UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA )
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS
CURSO DE LICENCIATURA EM QUIMICA

PEDRO HENRIQUE DA SILVA BARATA

SINTESE ENZIMATICA DE AMIDAS GRAXAS DERIVADAS DO
OLEO DE Berthalletia Excelsa (CASTANHA DO BRASIL) E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Macapa
2019




PEDRO HENRIQUE DA SILVA BARATA

SINTESE ENZIMATICA DE AMIDAS GRAXAS DERIVADAS DO
OLEO DE Berthalletia Excelsa (CASTANHA DO BRASIL) E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Projeto do Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Licenciatura em
Quimica da Universidade Federal do Amapa,
como requisito da disciplina de TCC II.

Orientador: Prof. Dr. Irlon Maciel Ferreira.

Macapa
2019



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagéo (CIP)
Biblioteca Central/lUNIFAP-Macapa-AP
Elaborado por Aline Farias Bandeira Couto — CRB-2 0017/0

B226s Barata, Pedro Henrique da Silva
Sintese enzimatica de amidas graxas derivadas do 6leo de Bertholletia excelsa (castanha do
Brasil) e avaliagao da atividade anti-inflamatdria [recurso eletrénico] / Pedro Henrique da Silva Barata. -
Macapa, 2019.
31f.

Orientador: Irlon Maciel Ferreira

Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao) - Universidade Federal do Amapa — UNIFAP,
Departamento de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Curso de Licenciatura em Quimica. 2024.

Modo de acesso: World Wide Web.
Formato de arquivo: Portable Document Format (PDF).

1. Castanha-do-brasil. 2. Bertholletia excelsa. 3. Amindlise. |. Ferreira, Irlon Maciel, orientador. II.
Universidade Federal do Amapa - UNIFAP. lIl. Titulo.

CDD 23. ed. —634.55

BARATA, Pedro Henrique da Silva. Sintese enzimatica de amidas graxas derivadas do 6leo de Bertholletia excelsa (Castanha do
Brasil) e avaliagdo da atividade anti-inflamatéria. Orientador: Irlon Maciel Ferreira. 2019. 31 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Licenciatura em Quimica) — Departamento de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Universidade Federal do Amapa, Macapa, 2019.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPA )
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS
CURSO DE LICENCIATURA EM QUIMICA

BANCA EXAMINADORA

Aluno: Pedro Henrique da Silva Barata.

Orientador: Prof. Dr. Irlon Maciel Ferreira.

Prof. Dr. Irlon Maciel Ferreira/ Presidente
Professor Titular do Curso de Quimica da Universidade Federal do Amapa, UNIFAP.

Prof. Me. Alex Bruno Lobato Rodrigues/ Membro Titular
Professor Titular do Curso de Quimica da Universidade Federal do Amapa, UNIFAP.

Prof. Me. Fabricio Holanda e Holanda / Membro Titular
Discente do Programa de P6s-Graduagdo em Inovacdo Farmacéutica (PPGIF) da
Universidade Federal do Amapa, UNIFAP.

Data: 02/07/2019




Dedico este trabalho ao Prof. Dr. Irlon M.
Ferreira pela paciéncia na orientagdo e
incentivo que tornaram possivel a conclusdo
deste trabalho. A minha familia, mie e meu
pai  pelos cuidados, companheirismo
dedicagdo que foram, em alguns momentos, a
esperanca  para  seguir  em  frente.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado saude e forga para superar as dificuldades.

Ao meu orientador, pelo emprenho e varias noites usufruidas dedicadas a elaboragdo deste
trabalho.

Agradeco a minha mae Eliane Silva, heroina que me deu apoio, incentivo nas horas dificeis,
de desanimo e cansago. Assim como ao mev pai Henrique Bastos que apesar de todas as
dificuldades me fortaleceu e me incentivou todos esses anos de universitario.

Agradeco a todos os professores por me proporcionar o conhecimento ndo apenas racional,
mas a manifestacdo do carater e afetividade da educacdo no processo de formagado
profissional.

A esta universidade, seu corpo docente, dire¢cdo e administracdo que oportunizaram a janela
que hoje vislumbro, eivado pela confianga no mérito e ética aqui presentes.

E a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formagdo, o meu muito

obrigado.



