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RESUMO - Oxidantes e radicais livres estdo ligados a diversas doengas
degenerativas humanas e envelhecimento celular. De modo que a aplicagdo de
flavonoides, antioxidantes naturais, torna-se bastante atrativa, pois exibem
também atividade anti-inflamatéria, antitumoral e antibacteriana. Uma vez que
possuem baixa lipossolubilidade, faz-se necessario a utilizacdo de técnicas de
esterificagdo por lipase para melhorar esta caracteristica. Desta forma, foram
avaliadas duas técnicas de extracdo de flavonoides a partir da casca do maracuja-
amarelo (Passiflora edulis), variando-se o tempo de extracdo e a razao solido-
liquido. A reacdo de esterificagdo foi testada em um sistema reacional modelo
utilizando a rutina monohidradata comercial e lipase de Candida antartica tipo B
(CALB) imobilizada em resina acrilica, com acido estedrico. Determinou-se o teor
de flavonoides por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com
emprego de detector UV/PDA. Com a técnica de extragdo por ultrassom obteve-se
um teor de flavonoides totais de 0,90 mg/g casca seca, expresso em termos de
isoorientina. O sistema reacional com a rutina mostrou que houve formagio de
produto com e sem controle de dgua durante a reagao.

1. INTRODUCAO

Flavonoides sdo compostos polifendlicos encontrados em uma vasta gama de espécies
vegetais, possuindo varias fungdes no desenvolvimento e defesa destes organismos (Dixon e
Harrison, 1990), sendo bastante diversificados, existindo mais de 8.000 tipos de flavonoides
identificados (Pietta, 2000). Estes compostos apresentam efeito antioxidante (Spencer et al.
2008), vasodilatador, anti-inflamatério, antitumoral, antibacteriano e antiviral (Bendini et al.,
2006). Uma grande quantidade dos flavonoides isovitexina e isoorientina pode ser encontrada
na espécie Passiflora edulis (Familia Passifloraceae), popularmente conhecido como
maracuja amarelo e maracuja-azedo (Rudnicki et al., 2007). No Brasil em 2012 foram
produzidas cerca de 776,1 mil toneladas de maracujd, concentrando-se principalmente nos
estados da Bahia, Ceard, Minas Gerais e Espirito Santo (EMBRAPA).

Devido a baixa lipossolubilidade os flavonoides possuem pouca capacidade de
atravessar camadas celulares e consequentemente tém sua distribuicdo tecidual em
organismos vivos reduzida, sendo assim eliminados muito facilmente. Sua baixa
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hidrofobicidade também dificulta aplicagdes em certas formulagdes farmacéuticas e produtos
alimenticios (Passicos ef al., 2004; Wang et al., 2010). Desta forma, a funcionalizagdo destes
compostos com cadeias alifaticas a partir de esterificacdo enzimatica ¢ uma alternativa para
alterar sua solubilidade em meios orgénicos.

A extragdo destes compostos fendlicos ¢ uma das etapas mais importantes para o
isolamento e identificagdo, tendo assim atraido estudos no desenvolvimento de processos e no
aumento do rendimento das extra¢des (Pinelo et al., 2005). Métodos tradicionais de extra¢ao
por uso de solventes (sélido-solido, solido-liquido) e ndo tradicionais (extragdo com fluido
supercritico, extracdo por ultrassom, extracdo mecanico-quimica, extragdo por microondas,
extracao com infravermelho e liquido pressurizado) (Chua, 2013, Xie ef al., 2011, Liu ef al.,
2014). Independente da técnica, a extragdo consiste nas etapas de tumefagdo da matéria-prima
e transferéncia de massa para o solvente, sendo que as variaveis de principal influéncia no
processo sdao temperatura, razdo solido-liquido, tempo de extragdo, nimero de ciclos,
concentracao e tipo de solvente (Liu et al. 2014; Xie et al., 2011).

Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar a quantidade de flavonoides obtidos
pelos métodos de extracdo solido-liquido a partir da casca da espécie P. edulis ¢ o
estabelecimento de um sistema reacional modelo utilizando rutina e CALB imobilizada em
resina acrilica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima

Utilizou-se como matéria prima a casca da espécie Passiflora edulis seca e pulverizada
adquirida comercialmente.

2.2 Determinacido do perfil cromatografico e quantificacio de flavonoides
glicosilados do extrato

As andlises foram conduzidas em cromatografo Thermo Fisher Scientific acoplado a um
detector UV/PAD. Utilizou-se coluna Lichrospher RP-18 (250mm x 4 mm; 5Sum) e fase
movel composta por acetonitrila/agua (1:4). O volume de injecdo foi de 20uLL e comprimento
de onda de 340 nm. Os flavonoides padrdes isoorientina e isovitexina foram fornecidos pela
Sigma, grau HPLC (98%).

2.3 Técnicas de extracao

Avaliaram-se duas técnicas de extracdo: ultrassonica e Soxhlet. Em ambas se utilizou
solugdo de etanol 60 % (v/v) como solvente e razdo sdlido-liquido 20 ml/g de casca seca. As
condig¢des de operagao foram obtidas a partir da literatura (Ciric et al., 2012; Liu et al., 2014).
O extrato obtido de cada tipo de extragdo foi entdo diluido para 100 ml e armazenado sob
refrigeracdo para posterior analise.

