofrasto (370 a.C), foi importante pelos seus
trabalhos em botanica e possui uma pequena contribuicdo para a perfumaria.
Onde, se relata a utilizagdo da planta horteld bergamota (Mentha citrata), Figura 1,
gue é semelhante a lavanda (sendo seus principais constituintes o acetato de linalila
e o linalol) (POUCHER,1991,p. 8)

Figura 1- Flores e folhas da Mentha citrata, conhecida por horteld bergamota
Qe - : .

Pa

Fonte:https://m.planfor.pt/comprar,hortela-bergamota,3908,PO (2009)

Para produzir os perfumes, utilizavam varias partes das plantas, como as
flores que € o caso da horteld bergamota, folhas, raizes, madeira, frutas e goma.
Por muitas vezes eram a mistura das partes citadas, onde eram macerados e
resultaram na criagdo do pé perfumado utilizado para a produgdo das fragrancias.
Na alimentagcado, misturavam o pé macerado como receita de pratos sofisticados e
aromatizacdo em vinhos, os 6leos extraidos na maceragao eram misturados com
outros liquidos produzindo os 6leos perfumados e o0 p6é também era misturado com
liquido formando os incensos (POUCHER,1991,p. 9) e (ASHCAR, 2007).

Os arabes criaram o alambique (Figura 2), gragas ao alquimista Avicenna (980-
1037 a.C.), que criou a serpentina de resfriamento e por consequéncia, o primeiro
meétodo de destilacdo isolando varios oleos essenciais de plantas e de seus sumos
(POUCHER,1991,p. 663) e (ASHCAR,2007) .Os Oleos essenciais, segundo a
definicdo da ANVISA (BRASIL,1999) na Resolugéo- RDC n°2, de 15 de Janeiro de
2007, pagina 2 ,’sao produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico


https://m.planfor.pt/comprar,hortela-bergamota,3908,PO
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e podem apresentar isoladamente ou misturados entre si, 'retificados,

2desterpenados ou concentrados”

Figura 2 - Representagéo do alambique arabico e o atual feito de cobre
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Fonte:https://clubedobarman.com/destilacao-alambique/;https://www.losvinos.com.ar/pt-br/licores-pt-
br/alambique/ (2022)

Os conhecimentos adquiridos pelos arabes através das fragrancias foram
difundidos pela Europa devido ao vasto territério do Império Romano, onde estes
eram 0s maiores consumidores de fragrancias, estimulando assim as rotas
comerciais para a Arabia, China e india, sendo que a Roma foi considerada no
século Ill a.C. a capital mundial do banho (ASHCAR,2007).

A obtencao desses compostos foi feita através da histéria com a maceracgao e
destilacado das plantas, ja a descoberta, ou seja, a identificacdo deles foi durante a
Segunda Revolugao Industrial (1850-1945), por Sir William Henry Perkin, Figura 3.

Figura 3- Sir William Perkin

Fonte: https://www.sciencehistory.org/historical-profile/william-henry-perkin (2017)

Sir Perkin foi o criador do corante sintético mauveine (anilina purpura),
desenvolveu a sintese da glicina em 1858 e dois anos depois o acido tartarico.

1 Retificado - de que se separou da fase aquosa, destilado novamente para maior grau de
purificagéo do substrato (Oxford Languages)

2 Desterpenagéo- consiste na concentragéo dos dleos essenciais pela retirada de hidrocarbonetos
terpénicos podendo ser retirados por meio da extragéo liquida ou por extragédo por solventes


https://www.sciencehistory.org/historical-profile/william-henry-perkin
https://www.losvinos.com.ar/pt-br/licores-pt-br/alambique/
https://www.losvinos.com.ar/pt-br/licores-pt-br/alambique/
https://clubedobarman.com/destilacao-alambique/
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Desenvolveu e patenteou a fabricagdo do corante sintético avermelhado

denominado alizarina, foi o responsavel pela reacdo de Perkin na sintese de
perfumes como a cumarina (sendo este o primeiro perfume artificial criado em
1874),responsavel pelo estudos da rotagéo optica. Creditado como o descobridor do
linalol, acetato de linalila e cumarina (POUCHER,1991,p. 676).

Sir Perkin estudou sobre os terpenos, através de sinteses para estudos de
rotacao Optica, baseado no artigo escrito pelo seu filho William Perkin Junior, sobre
os experimentos do pai, para a determinagao das rotacbes dos enantibmeros do
Terpineol,onde a reagao inicial é dada na figura apresentada abaixo.

Figura 4 - Reagdo com Acido 4-Metil ciclo hex-1-eno-1-carboxilico

CH-CH CH--CH —
OMe< g g’ " CHICOHL —> CMe< iy ¢y >CH - CMey OH.

Fonte:http://www.simm.cas.cn/zcg/zcg_lwzz/201512/W020151209651698913986.pdf (1911)

Obtidas as rotacdes oOpticas deste acido, foi modificado para obtencao das
rotagcdes Opticas do Terpineol, na qual necessita de um processo de cristalizagao,
onde nas observagdes do proprio autor as rotacbes obtidas podem ser
contaminados pois pode ser através da mistura racémica dos produtos, mesmo
utilizando o fracionamento de cristais, uma vez que a quantidades obtidas eram
pequenas.

O linalol foi sintetizado pelo cientista Leopold Ruzicka (laureado em Nobel de
Quimica de 1939),no ano de 1919, através da reagao representado na Figura 5:

Figura 5- Leopold Ruzicka

Fonte:Lavoslav (Leopold) Ruzicka, rodak z chorvatského Vukovaru: Vnuk éeského krej¢iho ziskal
nobelovku! | Blesk.cz (2014)



https://www.blesk.cz/clanek/cestovani-chorvatsko/256151/lavoslav-leopold-ruzicka-rodak-z-chorvatskeho-vukovaru-vnuk-ceskeho-krejciho-ziskal-nobelovku.html
https://www.blesk.cz/clanek/cestovani-chorvatsko/256151/lavoslav-leopold-ruzicka-rodak-z-chorvatskeho-vukovaru-vnuk-ceskeho-krejciho-ziskal-nobelovku.html
http://www.simm.cas.cn/zcg/zcg_lwzz/201512/W020151209651698913986.pdf
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Figura 6 - Sintese do Linalol

OH OH

HAO=LH ‘ Ma Reduction ‘

—_—— -

W V1 |
methyl heplenone dehydralinaloal linaloal

Fonte:https://www.mjlphd.net/blog/linalool-synthesis-using-sodium-acetylid (2013)

Ruzicka contribuiu para a industria de perfumaria com as descobertas
estruturais das moléculas de Muscone?® e civetone®, sua maior contribuicdo e que
rendeu o seu Nobel foi a descoberta das estruturas moleculares de hormdnios
masculinos, sendo o0s mais notaveis a testosterona e a androsterona,e
subsequentemente, as suas sinteses (MLA style: Leopold Ruzicka — Facts.
NobelPrize.org. Nobel Prize Outreach AB 2022. Mon. 7 Nov 2022.
<https://lwww.nobelprize.org/prizes/chemistry/1939/ruzicka/facts/> ).

