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Resumo

Este trabalho pretende estudar as caracteristicas de novos derivados de origem
antocianica, de modo a explorar a sua aplicacdo em matrizes lipofilicas, presentes nos
produtos alimentares e formulacdes cosméticas. As antocianinas sdo polifendis
hidrossollUveis responsaveis pelas cores atrativas dos frutos, vegetais e flores. Esta classe
de polifen6is possui, para além da sua elevada capacidade de coloracdo, diversas
propriedades biologicas, como, elevado poder antioxidante, e propriedades anti
proliferativas e antimicrobianas, entre outras. Os novos derivados foram sintetizados
através da acilagdo enzimética de duas antocianinas monoglucoésidas; malvidina-3-
glucésido (Mv3glc) e cianidina-3-glucosido (Cy3glc), com diferentes &cidos gordos
monoinsaturados.

A estrutura dos derivados sintetizados foi analisada por espetrometria de massa,
comprovando a ligagdo entre a cadeia carbonada e o agucar da antocianina. Através da
analise RMN do derivado Cy3glc-C12 identificou-se a ligacao covalente entre o carbono
primario do agucar e a cadeia carbonada do &cido gordo. A adicdo do acido gordo
aumentou a solubilidade destes derivados em matrizes lipidicas, comparativamente com
0S seus precursores. Atraves de ensaios de lipofilicidade foi possivel observar uma relagéo
linear entre o aumento da lipofilicidade e o aumento do tamanho da cadeia carbonada
fornecida pelo acido gordo.

A estabilidade quimica dos derivados lipofilicos de Cy3glc foi analisada num
tensioativo (SDS), no intervalo de pH de 3 a 7. Todos os derivados lipofilicos evidenciaram
maior estabilidade cromatica do que a Cy3glc. Entre o pH 3-5 os derivados lipofilicos
continham mais catido flavilio (90 %) do que a Cy3glc (70 %). A pH neutro, Cy3glc-C10, o
derivado lipofilico mais estavel, apresentava tons azuis-violeta, devido a base quinoidal (50
%), enquanto que a Cy3glc, sofreu descoloracdo devido a presenca da espécie
predominante chalcona-trans. Através da determinacdo dos parametros da degradacdo
térmica, foi possivel confirmar a estabilidade superior da cor dos derivados, uma vez que
todos possuiam tempos de semi-vida superiores e constantes cinéticas inferiores,
comparativamente as da Cy3glc. A influéncia da cadeia carbonada no poder antioxidante
nos derivados de Mv3glc foi ainda analisada, observando-se um aumento desta
caracteristica para os compostos esterificados com uma cadeia carbonada até oito
carbonos.

Numa ultima fase, foi desenvolvido um novo método de sintese dos derivados
lipofilicos, por imobilizacdo da enzima. A influéncia da imobilizacdo da enzima foi estudada
através da sintese da Cy3glc-C8, observando-se um aumento de formacgdo do pigmento,

ocorrendo mais depressa, comparativamente as reagées com a enzima ndo modificada. A
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eficiéncia da imobilizagdo da enzima foi também analisada através da sua capacidade de
reutilizagdo. A capacidade de reutilizagdo da enzima imobilizada foi estudada através da
andlise da sintese de Cy3glc-C8 num processo continuo, num reator de membranas,
obtendo produtos com rendimentos semelhantes, comprovando que a enzima que ficou
retida no suporte ndo se libertou.

Palavras-Chave:
Antocianinas, acilacdo enzimatica, derivados lipofilicos, antioxidante, imobilizacao

de enzimas.
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Abstract

The improvement of anthocyanins lipophilicity was performed, by enzymatic
acylation, to expand the technological application of these pigments in lipid-based foods
and cosmetic formulations. Anthocyanins are water-soluble polyphenols, responsible for
the attractive colors of many fruits, flowers and vegetables. These pigments have gained
the interest of the industry and researchers alike due to their high pigmentation capacity
and interesting bioactivity abilities, such as high antioxidant activity, and anti-microbial and
anti-proliferative properties.

The new compounds were synthetized by modifying two anthocyanins (Cy3glc and
Mv3glc), esterified with monounsaturated fatty acids with variable chain length. The
chemical structure of the new compounds was analyzed, by mass spectrometry, identifying
a covalent bond between the sugar residue of the anthocyanin and the different fatty acid
chain length. The NMR analysis of Cy3glc-C12 confirmed the bond of the anthocyanin’s
sugar residue and the fatty acid and identified that the bond occurs in the primary carbon of
the sugar. The liposolubility of the new derivatives was assessed, with the new derivatives
possessing superior lipophilicity than of its precursors. Lipophilicity assays demosntrated a
direct correlation between the increase of the fatty acid chain length and lipophilicity
enhancement.

Color stability assays of the lipophilic derivatives were also performed in a lipidic
media (SDS), at different pH’s and their thermal degradation was analyzed. Overall, Cy3glc
lipophilic derivatives showed an improved color stability and are less sensitive to thermal
degradation than the non-modified Cy3glc between pH 3 and 7. At pH 3 and 5, the lipophilic
derivatives possessed higher percentage of flavylium cation (90 %) than Cy3glc (70 %). At
neutral pH, Cy3glc-C10 solutions exhibited blue-purple colors, due to the high presence of
the neutral quinoidal base (50 %) whereas, trans-chalcone is the predominant species in
Cy3glc solutions, possessing yellow colors. The determination of the kinetic and
thermodynamic thermic degradation confirmed stability enhancement with the acylation
modification, with Cy3glc-C10 being the most stable. Antioxidant activity studies
demonstrated that up to 8 carbons, the fatty acid chain length enhances antioxidant activity.

The development of a different method of synthesis of lipophilic derivatives, by
enzyme immobilization, was the final step in this work. The synthesis occurred in a
membrane reactor, with previously immobilized enzyme. Enzyme immobilization on
membranes showed an increase in the enzymatic activity, by obtaining higher Cy3glc-C8
yield in the membrane reactor than when using the non-modified enzyme. The efficiency of
the immobilization was also studied by analyzing its recycling capacity. Recycling capacity

was observed by the synthesis of Cy3glc-C8 in a continuous flow process, where the yields
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of product formation were similar, therefore, proving that the amount of retained enzyme
wasn'’t eluted.

Keywords:
Anthocyanins, enzymatic acylation, lipophilic derivatives, antioxidant, enzyme

immobilization.
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1. Introducao Geral

A industria alimentar encontra-se em constante desenvolvimento devido aos
requisitos dos consumidores, influenciados pela sociedade, pelo seu poder econémico
e a disponibilidade de recursos, entre muitos outros fatores. Atualmente, a sociedade
influenciou o aparecimento de novas tendéncias no mercado alimentar, como 0 uso de
alimentos multifuncionais e a diminuicdo do desperdicio alimentar. Estas novas
tendéncias, aliadas ao aparecimento de novas tecnologias, permitem responder ndo sé
aos requisitos nutricionais, sensoriais e econémicos dos consumidores, como as suas
preocupacdes sociais e éticas.

Uma das novas tendéncias no marketing de produtos alimentares baseia-se no
aperfeicoamento das carateristicas sensoriais dos alimentos, denominada de ‘multi-
sensory’ ou multissensorial. Os atributos sensoriais como a cor, som e textura dos
produtos alimentares sdo intensificados e utilizados de formas inovadoras, de forma a
produzir a sensacdo de bem-estar e euforia no consumidor. Considerado um dos
atributos sensoriais mais facilmente identificados, a cor do alimento pode levar a rejeicao
ou aceitacao do produto, sendo este parametro por vezes utilizado como um indicador
de qualidade pelo consumidor’. Deste modo, a indlstria recorre ao processo de
aditivacdo, nomeadamente, na adicdo de aromatizantes, com o objetivo de intensificar
ou restaurar a cor dos alimentos degradada durante o seu processamento e transporte,
bem como garantir a uniformidade da matriz alimentar. No entanto, o uso de
aromatizantes/corantes sintéticos tem vindo a diminuir. Apesar de possuirem a
capacidade de corar alimentos, estes compostos, estaveis a temperatura, luz e
resistentes a processos de oxidacdo, afetam a seguranca do alimento?. O uso de
corantes na Unido Europeia (EU) é rigorosamente controlado devido aos riscos de
salde associados ao consumo de alimentos contendo conservantes sintéticos, sendo
que a lista de corantes sintéticos aprovados é cada vez mais restrita. Corantes sintéticos
contendo azoto, muito utilizados em guloseimas e bebidas refrigeradas, foram
recentemente associados com problemas de saude infantil, especificamente disturbios
de défices de atencio®. Assim, a substituicdo de corantes sintéticos por pigmentos
naturais pode ser uma abordagem benéfica, uma vez que certos estudos nao identificam
efeitos nocivos no meio ambiente provocados por estes compostos.

Neste contexto, a perspetiva da utilizacdo de antocianinas como corantes
naturais € muito promissora. Na Ultima década, estudos sobre este tipo de polifendis
relatam ndo s6 a sua grande capacidade de pigmentacdo, mas também propriedades
benéficas para o organismo, sendo a sua aplicacdo em alimentos funcionais possivel.

Estes polifendis, sollveis em agua, existem no mundo vegetal, e sdo responsaveis pelas
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cores ricas nas flores que variam entre o azul, vermelho e roxo. As antocianinas
encontram-se maioritariamente em frutos, flores e vegetais, assim como em bebidas de
extratos de vegetais como o0 cha, sumos e vinho. Devido a sua ubiquidade, as
antocianinas fazem parte da dieta alimentar de varias culturas, nao tendo sido associado
qualquer efeito adverso ao seu consumo. De facto, estudos revelam que as antocianinas
possuem carateristicas benéficas para o organismo como a sua capacidade
antioxidante, assim como propriedades anticancerigenas, anti-mutagénicas e

antimicrobianas, entre outras* °.
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1.1. Compostos fenolicos

Os compostos fenodlicos, também designados por polifendis, ocorrem
naturalmente na Natureza, sendo estes o produto secundario do metabolismo das
plantas. Estes metabolitos surgem como resposta da planta a agressdes provocadas
pelo meio (radiagdo UV, alteragBes climatéricas, stress oxidativo), causadas por
ataques por fungos, bactérias e parasitas, ou por herbivoros e insetos®®. Os polifendis
podem atuar como toxinas, precursores de sistemas de defesa ou mesmo como
repelentes de predadores, podendo atuar como repelentes visuais ou quimicos’ °. Estes
compostos desempenham ainda um papel importante na cor da planta e na sua
maturac&o, assim como na atrac&o de polinizadores'®. Os polifendis estéo presentes na
dieta humana em varios alimentos de origem vegetal, como por exemplo vegetais, frutos
e sumos a base de extratos vegetais como os sumos de frutas, vinho, cha e café!**?,

Os polifendis despertaram o interesse dos consumidores pelas suas
carateristicas nutricionais e propriedades organoléticas, sendo que estes
desempenham um papel importante na cor e no sabor (ex: adstringéncia) dos alimentos.
Atualmente, um consumo elevado em frutas e legumes esté associado a prevencao de
doencas neurodegenerativas causadas por elevado stress oxidativo, como o Alzheimer
e Parkinson* °, assim como a reducdo do risco de aparecimento de doencas
cardiovasculares® e de cancro’’. Um estudo correlacionou o consumo moderado de
vinho tinto com a baixa incidéncia de problemas cardiovasculares numa comunidade
francesa, apesar da sua dieta ser rica em gorduras saturadas e possuirem habitos
tabagicos, conhecido como o Paradoxo francés'® *° (Tabela 1.1). Os polifendis estéo
associados a prevencao de doencas causadas pelo elevado stress oxidativo, devido a
sua capacidade de interagir com espécies reativas de oxigénio (ROO-¢), enzimas

oxidativas e pela quelatacdo de metais envolvidos no stress oxidativo®®??,

Tabela 1.1. O paradoxo francés*®

Regi&o Colesterol detetado Mor_talidade por doencas

no plasma (mg/dL) cardiovasculares (per 10%)
Franca (Paris) 216 102
Franca (Tolouse) 224 78
USA (Standford) 209 182
Reino Unido 240 380

Os polifendis caracterizam-se por possuirem pelo menos um anel aromatico
substituido por um ou mais grupos hidroxilo e constituem uma vasta e complexa familia
de compostos presentes no reino vegetal. Dependendo da sua estrutura, os polifendis

gue ocorrem naturalmente no tecido vegetal podem ser de natureza flavonoide ou néo-
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flavondide. Nos bagos de uva, os compostos ndo-flavondides encontram-se nas
peliculas e polpa enquanto que os flavondides existem maioritariamente nas peliculas,
nos engacos e nas grainhas®*2®. De um ponto de vista sensorial, as classes de fendlicos
mais importantes presentes no vinho sdo os acidos hidroxicindmicos, os flavan-3-6is e
as antocianinas, pois influenciam diretamente a cor e o sabor dos vinhos
(adstringéncia)®” 8,

Na induastria farmacéutica, o interesse na aplicacdo tecnolégica destes
compostos é elevado pois os polifendis possuem propriedades biolégicas importantes
na prevencdo de doencas cardiovasculares e de algumas doencas
neurodegenerativas'’” % *°, De facto, foi recentemente revelado que alguns compostos
fendlicos estdo associados ao retardamento do envelhecimento celular e influenciam a
regeneracdo das células®*™. Aos flavonoides tém sido atribuidos varios efeitos
fisioldgicos benéficos, nomeadamente, atividade antioxidante®, anti-inflamatdria®, anti-
mutagénica*®, antiviral®’, vasoprotectora®, antibacteriana®, antialérgica®, entre muitos
outros.

Os polifendis podem ainda ser aplicados na industria alimentar e cosmética,

devido as suas propriedades biologicas e cromaticas anteriormente relatadas.
1.1.1. Flavondides

Os flavonoides sao uma das classes de compostos polifendlicos, constituidos por dois
anéis aromaticos A e B, ligados por uma ponte de 3 carbonos (anel heterociclico pirénico

C), ou seja, seguem uma estrutura do tipo Ce-C3-Cs (Figura 1.1).

2.

Figura 1.1. Estrutura base dos compostos flavonéides (2-fenilbenzopirano)

A estrutura base dos flavonéides da origem as diferentes espécies que ocorrem na
Natureza, dependendo do nivel de insaturacdo do anel C. As principais subclasses de
flavonodides identificadas séo as flavonas, as flavanonas, os flavonéis, os flavononais,
os flavan-3-6is e as antocianidinas, entre outros (Figura 1.2). Estas subclasses de
compostos aromaticos diferem entre si dependendo do nivel de insaturacdo do anel C,
bem como as diferentes metilagdes ou hidroxilacdes que podem sofrer. Os flavonéides
sdo ainda capazes de se ligarem covalentemente a aclcares, adquirindo maior
estabilidade. Na Natureza, os flavondéides existem glicosilados, podendo também existir

na sua forma aglicona. Os acucares ligados aos flavonéides mais comuns séo a glucose
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e a ramnose, embora também possam ser a galactose, a xilose, e a arabinose, entre
outros. Os flavondides mais abundantes nos vinhos s&o os flavan-3-6is e as
antocianidinas glicosiladas (antocianinas), sendo as restantes subclasses de

flavon6ides menos comuns.

0] o l 0]
OH
0] (0]

(0]

Flavonas Flavanonas Flavononéis
o o o~
\
/
OH OH OH
(0]
Flavonois Flavan-3-6is Antocianidinas

Figura 1.2. Classes de flavonoides e suas estruturas*®

As antocianinas (do grego antho, que significa flor, e kianos, significando azul)
fazem parte de uma das mais abundantes familias de flavonéides na Natureza, tendo
sido, até agora, identificadas e isoladas cerca de 600 estruturas diferentes*'. Estes
compostos sollveis em Aagua ocorrem naturalmente no reino vegetal, existindo
maioritariamente nos frutos e flores, mas também em bebidas de extratos vegetais,
como o vinho, cha e sumos vegetais***4. As antocianinas estédo presentes em diferentes
tecidos vegetais, nas pétalas das flores angiospérmicas, folhas jovens e frutos, e séo
responsaveis por cores desde o vermelho, o violeta e o azul. Estes metabolitos
desempenham um papel fundamental na polinizacao/dispersdo de sementes de flores

e na maturagdo dos frutos**.

