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RESUMO

Os flavondides e os &cidos graxos insaturados atuam na prevencdo das doencas
cardiovasculares. De acordo com a literatura, a introducdo de acidos graxos de cadeia longa, por
meio de reacOes de esterificagdo catalisadas por lipases em moléculas de flavonoides é capaz de
aumentar significativamente a atividade antioxidante destas moléculas. Assim, o objetivo deste estudo
¢ avaliar a atividade antioxidante de produtos de esterificacdo obtidos a partir do flavondide
quercetina e rutina, com &cido oleico, catalisados por lipases comerciais. As reagdes de esterificagado
foram conduzidas com os flavondides: rutina e quercetina em acetonitrila e sem solvente e, o 4cido
oleico a 60°C, no periodo de24 & 120 h, utilizando as enzimas comerciais Novozyme 435, LIPOMOD
34, Lipozyme RMIM, em shaker, foram obtidos produtos com 92 e 89% de converséo para as reagdes
com o flavonbide rutina e quercetina, e que apresentaram um potencial antioxidante (Padrdo
quercetina: CE50: 30,16 ug/mL e produto de esterificacdo com a quercetina: CE50: 23,06 ug/mL;
Padrao rutina: CE 50 de 27,42 ug/mL e produto de esterificacdo com a rutina: CE 50 de 8,70 ug/mL)
pelo método do DPPH.
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INTRODUCAO

Flavondides sdo uma classe de metabdlitos secundarios amplamente distribuidos no
reino vegetal. VVarios estudos demonstraram a atividade antioxidante dos flavonodides e sua
inibicdo na peroxidacdo de lipidos e lipoproteinas de baixa densidade (LDL), atuando na
prevencdo das doencas cardiovasculares. Além disso, os acidos graxos insaturados estdo
associados a prevencao e tratamento de varias desordens cardiovasculares, tais como trombose
e aterosclerose (Voet, 2002). De acordo com a literatura, a introducdo de acidos graxos de
cadeia longa por meio de reacOes de esterificacdo catalisadas por lipases em moléculas de
flavonoides é capaz de aumentar significativamente a atividade antioxidante destas moléculas.
Assim, o objetivo deste estudo é avaliar a atividade antioxidante de produtos de esterificacao
obtidos a partir do flavondide quercetina e rutina com &cido oleico catalisados por lipases
comerciais.
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MATERIAL E METODOS

As reacdes de esterificacdo foram conduzidas com os flavondides rutina e
quercetina (Sigma-Aldrich) em acetonitrila e, sem solvente, e 0 &cido oleico a 60° C, nos
periodos entre 24 e 24-120h, utilizando as enzimas comerciais Novozyme 435, LIPOMOD
34, Lipozyme RMIM no shaker. A reacdo de esterificacdo foi conduzida na proporgédo
de 5 acido oleico:1 de flavondide. Segue abaixo um modelo reacional com CAL B (5 mg),
Quercetina (15 mg) e acido oleico (35 mg) (esquema 1). As amostras obtidas apds a reacdo de
esterificacdo foram injetadas no aparelho de CLAE-DAD e no CLAE-EM. O método de
Lowry Tinsley também foi utilizado para quantificar o produto de esterificacdo obtido
(Lowry & Tinsley, 1976). Em seguida, as amostras foram avaliadas quanto ao seu potencial
antioxidante com base nos métodos ORAC (Stockhama, Paimin & Orbell, 2011) e DPPH
(Molyneux, 2004). A reacdo com rutina foi posteriormente otimizada em reator de micro-
ondas (60° C, 45 W, por 60 minutos).
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Esquema 1. Esterificacdo catalisada por lipase regioespecifica de quercetina com acido oleico