1.2- Fonte de obtencao:

O acetato de linalila e o linalol sdo encontradas em varias plantas, como
apresentado na Tabela 1.:

Tabela 1- Principais plantas que contém o acetato de linalila e linalol

Nome comum Nomenclatura cientifica Composto(s) Concentragiao(oes) %
Acetato de linalila/
Salvia Esclaréia Salvia sclarea L. Linalol (45,3-73,6%)/ (9,0-19,3%)
Acetato de linalila/ (25,0-46,0%)/ (25,0-
Lavanda Lavandula angustifolia Linalol 45,0%)
Acetato de linalila/
Bergamota Citrus reticulata Linalol (17,1-40,4%)/ (1,7-20,6%)
Acetato de
Lavandim Grosso Lavandula hybrida linalila/Linalol (28,0-38,0%)/ 35%
Manjerona Doce Origanum majorana Acetato de linalila (4,4-10,5%)
Acetato de linalila/
Neroli Citrus aurantium Linalol (0,6-10,0%)/ (31,4-54,3%)
Cardamomo Elettaria cardamomum Acetato de linalila (0,7-7,7%)

3 Retirado do feromonio almiscar de um corga
4 Retirado do feromonio de um civeta africana


https://www.mjlphd.net/blog/linalool-synthesis-using-sodium-acetylide
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Acetato de (25,0-46,0%)/ (25,0-
Horteld Bergamota Mentha citrata linalila/Linalol 45,0%)
Ho Leaf Cinnamomum camphora Linalol (66,7-90,6%)
Pau-Rosa Aniba roseodora Ducke Linalol (82,3-90,3)
Coriandro Sementes Coriandrum sativum L. Linalol (59,0-87,5%)
Tomilho QT Linalol Thymus serpyllum L. Linalol (73,6-79,0%)
Manjericao QT Linalol Ocimum canum Linalol (53,7-58,3%)
Acetato de
Lavadim Abrialis Lavandula X Intermedia linalila/Linalol (10,0%)/(30,0-38,0%)
Cananga odorata var.
Ylang-Ylang macro. Linalol (0,8-30%)
Petitgrain Citrus aurantium Linalol (20,8-30,2%)
Geranio Pelargonium graveolens Linalol (0,5-13,8%)
Salvia Espanhola Salvia lavandulifolia Linalol (0,2-11,2%)
Manijericdo-de-folha-larga Ocimum basilicum L. Linalol (0,04-0,7%)
Milefolio Achillea millefolium L. Linalol (0,2-1,0%)
Fonte: https://www.quinari.com.br/loja/acetato-de-linalila/ (2022) e

https://www.quinari.com.br/loja/linalol/ (2022)

Das plantas apresentadas na tabela 1, podemos destacar o Aniba roseodora
Ducke, mais conhecida pelo seu nome popular de pau-rosa.

Figura 7 - Arvore de Aniba roseodora Ducke

e

e

{
PER LSS

Fonte:https://portalamazonia.com/amazonia/pau-rosa-o-fixador-de-perfume-da-floresta-amazonica

(2021) e http://www.klimanaturali.org/2011/05/pau-rosa-aniba-rosaeodora-var-amazonica.html (2011)

Essa planta é nativa da Floresta Amazonica, mais precisamente na Amazénia
Central podendo ser encontrada em florestas altas e ndo inundaveis ou em florestas
baixas de areia branca na regido do alto do Rio Negro (LORENZI,HARRI, 1998-
2002).


http://www.klimanaturali.org/2011/05/pau-rosa-aniba-rosaeodora-var-amazonica.html
https://portalamazonia.com/amazonia/pau-rosa-o-fixador-de-perfume-da-floresta-amazonica
https://www.quinari.com.br/loja/linalol/
https://www.quinari.com.br/loja/acetato-de-linalila/
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A sua madeira € muito perfumada devido a presenca do 6leo essencial linalol,

sendo visado pelas industrias de perfumes e cosméticos em geral, para a extragéo
desse Oleo. Foi o terceiro maior produto de exportagcdo da Amazébnia, perdendo
somente para a borracha e a castanha, tendo o inicio da sua exploragdo em 1920.

Em 1992, entrou para a lista de espécies ameacadas do Instituto Nacional do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais (IBAMA) e também esta inclusa nas listas
das espécies em extingdo na Coldmbia e no Suriname, estima-se que entre 1932-
2002, dois milhées destas arvores foram derrubadas em cerca de 10 milhdes de
hectares da Floresta Amazébnica,onde atualmente € encontrado nos municipios de
Parintins, Maués, Presidente Figueiredo e Nova Aripuana.

Para se produzir 10 litros de oOleo essencial de linalol é necessario da
derrubada de uma arvore de aproximadamente 1 tonelada, para um barril de 180
litros € necessario de 15-20 toneladas e € necessario plantar cerca de 80 mudas
para equivaler ao que foi derrubado.

Pau-rosa: o fixador de perfume da floresta amazbdnica. Portal Amazonia,
2021.Disponivel em: https://portalamazonia.com/amazonia/pau-rosa-o-fixador-de-
perfume-da-floresta-amazonica. Acessado em :07. nov. 2022 e Pau-rosa: sua
prépria esséncia quase a levou a extingdo, AMDA (Associagdo Mineira de Defesa
do Ambiente),2013. Disponivel em:https://www.amda.org.br/index.php/comunicacao/

especie-da-vez/2645-pau-rosa-sua-propria-essencia-quase-a-levou-a-extincao.
Acessado em: 07.nov.2022

Figura 8- Mapa da Floresta Amaz0nica de Pau-Rosa, atualizado no Ano de 2022

2. MAPA DA FLORESTA NACIONAL DE PAU ROSA E DAS UNIDADES DE MANEJO FLORESTAL

Fioresta Nacional de Pau Rosa
Unidade de Manejo Florestal
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editais-em-consulta-publica/floresta-nacional-de-pau-rosa (2022)
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O professor da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), do Laboratério

de Quimica de Produtos Naturais, Lauro Euclides Soares Barata.