As antocianinas sdo essenciais nhas interacdes
simbidticas entre insetos e plantas. As cores atrativas das flores, fruto da pigmentacéo
causada pelas antocianinas, atraem 0s insetos que assistem na dispersdo do pélen®,
Por outro lado, um dos parametros da maturacéo do fruto passa pela quantificacao e
caraterizagdo do perfil antocianico presente no alimento (Tabela 1.2), que varia
dependendo do estado de maturagdo®™'. O contetido antocianico varia com os fatores

genéticos do fruto, assim como com as condi¢des de cultivo, da regido e dos métodos



FCUP 6
Sintese, caracterizacéo e estudo das propriedades cromaticas de novos derivados
lipofilicos de antocianinas monoglucésidas

de extracdo, resultando numa grande variabilidade de antocianinas entre frutos da

mesma espécie®>>*,

Tabela 1.2. Concentracdo de antocianinas de diversas de fontes alimentares vegetais, como bebidas frutos e vegetais*®

Concentracdo de antocianinas

Origem (mg/kg)
Sabugueiro 2000-15600
Mirtilo 4600
Amora 820-1800
Beterraba 150-450
Morango 150-350
Cereja 3500-4500
Framboesa preta 1700-4277
Groselha 460-2000
Uvas tintas 400-750
Ameixa 20-250
Vinho Tinto 240-350
Vinho do Porto 140-1100

Estruturalmente, as antocianinas sao derivadas do catido flavilio (2-
fenilbenzopirilio) glicosilado, ou seja, a antocianidina ligada a um agucar. Devido ao seu
longo croméforo, formado por oito ligagdes duplas conjugadas com carga positiva, estes
compostos apresentam cores intensas em condi¢des acidicas. O seu comprimento de
absorcao de onda maxima na regido do visivel encontra-se entre 0os 465 nm e os 550
nm, enquanto que o outro maximo de absorcao se situa na zona entre 0s 270 nm e 0s
280 nm.

Atualmente, foram descobertas cerca de 18 antocianindinas, sendo que as mais
comuns sao a cianidina (Cy), a malvidina (Mv), a peonidina (Pn), a pelargonina (Pg), a
petunidina (Pt) e a delfinidina (Dp) (Figura 1.3). Devido a sua maior estabilidade, as
antocianinas-3-glucosido sdo ainda mais abundantes, sendo que a cianidina-3-

glucosida é a mais difundida na Natureza™'.

R, R, R, Cor* Aax
Cianidina OH H Rosa 535

Peonidina  OCH, H Rosa 532

Pelargonina H H Vermelho 520

Ro Malvidina ~ OCH;  OCH, Roxo 542
Delfinidina OH OH Roxo 546

Petunidina  OCHj, OH Roxo 543

*observavel em meio aquoso com 0.01 % HCI

Figura 1.3. Diferengas na estrutura quimica das antocianinas mais abundantes na Natureza e seu Ama*

As substituicbes que geralmente ocorrem no anel B nas posi¢des 3’ e 5, sdo

grupos metilo ou hidroxilo e sdo responsaveis pelas diferencas nas propriedades fisicas
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destes flavondides, bem como das suas cores® *¢, Como ja foi referido, as antocianinas
sao derivados glicosideos da forma aglicona, podendo a glicolisa¢do acontecer com um
mono- di ou trissacarido, na posi¢do C3 do anel C, resultando numa grande variabilidade
de estruturas. Adicionalmente, os residuos glicosilados podem sofrer acilacdo por
acidos aromaticos, como o acido cafeico, ferulico, galhico, ou p-cumarico, ou por acidos
alifaticos como o acido malénico, acético, malico, oxalico ou sucinico®’.

A glicolisagéo e acilagdo das antocianinas influenciam as propriedades fisico-
quimicas destes compostos, homeadamente a polaridade e tamanho da molécula,
assim como a sua reatividade e estabilidade. A acila¢éo dos residuos glicosilados causa
uma diminui¢éo de polaridade, diminuindo a solubilidade destes compostos em meios
aguosos, enquanto que a glicolisacdo confere maior estabilizacdo e aumenta a
solubilidade das antocianinas, comparativamente a sua forma aglicona®® *°. Estas
modificagbes contribuem também num aumento da resisténcia a variacdo do pH, e a
sua exposicdo a luz e temperatura, devido a formacdo de ligacbes por pontes de
hidrogénio que ocorrem na antocianina®” . O grau de hidroxilagio também é importante
para a estabilidade da antocianina, uma vez um grande niamero de grupos substituintes
hidroxilados resultam na diminuigdo da estabilidade da molécula, contrariamente ao que
ocorre quando o maior nimero de substituintes sdo metilados®® . A acilagdo pode
contribuir para o aumento da lipofilicidade da antocianina, podendo alterar as suas
interessantes propriedades biol6gicas. Assim, € essencial determinar algumas das
propriedades biolégicas (poder antioxidante) tal como a sua lipofilicidade.

No que toca a aplicagdo tecnolégica das antocianinas, a estabilizacdo destes
pigmentos é essencial. Ndo sé a estabilidade influencia a aplicagdo das antocianinas
em formulagdes lipidicas, mas também o seu armazenamento. Estes flavondides séo
instaveis a fatores como o oxigénio, temperaturas elevadas e até mesmo a luz e ao pH®*
. De facto, as antocianinas devem a sua elevada reatividade, em grande parte a
variagdo de pH. Em meio aquoso, as antocianinas existem sob diversas formas de
equilibrio, dependendo do pH® ¢ (Figura 1.4), nomeadamente, o catio flavilio (cor
vermelha), a forma carbinol ou hemicetal (incolor), a base quinoidal (cor azul a roxa) e
a chalcona (cor amarela). A fracdo molar de cada uma destas espécies varia consoante
o pH do meio.

Em condig¢des acidicas, pH <1, o catido flavilio (AH*) é predominante, sendo a
espécie responsavel pela cor vermelho-purpura intensa visivel em solugdo. Quando o
pH aumenta ocorrem duas reagfes em paralelo: a rdpida transferéncia de protbes (1) e,
mais lentamente, a reacdo de hidratacdo do catido flavilio (2), dando origem a base
quinoidal neutra (A), e a forma hemiacetal (B), respetivamente. Posteriormente, a

valores de pH mais elevados, a base quinoidal neutra pode dar origem a base anionica
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(AY). As espécies chalconas, possuindo cor amarela, surgem devido a tautomerizacao
da forma hemiacetal (3) que d& origem a chalcona-cis (Cc). As antocianinas podem
ainda sofrer a isomerizacdo da espécie Cc, dando origem a chalcona-trans (Cy) (4),

sendo que a sua formacao ocorre muito lentamente e em pequenas quantidades.

Transferéncia K,

de protdes AH" +H,0 === A+ H30 1)
Kh

Hidratacdo AH" +H,0 === B+ H30" 2)
Ki

Tautomerizagso B == Cc 3)

Isomerizagéo Cc"(—i_k Ct 4
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Figura 1.4. Espécies em equilibrio das antocianinas em meio aquoso e suas respetivas equacoes.

A formacéo das espécies antocianicas € influenciada pelo pH do meio assim
como pela cinética dos equilibrios. A forma hemiacetal, a espécie mais estavel, é
predominante entre os valores de pH 3 e 5, sendo que a estes valores de pH, todas as
estruturas de antocianinas coexistem em equilibrio® (Figura 1.5). Quando todas as
espécies estdo em equilibrio, exceto da formacado de Ct, que ocorre muito lentamente,

sendo possivel determinar a constante de equilibrio aparente, K*; (5).
KA, = K, + K, +K K, AH* + H,O0 === CB + H3;0", com [CB] = [B] + [Cc] + [A]  (5)

Uma forma simples e eficaz de estudar os equilibrios das espécies antocianicas
é efetuada através dos saltos diretos de pH. Os saltos de pH, por definicdo ocorrem
aquando a adi¢édo de base a solugfes contendo catido flavilio, perturbando o equilibrio
da amostra, e observando os processos que decorrem até um novo equilibrio ser

atingido. No momento em que ocorre a adicdo de base na solucdo € visivel a
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transferéncia de protbes originando a base quinoidal neutra, cuja formacao ocorre na
escala dos microssegundos, em competicdo com a espécie hemiacetal. A espécie
hemiacetal rapidamente da origem a cis-chalcona. Neste momento o sistema entra em
equilibrio, pois a formacdo de Ct ocorre muito lentamente. Quando o sistema entra em
equilibrio é possivel determinar a constante acidica aparente® ™, K’%, definida pela

equacao (6):

2" step
c
2 @
© ©
£5 83 1%t step
3 step gL E£2
SE ZE Proton Transfer
]
Isomerization 1= AH* pH=5.5 \ microseconds
hours —_—
— // AH® pH=3.8 A
Ct Cc i M
R ——
8 AH' pH=2.5
C—  ——
+ 21. 7 k) mol*!
18. 6 kJ mol* 19. 6 k) mol* 14.3kimott  AH'pH=1

; AH* pH=0
——
Oenin 2.5x10° M

Figura 1.5. Diagrama dos niveis de energia e passos cinéticos da malvidina-3-glucésido (oenin)®8 72

AH* + H,O== CB + H30" 2= Ka+ Kp+ KK+ KhKiKi,
com [CB] =[A] + [B] + [Cc] + [Ct] (6)

Como ja foi referido, as antocianinas sdo compostas por dois anéis aromaticos
e um anel piranico central, C. Na sua forma ionica, ou seja, na forma de catido flavilio,
0 anel C possui carga positiva, deslocalizada sobretudo nos carbonos C2 e C4, sendo
suscetivel a ataques nucleofilicos pela dgua e pelo bissulfito (Figura 1.6), dando origem
a sua forma incolor. No entanto, quando a antocianina se encontra na sua forma
hemiacetal podem ocorrer ataques por compostos eletréfilos nos carbonos C6 e C8 do
anel A, ativados devido aos grupos hidroxilados localizados nas posi¢cfes orto e para do
anel aromatico.

Adicionalmente, o anel B, dependendo do nimero de substituintes hidroxilados
gue apresenta, pode atuar como um agente redutor. Apos a sua oxidacao, pode ainda
sofrer oxidagbes acopladas ou adigcbes de Michael atuando como um poderoso
eletrdfilo.
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Figura 1.6. Reatividade geral da antocianina.

A degradacdo das antocianinas € também influenciada pela presenca de
oxigénio, sendo este um dos fatores mais importantes, juntamente com a temperatura,
na degradacdo da cor deste tipo de flavonoides. O oxigénio presente no meio pode
causar a degradacdo da antocianina por mecanismos de oxidagdo que, direta ou
indiretamente, provocam a oxidacdo destes pigmentos, dando origem a produtos
incolores ou castanhos. A luz também foi considerada como um fator provocador da
degradagdo das antocianinas. Foi evidenciado que os produtos da degradacéo
fotoquimica sdo 0os mesmos que 0s que sdo obtidos através da degradacéo térmica,
embora por vias diferentes”.

Durante o processamento e armazenamento, foi observado que a estabilidade
das antocianinas diminui com a temperatura. O aumento da degradacdo das
antocianinas ocorre devido a deslocalizacédo de equilibrio das formas antocianicas para
a formacéo de hemiacetal’®. Esta variacdo de equilibrios provoca a perda da cor da
solucdo apds aquecimento. Entre os valores de pH 2 e 4, o efeito da temperatura
provoca a formagao de antocianidinas instaveis, devido ao aumento das hidrélises que
ocorrem nas antocianinas-3-glucosidas, o que resulta na diminuicdo da cor’ ™.

Na Natureza € possivel observar cores em certas flores e nos vinhos tintos que

nao seria possivel tendo em conta apenas a influéncia do pH. No entanto, através de
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varios mecanismos, as antocianinas possuem a capacidade de estabilizar a sua cor.
Estudos reportam que é possivel observar as cores azul e vermelho, em condicbes
alcalinas, devido a fenémenos de complexacdo com metais, auto-associacio’®,
copigmentacéo intermolecular’” ou de copigmentacéo intramolecular’ e acilag&o”.

Um dos métodos de estabilizacdo das antocianinas mais comuns € a acilacao,
sendo que cerca de 65% das antocianinas cuja estrutura foi j caracterizada encontram-
se aciladas. A diversidade estrutural das antocianinas é expandida através da acilagéo
com acidos aroméaticos ou substituintes alifaticos, ligados, geralmente, ao residuo de
glicose.

Tal como sucede em varios mecanismos de copigmentacdo, a adicdo de um
grupo acilado fornece a antocianina a protecdo de ataques nucleofilicos provocados
pela agua, fornecendo a antocianina maior estabilidade®®. A modificacdo de
antocianinas, pela adicdo de mudltiplos grupos aromaticos, provoca um aumento da
estabilidade da cor e 0 seu espectro de absorcao sofre uma ligeira variagédo, tendendo
para comprimentos de onda mais tipicos da cor azul. Assim, podemos assumir que a
acilacdo pode influenciar a coloragdo de muitas flores e frutos® 8. Alguns estudos
reportam que a presenca de grupos acilo intensifica a auto-associagdo das antocianinas,
providenciando ainda maior estabilidade & molécula®. A estabilidade pode também
depender do tipo de dador acilo e do local a que se encontra ligado.

A acilagdo pode ocorrer por catalisadores quimicos e enzimaticos, sendo que
devido aos avancos no campo da bioguimica e da genética, foi possivel criar métodos

de acilacdo de antocianinas mais seletivos e menos dispendiosos®.
1.2. Catalisadores enzimaticos

A industria tem em consideragdo o custo econdémico envolvido na sintese de
Novos compostos assim como as suas possiveis precursdes ambientais. Atualmente, é
preferivel a utilizagdo de processos bioquimicos verdes (menor impacto ambiental,
baixa toxicidade, mais sustentaveis) onde a reutilizagdo de recursos e a obtengéo de
elevados rendimentos sé@o possiveis com baixo impacto ambiental. Deste modo, o0 uso
de catalisadores oferece varios beneficios. Por definicdo, um catalisador afeta o
equilibrio de uma reagdo sem ser substancialmente consumido. Assim, um catalisador
eficiente deve reter a sua atividade apoés varias reutilizagdes. No entanto, a retencéo de
catalisadores dissolvidos na mistura reacional é dificultada, limitando a sua
reutilizac&o®’. Assim, a imobilizag&o de catalisadores € uma abordagem a ter em conta.
Uma classe muito versétil de catalisadores sdo as enzimas. As enzimas, também

denominadas de biocatalisadores, sao proteinas que possuem elevada eficiéncia e a
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capacidade de influenciar processos bioldgicos®. Estes biocatalisadores possuem
elevada quimio- e regioseletividade e detém atividade em condicbes menos agressivas,
permitindo que a sintese ocorra sem recorrer a elevadas temperaturas ou pressoées.
Apesar de apenas cerca de apenas 1% de enzimas terem sido identificadas e
caracterizadas, um vasto grupo destas proteinas possuem caracteristicas 6timas para
a sua utilizacdo como catalisadores®.

As reacfes mediadas por enzimas, ou bioconversdo, podem ser divididas em
dois grandes grupos; fermentagcdes ou reagdes mediadas por processos biocataliticos.
Na fermentacdo, o reagente, também denominado de substrato, € utilizado para a
producdo do biocatalisador, assim como para a reacao de interesse. Atualmente estédo
estabilizados varios processos envolvendo a fermentacao para o fabrico de produtos
como por exemplo aminoéacidos, acido lactico, acido sucinico, entre outros® . Os
processos biocataliticos, sdo definidos pela producdo independente do catalisador
(enzima) e do produto final desejado® %%, Os processos biocataliticos podem ainda ser
divididos em trés classes; catalise mediada por leveduras, catalise mediada por apenas
uma enzima e catalise mediada por enzima imobilizada. A escolha do tipo de catélise é
crucial, pois influencia a formag&o do produto e as condigbes em que esta ocorre.

Atualmente a acilac¢éo sintética das antocianinas € catalisada, maioritariamente,
por enzimas®. A acilagdo enzimatica, esta descrita como formando apenas um éster e
nao uma mistura de isébmeros, facilitando o seu isolamento. Também esta descrito que
a acilacdo enzimatica obtém rendimentos superiores, comparativamente a acilacao
quimica.®. O substrato, contendo grupos carboxilico, liga-se ao centro ativo da enzima
formando um intermediario, libertando um subproduto, normalmente agua. Devido a
interagdo enzima-substrato, € possivel a ligacdo com um grupo dador de hidréxidos, ao
intermediario, formando um complexo acido carboxilico-enzima-hidroxido. Ao interagir
com os dois substratos, a enzima permite a sua ligacéo covalente, formando o éster que

é libertado para o meio®® *’ (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Mecanismo de esterificacdo/hidrdlise catalisada pela enzima CalB®%,

A enzima lipase B da Candida antarctica (CalB) esta descrita como sendo das
enzimas mais utilizadas na industria e nos laboratérios de investigacao devido a sua
elevada atividade enzimatica®®'%. A proteina CalB possui uma estrutura terciaria
globular, com o peso molecular compreendido entre 30-35 kDa, e € constituida por cerca
de 317 aminoacidos. Através da determinagdo cristalina da molécula foi possivel
determinar que os aminoacidos hidrossolUveis da enzima se encontram préximo do
centro ativo da enzima, enquanto que os aminoacidos hidrofobicos existentes na
molécula estdo localizados na periferia da proteina. Através da determinacdo da
estrutura foi também possivel identificar que o centro ativo de CalB é constituido por
uma triade-catalitica composta por trés aminoacidos; o acido aspartico, a serina e a
histidina®* 1%, A estrutura terciaria da molécula, cuja organizagéo é influenciada pelas
interagBes hidrofébicas, permite que a enzima se desloque para a interface da agua e
dos lipidos, maximizando a interagdo entre o dador &lcool e o dador do grupo
carboxilico. Contrariamente a maioria das enzimas, CalB ndo possui uma estrutura
protetora em forma de hélice a proteger o seu centro ativo, sendo este protegido quando

a enzima altera a sua conformacéo (Figure 1.8).
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Figura 1.8. Representagao conformacional da enzima lipase B da Candida antarctica com o centro ativo em destaque,
em que (A) representacao de conformagéo fechada de CalB e (B) representacdo da conformacao aberta de CalB.