Na extra¢do Soxhlet utilizou-se a razdo 20 ml de solvente/g de casca, sendo conduzida a
60°C. Variou-se o tempo de extracdo em 2 horas em ciclo unico e 4 horas divididas em 2
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ciclos. Ao fim do ciclo as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm, por 5 minutos a 10°C. A
extracdo por ultrassom foi realizada em sonicador Ultra Cleaner Modelo 1450A. A operacdo
foi conduzida a 25°C durante 2 horas divididas em 4 ciclos de 0,5 hora. Ao fim de cada ciclo
as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm, por 5 minutos a 10°C.

2.4 Acilacido enzimatica de flavonoides

Devido a dificuldade de solubilizacdo do extrato liofilizado elaborou-se um sistema
modelo de reagdo utilizando rutina como flavonoide glicosilado. Seguiu-se a metodologia
proposta por Zheng et al. (2013) com modificagdes. A reacdo foi conduzida em tubos de
ensaio com tampa incubados em agitador rotativo a 200 rpm durante 72 horas a 50 °C. A
concentracdo inicial de rutina foi de 1g/L e utilizou-se como solvente a solucao alcool terc-
amilico/acetona 2:1 (v/v). Utilizou-se acido oleico como doador acil em uma razao 10 mol de
ac. oleico/mol de rutina. Adicionou-se a CALB imobilizada em resina acrilica (Novozym
435) na concentragdo de 20 g/L. As reagdes foram conduzidas com e sem peneira molecular
(zedlita 3A) com objetivo de avaliar a influéncia do teor de 4gua durante a reacdo. O solvente
e o acido oleico foram previamente secos com zedlita 3A na concentracio 100 g/L. A
quantificagcdo do éster de rutina, expresso em termos de rutina, foi realizada por CLAE.

2.5 Determinacao do perfil cromatografico dos constituintes da reacio em
um sistema modelo

As andlises foram conduzidas em cromatografo Waters acoplado a detector UV e
controlado pelo software Breeze. Utilizou-se coluna Lichrospher RP-18 (250mm x 4 mm;
Sum) fornecida pela Merck para separagdo e quantificacdo, com gradiente de elui¢do de
metanol e solugdo de &cido acético 3% (v/v) em fluxo de 0,8 mL/min: 0,8 mL/min: Omin
(30/70), 5 min (100/0), 10 min (100/0), 15 min (30/70), 20 min (30/70) (Ardhaoui et al.,
2004). As amostras foram injetadas automaticamente (20p) e monitorada a 280nm. A curva
de calibracdo foi construida utilizando-se rutina grau HPLC (Sigma) com concentragdes entre
5 e 40 mgL.

3. RESULTADOS

3.1 Analise das técnicas de extracao de flavonoides da casca de P. edulis

O teor de flavonoides totais obtidos por cada técnica, e suas condigdes, foram exibidas
na Tabela 1.

Tabela 1 - Teor de flavonoides totais obtidos pelos diferentes métodos de extragao

Temperat Razao Tempo de N°de Teor (mg de
Técnica ura solido/liquido extracdo Ciclo isoorientina
(°O) (g/ml) (h) S /g de casca seca)
Ultrassom 25 1/20 2 4 0,90
Soxhlet 60 1/20 4 2 0,27
Soxhlet 60 1/20 2 1 0,16
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Pelos dados apresentados na Tabela 1, o método de extragdo por ultrassom apresentou
um teor méximo de flavonoides expressos em isoorientina de 0,90 mg/g de casca seca, valor
3,3 vezes maior que o resultado da extracdo Soxhlet com dois ciclos de 2h. Este estudo tem
grande relevancia para as futuras etapas de isolamento da isoorientina e isovitexina.

3.2 Sistema modelo de acilacio enzimatica com rutina

Os sistemas foram avaliados em duas condi¢des: com e sem controle de agua durante a
reacdo através da adicio de zedlita 3A ao meio reacional. As reacdes foram monitoradas
através de cromatografia liquida nos tempos de 0, 24, 48 e 72h.

Os cromatogramas do meio reacional estdo apresentados nas Figuras 1 e 2. Observou-
se, nos dois sistemas avaliados, a presenga de um pico em 8,7 min ap6s 24h de reagdo que se
manteve ao longo das 72 horas de reacdo. Dada a possibilidade da formacao de subprodutos,
além da agua, durante a esterificacdo direta dos flavonoides serd realizada a caracterizagdo
quimico-estrutural do produto obtido através de técnicas espectroscOpicas, como
espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear.

Figura 1 — Cromatograma do meio reacional na auséncia de zeo6lita em t = Oh.
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Figura 2 — Cromatograma do meio reacional na auséncia de zeolita em t = 72h.
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4. CONCLUSOES

A casca de P. edulis (maracuja amarelo) constitui uma fonte promissora de
flavonoides. Dentre as técnicas de extracdo estudadas, a extracdo com ultrassom forneceu o
melhor rendimento, equivalente a 0,90 mg/g de casca seca. O sistema reacional estudado com
a rutina mostrou que houve a formacao de produto, com e sem controle do teor de agua
durante a reacdo. Este serd, posteriormente, purificado e caracterizado por técnicas
espectroscopicas.
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