Figura 9- Prof® Dr° Lauro Barata

|
J‘;‘.’ II

Fonte: https://revistapesquisa.fapesp.br/lauro-barata-a-rede-da-rigueza-natural-2/ (2019)

Desenvolveu um projeto de extracao de 6leos essenciais das folhas do pau-rosa
em que obteve rendimentos e qualidades semelhantes ao extraido da madeira, no
ano de 1998, sendo financiado pelo Banco da Amazénia (BASA), e teve o pontapé
inicial a pressao sofrida pela Chanel por ecologistas franceses que queriam boicota-
los, pois um dos seus principais carros chefes é o perfume Chanel n°5, que tem na
sua composicao o linalol, a empresa contratou a ONG Pro-Natura de origem franco-
brasileira que chamaram o professor para auxilia-los nos estudos para a produgao
sustentavel desta arvore.

O extrato da folha obtida foi enviada para 2 representantes de casa perfumistas
internacionais no Brasil para a avaliagdo, onde foi constatado que a diferenca entre
as esséncias das folhas com o da madeira eram minimas e um deles afirmou que a
fragrancia das folhas era superior e que atualmente é realizado pelas industrias,
inclusive a Channel, ajustando o processo de destilagdo conforme diz o professor
Lauro Barata, em entrevista para a Revista FAPESP, no artigo “ Lauro Barata: A
rede da riqueza natural’, realizado no dia 5 de novembro de 2019.

1,3- Estruturas e propriedades quimicas:

A estrutura do acetato de linalila e de seus enantibmeros sao apresentados
na Figura 10.


https://revistapesquisa.fapesp.br/lauro-barata-a-rede-da-riqueza-natural-2/
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Figura 10- Estruturas do acetato de linalila e seus enantidbmeros

o
H4C 04{
CHj
CH,
HsC CHj

Forma racémica do acetato de linalila, (S)-Acetato de linalila e (R)-Acetato de linalila,
respectivamente
Fonte: Préprio Autor (2022)

O acetato de linalila apresenta as seguintes atividades bioldgicas:

Anti inflamatério;

Previne lesao isquémica (AVC);

Antioxidante;

benéfico no tratamento de dermatites e asma;

A estrutura do linalol e de seus enantidmeros sao apresentadas na
Figura 11, e as propriedades bioldgicas deste composto sao:

Apresenta agao antibacteriana;

Atividade antifungica;

Atividade antiviral;

Atividade anti inflamatodria, observada pelo enantidmero (R)-linalol ou (-)-
linalol;

Atividade antinociceptiva, observada pelo enantibmero (R)-linalol ou (-)-
linalol;

Atividade depressora no sistema nervoso central (SNC);

sedativo dose-dependente, tendo propriedades hipnéticas, anticonvulsivantes
e hipotérmicas;

Atividade antiparasitaria, contra leishmania (Leishmania amazonensis) in
vitro;

Antioxidante;

Antidepressiva e ansiolitica;

Analgésicas;

Anticancerigena;

Neuro-protetora;

Repelente
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Figura 11- Estruturas do linalol e seus enantidmeros

HsC OH HsC OH HaC, OH

CH, CH, CH;

H5C CHs4 HLC

CHy M€

Forma racémica do linalol, (S)- linalol e (R)-linalol, respectivamente
Fonte: Préprio Autor (2022)

As propriedades terapéuticas descritas acima foram retiradas do livro “Quimica
dos produtos naturais, novos farmacos e a moderna farmacognosia”, dos autores
YUNES.R.A ;FILHO.V.C e (Orgs), 2007,p 211-232.

Encontradas naturalmente na forma racémica e seus enantidmeros, tendo como
diferenca a fragrancia emanada por esses enantidmeros, sendo o (S)-linalol possui
odor adocicado, herbaceo e citrico e o (R)-linalol possui odor amadeirado, floral e
refrescante. Para a aromaterapia o (S)-linalol apresenta a propriedade de ser um
agente “ativador”’, aumentando o estado de alerta e o (R)-linalol € um agente
“relaxante” atuando como diminuicido de estresse.

AZAMBUJA,W. LINALOL. Oleos essenciais org,2011. Disponivel em:
https://www.oleosessenciais.org/linalol/. Acessado em: 07.nov.2022.

1,4- Importancia para a industria:

O linalol e o seu derivado acetato de linalila é utilizado na aromaterapia, um
ramo da medicina fitoterapica, que utiliza os 6leos essenciais para promover a
melhora da qualidade de vida do paciente. No Brasil a aromaterapia € descrita como
Praticas Integrativas e Complementares (PIC) e n&o possui 6rgao fiscalizador por
nado ser regulamentada como profissdo e sim como especializagao da area médica,
tendo como maior atuagdo como antidepressivos e anti-ansioliticos, sendo muitas
vezes inalados, segundo o Conselho Federal de Enfermagem (Cofen), no Parecer
n°34/2020.

Para a industria de cosméticos e de perfumaria, ambos sao utilizados como
componentes odoriferos, tendo como principal o odor floral, o linalol € muito utilizado
e visado pela alta perfumaria considerado um ingrediente floral insubstituivel e muito
utilizado pela marca Chanel com o perfume Chanel n°5 que foi consolidado pela
atriz norte americana Marilyn Monroe, o linalol sintético esta sendo comercializado
para mercados menos exigentes dos cosméticos, como os sabonetes, o0s
shampoos, entre outros, pois a alta perfumaria ndo aprovou a sua utilizagdo nas
suas formulagdes (sendo que a sintese de linalol sintético se deu no ano de
1960).Pau-rosa: o fixador de perfume da floresta amazobnica. Portal Amazonia,


https://www.oleosessenciais.org/linalol/
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2021.Disponivel em: htips://portalamazonia.com/amazonia/pau-rosa-o-fixador-de-
perfume-da-floresta-amazonica. Acessado em :07. nov. 2022

Com relacao a industria farmacéutica podemos citar os estudos com os dleos
essenciais para formulagées de novos farmacos, principalmente com o linalol, na
industrias das vitaminas, € um importante intermediario da sintese da vitamina E e
assim como o geraniol é utilizado como ponto de partida para a sintese da vitamina
A e estudos recentes indicam que ele auxilia em doencas como Alzheimer e
isquemia cerebral.

O acetato de linalila previne o AVC isquémico, e pesquisas recentes afirmam que
ele junto do linalol tem eficacia contra psoriase (doenga crénica na pele) induzida
por Imiquimod (quimioterapico topico usado no tratamento de tumores na pele)
(PRAGADHEESH et al.,2017).

Para a industria alimenticia ambos sdo usados como flavorizantes, além de
serem encontrados em condimentos naturais como salvia, canela, frutas como
bergamota, entre outros.