Em meio aquoso CalB est4 descrita com capacidade de hidrolisar ésteres,
engquanto que em solventes organicos, a enzima possui a capacidade de catalisar o
processo de esterificacdo. A hidrélise e a esterificacdo estdo num equilibrio que é
influenciado pela concentragdo de 4gua na mistura reacional, pelo que a percentagem
de agua deve ser criteriosamente controlada. De facto, estudos referem que uma
percentagem baixa de dgua é necessaria de modo a atingir a atividade enzimética
maxima sem, no entanto, afetar o equilibrio da reacdo para a hidrolise®.

A acilagcéo enzimatica é influenciada por trés fatores; o tipo de solvente utilizado,
a estrutura do dador acilo e a temperatura. Dependendo da concentragdo dos produtos
e dos reagentes, a reac¢ao pode ser influenciada num sentido; na formacao de um éster
ou na hidrélise do éster. De modo a contrariar este efeito 0 uso de reagentes em
excesso, como o uso do dador acilo e a remocéo de agua através de filtros moleculares.
A temperatura também é um fator importante a considerar. As enzimas utilizadas na
esterificacdo s8o endotérmicas, ou seja, hecessitam de energia para reagirem. Sendo
0 aumento da temperatura um dos métodos mais simples de fornecer energia, muitas
das esterificagbes ocorrem sob o efeito da temperatura. Solventes organicos muito
apolares ndo permitem que a enzima altere a sua estrutura de modo a que o centro ativo
desta seja acessivel. Solventes como o THF e DMSO desnaturam a enzima, perdendo
a sua atividade. A escolha do solvente deve ter em conta a capacidade de dissolver os

reagentes e produto e ndo desnaturar a enzima.
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1.3. Imobilizacao de enzimas

O uso de enzimas como biocatalisadores fornece muitas vantagens, pois nao so
sdo as enzimas biocompativeis e biodegradaveis como também podem ser reutilizadas.
Os processos enzimaticos possuem ainda a capacidade de sintetizar produtos em
condigbes menos agressivas (temperatura, pressao atmosférica, pH do meio, ...), em
meios aquosos, com elevada seletividade. Sinteses mediadas por enzimas eliminam a
necessidade de adicionar grupos funcionais necessarios para a ativacao/protecédo de
produtos intermediarios, sendo assim mais sustentaveis, provocando menos impacto
ambiental. Nas ultimas duas décadas, os biocatalisadores emergiram como uma
importante ferramenta tecnolégica, em resposta a elevada procura de processos mais
verdes e sustentaveis. Como consequéncia do avanco da biotecnologia e manipulagéo
de proteinas, surgiu uma biblioteca de enzimas comerciais com as caracteristicas
desejadas, dependendo do pH, especificidade do substrato, atividade e seletividade. No
entanto, e apesar das inUmeras aplicagbes das enzimas, o uso destes catalisadores a
longo termo é limitado. Processos de reutilizagdo de enzimas ndo sdo eficientes,
afetando a sua reutilizagéo, e a sua atividade diminui ao longo do tempo. A imobilizacdo
de enzimas surge como resposta a estas dificuldades. A enzima imobilizada é mais facil
de manusear, encontrando-se sob a forma sélida em vez de uma formulacao liquida, e
facilita a separagdo desta com a mistura reacional, minimizando a contaminagéo da
proteina, facilitando assim a sua recuperacéo e reutilizacdo. A imobilizacao da enzima
influencia também a reatividade da enzima. Estudos comprovam que enzimas
imobilizadas sdo mais estaveis, causando um aumento na sintese de produtos®’ 18,
No entanto, dependendo do tipo de interacdo entre o material de suporte e a enzima, a
imobilizacdo pode ser, ou ndo, benéfica. Uma imobilizacéo eficiente depende a atividade
enzimatica que é influenciada pela orientacdo da enzima, por possiveis alteracées
conformacionais que podem levar a inatividade e a sua imobilizacdo. Atualmente a
imobilizacdo de enzimas ocorre por trés diferentes métodos; por adsorgéo, através do
seu aprisionamento ou por cross-linking®.

A adsorcéo da enzima, ocorre atraves da ligacdo da enzima a um suporte fisico
(Figura 1.9). Esta ligacdo pode ser de natureza fisica, devido a interacdes hidrofébicas,
por forcas van der Waals, idnica ou até mesmo de natureza covalente'®’. A adsorcéo
fisica ndo € muito utilizada, devido a sua baixa capacidade de reter a enzima no suporte
gquando esta se encontra exposta a condi¢des elevadas de pressdo e temperatura. As
adsorcdes idnicas e covalentes tém maior capacidade de reter a enzima, no entanto

com a adsor¢do covalente existe o risco de inativar a proteina, tornando-a inutilizavel.



FCUP | 17
Sintese, caracterizacéo e estudo das propriedades cromaticas de novos derivados
lipofilicos de antocianinas monoglucésidas

Os suportes mais utilizados séo resinas sintéticas ou biopolimeros como o0s
polissacéaridos e os solidos inorganicos (silicas)**.

Manémetro

%,

Célula de
ultrafiltracao

| Enzima
em solugdo

Agitador

magnético
1 —

o~
2 |
Membrana
de ultrafiltragao permeado

Figura 1.9. Esquema de imobilizagdo de enzimas por ultrafiltracao.

O aprisionamento da enzima é um processo muito semelhante a adsorcdo. A
enzima fica retida numa rede de polimeros, com matrizes organicas ou inorganicas, em
microcapsulas ou em membranas porosas. No entanto, as interagcdes enzima-suporte
sdo demasiado fracas para garantir o aprisionamento total da enzima. O processo de
aprisionamento de enzima requer a sintese de uma matriz polimérica na presenca da
enzima, contrariamente a adsorcao, cujo suporte ja se encontra na sua forma sélida.

A agregacéao da enzima, denominada por cross-linking, funciona na formacéo de
complexos de enzima, ndo necessitando de um suporte. Este processo tem a vantagem
de utilizar elevadas concentragfes de enzima com elevada atividade, sem a adigéo de
custos devido ao uso de um suporte adicional** 3, O método de imobilizagido de
enzima deve ser cuidadosamente escolhido em funcdo do tipo de enzima e da reagéo

em que a enzima atua.
1.4. Reatores de membranas

Atualmente, as preocupacfes da industria centram-se na otimizacdo das
sinteses, de modo a obter maior quantidade de produto a baixo custo econémico,
simultaneamente diminuindo a formagé&o de subprodutos sem utilidade. Como resposta
a estes requisitos surgiram o uso de imobilizacdo de enzimas assim como os reatores
de membranas.

A utilizacdo de enzimas como catalisadores € agora muito utilizada na inddstria

devido a sua elevada produtividade e seletividade e baixa toxicidade. No entanto, a
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utilizacdo destes catalisadores € limitada devido a sua degradacao ao longo do tempo.
A imobilizacdo de enzimas fornece alguma estabilidade as proteinas, podendo estas
adquirir resisténcia a solventes organicos. Recentemente, reatores de membranas
surgiram como resposta a necessidade de producdo em grande escala. Os reatores de
membranas providenciam duas grandes vantagens; a utilizacdo de um catalisador
enziméatico imobilizado aliado a possibilidade de produzir compostos continuamente (a
reacdo pode ocorrer de forma continua). No entanto, a sua aplicacéo é limitada, devido
aos seus elevados custos, a maior libertacéo de enzima e sua alteragéo conformacional
e a acumulac&o de detritos da membrana****®, Durante a imobilizacdo a enzima pode
alterar a sua estrutura de modo a expor o seu centro ativo que facilita a reagao, porém
0 risco da desnaturacdo da proteina € aumentado devido a alteracdo da estrutura
proteica, sendo a enzima mais vulneravel a desnaturagcdo®’. As enzimas imobilizadas
em membranas sdo mais suscetiveis a libertacdo da enzima devido as pressdes
provocadas pela passagem da mistura reacional (Figura 1.10). Deste modo, séo
necessarios varios estudos relacionando a seletividade da membrana assim como da
sua porosidade com a pressdo permitida para a produgdo continua de produto,

reaproveitando a enzima na membrana.

CalB imobilizada
Bomba em membrana
peristaltica
Célula de Produto/
contator /reagente
Termémetro
Manémetro

Agitador
Mistura magnético

reacional

Banho

Figura 1.10. Esquema de sintese enzimatica num reator de membranas.
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Obijetivos

Assim com este trabalho propdem-se o0s seguintes objetivos:

e Sintese de diferentes pigmentos acilados derivados de duas antocianinas
monoglucésidas;

e Caracterizacdo da lipofilicidade e atividade antioxidante dos pigmentos
sintetizados;

o Estudo da estabilidade da cor dos pigmentos sintetizados por variacdo do pH e
temperatura;

e Desenvolvimento de um método alternativo para a sintese dos pigmentos

lipofilicos por imobilizagdo de enzimas em sistema de membranas.
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II. Material e Métodos
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2. Material e Métodos

2.1. Reagentes

Os solventes utilizados sé@o de qualidade analitica ou superior. Metanol (99,8%),
acetonitrilo (99,9%), hexano (99%), heptano (95%) e acido formico (99%) foram
adquiridos a Merck®. (Darmstadt, Alemanha). O dimetilsuféxido (DMSO),
dimetilsuféxido deuterado, acido cloridrico deuterado e dodecil sulfato de sédio (SDS)
foram adquiridos a Sigma-Aldrich® (Madrid, Espanha. O hidrogénio fosfato de potassio,
di-hidrogénio potassio de fosfato, hidroxido de sodio, e o hidrocloreto de 2,2’-azobis(2-
metilpropanimidamida), (AAPH), foram adquiridos a Sigma-Aldrich® (Madrid, Espanha),
assim como o Hepes, o Trolox, e a |I-a-fosfatidilcolina de soja. O acido cloridrico (37%)
e o cloreto de sédio foram adquiridos a Fluka® (Bucharest, Romania) e o Acetato de
etilo (99,8%) a Panreac Chem® (Barcelona, Espanha).

O gel de silica de fase reversa C18, Lichroprep (40-63 um) foi adquirida a Merck®
(Darmstadt, Alemanha). A Lipase B de Candida antarctica (CalB) em resina acrilica
(=5000U/g, recombinante, expressa em Aspergillus niger) foi adquirido & Sigma-
Aldrich® (Madrid, Espanha) e CalB em estado sélido (p0) foi generosamente fornecida
pela Genofocus® (Daejeon, Coreia do Sul). Os acidos gordos usados na esterificacao;
acido butirico (99%), acido hexandico (99,5%), acido octandico (99%), acido caprico
(98%), acido laurico (99%) e o acido miristico (99%) e acido palmitico (97%) foram
adquiridos a Sigma-Aldrich® (Madrid, Espanha)

As membranas assimétricas utilizadas na imobilizagdo da enzima foram
adquiridas a MICRODYN-NADIR® (Wiesbaden, Alemanha) e a Pall Industries®
(Hampshire, Inglaterra). As células de amicon modelos 8050 e 8200 foram adquiridas a
Merck® (Darmstadt, Alemanha).

2.2. Técnicas cromatogréaficas e de analise estrutural

2.2.1. Cromatografia liquida de alta pressao, HPLC-DAD

As andlises por cromatografia liquida de alta pressao foram realizadas no HPLC
da marca Merkc®, Hitachi L-7100, equipado com um detetor de diodo, Merck Hitachi L-
745082,

Os extratos, assim como 0s as antocianinas monoglucésidas isoladas, foram
analisados por HPLC com uma coluna de fase reversa C18 (150 x 127 mm x 4,6 mm
i.d., Thermo Scientific), termostatizada a 25 °C Os solventes utilizados foram (A) —
agua/acido férmico 9:1 (v:v) e (B) — agua/acetonitrilo/acido férmico 6:3:1 (v:v), com o

seguinte gradiente: 20-80% B por 80 min, com um fluxo de 0,5 mL/min. A detec&o foi
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realizada com um detetor fotodiodo, sendo que foi realizado o varrimento entre os 200
e 0s 600 nm, com obtencdo do cromatograma a 280 e a 520 nm.

A pureza dos derivados lipofilicos da Cy3glc e da Mv3glc foi analisada numa
coluna de fase reversa C8 (150 mm x 2 mm, i.d., 5 um, Vydac 208TP 123 C8, Grace
Davidson Discovery Sciences, Stenungsund, Poldnia) termostatizada a 25 °C, usando
como eluentes (A) — agua/acido formico 9,9:0,1 (v:v) e (B) — acetonitrilo/acido férmico
9,9:0,1 (viv), com o seguinte gradiente: 0-20% de B durante 5 min, 20-100% de B
durante 10 min, passando a 100% de B de modo isocratico durante 15 min com um fluxo
de 0,4 mL/min. A coluna foi lavada com 100% de B e estabilizada durante 15 min nas
condicBes iniciais. A detecdo foi realizada com um detetor fotodiodo, sendo que foi
realizado o varrimento entre os 200 nm e os 600 nm, com obtencdo do cromatograma
a 280 nm e no maximo de absorcdo de cada composto.

A detecdo de material proteico nas amostras de permeado da imobilizagéo de
enzimas também ocorreu por analise HLPC. A analise das amostras foi efetuada num
HPLC de marca Waters® Alliance 2695, equipado com um detetor fotométrico Waters®,
Alliance 2998 PDA, numa coluna C18-ACE 300 (5, 250 x 4,6 mm, Ultra-inert, Advanced
Chromatography Technologies Ltd, Aberdeen, Escdcia), termostatizada a 25 °C. Os
solventes utilizados (A) — &gua/TFA 9:1 (v:v) e (B) — acetonitrilo/TFA 9:1 (v:iv) comum
gradiente de 5 para 50 % de B durante 50 min, seguido de 100 % de B e de modo
isocrético, durante 15 min, a um fluxo de 1 mL/min. A coluna foi lavada com 100% de B
e estabilizada durante 15 min nas condi¢des iniciais. A detecao foi realizada com um

detetor fotodiodo, sendo que foi realizado o varrimento entre os 190 nm e os 300 nm.

2.2.2. Cromatografia de camada fina, TLC

A monitorizacdo da eliminacéo do acido gordo livre durante a extracdo liquido-
liquido foi realizada através da cromatografia de camada fina, TLC, de acordo com a

literatura®*®

. As amostras foram aplicadas numa placa de silica (20 cm x 20 cm de placas
de aluminio, revestidas com véarias camadas de 0,2 mm de gel silica), sendo o solvente
evaporado e colocadas numa camara previamente saturada com o eluente
(hexano/acetato de etilo, 3:3, (v:v)). Apo6s eluicao, a placa de TLC foi retirada da camara
eliminando o eluente, por evaporacdo ao ambiente. A detecdo de acido gordo foi
observada em placas de silica diretamente mergulhadas numa solucao indicadora de

pH, bromocresol verde.

2.2.3.  Espetrometria de massa, LC-MS

Os derivados lipofilicos foram analisados por espetrometria de massa LC-

MS/ESI. As amostras foram analisadas por cromatografia liquida no LC-MS de marca
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Finnigan Surveyor equipado com um detetor de massa LCQ DECA XP MAX (Finnigan
Corp., San Jose, Califérnia), uma fonte ionizante a pressdo atmosférica (API) usando
uma ionizacdo por electrospray, ESI, e uma coluna de fase reversa C8 (150 mm x 2
mm, id., 5 pum, Vydac 208TP 123 C8, Grace Davidson Discovery Sciences)
termostatizada a 25 °C nas mesmas condic¢des que as andlises dos derivados por HPLC,
anteriormente referidas. As voltagens do vaporizador e do capilar foram,
respetivamente, 5 kV e 4 V. A temperatura do capilar foi de 325 °C. O azoto foi usado
como revestimento e como gas auxiliar a um fluxo de 90 e 25, respetivamente (em
unidades arbitrarias). O espectro foi obtido no modo positivo com a gama de m/z entre
250 e 1500. O espectrometro de massa foi programado para fazer uma série de scans:
‘full mass’ (MS), um ‘zoom scan’ (MS?) e, em certos casos, uma analise MS-MS do ido

mais intenso usando a energia de colisdo relativa de 30 e 60 (MS3).

