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RESUMO - Flavonobides possuem grande espectro de acdo biologica, tais como,
atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antitumoral. Entretanto, sua utilizacdo em
formulag6es industriais é limitada devido a baixa solubilidade em meios lipofilicos. A
esterificacdo por lipases tem sido utilizada para melhorar as propriedades dos flavonoides.
Desta forma, avaliou-se a espécie Passiflora edulis (maracujd) como matéria-prima para
obtencdo de flavonoides que serdo submetidos a esterificacdo utilizando lipase de
Candida antarctica tipo B (CALB) imobilizada em nanoparticulas magnéticas e cujos
resultados serdo comparados com CALB imobilizada em resina acrilica comercial. Os
extratos etandlicos foram obtidos por extracdo sélido-liquido da casca do maracuja seca
que, apds evaporacdo do solvente, foram liofilizados e armazenados a 4 °C. Determinou-
se o teor de flavonoides em HPLC empregando detector UV/PDA. Obteve-se 35 mg/L de
flavonoides nos extratos, indicando o potencial do maracujd como fonte destes
antioxidantes.

1. INTRODUCAO

Flavondides sdo compostos fenolicos naturais que ocorrem em uma grande variedade
de espécies vegetais e exibem inimeros efeitos benéficos para a salde humana. Estas
substancias apresentam grande poder antioxidante além de possuirem efeito vasodilatador, anti-
inflamatério, anticancerigeno, antiviral e antibacteriano (Bendini et al., 2006). Grande
quantidade desses flavonoides podem ser encontrados na espécie Passiflora edulis
(Passifloraceae), popularmente conhecida como maracuja amarelo (Rudnicki et al., 2007).
Cascas dos frutos deste vegetal sdo subprodutos da industria alimenticia e, portanto sdo
considerados residuos industriais. Estas industrias geram uma grande quantidade desses
residuos, pois juntamente com suas sementes representam cerca de 70 % do peso do fruto
(Oliveira et al., 2002). O Brasil é um dos principais produtores mundiais de maracuja, e a
producdo de frutos, em 2009, concentrou-se nos estados da Bahia, Ceara, Sergipe, Espirito
Santo e Minas Gerais, representando cerca de 80% da producdo nacional. O Ceara é o segundo
maior produtor de maracuja do Brasil, representando cerca de 18% da producdo nacional
(EMBRAPA).

Apesar de todas as a¢bes benéficas dos flavonoides, sua baixa hidrofobicidade prejudica
a sua acao farmacoldgica devido a reduzida capacidade em atravessar membranas biolégicas e
consequente reducdo na distribuicdo tecidual em organismos vivos. Além disso, a dificuldade
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de incorporacdo desses antioxidantes em algumas formulacGes farmacéuticas e produtos
alimenticios também é um problema por causa de sua baixa lipossolubilidade (Passicos et al.,
2004; Wang et al., 2010).

Os flavonoides que se apresentam na forma glicosilada possuem em sua estrutura
hidroxilas primérias glicosidicas que constituem pontos suscetiveis de funcionalizacdo por
lipases. Lipases sdo classificadas como hidrolases (triacilglicerolacil-hidrolases, EC 3.1.1.3),
mas sdo capazes de catalisar reacdes reversas, como esterificacdo, transesterificacdo e
lactonizacdo em meio ndo aquoso (Sharma e Kanwar, 2014; Arcos et al., 2001). A esterificacdo
seletiva da hidroxila priméria glicosidica de flavonoides catalisada por lipase confere a estes
antioxidantes aumento da lipofilidade acarretando um aumento em sua afinidade por
membranas bioldgicas e, desta forma, otimizando a acdo farmacoldgica desejada.