1,5- Método de obtencao dos enantiomeros do linalol e do acetato de linalila:

O linalol e seus enantibmeros sao encontrados assim como o acetato de linalila
em plantas aromaticas, sendo que, o enantibmero (R)-linalol é encontrado
majoritariamente em botdes das plantas, enquanto o enantidmero (S)-linalol é
encontrado majoritariamente nas flores maturadas (PRAGADHEESH et al,2017).

Os métodos mais conhecidos para a separacdo desses compostos sao:
destilacdo a vapor que extrai 93% dos 6leos essenciais, hidrodestilagcao, extracao
por solvente organico, destilacdo por fluido supercritico no caso é o CO; ,
enfloragdo, prensagem a frio, entre outros, nas quais esses métodos conseguem
extrair cerca de 7% dos 6leos essenciais, onde sao explicados € mostrados as suas
desvantagens na Tabela 2.

Os métodos mais empregados comercialmente sdo a destilagdo a vapor, a
extragao por solventes organicos e a extracdo com fluidos supercriticos estdo sendo
empregados por algumas industrias do ramo de 6leos essenciais.

Independente do método utilizado a extragdo dos Oleos essenciais sao
inferiores a 1%, sendo que alguns casos excepcionais como no caso da extragédo de
botdes florais de cravo onde o rendimento € de até 15%.

Tabela 2- Métodos de extragao dos compostos Acetato de linalila e Linalol

Método de Resumo do método Desvantagem/(s)

extragao

Hidrodestilagdo | Método antigo e versatili no qual o material vegetal | Proporciona  degradacao
permanece em contato com a agua em ebuligdo, sendo | alguns compostos presentes no
que o vapor forca a abertura das paredes celulares | 6leo essencial devido o contato
ocorrendo a evaporagdo do Oleo contido nas plantas, | direto com a agua em ebulicdo

de
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neste vapor ocorre a mistura de Oleo e agua, que
passando por um condensador e sendo esfriando, a
mistura dos vapores formam duas fases, devido os
componentes volateis sdo imisciveis, facilitando na
separagao dos mesmos.

Empregado na extragdo de flores, raizes, madeiras e
cascas

por longos periodos de tempo

Destilagéo por
arraste a vapor

Utilizado para materiais sensiveis a temperatura,
baseada na diferenga de volatilidade de determinados
compostos presentes na matéria-prima vegetal. A
industria prefere a destilagéo por arraste a vapor devido
a sua maior simplicidade e economia,pois permite tratar
de uma unica vez quantidades significativas de material
vegetal. Produzindo 6leos de alta qualidade,

A principal desvantagem é que
em relacgdo ao tempo de
processo, se por um lado,
extragbes em curtos periodos de
tempo produzem o6leos de alta
qualidade, em processos mais
longos, além do custo que
aumenta, ocorre também a
formagcdo de compostos nao-
apreciaveis, interferindo na
qualidade do produto

Extragéo por
solventes
organicos

Determinados tipos de 6leos sao instaveis em diferengas

bruscas de temperatura, nesses casos solventes
organicos como hexano, benzeno,
metanol,etanol,propanol, acetona, pentano, solventes

clorados, destes a preferéncia é a utilizagdo de solventes
apolares. Esses solventes tem que possuir como
caracteristicas principais, seletividade, baixa temperatura
de ebulicdo, ser quimicamente inerte e possuir baixo
custo.

Por medidas de seguranga devem
ser observadas as
especificidades de cada dleo,
para n&o ocorrer reagoes
secundarias afetando a qualidade
do produto.

Os solventes podem retirar as
ceras e pigmentos da matéria-
prima caracterizando com
contaminantes, a remocgado dos
solventes residuais necessita de
muita energia e alto custo de

investimentos de
equipamentos,podem provocar as
alteragdes quimicas nas

moléculas, alterando aroma e
extrato e apresentar toxicidade

Extragcédo por
fluidos
supercriticos

Fluido supercritico € um gas que se encontra em uma
temperatura em que o mesmo nao pode ser liquefeito por
compressao isotérmica, sendo chamada de temperatura
critica, o gas apresenta baixa viscosidade e elevada
densidade permitindo a extragdo de solutos por matrizes
solidas.

As substancias mais utilizadas séo:
metano,etileno,etano, porém o gas carbdnico apresenta
caracteristicas apreciadas para a extragdo, apresenta
facilidade de separagao do soluto por ser extremamente
volatil, ndo téxico, ndo inflamavel, relativamente barato e
nao apresenta odor.

Obtém-se o6leos de melhor qualidade pois a extragéo
mantém a integridade dos compostos ativos.

Tem como desvantagem o alto
grau de periculosidade, devido a
utilizacdo de altas pressoes
empregadas, no caso do gas
carbOnico necessita de uma
pressao de 200 atm.

Enfloragédo
(Enfleurage)

Utilizado para flores que apresentam baixos teores de
Oleos essenciais, que por serem instaveis, ndo se pode
utilizar métodos como a destilagdo por arraste a vapor
devido a perda quase completa dos compostos

O processo € bastante
complexo e caro.

lento,
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aromaticos.

Esse método consiste na decomposigéo das pétalas das
flores em temperatura ambiente sobre uma camada de
gordura (absorve os constituintes volateis) durante um
certo periodo de tempo, sendo as pétalas substituidas
por novas até a saturacao total, onde a gordura é tratada
com alcool sendo destilado em temperaturas baixas, o
6leo extraido possui alto valor comercial

Prensagem a frio | Método utilizado para extracao dos o6leos volateis de

frutos citricos, onde coloca-se os frutos inteiros
diretamente em uma prensa hidraulica, sendo coletados
0 suco e o 6leo presente nas cascas e depois a emulsao
formada com a agua é separada por centrifugacao,
decantacao ou por destilagao fracionada.

Fonte:LEVANTAMENTO E ANALISE DE METODOS DE EXTRACAO DE OLEOS ESSENCIAIS
Jeniffer Cristina Silveira (2012)

1,6- Resolugao cinética

O que ¢ a resolugao cinética: de acordo com o Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC), refere-se a separagdo parcial ou completa dos
enantidmeros de um racemato (que contém ambos os enantidmeros), em virtude de
taxas desiguais de reacado dos enantibmeros com um agente quiral. Se este agente
for uma enzima é denominado resolugcdo cinética enzimatica ou resolugao
biocatalitica.

Se o processo de resolugao cinética enzimatica for eficiente, espera-se que a
diferenca das energias de ativacdo dos complexos seja maior ou igual a 18,83
kJ/mol para que somente um dos enantibmeros seja transformado no produto
desejado, e assim, a conversdao maxima tedrica € de 50% e possuem elevada
pureza optica (ee>99%), para se determinar o quanto a enzima consegue distinguir
os enantibmeros é utilizada o coeficiente enantiomérico conhecido como valor E,
quando E for 1 significa que a reacdo € nao-seletiva, enquanto E > 20 sao
consideradas uteis para a sintese organica.