2.2.4. Ressonancia Magnética Nuclear, RMN
Os espetros do protdo, *H (600.13 MHz) e de carbono 13, 3C (125.77 MHz),

foram obtidos a temperatura de 303 K em DMSO deuterado/TFA 9:1 num espetrémetro
Bruker-Advance 600, usando TMS como padrao interno. Os desvios quimicos, ©, foram
obtidos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento, J, em Hertz (Hz).
As multiplicidades dos sinais foram designadas como singletos (s), dupletos (d), duplos
dupletos (dd), tripletos (t) e multipletos (m). Os desvios quimicos de *H foram atribuidos
usando RMN 1D e 2D (COSY), enquanto que as ressonancias de *C foram atribuidas
usando técnicas de RMN 2D (gHMBC e gHSQC). O atraso para a constante de

acoplamento da correlacdo C/H a longa distancia foi otimizado para 7 Hz.

2.3. Obtencao dos extratos antocianicos e isolamento das

antocianinas maioritarias

Através de vinho tinto de mesa foi extraido a antocianina Mv3glc, como é descrito

na literatura®*®

. Concentraram-se cerca de 50 L de vinho de mesa tinto por nanofiltracao,
seguido de evaporacao do etanol. Os acucares livres foram removidos por cromatografia
de fase reversa em gel de silica C18 (RP C18) e o extrato bruto obtido sofreu extracdes
liquido-liquido com acetato de etilo (H.O, AcOet 1:1, (v/v)). Ap6s a eliminacdo dos
compostos organicos exceto os flavondides, a fragdo aquosa, rica em antocianinas, foi
entdo aplicada num funil de biickner, previamente carregado com gel RP-C18, eluindo
0 extrato com uma solucéo de 30 % de MeOH acidulado com 0,01 % de HCI. O solvente
foi eliminado por rotavapor e o extrato purificado rico em Mv3glc foi liofilizado e

armazenado a -18 °C. O isolamento de Mv3glc decorreu a partir de 20 mg do extrato
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previamente purificado através de cromatografia liquida em coluna de vidro com gel RP
C18. A antocianina glicosilada ¢é isolada utilizando como eluente a solu¢do aguosa de
20 % MeOH acidulado com 0,01 % HCI

A partir de amoras frescas, Rubus fruticosus, foi possivel extrair Cy3glc com
elevada pureza. Durante 24 h, cerca de 1 kg de amoras frescas sofreram a extracdo dos
seus compostos fendlicos, sob agitacdo, com 2 L de solu¢édo aquosa de 50 % de MeOH
acidulado com 0,1 M HCL. Apdés 1 h de extragdo o solvente foi mudado, adicionando
mais 5 L do mesmo solvente, permanecendo em extracdo durante as restantes 23 h. O
solvente organico foi evaporado e a fase aquosa aplicada num funil de buckner,
previamente carregada com gel RP-C18 para remocédo de agUcares. Cy3glc foi obtida
por cromatografia de gel RP-C18 usando 10 % MeOH acidulado com 0,01 % HCI. Por
evaporacao ocorreu a eliminacdo do solvente organico e o composto puro foi liofilizado

e armazenado a -18 °C.

2.4. Sintese e isolamento de derivados lipofilicos de

antocianinas

A obteng&o dos novos compostos lipofilicos derivados de Mv3glc e Cy3glc foi

efetuada de acordo com a literatura*?°

, com algumas altera¢cdes. Num Schlenk com
filtros moleculares ativados de dimensdo 4A (100 g/L) foi adicionado a fonte de
antocianina (correspondente a 2.67 g/L de antocianina pura) dissolvidos em 2-metil-2-
butanol anidro (15 mL), juntamente com o respetivo acido gordo em excesso, tendo sido
utilizados acidos gordos com comprimentos diferentes da cadeia carbonada, desde o
acido butirico até ao acido palmitico (100 eq.). A reagdo apenas tem inicio aquando a
adicdo da enzima CalB (20 g/L), imobilizada em resina acrilica. Reac¢ao ocorre a 60 °C,
sob suave agitacdo. A formac&o de composto foi monitorizada por HPLC-DAD.

Apé6s atingir a formacao maxima do produto esterificado, as reac¢des foram
terminadas, e deu-se inicio ao seu isolamento. A mistura reacional foi filtrada,
removendo os filtros moleculares e enzima, seguida de eliminacdo do solvente por
rotavapor. A mistura reacional foi ressupendida em MeOH acidulado com 0,01 % HCl e
por separacao liquido-liquido com heptano e hexano (MeOH, Hep 1:1, (v/v), seguido de
(MeOH, Hex 1:1, (v/v)) e foi rejeitado o excesso de &cido gordo. A monitorizacao da
eliminacdo do excesso de acido gordo foi efetuada por TLC. A fracdo de MeOH foi
aplicada em cromatografia reversa numa coluna de vidro com gel de silica C18, apés a
eliminacd@o do solvente orgénico. A antocianina que nao reagiu foi recuperada com 30
% de MeOH com 0,01 % de HCI e o éster foi eluido com 50 a 80 % de MeOH com 0,01

% de HCI, dependendo da polaridade do composto. O solvente orgéanico foi eliminado e
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o composto liofilizado e armazenado a -18 °C para posterior utilizagdo em ensaios
antioxidante.

A andlise da pureza dos derivados lipofilicos e sua caracterizacdo estrutural
foram determinadas por HPLC-DAD e por LC-MS e RMN.

2.5. Caracterizacéo fisico-quimica dos derivados

2.5.1. Parametros de lipofilicidade

De modo a -caracterizar o balanco hidrofilico-lipofilico dos compostos
sintetizados, foram determinados o coeficiente de particdo (log P) e o indice de
hidrofobicidade (Rm).

Valores tedricos de log P foram determinados utilizando o software

Molinspiration'#

, que se baseia em métodos fragmentais. Valores experimentais de Log
P foram determinados com uma mistura bifasica de agua e octanol pelo método de
agitacdo do frasco. Previamente, agua acidulada com 2 % de HCI e n-octanol foram
saturados 24 h antes da sua utilizacdo. Os compostos (Cy3glc, Mv3glc e os seus
respetivos derivados foram dissolvidos em n-octanol pré-saturado com agua (3 mL) num
frasco, tendo sido adicionado o mesmo volume de agua acidificada saturada com n-
octanol, (concentracao final de 0,12 mM). Os frascos foram agitados durante 1 h e
permaneceram repouso durante 24 h de modo a separagdo chegar a um equilibrio.

Ambas as fases foram analisadas por HPLC-DAD, tendo sido analisadas as areas a 280

Log p= <Aoctanol>
Aégua

Onde os valores de Asqua @ area da amostra detetada a 280 nm por HPLC-DAD

nm.

na fracdo de agua e Aocanol @ area detetada por HPLC-DAD a 280 nm na fracdo de
octanol de cada amostra. Os valores de indice de hidrofobicidade (Rm) foram
determinados por cromatografia de fase reversa de camada fina RP-TLC baseada no
método descrito na literatura, com algumas modificacbes® 2. Os valores de Ry, foram

calculados segundo a formula:

Onde Rt é o fator de retencéo obtido através da RP-TLC. As placas usadas foram
placas de silica 60 RP-18 F254 e as amostras foram eluidas com acetonitrilo/acido

acético/agua (1:40:8, v/viv). Compostos foram detetados com luz UV a 254 nm.
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2.6. Estabilidade da cor dos derivados de Cy3glc por efeito
da temperatura e do pH

2.6.1. Estudo cinético da degradacéo térmica

O estudo cinético decorreu de acordo com a literatura®

, com algumas
alterac@es. As solucbes stock dos derivados lipofilicos de Cy3glc, e da Cy3glc (0,3 mM)
foram dissolvidas em SDS 0,1 M com HCI 0,001 M. Em frascos fechados foi adicionado
1 mL das solucbes stock dos pigmentos, 1 mL da solugédo SDS 0,2 M com NaOH 0,001
M e 1 mL de solucdo tampédo ao pH desejado (pH3, pH5 ou pH7), obtendo uma
concentracdo final dos pigmentos de 0,1mM em SDS 0,1M. A medicdo de pH foi
realizada através de um medidor de pH/i6es (Radiometer Copenhagen PM240). Os
pigmentos a diferentes pH’s foram submetidos a temperaturas elevadas (65 °C, 80 °C e
95 °C) durante 10 h, protegidas da luz. A medicdo dos espetros de absor¢édo decorreu
ao longo do tempo, apos o arrefecimento rapido das amostras em gelo. Para uma placa
com 96 pocos foram transferidos 100 uL de cada amostra e os seus espetros foram
analisados num espetrofotémetro da marca Varian-Cary 100 Bio (Biotek Powerwave
XS), sendo que foi realizado o varrimento entre 350 e 600 nm, de modo a conter o
méaximo de absorcdo para cada composto. O tempo zero de absorvancia foi observado
antes de submeter as amostras ao efeito da temperatura. A cinética da reacao (k), que
segue uma equacao de primeira ordem, e o tempo de semi-vida (t12), foram calculadas

através das férmulas (7) e (8)

In (3) = —kxt )
Co

ta/zy = —In (1) X k1 8

(1/2) = > (8)

Onde C; é a concentracdo de amostra apds t min, Co a concentracao de amostra

no tempo zero e t o periodo de tempo que a amostra sofreu a degradacao térmica. A

energia de ativacao, E,, foi determinada através da equacgéo (9), onde R € a constante

de gés universal (8.314 J/mol K), e T a temperatura em Kelvin.

Ink = Ink, — % )
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2.6.2. Determinacado da constante de equilibrio, pK’a

A determinagdo da constante de equilibrio, pK’, foi efetuado através de
expressdes de saltos do pH™2. As solugdes stock dos pigmentos (0,15 mM) foram
preparadas em solugcdo SDS aquoso (0,1 M com 0,001 M HCI). De modo a manter a
concentracéo final de pigmento (5 x 10 ° M) e SDS (0,1 M), as variacdes de pH
ocorreram por adi¢cdes para a célula de quartzo, de volumes iguais de solugbes de
NaOH aquoso (0,001 M) em SDS (0,2 M), do tampéo universal ao pH desejado, e da
solugdo stock de pigmento. O pH das solucdes foi medido antes da variacdo de pH,
através do medidor de pH. Os espectros de absorcdo foram analisados por
espetrofotbmetro de marca Evolution array. Os valores de pK’ foram determinados
através da relacdo entre o valor experimental de pH e da absorvancia.

2.7. Propriedades antioxidantes

Também decorreram ensaios de atividade antioxidante, nomeadamente ensaios
de peroxidacao lipidica, através do método de descoloracédo pelo B-caroteno e através
do método de medi¢do do consumo de oxigénio.

2.7.1. Meétodo de B-caroteno

O método de branqueamento de [(-caroteno estuda o efeito de inibicdo da
peroxidacdo do acido linoleico® e foi avaliado do seguinte modo: 400 pL de B-caroteno
(0,1 mg/mL em cloroférmio), 4,4 yL de &cido linoleico e 40 mg de Tween 40. O
cloroférmio foi evaporado e misturado com 500 pyL de metanol e 4,5 mL de agua. A
emulsdo foi agitada vigorosamente. Os compostos foram dissolvidos em MeOH (200
M), e 225 pL da solugdo de B-caroteno foi adicionado, sendo transferidos para uma
placa com 96 pogos. O controlo foi uma solugéo 25 pL de MeOH e o branco foi realizado
na auséncia de acido linoleico. As amostras foram expostas a oxidacdo causada pela
temperatura durante 90 min a 50 °C num leitor de placas. O tempo zero de absorvancia
foi observado a 470 nm imediatamente apés adicdo da emulséo ter sido adicionada e
ap6s 90 min de incubacao. A inibicdo da peroxidacéo lipidica foi calculada de acordo

com a féormula

(AO - At)

—— | x 100
(A9 —A'y)

%inibicdo = [1 —
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Onde Ao € a absorvancia da amostra no tempo zero, A: a absorvancia da amostra
apos periodo de incubacéo (90 min a 50 °C), A% a absorvancia do controlo no tempo
inicial e At a absorvancia da amostra apds o periodo de incubacdo. As experiéncias

foram realizadas em triplicado.
2.7.2. Meétodo de consumo de oxigénio

A peroxidacdo lipidica pelo método de consumo de oxigénio envolveu a
preparacdo prévia de material lipidico, nomeadamente, lipossomas. A preparacdo de
lipossomas decorreu conforme indicado na literatura®. A solucdo de l-a-fosfatidilcolina,
previamente dissolvida em cloroférmio, foi levada a secura por uma corrente continua
de argon. Para garantir a eliminacdo total dos solventes organicos, o filme lipidico foi
colocado sob vacuo durante 3 h. De modo a criar lipossomas multilamelares, o filme
lipidico foi ressupendido em tampado Hepes (Hepes 10 mM, 0,1 M NaCl, pH 7,4). Em
seguida, e de modo a normalizar os espagos internos das vesiculas lipidicas formadas,
realizaram-se ciclos de congelacdo/descongelacdo, sendo que a congelagdo foi
realizada por mergulho em azoto liquido e a descongelacgéo foi realizada a 37 °C. No
final dos ciclos a suspenséo lipidica foi mantida a 37 °C durante 30 min, de modo a
atingir o equilibrio. A obtencéo de vesiculas unilamelares (lipossomas) foi realizada pela
extrusdo da suspensdo lipidica num extrusor em &cido inoxidavel (Lipex), utilizando um
filtro de policarbonato (Corning, 100 nm).

A peroxidacao lipidica dos lipossomas ocorreu pela inducao de radicais peroxido
(LOOe) gerados pela degradacdo do hidrocloreto de 2,2’-azobis(2-
metilpropanimidamida) (AAPH), a uma razdo constante, na presenga e na auséncia de
antioxidantes, sendo foi utilizado como referéncia o Trolox. A peroxidacao foi seguida
através da monitorizagdo do consumo de oxigénio. Estes ensaios decorreram em
condi¢Bes 6timas, determinadas ja na literatura®. A mistura reacional com 340 uM de
solucdo de lipossomas unilamelares, 100 pM de solu¢do stock de amostra ou
antioxidante de referéncia e 10 uM do iniciador da reacdo (AAPH), num volume final de
1500 pL de tampado Hepes. O consumo de oxigénio foi medido com o elétrodo de
oxigenio tipo Clarck (Hansatech®) numa célula fechada a 37 °C, sob agitacdo. A
capacidade antioxidante foi avaliada graficamente pelo periodo de inducao, calculado,
de acordo com a férmula (10), através da intersecao das retas tangentes tracadas entre
0 periodo em que a oxidagdo é inibida (existe protecdo antioxidante) e em que esta

inibicdo deixa de ocorrer, tal como mostra a Figura 2.1.

ti (tf—tD)

titrolox (tf_ti)Trolox

(10)
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Onde (tf — ti) é o periodo de inducdo da amostra e (tf — ti)woox, O periodo de
inducdo do antioxidante de referéncia (Trolox). Os ensaios foram realizados em

triplicado.

Adicdo de

240

214 |
: N |
I N
188 L 1
I 1
o | ' \
5 162 " ' |
o : L :
X I : "
O 136 1 o 1
&) : ! |
© 1 :
o 110 . I ‘
£ - :. \
Z = " ' ‘
R T T : e
S ' Periodo de i ; |
(@) f . o g ' 8
indugao ! : i :
50 : e i : LM
! 1 ' N i
! I 1 . T
32 " e N -
i b ! e @
: | I | . i
9 ":' [ Protegio \y T P By Tl e .,
i\ antioxidante] ! I i : N
-20. 1< n > ; ; l ~—
1
Tempo (min)
Figura 2.1. Monitorizagédo do consumo de oxigénio na presenga e na auséncia de antioxidantes.
2.8. Processo bioldgico continuo - reator de membrana

2.8.1. Sele¢do de membranas como suporte enzimatico

As membranas utilizadas na imobilizacdo da enzima foram selecionadas tendo
por base a porosidade, tipo de material que sdo constituidas e resisténcia a solventes
organicos. Deste modo, decorreram ensaios de resisténcia a solventes organicos. Os
solventes escolhidos foram os descritos na literatura em que a esterificacdo enzimatica
ocorre; 0 acetonitrilo, o 2-Me-2-Bu, e a acetona.

Num frasco fechado, contendo uma membrana com 1 cm X 1 cm de é&rea, foi
adicionado um dos solventes acima mencionados, garantindo a completa emersédo da
membrana. A resisténcia da membrana ao solvente foi medida através da alteracdo do
seu aspeto, nomeadamente, da sua cor, textura, comprimento, largura e, da espessura,

gue foi medida antes e ap0s emersdo com um micrometro.
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2.8.2. Imobilizac&do de enzima no suporte de membrana

A imobilizacdo da enzima CalB decorreu em membranas compdésitas de
ultrafiltragéo (UF), tendo sido previamente removida a camada protetora da membrana
composta por glicerol com a passagem de tampéao fosfato (0,1 M, pH 6). A imobilizacdo
de CalB (0,5 g/L, dissolvida em tampéo fosfato 0,1 M, pH 6) na membrana decorreu
numa célula de permeacédo pressurizada com a membrana com camada de suporte em
contato direto com a solucdo de CalB. O processo de imobilizacdo ocorreu sob a
pressurizacdo de um fluxo constante de azoto (0,028 bar), monitorizado por um
barémetro. Aliquotas da solu¢éo permeada foram analisadas por HPLC assim como por
espetrofotdbmetro UV-Vis da marca Evolution array. A determinag&o da percentagem de
CalB adsorvida pela membrana foi calculada com base no balango de massas, tendo
em conta massa total de enzima na solugéo inicial, CalBincia, @ massa de enzima que
permanece na célula (volume que ndo permeou a membrana), CalBconct € @ massa da

enzima removida na permeacgdo da membrana, ao longo da imobilizagdo, CalBperm.

