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RESUMO

Flavonoides glicosilados sdo compostos importaetédse 0s produtos naturais. Possuem
atividade bioldgica variada, principalmente antilaxite, entretanto apresentam baixa
solubilidade e estabilidade em meio lipofilicojdiftando seu uso nas industria farmacéutica,
de cosméticos e de alimentos. Afim de melhorarsepsapriedades, a acilacdo enzimatica
flavonoides glicosideos com acidos graxos utilizardigpase B imobilizada deCandida
antarctica tem sido sugerida como um caminho interessanten@o alterar sua atividade
biolégica. O objetivo deste trabalho foi comparaltesempenho das rea¢fes de esterificacao e
transesterificacdo através da acilacdo enzimaéaasadngina com acido ricinoleico e 6leo de
mamona, respectivamente. O acido ricinoleico (adi@ehidroxi-9Z-octadecendico) € um
acido graxo hidroxi-insaturado encontrado no Olearémona. A sintese enzimatica do éster
da naringina foi realizada em incubadora de aquationsob agitacdo a 50 °C durante 120
horas em acetona previamente seca. As reacdes fommntoradas quantitativamente por
CLAE-DAD. O éster produzido foi purificado por ex¢éo liquido-liquido, seguido por
cromatografia em coluna. Os resultados obtidocardm que a reacédo de transesterificacao
obteve maior rendimento de conversao (33%) emaelagesterificacdo (24%). Estas reacbes
também foram realizadas para comparar o0 aguecineentencional e atraves da energia de
micro-ondas. Todos os dados foram analisados sitathente por ANOVA e pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. As analises por RMNstrawam que a naringina foi esterificada
na OH priméria da posicdo C-6A viabilidade da acilacdo enzimatica de naringiom 4cido
graxo hidréxi-insaturado do 6leo de mamona foiarta@nte demonstrada neste trabalho.

Palavras-chave:naringina; lipase; esterificacdo; meio organidepd@e mamona.



ABSTRACT

Flavonoid glycosides are very important compouna®rag natural products. They show
several biological activities, mainly scavengerey¥iare characterized by a low solubility and
stability in lipophilic media. So its use has be#fficult in pharmaceutic, cosmetic and food
preparation. In order to take advantage of thespepties, the enzymatic acylation of these
molecules employing fatty acids and immobilizec$p B fromCandida antarcticehas been
suggested as a interesting route because dondt dlffe biological activities. The aim of this
work was to compare the performance of the estatin and transesterification reactions
during the enzymatic acylation of naringin withimaleic acid and castor oil, respectively.
The ricinoleic acid (12-hydroxy-2-octadecenoic acid) is an hidroxy-unsaturated fattiyl
that naturally occurs in castor oil. The enzymatinthesis of flavonoid ester was carried out
in shaker heating at 50 under agitation during 120 hours using dry acetdine reactions
were monitored quantitatively by HPLC-DAD. The majin ester was purified by liquid—
liquid extraction followed by column chromatograpfiye obtained results indicated that the
transesterification reactions obtained higher cosive vyields (33%) compared to
esterification (24%). These reactions also cardgatl so compare heating source differents
such as conventional and with microwave energy.dalla were statistically analyzed by
ANAVA and Tukey's test with 5% level of significaac The NMR analyses show the
esterification which takes place on the primary ©Hglucose moiety of naringin in C6
position. The feasibility of the enzymatic acylatiof naringin with an hydroxyl-unsaturated
fatty acid from castor oil was clearly demonstratethis work.

Key words: naringin; lipase; esterification; organic mediuwastor oil.
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1. INTRODUCAO

O interesse em compostos de origem natural dewdsuas propriedades bioldgicas é
tdo antiga quanto a propria humanidade, pois desgeimordios as plantas eram a principal
forma de tratamento das doencas. Com o adventwidaiogqg moderna e da farmacologia,
varios compostos, como glicosideos cardiotonicosibiaticos e alcaloides, puderam ser
isolados e identificados, possibilitando estudathoresuas caracteristicas e propriedades
biolégicas. A partir dai as induUstrias comecaramsen interessar pela producédo e
comercializacao de produtos naturais.

Alguns compostos de origem natural tornaram-se caetntos, enquanto outros foram
melhorados do ponto de vista farmacéutico, ouzatillos como precursores na producao de
farmacos. Entretanto, a busca por novos compogiatuns continua, assim como os estudos
que visam transformar compostos ja conhecidos, eorfinalidade de melhorar suas
propriedades farmacologicas e até mesmo farmagosscn

Os flavonoides em especial, possuem destacaddaateriantioxidante, o que desperta o
interesse em seu uso pelas industrias farmacéuisanética e de alimentos. Contudo,
flavonoides glicosilados tém solubilidade limitagta meios lipofilicos e por isso, a alteragcéo
em sua estrutura quimica sem afetar sua atividiattglra, tem sido investigada por diversos
autores. Reacdes enzimaticas sdo especialmendenégttes casos devido a sua quimio, régio
e enantiosseletividade (MELLOU et al, 2006).

A biocatélise de flavonoides glicosilados com aitiet de modificar suas propriedades
fisico-quimicas e biologicas tém sido alvo de geamtteresse industrial e cientifico. As
transformacdes enzimaticas, quando aplicadas erig@ms ideais (temperatura, enzima,
substratos e solventes) podem fornecer taxas deexs@o superiores a 95% e aumentar de
suas propriedades bioldgicas (WANG et al, 2010).

A lipase B deCandida antarctica@ uma das enzimas capazes de produzir modificacdes
nos flavonoides, aumentando sua lipofilicidade geajudicar sua atividade bioldgica. Esta
enzima é capaz de acilar flavonoides especificaenemt sua porgao glicosidica, sem afetar o
nacleo flavonoide, responsavel por sua atividadgoxdante (MELLOU et al, 2005;
CHEBIL et al, 2007).

Dentre os flavonoides glicosilados mais estudaga@slemos destacar a rutina e a

naringina. Esta ultima, em particular, torna-seregsante para a realizacdo da reacao de
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acilacdo, por possuir uma hidroxila priméaria em goggéo glicosidica, alcodis primarios sao
sitios preferidos pela CAL B (RIVA, 2002).

Muitos substratos que atuam como agente acilanteiatatalise de flavonoides com
CAL B tem sido pesquisados, sendo de particulareéstse o uso de ésteres vinilicos e acidos
graxos, por fornecerem melhores rendimentos. Emi@t poucas reacbes sédo descritas na
literatura usando acidos graxos hidroxi-insaturagodleos vegetais contendo estes &cidos
como agente acilante.

Os 6leos vegetais sdo formados por acidos gragaslds ao glicerol na forma de
triglicerideos. Predominam na composi¢ado dos alegstais, misturas de acidos graxos, cuja
proporcao varia com a sua origem. Dentre os pri€iacidos graxos encontrados em 6leos
vegetais, é possivel destacar os acidos lauriclmit@o, estearico (saturados), oléico,
linoléico, linolénico (insaturados), dentre out(GSOIELLI, 1996).

As sementes ddricinus comunis planta popularmente conhecida como mamona,
constituem uma importante fonte de 6leo vegetabldd de mamona possui a peculiaridade
de ter o acido ricinoléico predominando em sua amigdo, em cerca de 90%. No Oleo, este
acido graxo hidroxi monoinsaturado, encontra-secgalmente na forma do triglicerideo
ricinoleina (FREIRE, 2001). Desta forma, a acilagaaimatica da naringina com o 6leo de
mamona tende a produzir um composto majoritarigimoleato de naringina.

Além de investigar a viabilidade da reacdo de @stesificacdo, foi desenvolvida em
paralelo, sob as mesmas condi¢cfes, a reacdo ddiestao utilizando o acido ricinoléico
obtido a partir da hidrélise do 6leo de mamonareeg;6es foram desenvolvidas no periodo
de 120 horas.

As reacoes de transesterificacdo e esterificaghbém foram investigadas, num espaco
de tempo menor (12 horas), para comparar o0 rentimeéa reacdo, sob aquecimento
convencional e por meio de irradiacdo por microasnd energia de micro-ondas tem sido
objeto de interesse por acelerar as reacbes datélise e aumentar seu rendimento, sem
danificar a enzima (BRADOO et al, 2002).

Assim, o objetivo deste trabalho, foi promover alagéo seletiva da naringina,
catalisada por CAL B em solvente organico, emprégam acido 12-hidroxioctade9-
enoico (acido ricinoleico) como agente acilantmlado ou na forma de triacilglicerol
presente no 6leo de mamona, podendo-se assim, Mg reacdes de esterificacdo e

transesterificacao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 LIPASE EM SOLVENTE ORGANICO

Nos ultimos anos, a utilizagcdo de enzimas vem ergke nos diversos campos de
aplicacdo, tais como a industria farmacéutica, gquEmcosmeética e de alimentos. Esta
utilizagé@o ocorreu devido a compreenséo da atiedadialitica das enzimas, que em conjunto
com a engenharia molecular possibilitou novas aglies de varias enzimas, como as
proteases, acilases, oxidase, amilase, glicosidesletases e lipases (REIS et al, 2009).

Dentre as enzimas mais utilizadas em reacfes dmthlse estdo as lipases. A
versatilidade destas enzimas tem sido explorada qdystituir processos existentes, ou para
produzir determinados compostos inviaveis de setaidos por vias quimicas convencionais
(TENG et al, 2005; CABRERA et al, 2009).

As lipases sdo enzimas hidroliticas presentes amrstis organismos, incluindo
animais, plantas, fungos e bactérias. Estas enzg&asgeralmente encontradas no meio
extracelular, favorecendo a sua extragéo, isolaonemurificagdo. Em seu ambiente natural,
possuem a funcdo de catalisar a hidrolise de lglmarideos aos correspondentes &cidos
graxos e glicerol. Aléem das fun¢cdes metabdlicasipases possuem um papel importante em
biotecnologia, principalmente na industria de &ede alimentos, e em sintese organica de
compostos enatiomericamente puros ou enriquecidos fins farmacéuticos e na quimica
fina (JAEGER; REETZ, 1998; GUPTA; GUPTA; RATHI, 200

As enzimas microbianas sao consideradas mais ddeggie as enzimas derivadas de
plantas e animais, devido a grande variedade déadies cataliticas disponiveis, rendimento
de producdo elevado, facilidade de manipulagéo tganédornecimento regular devido a
auséncia de sazonalidade, flutuacdes e rapidoicr@sio de micro-organismos em meios de
cultivo baratos (HASAN et al, 2006).

Assim, as lipases sédo produzidas, preferencialmenteartir de micro-organismos,
devido as facilidades de controle e aumento da codgde produtiva dos processos
fermentativos, além da reducdo de seu custo dengdmie Os micro-organismos mais
utilizados para a producédo destas enzimas sdongesulos génerd2hizopus, Aspergillus,
Geotrichum, Mucoe Candida(JAEGER; EGGERT, 2002).
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Dentre as principais aplicacdes industriais deskga podemos destacar a industria
oleoquimica; a producdo de polimeros biodegradaeeisdustria téxtil e de detergentes, a
transformacao de alimentos e melhoria da qualidatksenvolvimento de sabor; em produtos
de padaria, confeitaria e na producdo de aroma udgog; na resolucdo de misturas
racémicas; como ferramenta de diagndstico; no psareento do cha; em cosméticos; como
biossensores; como desengordurante na producacouw®; cno tratamento de esgotos,
residuos e efluentes; na biodegradacdo de petrmdéeandustria de papel e celulose; e na
producao de biodiesel (HASAN et al, 2006).

Além do baixo custo, o grande potencial biotecnicldgle lipases microbianas deve-
se as suas caracteristicas singulares tais cornmbileade em solventes organicos, nao
necessitam de co-fatores, atuam em faixa de phartasampla, atuam com varios tipos de
substratos e sdo estéreo-, quimio- e regio-setetfVAEGER; REETZ, 1998; JAEGER;
EGGERT, 2002).

As reacdes utilizando lipases ocorrem na interfeagpea-lipideo podendo, em alguns
casos, impedir que as cinéticas das reacdes e dejam descritas pelas equacdes do tipo
Michaelis-Menten, que sé sdo validas se a reac#mit@a ocorrer em fase homogénea.
Substratos lipofilicos usualmente formam um equditentre os estados monoméricos,
micelar e emulsificado, assim, é necessario um loatke sistema apropriado ao estudo da
cinética da lipase. O fenbmeno mais conhecido ra@p de estudos cinéticos recentes de
reacdes lipoliticas € a "ativacao interfacial" (TREES et al, 2005).

Sarda e Desnuelle (1958) propuseram o fenbmenotidac@o interfacial apos
verificar diferengas entre enzimas quanto ao sempodtamento cinético. Os autores
observaram que a atividade de esterases se daftmeado da concentracdo do substrato, de
acordo com o modelo classico de Michaelis-Mentem,gele a velocidade maxima ocorre
antes do limite de solubilidade do substrato seg@o e da formacdo de agregados e/ou
interfaces. A atividade das lipases foi caractdazaor ser mantida constante até que a
concentracdo micelar critica (CMC) do substratcsistema fosse alcancada, aumentando a
partir desse ponto. A este fendmeno de aumenttivdeagle enzimatica quando ha formacéao
de interfaces, denominou-se “ativagao interfacial”.

Lipases, diferentemente das esterases, sdo dsficotiao carboxilesterases que atuam
em substratos emulsificados. A determinacdo datasdr tridimensional da lipase também
auxilia na compreensdo do fendmeno de ativacaofactal. O sitio ativo das lipases €&
coberto por uma superficie entrelacada, denomidaddaampa” (“lid”). Quando o substrato

liga-se a superficie enzimética, esta tampa se natteeando a forma fechada da enzima para
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a forma aberta, tornando o sitio ativo acessivalu#strato e, simultaneamente, expondo uma
larga superficie hidrofébica que facilita a ligagd lipase & interface (PAIVA; BALCAO;
MALCATA, 2000)

Recentemente foi elucidado que a presenca de uméues em forma de tampa nao
esta necessariamente correlacionada com a ativaigitacial. Algumas lipases de origem
microbiana Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glure@andida antarcticaB) e uma
lipase pancreética ndo especifica ndo mostramcatvaterfacial, embora apresentem uma
"tampa" anfifilica cobrindo seus sitios ativos.eEsbservacéo sugere que a presenca de uma
tampa dominante e a ativacdo interfacial ndo séérios adequados para classificar uma
enzima como a lipase. Portanto, a definicdo atedipdse é a seguinte: uma carboxiesterase
que catalisa a hidrolise de acilglicerol de cademnga (JAEGER; REETZ, 1998; JAEGER;
EGGERT, 2002).

O mecanismo de catalise por lipases estd ilustnadeigura 1. A reacdo de hidrodlise
do substrato ocorre da seguinte maneira: o oxigéaiserina induz o ataque nucleofilico a
carbonila da ligacéo éster, levando a formacaondentermediario tetraédrico estabilizado
pelas ligacbes de hidrogénio com atomos de nitiogée residuos aminoacidos da cadeia
principal pertencente a cavidade oxianica. Na etgmuinte, o &lcool é liberado e um
complexo acil-enzimatico € criado. Um ataque nuddleo (Agua na hidrdélise, ou alcool na
transesterificacdo) produz novamente um intermiediéetraédrico. Na Ultima etapa o
intermediario tetraédrico formado € hidrolisadoetdndo o produto e a enzima, que €
recuperada para um préximo ciclo catalitico (RAERANSSON; HULT, 2001).

O arranjo especial destes trés grupos de amina@didunui o valor do pKa do grupo
hidroxila da serina, facilitando a formacédo do ®id6, que promove o ataque catalitico a
carbonila do substrato, formando o intermediaridraéslrico acetil-enzima. Esses
intermediarios sofrem ataque nucleofilico, regem#waa enzima e formando o produto final
da catalise enzimética, como acido, ésteres ouaaniRIAZA; FRANSSON; HULT, 2001).
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Figura 1: Mecanismo de reac¢édo da lipase catalisando hidrdlisesterificacéo
Fonte: RAZA; FRANSSON; HULT, 2001.

Além de catalisar reacdes envolvendo a hidréliséldes e gorduras, as lipases tém
sido utilizadas em reacfes envolvendo substratosmatirais. Em solventes organicos, as
lipases catalisam a transferéncia de compostoa deilgrupos doadores para uma ampla
variedade de compostos aceptores (alcoois, aménaks carboxilicos). Dependendo do tipo
do doador de acila e do aceptor, as reacOes ealadispor lipases incluem esterificacao,
tioesterificacdo, amidacao, transesterificacadesénde peptideos e formacao de peracidos
(FABER, 2004).

Existem inUmeras vantagens do uso de enzimas eranse$é organicos ou solucdes
aquosas contendo solventes organicos em compacagdoa agua, como 0 aumento da

solubilidade de substratos apolares, a mudancardedinamica do equilibrio em favor de
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sintese sobre a hidrdlise, e a eliminacdo de conémd@o microbiana nas misturas de reacdo
(OGINO; ISHIKAWA, 2001; FERNANDEZ et al, 2006).

Dentre as reacdes catalisadas por lipases em mgémico, € possivel destacar a
esterificacdo de glicosideos de origem natural ppEsuem atividade farmacoldgica, tais
como flavonoides glicosilados, glicosideos terp@mi¢como gimsenosideos e glicosideos
cardioténicos), derivados de ramnopiranosil, aida® da colchicina, (como colchicoside e
tiocolchicoside) dentre outros (RIVA, 2002).

Em escala industrial, onde s&o desejados muito®scide processos com alto
rendimento, as propriedades enzimaticas geralmanetgisam ser melhoradas. Em alguns
casos as enzimas solUveis precisam ser imobilizpdes serem reutilizadas por longos
periodos em reatores industriais. As enzimas inzalihs com produtos quimicos
compativeis e técnicas adequadas de bioengenhaodem apresentar propriedades
funcionais melhores, como melhoria na enantiogselatle e na estabilidade (MATEO et al,
2007).

O uso de enzimas imobilizadas permite uma facilogfin e recuperacdo da enzima
apos a reacdao, facilitando sua reutilizacdo e poelborar sua solubilidade (ELLAIAH et al,
2004). A imobilizacdo aumenta a estabilidade téandea enzima e parece melhorar sua
atividade de sintese em meio com solvente orgqi$tovA; CONTESINI; CARVALHO,
2008). Assim, a utilizacado de enzimas imobilizadasreacdes tem sido bastante vantajosa,

embora tenha um custo maior, em razdo do alto egi@gado dos produtos.