A espécie P. edulis apresenta principalmente em sua constituicdo os flavonoides: 2-
lucenina, 2-vicenina, isoorientina, isovitexina, luteolina-6-C-chinovosideo e luteolina-6-C-
fucosideo. Todos apresentam-se na forma glicosilada e possuem uma hidroxila priméaria na
molécula a qual é necessaria para a reacao de esterificacdo/transesterificacdo utilizando lipase
de Candida_antarctica tipo B (CALB) como catalisador. Destes, 0s que estdo em maior
quantidade na planta sdo a isoorientina e a isovitexina (Liet al., 2011). Suas estruturas quimicas
com o ponto de funcionalizacao indicado com uma seta estéo ilustradas na Figura 1.

Figura 1 - Estruturas quimicas dos flavonoides isoorientina (a) e isovitexina (b) com seus
pontos susceptiveis a esterificacdo utilizando CALB (indicados por uma seta).

A extracdo de compostos fendlicos a partir de produtos naturais tem atraido, nos ultimos
anos, o desenvolvimento de pesquisas no intuito de desenvolver processos e otimizar o
rendimento da extracdo (Pinelo et al., 2005). J& que constitui uma das etapas mais importantes
no isolamento, identificacdo e aplicacdo de compostos fendlicos, os métodos de extracdo tem
sido diversificados desde os métodos tradicionais através do uso de solventes (extracao liquido-
liquido, sélido-liquido), como métodos ndo convencionais (extragdo por fluido supercritico,
extragdo por ultrassom, extragdo mecénico-quimica, extragdo por micro-ondas, extragdo com
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infravermelho e extragdo com liquido pressurizado) (Chua, 2013, Xie et al., 2011, Liu et al.,
2014). Independentemente da técnica de extracdo, a extracdo sélido-liquido ocorre em dois
estagios: (1) tumefagdo e hidratacdo da matriz vegetal e (2) transferéncia de massa do soluto a
partir da matriz vegetal para o solvente por difusdo e pressdo osmotica (Vinatoru, 2001). Cada
método possui vantagens e desvantagens, cuja escolha influencia diretamente o rendimento e a
pureza do soluto. As principais varidveis que influenciam no processo sdo temperatura, razéo
solido-liquido, tempo de extracdo, numero de ciclos e concentracdo e tipo de solvente (Liu et
al. 2014, Xie et al., 2011). Em estudo da otimizacgdo de extracao sélido-liquido de flavonoides
totais a partir de Scutellaria baicalenses, Liu et al. (2014) obtiveram um rendimento de 19,437
mg flavonoides/g massa seca em condi¢fes otimizadas.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar métodos de extracdo solido-
liquido sobre o rendimento de extracdo de flavonoides a partir da casca de Passiflora edulis
(maracuja amarelo) para posterior esterificacdo utilizando lipase imobilizada em suportes
nanoestruturados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria-prima

Foi utilizada como matéria-prima a casca do maracuja seca e pulverizada adquirida
comercialmente.

2.2. Determinacéo do perfil cromatogréafico e quantificacdo dos flavonoides
glicosilados a partir dos extratos hidroetanolicos

As andlises foram conduzidas em cromatégrafo liquido Thermo Fisher Scientific
acoplado a um detector UV/PAD e controlado pelo software_ ChromQuest. A separacédo e
quantificacdo foi realizada em coluna Lichrospher RP-18 (250mm x 4 mm; 5um) fornecida
pela Merck. As analises foram conduzidas a temperatura ambiente, utilizando como eluente
uma mistura acetonitrila/agua deionizada (20:80), ajustada com acido trifluoroacético para pH
3,0. Empregou-se uma vazdo de 0,8 mL/min. As amostras, extratos hidroetandélicos, foram
injetadas automaticamente (20 pL) e monitoradas a 340 nm. Utilizou-se como flavondides
padrdes a isoorientina e a isovitexina grau HPLC (98%), ambas fornecidas pela Sigma. A curva
de calibracéo foi construida com solucGes dos padrdes em etanol 60% (v/v) com concentracdes
variando de 10 a 40 mg/L. Utilizou-se acetonitrila grau HPLC (TEDIA-Brazil) e os demais
solventes foram de grau analitico.