_ Caleicial(g) - (Caprerm(g) - Cachonct (g)) x 1

CalB
CalBinicial (g)

00

2.8.3. Determinacao do perfil proteico

A pureza da enzima liofilizada fornecida foi determinada através de dois
métodos: a andlise por MALDI-TOF e por SDS-PAGE.

2.8.3.1. Andlise por eletroforese, SDS-PAGE

As amostras de proteina proveniente da Aspergillus niger foram analisadas por
SDS-PAGE (Electrophoresis Power Supply-EPS 601, GE Healthcare Life Sciences)
num gel com 16 % de acrilamida. As amostras foram dissolvidas em ureia (8 M) com
uma concentracao final de 12,5 ug/uL e centrifugadas. Aliquotas do sobrenadante de
amostra (4 uL) foram adicionados ao tampao Laemmli (26 pL). Durante o processo da
desnaturacdo as amostras foram inicialmente colocadas a 65 °C durante 10 min num
misturador (Thermomixer comfort), seguido de um periodo de incubacéo a 95 °C por 5
min. A eletr6forese decorreu a corrente elétrica constante, sendo que esta aumentou
(de 206 mA para 30 mA) no momento em que as proteinas iniciaram a sua migragao.
ApO6s a migracgdo, as proteinas foram fixadas com uma soluc¢éo de dgua/metanol/acido
acético (40:50:10, v:v), mergulhadas, a temperatura ambiente, por 30 min numa solucao

de agua/metanol/acido acético (88:5:7, v.v). O gel foi corado com azul brilhante
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coomasie durante 2 h, de modo a visualizar as bandas no gel e descorado com
agua/metanol/acido acético (50:40:10, v:v). A imagem do gel foi obtida por um

transiluminador (VWR Genosmart).
2.8.3.2. Andlise por MALDI-TOF

A andlise MALDI-TOF foi efetuada em espectrometria de massa, m/z,
(UltrafleXtream) em modo ido positivo linear com laser SmartBeam-11l controlado através
do software FlexCompass (BrukerDaltonics, Alemanha). A analise dos dados foi
efetuada através do software Flex Analysis (Bruker Daltonics, Billerica MA, USA). Em
cada espetro decorreu um varrimento de 5 a 200 kDa, sendo que ocorreram 1000
disparos de laser com a frequéncia de 2000 Hz. O software comunica automaticamente
abundéncias de ibes, racios de S/N, sinal de resolugdo de massa, area do pico e massas
monoisotdpicas.

A matriz de MALDI usada na analise foi trans-2-[3-(4-terc-Butilfenil)-2-metil-2-
propenilideno] malononitrilo (DCTB). A solugéo matriz foi preparada com DCTB (7,6 mg)
dissolvido em etanol (375 pL), sendo também adicionado solu¢do aquosa de citrato de
amonio di-hidrogenado (C6H807* 2NH3) (125 uL, 18 mg/mL). As amostras de enzima
liofilizada (2 pL) foram dissolvidas em metanol e TFA foi adicionado (2 pL, 2 %), seguido
da adic&o de solucdo matriz (2 pL). A mistura amostra-matriz foi pipetada pelo processo
‘up and down’ varias vezes até iniciar a sua cristalizagdo. Uma aliquota da mistura (2
uL) foi entdo aplicada numa placa de metal inoxidavel, seco a temperatura ambiente
(MTP 394 placa em metal inoxidavel BC, Bruker Daltonik, Alemanha). As andlises

decorreram em triplicado.
2.8.4. Reacg0des enzimaticas num reator de membranas

A sintese do derivado de Cy3glc com o acido octandico utilizando a enzima
adsorvida & membrana decorreu nas mesmas condicdes das reacdes ja referidas™*® *2°,
com algumas modificacdes. A esterificagdo ocorreu numa célula de contactor, onde a
membrana com enzima previamente adsorvida se encontra (até 0,132055 mg de enzima
por mm? da membrana) com fluxo cruzado. Num recipiente fechado, com filtros
moleculares ativados, Cy3glc e o acido gordo foram dissolvidas em 2-metil-2-butanol.
Para garantir a dissolucdo completa da antocianina, o recipiente manteve-se em
agitacéo ha temperatura de 60 °C durante 1 h. A célula de contactor com fluxo cruzado
foi conectada ao recipiente fechado com a mistura reacional. A mistura reacional entrou

em contacto com a membrana, nomeadamente a camada de suporte, com um fluxo
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constante (0,969101 mL/min). O recipiente contendo a mistura reacional manteve-se

sob agitacdo a 65 °C. A formacao de produto foi monitorizada por HPLC-DAD.
2.8.4.1. Estudo comparativo da estabilidade da enzima

Em simultédneo as sinteses no reator de membranas, decorreram sinteses do
derivado Cy3glc-C8 com enzima liofilizada em bulk. Num frasco fechado, sob agitacéo
constante e, nas mesmas condicdes que a sintese dos derivados descritas na secc¢ao
2,4, Cy3glc, acido gordo e solvente foram adicionados. A reacao foi iniciada aquando a
adicdo da amostra de enzima liofilizada (0,13 mg), que ocorreu a 60 °C. A detecéo de

produto determinada através da analise por HPLC-DAD.
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I1l. Resultados e Discussao
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3.1. Obtencao de extratos de antocianinas
3.1.1.Caracterizacao dos extratos por HPLC e LC-MS

Os extratos obtidos do vinho e da amora foram analisados por HPLC-DAD e por
LC-MS, de modo a caracterizar os extratos e verificar a sua pureza (Figura 3.1).

O extrato obtido através do vinho tinto possuia como pigmento maioritario a
Mv3glc (l), sendo detetado, com menor intensidade, as antocianinas delfinidina-3-
glucésido, Dp3glc (111), a petunidina-3-glucosido, Pt3glc (IV) e a peonidina-3-glucosido,
Pn3glc (V) (Figura 3.1 a). No extrato das amoras apenas foram observadas antocianinas
derivadas da cianidina, sendo a maioritaria a cianidina-3-glucésido, Cy3glc (ll). As
restantes antocianinas provenientes das amoras foram a cianidina-3-rutindsido, Cy3rut
(VI), a cianidina-3-dioxaloil-glucésido, Cy3dioxaglc (VIl), e a cianidina-3-malonil-

glucésido, Cy3manglc (VIII) (Figura 3.1 b).
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Figura 3.1. Identificagcdo cromatogréafica por HPLC-DAD e por MS/ESI das antocianinas presentes no extrato obtido
através do vinho (a) e a sua antocianina maioritaria (a;) e da amora (b) e o seu pigmento principal (b;). | — Mv3glc
(malvidina-3-O-glucésido); 11l — Dp3glc (delfinidina-3-O-glucosido); IV — Pt3glc (petunidina-3-O-glucésido); V — Pn3glc
(peonidina-3-O-glucésido); Il — Cy3glc (cianidina-3-O-glucésido); VI — Cy3rut (Cianidina-3-rutinésido); VIl — Cy3dioxaglc
(Cianidina-3-dioxaloyl-glucésido); e VIII - Cy3manglc (Cianidina-3-malonyl-glucésido).

As antocianinas maioritarias foram isoladas e a sua pureza foi analisada por
HPLC-DAD, obtendo um grau de pureza de 85 % e de 98 % para a Mv3glc e para a
Cy3glc, respetivamente. Os dados de massa de todas as antocianinas identificadas

(Figura 3.2) estdo apresentadas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Caraterizagdo estrutural das antocianinas presentes no extrato de vinho e da amora.

Amostra [M]* m/z MS? m/z
Vinho
Dp3glc 465 303
Pt3glc 479 317
Pn3glc 463 301
Mv3glc 493 331
Amora
Cy3glc 449 287
Cy3rut 595 287
Cy3dioxglc 593 287
Cy3manglc 535 287

Dp3gle Pt3glc

OH
Cy3dioxalge

Cy3manglc

Figura 3.2. Estruturas quimicas dos pigmentos antocianicos identificados nos extratos do vinho e da amora.
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3.1.2.Sintese dos derivados lipofilicos da Mv3glc e da Cy3glc

A catalise enzimética depende de varios fatores; nomeadamente do dador acilo,
da temperatura, do solvente, da quantidade de agua presente no sistema e da
quantidade de enzima utilizada. De modo a otimizar a sintese dos derivados lipofilicos,
foram estudadas algumas destas variaveis na formacédo do derivado Cy3glc-C8 (Tabela
3.2). Todas as reacBes foram realizadas utilizando 2,67 g/mL de Cy3glc. As reacdes
com acetona, R1, resultaram apenas na degradacdo da antocianina, ndo tendo sido
detetado produto. As reacbes com o0s solventes 2-Me-2-Bu, R3, e acetonitrilo, R2,
resultaram na formacédo de éster, sendo que o rendimento foi superior para R3 (40 %).
O solvente utilizado nas rea¢gBes ndo pode provocar a desnaturagédo da enzima, como
acontece quando a enzima entra em contato com solventes polares como o THF e
DMSO, e deve solubilizar tanto a antocianina precursora como o éster formado. Dos
solventes estudados, o 2-Me-2-Bu foi escolhido como o 6timo para a producgéo de
derivados lipofilicos, pois ndo degradou a enzima ou a antocianina, atingindo os
melhores rendimentos do produto.

A influéncia do dador acilo foi estudada nas reagfes R3-R7. Verificou-se que 0
rendimento da reacao foi maximo quando o nimero de moles adicionado foi de 100 eq.
de C8. O estudo da variacdo da quantidade de acido gordo demonstrou uma relagcéo
linear entre 0 aumento da concentragcdo de &cido gordo e os rendimentos obtidos, até a
adicdo do nimero de moles 6timo do dador acilo (100 eq.).

A esterificacdo das antocianinas é caracterizada pela libertagcdo de agua como
subproduto, dependendo de um balanco delicado de concentragdo de agua no meio
reacional. Se a concentracdo de agua for muito elevada a reacao tende a ocorrer no
sentido inverso, ocorrendo a hidrélise dos ésteres. Por outro lado, encontra-se descrito
gue a presenca de agua no meio reacional (1-2 %) aumenta os rendimentos das
sinteses'®. O controlo da quantidade de agua foi efetuado através do uso de filtros
moleculares, que absorvem o excesso de agua libertado durante a reagdo. Assim, nas
reacfes R8-R10 foi observado que a quantidade de filtros moleculares 6tima para a
enzima atuar foi de 100 g/L, sem, no entanto, influenciar negativamente a formacéao do
derivado Cy3glc-C8.

Tabela 3.2. Estudo das varaveis da sintese enzimatica de Cy3glc-C8

D il
Reacdes  MS4A Solvente ad Z; actio n (%)
R1 100 Acetona 100 0
R2 100 CHsCN 100 20

R3 100 2-Me-2-Bu 100 40
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R4 100 2-Me-2-Bu 200 39
R5 100 2-Me-2-Bu 75 25
R6 100 2-Me-2-Bu 50 20
R7 100 2-Me-2-Bu 150 39
R8 200 2-Me-2-Bu 100 25
R9 50 2-Me-2-Bu 100 15
R10 150 2-Me-2-Bu 100 18

As sinteses dos derivados lipofilicos da Mv3glc e da Cy3glc ocorreram a 60 °C,
com a antocianina e o &cido gordo (100 eq) dissolvidos em 2-metil-2-butanol anidro com
filtros moleculares, previamente ativados (100 g/L). A sintese ocorreu na presenca de
um biocatalisador, a lipase B da Candida antarctica, sendo que a reagdo se iniciou
aquando a adigéo de CalB (20 g/L).

Foram sintetizados sete derivados lipofilicos de Mv3glc (2-8), usando como
dadores acilo os acidos desde o acido butirico (C4), o hexandico (C6), o octandico (C8),
o caprilico (C10), o laurico (C12), o miristico (C14) até ao acido palmitico (C16) (Figura
3.3).

OCH
OCH, %H
o 3¢
HO S, O Ho O OCHs
D OCHs N_ HO
P HO A -
= 0 OH
) o) OH 60°C OH S on
0 OH 2-Me-2-Bu
oH 20 g/L CalB OR,
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(0]

Ry= )J\/\ butirico (C4) 2

o
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(¢}
)J\/\/\/\ octandico (C8) 4
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O
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O

)J\/\/\/\/\/\/\/\ palmitico (C16) 8

Figura 3.3. Esquema da esterificacdo enzimatica de Mv3glc com os diferentes dadores acilo, usando como catalisador a
enzima CalB.

As reacdes foram monitorizadas por HPLC-DAD tendo sido identificados apenas
0 pico da antocianina a esterificar e de um novo pico, referente a formacao do derivado
acilado (Figura 3.4), posteriormente confirmado através da analise LC-MS. A formagéo

do éster teve inicio ao fim de 2 h de reacéo, em todas as sinteses. Através da analise
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HPLC-DAD foi possivel observar a influéncia do dador acilo na polaridade dos
derivados. Os tempos de retencédo, indicadores da polaridade dos compostos, sao
superiores para os compostos derivados, comparativamente a antocianina precursora.
Deste modo, verificou-se que a adicdo do acido gordo resultou numa diminuicdo da
polaridade da antocianina. Foi também possivel observar uma relacéo direta entre o
tamanho do &cido gordo e a polaridade do composto. Os tempos de retencdo, e
consequentemente a lipofilicidade, aumenta com o aumento da cadeia do acido gordo

adicionada a antocianina.
300+
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Figura 3.4. Cromatogramas sobrepostos das reacdes enzimaticas, obtidos ao comprimento de onda maximo e
representativos da conversdo maxima de cada derivado acilado de Mv3glc.

A sintese dos derivados acilados de Cy3glc (Figura 3.5) ocorreram utilizando os

acidos gordos desde o acido butirico (C4) até ao acido laurico (C12).
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Figura 3.5. Esquema da esterificagdo enzimatica de Cy3glc com os diferentes dadores acilo, usando como catalisador a

enzima CalB.

As reacdes ocorreram sob as mesmas condi¢des que os derivados lipidicos de

Mv3glc. A formagéo do produto esterificado foi detetado apos 2 h de reacéo, tal como

foi observado na sintese dos derivados acilados de Mv3glc. Como sucedeu com 0s

derivados acilados de Mv3glc, o tamanho da cadeia lipidica do &cido influenciou a

polaridade do composto. A lipofilicidade dos derivados de Cy3glc aumentou com o

tamanho da cadeia carbonada do acido gordo ligado covalentemente a antocianina

(Figura 3.6).
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Figura 3.6. Cromatogramas sobrepostos dos derivados acilados de Cy3glc e seu precursor, obtidos ao comprimento de

onda méaximo de pigmento.

O aumento da lipofilicidade dos compostos esterificados foi observada por

andlise cromatogréafica HPLC-DAD, assim como durante a purificacdo por coluna de
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vidro por cromatografia flash (Figura 3.7). A antocianina que nao reagiu foi eluida com
uma solucdo aquosa de 30 % de MeOH com 0,01 M de HCI, enquanto que os produtos
esterificados apenas foram eluidos com 50-70 % de MeOH com 0,01 M de HCL,
dependendo do tamanho da cadeia carbonada do derivado acilado. Os ésteres com
cadeias carbonadas mais curtas (Cy-C4) foram eluidos com 50% de MeOH acidulado
enguanto que derivados acilados com a cadeia carbonada mais longa, como Cy-C10 e

Cy-C12, sendo mais lipofilicos, foram eluidos com 70 % de MeOH acidulado.

30 % MeOH aq 50 - 70 % MeOH aq
(0.01 % HCI) (0.01 % HCI)

-

Ant-3-glc-FA
derivatives

Ant-3-glc-FA
derivatives

Ant-3-glc

Figura 3.7. Isolamento dos pigmentos acilados derivados de Mv3glc e Cy3glc por cromatografia flash com silica de fase
reversa C18.