2.1.1 Lipase B deCandida antarctica

A lipase B deCandida antarctica(CAL B) € um dos biocatalisadores mais utilizados
em sintese organica tanto em laboratério como ealaesdustrial, devido a sua capacidade
de aceitar varios substratos, tolerancia médiaiasmg&o aquosos e resisténcia a desativacao
térmica. A CAL B pertence a superfamilia dé3 hidrolases, possui 317 residuos de
aminoacidos e uma triade catalitica constituidaspaminoacidos: serina, acido aspartico e
histidina (Ser-Asp-His) (LUTZ, 2004).

O residuo nucleofilico serina € localizado no @ateal da fitap5 de um pentapeptideo
GXSXG altamente conservado, formando uma caratiteriprincipal 8 em torno deo”,
designada como a cavidade nucleofilica. O sitioomposto de uma folhg@ central

consistindo de 8 diferentes fitAgp1 - f8) conectadas com seis a hélices (A - F). A estutu
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cristalogréfica de lipase B d€andida antarctica mostra uma grande variagdo de
conformacdo no ambiente de seu sitio ativo, o quate pexplicar a grande variacdo na
especificidade de substratos destas enzimas (UPBESBet al, 1995). A figura 2 mostra a
estrutura tridimensional da CAL B.

A estrutura parece estar em uma conformacgdo "dbedim uma entrada bastante
restrita ao sitio ativo. Isso explicaria a espeitlide de substrato e o alto grau de
estereoespecificidade da CAL B (UPPENBERG et #4)1.9

Figura 2: Estrutura tridimensional da lipase B @andida antarcticadE.C.3.1.1.3 -
Triaciglicerol Hidrolase). Obtida por difracéo dgas-X, resolucdo: 2,10 A. PDB: 1LBT.
Fonte: UPPENBERG et al, 1994.
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2.2 FLAVONOIDES

Os flavonoides compdem uma classe de metabolitgstais secundarios amplamente
encontrados nas plantas. S8o compostos polifesolicomados por um ndcleo basico
arranjados na configuracag-Cs-Cs. Os atomos de carbono nos anéis A e C sado nunserado
de 2 a 10, e 0 anel B de 1' a 6' (figura 3). S@adlymidos por via biossintética mista: a via
chiquimato e a via acetato. A via chiquimato orggnanel B e os trés atomos de carbono que
formam o anel C (nucleo C3-C6), enquanto a viaaaseda origem ao anel A (DEWICK,
2002).

Reacdes enzimaticas de oxidacéo, reducdo e algoilpgpduzem variacbes sobre o
esqueleto basico dos flavonoides dando origemfaeedies classes destes compostos, como
por exemplo, flavanonas, flavonas, isoflavonasyoifeis, antocianinas e catequinas
(DEWICK, 2002).0 nucleo flavonoide e suas diferentes classes espéiesentados na figura
3.

Nas angiospermas, 0s complexos formados entre ianiogas e flavonas sé&o
responsaveis pela pigmentacdo azulada das pétalélerds, cuja coloragdo atrai insetos
polinizadores. Ja os flavonoides presentes na gaterna das folhas, atuam na protecéo
contra os raios UV-B. Além disso, muitos flavon@iderotegem as plantas contra micro-
organismos patogénicos, insetos e até mesmo caniraais herbivoros (HARBONE;
WILIAMS, 2000).

Na dieta humana, flavonoides podem ser naturalmementrados em frutas, verduras,
legumes, e em bebidas como cerveja, vinho, ch&wentha preto. O consumo de flavonoides
€ recomendado por sua acdo antioxidante e na m@&vele doencas cardiovasculares. Podem
ser ingeridos na forma de suplementos nutricionaistamente com certas vitaminas e
minerais (HOLLMAN; KATAN, 1999; HEIM; TAGLIAFERROBOBILYA, 2002).
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Figura 3: Esqueleto basico de flavonoide e suas diferetdsses.
Fonte: DEWICK, 2002 (adaptado).

Diversos estudos com ensaios bioldgicos revelam apieflavonoides possuem
atividade antimicrobiana, antiviral, antiulcerogatineoplasica, antioxidante, hepatoprotetora,
antihipertensiva, hipolipidémica, anti-inflamatorea antiplaquetaria, dentre outras. Estes
efeitos podem estar relacionados as propriedadetdnas que os flavonoides desempenham
em varios sistemas enzimaticos, incluindo hidraagmlimerases, fosfatases, proteinas
fosfoquinases e aminoacido oxidases. Seus efatdsoprotetores resultam da capacidade de

inibir a peroxidacdo lipidica, quelar metais redadvos e atenuar outros processos



21

envolvendo espécies de oxigénio reativas (DI CARIt@I, 1999; HARBONE; WILIAMS,
2000; NIJVELDT et al, 2001; CUSHNIE; LAMB, 2005).

Os flavonoides estdo presentes em quase todastes @as plantas, desde as raizes até
flores e frutos, ocorrem de forma livre (aglicoma) ligados a acucares (glicosideos). A
atividade biolégica dos flavonoides e de seus niditab depende de sua estrutura quimica,
que varia de acordo com 0s substituintes, inclumdoogenacdo em C2 e C3, hidroxilagdes,
C- ou O-metilacoes, sulfatacdes e glicosilacdesiti®eas substituicdes glicidicas destacam-
se glicose, ramnose, galactose e arabinose. Deste,fos flavonoides no reino vegetal
podem ocorrer na forma de ésteres, éteres ou desvglicosidicos ou ainda, como uma
mistura deles (HAVSTEEN, 2002).

Os flavonoides retiram espécies de oxigénio reasfecialmente em forma de anions
superoxido, radicais hidroxila, peroxidos lipidicass hidroperoxidos. Desta maneira
blogueiam a acdo deletéria destas substancias asbcélulas. Os critérios quimicos para
estabelecer a capacidade antioxidante dos flavesosdio: presenca de estrutura de O-
dihidroxi no anel B, o que da maior estabilidadefoama radicalar e participa da
deslocalizacdo de elétrons; ligacdo dupla, em obmjuoom C=0 na posicado 4 do anel C e
com os grupos de -OH nas posicoes 3 (anel C) endé @), juntamente com a C=0 da
posicdo 4 no anel A, sdo necessarios para o pletengal antioxidante (MARTINEZ-
FLOREZ, et al, 2002).

2.2.1 Naringina

A naringina é uma flavanona de ocorréncia natpraicipalmente em frutas citricas. E
extraida da casca deitrus paradisi (laranja vermelha) €. aurantium(laranja amarga),
podendo também ser encontrada na polpa de seas,fagmentes, folhas e flores. Utilizada
industrialmente em perfumaria, bebidas, como edaide, estabilizante de éleos vegetais e
em produtos de panificacdo, permanece sendo estyolad conta de suas propriedades
antioxidantes (GIANNUZZO et al, 2000; PETERSON le2806).

Na medicina chinesa é tradicionalmente utilizadacanti-inflamatério e antioxidante
(FANG et al, 2006). Além destas, foram associadaaréngina propriedades antimicrobiana
(HAN; YOU, 1988), antiviral (KAUL; MIDDLENTON; OGRA 1985), antiulcerosa
(MARTIN et al, 1994), anticarcinogénica (SO et 8997) e hipolipidémico (BOK et al,

2010). A naringina parece atuar ainda, na protelgioélulas da musculatura lisa vascular,
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reduzindo os efeitos aterogénicos, por aumentarca fe a resisténcia dos vasos sanguineos

(KIM et al, 2003). Sua estrutura quimica pode s&uwalizada na figura 4.

Figura 4: Naringina (7, 5, 4'-trihidroxiflavanona-7-ramnmglsideo)

2.3 BIOCATALISE DE FLAVONOIDES GLICOSILADOS EM SOLENTE ORGANICO
UTILIZANDO CAL B

Devido as suas propriedades biologicas, vem surgimal grande interesse, por parte
da indastria cosmética e farmacéutica em aplicaas vegetais contendo flavonoides em
sua composicdo. Entretanto, a utilizacdo de flam®mso glicosilados na industria
farmacéutica, cosmética e de alimentos, em algasese € limitada por sua baixa estabilidade
e solubilidade em bases lipofilicas. Para melhstas propriedades, varios estudos vém
sendo realizados, com a finalidade de modificasteutira quimica destes compostos atraves
de reacdes quimicas e enzimaticas. A reacdo dacacildas hidroxilas situadas na porcao
glicosidica da molécula tem recebido interesseiqudait por ser capaz de tornar estes
compostos mais soltveis em meio lipofilico, sendaete atividade bioldgica (CHEBIL et al,
2006).

Os flavonoides glicosilados, devido a presencagimar em sua estrutura quimica,
normalmente sdo pouco sollveis em solucgdes lipaéiliOs glicosideos sdo ainda, suscetiveis
a hidrélise em solugdes &cidas ou em presencazitean (ARCT; PYTROWSSKA, 2008).
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A obtencdo de derivados acilados de flavonoidesogjlleos via esterificacdo das
hidroxilas glicosidicas com moléculas alifaticagsi@ser usada como uma ferramenta para
adequar sua solubilidade em sistemas de baseaslecamulsdes, aumentando sua eficacia
em estabilizantes gordurosos, formulacfes lipailie oleosas, caracteristica interessante
para as preparacdes farmacéuticas e cosmeéticaso @eumeétodos quimicos de acilagédo
convencional das hidroxilas presentes nos flavasopbde levar a uma mistura de produtos
com diferentes graus de esterificacdo, uma vez egies métodos demonstram pouca
regiosseletividade (BOHM, 1998; PATTI; PIATELLI; RDLOSI, 2000).

Para contornar as desvantagens do processo quéonieencional, o uso de enzimas
em meio ndo-aquoso tem aberto novos caminhos patséeacéo de produtos com alto valor
agregado derivados de antioxidantes naturais. l&kagéo de enzimas permite que a acilacéo
ocorra apenas na porcao glicosidea da moléculaemando o nucleo flavonoide de
alteragbes (MELLOU et al, 2005).

A reacdo de acilagdo de flavonoides glicosideos m®t realizada com diferentes
tipos de enzimas tais como a subtilisina (protesBacillus subtili, lipases deCandida
antarcticae de Pseudomonas cepacdgpoproteinas, carboxilesterases e até mesmatestr
celulares, entretanto a lipase B@andida antarcticeem sua forma imobilizada parece ser a
mais versétil e regiosseletiva enzima para estgdcedCHEBIL et al, 2006). A acilacdo
enzimatica regiosseletiva de flavonoides tambémrdaiizada com sucesso, empregando
cultura de células dpomoea batatalNAKAJIMA et al, 2000).

Geralmente, as enzimas utilizadas na acilacdo é@tzende flavonoides estdo na
forma imobilizada, porque a imobilizagéo facilitaezuperacéo do produto final e facilita o
acesso do substrato ao sitio catalitico da enzwéan disso, a imobilizacdo parece aumentar
a resisténcia da enzima a inativacao por difereagestes desnaturantes (PLOU et al, 2002).

Na acilacdo enzimatica de flavonoides duas reagéespossiveis: a esterificacao

direta e a transesterificagcdo, ambas as reac@esikstradas na figura 5.
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Figura 5: Representacao esquematica da acilacdo enzimatica:
(a) esterificacéo; (b) transesterificacéo.
Fonte: CHEBIL et al, 2006.

Uma investigagdo, através de estudos de modelagefecutar analisou o
comportamento regiosseletivo da CAL B para doisvoiteides glicosideos: rutina e
isoquercitrina. Os resultados mostraram que a paghcona destes flavonoides se encaixam
na entrada da cavidade de ligacdo, estabilizadadigagdes de hidrogénio e interacdes
hidrofobicas. Ja a por¢céao acucar dos flavonoid@sgdosicionada perto do fundo da cavidade
catalitica, onde € estabilizada no local dos residataliticos, em uma pequena regido polar
no fundo da cavidade. Apesar do carater aromaticeubbstrato, ndo € possivel interacao
devido a falta de residuos aromaticos no sitiolitata Outras analises dos complexos
mostraram que as posicoes@H e 4”-OH da rutina e a posicad-®H de isoquercitrina

(tabela 1, pag. 33), ambas localizadas na extreaidia parte glicosidica dos substratos,
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foram os Unicos grupos hidroxila que satisfizerasn coitérios de proximidade com o0s
residuos cataliticos (OLIVEIRA et al, 2009).

Esta regiosseletividade estrita, sugerida pela tagdemn molecular, estdo em
conformidade com os dados experimentais de pubksa@nteriores para estes mesmos
flavonoides (rutina e isoquercitrina) (RIVA et 4896; NAKAJIMA et al, 1999), e fornecem
uma explicagdo adequada, sob o ponto de vista olateda regiosseletividade da CAL B na
acilacdo de flavonoides glicosideos (OLIVEIRA et2009). O mecanismo geral de acilacao
de flavonoides utilizando lipase B d& antarctica proposto por Oliveira et al (2009),

encontra-se na figura 6.
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Fonte: OLIVEIRA et al, 2009.



26

2.3.1 Condi¢cbes operacionais que influenciam a bmtélise de flavonoides em solvente

organico

A escolha do solvente é uma etapa importante rmgdes de biocatalise envolvendo
lipase e substratos ndo convencionais. As primaieagsfes de acilacdo enzimatica de
flavonoides utilizaram piridina como solvente, emsbeste meio fornega um alto rendimento
de reacao, seu uso tem sido evitado por contaalelsuada toxicidade (DANIELLI, 1997).

A toxicicidade precisa ser levada em consideraci@cipalmente se o produto reacional tiver
fins cosméticos, farmacéuticos ou alimenticiosdeedesejavel empregar solventes menos
toxicos (CHEBIL et al, 2006).

O solvente a ser utilizado em biocatalise prea@sa&empativel com a enzima para que
ela permaneca ativa e ndo seja desnaturada. Némnkénso claro ainda sobre a escolha do
parametro para descrever quantitativamente o edeitsolvente em reacdes enziméticas, mas
o mais frequentemente usado € o logaritmo do deefe de particdo (log P). Além da
lipofilicidade, propriedades como polarizabilidadgmlubilidade e constante dielétrica dos
diferentes solventes, também podem ser levadosoasideracéao para investigar a influéncia
do solvente em biocatalise, dentre outras (LAANEalet1987; VALIVETY et al, 1991;
LORTIE, 1997).

AlteracBes na rigidez da enzima podem ser ocas@@npdr acao reciproca entre as
propriedades dielétricas do solvente e as intesagbares e idnicas da enzima. O efeito do
solvente pode ser ocasionado pela variacdo deiariemg total associada com a energia de
solvatacdo dos diferentes solventes. Deste mosdolvente contribui para a estabilizagdo das
cargas no estado de transi¢cdo atraveés de modifisad® polaridade do sitio ativo (GUPTA,
1992; KRISHNA, 2002).

Estudos utilizando simulagbes de dinamica molecpéa investigar a estrutura e
flexibilidade da lipase B d€andida antarcticaem agua e em diferentes solventes, mostraram
gue a estrutura da enzima possui alta estabilidaddsolventes organicos. Ja a flexibilidade
da enzima depende da constante dielétrica do delvarflexibilidade € alta em meio aquoso
e diminui em solventes organicos. Com a diminugdaonstante dielétrica, a quantidade de
agua ligada a superficie enzimatica diminui sigativamente. Esta reducéo da flexibilidade
da CAL B em solventes apolares, ndo ocorre sompotecausa da interacdo entre as
moléculas do solvente com a proteina, mas tambénmigoacdes da agua ligada a enzima e
suas trocas na superficie enzimatica (TRODLER; BEER008).
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Em meio a solventes organicos as lipases, por sengimas hidroliticas, necessitam
de uma pequena quantidade de agua para manterost@ntacdo tridimensional ativa,
mesmo quando estdo ligadas covalentemente a umtesufoquantidade de agua presente é
fundamental para a estabilidade térmica, contridmipara a integridade estrutural e ainda
influencia na polaridade do sitio ativo e estahilid da proteina (LORTIE, 1996).

Além de influenciar na flexibilidade da enzima,alvente precisa ser compativel com
0s substratos. A combinacdo de moléculas com paldes distintas € a maior dificuldade a
ser superada em reacdes onde os substratos apnesantsideravel diferenca em termos de
polaridade, como um carboidrato e um acido grasoegemplo. Nestes casos, solventes com
baixa polaridade (log P > 3), como o0 n-heptano lexano, ndo sdo adequados porque a
solubilidade do acucar seria muito baixa. Um bomtato entre dois substratos tdo diferentes
pode ser obtido utilizando solventes que solubileembos o0s substratos ao menos
parcialmente. Portanto, € preciso escolher um kmio polaridade intermediéaria (log P entre
2 e 3). Os alcodis terciarios sdo especialments lbandidatos, pois ndo interagem com o
sitio ativo do catalisador porque ndo sao substiaéoa a maioria das lipases, ndo tém efeito
de desativar a enzima e séo facilmente removidosatdo (VILLENEUVE, 2007).

O efeito do solvente na atividade da lipase BCdeantarctica(CAL B) tem sido
investigado por diversos autores. Estudos comparanceacdo de acilagdo enzimética em
diferentes solventes obtiveram melhores resultadogresencga de acetona ou misturas entre
acetonitrila e piridina (RIVA et al, 1996; DANIELEt al, 1997; NAKAJIMA et al, 1999;
GAO et al, 2001; KONTOGIANI et al, 2003; OTTO et 2003; MELLOU et al, 2005).

A influéncia do solvente organico na atividade deL@ na reacéo de acetilagdo do
ciclohexanol com o acetato de vinila foi investigadestando varios solventes e suas
misturas. Para esta reacdo, associacfes entrengigdtetrahidrofurano (THF), dioxano e
acetonitrila puros, forneceram melhores resultado®iocatalise, entretanto estes solventes
ndo sdo convenientes a reacdes envolvendo flavesmp@ara uso bioldgico, devido a sua alta
toxicidade (DANIELLI et al, 1997). A influéncia dacetona, 2-metil,2-butanol, THF e
acetonitrila na acilagcdo enzimatica da rutina angara com diferentes acidos graxos foi
investigada. A acetona, acetonitrila e 2-metil-@gamol forneceram as maiores taxas de
conversdo, enquanto o THF pareceu ser incompatieeh a enzima nesta reacao
(KONTOGIANNI et al, 2003; MELLOU et al, 2006).

A contradicdo observada para o THF em ambos osla@stoode ser explicada pela
diferenca entre os substratos. No caso especific@aalacdo enzimatica de flavonoides

glicosidicos, os solventes mais adequados pardeatipe de reacdo sdo alcodis terciarios
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como o 2-metil-2-propanol (alcool terc-butilicop €-metil-2-butanol (&lcool terc-amilico), e
a acetona (CHEBIL et al, 2006). Eles sado bastanmpregados nestas reacdes porque
permitem a solubilizacdo de substratos com poldesladistintas e por apresentarem
toxicidade menor em relacdo a outros solventesnagé empregados em biocatalise
(VILLENEUVE, 2007).