1,7- Lipase:

De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica Molecular (IUBMB)
classificaram as enzimas de sete grandes classes de acordo com a reagao que
catalisam, sendo codificados inicialmente com a abreviagdo E.C (Enzyme
Comission) e pode ser seguida por até 4 numeros referentes as subclasses que a
enzima pertence (Bandeira,2015).



https://www.conhecer.org.br/enciclop/2012b/ciencias%20exatas%20e%20da%20terra/levantamento%20e%20analise.pdf
https://www.conhecer.org.br/enciclop/2012b/ciencias%20exatas%20e%20da%20terra/levantamento%20e%20analise.pdf
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Figura 12- Classificagdo das enzimas de acordo com a IUBMB
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Fonte: Chapter 2- Classification of enzymes and catalytic properties (2020)

As lipases apresentam-se como EC 3.1.1.3, referenciando que elas séo das
classes das hidrolases (EC 3), atuando em ligagcbes éster (EC 3.1.) de ésteres
carboxilicos (EC 3.1.1.), e que séo lipases (EC 3.1.1.3) (Webb,1992).

Seu mecanismo de reagao € descrito como uma triade catalitica formada pelos
seus aminoacidos presentes, sendo estes, o acido aspartico, histidina e a serina,
denominada como serina hidrolases (Angajala et al,2016), tendo o seu mecanismo
de reacao explicado abaixo.



Figura 13- Mecanismo das Serinas hidrolases
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Conforme observado na figura acima, o mecanismo consiste em 2 etapas:

(1) O residuo de &acido aspartico abstrai um préton do nitrogénio do anel
imidazdlico da histidina, onde este abstrai um préton da hidroxila do residuo
de serina para manter o anel aromatico, o oxigénio da serina que contém um
par de elétrons livres realiza um ataque nucleofilico ao doador de acila
resultando na liberacdo um alcoxido, onde este € rapidamente protonado ao
alcool correspondente.

(2) Quando a etapa 1 é encerrada, o intermediario formado acil-enzima é
estabelecido, onde este sofre um ataque nucleofilico de uma espécie ao seu
carbono carbonilico do grupo acetil, os residuos de aminoacidos da triade
retornam aos seus estados iniciais pela transferéncia dos protons de forma
inversa a ocorrida na primeira etapa e o produto formado é liberado do sitio
catalitico da enzima. (Bornscheuer e Kazlauskas,2006; Faber,2011)

Para determinar qual € o melhor enantibmero que sera formado na biocatalise

com as lipases, os sitios cataliticos sdo importantes para o entendimento da
enantiosseletividade dessas enzimas, sendo estes bastantes caracteristicos,
formados por dois bolsées, sendo 1 grande representado em azul e 1 menor

representado em vermelho (Kazlauskas et al,1991). Observado na figura abaixo:

5 retirado do Trabalho de Concluséo de Curso- com o titulo- “ Resolugdo Cinética Enzimatica em
Sintese Organica: Desenvolvimento de Mini Biorreatores”
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Figura 14- Representacao do perfil do sitio catalitico das lipases

N30 s2 encaixa

Encaixa

Azul- Bols&o Grande
(Z)-acetato de linalila Vermelho- Bols3o
Peagueno
Fonte: Préprio Autor (2022)

Devido aos bolsbes dos sitios cataliticos das lipases, a enantiosseletividade é
de acordo com o tamanho dos substituintes ligados ao centro quiral do substrato, o
enantidmero com a melhor configuracdo para o encaixe dos bolsdes € a que reage
preferencialmente, esta regra € chamada de regra de Kazlauskas, e portanto,
moléculas com diferencas de tamanhos dos grupos ligados no centro quiral sao
melhor resolvidas pelas lipases (Kazlauskas et al,1991).

1,8- Aplicagao da Lipase em sintese organica:

As lipases sao enzimas hidroliticas mais exploradas na obtencdo de compostos
enantiomericamente puros, estimando-se que 40% de todas as biotransformacoes
relevantes para a industria sdo realizadas por essas enzimas (Bandeira,2015).

Conforme a Tabela 3, mostra as principais lipases comercializadas para fins de
pesquisa em laboratérios de pesquisa e para as industrias e sua principal aplicacao.

Tabela 3- Lipases comerciais disponivel

Origem Fonte de lipases Aplicagoes
Fungo Candida rugosa Sintese organica
Fungo Candida antarctica Sintese organica
Fungo Thermomyces lanuginosus Aditivo de detergentes
Fungo Rhizomucor miehei Processamento de alimentos
Bactéria Burkholderia cepacia Sintese organica
Bactéria Pseudomonas alcaligenes Aditivo de detergentes
Bactéria Pseudomonas mendocina Aditivo de detergentes

Sintese organica na catalise de
Bactéria Chromobacterium viscosum triglicerideos em glicerol e acido
Fonte: Resolugdo cinética enzimatica de alcoois alifaticos empregando lipase de metagendmica
(2015)
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Sendo que as lipases microbianas apresentam uma grande diversidade de

aplicagdes industriais, por serem mais estaveis em relagdo aos animais, vegetais,
podem ser produzidas a baixos custos,com alta velocidade de sintese, grande
versatilidade, e com maior simplicidade na manipulagdo ambiental e genética da
capacidade produtiva dos microrganismos, sendo na maioria extracelulares, que
facilita a sua extragéo, isolamento e purificagdo (Bandeira,2015).

As lipases tém como potencial biotecnolégico é de catalisar diversas reagdes,
sendo estas a esterificagdo, transesterificacdo e a hidrdlise, usando as lipases
microbianas como exemplo para utilizagdo em escala industrial.

e Industria alimenticia:producdo de aditivos alimentares-intensificagdo de
aroma,hidrolise de gordura do leite, aceleragdo do processo de maturagéo,
fabrico de derivados de queijo e hidrdlise de gorduras e 6leo ;

Industria de detergentes: hidrdlise de gorduras;

Industria de cosméticos: remocgao de lipideos;

Tratamento de efluentes: decomposicao e remocéo de substancias oleosas;
Quimica fina: sintese de ésteres;

Industria farmacéuticas: utilizados para reconhecimento, sintese de produtos
opticamentes puros, producdo de antidepressivos, anti-hipertensivos e
vasodilatadores;

Na quimica fina e na farmacéutica a utilizacao das lipases estao cada vez mais
comuns, devido as caracteristicas cataliticas de quimio-,regio- e/ou
estereosseletividade.