Os rendimentos das reagdes foram calculados apés isolamento e liofilizacdo do
éster formado (Tabela 3.3). Os pigmentos acilados que se obtiveram em menor
guantidade foram o Mv3glc-C14 (7) e Mv3glc-C16 (8). A velocidade da acilacdo é
influenciada pelas carateristicas do dador acilo, hnomeadamente o tamanho da sua
cadeia carbonada’. Apds o processo de imobilizagdo, varios estudos mostram um
melhoramento da atividade das enzimas, sendo que estas atuam maioritariamente na
interface de emulsdes, como é o caso de CalB. Uma vez que a reagdo ocorre no centro
ativo do biocatalisador, a eficiéncia desta pode ser limitada a dificuldade do dador acilo
atingir o centro ativo de CalB, apesar de ser utilizado como solvente um alcool terciario
e ndo uma mistura coloidal. Os derivados acilados com a cadeia carbonada mais curta
atingiram mais rapidamente o tempo de conversao maxima do que os pigmentos com a

cadeia carbonada mais comprida. Assim, os derivados Mv3glc-C4 e Cy3glc-C4
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(derivados 2 e 10, respetivamente) atingiram a conversdo maxima ao fim de 6 h,
enquanto que para os pigmentos acilados com cadeias carbonadas mais longas
demorou cerca de 12 h.

O comprimento de onda maximo de cada composto acilado foi determinado
através da analise do espetro de absorcédo obtido por HPLC-DAD. Através da analise
por HPLC-DAD foi possivel observar que o comprimento de onda maximo dos derivados
sintetizados manteve-se na zona visivel, sendo que 0s seus espetros sofreram

pequenos desvios batocrométicos, comparativamente a antocianina precursora.
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Tabela 3.3. Dados de espetrometria de UV-Vis, tempos de reten¢éo de HPLC-DAD e rendimentos obtidos dos derivados
lipofilicos e seus respetivos precursores.

Composto M.W CI Amax Tempo de Tr n®
(nm) conversao maximo (h) (min) (%)

Mv3glc (1) 528 525 - 9 -
Mv3glc-C4 (2) 598 530 6 11.0 40
Mv3glc-C6 (3) 626 533 9 11.8 37
Mv3glc-C8 (4) 654 535 9 12.4 40
Mv3glc-C10 (5) 683 536 12 13.2 30
Mv3glc-C12 (6) 710 537 12 13.9 35
Mv3glc-C14 (7) 739 537 12 14.9 24
Mv3glc-C16 (8) 767 537 12 15.7 22

Cy3glc (9) 485 519 - 8.9 -
Cy3glc-C4 (10) 555 520 6 10.9 47
Cy3glc-C6 (11) 583 520 9 11.8 40
Cy3glc-C8 (12) 611 525 9 125 40
Cy3gc-C10 (13) 639 530 12 134 30
Cy3glc-C12 (14) 667 541 12 14.2 25

2apos o isolamento do derivado acilado

3.2. Caracterizacao estrutural dos derivados de Mv3gic e Cy3glc
3.2.1.LC-MS/ESI

A caracterizagéo estrutural dos compostos sintetizados, apos o seu isolamento,

foi efetuada por andlise por espectrometria de massa e por analise RMN.

A andlise do ido molecular correspondente a massa molecular do composto

sintetizado, por LC-DAD/ESI-MS em modo positivo, confirmou que a acilagdo ocorreu

na molécula de acUcar (Tabela 3.4). De facto, através dos fragmentos MS? foi possivel

comprovar a ligacdo covalente do acido gordo ao residuo de glucose da antocianina

(Figura 3.8).
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Tabela 3.4. Fragmentag6es e tempos de retencéo obtidos dos espectros de massa dos derivados acilados sintetizados
e seus respetivos precursores

Composto Tr (min) [M*] m/z MS2 MS3

Mv3glc e seus derivados

1 9 493 331(-162) 315 (-162-16)

2 11,0 563 331 (-232) 315 (-232-16)

3 11,8 591 331 (-260) 315 (-260-16)

4 12,4 619 331(-288) 315 (-288-16)

5 13,2 648 331 (-316) 315 (-316-16)

6 13,9 675 331 (-344) 315 (-344-16)

7 14,9 703 331 (-372) 315 (-372-16)

8 15,7 731 331 (-400) 315 (-400-16)
Cy3glc e seus derivados

9 8,9 449 287 (-162) -

10 10,9 519 287 (-232) -

11 11,8 547 287 (-260) -

12 12,5 576 287 (-288) -

13 13,4 603 287 (-316) -a

14 14,2 631 287 (-344) -

2fragmentacdo ndo detetada

Para os derivados de Mv3glc foi possivel observar uma terceira fragmentacao,
[MS2-16] a 315 m/z, referente a libertacdo de um grupo metilo do anel B. Uma vez que,
a enzima CalB esta descrita como sendo um catalisador seletivo para alcodis primarios,
na reacdo de esterificacdo, observou-se, de facto, a formacdo de apenas um

monoéster®.
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Figura 3.8. Espetro de massa do derivado acilado 14 obtidos por andlise LC-DAD/ESI-MS, sendo (A) 0 espetro Full
MS e (B) o espetro da primeira fragmentacéo (MS?2).
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3.2.2.Caraterizacao dos derivados por RMN

De modo a elucidar a estrutura dos pigmentos acilados de Mv3glc e de Cy3glc, foi
realizada a analise por RMN. Uma vez que a sintese dos varios pimentos foi efetuada
modificando a antocianina do mesmo modo, apenas foi analisado um derivado lipofilico,
o pigmento Cy3glc-C12. Na literatura, jA se encontra descrito a caracterizagdo da
estrutura do derivado de Mv3glc com o 4cido oleico, que demonstrou a ligacdo da a
cadeia alifatica ao carbono 6”do agucar'®. Através da analise do derivado acilado foi
possivel confirmar o mesmo efeito, ndo tendo sido detetado mais nenhum residuo
carbonado ligado a estrutura da antocianina. O local de acilacdo foi confirmado
comparando os desvios quimicos dos protdes e dos carbonos de Cy3glc-C12 com 0s
de Cy3glc e de Mv3glc-C18 ja publicados.

Os desvios de RMN de Cy3glc-C12 (14) (Figura 3.9), dissolvido em DMSO/TFA
(9:1), estdo representados na Tabela 4.2 Os desvios quimicos dos protbes e dos
carbonos do pigmento acilado foram atribuidos usando técnicas de RMN 1D e 2D
(COSY, HSQC e HMBC).

Figura 3.9. Estrutura quimica do derivado lipofilico Cy3glc-C12.
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Tabela 3.5. Dados de RMN de *H e *C de Cy3glc-C12 em DMSO/TFA (9:1)
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Posicéao S H; J (Hz2) 5 (13C) HMBC HSQC
2C - 162,0 H-4C, H-2'B, H-6'B -
3C - 144,0 H-4C -
4C 8,79; s 134,0 - H-4C
4aA - 112,0 H-62 -
5A - 159,0 H-4C -
6A 6,70; d, 2,00 101,8 - H-62
7A - 168,3 H-6A, H-8A -
8aA - 156,1 H-4C -
8A 6,89; d, 2,00 94,6 - H-82
1B - 118,3 H-2'B, H-6'B -
2’B 7,97;d, 2,35 118,2 - H-2'B, H-6'B
3B - 146,3 H-2'B, H-6'B -
4'B - 155,0 H-2'B, H-6'B -
5B 7,01; dd, */ 8,71 116,1 H-2'B, H-6'B -
6’B 8,20; dd, 2,35/8,71 127,4 H-6'B

Glucose
1” 5,39;d 7,33 101,6 - H-1"
2” 3,51; dd, */7,33 73,2 - H-2"
3” 3,39, d* 76,1 - H-3"
4> 3,21; m 70,1 - H-4”
5” 3,77 74,9 - H-5”
6”a 4,06; 63,7 - H-6"a
6”’b 4,32, 63,7 - H-6"b

Acido
laurico
1 - 173,3 H-6"a -
2 2,22 33,0 H-6"a -
3 1,37 29,0 - H-3
4-10 1,21 30,0 H-4 — H-7 -
11 1,13 24,9 - H-11
12 0,81,t 14,0 - H-12

*nao resolvido, s, singleto, d, dupleto, dd, duplo dupleto, t, tripleto, m, multipleto

Os protdes dos anéis A, B e C foram atribuidos através das correlagcées observadas

no espetro COSY (Figura 3.10). Assim, os protdes H-6'B e H-5'B foram atribuidos aos

respetivos duplos dupletos assim como o protdo H-4C foi atribuido ao singleto e aos

protdes H-6A, H-8A e H-2'B os respetivos dupletos.
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Figura 3.10. Espetro COSY de Cy3glc-C12

A ligacdo do grupo carbonilo do &cido gordo ao protdo terminal do residuo de

glucose da antocianina foi observada pelos espetros bidimensionais HMBC (Figura

3.11) e HSQC (Figura 3.12), tendo sido identificadas correla¢des entre o C-2 do acido

gordo e os protdes H-6"a da Cy3glc. Na literatura, o carbono C-6” da Cy3glc é

identificado, possuindo um desvio quimico de, aproximadamente, 60 ppm**. Na

presenca de acido gordo o desvio quimico de C-6” foi desviado para 63,7 ppm.
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Figura 3.11. Espetro 2D de HSQC de Cy3glc-C12
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Figura 3.12. Espetro 2D de HMBC de Cy3glc-C12.

3.2.3.Parametros de lipofilicidade

Com o intuito de estudar a lipofilicidade dos compostos, foram determinados o
coeficiente de particao (Log P) e o indice de hidrofobicidade (Rm).

Os valores de Log P foram determinados tedrica e experimentalmente, através
da andlise por HPLC-DAD da distribuicdo dos compostos pelo sistema bifasico
octanol/agua. Os valores de R, foram obtidos tendo por base os valores de Rs
calculados por TLC dos pigmentos acilados e das antocianinas ndo modificadas (Tabela
3.6). Foi possivel observar uma relagéo direta entre os parametros de lipofilicidade e do
tamanho da cadeia lipidica. Os valores de Log P, assim como os valores de Rm,

aumentam ha medida que a cadeia carbonada aumenta, indicando que a lipofilicidade
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dos compostos sintetizados é superior a antocianina precursora. Pode-se entdo afirmar
que a esterificacdo aumentou a solubilidade destes compostos em meios lipidicos. Os
valores de Log P tedricos e experimentais seguem a mesma tendéncia, ou seja, o valor
de Log P aumentou com o aumento da cadeia de acido gordo, apesar de terem
diferentes ordens de grandeza. Os valores dos Log P dos derivados de Mv3glc mais
lipofilicos (desde o Mv3glc-C12 (6) até ao Mv3glc-C16 (8)) ndo foram determinados pelo

facto de nédo terem sido detetados na fase aquosa.
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Tabela 3.6. Propriedades fisico-quimicas dos derivados lipofilicos e seus respetivos precursores referentes a lipofilicidade

Composto Rs Rm Log P tedricos* Log P exp
1 0,872 -0,83 -2,47 -1,31
2 0,852 -0,75 -0,85 0,56
3 0,832 -0,69 0,17 1,30
4 0,802 -0,60 1,18 2,04
5 0,732 -0,43 2,19 2,77
6 0,632 -0,23 3,20 -

7 0,512 -0,02 4,21 -

8 0,392 0,19 5,22 -

9 0,90° -0,95 -3,09 -2,09
10 0,71° -0,39 -0,83 -0,25
11 0,58° -0,14 0,16 0,95
12 0,37° 0,23 1,17 1,66
13 0,15° 0,75 2,18 2,35
14 0,05° 1,28 3,38 3,00

adeterminado através de TLC usando o eluente a solugdo aquosa de acetonitrilo/acido acético/agua (1:40:8)
bdeterminado através de TLC usando o eluente a solugédo aquosa de 70% de MeOH
*valores calculados através do software de Molinspiration??*

3.2.4.Estudo cromatico dos derivados lipofilicos sintetizados da

Mv3glc e da Cy3glc

As antocianinas possuem elevada capacidade corante que, aliada as suas
caracteristicas bioldgicas benéficas ao organismo, torna estas moléculas ideais para
aplicacdes tecnoldgicas. Deste modo, foi estudada a influéncia do &cido gordo nas

carateristicas cromaticas da antocianina.
3.2.5. Estudo cinético da degradacao térmica

A acilagdo das antocianinas com &cidos gordos saturados esta descrita que
modifica a sua polaridade, tornando estas moléculas sollveis em matrizes lipidicas?.
Deste modo, e tendo em perspetiva futuras aplicacdes destes pigmentos, o estudo das
carateristicas cromaticas dos derivados e da antocianina precursora foram realizados
num meio que mimetiza as carateristicas de uma matriz lipidica. O meio utilizado, uma
solucdo aquosa de dodecil sulfato de sédio, SDS, garantiu a solubilizacéo total de todos
0s compostos a avaliar. Sendo uma molécula anfifilica, o SDS tem a capacidade de
formar agregados (micelas) acima da concentracdo micelar critica, CMC, e por isso é

considerado um tensioativo®?’ (Figura 3.13).
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Figura 3.13. Formag&o do agregado micelar.

A influéncia do surfactante foi j& descrita, para dois dos derivados acilados
(Mv3glc-C6 e Mv3glc-C12), assim como da antocianina precursora. A solugdo com SDS
aquosa provocou um aumento da estabilidade do catido flavilio, aumentando o pK’a em
0,3 unidades. Também foi observado que a espécie quinoidal dos derivados acilados
encontrava-se mais estabilizada a pH neutro, comparativamente com a Mv3gic,
comprovando a estabilidade da cor azul criada pelo emulsionante®® 72,

Os ensaios preliminares da evolucao da cor dos derivados lipofilicos de Cy3glc,
assim como do seu precursor, decorreram ao longo de 9 dias a temperatura ambiente
a diferentes pH’s (3, 5 e 7). A cor das solu¢cdes das amostras € influenciada pelas
espécies antocianicas presentes na solucéo aquosa de SDS aos diferentes valores de
pH. Deste modo, e tendo por base a determinacdo das fragdes molares de Mv3gic,
Mv3glc-C6 e Mv3glc-C12 descrito na literatura’®, podemos assumir que a pH 3 a cor das
solucdes é influenciada apenas pelo catido flavilio, sendo esta espécie a predominante
na solucdo. A pH 5, a distribuicdo das fragcdes molares de Mv3glc é de 70 % de catido
flavilio, sendo os restantes 30 % uma mistura de chalconas (Ct e Cc), hemiacetal e base
quinoidal neutra, enquanto que para os seus derivados lipofilicos o catido flavilio é a
espécie predominante (90 %), sendo os restantes 10 % uma mistura das espécies A, B
Ct e Cc. A pH 7 a concentragdo do catido flavilio é residual, na solugdo de Cy3glc
aquoso, sendo as espécies predominantes Ct (60 %), A (20 %) e B e Cc (15 %), no
entanto, a cor dos pigmentos acilados é obtida principalmente pela espécie quinoidal
neutra A (em equilibrio encontra-se cerca de 50 %) com 20 % de B e Cc e 10 % Ct.
Através da Figura 3.14 foi possivel observar a intensidade da absorvancia das amostras
no comprimento de onda maximo de cada pigmento aos valores de pH 3,5 e 7 para a

Cy3glc (9) e seus derivados acilados (10-14) ao longo do tempo.
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Figura 3.14. Evolugao da degradagdo da absorvancia de Cy3glc e os seus derivados lipofilicos sintetizados no seu
respetivo comprimento de onda maximo, em solu¢des aquosas de SDS 0,1 M a temperatura ambiente a diferentes
valores de pH

A pH 3 nado foram observadas diferencas significativas na intensidade da cor
entre as solugdes dos derivados lipofilicos e a da Cy3glc. A pH 5, o pigmento mais
estavel, Cy3glc-C10 (13) perdeu apenas 2 % da sua absorvancia inicial a 535 nm apés
9 dias, comparativamente a antocianina ndo modificada, cuja absorvancia diminuiu
cerca de 17 %. As maiores diferencas entre os derivados acilados sintetizados e a
antocianina precursora foram observadas a pH 7. Os pigmentos mais lipofilicos, Cy3glc-
C10 e Cy3glc-C12, exibem cores azul-violeta a pH neutro, devido & presenga da base
guinoidal, a espécie predominante. A solugédo de Cy3glc perdeu cerca de 83 % da sua
cor inicial, tornando-se amarela apos 9 dias de armazenamento enquanto que Cy3glc-
C10 perdeu 31 % da sua cor inicial, continuando a exibir tonalidades azuis-arroxeadas.
ApO6s nove dias de armazenamento a pH 7, os espetros de absor¢do de Cy3glc-C10

evidenciaram maior intensidade, comparativamente a Cy3glc (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Espetro UV-Vis de Cy3glc e Cy3glc-C10 em SDS 0.1 M aquoso a pH 7, no inicio e ap6s 9 dias de equilibrio.