Os liguidos i6nicos podem se apresentar como uteanativa aos solventes organicos
em reacoes de biocatalise. Estes solventes ténuistexdp espaco por serem menos toxicos,
com potencial aplicacdo em preparacdes cosmeépoadytos farmacéuticos e em alimentos.
Devido a estas vantagens, varios ésteres de flaleasa@ém sido preparados em liquidos
ibnicos (KATSOURA et al, 2006; LUE; GUO; XU, 2010).

Outra opcéo ao uso de solventes organicos par@izagio de reacdes de biocatalise
de flavonoides seria desenvolver a reacdo na aas@esolvente, liquefazendo os substratos
por meio de aquecimento. Neste caso, o propriotagmilante solubiliza o flavonoide e a
enzima para que ocorra a formacao de ésteres. iEguaos de esterificacdo de polifendis de
origem natural, empregando acido cinamico, cinantgometila, benzoato de metila e
salicilato de metila como solvente e CAL B imolaia como catalisador, indicaram a
esterificacdo de 100% dos substratos alcodlicosy(@Uet al, 1997; ENAUD et al, 2004).

Entretanto, de acordo Kontogiani et al (2001), gwaAcidos graxos sdo utilizados
como agente acilante e solvente na biocatalisexa de esterificacdo da naringina e rutina,
foi menor em comparacdo a reacdo com solvente iocigadApesar de ser uma alternativa
interessante, a biocatalise em meio livre de stdvpnssui o inconveniente de necessitar de
processos mais rigorosos para eliminar o excessageete acilante e recuperar o produto
sintetizado (CHEBIL et al, 2006).

Além do solvente, a agua € um dos componentes & myportancia na biocatalise
em meio organico por possuir um papel importantélexabilidade enziméatica. Entretanto,
seu excesso pode favorecer a reagéo de hidrolide a de esterificagdo. Sendo o nucledfilo
na reacdo de hidrélise, a 4gua pode atuar comonibidor competitivo, nas reacdes de
sintese catalisadas por lipases em solventes coFaflLORTIE, 1996).

Para favorecer a sintese, a atividade termodinadaiGegua (@ deve ser mantida tao
baixa quanto possivel, pois o0 teor de agua na en&nmais importante para manter a
atividade catalitica do que a quantidade totalidanto sistema reacional (HALLING, 1994).
Assim, pequenas variacdes na quantidade de agoeeiolevam a uma grande variagcdo na
atividade de agua da enzima, e é por isso que aBCALAo sensivel a quantidade de agua no
meio reacional (CHAMOULEAU et al, 2001).
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Apesar de necessaria ao desenvolvimento da bisegtéd atividade de &gua
geralmente ndo afeta significativamente a enamtetgidade da CAL B. A
enatiosseletividade das lipases parece ser aunaeatatedida que a temperatura aumenta e
em meio a solventes mais lipofilicos (WEHTJE; COSTEADLERCREUTZ, 1997;
PERSSON et al, 2002).

A 4gua também surge no meio reacional como pradiutesterificacdo. Para controlar
sua presenca no meio, muitos autores tem sugetigo de peneiras moleculares de 3 ou 4A
durante a reacéo de biocatalise. Estas peneirasmedes quimicamente e adsorvem a agua
produzida no desenvolvimento da reacdo. As penkiraBém sao utilizadas para retirar agua
contida no solvente (GAYOT et al, 2003; KONTOGIANBHI al, 2003; ARDHAQUI et al,
2004a, 2004b; PASSICOS; SANTARELLI; COULON, 2004EM.OU et al, 2005, 2006;
STEVENSON et al, 2006; YOUN et al, 2007). Outrgesido para minimizar a quantidade
de dgua do meio, consiste na desidratacdo dogatassfflavonoide e agente acilante), pois
este procedimento aumentou cerca de 10 a 15% orenb da reacao (GAYOT et al, 2003;
MELLOU et al, 2005).

O efeito da temperatura nas reacdes de biocatéksdlavonoides € um fator
importante nas rea¢fes enzimaticas porque inflaereiviscosidade do meio, na solubilidade
dos substratos e produtos, na atividade enzimd&icaté mesmo na desnaturacdo do
biocatalisador (ARROYO et al, 1999).

A escolha da temperatura depende da enzima e denselutilizados. Geralmente, a
temperatura escolhida para as reacdes de acilagatbawbnoides empregando CAL B
imobilizada é de 45 a 60 °C, o que permite a izafifio da enzima (KONTOGIANNI et al,
2003; PASSICOS; SANTARELLI; COULON, 2004).

A cinética da biocatalise melhora significativaneenbm o aumento da temperatura
do meio de reacdo. Enaud et al (2004), observeuagtlordizina, uma di-hidrochalcona
glicosilada, foi totalmente convertida em cinamedeo floridizina apos 15, 4 e 2 horas de
reacdo a 60, 80 e 100 °C, respectivamente. Estdtags mostra que o aumento de
temperatura diminui 0 tempo de reacdo, entretaitojnui gradativamente a atividade
enzimatica. Neste mesmo estudo, foi constatadada mke atividade enzimatica da CAL B
em 30%, apos 24 horas de reagéo a 80 °C.

A maioria das reacdes de biocatalise de flavosoitten utilizado fontes de
aguecimento convencionais. Entretanto, o uso degiende micro-ondas como auxiliar em

reacdes quimicas tem sido objeto de interesse\&rmsds estudos.
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O mecanismo de aquecimento por micro-ondas € diferalo aquecimento
convencional. O método convencional de aquecimentore através da transferéncia de
calor, que pode se dar pelos mecanismos de condug@veccdo e irradiacdo. Ja o
aguecimento por micro-ondas ocorre pela transfodimde energia eletromagnética em calor.
O mecanismo ocorre pela absorcdo dirigida de emgygr grupos funcionais que levam
condutividade ibnica, em que o calor é gerado étrae perdas por friccdo. Ou ainda pela
rotacdo de dipolo, quando um campo elétrico é agbticprovocando o alinhamento das
moléculas ao cessar o campo elétrico, a energianatta € entdo liberada para a solucao
circundante (BOGDAL, 2005).

Essa absorcao de energia faz com que os grupoeriam envolvidos tenham uma
maior reatividade com reagentes em relacdo aos@ueimplesmente incubados a mesma
temperatura. No entanto, em muitos sistemas o rismganpara iSso ocorra nao esta bem
elucidado. Os resultados da irradiacdo de micra®rekibem maiores taxas de reacdo em
relagdo ao aquecimento convencional, provaveln@origue o solvente empregado na reacéo
é ativado pela absorcéo de energia de micro-oredasianto os substratos das reacdes nédo o
sdo (LIN; LIN, 1998).

As primeiras reacOes utilizando a energia de nmocrdas como fonte aquecedora
empregavam forno domeéstico, entretanto, uma séridiftculdades técnicas decorrentes da
adaptacdo deste equipamento, estimulou o desem@itw de reatores de micro-ondas
especificos para sintese organica. Os reatores ysareem laboratério operam de modo
diferente do forno doméstico, neste ultimo a disigdo de micro-ondas ndo é homogénea,
enquanto nos reatores a distribuicdo é homogéneade ser focalizada. Além disso, 0s
reatores para uso em laboratério possibilitam drotnda poténcia e temperatura (evitando
assim a decomposicdo térmica da amostra), da pressa utilizacdo de refluxo ou
resfriamento simultaneo. Assim, estes reatoresr&i® vantajosos por serem mais eficientes
do ponto de vista energético, por apresentaremrnsaiguranca e por garantir uma maior
reprodutibilidade de experimentos se comparadodaanses de uso doméstico (STRAUSS;
TRAINOR, 1995).

Em reacbes com lipase a energia de micro-ondasceferarias vantagens, pois néao
prejudica a enzima em relacdo as propriedadestdbiletade e especificidade de substrato;
h& um acréscimo no rendimento das reacfes de Avazk®; além das habituais reacdes de
hidrolise, é possivel executar reacfes de sintaspresenca de solventes compativeis com
micro-ondas. Por isso, as micro-ondas vém desprtagrande interesse por ser uma

ferramenta potencial para acelerar as reacdesdatéiise (BRADOO et al, 2002).
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Yadav e Lathi (2004) demonstraram a excelentedatilé enzimatica na presenca de
irradiacdo de micro-ondas com a reagao de tramsiestedo entre acetoacetato de metila e
diferentes alcoois. Apurou-se que a conversao flbban como taxa de reacao foi maior sob
irradiacdo de micro-ondas em relacdo ao aquecimeotwencional. Paralelamente, foi
realizado experimento de controle, na ausénciandém@, que nao apresentou qualquer
reacdo de conversdo. Os resultados sugerem quit® dd irradiacdo de micro-ondas néao é
puramente térmico. Parece haver um sinergismo enta&alise enzimatica e irradiacdo de
micro-ondas. Os autores investigaram trés tipolfpdses: Lipozyme RM IM, Lipozyme TL
IM e Novozym 435, e concluiram que esta Ultima sgméou maior atividade em micro-
ondas.

2.4 SUBSTRATOS EMPREGADOS NA BIOCATALISE DE FLAVONDES COM
LIPASE

2.4.1 Caracteristicas do flavonoide

A lipase B deCandida antarcticaatua somente na porcéo glicosidica dos flavonoides,
por isso ndo apresenta reacdo frente a agliconafaide em reacdes comparando o
desempenho da CAL B frente a diferentes flavongid®es#a enzima n&o apresentou
reatividade frente a quercetina (ARDHAOUI et alp28; CHEBIL et al, 2007), naringenina,
hesperetina e crisina (CHEBIL et al, 2007).

Dentre os flavonoides glicosilados, a CAL B paremebir preferéncia pelos
flavonoides monossacarideos, por exibirem menoedimpento estérico junto a enzima, em
relacdo aos dissacarideos. Entretanto, esta preferédo pode ser generalizada porque a
auséncia de grupos hidroxila primarios, e baixatslitlade destes substratos, também podem
influenciar nestes resultados (GAO et al, 2001)cohcentracdo de flavonoide no meio
reacional parece néao interferir na taxa converséredcdo, mas a solubilidade do flavonoide
€ um passo limitante na reagdo enzimatica (ENAURIeR004; KONTOGIANNI et al,
2003).

Assim, comparando a acilacdo dos flavonoides esguliutina e hesperidina, a

esculina forneceu melhores resultados por ser rsanagdeo e possuir hidroxila primaria. A
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rutina e a hesperidina, apesar de possuirem a mpemao glicosidica, o dissacarideo
glicose-ramnose ligado ao nudcleo flavonoide, foen@m taxas de conversédo diferentes, com
menor rendimento para a hesperidina, provavelm#enalo a sua baixa solubilidade em 2-
metil-2-butanol (ARDHAOUI et al, 2004a).

A estereoquimica das ligacdes glicosidicas desemapemn papel importante na
acilacdo enzimatica por CAL B. Esta enzima possibnfacilidade em esterificar os grupos
hidroxila primarios, porque estes possuem menotredimento estérico (DANIELLI et al,
1997; NAKAJIMA et al, 1999). Assim, flavonoides qu@ssuem a molécula de glicose
compondo sua estrutura, com a posicad-GCH livre sao esterificados nesta posicdo, como
por exemplo a naringina e a isoquercitrina (DANIELdt al, 1997; OTTO et al, 2003;
MELLOU et al, 2005, 2006). Contudo, em moléculas géo possuem hidroxilas primarias,
como no caso da rutina, a posicdo’CB1 da glicose e C40H da ramnose podem ser
aciladas (DANIELI; RIVA, 1994; ISHIHARA et al, 200XIAO et al, 2005).

A maior parte das reacdes de biocatdlise de flddesocom CAL B produz
monoeésteres. Entretanto, Danielli et al (1997),eolisu a formacdo de ésteres de rutina
acilados nas posicdes COH e C4"-OH, assim como a esterificacdo da isoquercitniae,
posicoes C30H e C6-OH, em acetona/piridina (9:1, v/v). Fenbmeno sbame foi
relatado por Chebil et al (2007) para a isoqueneifrem que foi observada a esterificagdo nas
posicdoes C20H, C3-OH e C6-OH em acetona, acetonitrila ou 2-metil,2-butaritiin
ambos os estudos, 0 agente acilante empregadaébeaitato de vinila.

A posicao de acilacdo da CAL B em alguns flavomneiglecosilados pode ser vista na
tabela 1.



Tabela 1:Posicao de acilacdo por CAL B em flavonoides glladss.
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Flavonoide Posicéo da acilagcéo

Referéncia(s)

Hesperidina

Isoquercitrina

Naringina

Quercitrina

Rutina

ARDHAOUI et al, 2004a.

OLIVEIRA et al., 2009;
NAKAJIMA et al, 1999;
RIVA et al, 1996;
DANIELI, et al, 1997;
GAO et al, 2001; CHEBIL
et al, 2007; SALEM et al,
2010.

GAO et al, 2001; GAYOT
et al, 2003;
KONTOGIANNI et al,
2003; OTTO et al, 2003;
PASSICOS et al, 2004;
MELLOU et al, 2005,
2006.

DANIELLI, et al, 1997.

DANIELL, et al, 1997;
KONTOGIANNI et al,
2003; ARDHAOQUI et al,
2004a, 2004b; PASSICOS
et al, 2004; XIAO et al,
2005; OLIVEIRA et al.,
2009; LUE et al, 2010;
VISKUPICOVA et al,
2010.




34

2.4.2 Caracteristicas do agente acilante

A estrutura e concentragao do agente acilanteeindiam no desempenho da acilacéo
enzimatica de flavonoides, pois 0 mesmo precisacsampativel com a lipase, mas sem
interferir na atividade biolégica dos ésteres fatosa Assim, diversos tipos de agentes
acilantes tém sido testados neste tipo de reagaoy @cidos graxos saturados, insaturados,
substituidos, dicarboxilicos, acidos arométicos serés. A proporcdo de agente
acilante/flavonoide influencia na reacéo de estagfio, porque o excesso de agente acilante
desloca o equilibrio da reacdo em direcéo a siGSETI; PIATTELLI; NICOLOSI, 2000).

Na biocatalise de flavonoides glicosilados com (Blas maiores taxas de conversao
geralmente sdo obtidas quando séo utilizados ago®s ou seus derivados na forma de
ésteres vinilicos (MELLOU et al, 2005). Esta préfaia por ésteres vinilicos deve-se a
estabilizacdo destes compostos por tautomerizaganteé a reacdo, desfavorecendo a reacao
inversa, ou seja, a hidrélise (YANG; HENKE; BORNSEWWER, 1999).

A especificidade da lipase B deandida antarcticapara acidos graxos de cadeia
linear tem sido investigada em diversos estudofietanto, parece controverso. Para a
maioria dos autores, o rendimento da reacdo depe@adsomprimento do agente acilante
utilizado.

A esterificacdo da rutina e da naringina por acglesos saturados (C8, C10 e C12),
catalisada pela CAL B em diferentes sistemas stdgefoi investigada por Kontogianni et al.
(2003). Os resultados deste estudo demonstrarampaueze ndo haver relacdo entre o
comprimento da cadeia do doador de acila com resttionde conversdo. Entretanto,
diferencas significativas podem nao ter sido olm#as neste estudo, devido a pequena
diferenca de tamanho entre os acidos graxos estsidad

Reacdes comparando a acilacdo da rutina com diésreicidos graxos também
saturados (C6 a C18), mostraram que para compmsete cadeia entre C6 e Cl2, o
desempenho da reacdo aumentou com o comprimendcidies graxos de cadeia, mas 0s
acidos laurico (C12), palmitico (C16) e estearicdg) mostraram maior rendimento para a
reacdo (ARDHAOUI et al, 2004a). Este resultadoegeetiu, quando além de acidos graxos
saturados, foram testados também acidos dicarbosie acidos graxos substituidos. Em
geral, os acidos graxos apresentaram melhores teaxamnversdo em relacdo aos acidos
graxos substituidos (ARDHAOQUI et al, 2004b).

Paralelamente, o estudo de acilacdo de isoquaeecitom ésteres vinilicos derivados

de &cidos graxos de cadeia variavel (C4 a C18)traram que o rendimento da reacao caiu
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de 66% para o butanoato de etila, para 38% quamrdtearato de etila foi usado como agente
acilante (SALEM et al, 2010). Katsoura et al. (20@6lataram semelhante tendéncia durante
a acilacao de naringina e rutina com CAL B lipaskzando acidos graxos livres e ésteres
vinilicos, em liquido i6nico. Neste estudo, o maiendimento de conversdo, em torno de
65%, foi observado para agentes acilantes de cade&

O efeito do numero de carbonos da cadeia de agmo®s (C4 a C18) na formagéo
de ésteres de rutina também foi investigado pokugigEova et al (2010). A maior taxa de
conversao (> 50%) foi alcancada quando acidos grdeocadeia curta e média (C4 a C12).
Com o aumento no tamanho da cadeia (de C12 até G18ndimento da esterificacdo
diminuiu gradualmente.

Este comportamento seletivo para os acidos gragasdeia curta e média pode ser
atribuido a estrutura do sitio acil-ligante da CB\LA estrutura do bolso acil-ligante da lipase
possui forma eliptica afunilada, uma estreita fedda9,5 x 4,5 A. A medida que cresce
namero de carbonos do doador de acila (a partiC#ld), comeca a haver um certo
impedimento estérico, resultando em baixa eficénda reacdo enzimatica (PLEISS;
FISCHER; SCHMID, 1998).

Conforme mencionado anteriormente, a esterificalgioutina com acetato de vinila
produz ésteres acilados nas posi¢c6es@3 e C4’-OH (DANIELLI et al, 1997). Entretanto,
em reacbes em que foram empregados acidos graXOBITIRGIANNI et al, 2003) ou
mesmo o cinamato de vinila (ISHIHARA et al, 2002) reacdo, houve a formacédo de um
anico composto acilado em G®H. Esta diferenca de resultados indica que o aton@o
tamanho da cadeia do agente acilante, pode mell@oragiosseletividade da CAL B
(KONTOGIANNI et al, 2003).

Reacdes comparando &acidos graxos saturados e rawgzdu indicam melhor
rendimento para os acidos graxos saturados (ARDHA€DHI, 2004a; MELLOU et al, 2006;
VISKUPICOVA et al, 2010). Talvez por isso, as resg;dempregando os acidos graxos
insaturados sejam escassas e pouco investigadaad@tratam-se de reagbes envolvendo
acidos graxos hidroxi-insaturados ou provenientesoldos vegetais, existe ainda menos
informacéo.