2.3. Técnicas de extracao

Foram avaliadas as seguintes técnicas de extracdo: solido-liquido em regime estético,
Soxhlet e ultrassonica. Utilizou-se como solvente solucdo de etanol 60 % (v/v) e as condi¢cdes
operacionais foram obtidas a partir da literatura (Ciric et al., 2012 e Liu et al., 2014). O extrato
hidroetandlico final de cada tipo de extracao, obtido pela juncéo das fracdes de cada ciclo, foi
diluido para 100 mL para posterior quantificacdo do teor de flavonoides.

Extracdo solido-liquido: A extracdo foi conduzida em tubos de centrifuga de 50 mL
mantidos a temperatura ambiente e sem agitacdo. Pesou-se 1,0 g da amostra e, em seguida,
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adicionou-se 20 mL do solvente. Apds cada ciclo, as amostras foram centrifugadas a 600g,
durante 5 min a 10 °C, separando-se 0 extrato e adicionando-se, em seguida, 20 mL de solvente
fresco. O tempo total de extracdo foi 4,5 h dividido em trés ciclos de 1,5 h.

Extracdo Soxhlet: 1,0 g de amostra foi adicionada ao extrator, juntamente com 100 mL
do solvente. O processo foi conduzido a 60 °C durante 2 h em ciclo Unico. Apos este periodo
as amostras foram centrifugadas a 600g, por 5 min a 10 °C.

Extracdo por Ultrassom: A extracdo foi conduzida em sonicador UltraCleaner Modelo
1450A. Uma amostra de 2,5 g do p6 da casca de maracuja foram adicionados em bécher,
juntamente com 50 mL de solvente. A operacéo foi conduzida por 1,0 h dividida em dois ciclos
de 0,5 h. Apds cada ciclo as amostras foram centrifugadas a 600g, por 5 min a 10 °C. A operacao
foi conduzida a 25 °C e a 50 °C.

As condi¢cOes operacionais estdo sumarizadas na Tabela 1. Todas as operacfes foram
conduzidas em triplicata.

Tabela 1 — Técnicas de extragédo e condi¢Ges operacionais

Técnica Temperatura | Razéo sélido/liquido Tempo de Ne° de ciclos
(°C) (g/mL) Extracéo (h)

Extragéo solido- 25 1/20 4,5

liquido

Extracdo Soxhlet 60 1/100 2,0

Extracdo Ultrassom- 25 1/20 1,0

assistida

Extracdo Ultrassom- 50 1/20 1,0

assistida

3. RESULTADOS

A Figura 2 mostra o perfil cromatografico do extrato hidroetandlico obtido a partir da
extracdo dos flavonoides da casca do maracuja.
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Figura 2— Perfis cromatograficos de (a) extrato hidroetanolico da casca do maracuja, (b)
solucdo padrdo de isoorientina e (c) solugcdo padrao de isovitexina

Observou-se a presenca do pico caracteristico de isoorientina em 5,723 min (Figura 2(a))
no extrato. Dada a complexidade da amostra, a isovitexina ndo foi identificada através do
método utilizado. Zeraik e Yariwake (2010) obtiveram resultado semelhante ao verificarem
que, no extrato hidroetandlico da polpa de Passiflora edulis, a isovitexina nao foi o principal
pico, bem como, a separacdo cromatogréafica ndo foi satisfatoria.