Na industria oleoquimica também sao enormes, através da transesterificagdo de
triglicerideos com alcoois de cadeia curta, podendo ser estes Oleos de girassol,
soja,coco e palma,entre outros.
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2. Objetivo

Para adequacao dos processos industriais aos principios da Quimica Verde,o
escalonamento de reagbes ambientalmente amigaveis que transformam substratos
em produtos de alto valor agregado é fundamental e a biocatalise tem se mostrado
como uma alternativa muito viavel para tal propésito. O objetivo do trabalho,
portanto, consiste na construgdo e implementacdo de um mini biorreator de leito
fixo, preenchido com lipases imobilizadas em alginato de calcio, visando a resolugéo
cinética enzimatica de acetato de linalila sob fluxo continuo para a aplicacdo em
sintese de (S)-linalol, muito visado para as industrias de cosméticos.
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3 - Procedimento Experimental:

Para as resolucgdes cinéticas realizadas, os reagentes utilizados foram: Acetato
de linalila (Sigma-Aldrich, 97%), etanol grau PA (Synth,99,5%) ou HPLC (Tedia). O
tampao fosfato utilizado no primeiro momento do experimento foi feito com fosfato
de sodio bifasico heptaidratado (Synth, 98-102%) e fosfato de potassio monobasico
anidro (Nuclear, 98%) e o tampao Tris/HCI foi produzido com Tris base (KASVI,
99,9%) e acido cloridrico (Fmaia, 37%). A lipase utilizada foi a CRL (Candida
Rugosa Lipase) (Sigma-Aldrich, 2 U/mg).

Todas as extragbes feitas utilizaram acetato de etila grau HPLC e sulfato de
magnésio (Vetec, 98%), como agente secante.

Todas as analises de cromatografia gasosa foram feitas utilizando acetato de
etila grau HPLC (Panreac, 99,9%).

As imobilizagbes utilizaram alginato de sédio Protanal® PC6650 e cloreto de

célcio (Vetec, 96%).

3.1- Anadlises cromatograficas

3.1.1- Cromatografia gasosa com detector por ionizagdo com chama (GC-FID-
Gas Chromatography- Flame lonization Detector)

As analises em GC-FID foram realizadas em cromatégrafo gasoso SHIMADZU
GC-2010 Plus utilizando a coluna RTX-5 (fase normal). O injetor utilizado foi do tipo
Split em razdo 1:100 e o gas de arraste foi hidrogénio a 1,22 mL.min™".

A coluna HP-5 possui as dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 ym. O método
utilizado foi: temperatura inicial 80°C (mantida por 3 minutos). velocidade de
aquecimento 30°C/min, temperatura final 280°C (mantida por 3 minutos). As
temperaturas do injetor e do detector foram de 260°C e 300°C, respectivamente, e
as injegbes foram de 1,0 uL na concentragéo de 0,25 e 1,5 mg.mL™".

A coluna HP-5 ocorreu em junho a quebra dele, perdendo cerca de 2,5 m, tendo
como consequéncia a mudanga no tempo de retencao.

3.1.2- Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS -
Gas Chromatography- Mass Spectrometry).

A analise foi feita em cromatdgrafo gasoso 7890B acoplado a espectrémetro de
massas 5977A da marca Agilent, com fonte de ionizagdo por elétrons a 70 eV. A
coluna utilizada foi a HP-5MS com o seguinte método: temperatura inicial de 80°C
(mantida por 30 minutos), velocidade de aquecimento de 30°C/min até a
temperatura final de 280°C (mantida por 3 minutos). As temperaturas do injetor e da
linha de transferéncia foram de 260°C e 280°C, respectivamente, utilizando- se
hidrogénio como gas de arraste a uma vazao de 1,22 mL.min™". As injegdes foram
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feitas com volume de 1,0 uL em concentragédo proxima a 0,5 mg.mL™", no modo Split

em razao 1:100.

3.2- Resolugoes cinéticas enzimaticas

3.2.1- Resolucao cinética do acetato de linalila catalisada pela enzima CRL
(Candida Rugosa Lipase) livre no shaker de agitagao orbital.

Para o erlenmeyer 1, adicionaram 10 mL de tampéao fosfato 0,2 M pH 7,0 a um
erlenmeyer de 250 mL e 250 mg da enzima CRL, para o erlenmeyer 2, adicionaram
40 mL de tampéo de fosfato 0,2 M pH 7,0 a um erlenmeyer 250 mL e 250 mg da
enzima CRL, para os erlenmeyers 3 e 4 , foram os brancos das reacgbes para
avaliagao dos resultados, no erlenmeyer 3, adicionar 10 mL de tampao fosfato 0,2 M
e pH 7,0 e para o erlenmeyer 4, adicionar 40 mL de tampao fosfato 0,2 M pH 7.0.

Deixar os 4 erlenmeyers foram mantidos no shaker com rotacéo de 150 rpm e
na temperatura de 30°C por 5 minutos e os substratos foram preparados em 4
eppendorfs adicionar 100 mg de acetato de linalila solubilizado em etanol grau PA
ou HPLC até completar de 1,0 mL do eppendorf.

Apé6s os 5 minutos, os substratos foram adicionados nos erlenmeyers e as
aliquotas das reacdes foram retiradas no periodo de 24 horas.

3.2.2- Imobilizagao enzimatica em esferas de alginato de calcio.

Para a producao de esferas de alginato de calcio com enzimas imobilizadas,
solubilizar- se 15 mg de lipase de Candida Rugosa em 25 mL de agua destilada e
25 mg de alginato de sédio foram adicionados, agitando a solugédo até a
homogeneidade. Essa mistura foi entdo extrudada em solucéo de cloreto de calcio
0,2 mol.L™" utilizando-se de uma bomba peristaltica da marca MILAN, modelo 202,
série 38 10.

3.2.3- Teste de resisténcia das esferas de CRL imobilizadas no tampao
fosfato.

Apds a formacgdo das esferas de CRL, utilizando de um mini reator, foi
elaborado um teste de resisténcia dessas esferas com o tampao fosfato 0,2 M pH
7,0, deixando-os agitar durante um intervalo de tempo, na qual, foi constato que 1
hora apds o inicio da agitacéo, as esferas foram destruidas uma vez que o fosfato
sequestra o calcio presente no alginato, tendo como consequéncia, o
desprendimento das enzimas.

Foi necessario mudar o tampao utilizado, optando pelo tampao Tris-HCI 1 M,
pH 7.0.
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3.2.4- Resolugao cinética do acetato de linalila catalisada por enzimas de

Candida Rugosa Lipase imobilizadas.