Nas reacdes de acilacao de flavonoides com ossorg@nicos aromaticos, o melhor
desempenho na reacgao, depende dos substituintgmsa#io das hidroxilas no anel (orto,
meta ou para) e do comprimento da cadeia lateraK@NIMA et al, 2000; GAO et al, 2001;
OTTO et al, 2003; ENAUD et al, 2004; STEVENSON le2806).
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2.4.2.1 Oleo de mamona como agente acilante

A historia da mamonaRjcinus commun) antiga, ja que seu oleo era utilizado pelos
egipcios ha 4.000 anos, na iluminacédo e na proddeaengtientos. No Brasil, a planta foi
trazida pelos colonizadores portugueses com a @&nerdpregar seu 6leo na iluminagéo e
lubrificagcdo de eixos de carroca. O clima tropifdilitou seu cultivo, a ponto de hoje a
mamona ser encontrada de norte a sul no pais (CANGEANTOS; CLARO NETO, 2010).

Atualmente o Brasil € um dos maiores produtoreslde de mamona, ficando atras
apenas da india e China, responsaveis por aproaimaate 90% da producdo mundial. O
estado da Bahia concentra boa parte da producémab(NEGRET, 2008).

O cultivo de mamona foi impulsionado pela politada incentivo a producédo de
combustiveis oriundos de fontes naturais, comoodiésel (ANTHONISEN, 2007). O dleo
de mamona e os derivados da ricinoguimica tém itapoia em diversos setores produtivos,
entre eles téxtil, celulose e papel, tintas e vew)i lubrificantes, plasticos (poliuretano
derivado do 6leo de mamona), incluindo os set@aadcéutico e cosmético. Desta forma, o
0leo de mamona tem sido muito valorizado devidosaversatilidade de uso e pode substituir
0s Oleos comestiveis em muitas areas de aplicagdicstrial, onde estes sao utilizados
(OGUNNIYI, 2006).

Assim, pode servir como uma excelente fonte deodajslaxos de origem natural. Os

frutos e sementes de mamona podem ser observadigsinaar.

Figura 7: 1. Frutos da mamoneira; 2. Sementes de mamona
Fonte: CANGEMI; SANTOS; CLARO NETO, 2010
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A mamona possui em média um teor de 6leo de 43/ (pp). Na composicédo do
0leo predomina principalmente a ricinoleina comcenmtracdo média de cerca de 90% (p/p),

trigliceridio composto pelo acido ricinoléico (figis 8 e 9) (FREIRE, 2001).
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Figura 8: Ricinoleina, principal triglicerideo do 6leo demona
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Figura 9: Acido ricinoléico (4cido 12-hidréxi-Z-octadecendico).

Os grupos hidroxila presentes na ricinoleina cemferao 6leo de mamona, a
propriedade exclusiva de solubilidade em &lcoofjuanto sua alta viscosidade deve-se a
formacao de ligagcbes de hidrogénio intermolecutargtupos hidroxila (-OH). A presenca do
grupo hidroxila também confere ao 0leo e aos setgatios estabilidade extra, pois previne
a formacéo de hidroperéxidos (FREIRE, 2001).

O acido ricinoléico representa, a maior parte didlcAgraxo presente no 6leo de
mamona, mas também estdo presentes o0 acido limokio &cido oléico em menores
quantidades, além de outros com percentagens meg@®sentativas, como acido
dihidroxiestearico, acido licosanoico e acido lémto. Tanto o grupo hidroxila quanto a
dupla ligacéo tornam o 6leo apropriado a modifiesgguimicas (CONCEICAO et al. 2005).
A variacao do teor de acidos graxos no 6leo de mampode ser observada na tabela 2.
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Tabela 2 Variagéo do teor de &cidos graxos no 6leo de mamo

Oleo de mamona Composigdo em acidos graxos (%)
Acido ricinoleico 84,0-91,0
Acido linoleico 29-6,5
Acido oleico 3,1-59
Acido estearico 1,4-2,1
Acido palmitico 09-15

Fonte: MOSHKIN, 1986apud CANGEMI; SANTOS; CLARO NETO, 2010.

2.4.3 Lipofilicidade e atividade biol6gica dos flawndides acil-glicosilados

Devido as suas propriedades antioxidantes e dawdaggdo do crescimento celular, os
flavonoides sdo comumente utilizados em cosmétieos.isso, a alteracao na lipofilicidade
dessas moléculas, sem prejudicar sua atividadeddital, é de grande interesse por
possibilitar o emprego de concentracbes mais ebdsvadcom maior potencial de absorgao
(ARCT; PYTROWSSKA, 2008).

A lipofilicidade, somada a outras propriedadescéigjuimicas de uma molécula,
influencia nos processos de absorcdo e distribuipés € necessério que se difunda e
atravesse as membranas biolégicas que compdem @doste e sistemas multi-
compartimentados dos seres vivos, para entéo asegi sitio de acdo (SMITH; JONES;
WALKER, 1996; WILLIAMS; LEMKE, 2002).

A absorcao tépica de uma substancia é limitadapedy que age como uma barreira
efetiva de penetragéo seletiva. A membrana cetidastrato corneo oferece um obstaculo a
entrada indiscriminada de substancias exogenasrir@igal caminho de penetracdo de
substancias ativas através da pele € a difusddv@apsla bicamada lipidica da via
intercelular (BARRY, 2005).

A epiderme, por ser a camada externa, exerce roaidrole de permeabilidade, por
isso, ao propor uma formulacdo dermatologica, éssgrio relacionar as propriedades
fisiologicas e fisico-quimicas da pele e as caristieas do veiculo ou base penetrante. Se a

substancia penetrante for muito lipofilica, elaatssa a camada cornea e encontra na derme,
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uma fase aquosa pouco soluvel. A partir dai, argsodepende da taxa de depuracdo da
substancia nesta fase aquosa.

A absorcao percutanea depende de fatores comeertoacdo da substancia aplicada
na pele e area de superficie, constante de difatsdeés da epiderme, coeficiente de particdo
da substancia com o veiculo e a espessura dooesbraieo (BARRY, 2005).

De um modo geral, a lipofilicidade representa aidfide de uma molécula ou um
grupamento por um ambiente lipofilico. Geralmentenédida por seu comportamento de
distribuicdo em um sistema bifasico, como o coefit? de particdo em octanol/agua. Assim,
guanto menos intensas as interacées entre um cton@oslar e a fase aquosa, maior sua
lipofilicidade. Da mesma forma, quanto mais intenss interagcbes polares entre um
composto e a fase aquosa, maior sua afinidade gar fase, e portanto, menor sua
lipofilicidade (WERMUTH et al, 1998).

E possivel obter uma medida quantitativa da lijmifiade de uma molécula,
determinando a razdo de suas concentracdes ndbequiconsiderando a particdo desta
molécula entre uma fase organica (octanol) e usadguosa (agua) (WILLIAMS; LEMKE,
2002).

Esta razdo entre as concentragbes é denominadeieatef de particdo (P) e é
expressa por:

P = [A ]fase organic
Wgse aquosa

Onde:

« P é o valor do coeficiente de particdo, expresda pzdo das concentracdes no
equilibrio do soluto (A), particionado entre umadarganica e uma fase aquosa;

o [A]™se0rdnic% 3 concentracdo do soluto “A” dissolvido na faggnica (octanol);

o [A]™seaauesis 3 concentracéo do soluto “A” dissolvido na fapeosa (agua).

O octanol geralmente € o solvente de escolha pai@e organica. No sistema
octanol/agua as interacfes polares, principalméegdaedes de hidrogénio, entre o soluto e o
solvente sao consideradas equivalentes. Assim or W log P medido no sistema
ocnatol/agua, reflete principalmente as intera¢éidsofobicas entre o soluto e a agua. Por
isso log P é considerado mais um parametro hidimdodo que lipofilico (WILLIAMS;
LEMKE, 2002).
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Apesar do n-octanol e a 4gua serem os solventessa@ha padrdo para medir o
coeficiente de particdo de um composto, eles padgrsubstituidos por heptano, cloroférmio
ou propilenoglicol na fase orgéanica e por solugiopéo fosfato (pH 7,4) na fase aquosa,
utilizados como modelo para medir o coeficiente phaticdo no sistema biolégico
(DEARDEN, 1985).

A constante de equilibrio relativa a particdo de sotuto entre as fases organica e
aquosa, denominada P, geralmente é expressa erforsua logaritmica, como log P, e
também é denominado coeficiente de particdo, esapta valores que variam de -5 a 5 para
0S compostos bioativos em geral. A grandeza d®ldgpende das interagdes entre o soluto e
a fase aquosa. A natureza da fase organica detergpmis interagcbes serdo mais
significativas na particdo. Valores positivos dg B revelam uma maior afinidade do soluto
pela fase organica em relacao a fase aquosa, eyalegativos do log P refletem uma maior
afinidade pela fase aquosa em relacdo a fase oeg@rtSTA et al, 2000).

O aumento da lipofilicidade de flavonoides, atrawves reagfes esterificacdo das
hidroxilas glicosidicas, tem melhorado suas praades bioldgicas. De acordo com Mellou
et al (2005), ésteres derivados flavonoides gliades com acido laurico (C12), apresentaram
aumento da atividade antioxidante das lipoprotedgasas e antimicrobiana.

Esteres derivados da rutina com grupos acilantesadeia média e longa também
apresentaram atividade hipocolesterolemiante matlasr em relagdo ao composto original
(LUE et al, 2010). Também foi constatado um aumerdoatividade anti-angiogénica e
antitumoral (MELLOU et al, 2006) e anti-inflamai@r{VISKUPICOVA, 2009) de ésteres
derivados da rutina com acidos graxos insaturabtii4;(18:2, 18:3).

Seguindo essa tendéncia, Salem et al (2010) comprque derivados lipofilicos da
isoquercitrina com acidos graxos de tamanhos wasi&34 a C18, C18:1) apresentam maior
atividade antioxidante e antitumoral em relacasoguercitrina.

Outra possivel aplicacdo para ésteres derivadofladenoides estd na indastria
alimenticia, onde podem ser empregados com funpfioxaante em alimentos de base
oleosa, como 6leos comestiveis, manteigas, maegardentre outros. Estudos com ésteres
derivados da rutina com estearato, palmitato, @lelatoleato e linolenato mostraram-se
agentes eficientes na avaliacdo da estabilidaddatixd@ do 6leo de girassol, além de alta
capacidade antioxidante vitro. Estes resultados indicam que os derivados liposilde
rutina podem ser agentes Uteis na protecdo dosrdlis a base de oleo/gordura durante a sua

armazenamento ou processamento (VISKUPICOVA, 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

A lipase deC. antarcticarecombinante emspergillus oryzaémobilizada em pérolas,
o flavonoide naringina (96%) e a peneira molec(8&) foram adquiridas da Sigma-Aldrich
O solvente utilizado foi acetona (Quimis), e o disomamona, adquirido da empresa Natural

Rural. Para as analises cromatograficas foranzatiis solventes grau analitico.

3.2 EQUIPAMENTOS

Os espectros de RMN del e de**C (1D e 2D) foram registrados em espectrometros
JEOL® Eclipse-400 {H: 400 MHz;*°C: 100 MHz) e Brukét DRX-500 ¢H: 500 MHz;C:
400 MHz), em tubos de 5 mm, sendo as amostrasikodulas em CDGlou DMSOds como
solvente e TMS como referéncia interna.

A analise por cromatografia gasosa foi realizadaG® Shimadzu®, modelo GC-
2010; detector por ionizacdo em chama (FID); colRta1l (30m x 0,25mm x 0,2%n)
composta 100% de dimetil polissiloxano, Re8tek

As andlises de cromatografia liquida de alta efmg& foram realizadas em
cromatégrafo liquido Merck-HitachiLaChrom Elite, equipado com Detector de Arranjo de
Diodos (DAD). A coluna utilizada foi LiCospher 16®P18 (5um, com as dimensdes 150
mmx 04 mm), MercK.

As reacbes foram desenvolvidas em incubadora eefiith com agitacdo “shaker”,

modelo TE 424, TECNAP e em reator de micro-ondas modelo Discover, EEM
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3.3 OBTENCAO DO ACIDO RICINOLEICO A PARTIR DO OLEDE MAMONA

A obtencdo do acido 12-hidroxiBoctadecendico foi feita através de hidrélise
basica. Foram adicionados 100 mL de solucédo corszkntle hidréxido de sédio (5 MofL
em 300 mL de 6leo de mamona para a hidrélise dasiltfliceréis presentes no 6leo, em
acidos graxos livres. Em seguida, foi adicionadonsio solugdo concentrada de acido
cloridrico (3 Mol.L'Y), em quantidade suficiente para neutralizar o At$olucdo resultante
foi extraida com acetato de etila por trés vezetasfracdes foram reunidas e concentradas
em rotaevaporador.

Apds a extracdo dos &cidos graxos presentes nod@emamona, procedeu-se a
caracterizacdo quimica por cromatografia gasosgpr@duto foi submetido a sililacéo
utilizando o reagente bis(trimetilsilil)trifluoroatamida (BSTFA), e trés gotas de piridina
como catalisador, em seguida esta solucéo foi &pigmOr 2 minutos no micro-ondas e
injetada no cromatoégrafo (0,2 mL).

A andlise por CG foi realizada sob as seguinteslicors: temperaturas do injetor a
300 °C e do detector a 300 °C; temperatura da agwogramada, sendo a inicial de 120
°C/1min, rampa de aquecimento de 10 °C/min aténpdmtura final de 300 °C, mantida por
5 min. Tempo de equilibrio do forno: 0,5 min; irge¢ modo "split" 1/20. Gas de arraste:
hidrogénio, vazéo de 0,6 mL/min.

O &cido ricinoléico isolado a partir do 6leo de roam também foi analisado por
RMN *H e**C.

3.4 ACILACAO ENZIMATICA DE NARINGINA

3.4.1 Secagem dos constituintes

A secagem dos componentes da reacgéao foi realiegmdo metodologia descrita por
Gayot et al (2003). Os substratos (flavonoidesi@oagraxo) foram secos em dessecador com
silica gel sob vacuo por uma semana. A silicatisada previamente por secagem durante 4

h a temperatura de 110 °C.
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A acetona utilizada na reacédo passou por processeachgem durante 7 dias com a
adicdo de 100 gt (10% p/v) de peneira molecular, previamente set808C durante 24
horas antes do uso.

3.4.2 Reacéao enzimatica utilizando naringina e aaidricinoléico ou 6leo de mamona

Para cada reacao foram pesados aproximadamergeal®,idaringina e 2,1 g de agente
acilante (6leo de mamona ou acido ricinoléico) ra@percao 1/3 (p/p). Os substratos foram
solubilizados em 25 mL de acetona previamente segpecidos a 40 °C por 5 minutos para
completa solubilizacdo. Em seguida 500 mg de lipassbilizada foi adicionada ao meio,
iniciando a reacdo. Para manter a quantidade otienaagua no meio reacional, foram
adicionadas 100 gtde peneira molecular (3A).

A reagédo foi desenvolvida em estufa incubadoraKisfiade bancada, com agitagéo
orbital de 80 rpm, a temperatura média de 50 °Carde 120 horas. O rendimento da
bioconversédo foi monitorado a cada 24 horas rendise aliqguotas de 0,2 mL, sendo
posteriormente analisadas por CLAE-DAD. A convergpressa em porcentagem (%), foi
calculada através das areas fornecidas pelo crgn#i dividindo-se a area do éster pela
area total, multiplicando o resultado por 100.

Um estudo comparativo, sob as mesmas condigcOesgeetatura e concentracao dos
substratos, analisou 0 aquecimento por micro-ondasnparando-o ao aquecimento
convencional (em incubadora shaker), por um peréed®2 horas. Durante este tempo, para
investigar o progresso da reacdo foram retiradagsiaths de 0,2 mL a cada duas horas e
analisadas por CLAE-DAD.

As principais condi¢des reacionais empregadas eonorondas e em incubadora
shaker estédo resumidas na tabela 3.

Tabela 3: Condi¢bes reacionais empregadas em shaker e ondas
Fonte de

aquecimento Temperatura  Agente acilante Agitacao
Micro-ondas 5 Acidos graxos  pagnética em
50°C ] ! :
(10W) Oleo de mamona ~ Nivel baixo
Incubadora Acidos graxos

hak 50°C i 80 rpm
shaker Oleo de mamona
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Todos os experimentos foram realizados em tri@idaara confirmar a viabilidade da
reacdo enziméatica, foram realizados experimentos cemdicdes idénticas de tempo,
temperatura, concentracdo dos substratos, tantam@ro-ondas quanto em incubadora
shaker, sem a presenca da enzima. As reacdes oo lineeram por objetivo investigar se a
reacdo de sintese ocorreria sem a presenca ddabigador, funcionando como um controle
negativo para a reacdo. Estas reacfes também émaimadas por CLAE-DAD.

3.5 ANALISE CROMATOGRAFICA

A reacdo foi monitorada por Cromatografia em CambBddgada (CCD) e por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteqtor Arranjo de Diodos (CLAE DAD).

Para as analises em CCD, foram utilizadas cromatadade aluminio silica gel 60A
(MercK®). Para eluicdo, foi utilizado o sistema de soleentloroférmio/metanol/agua
(8:2:0,3, v/vlv). Os produtos da reacdo foram Jigados com o auxilio de uma camara
cromatografica com luz UV (254 nm) e por reveladas placas com &cido sulfarico (10%)
em metanol (revelador universal) seguido de aquediona 100 °C.

As aliquotas recolhidas ao longo das reacdes, apdiiragem, foram secas e
ressuspensas em metanol, para serem analisad@sABrDAD. A fase mével utilizada foi
composta por solucdo aquosa de acido fosférico¥®,& metanol na forma de gradiente,
conforme a tabela 4. A temperatura da coluna faitmda constante a 30 °C com um fluxo de
1,0 mL/min e volume de injec&o de RD.

Tabela 4: Gradiente de solventes utilizados na analise hp&ECDAD
Solvente %

Tempo (min)

H3POas (ag) 0,1% MeOH
0-19 75 25
20 - 24 0 100

25-35 75 25
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados obtidos, foi adotada arddisariancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Tuckeypbst hot, para efeito de comparagbes multiplas entre adiané A
andlise estatistica foi realizada com o auxilio stdtware IBM SPSS Statistics 17.0
(Www.spss.com).

Os resultados foram apresentados como razdes deeclam um intervalo de
confianca de 95%. As diferencas foram consideraggsficativas estatisticamente quando p
<0,05.

3.7 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DO PRODUTO DE READ

Apos o fim de cada reacdo a enzima foi removidafiicacdo. O meio resultante foi
seco a temperatura ambiente, seguido de extragaa@di para concentrar o produto de
interesse e remover 0s acidos graxos em excesseido Inicialmente foi realizada extracéo
liguida com hexano e agua, seguida de uma seguxtdacd@® da fracdo hexano com
acetonitrila. Todas as fracdes foram monitoradasmonatografia em camada delgada.