11
1.2
13
1.4

2.1
2.2

3.1
3.2

3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.9.1
3.9.2

4.1
4.2
4.3
4.4

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt ss st 1
AMIAAS GraXaS (AG)...ccueeiieeieiieie et ste e raeae s 1
ODLENGAD UE AG.......iieieeii ittt bbbt 1
Aplicacdo da biocatalise nas Sinteses OrganiCas..........cccovvvereevieseeseeieeseennenns 1
Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa).........ccovviviiiiiniiiiieee e 2
OBUJIETIVOS.....c ettt 3
(C1=] - LTS SSPUSSRSPR 3
ESPECITICOS. ...ttt e 3
MATERIAIS E METODOS.......cooiiiiiieeeeeeteeee et eeesee st easn s 4
REAENTES € SOIVENTES. ......ooiveeiecieecie et 4

Transesterificagdo do Oleo de Castanha do Brasil (OCB) por catalise
BNZIMALICA. .. c.veiie ettt s b e et e e e ste et e sreesteeaenneenras

4
Procedimento geral da reacdo de aminolise dos triglicerideos do OCB............ 4
ANIMais USados NA ANAIISE..........ccviiiiiierie e 4
Teste de toxicidade aQUUOA............ccoieieiirieie e 4
ANALISE ESTALISTICA. ... eveveeiieiieie e ne e 5
Medicdo da Absorcdo de Amostras € Controle..........ccccvveevvevenieneeie e 5

Avaliacdo cinética da degradacdo do DPPH contra amostra e acido ascorbico. 6

Analises espectrais das substancias sintetizadas...........ccccoevevverierereiiesesesnenens 6
ANALISE 08 CG-EM....ccuiiiiiiiiiiiiiieee et 6
Analise de RMN de C™.........oooeeeeeeeeee e 6
RESULTADOS E DISCUSSAO.........coiiereieeieeeseeeeseesssessesesesssneesesisnens 7
Sintese das amidas graxas (AG).......coeerereerereieiese e 7
Andlise de CG-EM e composicdo quimica do OCB..........c.cccceeevvevvevieieecieenee. 8
Atividade antioXIdANTE..........ccovereeiecieie e 11
Atividade Antiinflamatoria............ccooveieieieiei e 12
CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS.......ccco e, 15
REFERENCIAS. ....cccccccivionreeeesseees e 16

Sumério



LISTA DE TABELAS, FIGURAS, ANEXOS E APENDICES

FIGURAS

Figura 1 — Estrutura quimica da anandamida.............ccoerrereiniinenenee e 1
Figura 2 — Espectro de massas dos compostos EEAG (A) € AG (B).....cccovevvevvivievvesinennn, 9
Figura 3 — Cromatogramas gasosos (CG) de éster etilico derivado de Bertholletia excelsa por
CALALISE U8 LPF ... ettt e bbb bbbt 10

Figura 4 — Espectro de RMN de C** (100 MHz, CDCls) do 6leo de castanha do Brasil ‘OCB’
(A), ésteres etilicos de acidos graxos ‘EEAG’ (B) e amida graxas °‘AG’

Figura 5 — (A) Atividade antioxidante in vitro de OCB, EEAG, AG e &cido ascorbico (AA)
na inibicio do DPPH (%). (B) Cinética de degradacdo antioxidante em DPPH

Figura 6 — Acdo anti-inflamatdria do 6leo de castanha do Brasil (OCB 100mg/kg), Amidas
Graxas (AG 20 e 40 mg/kg) e Indometacina (Indo 10 mg/kg) para edema de pata em ratos
Wistar. Os objetos de valor representam a médiatdesvio padrdo (n = 5/grupo). *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,0, e descrevem o0s resultados estatisticamente significativos na

CoOmMpPAaracao com 0 grupo e VEICUIOS. ........ecviiieie et st nre e 13
TABELAS

Tabela 1 — Otimizacdo da reacdo de amidacdo dos triglicerideos de Bertholletia excelsa (6leo
de €astanha do Brasil)®.............oooiireeeeeee st 8
Tabela 2 — Composicao de éster etilico de amostras derivadas do OCB determinados por
ANALISE CG-EMP........oeecececececeeeeectetetete ettt ettt ettt ettt ettt s et ettt et etesetetesesesesesesesesasens 9
Tabela 3 — Efeito do tratamento com 6leo de castanha do Brasil (OCB 100mg/kg) e amida
graxas (AG 20 e 40 mg/kg) em parametros bioquimicos de ratos Wistar............cccccevevvinnnnne 14

