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RESUMO

Flavondides possuem grande espectro de acdo, tais como, atividade antioxidante, anti-
inflamatdria e antitumoral. A esterificacdo por lipases é uma alternativa para melhorar a
solubilidade desses compostos. Desta forma, avaliou-se a espécie Passiflora edulis (maracuja)
como matéria-prima para obtencao de flavonoides que foram esterificados utilizando lipase de
Candida antarctica tipo B (CALB) imobilizada em resina acrilica comercial (Novozyme 435)
e em nanoparticulas magnéticas (NPM). Os extratos etanélicos foram obtidos a partir da casca
do maracuja seca e pulverizada. Quantificou-se o teor de flavonoides por cromatografia
liquida - HPLC. Obteve-se 35 mg/L de flavonoides nos extratos, indicando o potencial do
maracuja como fonte destes antioxidantes. O trabalho desenvolvido teve como objetivo
analisar as diferentes técnicas de extracdo de flavonoides, isolar e quantificar flavonoides
glicosilados isoorientina e isovitexina e produzir ésteres de flavonoides através da reacédo de

esterificacdo utilizando a CALB.
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INTRODUCAO

Flavonoides sdo compostos fenolicos naturais presentes em uma grande variedade de
espécies vegetais e exibem inumeros efeitos benéficos sob a saude humana (atividade
antioxidante, anti-inflamatdria e antitumoral). Esses flavonoides podem ser encontrados na
espécie Passiflora edulis (Passifloraceae), popularmente conhecida como maracuja amarelo
(RUDNICKI et al., 2007).

Apesar dos flavonoides apresentarem elevado potencial antioxidante, sua baixa
hidrofobicidade leva a uma baixa capacidade em atravessar membranas bioldgicas e,
consequente reducéo na distribuigéo tecidual em organismos vivos (WANG et al.,2010). Para
que tais problemas possam ser resolvidos, as propriedades fisico-quimicas destas substancias
devem ser modificadas de modo que sua lipofilicidade aumente de forma que atravessem as
barreiras biologicas efetivando a acdo farmacoldgica desejada. Para isso, reagbes de
esterificacdo podem ser realizadas com o intuito de se introduzir uma cadeia apolar nestes
compostos. Reagdes enzimaticas utilizando lipase como catalisador podem ser realizados em
condi¢cdes mais brandas, com alta seletividade e eficiéncia catalitica de maneira "limpa",
seguindo os preceitos da quimica verde (XANTHAKIS et al., 2010).

MATERIAL E METODOS

As diferetes técnicas de extracdo de flavonoides foram utilizadas a partir do descrito na
literatura (Liu et al., 2014). As seguintes técnicas foram avaliadas: Soxhlet e ultrassénica.
Utilizou-se como solvente para a extracdo, solucdo de etanol 60 % (v/v) a temperatura
ambiente e 60°C. Quantificou-se o teor de flavonoides empregando cromatdgrafo Finnigan
acoplado a um detector UV/PAD e controlado pelo software ChromQuest.

A solubilidade do extrato liofilizado foi avaliada frente a diferentes solventes organicos
e sistemas de solventes: hexano, 1,4-dioxano, n-heptano, terc-butanol, metanol, acetona,
alcool tert-amilico, alcool iso-amilico, dimetilsulféxido (DMSO), acetona/piridina (9/1), tert-
butanol/piridina (9/1). A mistura foi mantida sob agitacdo orbital a 50 °C durante 12 — 24
horas e utilizou-se, ainda, ultrassom para auxiliar a dispersdo do extrato no solvente. A
mistura, solvente mais extrato liofilizado, foi submetida ultrassom durante 60 segundos e
poténcia de 100 Watts. Apos este periodo a mistura foi mantida sob agitagdo orbital a 50 °C
durante 12 — 24 horas. As misturas que apresentaram dispersao e/ou solubilizacdo no solvente
testado foram analisadas por CLAE para determinacéo de flavonoides totais glicosilados.