A fracdo da acetonitrila, contendo o produto desreggse, foi entdo submetida a
cromatografia em coluna aberta recheada com $f¢a (Vetec) para purificar os ésteres
obtidos a partir da reacdo de acilacdo enzim&ticeam utilizados solventes hexano, acetato
de etila, cloroféormio e metanol, combinados em wrdeescente de polaridade.

A estrutura quimica do produto purificado foi detgrada por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) déH e de™*C uni e bidimensional.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DO ACIDO RICINOLEICO A PARTIR DO OLEDE MAMONA

O produto obtido através da hidrélise do o6leo dempra foi analisado por
cromatografia gasosa ap0s reacao de silanizacé@mn@atrograma obtido pode ser observado

na figura 10, a seguir.
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Figura 10: Cromatograma do acido ricinoléico obtido por GfBsaderivatizacao.

O cromatograma mostrou pico majoritario com tempaetencdo em 19,1 minutos.
Com base nos dados encontrados na literatura god&Hsuir este pico ao acido ricinoléico,
principal acido graxo presente no 6leo de mamona.

A estrutura quimica do acido 12-hidréxiZ9ctadecendico, obtido do oleo de
mamona, foi identificada pela andlise dos espeded®MN de'H, de**C incluindo técnicas
bidimensionais. Os espectros de RMN'Hee de'*C s&o apresentados nas figuras 11 e 12,

respectivamente.
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O espectro de RMN déH apresentou sinais caracteristicos de &cido graxo
monoinsaturado de cadeia longa. O sinal ®m0,86 ppm (3H, t, J = 5,9 Hz, H-18),
corresponde ao grupo metila terminal. Os sinaigeedy 1,26-1,39 ppm sobrepostos
correspondem as absor¢cdes de grupos metileno eé@asddngas. Os hidrogénios olefinicos
foram detectados e®y 5,47 ppm (1H, m, H-9) e edy 5,54 ppm (1H, m, H-10). Um sinal
largo emdy 6,11 ppm de baixa intensidade, foi atribuido atvdgénio do grupo carboxila em
troca com as moléculas do solvente.

O espectro de RMN d€C apresentou os sinais & 13,99 ppm (C-18) referente ao
grupo metila terminal, enti®& 28,90-29,42 ppm referentes aos grupos metilenoagtaia, os
sinais emdc 133,02 ppm (C-9) e e 125,12 ppm (C-10) foram atribuidos aos carbonos
olefinicos. Enquanto o sinal edg 179,16 ppm corresponde a carbonila.

Além da anélise de RMN déH e de *®C também foram utilizadas técnicas
bidimensionais, como HMQC (Correlacdo Heteronuclgatiplo-Quéantica espagado por
uma ligacdo’Jcy) e HMBC (Correlacdo de Acoplamento Heteronuclemaeado por varias
ligacdes,%Jch e %Jc). Os espectros bidimensionais sdo mostrados gasa$i 13 e 14,

respectivamente.
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Todos os sinais detectados foram reunidos na tadheld estrutura numerada é

mostrada na figura 15.

Figura 15: Estrutura quimica enumerada do acido 12-hidréXiegtadecendico

Tabela 5:Dados de RMN para o acido 12-hidr6xiZSsctadecendico.

Posico HSQC 2 HMBC 3
6C 8H \]CH \]CH

1 179,16 - 3H-2 2H-3
2 34,13 2,29 (t, 6.4)
3 24,67 1,59 (m)

4-7 29,42-28,90 1,26-1,39
8 27,25 2,01 (m) H-9 H-10
9 133,02 5,52 (m) 2H-8 2H-7; 2H-11
10 125,12 5,38 (m) 2H-11 2H-8; H-12
11 35,10 2,19 (m) H-10 H-9
12 71,64 3,60 (M) 2H-11; 2H-13 H-10; 2H-14
13 36,60 1,43 (m) H-12 2H-11
14 25,57 1,26-1,39 H-12
15 29,42-28,90 1,26-1,39
16 31,76 1,26-1,39 2H-17 3H-18
17 22,54 1,26-1,39 2H-16; 3H-18
18 13,98 0,86 (t, 5.9) 2H-17 2H-16
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4.2 ACILACAO ENZIMATICA DA NARINGINA E ANALISE CROMATOGRAFICA

A acetona foi escolhida como solvente para estgacgapor fornecer melhor
rendimento, adequada solubilizagdo dos substrattacikdade de purificagcdo ao fim da
reacado (CHEBIL et al, 2006; MELLOU et al, 2006). éendi¢cdes de tempo e temperatura,
também foram escolhidas de acordo com indicacéitedatura.

A razdo molar entre os reagentes € outro fator infkeencia no rendimento do
produto da reacdo. Como a quantidade de éster dorrdacontrolada pelo equilibrio da
reacao, o excesso de um dos substratos aumemaimeato baseado no reagente limitante
(SOLOMONS; FRYHLE, 2001). Na acilacdo de flavonside reagente em excesso
geralmente é o agente acilante, devido ao seu eudisponibilidade. Por isso, a proporcao
1:3 (p/p) foi escolhida.

A secagem dos substratos e solventes € uma etdfimportante para a reagédo de
biocatalise com a CAL B. Esta bem documentado teeatura que o teor de agua no meio
reacional, em quantidade maior que a necessaréa qmvatar a enzima e manté-la ativa,
diminui o rendimento da reacdo (GAYOT et al, 208 NTOGIANNI et al, 2003). Nas
reacOes de esterificacdo direta com acidos graxes | a presenca de 4gua no meio reacional
€ constante, pois esta surge como produto da festefio. Para tentar controlar este
inconveniente, sdo adicionadas ao meio reaciomadif@s moleculares, que adsorvem a agua
em sua estrutura.

A adicdo de peneiras moleculares a reacdo leva awmento significativo em seu
rendimento (GAYOT et al, 2003; MELLOU et al, 20083s peneiras moleculares sao
formadas por aluminossilicatos sintéticos ou naurarranjados em uma macro estrutura
cristalina, com canais internos de tamanho defiidode diametro pequeno (3A ou 4A) sdo
capazes de adsorver em sua estrutura pequenasulasléomo agua, amoénia e outros gases
(JEWUR, 1985). A peneira molecular utilizada possuapacidade de adsorver cerca de 15%
de agua em sua estrutura, de acordo com o faleicant

As reacdes de acilacdo enzimatica da naringinanforenitoradas qualitativamente
através de Cromatografia em Camada Delgada (CODa tfomatografia da reacdo entre O-
12 horas juntamente com 0s substratos de partidaxgma e acido ricinoléico, é mostrada na

figura 16,.
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Figura 16: Cromatoplaca da reacdo em micro-ondas, ao londgi?deoras.
Eluente CHGI/MeOH/H,0O (8:2:0,3, v/v/v), revelada com ,80, em MeOH

e aguecimento a 100°C. Em que: Naringina; 2. Impureza presente na
naringina (padrdo 96%)3. Ester formado durante a reacé,; Acido
ricinoléico; PN - Padréo NaringinaR - Acido Ricinoléico;R: Oh - Reagéo:
Oh; R: 2h - Reacdo: 2hR: 4h - Reacédo: 4hR: 6h - Reacdo: 6hR: 8h -
Reacdo: 8hR: 10h - Reacdo: 10mR: 12h - Reacgéo: 12h.

A analise da reacao por CCD ao longo do tempog¢dauda formag¢do de um produto,
realcado na linha 3, com polaridade intermedianarelacao a naringina (PN) e ao acido
ricinoléico (AR). Além da analise por cromatogradilm camada delgada, as aliquotas foram
analisadas por cromatografia liquida de alta efe

O método de deteccdo mais utilizado para a inveggiig de flavonoides por CLAE é a
espectrofotometria na faixa de absorcdo ultravaelitivel (UV-Vis). Ndo ha um
comprimento de onda ideal para todas as class#avi@oides, porque eles exibem valores
méximos de absorbancia em comprimentos de ondatdstO comprimento de onda mais
utilizado para deteccéo de rotina € 280 nm. Contraducdo da tecnologia de deteccao por
arranjo de diodos (DAD) na década de 1980, aumenfmader de analise de flavonoides por
HPLC, pois com as informacdes obtidas a partir gpeetro UV, é possivel identificar
subclasse de compostos, ou até mesmo o composstd @MMRSTON; HOSTETTMANN,
2006).

Os detectores de absorbancia de radiacdo UV, fuaeciocom uma lampada de
deutério (UV) ou tungsténio (Vis) que emite um é&ike radiacdo através de uma pequena
célula, por onde passa a fase movel que emergela@ac A radiacdo que ndo é absorvida €
registrada em um dispositivo denominado fotodidal@OG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Nos detectores de arranjo de fotodiodos a radiapgdicromatica depois de passar
através da amostra é dispersa por uma grade firadggnromadores), alcancando entdo o

arranjo de fotodiodos (cerca de 512 a 1024 dioddajla diodo mede uma banda estreita de
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comprimento de onda no espectro, obtendo-se assaraquisicdo de dados paralela, em que
todos os pontos do espectro sdo medidos simultamantEsta capacidade de fazer medidas
de multiplos comprimentos de onda e a alta vela&die aquisicdo dos dados, reduz o ruido
dos cromatogramas e aumenta a sensibilidade dotale(6§KOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002). O cromatograma padrdo da naringina (96%)sténcia utilizada como ponto de

partida na reacao, € mostrado na figura 17.

1500 m—
—— DAD-280 nm . -
o Espectro UV - Naringina o |
1250 . ot
1 s L]
1000 = .
-] 2 " _____'_———\.
‘: ?50 - o F r:x o 40 ) m &0 -
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0 i IL._: M
—— e
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Minutes

Figura 17: Cromatograma da substancia padrdo naringina optid@€LAE-DAD em metanol.
(1. Naringina;2. e3. Impurezas presentes na substancia padréo).

As flavanonas em geral, apresentam no espectro ro&/ handa de absorcéo intensa
entre 270-295 nm (banda Il) e uma banda de metemdidade entre 300-330 nm (banda 1),
devido & auséncia de insaturacdo entre C-2 e Ce®neequentemente, a auséncia de
conjugacéao entre os anéis A e B (MARSTON; HOSTETTWNA 2006). A absorcdo maxima

da naringinaXmay foi observada em 282 nm.
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Figura 18: Perfil quimico da reacdo de acilacdo enzimaticaatngina com acido ricinoléico
obtido por CLAE-DAD em metanol (1: naringina; 2te&¥formado durante a reacéo).

Os cromatogramas de todas as reacOes foram awalisagh comparacdo ao
cromatograma padréo, permitindo-se assim, pressulpmalizacdo de substancias diferentes.
O pico 1, mostrado na figura 18, foi identificadon® naringina, por possuir tempo de
retencdo e espectro UV semelhantes ao padrédo gfigjdy, sendo o pico 2 atribuido ao
produto reacional.

Isto porque os resultados preliminares da rea¢#imlas pela varredura de espectro na
regidao UV-Vis, revelaram espectros de absorcéo lbames para os picos 1 e 2 (Figura 18),

conforme pode ser observado na figura 19.
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Figura 19: Espectros de absor¢do UV-Vis, dos picos identifisatb cromatograma da reagéo
de acilagcao enzimatica da naringina obtido por CID¥D.

A comparacédo dos espectros UV sugere que o cromdmambas as substancias é
semelhante, embora se tratem de compostos diferetm tempos de retencdo distintos. E
possivel inferir gue o composto com tempo de ré@mgaior, seria o éster produzido durante
a reacdo de acilacdo enzimatica. O éster formamtaaesentar uma cadeia com 18 atomos
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de carbono ligados a naringina, fica adsorvido slana em fase reversa (altamente apolar)
por mais tempo, atrasando sua elui¢éo e confeargkie composto um tempo de retencao de
22,7 minutos, tempo consideravelmente maior quieservado para a naringina, que elui em
12,5 minutos (o cromatograma padrdo da naringmastrado na figura 17).

Estes resultados, juntamente com o conhecimentuele lipase B d€. antarctica
atua regiosseletivamente na porcéo glicosidicafldesnoides, torna possivel deduzir que a
reacdo de esterificacdo ndo alterou o croméforogyé qualquer mudanca no nucleo
flavonoide provocaria deslocamento nas regides ld®redo do espectro, o que nao foi
observado. Conclui-se, portanto, que a rea¢do tewbarido na porcdo glicosidica da
molécula de naringina, que néo interfere na abeddd&Vis. De acordo com Silvestein et al
(1994), um aumento na complexidade da estrutunaiqaide uma molécula, corresponde a
um aumento da complexidade dos espectros de iafraetho, RMN e massas, mas o0 mesmo
Nao ocorre necessariamente na espectroscopia UV.

O uso do detector de arranjo de diodos permiteaa@gstimar a pureza dos compostos
detectados no cromatograma. A analise de purezadte pico é feita através de varreduras
espectrais, examinando e comparando diferente®$aiat pico cromatografico (geralmente
na subida, no apice e na descida) e calculandohsdiae de similaridade entre 0s espectros
UV (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006).

Este procedimento € util para descobrir a presdagaterferentes eluindo ao mesmo
tempo que o analito, possibilitando confirmar arttade do composto de interesse quando o
mesmo € comparado a um padrdo. A pureza das sdbstdne 2, foram verificadas através

da pureza do pico, conforme mostrado na figura 20.
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Figura 20: Espectros de absor¢éo UV-Vis identificados no ctograma da reacéo de acilagado enzimatica

da naringina (naringina e seu éster) obtidos pdkEEDAD. Os espectros foram obtidos em trés difexgnt

pontos de cada um dos picos e sobrepostos emaeasefeito de comparacdo de sua similaridade.
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4.2.1 Estudo comparativo entre as reacdes de estmacdo e transesterificagcdo sob

aguecimento convencional

O proposito deste experimento foi comparar a foboatp éster derivado da naringina
empregando o &cido ricinoléico e o 6leo de mamaonaocagente acilante. As reacdes foram
realizadas em condi¢cdes que permitiram avaliamdingento da bioconversdo ao longo de
120 horas. As areas originais de todos os cromatuag estdo disponiveis em Anexo (p. 89).
As demais condi¢cdes, como temperatura, concentra@g@omatica, proporcdo entre 0s
substratos e solvente utilizado, foram mantidaastibOs dados, obtidos em triplicata, foram
submetidos a analise de variancia.

A analise de variancia € uma metodologia estagisfi® permite observar a existéncia
de diferencas significativas entre as médias dewvamostras de uma variavel numeérica,
determinadas por diferentes tratamentos. Esta mwileid calcula a variabilidade total
presente na variavel em analise, possibilitandopawar a0 mesmo tempo varios grupos que
tenham variaveis continuas, distribuicdo normalue qs grupos sejam independentes. A
estatistica de teste é a estatistica F, que comagarariancias e segue uma distribuicdo F de
Snedecor (FERREIRA, 1999).

Ainda de acordo com Ferreira (1999),

F= Variancia entre tratamentos- F («; glhum glaen)
Variancia residual

Em que:

a, corresponde ao nivel de significancia, geralmen05

glm COrresponde ao namero de graus de liberdade doradore
gleen COrresponde ao numero de graus de liberdade doradare

A tabela 6, a seguir mostra os dados obtidos nosrementos.
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Tabela 6 Concentracao percentual de éster formado nagebegacilacdo ao longo de 120 horas.

Bioconversédo % (triplicata)

Agente acilante Tempo (h) Média DP
1 2 3
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
24 7,92 7,83 8,50 8,08 0,36
48 14,13 14,14 15,33 14,53 0,69
. . 72 17,74 19,92 20,07 19,24 1,30
Ac ricinoleico

96 19,10 21,08 20,50 20,22 1,02
120 24,18 23,93 24,24 24,12 0,16

Frapelaa(0,05; 5; 12)= 3,11 < Heyiag= 5,83
p-value = 0,01 «=0,05

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

24 12,90 11,73 10,52 11,72 1,19

48 20,15 16,45 17,64 18,08 1,89
P 72 24,69 25,08 22,35 24,04 1,48
Oleo de mamona

96 26,39 25,51 27,92 26,61 1,22

120 34,48 32,74 30,89 32,70 1,79

Fabelad(0,05; 5; 12)= 3,11 > Heyiag= 1,53
p-value= 0,25 »=0,05

Os valores de &iculado Maiores que 0 valor degfeiage COrrespondem a diferencas
significativas entre as médias. O p-value corredpa@o nivel de significancia da amostra, se
0 p-value< a=0,05 é possivel concluir que existem diferencgsifitativas entre as médias
analisadas, com um nivel de significancia de 5%dQLR, 2005).

Portanto, seguindo este raciocinio, podemos conduie foram encontradas
diferencas significativas no rendimento médio dac@e enzimatica utilizando o &acido
ricinoléico como agente acilante, com um nivel @miBcancia de 5% (&pelage= 3,11 <
Fealculads= 5,83 € p-value = 0,01 «=0,05). No segundo caso, quando o 6leo de mamona é
utilizado como agente acilante para a reacao, @&negas sdo homogéneasaffads 3,11 >
Feaiculads= 1,53 € p-value= 0,25 »=0,05), isto quer dizer que dentro de cada um dos
tratamentos a variabilidade deve-se a causas afsato

Depois de concluir por meio do teste F que existerahca significativa entre
tratamentos, é interessante avaliar a extensdasdégerencas por meio de um teste de
comparacdes multiplas. O teste de Tukey foi utilliizaesta analise de dados porque permite

testar os contrastes entre as médias dos tratasnento
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A seguir, temos o teste de Tukey para a varidvet@atracdo, da reacdo de acilagédo
enziméatica da naringina com o acido ricinoléico(ra4, 48, 72, 96 e 120 horas (tabela 7).

Tabela 7. Teste de Tukey para a variavel concentracdcealgiio de acilagcdo enzimatica da
naringina com o acido ricinoléico ao longo de 126k

tempo Subconjuntos para= 0.05
N 1 2 3 4 5
0 3 0,00000(
24 3 8,08290(
48 3 14,53273:
72 3 19,24446°
96 3 20,22490(
120 3 24,117533
Sig. 1,000 1,00C 1,000 0,611 1,000

As médias para grupos em subconjuntos homogéneosxg@idas na mesma coluna,
enquanto as medias estatisticamente diferentegcgrardispostas em colunas separadas. A
média harmonica utilizada é 3,000 e correspondelewero médio de repeticbes de cada
grupo.

De acordo com os dados contidos na tabela, obsergaie a formacéo de éster varia
significativamente ao longo do tempo, isto €, aac24l horas. A excecdo dos periodos de 72 e
96 horas, que nao apresentaram diferencas sigiifisaentre si. Isto significa que, se
tivéessemos que escolher entre 72 e 96 horas déoegpderia se mais vantajoso
economicamente (pelo dispéndio de energia e terapxperimento), escolher o periodo de
72 horas ja que o rendimento médio de éster fornmedbe tempo de reacdo nao difere
significativamente da quantidade de éster formata9é horas de reacdo. Em termos
absolutos, o tempo que proporcionou a maior quatidie éster formado foi 120 horas.