Os parametros cinéticos da degradacao térmica foram determinados de modo a
estudar a influéncia da acilacdo alifatica na estabilidade da cor de Cy3glc. Os
parametros cinéticos foram determinados a diferentes temperaturas (65, 80 e 95 °C)
para os diferentes valores de pH estudados. Os parametros cinéticos, nomeadamente
o tempo de semi-vida (t12), a constante da cinética da degradacéo térmica (k) e a energia

de ativagao, E, calculados, encontram-se na Tabela 3.7.
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Tabela 3.7. Parametros cinéticos da degradagao térmica de Cy3glc (9) e seus derivados lipofilicos (10-14) em solugdo SDS aquosa
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pH 3 pH 5 pH7
Compost k () tuz () -’ k () tuz (h) : k (h) tuz (h) =
omposto i 1/2 i 172 i 1/2
P (°C) (kJ.mol ) (kJ.mol ) (kJ.mol %)
65 0,0776£0,0182  9,23%1,92 0,1497+0,0059  4,64:0,18 0,1788+0,0177  3,90+0,37
52,50+ 28,95+ 22,77+
1 80 02100:0,0030  330:005 " 02100:0,0030 330005 " 0202100341 2392026 .
95 0,3473£0,0112  2,00£0,06 ’ 0,3473£0,0112  2,00£0,06 ’ 0,34340,0050  2,02+0,03 ’
65 0,0746£0,0006  9,29%0,08 0,09910,0017  7,000,12 0,11210,0031  6,19x0,17
36,37+ 12,04+ 32,12+
2 80 0,1404£0,0021  4,94%0,07 0,1188+0,0099  5,86+0,51 0,23430,0153  2,970,19
0,84° 1,36 3,320
95 0,2137+010033  3,24+0,05 0,1405£0,0036  4,94+0,13 0,28270,0209  2,460,17
65 0,0689+0,0008  10,06:0,11 0,1008+0,0031  6,88+0,21 0,1170+0,0052 5,93+0,27
24,60+ 18,28+ 27,75+
3 80 0,1024+0,0099  6,82+0,70 0,13840,0074  5,02+0,27 0,2145:0,0045  3,23+0,07
1,09° 3,55 1,17ab
95 0,1406+0,0035  4,93%0,12 0,1712+0,0131  4,0620,30 0,2599+0,0050 ~ 2,670,05
65 0,0739£0,0042  9,39%0,52 0,0920£0,0041  7,55:0,33 0,10400,0016  6,670,11
18,13+ 15,63t 29,80+
4 80 0,1040£0,0022  6,670,14 0,11810,0079  5,89+0,40 0,20410,0003 ~ 3,40+0,01
:I.,ZGC‘f 1728b,0,d 0,96¢%¢
95 0,12470,0029  5560,13 0,14470,0088  4,80+0,29 0,24500,0029  2,83+0,03
65 0,0408+0,0003  16,99:0,14 0,0599+0,0001 11,57+0,02 0,0727£0,0004 9,53+0,05
16,80+ 10,09+ 36,90+
5 80 0,05600,0039  12,41+0,89 0,0684+0,0016  10,14+0,24 0,1787+0,0059  3,88:0,13
1,864 0,74° 0,667
95 0,0663+0,0031  10,46:0,50 0,0803+0,0019  8,64+0,20 0,2098+0,0044 ~ 3,300,07
65 0,0538+0,0100  13,15+2,21 0,0775£0,0026  8,95:0,30 0,08770,0043  7,92+0,39
10,10+ 10,80+ 35,44+
6 80 0,06640,0045  10,480,69 0,0958+0,0101  7,29+0,80 0,2031+0,0066  3,41x0,11
4,28° 1,56 2,78°
95 0,0713+0,0041  9,74%0,54 0,1058+0,0026  6,55:0,16 0,24290,0165  2,860,19

evalores de Ea com a mesma letra sdo estatisticamente iguais (*p< 0.05). A andlise estatistica foi efetuada separadamente para cada valor de pH
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Como seria de esperar, através da analise dos resultados da Tabela 3.7 foi possivel
observar, para todos os valores de pH, o aumento da constante de degradacéo, k, e
correspondente declinio dos tempos de semi-vida, hd medida que a temperatura aumenta.
Todos os derivados lipofilicos estudados apresentam tempos de semi-vida superiores,
comparativamente com 0 seu precursor, assim como valores de k inferiores. Nao parece
existir uma relacdo linear entre o tamanho da cadeia carbonada dos derivados lipofilicos e
os parametros de degradacédo, sendo que um dos pigmentos mais lipofilicos, Cy3glc-C10
(13) revelou ser 0 pigmento com maior estabilidade.

Por outro lado, os dados obtidos mostraram que o pH da solugéo influenciou a
cinética da degradacao da Cy3glc assim como dos seus derivados acilados. De um modo
geral, a estabilidade dos pigmentos diminuiu com o aumento do pH, tal como seria de
esperar. A pH 3 o catido flavilio é a Unica espécie presente na solucdo de todos os
pigmentos, sendo que nos derivados acilados a sua degradagéo ocorre em muito menor
escala, comparativamente a Cy3glc. Adicionalmente, a energia de ativagéo, Ea, que mede
a cinética da degradacdo de um composto com a variagdo da temperatura, diminui com o
aumento da cadeia lipidica do acido gordo, seguindo um comportamento linear.

O catiao flavilio continua a ser a espécie predominante a valores de pH 5, sendo
que as restantes espécies existem em quantidades negligenciaveis na solu¢do aquosa de
SDS. Nos derivados acilados a fracdo molar do catido flavilio € de cerca de 90 %, sendo a
principal espécie responsavel pela cor das solu¢des e maior termoestabilidade, enquanto
que na solugdo de Cy3glc, que continha 70 % de catido flavilio, apresentou menor
termoestabilidade do pigmento (9).

A pH 7, o catido de flavilio ja ndo se encontra presenta, ocorrendo a formacgéo de
equilibrios mais complexos devido a contribuicdo das fracdes molares das diferentes
espécies. A chalcona-trans (Ct) € a espécie predominante na solucdo de Cy3glc e a base
quinoidal, A, a predominante nos derivados acilados, contendo aproximadamente 50 %
desta fracdo molar. Para o pH 7, os valores de E, dos pigmentos acilados foram superiores
aos obtidos para a solucdo de Cy3glc ao mesmo pH, o que pode indicar que os derivados
acilados possuem uma cinética de degradacdo mais rapida. No entanto, através dos
valores de k e tuz observamos que a acilagdo melhorou a termoestabilidade das
antocianinas. Estes resultados sugerem que o mecanismo de degradacéo térmica a este
pH pode ndo ser elementar, ocorrendo em Varios passos devido a presenca de multiplas
espécies.

De um modo geral, podemos concluir, através do estudo da degradacéo térmica e
determinacdo dos seus parametros cinéticos, que a cadeia carbonada ligada ao acucar da

antocianina melhorou a estabilidade a cor da Cy3glc, sendo que este efeito foi mais



FCUP 59
Sintese, caraterizacéo e estudo das carateristicas cromaticas de novos derivados
lipofilicos de antocianinas monoglucésidas
evidente quando elevadas percentagens do catido flavilio estdo presentes e em equilibrio

(pH 3 e 5).
3.2.6. Constante de acidez aparente, pK’a

De modo a confirmar a elevada estabilidade do pigmento lipofilico Cy3glc-C10 (13)
em relacdo a Cy3glc, foram determinadas as suas constantes de acidez aparentes (pK')
através de experiéncias de saltos de pH (Figura 3.16).

a 1.5 b

A/ nm

Figura 3.16. Variacdo do espetro de absorvancia de solu¢des equilibradas de Cy3glc (a) e Cy3glc-C10 na presenca de
micelas SDS ap6s saltos de pH. Inserido nos gréficos - fiting dos valores experimentais de absorvancia em fungéo do pH (a)
pK’2=5,3 e (b) pK’.=6,0

Através da determinacdo das constantes acidicas aparentes dos dois pigmentos,
foi demonstrado que o derivado contendo a cadeia carbonada de 10 carbonos na solugdo
micelar de SDS possui maior estabilizacdo da sua cor, estendendo por 0,7 unidades o
intervalo de pH em que o a espécie vermelha, catido flavilio, e a base quinoidal azul séo
estaveis.

Para valores de pH 5-7 foi possivel observar tons azuis-arroxeados da solucao do
derivado lipofilico, devido a provavelmente maior percentagem de base quinoidal
emquanto que a solucao de Cy3glc possuem maioritariamente a espécie chalcona-trans,
resultando na perda da cor da solugéo inicial (Figura 3.17).
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Figura 3.17. Solug@es aquosas de (a) Cy3glc 5x10-5 M e (b) Cy3glc-C10 5x10-5 M em SDS 0,1M entre pH 3 e 7.
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3.3. Atividade antioxidante

Uma das propriedades biolégicas que mais despertou o interesse, ndo s6 da
comunidade cientifica, bem como da industria, € a elevada atividade antioxidante que as
antocianinas possuem. Diversos estudos reportam uma relagédo benéfica entre a acilagao
e 0 melhoramento do poder antioxidante dos polifenois*?® 1%, Deste modo, e tendo em
conta as estruturas dos novos derivados acilados sintetizados, foram realizados ensaios
de peroxidacao lipidica, de modo a avaliar de que forma a acilacao influenciou o poder
antioxidante destas moléculas. A peroxidacgao lipidica dos derivados acilados de Mv3glc foi
determinada por dois métodos diferentes, de forma a corroborar os resultados obtidos.
Assim, a atividade antioxidante foi determinada através da descoloracéo por 3-caroteno e
da medicdo do consumo de oxigénio.

A extensdo da peroxidagdo sofrida pelo substrato lipidico, acido linoleico, foi medida
na presenca dos derivados lipofilicos e do seu respetivo precursor, por medi¢cdo da
absorvéancia do B-caroteno, sob o efeito da temperatura. Através dos resultados obtidos foi
possivel observar uma relagdo entre o poder antioxidante e o tamanho da cadeia
carbonada ligada a antocianina. Foi possivel observar um aumento do poder antioxidante,
h& medida que a cadeia carbonada esterificada a Mv3glc aumentou (Figura 3.18 a). Esta
tendéncia foi visivel até ao derivado acilado com o acido octanéico, sendo que pigmentos
acilados com cadeia carbonadas superiores exibiram um decréscimo deste efeito. Todos
os derivados acilados de Mv3glc exibiram atividade antioxidante igual ou superior a Mv3glc,
com a excegédo do derivado Mv3glc-C16.

De modo a validar os resultados acima descritos, foi também monitorizada a
peroxidacdo de vesiculas representativas de membranas biol6gicas (lipossomas) na
presenca de um composto de referéncia, Trolox, e na presenga dos compostos lipofilicos
bem como do seu precursor, por medi¢cdo de oxigénio. Através da andlise dos resultados
obtidos foi possivel confirmar as conclusfes acima obtidas (Figura 3.18 b). O aumento da
hidrofobicidade das antocianinas enalteceu a sua atividade antioxidante, sendo este
fendmeno visivel até ao derivado Mv3glc-C8. Metabolitos com lipofilicidade superior
exibiram uma diminuicdo drastica da sua atividade antioxidante. Em ambos o0s ensaios o
derivado com maior atividade antioxidante foi o pigmento acilado Mv3glc-C8.

Este efeito de aumento do poder antioxidante com o aumento da hidrofobicidade até
um ponto critico de viragem é descrito na literatura com o efeito “cut-off’, tendo sido
reportado para emulsées, membranas e células de cultura®°**?, Este fenémeno tem sido
explicado pela mobilidade, difusdo e particdo destes metabolitos antioxidantes num
sistema multifasico, como por exemplo as emulsdes, sendo influenciado pela polaridade

dos compostos e pelo seu tamanho. Alguns estudos sugerem que este efeito é sobretudo



FCUP 61
Sintese, caraterizacdo e estudo das carateristicas cromaticas de novos derivados
lipofilicos de antocianinas monoglucésidas
causado pela baixa difusdo de compostos com grandes cadeias hidrofébicas, sendo estes
desviados da interface, local onde ocorre a oxidacdo. Por outro lado, compostos muito
lipofilicos podem deixar de atuar como antioxidantes devido a maior probabilidade se
encontrarem nos centros lipofilicos das emulsdes, podendo até se encontrar em micelas.
Adicionalmente, existe ainda a hipotese de estes compostos serem capazes de formar
complexos entre si por auto-associacdo, sendo removidos da interface onde ocorre a

oxidagao™?® 133,
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Figura 3.18. Atividade antioxidante dos derivados lipofilicos de Mv3glc, bem como do seu precursor, determinado por (a)
descoloracéo de B-caroteno e por (b) consumo de oxigénio.

3.4. Reator de membranas

3.4.1.Selecdo de membranas para suporte enzimatico

Atualmente, a industria tem preferéncia por processo continuos, onde a sintese
continua esta descrita como sendo capaz de formar produtos com rendimentos mais
elevados com menor quantidade de catalisador. Deste modo, um método alternativo a atual
sintese dos derivados de Cy3glc e Mv3glc foi estudado, nomeadamente, a sintese num
reator de membrana.

Este método possibilita a interacdo dos reagentes com a enzima, previamente
imobilizada na membrana, a um fluxo constante. Assim, e tendo em consideragcdo as
condi¢Bes da acilagdo enzimatica, foram selecionados quatro tipos de membranas (Tabela
3.8) compostas por diferentes materiais e porosidades diferentes. Os requisitos de selecao
da membrana basearam-se no tipo de material da membrana, a sua porosidade e a
resisténcia ao solvente organico. A imobilizagdo da enzima CalB € promissora em suportes
que possuam interfaces hidrofébicas, como o propileno, devido a sua capacidade de atuar
na interface de emulsdes. Materiais como prolipropileno, PP, ou polietileno, PE, estdo

descritos como adequados para a imobilizacdo de enzimas. Nao foram selecionadas
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membranas com porosidade superior a 10 kDa, de modo a garantir que ndo ocorrem
grandes perdas de proteina durante a imobilizacdo da enzima, descrita como tendo o peso

de 30-35 kDa.

Tabela 3.8. Descricdo de membranas assimétricas de ultrafiltracéo utilizadas na imobilizacéo de CalB

Material Porosidade
Membrana Camada Camada
Fornecedor . (kDa)
de suporte superior
P10 Pall Celulose 10
P5 Pall Celulose 5
Poliéter/polipropileno Poliétersulfona
N5 NADIR (PE/PP) (PES) 5
Poliéter/polipropileno
N1 NADIR (PE/PP) 1

As membranas selecionadas foram submetidas a testes de resisténcia ao solvente
utilizado na reagdo, 2-Me-2-Bu, assim como outros solventes descritos na esterificacdo
enzimatica, onde 1 cm x 1 cm de membrana foi submergido em diferentes solventes
(Tabela 3.9). A degradacgédo da membrana pode ocorrer através da alteracao da cor inicial
das membranas, cor branca, da alteracdo da espessura e, em casos de degradacdo muito
rapida, ocorre a dissolucdo da membrana. Foi verificado que nenhuma membrana sofreu
qualquer alteracdo apoés dois dias emersa em 2-Me-2-Bu, sendo este solvente compativel
com as membranas selecionadas. Apds um dia de emersao em acetonitrilo as membranas
sofreram alteracdo da sua cor, tornando-se amareladas, prova que foram degradadas.
Ap6s um dia de imersdo em acetona observou-se 0 aumento da espessura e a alteracao
da cor da membrana. A acetona provocou a dissolugéo total das membranas apos dois
dias de emersédo, ndo sendo este solvente compativel com qualquer das membranas
escolhidas. Podemos, portanto, concluir que a acetona e, mais lentamente, o acetonitrilo
provocaram a degradagdo das membranas, sendo que o solvente 6timo para a sintese no

reator de membranas foi o 2-Me-2-Bu.
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Tabela 3.9. Ensaios de estudos de resisténcia de membranas a solventes organicos.

Membranas Solventes Espessura Cor Solubilizagéo
P10 2-Me-2-Bu N&o alterou N&o alterou N&o dissolveu
P10 Acetona Inchou Ficou amarela Dissolveu
P10 Acetonitrilo N&o alterou Ficou amarela N&o dissolveu
P5 2-Me-2-Bu N&o alterou N&o alterou N&o dissolveu
P5 Acetona Inchou Ficou amarela Dissolveu
N5 Acetonitrilo N&o alterou Ficou amarela N&o dissolveu
N1 2-Me-2-Bu N&o alterou N&o alterou N&o dissolveu
N1 Acetona Inchou Ficou amarela Dissolveu
N1 Acetonitrilo N&o alterou Ficou amarela N&o dissolveu

3.4.2.Perfil proteico da amostra por MALDI-TOF e SDS-PAGE

A amostra de material proteico utilizada, CalB liofilizada, proveniente do fungo

Aspergillus niger, foi analisada por eletréforese SDS-PAGE e MALDI-TOF. Na andlise do

perfil proteico da amostra por eletréforese, SDS-PAGE, e espetrometria de massa, MALDI-

TOF, foram detetadas algumas proteinas de elevado peso molecular, sendo que CalB é a

principal proteina identificada, com o peso molecular de 35 kDa (Figura 3.19). Através da

andlise do espetro de massa € possivel determinar que CalB se encontra com elevada

pureza na amostra, sendo que os ensaios de imobilizacdo que decorreram assumiu-se que

a amostra se encontrava pura.
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Figura 3.19. Anélise de amostra proteica liofilizada por espetrometria de massa por MALDI-TOF e SDS-PAGE.