A reacdo foi conduzida em agitador rotativo durante 48 horas a 50 °C. A concentracdo

inicial de flavonoides totais foi equivalente a 10 mg/L. Utilizou-se o dimetilsulféxido



(DMSO) como solvente, ap6s secagem. A CALB imobilizada em nanoparticulas magnéticas
(NPM) ou resina acrilica foi fornecida a uma concentracdo de 10 g/L no meio reacional.
Empregou-se o acido oleico como doador acil e sua concentracdo foi correspondente a uma
razdo molar acido oleico/flavonoide equivalente a 10. Apds o periodo da reacdo, separou-se 0
derivado do meio reacional e este foi analisado por CLAE para quantificacdo dos flavonoides
totais. As reacdes de esterificagdo foram avaliadas em um sistema modelo em que a rutina foi
utilizada como flavonoide glicosilado, devido a dificuldade de solubilizacdo do extrato
liofilizado da casca de maracujd. A reacdo foi conduzida em agitador rotativo a 200 rpm
durante 72 horas a 50 °C. O acompanhamento cinético foi realizado através de amostragens a
cada 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As técnicas estudadas para a extracdo por ultrassom apresentou melhor resultado nas
seguintes condicGes: razdo soélido-liquido de 1/20 (g/mL), tempo de extracdo de 2 horas
dividido em 4 ciclos e temperatura ambiente. Obteve-se 0,95 mg/g casca seca. O teor de
flavonoides foi comparativamente equivalente ou maior ao reportado para outras fontes de
flavonoides encontradas na literatura, tais como, cebola (0,71 — 0,80) (Rhodes e Price, 1996),
tomate (0,005 — 0,03) (Willcox et al., 2003), mel (0,03) (Yao et al., 2003) expressos em
termos de mg de flavonoides/g de matéria-prima, resultados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Técnicas de extracdo, condicGes operacionais, teor de flavonoides e produtividade

Temoo Razao Toor Produt.

Técnica T (°C) [N ciclos (h)p S/L (malg) (mglg
(g/mL) | \M99 h)

Soxleht 60 1 2 1/100 0,79 0,35
Soxleht 60 1 2 1/20 0,16 0,08
Soxleht 60 2 4 1/20 0,27 0,07
Ultrassom 25 2 1 1/20 0,4 0,4
Ultrassom 25 4 2 1/20 0,95 0,45

Fonte: Autores

Dentre os solventes testados, o alcool tert-amilico foi capaz de dispersar o extrato
liofilizado e 0 DMSO mostrou-se como unico solvente capaz de solubilizar completamente o
extrato.

Dadas as dificuldades de avaliar a esterificacdo dos flavonoides presentes no extrato da
casca de maracuja, optou-se por testar um sistema modelo utilizando a rutina como flavonoide

glicosilado padréo, dada a sua disponibilidade sob a forma purificada.



A esterificacdo enzimética da rutina foi avaliada em dois sistemas com e sem controle da
atividade de &gua durante a reacdo através da adicdo de zedlita 3A ao meio reacional, sendo
monitorada nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas. Observou-se que o controle de 4gua no meio
reacional favoreceu a formacao do produto e o consumo da rutina. A reducdo da concentracao
de produto no ensaio com menor atividade de &gua pode estar relacionada a reducéo da
solubilidade da rutina no meio reacional o que acarretou sua precipitagdo durante a reagéo.

CONCLUSOES

A utilizacdo de flavonoides, a partir da biomassa da casca do maracuja amarelo, tem
como aplicagdo seu uso farmacéutico ou alimenticio. Dos métodos utilizados para extragdo, o
ultrassom é o que obteve-se melhor resultado, considerando os parametros adotados. A
dificuldade em solubilizar o extrato liofilizado da casca de maracuja em um solvente
adequado a conducdo da reacdo demonstrou a necessidade de realizar uma
separacao/purificacdo para obtengédo dos flavonoides isoorientina e isovitexina, para posterior
esterificacdo utilizando CALB imobilizada. O estudo realizado com a rutina mostrou que
houve formacdo de produto e que a concentracdo deste foi fortemente influenciada pela

atividade de agua.
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