Na sequéncia, temos o teste de Tukey para a vhiganeentracdo, da reacao de
acilacdo enzimatica da naringina com o 6leo de mansm 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas
(tabela 8).
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Tabela 8 Teste de Tukey para a variavel concentracdocealzfio de acilacdo enzimatica da
naringina com o éleo de mamona ao longo de 12Ghora

tempo Subconjuntos para= 0.05
N 1 2 3 4 5
0 3 0,00000(
24 3 11,71533:
48 3 18,07770(
72 3 24,03903:
96 3 26,60930(
120 3 32,702867
Sig. 1,000 1,000 1,000 0,289 1,000

Para a reacdo que empregou o0 Oleo de mamona coembeagcilante, embora a
estatistica F ndo tenha apontado diferencas sigtifas entre as médias, o teste de Tukey
apresentou diferencas entre os diferentes tempresagéo.

Isto pode acontecer em alguns casos, ja que o destEukey é de certa forma
independente do teste F. A situacdo contraria temigte ocorrer, e mesmo que o valor de
Fealculado S€j@ significativo pode ser que ndo sejam enocdasraiferencas significativas entre
contrastes de meédias (TRIOLA, 2005).

Estes resultados foram semelhantes aos obtidosapasgdo com o acido ricinoléico.
Neste caso, sdo vdlidas as mesmas consideractesdara o caso anterior. Nao podemos
descartar inda, a existéncia de erros aleatori@xperimento.

A representacédo grafica das reacdes ao longo dmtesta na figura 21.
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Reag¢des de acilagdao enzimatica da naringina
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Figura 21: Rendimento percentual obtido nas reacdes de &oilagzimatica da
naringina ao longo de 120 horas, comparando o dieomamona e &cido
ricinoléico como agente acilante, sob aquecimeotyencional.

De acordo o grafico, podemos ver claramente guagao de esterificacdo apresenta
rendimento menor se comparada a transesterifica#g&oansesterificacdo apresenta maior
rendimento porque os subprodutos formados néo & mucledfilos como a &gua
(subproduto da reacgéo de esterificagdo), e pomi&sdavorece a reacao contraria.

A reacdo de transesterificacdo quando desenvobddaésteres complexos, como 0s
triglicerideos presentes nos Oleos vegetais, fermeais subprodutos, como a glicerina e
misturas de mono e diacilglicerideos (SOLOMONS; FRE, 2001).

4.2.2 Estudo comparativo de reacbes empregando a@ureento convencional e por

irradiagao de micro-ondas

Este estudo monitorou a formacéo de éster deridadwaringina utilizando a energia
de micro-ondas como fonte de aquecimento, por unoge de 12 horas. Paralelamente, a
reacao foi desenvolvida sob as mesmas condicGézamto aquecimento convencional. Os

dados obtidos sdo mostrados na tabela 9.
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64

Aquecimento por micro-ondas

Bioconverséo % (triplicata)

Agente acilante Tempo (h) 1 2 3 Média DP
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 2,07 2,50 2,35 2,30 0,22
4 2,67 2,57 2,97 2,74 0,21
6 2,92 3,18 3,92 3,34 0,52
Ac ricinoleico 8 3,21 3,53 4,21 3,65 0,51
10 3,42 3,95 -* 3,69 0,37
12 3,77 4,09 4,01 3,96 0,16
Fiabelad(0,05; 6; 13)= 2,92 < Hcyaa= 3,16
p-value = 0,04 ©=0,05
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 3,45 2,14 2,52 2,70 0,67
4 4,98 3,21 4,38 4,19 0,90
6 6,06 4,19 4,97 5,07 0,94
Oleo de mamona 8 6,91 5,05 6,05 6,00 0,93
10 9,06 6,50 6,88 7,48 1,38
12 9,38 8,05 9,14 8,86 0,71
Fiabelad(0,05; 6; 14)= 2,85 > Kcyiaa= 1,40
p-value = 0,28 »=0,05
Aquecimento convencional
Agente acilante Tempo (h) floconversa;) % (tnphcat;;\) Média DP
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 1,35 0,60 0,97 0,97 0,38
4 2,19 1,56 2,02 1,93 0,32
6 2,61 2,41 2,92 2,65 0,26
Ac ricinoleico 8 3,38 3,14 3,83 3,45 0,35
10 4,21 3,93 4,86 4,33 0,48
12 4,75 5,53 5,33 5,20 0,40
Fiabelad(0,05; 6; 14)= 2,85 > Kcyiaa= 1,51
p-value = 0,25 »=0,05
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 2,81 1,16 1,14 1,70 0,96
4 4,69 3,12 2,97 3,59 0,95
6 5,75 511 4,04 4,97 0,86
Oleo de mamona 8 6,81 6,40 5,12 6,11 0,88
10 7,87 6,95 6,16 6,99 0,86
12 8,64 7,27 6,74 7,55 0,98

Fiabetad(0,05; 6; 14)= 2,85 > Fcyiaa= 1,62
p-value = 0,21 »=0,05

* Dado excluido do experimento por ser consideranlier’
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De acordo com a estatistica de teste F, ndo hofeeenmtas significativas para os
conjuntos de meédias analisados, pPOiSicado < Frabelado € P-value <o, & excecdo do
experimento que utilizou o &cido ricinoléico congeate acilante e a irradiacdo por micro-
ondas como fonte de aquecimento.

Seguindo com o teste de Tukey para a varidvel cdraggio ao longo do tempo,
algumas médias aparecem agrupadas em uma mesnma @adlicando, portanto, que nao
existem diferencas significativas na formacéo derés cada duas horas. Diferencas mais
significativas podem ser notadas nos grupos matardes entre si, a cada quatro horas por
exemplo. Isto se deve ao fato de que a reacaotelefieacdo de flavonoides catalisada por
lipase, possui um tempo de equilibrio relativamenéande, sendo que a maioria dos estudos
descritos na literatura emprega o tempo de 5 &g dk reacdo. Entretanto, para efeitos de
estudo comparativo entre as diferentes fontes decagento, fez-se um recorte de tempo

menor. Estes resultados estédo dispostos na tabela 1
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Tabela 10: Teste de Tukey para a variavel concentracédo dédoede acilacdo enzimatica da naringina, no

periodo de 12 horas.

Aquecimento por micro-ondas

Agente tempo Subconjuntos para= 0.05
acilante 1 2 3 4
0 3 0,00000(
2 3 2,30476%
4 3 2,73820( 2,73820(
Acico 6 3 3,34020(¢ 3,340200
ricinoleico* g 3 3,65070( 3,650700
10 2 3,68540( 3,685400
12 3 3,957433
Sig. 1,000 0,714 0,056 0,355
tempo Subconjuntos para= 0.05
1 2 3 4 5
0 3 0,11666%
2 3 2,70320(
Oleode 4 3 4,18783: 4,18783:
mamona g 3 5,074067 5,074067 5,07406%
8 3 6,00073:  6,00073:
10 3 7,47633:  7,476333
12 3 8,855600
Sig. 1,000 0,063 0,226 0,058 0,504
Aquecimento convencional
Agente tempo Subconjuntos para= 0.05
acilante 1 2 3 4 5 6
0 3 0,00000(¢
2 3 0,97420(
4 3 1,92523: 1,92523:
Acico 6 3 2,64763: 2,64763:
ricinoleico 8 3 3,45150( 3,45150(
10 3 4,33223: 4,332233
12 3 5,198700
Sig. 1,000 0,053 0,208 0,131 0,082 0,090
tempo Subconjuntos para = 0.05
1 2 3 4 5
0 3 0,00000(
2 3 1,702667 1,70266
Oleode 4 3 3,591267  3,59126
mamona g 3 4,96796 4,96796
8 3 6,11113¢ 6,111133
10 3 6,99273: 6,992733
12 3 7,547633
Sig. 0,247 0,163 0,463 0,118 0,417

* A média harmdnica deste conjunto é 2,8 - meneragidemais devido a perda de um dado.
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Para investigar a influéncia da fonte de aquecimeatproducao de éster, procedeu-se
novamente ao teste de comparagfes mdultiplas padifarentes experimentos. A analise

completa consta na tabela 11.

Tabela 11: Teste de Tukey para a reagao de acilagdo enzarddioaringina no periodo de 12 horas,
comparando diferentes fontes de aquecimento.

Intervalo de confianca 95%

Diferenca entr Limite Limite
(I) variedade  (J) variedade médias (I-J) Erro Padrdao  Sig. Inferior Superior
Ac ricinoleico - Ac ricinoleico - 0,11992¢ 0,211960¢ 0,942 -0,44163( 0,681487
micro-ondas shaker
Oleo mamona - -2,149348  0,211960¢ 0,000 -2,71090¢ -1,587789
micro-ondas
Oleo mamona - -1,649200  0,211960¢ 0,000 -2,21075¢ -1,087642
shaker
Ac ricinoleico - Ac ricinoleico - -0,11992¢  0,211960¢ 0,942 -0,68148" 0,441630
shaker micro-ondas
Oleo mamona - -2,269276  0,209359° 0,000 -2,82394: -1,714608
micro-ondas
Oleo mamona - -1,769129  0,209359° 0,000 -2,32379¢ -1,214461
shaker
Oleo mamona - Ac ricinoleico - 2,149348 0,211960¢ 0,000 1,58778¢ 2,710906
micro-ondas micro-ondas
Ac ricinoleico - 2,269276  0,209359’ 0,000 1,71460¢ 2,823944
shaker
Oleo mamona - 0,50014¢ 0,209359° 0,091 -0,05452( 1,054816
shaker
Oleo mamona - Ac ricinoleico - 1,649200  0,211960¢ 0,000 1,08764: 2,210758
shaker micro-ondas
Ac ricinoleico - 1,769129  0,209359° 0,000 1,214461 2,323796
shaker
Oleo mamona - -0,50014¢ 0,209359; 0,091 -1,05481¢ 0,054520
microondas

* A diferenca entre as médias é significante a 68%ermo de erro das médias quadradas (Erro) = 0,460

Com base no teste de Tukey, conclui-se que naoehdiferenca significativa no
rendimento das reacdes quando submetida a irrad@mgamicro-ondas. As diferencas sao
significativas quanto ao agente acilante, de madofgram obtidos melhores resultados com

0 6leo de mamona. A representacado gréfica daseeggile ser vista na figura 22.
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Reacoes de acilagdao enzimatica da naringina

10

—4— Micre-ondas - Acido ricinoléico
[T —@—Micro-ondas - Oleo de mamona /.
g —s—Shaker - Acide ricinoléico
== Shaker - Oleo de mamona /./ -
7

Rendimento percentual
w

Tempo [h]

Figura 22: Rendimento percentual obtido nas reacdes de &oilegzimatica da naringina
em 12 horas, comparando o 6leo de mamona e acidoléico como agente acilante, sob
aguecimento convencional e por micro-ondas.

O perfil da reacdo observado no grafico € semethantobtido na reacao enzimatica
ao longo de 120 horas, com vantagem na producdoésier para a reacdo de

transesterificagao.

4.3 CARACTERIZACAO DO PRODUTO OBTIDO

Para a confirmacdo estrutural do produto de reggémmedeu-se a purificacdo do
mesmo através de cromatografia em coluna e a anadtis RMN uni e bidimensionais,
juntamente com o substrato de partida da reacAatiagina, para efeito de comparacao. Os
espectros de RMN di#i e de'*C - DEPT da naringina e seu éster sdo mostradoiguaas
23 a 31.



69

SrooCL —

] 5
M 5
- T = !llu'
» o>
5 m.
Tt
F] e
w0
Y
H u
= ARINI® e
=~ Ho- sodng ==
g =TT
5
=
wn
'
X
bt
_.._.o =
S
&
E
T 3
& 3
L
I
-
: —
(=]
i
w
T et
2

e

10
Figura 23: Espectro de RMN d¥ da naringina (500MHz, DMSQp

SCES'8L

|
|
CHy6—

SIGLEOL
LEEWOLE

FOLEBEZL
FERDGZL

009 G5
BELY'ESL
LSEECOE

GELG'LEN

G-5
c-9

c-1

C-7| ca

c4

B e e T

e

[ppm]

100

150
Figura 24: Espectro de RMN d&C DEPT da naringina (500MHz, DMSg)d




70

AMOSTRA: ESTER NAR (PROTON) S00MNZ
e % 4% B* B 11*% 13% 15% 17+
2R=-} — S o et
* Fe o 7w gb O 4% 18
(=]
3 2 wr B MANODPERMANNOONTS N oo 3
~ w PN PN Ll ] g - hm;-——ﬂi
g 3 88 EE gs;:..:ﬂr.ssi:;gg:ggsészsnes g
- ~ oo i BV T T T T TAIMIMS NNNNNNN s OO ?
i |
| ||
| ]
| f
i |
| |
‘. | | |l
1 Hol
.
T
I\ | |! |
| i
\ L
I | (] 1R
I ! ! g i v
' | ' ] L | 1
fl b o 1} LY
AV B L \'!i’
™ Aoind ‘s peann ‘e’ \']‘w "'wl\d‘u N \w’ \-h-"t\-
e T T T e s e — e —————— — S B A o e S s S
12 10 Expansdo 1 6 Expansdn 2 2 [ppm]

Figura 25: Espectro de RMN dtH do éster da naringina (500MHz, DM&

Expansdo 1 8 & 28 o8 8 8
; 3 £3 58 g8 § =49
- - -1 - ] W W W W
H-10" H-9*
H-Z/H-5
H-Z'/H-&"
H-1—
H-1"

e

?Ts o 7.0 6.5 R u 55 -tvp;n]
Figura 26: Ampliacdo entre as regides 5 a 8 ppm do espectRiM de'H do éster da naringina (500MHz,
DMSOd)

—_— 5= — - ¥ -

= o ———— ——




71

Expansao 2

iTri'y
STRLT

Vo

Zg ,
]
mm...m : _J
= L, | e
\u m 2 H.rr.. |F|._|...||....\\M
Y=
P
@ u
* -ﬂ“.ullr-ﬁl
r MH]J{ll.i.lhv
L
OSWaO = — .I.ﬁ..lxm
m@
B

[ppm]

'H do éster da naringina (500MHz,

Lo
.

DMSOd)

Figura 27: Ampliacdo entre as regides 0 a 5 ppm do espectRivi¢ de

= S00saz

S50

AMOSTRA: ESTER MAR (DEPT Q)

SOLVENTE:

[901,)

11* 13% 15% 17*

B

18+

orioe J2* Tav 6>

T

&

4%

2*

=H

-

2R=-_]

[ppm])

Expansdo 3

BLCO'LEL

100 |(Expansdo 2

Expansaon 1

LESP 85
#BILLTH

1 g SOLT'ELL

150
Figura 28: Espectro de RMN d€C DEPT do éster da naringina (500MHz, DMBD




72

Expansfo]l = og =2 = ] e -]
g B8 B 3 g 5 §85¢%
a2 88 & 8 T ¢ & 554

. |
. CH-1- .
| | s
| | CH-10° | CH-6
T — CH-ZICH-5 CH-1-
130 120 110 ’h [ppm]

Figura 29: Ampliacdo entre as regides 90 a 140 ppm do espéetRMN deC DEPT do éster da naringina
(500MHz, DMSOg)

£ I s £ ESeEe 3 g
F CHz-6"
| | |
ﬁ,wmw»w’rﬂwmeﬁwimﬁ;.wﬁwww"rwiwma
| i : j i“:| |
. c“, - cnE cHam | ens
|
CH-2~ / CH-12
CH-Z~
% 75 70 ' 6 (open]

Figura 30: Ampliacéo entre as regifes 60 a 85 ppm do espdetRMN de™C DEPT do éster da naringina
(500MHz, DMSOg)



73

Expanzéo 3 ']
I
2 333! = 8 39T 322 R28 2 g3 & 2 1
2 case 8§ 3 4 :_;5.; 883 7 EZEE 2 & - H
¢ s9! $ %5 A% &7 €Ak K %48 o = ==
[
[
It CH2-13" CH2-8~
i CH2-171" CH,-14"
!I"l \ CHQ-Z" CH2_=*
If _ CHy-17"

T
[z}
_ =X
[X]
n
-
@
. *

_ |
| i | | l ! | i i |
A A A | W.!La‘u'ﬂ:"w A lmwlw‘m*wwmwr-—www

CH3-6—
CH3-18"

Grupos CH> em
cadeia alifatica

50 4 30 20 10 [ppm])

Figura 31: Ampliacdo entre as regiées 10 a 50 ppm do espeet®RMN de**C DEPT do éster da naringina
(500MHz, DMSOg)

O espectro de RMN d#1 da naringina (figura 23) forneceu sinais carastieos do
nacleo flavonoide, como ey 12,06 ppm, atribuido ao hidrogénio do grupo hidap>do
carbono C-5, envolvido em ligacédo de hidrogénicamblecular com a carbonila da posicéo
C-4, e com o sinal ey 9,64 ppm, referente a hidroxila presente em.d-dmbém foram
observados dois dubletes centradosogrid,33 ppm (2H, d, H'2e H-8) e dy 6,81 ppm (2H,

d, H-3 e H-B), na regido de deslocamento quimico de hidrogé&mosaticos presentes no
anel B. Assim como os sinady 6,12 ppm ey 6,09 ppm, referentes aos hidrogénios da
posicdo H-6 e H-8 do anel A, respectivameAiém destes sinais, foram observados sinais
emdn 5,51 ppm (1H, t, J = 12,8 Hz, H-2)5g 3,18 ppm (1H, m, H3) edn 2,73 ppm (1H,

m, H-3,) relacionados ao anel C do nucleo flavanona.

O RMN de'®C - DEPT é uma técnica que mede a intensificacadistarcdo por
transferéncia de polarizacdo e é utilizada na aet@cdo do nimero de atomos de hidrogénio
ligados a'®C. Atomos de carbono com um, dois ou trés hidragétigados exibem fases
diferentes quando sao registrados. Nos espectrBEBE comuns, vemos picos normais em
todos os carbonos quaternarios e metileno e pisastidos em todos os carbonos metina e
metila (PAVIA et al, 2010). A inversdo de sinais m® experimento de RMRKC - DEPT

permitiu identificar os grupos -CH presentes nac@orglicosidica da naringina (figura 24),
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assim como os grupos -Gbriundos do &cido ricinoléico, presentes no éstenédo (figuras
29 a 31).

Na andlise de RMN déH do éster produzido na reacéo (figuras 25 a %), f
observado o sinal edy 7,34 ppm referente a H-2 H-8, o sinaléy 6,87 ppm referente a H-
3’ e H-8 (anel B) e os sinai8y 6,14 ppm &y 6,07 ppm, referentes aos hidrogénios das
posicdes H-6 e H-8. O espectro também apresentall garacteristico de grupos metilicos
arranjados em cadeia (provenientes do acido rigicm), com um pico largo ety 1,27 ppm.