Para o erlenmeyer 1, foi adicionado 40 mL de tampéao Tris-HCI 1 M pH 7,0 a
um erlenmeyer de 125 mL e 250 mg da enzima CRL imobilizada, para o erlenmeyer
2, foi adicionado 40 mL de tampéao Tris-HCI 1 M pH 7.0. Os 2 erlenmeyers foram
mantidos no shaker de agitagao orbital a 150 rpm e na temperatura de 30°C por 5
minutos e os substratos foram preparadas em 2 eppendorfs com 100 mg de acetato
de linalila solubilizado em etanol grau PA ou HPLC até a marca de 1,0 mL do
eppendorf.

Apds os 5 minutos, os substratos foram adicionados nos erlenmeyers, sendo
que as aliquotas das reacdes foram retiradas em intervalos de tempo de 24 horas
durante 1 semana para monitoramento em CG-FID, avaliando a conversdo da
reagao. Apds 1 semana, a mistura reacional foi filtrada para a retirada da enzima,
realizando-se trés extragdes de 20,0 mL de acetato de etila. A fase orgénica foi seca
com sulfato de magnésio (MgSO.) seco e filtrada para ser evaporada a pressao
reduzida em um rota-evaporador.

3.2.5- Resolugao cinética do acetato de linalila catalisada por enzimas de
Candida Rugosa Lipase imobilizada e empacotadas no reator.

Para o reator, foi adicionado 42 mL de tampéo Tris-HCI 1 M pH 7,0, em um
frasco SCHOTT de 50 mL adaptado para o sistema, e 39 mg de acetato de linalila
extraido com etanol grau PA ou HPLC, a enzima foi empacotada na coluna de
reagcdo, em determinados intervalos de tempo foram recolhidas aliquotas para
monitoramento no CG-FID, onde n&o foi obtido éxito na reacao.

3.2.6- Resolucao cinética do acetato de linalila catalisada por enzimas de
Candida Rugosa Lipase imobilizadas no shaker de agitagao orbital .

Para o erlenmeyer 1, foi adicionado 40 mL de tampéao Tris-HCI 1 M pH 7,0 a
um erlenmeyer de 125 mL e 100 mg da enzima CRL imobilizada, para o erlenmeyer
2, foi adicionado 40 mL de tampéao Tris-HCI 1 M pH 7.0. Os 2 erlenmeyers foram
mantidos no shaker de agitagao orbital a 109 rpm e na temperatura de 30°C por 5
minutos os substratos preparados em 2 eppendorfs com 50 mg de acetato de linalila
solubilizado em etanol grau PA ou HPLC até a marca de 1,0 mL do eppendorf.

Apds os 5 minutos, os substratos foram adicionados nos erlenmeyers e
reiniciar a rotagdo em 109 rpm, sendo que as aliquotas das reacdes foram retiradas
em intervalos de tempo de 24 horas durante 1 semana para monitoramento em CG-
FID, avaliando a conversao da reacdo. Apés 1 semana, a mistura reacional foi
descontinuada e descartada.
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4- Resultados e Discussoes:

O objetivo principal deste projeto € desenvolvimento de um novo sistema de
resolugdo cinética enzimatica do acetato de linalila visando a obtencéo do linalol
enantiomericamente puro utilizando mini biorreator. para isto foi desenvolvido um
reator de leito fixo com a enzima imobilizada em microesferas de alginato de calcio.

A resolucao cinética enzimatica foi realizada pela lipase por uma reacéo de
hidrolise do substrato acetato de linalila (Figura 15)

Figura 15 - Reagao de resolugao cinética enzimatica.
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H4C o‘f( Higke, S

Lipase
Tampdo
Tris-HCl, pH 7.0
30°C HaC
Acetato de linalila racémico [S]-Liﬂaim (H:‘- Acetato de linalila

Fonte: Préprio Autor. (2022)

4.1- Resolugéo cinética enzimatica do acetato de linalila e linalol.

4.1.1- Caracterizacao e analise cromatografica do acetato de linalila e do
linalol.

Primeiramente os dados cromatograficos do acetato de linalila e o linalol foram
obtidos para o monitoramento das reag¢des de resolugao.

Tendo a disposicao os padrdes analiticos do substrato acetato de linalila e do
produto linalol, uma andlise em GC-FID foi realizada, obtendo- se os
cromatogramas, que indicam os tempos de retencao (tr) do acetato de linalila igual
a 6,442 e o do linalol igual a 5,346.

4.1.2- Resolugao cinética do acetato de linalila catalisada pela enzima CRL
(Candida Rugosa Lipase) livre no shaker de agitagao orbital.

Relatado no item 3.2.1 a extracdo ndo ocorreu de forma esperada, a enzima de
Candida Rugosa Lipase (CRL) livre forma emulsificagdo com o acetato de etila grau
PA ou HPLC, sendo necessario mais etapas para a extragdo do produto, portanto,
esta abordagem foi descontinuada e optou-se para a imobilizagdo das enzimas.
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4.1.3- Imobilizagao enzimatica em esferas de alginato de calcio.

A imobilizacao da lipase em alginato de calcio é frequentemente realizada na
forma de esferas, utilizando uma seringa contendo a solugédo de alginato de soédio
com a enzima a ser imobilizada gotejando em uma solugédo de cloreto de calcio,
formando as esferas instantaneamente, como apresentado na Figura 16.

Figura 16 - Imobilizacdo em forma esférica da enzima com alginato de calcio.

iy . ¥R -
Fonte: Préprio Autor.(2022)

Para avaliar o tamanho das esferas obtidas pelo método de esferificacao,
realizou-se um estudo relacionado aos didmetros das agulhas disponiveis no
laboratério e tamanho das esferas de alginato de calcio obtidas. Os dados séo
mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Diametros das agulhas e das esferas produzidas.

Agulhas n° Diametro agulha (mm) Diametro médio esferas de
alginato (mm)

1 07 1,6
2 1.4 2,4
3 2,0 2,5

Fonte: Januario,Gabriel. (2017)

Como o objetivo era obter um microrreator, optamos por selecionar as esferas
de 1,6 mm geradas quando utilizamos a agulha de didmetro de 0,7 mm.

4.1.4- Resolugao cinética do acetato de linalila catalisada por enzimas de
Candida Rugosa Lipase imobilizadas no shaker de agitagao orbital.
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Como descrito no item 3.2.4, a extragao dos compostos foram caracterizados por

CG-FID, onde os tempos de retencdo (tr) do acetato de linalila igual a 6,449 e do
linalol igual a 5,347 .