RESULTADOS E DISCUSSOES

A reacdo de esterificacdo com o acido oleico e quercetina, utilizando o solvente
acetonitrila e catalisado pela enzima Novozyme 435, apresentou 89% de conversdo em 48
horas (Figura 1). Ao avaliar o potencial antioxidante do produto por DPPH este apresentou
CE50 de 23,06 ug/mL, enquanto o padrdo quercetina apresentou um CE 50 de 30,16 ug/mL.
Pelo método do ORAC a amostra apresentou uma atividade antioxidante melhor que no
padréo trolox, em todas as concentragdes avaliadas (7,5, 10, 12,5, 15 e 20 ug/mL) (Figura 2).
Além disso, a reacdo com acido oleico e a quercetina, sem solvente, apresentou 80% de
conversao em 96 horas. O produto reacional apresentou uma atividade antioxidante avaliado
por DPPH com CE 50 de 37,59 ug/mL. A reacdo de esterificacdo do flavonoide rutina com o
acido oleico catalisado pela enzima LIPOMOD 34 apresentou 92% de conversdo (Figura 3)
em 120 h. A atividade antioxidante do produto avaliado pelo método do DPPH apresentou um
CE 50 de 8,70 ug/mL enquanto o padréo rutina apresentou um CE 50 de 27,42 ug/mL. No
método do ORAC o produto de esterificagdo apresentou um potencial antioxidante elevado
quando comparado ao padrdo trolox nas concentragbes: 5, 7,5, 10, 12,5 e 15 ug/mL
(Figura 4). O tempo de esterificagdo desta reacdo foi otimizado pelo uso do reator de
microondas, apresentando 89% de conversdo em 60 minutos, e, o produto obtido apresentou
um potencial antioxidante promissor quando avaliado pelo método do ORAC (Figura 5).
Mellou et al., (2005), observaram que os ésteres de rutina apresentaram maior atividade
antioxidante (CE 50 de 0,10 ug/mL) em comparacdo com a rutina (24,41lug/mL) pelo
método do DPPH. Silva et al. (2012) observaram um aumento na atividade antioxidante, pelo
método de DPPH, do extrato de cha esterificado (AAQO: 5 %) por lipase de Aspergillus niger
em 72h, em comparagdo com o extrato do padrdo de rutina (AAO: 0,5 %). Esses estudos
confirmam o potencial antioxidante de produtos esterificados de flavonoides com acidos
graxos.



XI11 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

i
|

1471

110.774
716688
| 21415
142792
48550

T T T T T T
10 20

T T T T
40 mir

a Tgew

Figura 1. CLAE-DAD da reacédo de esterificagdo da quercetina com o acido_oleico catalisado por
Novozyme 435 em acetonitrila. O produto de esterificacdo da quercetina foi eluido no tempo de
retencdo de 24,8 minutos, sugerindo 89% de conversdo (% de area relativa).
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Figura 2. Perfil da atividade antioxidante pelo método do ORAC do produto de esterificacéo
da reacdo da quercetina com o &cido oleico, obtido por reacdo em Shaker (60°C, 200 rpm, 48
h) (QACN), em comparacédo ao padrao Trolox.
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Figura 3. CLAE-DAD da reacao de esterificacdo da rutina com o acido oleico catalisado por
LIPOMOD 34 em acetonitrila. O produto de esterificacdo da rutina foi eluido no tempo de
retencdo de 25,10 minutos, sugerindo 92% de conversao (% de area relativa).
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Figura 4. Perfil da atividade antioxidante pelo método do ORAC do produto de esterificacdo da
rutina com acido oleico, obtido por reacdo em shaker (60°C, 120h, 200 rpm) (LIPOMOD 120h),
em comparacéao ao padrdo Trolox.
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Figura 5. Perfil da atividade antioxidante pelo método do ORAC do produto de esterificacdo da
rutina com &cido oleico, obtido por reacdo em Shaker (60°C, 120h, 200 rpm) (LIPOMOD120h) e,

no micro-ondas, apds 60 minutos, a 45w, 60° C (LIPOMOD MW), em comparacdo ao padrdo
Trolox.

CONCLUSOES

Em suma, os produtos de esterificacdo apresentaram uma converséo acima de 80%
e um potencial antioxidante superior em compara¢do com o padrdo de rutina e quercetina,
quando avaliados pelo método do DPPH e, em comparagdo ao Trolox, quando avaliado pelo
método do ORAC. Novos ensaios serdo realizados com foco nos resultados dos produtos
obtidos sem solvente e visando a otimizacdo das reacOes por sistema de micro-ondas. Serdo
elucidadas ainda as estruturas quimicas dos produtos obtidos, por RMN, a fim de se determinar
quais dentre as hidroxilas presentes nos flavonoides ocorreram as reacfes de esterificacdo com o
acido oleico, sabendo-se que existem posicdes e sitios preferenciais pelas lipases.
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