3.4.3.Estudo de variaveis de enzima e antocianina em bulk

Como jéa foi anteriormente referido, a imobilizagdo da enzima afeta a estabilidade e
atividade da enzima. Deste modo, o racio 6timo entre antocianina e a amostra proteica foi
estudado através de varias reagdes, utilizando CalB liofilizada, (Tabela 3.10). O estudo das
condi¢cbes 6timas foi realizado através da sintese do derivado acilado Cy3glc-C8, sendo
gue detecao de produto foi realizado através da andlise por HPLC-DAD. Nas reacdes 1-4
foi estudada a variacdo de substrato (antocianina + acido gordo) e a quantidade de CalB
liofilizada foi a variavel estudada nas reacdes 5-9. A monitorizacdo da formacgéo de produto
foi efetuada através da analise por HPLC-DAD.

Tabela 3.10. Estudo das varaveis de enzima e antocianina em reagdes em bulk

Reacdes Cy3glc (mg) 2-Me-2-Bu(mL) C8(uL) CalB (mg) MS4A(mg)

1 2 4 66 240 400
2 5 4 149 240 400
3 7 4 229 240 400
4 10 4 297 240 400
5 7 4 149 32 400
6 7 4 149 64 400
7 7 4 149 80 400
8 7 4 149 120 400
9 7 4 149 200 400
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Em todas as sinteses foi observado que a formacéao de produto foi atingida entre as

8 h e as 12 h de reacdo. No estudo da variacdo da concentracdo de Cy3glc foi observado
que para concentracdes superiores a 0,5 mg/mL (reacdo 2) os rendimentos foram
superiores e semelhantes entre si. Com ensaios da variacdo de concentracdo de CalB
liofilizada foi observado a formacdo maxima do éster Cy3glc-C8 quando se utilizou a
concentracao de 30 g/L (reacao 8). Assim, as reacdes realizadas no reator de membranas
foram efetuadas nas condi¢Bes 6timas acima observadas com 1,75 mg/mL de Cy3gic, 100
eq. de 4cido octandico. 100 g/L de filtros moleculares, dissolvidos em 4 mL de 2-Me-2-Bu

e 30 g/L de CalB liofilizada, apds a sua imobilizagcdo na membrana.
3.4.4.Imobilizacdo do catalisador enzimatico

A imobilizacdo da enzima foi efetuada em diferentes membranas, tendo sido
estudado a influéncia da pressdo exercida, assim como do material e porosidade da
membrana. A porosidade da membrana €, como ja foi referido, um dos requisitos na
selecdo da membrana mais importantes para retencdo Otima da enzima. De facto, foi
possivel observar que, ao aplicar a mesma pressao em membranas compostas pelo
mesmo material, a percentagem de enzima retida € superior na membrana P5 do que na
membrana P10. Esta diferenca ocorre devido ao facto de as membranas possuirem
diferentes porosidades, sendo que a membrana P5 tem 5 kDa de porosidade enquanto que
a P10 possui uma porosidade de 10 kDa (Tabela 3.11). A presséo aplicada foi também um
fator importante na imobilizacdo da enzima. A aplicacdo de pressdes elevadas pode
potenciar a libertacdo da enzima, forcando a alteracéo da estrutura da enzima de modo a
esta ser eluida, podendo mesmo ocorrer a destruicdo da membrana. No entanto, pressfes
demasiado baixas ndo garantem a retencdo eficiente da enzima no suporte, havendo o
risco de ocorrer a libertacdo da enzima do suporte durante a sintese. Através dos ensaios
realizados foi visivel que a imobilizagéo de CalB foi promovida pelo uso de baixas pressoes,
sendo que membranas P5 retiveram percentagens mais elevadas de CalB quando
sofreram baixas pressdes, contrariamente ao que se observou durante a imobiliza¢do da
enzima a pressdes superiores. Adicionalmente, foi observado que a retencdo de enzima
foi maior quando a camada de suporte da membrana é constituida por uma mistura de
polimeros PE/PP, sendo que para membranas com a mesma porosidade (5 kDa) sob a
mesma presséo (0,4 bar), a membrana P5 reteve mais enzima (73 %) do que a N5 (63 %).
Ap0s o estudo destas variaveis foi realizada uma Gltima imobilizacéo, de modo a maximizar
a quantidade de CalB liofilizada retida, utilizando uma membrana assimétrica com
porosidade de 1 kDa (N1).
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Tabela 3.11. Capacidade de retencdo da enzima CalB dependendo do tipo de membrana e pressao aplicada

Presséo Porosidade Imobilizacdo de

Suporte (bar) (kDa) CalB (%)
Pall 0.4 5 73
Pall 0.4 10 702
Pall 0,028 10 778

NADIR 0.4 5 632

NADIR 0,028 1 95"

2determinado por espetroscopia UV-Vis
bdeterminado por HPLC-DAD

3.4.5.Ensaios de atividade enzimatica - Sintese de Cy3glc-C8 num

reator de membranas

ApOs o processo de imobilizacao, a atividade enzimatica da enzima foi determinada
através da sintese do derivado Cy3glc-C8. Assim, e tendo em conta que os resultados
obtidos nos ensaios de imobilizacéo, as acilagbes foram efetuadas com CalB previamente
imobilizada em membranas com porosidade maxima (10 kDa), e através do método
convencional, por aquecimento e agitacdo. As esterificacdes decorreram nas mesmas
condi¢bes, de modo a estudar influéncia da imobilizacdo na estabilidade da enzima. Ap6s
a imobilizacdo, as membranas foram aplicadas numa célula contactor de Teflon. A mistura
reacional sofreu temperaturas ligeiramente superiores (65 °C) as descritas como 6timas
para a atividade enzimatica de CalB, de modo a garantir que esta se encontrava a 60 °C
gquando entra em contacto com a enzima imobilizada (Figura 3.20).

A formacé@o do pigmento lipofilico ocorreu mais cedo, sendo a sua formacéo
detetada ap0s 2 h de reagdo, comparativamente ao que se observa nas reagdes em bulk,
onde a formacao do produto é observada apenas apos 6 h de reagéo. As reacdes no reator
de membranas atingem o tempo 6timo de reagdo mais cedo, apés 14 h, enquanto que a
formacdo méxima de Cy3glc-C8 nas reacdes em bulk € atingida apds 26 h de reacao.
Através destes resultados confirmamos que a imobilizagdo provocou o aumento da

estabilidade da enzima, influenciando diretamente o rendimento da sintese de Cy3glc-C8.



FCUP 67
Sintese, caraterizacdo e estudo das carateristicas cromaticas de novos derivados

lipofilicos de antocianinas monoglucésidas

a Cy3glc
0.014
0.012
g 0.01
9 Cy3glc-C8
& 0.008
8 < o006
SE &
a
2 0.004
o
2
g 0.002
0
-0.002
0 5 10 15 20
Time (min)
b Cy3glc
0.014
- N\
E 0.012
n
S 0.01
~>
e
e § 0008
§°
?, 0.006
2 0.004 Cy%gIC-CB
< 0.002
0
-0.002
0 5 10 15 20
Time (min)

Figura 3.20. Cromatogramas de Cy3glc-C8 no tempo maximo de formag&o de produto, sendo (a) reagdo decorrida no reator
de membranas, com enzima imobilizada em membranas com cut-off de 10 kDa e (b) reac@o decorrida com enzima néo
modificada.

Com o objetivo de estudar a capacidade de eficiéncia da imobilizacdo da enzima,
foram realizadas sinteses de Cy3glc-C8 em membranas com cut-off de 10 kDa, antes e
apoés o processo de purificacdo. O processo de purificagdo baseia-se na lavagem da
membrana, apos o processo de imobilizagdo, com tampao fosfato (0,1M, pH 6). Aliquotas
do volume permeado foram analisadas por espectrometria UV-Vis, assim como por HPLC,
tendo sido detetado a presenca de material proteico. Apés o processo de purificagéo
restaram cerca de 0,055 mg de material proteico por mm? de membrana, procedendo a
sintese de Cy3glc-C8 nas membranas A e B (Figura 3.21). Os rendimentos obtidos foram
semelhantes para ambas as reagfes, sendo que a formagcdo maxima de produto foi
atingida, para todas as reacdes, ao final de 14 h. Através da monitorizagdo da formacgéo
de produto podemos concluir que a quantidade de enzima presente nas membranas A e B
foi sensivelmente a mesma, sendo que o material proteico visivel detetado no permeado

outras protel’nas presentes na amostra.
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Figura 3.21. Formagao do produto Cy3glc-C8, num reator de membranas utilizando como catalisador a amostra proteica

imobilizada numa membrana com cut-off de 10 kDa, sendo (A) apés imobilizacdo da enzima e (B) apds imobilizacdo da
enzima e lavagem da membrana.

De modo a testar a reutilizacdo da enzima imobilizada foram realizados testes
preliminares de sinteses continuas. Os ensaios de sintese continua de Cy3glc-C8
ocorreram em reatores de membranas com membranas de porosidade de 1 kDa, com
enzima previamente imobilizada (Figura 3.22). Através da analise das reagfes enzimaticas
ao longo do tempo, por HPLC-DAD, foi possivel obter rendimentos semelhantes na
formacdo de produto entre as trés reacdes que ocorrem em sequéncia (A, B e C) que
decorreram sequencialmente, sendo que a formacdo de produto foi detetada através da
andlise por HPLC-DAD. As reac¢des comportaram-se de forma semelhante, tendo sido a
formacdo de produto méaxima foi atingida ao mesmo tempo (14 h), com rendimentos
semelhantes. Assim, podemos concluir que é possivel utilizar a membrana com enzima
retida em processos de sintese continuos durante pequenos periodos de tempo, sendo

necessario estudar a sua atividade em periodos de mais longos.
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Figura 3.22. Concentragdo de Cy3glc-C8 durante a reagdo enzimatica num reator de membranas, sendo (A) a reagdo que
ocorreu na membrana, (B) a reacdo com membrana reutilizada e (C) a reagdo com enzima ap6s duas utilizagdes da
membrana.

Finalmente, sinteses de Cy3glc-C8 foram realizadas num reator de membranas
com membranas de porosidade diferentes (10 kDa e 1 kDa) (Figura 3.23). A reacdo
utilizando membranas com cut-off de 1 kDa (N1) obteve rendimentos muito inferiores aos
obtidos na sintese com a membranas com cut-off de 10 kDa (P10). Contrariamente ao que
seria de esperar, nao foi observado a maior formacéo de produto nas sinteses utilizando
N1 com enzima retida, comparativamente as reacfes com enzima retida em P10, apesar
de N1 possuir menor porosidade, levando a maior quantidade de material proteico retido
na membrana, comparativamente a sintese com enzima retida em membranas P10.
Podemos assumir que a membrana com 1 kDa reteve a enzima CalB assim como
impurezas contidas na amostra, que nao foram detetadas na analise do perfil proteico da
amostra. Estas impurezas, na imobilizacdo de enzima na membrana com 10 kDa de
porosidade terdo sido eluidas, devido a grande porosidade da membrana. Podemos ainda
assumir que estas impurezas, de peso molecular menor ao da enzima, estardo, de algum
modo a inibir a reacdo (por mecanismos de competi¢cdo, ou dificultar o acesso dos
reagentes ao centro da enzima). No entanto, sera necessario realizar mais estudos de
interagdo enzima/membrana de modo a estudar a influéncia das impurezas na atividade

enzimatica.
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Figura 3.23. Concentragdo de Cy3glc-C8 durante a reagdo enzimatica num reator de membranas com enzima imobilizada,
sendo (P10) a reac&o que ocorreu na membrana com 10 kDa de porosidade e (N1) a reacdo que ocorreu na membrana com
1 kDa de porosidade com membrana reutilizada e (C) a reacdo com enzima ap6és duas utilizagdes da membrana.

A sintese no reator de membranas encontra-se nos estados iniciais de
desenvolvimento, sendo necessario, no futuro, otimizar os métodos de analise da enzima
de modo a caracterizar das proteinas presentes na amostra. O estudo da influéncia das

impurezas deve ser determinado, sendo no futuro realizadas mais experiéncias apds o
isolamento da enzima.
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V. Conclusoes
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Conclusoes e perspetivas futuras

Globalmente, o estudo de reacbes de acilacdo de antocianinas usando
biocatalisadores foi realizado com sucesso, tendo permitido a sintese de novos compostos.

Através da caracterizacao estrutural por RMN e por espetrometria de massa dos
pigmentos sintetizados foi comprovado que a acilacdo € dada apenas no alcool primario
do acucar e ndo no catido flavilio.

A lipofilicidade dos derivados foi afetada pelo tamanho da cadeia lipidica ligado a
antocianina. A polaridade dos derivados aumenta com o aumento da cadeia carbonada
dos derivados sintetizados, obtendo assim um grupo de derivados antocianicos mais
lipofilicos que a antocianina. Os derivados lipofilicos sintetizados revelam possuir maior
solubilidade em matrizes lipidicas, comparativamente as antocianinas monoglucésidas,
pelo que a sua aplicagdo tecnolégica como corante ndo se encontra limitada a apenas
solucdes hidrofilicas.

As propriedades cromaticas dos pigmentos lipofilicos sintetizados foram também
afetadas com a adi¢éo do &cido gordo. O desvio batocromatico do espetro de absorcdo
aumentou com o aumento da cadeia lipidica do derivado acilado, provocando a alteragéo
da cor dos pigmentos sintetizados, sendo que os derivados lipofilicos com 10 ou mais
carbonos apresentam tonalidades azuis-violeta a pH 7.

Com o estudo da estabilidade da cor confirmou-se que a modificagdo estrutural
efetuada na Cy3glc aumentou a lipofilicidade assim como a sua termoestabilidade. A
estabilidade da cor foi estudada em trés diferentes pH'’s; a pH 3, caracteristico dos vinhos
e sumos de frutas acidas, a pH 5, caracteristico dos iogurtes e cremes de tratamento de
pele e a pH 7, o valor de pH neutro em que se encontram na maioria dos cremes de
hidratagdo. A acilagdo da antocianina com A&cidos gordos insaturados melhorou a
estabilidade da cor da antocianina num meio lipofilico (sistema SDS). Os parametros
cinéticos da degradacéo térmica demonstraram que os derivados lipofilicos s&o menos
suscetiveis a degradacdo pela temperatura, comparativamente ao seu precursor. As
constantes aparentes de equilibrio, pK’, determinadas para o pigmento Cy3glc-C10,
demonstraram a estabilizagdo superior das suas espécies coradas (catido flavilio e base
quinoidal), para intervalos de pH mais largos do que a Cy3glc. Estes resultados indicaram
que os derivados lipofilicos sdo mais estaveis em matrizes lipofilicas a diferentes valores
de pH, permitindo a sua potencial aplicagdo como corante em matrizes lipidicas, como por
exemplo em produtos cosméticos ou matrizes alimentares.

Estudos de atividade antioxidante demonstraram que a esterificagdo com uma

cadeia até oito carbonos aumentou o poder antioxidante das antocianinas. Todos 0s
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derivados lipofilicos de Mv3glc, com a excecdo de Mv3glc-Cl4 e Mv3glc-C16,
demonstraram atividade antioxidante igual ou superior a da Mv3glc.

O desenvolvimento de um método alternativo de lipofilizacdo de antocianinas foi
obtido com sucesso, encontrando-se ainda numa fase inicial. Através da imobilizacdo da
enzima foi possivel proceder a sintese do derivado lipofilico num reator de membranas,
tendo sido detetado a formacgéo de produto. Os estudos preliminares indicaram que a
enzima imobilizada na membrana possuia maior atividade, comparativamente a mesma
amostra liofilizada, produzindo o derivado Cy3glc-C8 mais rapidamente e com melhor
rendimento. A reutilizacdo da membrana com enzima retida foi estudada durante curtos
periodos de tempo, através da sintese continua de Cy3glc-C8. Nao foram observadas
alteragfes na formacao de Cy3glc-C8, com as reagles a obter rendimentos semelhantes,
comprovando que a enzima retida na membrana nao é facilmente removida.

No futuro, pretende-se obter diferentes derivados de antocianinas aos ja
sintetizados, de modo a obter uma extensa biblioteca de compostos com diferentes
carateristicas fisico-quimicas. Sera também necessério efetuar ensaios de estabilidade
quimica com diferentes surfactantes mais biocompativeis (glicolipidos), tendo como
objetivo o estudo da incorporacdo dos pigmentos acilados. A bioatividade dos compostos
sera determinada, nomeadamente a avaliagdo da citotoxicidade nas células da epiderme
e do sistema digestivo, e da absor¢cdo de raios UV, ponto-chave na luta contra o
envelhecimento precoce da pele. A sintese no reator de membranas sera também
otimizada, sendo realizados ensaios de imobiliza¢do e posterior sintese com a amostra de
enzima purificada, de modo a estudar a influencia das impurezas na reagéo enzimatica.

Finalmente, serdo estudadas novas potenciais aplica¢des dos derivados lipofilicos,
nomeadamente como um indicador qualitativo do prazo de validade de produtos

alimentares (sensores de pH).
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