Para uma melhor determinacédo estrutural da molé&milzaringina e seu éster, foram
utilizadas técnicas bidimensionais de correlacadesyio heteronuclear HSQC (Correlacao
de Acoplamento Heteronuclear espacado por umaaligadc) e HMBC (Correlacédo de
Acoplamento Heteronuclear espacado por varias demélcy e 3Jon). Os espectros sdo

mostrados nas figuras 32 a 35.
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Os espectros de correlacao permitiram confirmatrésuicoes dos espectros de RMN
de 'H e de™®C para a naringina e seu éster. Todos estes dadms freunidos e estdo

dispostos na tabela 12. A representacdo esquendatiesmcao encontra-se na figura 36.

Figura 36: Acilacdo enziméatica da naringina (1) com o acidehidroxi-9-Z-octadecendico (2) e o éster

produzido na reacao (3).
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Tabela 12:Dados de RMN para comparacao entre a naringina ésser.

Naringina (DMSQOdg, 400MHZz) Ester naringina (DMSOds, 500MHz)
Posicéo HSQC HMBC HSQC HMBC
dc Sn “Jen Jen 3¢ dn ek Jen
2 79.32 5.51 H-2H-6' 79.29 5.52 (m) H-2H-6'
3ab 42.49 3.40, 42.69 3.25,2.70
2.73 (m)
4 197.97 - 198.70 -
5 163.41 - HO-5; H-6 165.24 -
6 96.77 6.09 (s) HO-5; H-8 96.80 6.07 (s)
7 165.32 - H-6; H-8 166.70
8 95.58 6.11 (s) H-6 95.71 6.14 (s)
9 163.16 - 163.71 -
10 103.70 - HO-5; 104 - H-6; H-8
H-6; H-8
1 128.97 - H-2H-6'  H-3/H-5 -
2'6' 129.08  7.34 (d) 128.92 7.34 (d)
4 158.60 - HO-4 H-2//H-6' 158.46 - H-2H-6'
H-3'/H-5'
3/5 116.44  6.81 (d) HO:4 115.67 6.80 (d)
HO-5 - 12.07 (s) - 12.09
HO-4' - 9.68 (s) - 9.78
1" 100.89  5.11 (m) 100.97 5.12
2" 76.69 3.20 H-1 76.65 3.49
3" 77.59 3.50 77.35 3.45
4" 70.03 3.30 70.56 3.40
5" 77.53 3.72 74.22 3.75
6" .o 60.88 3.70 63.70 4.35
1" 97.85 5.16 (M) 97.82 5.21
2" 70.93 3.70 70.94 3.40
3" 70.85 3.35 70.63 3.70
4" 72.27 3.25 3H-8 72.28 3.25 3H-8
5" 68.78 3.70 3H-8 H-1"" 68.81 3.75 3H-8
6" 18.53 1.14 (m) 18.53 1.19
1 - - 173.27 - 2H-2
2 - - 34.35 2.17 (m)
3 - - 25.07 1.48 (m) 2H-2
4 - - - 29.1429.37 1.27
7””
8 - - 27.32 1.99 (m)
g - - 131.03 5.30 2H-8 2H-11
10" - - 128.22 5.50 2H-11 2H-8
11" - - 35.64 2.09 (t)
12" - - 70.21 3.40
13" - - 36.93 2.25 2H-11
14" - - 25.67 1.27
15" - - 29.52 1.27
16" - - 31.84 1.27 3H-18
17" - - 22.57 1.27 3H-18

18" - - 14,49 0.85 (t)
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Com base nos dados fornecidos pelos espectros dedeivH e de®*C, incluindo os
espectros bidimensionais, foi possivel observannags diferencas importantes. O sibal
60,88 ppm atribuido a C-6" na molécula de narmmgofreu deslocamento no espectro do
éster passandodg 63,7 ppm, com uma variacédo de 2,82 ppm. De monelbante, o sinal
atribuido a C-5"9¢c 77,53 ppm para a naringina, apareceuwem4,22 ppm para 0 seu éster,
variando 3,31 ppm. No entanto, ndo foram observadtasacbes nos deslocamentos das
posicdes C-1", C-2", C-3" e C-4" da glicose ou rsosais atribuidos a ramnose. Estes
resultados sugerem a presenca de uma ligacaonésparsicdo C-6", elucidando a posicéo da
acilacao.

Estas informacdes estdo de acordo com os resultdddm®s por Kontogianni et al
(2001), que observou fenbmeno semelhante na sitibedecanoato de naringina. Os valores

obtidos em ambos os estudos foram comparados ela thh

Tabela 13:Alteracdes nos deslocamentos quimicos da Rf@\ha regido glicosidica
para a naringina e seu éster.

5 Pesquisa experimental Kontogianni et al (2001)

c Naringina Ester Naringina Ester
5" 77,53 74,22 76,2 73,6
6" 60,88 63,70 60,4 63,1

Observando ainda as informacées da tabela 12, pectes de RMN'C do éster
formado, o sinabc 173,27 ppm, atribuido & carbonila da posicéo Cfdi bastante deslocado
se comparado ao sinak 179,16 ppm, referente a carbonila na posicdo @1acddo
ricinoléico (tabela 5, pag. 51). Este resultadcsjimitou observar a formacao de uma ligagcéo
éster entre a hidroxila primaria na posicao C-6hadiangina e o residuo carboxila na posicao
C-1' do acido ricinoléico. A ligacdo éster destdiro carbono C-6" envolvido na ligagcéao
aumentando seu deslocamento no espectro, devidto@negatividade do oxigénio.

A especificidade da reagdo de acilagdo pode sbumta a preferéncia da lipase B de
C. antarcticapara grupos hidroxila primarios, como o preserdgepaosicao C-6 livre da

glicose na molécula de naringina, conforme disouginteriormente.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Atividades convergentes entre a diversidade biokb@ a quimica oferecem um
maravilhoso caminho para a descoberta de novosufm®dioativos, além de possibilitar a
melhoria de moléculas ja utilizadas com finalidadeapéutica. Reacdes de biocatalise,
envolvendo micro-organismos ou suas enzimas isslddenecem um método alternativo na
obtencédo de valiosos produtos naturais que ocon@matureza em baixas quantidades ou
mesmo na criacao de “moléculas novas”, unindo espéaimicas pré-existentes.

A acilacdo enzimatica da naringina com o 6leo dename, utilizando lipase B de.
antarctica, forneceu o ricinoleato de naringina, composto ileéda literatura. Como ha
poucos estudos sobre a acilacdo enzimatica denthékes empregando acidos graxos hidréxi-
insaturados, estes resultados fornecem importamieilzuicio com dados espectroscopicos e
elucidacao estrutural.

Os resultados sugerem ainda, que ésteres lipafitiedlavonoides glicosilados podem
ser obtidos via transesterificacdo enzimatica, dirpde Oleos vegetais. Os flavonoides
modificados podem ser utilizados em preparacden&isas, farmacéuticas ou em alimentos
gordurosos, explorando suas propriedades anticcgglaau mesmo como conservante natural
nas formulagdes. A obtencdo de novos derivado§illgus de flavonoides empregando 6leo
vegetal como doador de acila, dependera da esdoltileo com base em sua composicéo.

Por isso, estudos futuros poderao investigar, @érmabtencdo de novos ésteres, suas
propriedades bioldgicas, a otimizacdo das condigdasionais para melhorar o rendimento
da reacgdo e as etapas de purificacdo e até mesnaplgtabilidade em produtos proprios para
consumo.



81

REFERENCIAS

ANTHONISEN, D. Sistemas de producédo da mamonarodggos da mamon&istemas de
Producado Embrapa Clima Temperado, 11. ISSN 1806-9207 s&teEletronica
HTML/Mamona/SistemaProducaoMamona/co_produtos.hfaesso em: 11 maio 2009.

ARCT, J.; PYTROWSSKA K. Flavonoids as componenbiofogically active
cosmeceuticalClinics in Dermatology.v.26, p.347-357, 2008.

ARDHAOQUI, M. et al. Acylation of natural flavonoidssing lipase o€andida antarcticaas
biocatalystJournal of Molecular Catalysis B: Enzymatic v.29, n.1-6, p.63-67, 2004a.

ARDHAOQUI, M. et al. Effect of acyl donor chain letigand substitutions pattern on the
enzymatic acylation of flavonoiddournal of Biotecnology.v.110, p.265-271, 2004b.

ARROYO, M. et al. Thermal stabilization of immol#d lipase B from Candida antarctica
on different supports: Effect of water activity enzymatic activity in organic media.
Enzyme and Microbial Technology v. 24, n. 1-2, p. 3-12, 1999.

BARRY, B. Liberacao transdérmica de farmacos. I0LAON, M. E. Delineamento de
formas farmacéuticas.Traducao por George G. Ortega et al. 2.ed. Pdegra: Artmed,
2005.

BOGDAL, D. Microwave-assisted organic synthesi®one hundred reaction procedures.
1.ed. Oxford: Elsevier, 2005.

BOHM, B. A. Human uses of flavonoids. In; Bohm,MB.Introduction to flavonoids.
Amsterdam: Harwood Academic Publishers. 1998. p3&h

BOK, S-H. et al. Effects of naringin and lovastadimplasma and hepatic lipids in high-fat
and high-cholesterol fed rafdutrition Research. v.20, n.7, p. 1007-1015, 2000.

BRADOOQO, S. et al. Microwave-assisted rapid chargaéon of lipase selectivitiesournal
Biochemical and Biophysical Methodsv.51, p.115-120, 2002.

CABRERA, Z. et al. Novozym 435 displays very di#fat selectivity compared to lipase
from Candida antarcticaB adsorbed on other hydrophobic suppaltgirnal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic.v.57, n.1-4, p.171-176, 20009.

CANGEMI, J. M.; SANTOS, A. M.; CLARO NETO, S. A relugéo verde da mamona.
Quimica Nova na Escolay. 32, n.1, 2010.

CHAMOULEAU, F. et al. Influence of water activityd water content on sugar esters
lipase-catalyzed synthesis in organic medaarnal of Molecular Catalysis B: Enzymatic.
v. 11, n.4-6, p. 949-954, 2001.

CHEBIL, L. et al. Enzymatic acylation of flavonoid®rocess Biochemistryv.41, p.2237-
2251, 2006.



82

CHEBIL, L. et al. Enzymatic acylation of flavonoidsffect of the nature of the substrate,
origin of lipase, and operating conditions on casian yield and regioselectivityournal of
Agricultural and Food Chemistry. v.55, p.9496-502, 2007.

CONCEICAO, M. M. et al. Rheological Behavior of @asOil Biodiesel Energy Fuels
v.19, n.5, p. 2185-2188, 2005.

CUSHNIE, T.P.T.; LAMB, A.J. Antimicrobial activitgf flavonoids.International Journal
of Antimicrobial Agents. v.26, p.343-356, 2005.

DANIELLI, B. et al. Regioselective catalyzed by &tion of polyhydroxylated natural
compound<Candida antarcticdipase B ( Novozym 435) in organic solvenisurnal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic.v.3, p.193-201, 1997.

DANIELLI, B.; RIVA, S. Enzyme-mediated regioselaaiacylation of polyhydroxylated
natural productsPure and Applied Chemistry. v. 66, n. 10/11, p. 2215-2218, 1994.

DEARDEN, J. C. Partitioning and Lipophilicity in @atitative Structure-Activity
RelationshipsEnvironmental Health Perspectivesv.61, p.203-228, 1985.

DEWICK, P. M.Medicinal Natural Products: A Biosynthetic Approach. 2.ed. Baffins Lane;
Chichester; West Sussex: John Wiley & Sons, 2002.

DI CARLO, G. et al. Flavonoids: old and new aspe@éta class of natural therapeutic drugs.
Life Sciencesv. 65. n. 4. p. 337-353, 1999.

ELLAIAH, P. et al. Production of lipase by immola#id cells ofAspergillus nigerProcess
Biochemistry. v.39, p.525-528, 2004.

ENAUD, E. et al. Enzymatic synthesis of new aromasters of phloridzinlournal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic.v.27, n.1, p. 1-6, January 2004.

FABER, K.Biotransformations in Organic Chemistry. 5. ed. Berlim: Springer, 2004.

FANG, T. et al. A rapid LC/MS/MS quantitation asgay naringin and its two metabolites in
rats plasmalournal of Pharmaceutical and Biomedical Analysisv.40, n. 2, p.454-459,
2006.

FERNANDEZ, V. G.; BRIEVA, R.; GOTOR, V. Lipases: &fsll biocatalysts for the
preparation of pharmaceuticalournal of Molecular Catalysis B: Enzymatic v.40, p.111—
120, 2006.

FERREIRA, A. M.SPSS, manual de utilizacddescola Superior Agraria de Castelo Branco,
1999.

FREIRE, R.M.M. Ricinoquimicdn: AZEVEDO, D.M.P. e LIMA, E.F. (Orgs.0
agronegocio da mamona no BrasiBrasilia: Embrapa, 2001. p. 295-335.

GAO, C. et al. Novel enzymatic approach to the lsgsits of flavonoid glycosides and their
estersBiotechnology and Bioengineeringv. 71, n.3, p.235-243, 2001.



83

GAYOT, S.; SANTARELLI, D.; COULON, D. Modificatiomf flavonoide using lipase in
non-conventional media: effect of the water contdotirnal of Biotechnology.v.101, p.29-
36, 2003.

GIANNUZZO, A. N. et al. Extraccion de naringina @édrus paradisiL. estudio comparativo
y optimizacion de técnicas extractiv@séncia e Tecnologia de AlimentasCampinas, v. 20,
n. 2, ago. 2000.

GIOIELLI, L. A. Oleos e gorduras vegetais: compésig tecnologisRevista Brasileira de
Farmacognosia.v.5, n.2, p. 211-232, 1996.

GUPTA, N. Enzyme function in organic solver&iropean Journal of Biochemistry.
v.203, n. 1-2, p.25-32, 1992.

GUPTA, R.; GUPTA, N.; RATHI, P. Bacterial lipases overview of production,
purification and biochemical propertiéspplied Microbiology and Biotechnology. v.64,
p.763-781, 2004.

GUYOT, E. et al. Esterification of phenolic aciderh green coffee with an immobilized
lipase fromCandida antarctican solvent-free mediunBiotechnology Letters v.19, n.6,
p.529-532, 1997.

HALLING, P. J. Thermodynamic predictions for bioalgsis in non-conventional media:
theory, tests and recommendations for experimelesign and analysis. Enzyme and
Microbial Technology. v.16, p.178-206, 1994.

HAN, S. S.; YOU, |. J. Studies on antimicrobialigittes and safety of natural naringin in
Korea.The Korean journal of mycology. v.16, p.33-40, 1988.

HARBORNE, J. B.; WILLIAMS, C. A. Advances in favoitbresearch since 1992.
Phytochemistry. v.55, p.481-504, 2000.

HASAN, F.; SHAH, A. A.; HAMEED, A. Industrial apptations of microbial lipases.
Enzyme and Microbial Technology.v.39, p.235-251, 2006.

HAVSTEEN, B. H.; The biochemistry and medical sfgrance of the flavonoids.
Pharmacology & Therapeutics.v.96, p.67— 202, 2002.

HEIM, K. E.; TAGLIAFERRO, A. R.; BOBILYA, D. J. Flaonoid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationshigsurnal of Nutritional Biochemistry. v.13,
p.572-584, 2002.

HOLLMAN, P. C. H.; KATAN, M. B. Dietary Flavonoiddntake, Health Effects and
Bioavailability. Food and Chemical Toxicologyv.37, p.937-942, 1999.

ISHIHARA, K. et al. Enzyme-catalyzed Acylation ofaRt Polyphenols for Interpretation of
Their FunctionsPlant Biotechnology v. 19, p.211-214, 2002.



84

JAEGER, K.; EGGERT, T. Lipases for biotechnoloGwurrent Opinion in Biotechnology.
v.13, p.390-397, 2002.

JAEGER, K.-E.; REETZ M.T. Microbial lipases formrgatile tools in biotechnology.
Trends Biotechnology.v.16, p.396-403, 1998.

JEWUR, S. S. Quimica de zedlitas e biocata@é@mica Nova v.8, n.2, p.99-104, abr.
1985.

KATSOURA, M. H. et al. Use of ionic liquids as mador the biocatalytic preparation of
flavonoid derivatives with antioxidant potendpurnal of Biotechnology v.123, n.4, p. 491-
503, June 2006.

KAUL, T. N.; MIDDLENTON, J.; OGRA, P. L. Antivirakffect of flavonoids on human
viruses.Journal of Medical Virology. v.15, p.71-79, 1985.

KIM, S-H. et al. Naringin suppresses the mitogezffect of lysophosphatidylcholine on
vascular smooth muscle celidutrition Research. v.23, p.1671-1683, 2003.

KONTOGIANNI, A. et al. Lipase-catalysed esterificat of rutin and naringin whit fatty
acids of medium carbon chaibournal of Molecular Catalysis B: Enzymatic.v.21, p. 59-
62, 2003.

KONTOGIANNI, A. et al. Regioselective acylation ftdvonoids catalyzed by lipase in low
toxicity media.European Journal of Lipid Science and Technology.103, n.10, p.655—
660, 2001.

KRISHNA, S H. Developments and trends in enzymalgais in nonconventional media.
Biotechnology Advancesv. 20, p. 239-267, 2002.

LAANE, C. et al. Rules for optimization of biocatals in organic solvent&iotechnology
and Bioengineering v. 30, n. 1, p. 81-87, July 1987.

LIN, G.; LIN, W-Y. Microwave-Promoted Lipase-Catald Reactionsletrahedron Letters
v.39, p.4333-4336, 1998.

LORTIE, R. Enzyme Catalyzed Esterificatidiotechnology Advancesy. 15, n. 1. p. I-15.
1997.

LUE, B-M.; GUO, Z.; XU, X. Effect of room temperatuionic liquid structure on the
enzymatic acylation of flavonoidBrocess Biochemistryv. 45, n. 8, p. 1375-1382, August
2010.

LUTZ, S. Engineering lipase B fro@andida antarcticaTetrahedron: Asymmetry. v.15, p.
2743-2748, 2004.

MARSTON, A.; HOSTETTMANN, K. Separation and Quaitd#tion of Flavonoidsin:
ANDERSEN, O. M.; MARKHAM, K. R. (Org.)Flavonoids chemistry, biochemistry, and
applications. Boca Raton: Taylor & Francis, 200894 p.



85

MARTIN et al. Antiulcer Effect of Naringin on GasgtrLesions Induced by Ethanol in Rats.
Pharmacology. v.49, n.3, p. 144-50, 1994.