Figura 17 - Cromatografia da analise do item 3.2.4 na coluna RTX-5
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Fonte: Préprio Autor (2022)

Analisando a corrida cromatografica, observa-se que entre os picos do produto
e do substrato, respectivamente, ha dois picos formados, onde pela analise do CG-
MS, foi identificado a formagao do produto (S)-Linalol, a partir do pico do substrato,
houve o consumo deste para a formagao majoritaria do produto de interesse,
também foi identificado a formacédo dos produtos laterais da reacdo, sdo os dois
picos entre os picos do substrato e produto.

Figura 18- Espectros de massas da reagéao.
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Fonte: Préprio Autor.(2022)
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Analisando separadamente cada pico formado pelo CG-MS, sendo analisados

cada pico respectivamente:

° Pico 1 - Identificado como linalol.

Figura 19 - Analise do pico 1 da cromatografia do CG-MS
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Fonte: Proprio Autor (2022)

Pela analise foi identificado o produto linalol comparando com o espectro de
massas tedrico pela NIST - NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND
TECHNOLOGY  (U.S. Department of  Commerce). Disponivel em:
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=78-70-6. Acessado em: 23/11/2022.



https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=78-70-6

Figura 20 - Espectro de Massas do linalol
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e Pico 2 - Identificado como a- Terpineol.

Figura 21 - Analise do pico 2 da cromatografia do CG-MS.
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Pela anadlise foi identificado o produto linalol comparando com o espectro de
massas tedrico pela NIST - NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND


https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=78-70-6

TECHNOLOGY

(U.S. Department of

Commerce).
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Disponivel

em:https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=98-55-5. Acessado em: 23/11/2022.

Figura 22 - Espectro de Massas do a- Terpineol.
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Fonte: https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=98-55-5.(2021)

e Pico 3 - Identificado como acetato de linalila.

Figura _23 - Analise d_o pico 3 da cromatografia do CG-MS.
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Pela analise foi identificado o produto linalol comparando com o espectro de

massas tedrico pela NIST - NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND
TECHNOLOGY  (U.S. Department of  Commerce). Disponivel em:
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C115957&Mask=200. Acessado em:
23/11/2022.

Figura 24 - Espec_tro de Massas de acetato de linalila.
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Fonte:https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C115957&Mask=200 (2021)

4.1.5 - Resolugao cinética do acetato de linalila catalisada por enzimas de
Candida Rugosa Lipase imobilizada e empacotadas no reator.

Para o reator foi necessario adaptar o didmetro da esfera de alginato de calcio,
reduzindo o didmetro para 1 mm em média, foi necessario utilizar uma adaptacao
com a bomba peristaltica e uma pegca em T (Figura 25) para maior fixagdo da
agulha. Conforme a Figura 26,

Figura 25 - A pegca metalicaem T

o g

Fonte: Januério,Gabriel. (2017)
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Figura 26 - Sistema construido para a redugao do tamanho das esferas de alginato de calcio
Entrada solugdo alginato
de sodio + enzimas

2 Peca metélica
emT

" Gotas solugio alginato
de sadio + enzimas

Fonte: Adaptado pelo autor.(2022)

Com a adaptagao pronta foi acoplada a bomba peristaltica e configurada a
velocidade 5, para a formacdo das esferas de tamanho adequado para o
empacotamento da coluna (Figura 27), conforme a Figura 28 .

Figura 27 - Coluna sem as esferas de alginato de calcio.




43
Figura 28- Coluna empacotada com alginato de calcio.

Com a coluna montada e ajustando o volume de esferas de alginato de calcio
formados para preencher a coluna, foi montado o reator, representado na Figura
29 , a bomba peristaltica foi configurada a velocidade 5 que é a velocidade minima
gque move os roletes responsaveis para moverem, pressionarem e fecharem a
mangueira para a bomba peristaltica, ocasionando o0 vacuo necessario para
deslocar o fluido.(SPLABOR BLOG- EQUIPAMENTOS PARA LABORATORIOS.
Disponivel em: https://www.splabor.com.br/blog/bombas-peristalticas-2/aprendendo-
mais-0-que-e-e-como-funciona-uma-bomba-peristaltica/. Acessado em: 22/11/2022.



https://www.splabor.com.br/blog/bombas-peristalticas-2/aprendendo-mais-o-que-e-e-como-funciona-uma-bomba-peristaltica/
https://www.splabor.com.br/blog/bombas-peristalticas-2/aprendendo-mais-o-que-e-e-como-funciona-uma-bomba-peristaltica/

44

Figura 29 - Montagem do reator.
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No pirex foi adicionado agua até cobrir totalmente a coluna, sendo aquecido com
0 aquecimento do proprio agitador magnético e a temperatura controlada com o
auxilio do termémetro. Foi necessario o auxilio de um peso para que a coluna
continuasse submersa na agua, foi utiizada uma pedra para ser esse peso
conforme a Figura 30 .



45
Figura 30-
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Fonte: Préprio Autor. (2022)

Durante o experimento, foi observado que a bomba peristaltica durante um
determinado intervalo de tempo, os roletes e consequentemente o movimento
circular do equipamento era parado, ocasionando que o substrato pode ter sido
retido, ndo tendo contato com as esferas imobilizadas de CRL.

Na analise do CG-FID, nao foi localizada a corrida do substrato quando
retirada a aliquota da reagado, e esse mesmo resultado foi observado na aliquota
concentrada da reagao, e portanto, como nao se obteve éxito na reacao pelo reator,
foi retornado ao shaker de agitagéo orbital.

4.1.6- Resolucao cinética do acetato de linalila catalisada por enzimas de
Candida Rugosa Lipase imobilizadas no shaker de agitag¢ao orbital.

Conforme o item 4.1.4, foi realizado novamente a reacédo no termo shaker, onde
a corrida cromatografica ficou idéntica ao anterior, formando novamente os
subprodutos.
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5 - Conclusao

Diversas condigdes reacionais para a resolugao cinética enzimatica do acetato
de linalila foram avaliadas para tornar a reagao mais apropriada, como o tipo de
solvente e o tipo de enzima. O melhor resultado obtido foi a resolugéo cinética
enzimatica via hidrélise do acetato de linalila catalisada pela lipase imobilizada de
Candida Rugosa a 30 °C, onde foi observada a produg¢ao do produto de interesse e
de subprodutos.

A mesma reagao foi novamente estudada para um mini biorreator, que durante
o experimento ndo houve éxito, podendo ser a quantidade de substrato utilizada ter
sido diluida durante o experimento e/ou a bomba peristaltica ndo rotacionar durante
um prolongado periodo de tempo. Devido ao estudo do cromatograma obtido por
GC-FID n&o obter o pico do substrato acetato de linalila e nem do produto (S)-linalol.
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