Os resultados da quantificacdo de flavonoides nos extratos hidroetandlicos e do teor de
flavonoides na casca do maracuja obtidos a partir dos métodos de extracdo avaliados estdo

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Concentracdo dos extratos hidroetandlicos e teor de isoorientina na casca do

maracuja
Técnica Concentracéao Teor (mg_isoorientinal/g
(mg/L) casca)
Sélido-liquido 4,753 + 0,060 0,48
Soxleht 60°C 7,895 +0,355 0,79
Ultrassom 25 °C 9,919 + 0,166 0,40
Ultrassom 50°C 9,927 + 0,257 0,40

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos



(BEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

A casca de maracuja apresentou maior teor de flavonoides, expresso como_isoorientina,
equivalente a 0,79 mg/g casca seca e concentracdo de extrato hidroetanodlico_de 9,927 + 0,257
mg/L. 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. Com relagéo ao bagaco de cana-
de-agucar (0,38 mg flavonoides/g bagaco fresco) (Colombo et al., 2006), um residuo
agroindustrial, a casca de maracuja também apresentou maior teor de flavonoides. Estes
resultados mostraram que a casca do maracuja constitui uma fonte promissora destes compostos
fitoquimicos.

A avaliacdo dos métodos de extracdo foi realizada de acordo com o teor de flavonoides
(Tabela 2) e da taxa de extracdo (Figura 2). O método de extracdo sélido-liquido conduzido a
25 °C, em regime estéatico e durante 4,5 horas apresentou baixa eficiéncia, tanto em termos de
teor de flavonoides (0,48 mg/g) como com relacdo a taxa de extracdo (0,1 mg/g/h). A extragéo
Soxleht realizada a 60 °C, durante 2 horas e razdo solido/liquido de 1/100 apresentou maior teor
de flavonoides com relacéo aos demais métodos (Tabela 2). Ja a taxa de extracdo deste método
foi equivalente a extragdo com ultrassom (Figura 2), em ambas as temperaturas estudadas. A
variacdo da temperatura de 25 °C para 50 °C na extragéo ultrassdnica ndo exerceu influéncia
significativa tanto no teor de flavonoides quanto na taxa de extracdo, como mostram 0S
resultados na Tabela 2 e Figura 2. Observou-se, portanto, que a extracdo ultrassénica foi o
método mais adequado por apresentar uma taxa de extracdo equivalente ao método Soxleht, a
temperatura ambiente (25 °C) e com menor volume de solvente (20 mL de solvente/g de casca).

solido-liquido Soxleht 602C Ultrassom 25 2C  Ultrassom 50°C

estatico

o ©o o o
= N W s

(=]

Taxa de Extracdo (mg/g/h)

Técnica de Extracado

Figura 2 — Taxas de extracdo em funcdo das técnicas utilizadas

O efeito do aumento da temperatura e do refluxo de solvente na extracdo Soxleht foram
consideravelmente importantes para a operagéo, pois favoreceram a dissolucdo e a difuséo,
fendmenos que governam a transferéncia de massa de compostos quimicos a partir de matrizes
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vegetais nesta operagdo (Chua, 2013). Entretanto, a literatura aponta como desvantagens deste
método o emprego de temperaturas elevadas que podem degradar compostos quimicos, bem
como, 0 uso de elevado volume de solvente (Chua, 2013 e Ignat et al., 2011). Na extragédo
ultrassonica, Chua (2013) atribuiu 0 aumento da transferéncia de massa ao fenémeno de
cavitagdo acustica que promove um incremento da &rea de contato entre o material sélido e o
solvente. Este fendmeno possivelmente governou o processo de extragédo, dentro da faixa de
temperatura estudada. Ignat et al. (2011) ressaltaram ainda que a extracao ultrassonica consiste
em um método simples e mais eficiente que as técnicas convencionais de extracao.

4 — CONCLUSOES

A casca de P. edulis (maracuja amarelo) constituiu uma fonte de flavonoides promissora
e de baixo custo, apresentando teor de isoorientina equivalente a 0,79 mg/g de casca seca.

A técnica de extracgdo ultrassdnica foi mais eficiente que as demais técnicas convencionais
de extracdo sélido-liquido, apresentando uma taxa de extragcdo de 0,40 mg/g/h a temperatura
ambiente e com reduzido volume de solvente (20 mL/g de casca).
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