MARTINEZ-FLOREZ, et al. Los flavonoides: propiedadgeacciones antioxidantes.
Nutricion hospitalaria. v. XVII, n.6, p. 271-278, 2002.

MATEO et al. Improvement of enzyme activity, stépiand selectivity via immobilization
techniquesEnzyme and Microbial Technology v. 40, p. 1451-1463, 2007.

MELLOU, F. et al. Biocatalytic preparationof acydtderivatives of flavonoid glycosides
enhances their antioxidant and antimicrobial agtiiournal of Biotechnology.v.116,
p.295-304, 2005.

MELLOU, F. et al. Enzymatic esterification of flaveids with unsaturated fatty acids: Effect
of the novel esters on vascular endothelial grdadttor release from K562 cellBrocess
Biochemistry. v. 41, n. 9, p.2029-2034, September 2006.

MOSHKIN, V.A. Castor. New Delhi: Amerind. 1986. p. 65-92.

NAKAJIMA, N. et al. Lipase-catalyzed direct and iegglective acylation of flavonoid
glucoside for mechanistic investigation of stadEnppigmentsJournal of Bioscience and
Bioengineering v. 87, n.1, p. 105-107, 1999.

NAKAJIMA, N. et al. Regioselective acylation of flanoid glucoside with aromatic acid by
an enzymatic reaction system from cultured cellpoimoea batatasJournal of Bioscience
and Bioengineering v. 90, n. 3, p. 347-349, 2000.

NEGRET, F. Brasil - Mamona, Biocombustivel e Agliata Familiar no Semi-Arido.
Adital. 26.02.08 - BRASIL. Disponivel em: < http://www.tadiorg.br/site/noticia.asp?lang=

NIJVELDT, R. J. et al. Flavonoids: a review of patile mechanisms of action and
potential applicationsThe American Journal of Clinical Nutrition . v.74, p.418-25, 2001.

OGINO, H.; ISHIKAWA, H. Enzymes which are stabletire presence of organic solvents.
Journal of Bioscience and Bioengineeringv. 91, n. 2, p.109-116, 2001.

OGUNNIYI, D. S. Castor oil: A vital industrial ramaterial.Bioresource Technologyv.97,
n.9, p.1086-109, June 2006.

OLIVEIRA, E. B. et al. A molecular modelling studly rationalize the regioselectivity in
acylation of flavonoid glycosides catalyzed ®gndida antarcticdipase B.Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic.v.59, n. 1-3, p. 96-105, July, 2009.

OTTO, R. T. et al. Novel Flavone Glycoside Derivast for use in Cosmetics,
Pharmaceuticals and Nutrition. US Pat. 20030170188A Sep. 2003. 11p. Disponivel em:
< http://www.freepatentsonline.com/20030170186.pdicesso em 15 jul 2009.

PAIVA, A. L.: BALCAO, V. M.; MALCATA, F. X. Kinetics and mechanisms of reactions
catalyzed by immobilized lipasésnzyme and Microbial Technology v. 27, p. 187-204.
2000.



86

PASSICOS, E.; SANTARELLI, X.; COULON, D. Regioselee acylation of flavonoids
catalyzed by immobilize@€andida antarcticdipase under reduced pressiB@atechnology
Letters. v. 26, n. 13, p.1073-1076, 2004.

PATTI, A., PIATELLI, M., NICOLOSI, G. Use oMucor miehelipase in the preparation of
long chain 3©-acycatechinsJournal of Molecular Catalysis B: Enzymatic.v.10, p.577-
582, 2000.

PAVIA, D. L. et al.Introducéo a espectroscopiaSao Paulo: Cengage Learning, 2010.

PERSSON, M. et al. Effects of solvent, water attigind temperature on lipase and
hydroxynitrile lyase enantioselectivitgnzyme and Microbial Technology v.30, p. 916—
923, 2002.

PETERSON, J. J et al. Flavanones in oranges, ta@ggimandarins), tangors, and tangelos:
a compilation and review of the data from the atiedy literature Journal of Food
Composition and Analysis v.19 p.S66-S73, 2006.

PLEISS, J.; FISCHER, M.; SCHMID; R. D. Anatomy gfdse binding sites: the scissile fatty
acid binding siteChemistry and Physics of Lipids v.93, n.1-2, p.67-80, 1998.

PLOU, F. J. et al. Enzimatic acylation of di- andaccharides with fatty acids: choosing the
appropriate enzyme, support and solv@atirnal of Biotechnology.v. 16, p. 55-66, 2002.

RAZA, S.; FRANSSON, L.; HULT, K. Enantioselectivity Candida antarcticdipase B: A
molecular dynamics studf?rotein Scienceyv.10, n.2, p.329-338, feb 2001.

REIS, P. et al. Lipases at interfaces: A reviddvances in Colloid and Interface Science
v.147-148, p. 237-250, 2009.

RIVA, S. Enzymatic modification of the sugar mogstiof natural glycosidedournal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic.v.19-20, p.43-54. 2002.

RIVA, S.; DANIELI, B.; LUISETTI, M. A Two-Step Efftient Chemoenzymatic Synthesis of
Flavonoid Glycoside Malonate3ournal of Natural Products. v.59, n.6, p. 618-621, 1996.

SALEM, J. H. et al. Effect of acyl donor chain I&m@n isoquercitrin acylation and biological
activities of corresponding esteRrocess Biochemistryv.45, n.3, p.382-389, 2010.

SARDA, L.; DESNUELLE, P. Action de la lipase paratigue sur les esters en emulsion.
Biochimica et Biophysica Actav.30, p.513-21, 1958.

SILVA, V. C. F.; CONTESINI, F. J.; CARVALHO, P. @haracterization and catalytic
activity of free and immobilized lipase froAspergillus nigera comparative studyournal
of the Brazilian Chemical Societyyv. 19, n. 8, p.1468-1474, 2008.

SILVERSTEIN, R. M.; BASSLER, G. C.; MORRIL, T. @entificacéo espectrométrica de
compostos organicos5.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1994.



87

SKOOG, D. A.; HOLLER, F. J.; NIEMAN, T. APrincipios de analise instrumental 5.ed
Porto Alegre: Bookman, 2002. 836 p.

SMITH, D. A.; JONES, B. C.; WALKER, D. K. Design @frugs Involving the Concepts and
Theories of Drug Metabolism and Pharmacokinetibsdicinal Research Reviewsv. 16, n.
3, p-243-266, 1996.

SO, F. V. et al. Inhibition of proliferation of esgen receptor-positive MCF-7 human breast
cancer cells by flavonoids in the presence andredesef excess estrogdbancer Letters.
v.112, n.2, p.127-133, 1997.

SOLOMONS, G.; FRYHLE, CQuimica Orgéanica 7.ed. Rio de Janeiro: LTC, 2001. v2.

STEVENSON, D. E. et al. Direct acylation of flavatiglycosides with phendlics acids
catalysed byCandida antarcticdipase B (Novozym 435Enzyme and microbial
technology.v.39, p.1236-1241, 2006.

STRAUSS, C. R.; TRAINOR, R. W. Developments in Mmave-Assisted Organic
Chemistry. Australian Journal of Chemistry. v. 48, n. 10, p. 1665-1692, 1995.

TENG, R. et al. Regioselective acylation of sevpyhydroxylated natural compounds by
Candida antarcticdipase B.Biocatalysis and Biotransformation.v.23, n.2, p. 109-116,
2005.

TESTA, B. et al. The influence of lipophilicity dhe pharmacokinetic behavior of drugs:
Concepts and exampld3erspectives in Drug Discovery and Desigwv.19, p.179-211,
2000.

TORRES, C.F. et al. Lipase-mediated transestetibicanf menhaden oil with the ethyl ester
of conjugated linoleic acid: multi-response kingtBiochemical Engineering Journal v.
23, p. 107-116, 2005.

TRIOLA, M. F. Introducéo a estatistica.9.ed. Rio de Janeiro: LTC, 2005. 656p.

TRODLER, P.; PLEISS, J. Modeling structure andifddity of Candida antarcticdipase B
in organic solventBMC Structural Biology . v.8, n.9, 2008.

UPPENBERG et al. The sequence, crystal structuesrdeation and refinement of two
crystal forms of lipase B frol@andida antarcticaStructure. v. 2, n 4, p.293-308, April
1994.

UPPENBERG et al. Crystallographic and molecular-etiog studies of lipase B from
Candida antarcticaeveal a stereospecificity pocket for secondargladls.Biochemistry.
v.34, n.51, p. 16838-16851, 1995.

VALIVETY, R. H. et al. Solvent effects on biocatalg in organic systems: Equilibrium
position and rates of lipase catalyzed esterifoca@iotechnology and Bioengineering
v.38, n. 10, p. 1137-1143, December, 1991.



88

VILLENEUVE, P. Lipases in lipophilization reactiorBiotechnology Advancesy.25,
p.515-536, 2007.

VISKUPICOVA, J. et al. Modulating effect of flavomts and their derivatives on
sarcoplasmic reticulum EaATPase oxidized by hypochloric acid and peroxytitNeuro
endocrinology letters v.30, p.148-151, 2009.

VISKUPICOVA, J. et al. Lipophilic rutin derivativeer antioxidant protection of oil-based
foods.Food Chemistry. v.123, n.1, p.45-50, 2010.

WANG, A. et al. New progress in biocatalysis anodttg@insformation of flavonoiddournal
of Medicinal Plants Researchv.4, n.10, p. 847-856, May, 2010.

WEHTJE, E.; COSTES, D.; ADLERCREUTZ, P. Enantiostlaty of lipases: effects of
water activity.Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic v. 3, n. 5, p. 221-230, August
1997.

WERMUTH, C. G. et al. Glossary of terms used in imi@dl chemistry (IUPAC
Recommendations 1998 ure and Applied Chemistry.v. 70, n. 5, p. 1129-1143, 1998.

WILLIAMS, D. A.; LEMKE, T. L. Foye's principles of medicinal chemistry 5. ed
Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2002.

XIAQ, Y. et al. Controllable regioselective acytatiof rutin catalyzed by enzymes in non-
aqueous solventBiotechnology Letters.v.27, n.20, p.1591-5, Oct 2005.

YANG, H., HENKE, E., BORNSCHEUER, U.T., The usevuiyl esters significantly
enhanced enantioselectivities and reaction ratBgaee-catalyzed resolutions of arylaliphatic
carboxylic acidsJournal of Organic Chemistry. v. 64, p.1709-1712, 1999.

YADAYV, G. D.; LATHI, P. S. Synergism between migrave and enzyme catalysis in
intensification of reactions and selectivitiesngasterification of methyl acetoacetate with
alcohols.Journal of Molecular Catalysis A: Chemical v.223, p. 51-56, 2004.

YOUN, S. H. et al. Lipase-catalyzed acylation ofimgin with palmitic acid in highly
concentrated homogeneous solutiglwairnal of Molecular Catalysis B: Enzymatic v. 46,
n. 1-4, p.26-31, May 2007.



ANEXO

Valores de area obtidos por CAE-DAD e rendimentmpprcional expresso

em porcentagem:

Amostra Area Naringina Area éster % Naringina % Ester

R1 MO OH 87055793 0 100,0000 0,0000
R1 MO 2H 68683908 1448705 97,9343 2,0657
R1 MO 4H 70155398 1926351 97,3275 2,6725
R1 MO 6H 85482398 2569515 97,0818 2,9182
R1 MO 8H 89471942 2969778 96,7874 3,2126
R1 MO 10H 91799617 3253226 96,5775 3,4225
R1 MO 12H 90446650 3548251 96,2251 3,7749
R2 MO OH 28712081 0 100,0000 0,0000
R2 MO 2H 26820703 687296 97,5015 2,4985
R2 MO 4H 25478165 672201 97,4295 2,5705
R2 MO 6H 68242743 2244878 96,8152 3,1848
R2 MO 8H 36990944 1354572 96,4675 3,56325
R2 MO 10H 22466183 923485 96,0517 3,9483
R2 MO 12H 46124901 1967045 95,9098 4,0902
R3 MO OH 71076375 0 100,0000 0,0000
R3 MO 2H 62013400 1492422 97,6499 2,3501
R3 MO 4H 33981601 1040725 97,0284 2,9716
R3 MO 6H 23062271 940330 96,0824 3,9176
R3 MO 8H 19820446 870468 95,7930 4,2070
R3 MO 10H 18262813 1391293 92,9211 7,0789
R3 MO 12H 68230724 2848272 95,9928 4,0072
R4 MO OH 39645306 0 100,0000 0,0000
R4 MO 2H 58043808 2071350 96,5544 3,4456
R4 MO 4H 41128644 2155942 95,0191 4,9809
R4 MO 6H 47984888 3094638 93,9415 6,0585
R4 MO 8H 61556239 4569256 93,0900 6,9100
R4 MO 10H 22314607 2222724 90,9415 9,0585
R4 MO 12H 78060528 8076439 90,6237 9,3763
R5 MO OH 86709113 303978 99,6507 0,3493
R5 MO 2H 53627474 1175066 97,8558 2,1442
R5 MO 4H 30238812 1002059 96,7925 3,2075
R5 MO 6H 48770229 2135162 95,8056 4,1944
R5 MO 8H 44858877 2384142 94,9535 5,0465
R5 MO 10H 43610017 3029206 93,5050 6,4950
R5 MO 12H 44055225 3857979 91,9480 8,0520
R6 MO OH 70175766 0 100,0000 0,0000

R6 MO 2H 27574632 712787 97,4802 2,5198



R6 MO 4H 66173219 3027611 95,6249 4,3751
R6 MO 6H 52282503 2733903 95,0307 4,9693
R6 MO 8H 61323977 3946012 93,9543 6,0457
R6 MO 10H 63132436 4661157 93,1245 6,8755
R6 MO 12H 90953723 9147771 90,8615 9,1385
R1 SK OH 80402098 0 100,0000 0,0000
R1 SK 2H 59744121 819097 98,6475 1,3525
R1 SK 4H 66507790 1488315 97,8112 2,1888
R1 SK 6H 49532825 1325524 97,3937 2,6063
R1 SK 8H 55553374 1944606 96,6180 3,3820
R1 SK 10H 55567688 2440824 95,7923 4,2077
R1 SK 12H 56163390 2798308 95,2540 4,7460
R1 SK 24H 50283889 4323233 92,0830 7,9170
R1 SK 48H 70702060 11629940 85,8743 14,1257
R1 SK 72H 58264740 12567312 82,2576 17,7424
R1 SK 96H 57177963 13500310 80,8989 19,1011
R1 SK 120H 74988820 23919149 75,8168 24,1832
R2 SK OH 87581078 0 100,0000 0,0000
R2 SK 2H 78362944 469702 99,4042 0,5958
R2 SK 4H 70975107 1126829 98,4372 1,5628
R2 SK 6H 49532825 1225524 97,5856 2,4144
R2 SK 8H 66737346 2163296 96,8603 3,1397
R2 SK 10H 74207705 3034273 96,0717 3,9283
R2 SK 12H 88860047 5196587 94,4750 5,5250
R2 SK 24H 66057536 5614093 92,1669 7,8331
R2 SK 48H 75022279 12359043 85,8562 14,1438
R2 SK 72H 74956952 18644725 80,0808 19,9192
R2 SK 96H 64534200 17234214 78,9231 21,0769
R2 SK 120H 59230375 18634504 76,0682 23,9318
R3 SK OH 76307250 0 100,0000 0,0000
R3 SK 2H 71876392 707215 99,0257 0,9743
R3 SK 4H 48381605 999531 97,9759 2,0241
R3 SK 6H 61791964 1860010 97,0778 2,9222
R3 SK 8H 62448970 2488913 96,1672 3,8328
R3 SK 10H 50348556 2572319 95,1393 4,8607
R3 SK 12H 74526903 4191838 94,6749 5,3251
R3 SK 24H 70956599 6590433 91,5014 8,4986
R3 SK 48H 70675597 12794977 84,6713 15,3287
R3 SK 72H 77620401 19492273 79,9282 20,0718
R3 SK 96H 65264236 16825696 79,5033 20,4967
R3 SK 120H 71971811 23024949 75,7624 24,2376
R4 SK OH 87960129 0 100,0000 0,0000
R4 SK 2H 20576784 854611 97,1917 2,8083
R4 SK 4H 36570062 1799500 95,3101 4,6899
R4 SK 6H 45310570 2764905 94,2488 5,7512
R4 SK 8H 45908427 3353855 93,1918 6,8082
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R4 SK 10H 51626172 4411271 92,1280 7,8720
R4 SK 12H 60633070 5731824 91,3632 8,6368
R4 SK 24H 61626634 9125327 87,1024 12,8976
R4 SK 48H 38188665 9634627 79,8537 20,1463
R4 SK 72H 61718609 20229872 75,3139 24,6861
R4 SK 96H 53309889 19114136 73,6080 26,3920
R4 SK 120H 44650604 23497407 65,5200 34,4800
R5 SK OH 86083069 0 100,0000 0,0000
R5 SK 2H 57464048 671894 98,8443 1,1557
R5 SK 4H 77746522 2500595 96,8839 3,1161
R5 SK 6H 79002678 4255485 94,8888 5,1112
R5 SK 8H 53938211 3692834 93,5923 6,4077
R5 SK 10H 80365725 6002587 93,0500 6,9500
R5 SK 12H 70673361 5536956 92,7346 7,2654
R5 SK 24H 64596797 8584993 88,2689 11,7311
R5 SK 48H 60298905 11870662 83,5517 16,4483
R5 SK 72H 75819731 25381238 74,9200 25,0800
R5 SK 96H 72461189 24821312 74,4853 25,5147
R5 SK 120H 91196310 44385164 67,2631 32,7369
R6 SK OH 67428137 0 100,0000 0,0000
R6 SK 2H 30986079 358580 98,8560 1,1440
R6 SK 4H 21782645 666231 97,0322 2,9678
R6 SK 6H 76759368 3232899 95,9585 4,0415
R6 SK 8H 43842883 2364672 94,8825 5,1175
R6 SK 10H 52366593 3435287 93,8438 6,1562
R6 SK 12H 60437544 4368354 93,2593 6,7407
R6 SK 24H 57521463 6760751 89,4827 10,5173
R6 SK 48H 45614191 9768708 82,3615 17,6385
R6 SK 72H 68008562 19576023 77,6490 22,3510
R6 SK 96H 54917518 21273419 72,0788 27,9212
R6 SK 120H 15071905 6737216 69,1083 30,8917
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Legenda:

R1, R2 e R3: reacdes de esterificacdo direta (4cido ricinolémmo agente acilante).
R4, R5 e R6: reacdes de transesterificacdo (6leo de mamona egente acilante).
MO : reagéo desenvolvida em micro-ondas.

SK: reacao desenvolvida em shaker.