Tabelas, figuras e anexos m



SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

1. SIGLAS

1.1 AG — Amidas Graxas

1.2 OCB — Oleo de Castanha do Brasil

1.3 EEAG — Ester Etilico de Acido Graxo

1.4 LPF — Lipase de Pseudomonas fluorescens

1.5 AA — Acido Ascorbico

1.6 CG-EM - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
1.7 RMN de C** — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13

1.8 AST — Aspartato aminotransferase

1.9 ALT — Alanina aminotransferase

2. ABREVIATURA
2.1 Indo — Indometacina
2.2 DPPH — 2,2- difenil-1-picril-hidrazil

Simbolos, siglas e abreviaturas EII



RESUMO

SINTESE ENZIMATICA DE AMIDAS GRAXAS DERIVADAS DO OLEO DE
Berthalletia Excelsa (CASTANHA DO BRASIL) E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTI-INFLAMATORIA

RESUMO

Introducdo: As amidas graxas sdo um dos endocanabindides mais estudados devido sua
versatilidade em atividades bioldgicas como analgésico, antimicrobiano, antidepressivo, anti-
inflamatdrio e anticancerigeno. As AG podem ser sintetizadas a partir do éster graxo com um
derivado de alcanolamina na presenca de um catalisador heterogéneo ou enzimatico, nestes
casos, a reacdo normalmente envolve duas etapas em altas temperaturas com formacéo
incompleta do produto, o que aumenta o custo de producéo e consequentemente, exigem mais
etapas de purificacdo. Uma alternativa para estes problemas é a aminolise direta
dos triglicerideos do 6leo via catalise enzimatica. Objetivos: Diante disso, 0 objetivo foi obter
amidas graxas a partir do oleo de Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) via sintese
enzimatica e avaliar atividade anti-inflamatéria do produto obtido.Metodologia: As AG
foram obtidas por biocatalise, LPF (10-15%), e 0 OCB (1 ml) com etanolamina (3 ml ~ 2,166
mg); posteriormente foram realizadas as analises de CG-EM, RMN de C* e testes de
antioxidantes com DPPH. O teste de toxicidade aguda seguiu o protocolo da Diretriz 423 da
OCDE. Animais machos foram separados em quatro grupos (n = 3), e tratados com: Veiculo
(0,5 ml/animal); AG20 (20 mg/kg); AG40(40 mg/kg ); OCB100 (100 mg/kg).Resultados e
discussdes: Os melhores rendimentos na sintese das AG foram obtidos nas reacdes 4° e 5°
(91% e 98% com 15% e 10% de lipase, respectivamente). A inibicdo do radical DPPH, em
comparacdo com o padrdo de ascorbato, foi bastante significativa para as AG, enquanto o
OCB e EEAG ndo apresentaram atividade. Na andlise anti-inflamatdria ndo observou
diferenca significativa OCB e AG, entretanto, este demonstrou maior poténcia anti-
inflamatoria.Conclusdes:Os resultados demonstram que AG do OCB podem ser produzidas
por aminolise direta com rendimentos acima de 90% usando lipase de P. fluorescens e ser
uma amida graxa atrativa para a atividade anti-inflamatéria e antioxidante.

Palavras-Chave: Bertholletia excelsa; Amindlise direta; Amida graxa; Antiinflamatério.

Agradecimentos:UNIFAP, BIORG, CNPq e FAPEAP.
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ABSTRACT

ENZYMATIC SYNTHESIS OF LOW FERTILIZERS DERIVED FROM OIL OF
Balthelletia excelsa (BRAZIL NUTS) AND EVALUATION OF ANTI-
INFLAMMATORY ACTIVITY

ABSTRACT

Introduction: Fatty amides are one of the most studied endocannabinoids because of their
versatility in biological activities such as analgesic, antimicrobial, antidepressant, anti-
inflammatory and anticancer. FA can be synthesized from the fatty ester with an alkanolamine
derivative in the presence of a heterogeneous or enzymatic catalyst, in which case the reaction
usually involves two steps at high temperatures with incomplete product formation, which
increases the cost of production and consequently, require further purification steps. An
alternative to these problems is the direct aminolysis of the triglycerides of the oil via
enzymatic catalysis. Objectives: Therefore, the objective was to obtain fatty amides from
Brazil nut oil (Bertholletia excelsa) via enzymatic synthesis and to evaluate the anti-
inflammatory activity of the obtained product. Methodology: FAs were obtained by
biocatalysis with LPF (10-15%) and substrates such as BNO (1 ml) and ethanolamine (3 ml ~
2.166 mg); GC-MS, C** NMR and antioxidant tests with DPPH were performed. The acute
toxicity test followed the OECD Guideline 423 protocol. Male animals were separated into
four groups (n = 3), and treated with: Vehicle (0.5 ml / animal); FA20 (20 mg / kg); FA40 (40
mg / kg); BNO100 (100 mg / kg). Results and discussion: The best yields in FA synthesis
were obtained in reactions 4a and 5b (91% and 98% with 15% and 10% lipase, respectively).
Inhibition of the DPPH radical, compared to the ascorbate standard, was quite significant for
the FA, whereas BNO and EEFA did not show activity. In the anti-inflammatory analysis did
not observe significant difference BNO and FA, however, this showed a greater anti-
inflammatory potency. Conclusions: The results demonstrate that FA of BNO can be
produced by direct aminolysis with yields above 90% using P. fluorescens lipase and is an
attractive amide grease for anti-inflammatory and antioxidant activity.

Keywords:Bertholletia excelsa; Direct Aminolysis; Fatty amide; Antiinflamatory activity.

Acknowledgements: UNIFAP, BIORG, CNPq e FAPEAP.
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1 INTRODUCAO

1.1 Amidas de Acidos Graxos (AAG).

A anandamida é um composto quimico, conhecida como N -
araquidonol etanolamida da classe de amidas graxas (AG ), foi identificada e caracterizada
como um neuromodulador da classe dos endocanabindides em 1992. Embora na época a
atencdo fosse negada devido & simplicidade da molécula ** (Figura 1), atualmente essas
moléculas sd8 um dos endocanabindides mais  estudados, ndo  apenas  por
atividades vasorelaxantes, mas também pela sua versatilidade em atividades bioldgicas como
analgésico, antimicrobiano, antidepressivo, anti-inflamatério e anticancerigeno. ™ “°®"
910 Além disso, as amidas de acidos graxos tém consideravel interesse devido as suas
extensas aplicacdes em lubrificantes, surfactantes, cosméticos, detergentes e outras industrias
afins. ™

Figura 1 — Estrutura da anandamida.

1.2 Obtencéo de AG.
As AG podem ser sintetizadas a partir de um de acido graxo ou éster graxo com um

derivado de alcanolamina na presenca de um catalisador heterogéneo ** ou enzimético, ***

nesses casos, a reacdo normalmente envolve duas etapas em altas temperaturas *°*® com a
formacdo incompleta do produto, o que aumenta o custo de producdo e consequentemente,
exigem mais etapas de purificacdo. Lopes et al (2010) relataram a formacdo de amidas graxas
catalisada por métoxido de sodio a partir do ricinoleato de metila na presencga de pirrolidina,
piperidina e etanolamina, entretanto, seus rendimentos ndo ultrapassaram 65% de conversao.

Uma alternativa para obtencdo de amidas graxas € a sintese direta a partir do &cido carboxilico
do respectivo triglicerideo. ‘*Aradjo et al (2018), observaram que reacdes de aminélise direta
do 6leo de Oenocarpus Bataua podem ser catalisadas por 6xido de aluminio (Al,O3 ‘5-10%")

com rendimentos de 90-98% em 12-24 h de reagéo.

Introducgéo EI



1.3 Aplicacdo da biocatélise nas sinteses organicas.

O conceito de quimica verde tem se intensificado em busca de metodologias sintéticas
sustentaveis, eficientes e seguras; um exemplo importante é a catalise enzimatica que tem
mostrado pesquisas interessantes. **?° As reaces promovidas por enzimas podem ocorrer em
condigdes brandas de pH e temperatura, assim como impedem a formacdo de subprodutos
indesejaveis no final do processo reacional, evitando a purifcacdo e a geragdo de gastos
adicionais na obtencéo dos produtos. **

Além dessas vantagens da aplicacdo de enzimas na sintese quimica, destacam-

se caracteristicas como alta atividade catalitica, alta quimio, regio e estereosseletividade. *°

1.4 Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa).

O interesse medicinal em produtos derivados de plantas superiores aumentou
significativamente em todo o mundo. A Bertholletia excelsa popularmente conhecida como
“Castanha do Brasil”, sdo formadas por uma grande arvore de floresta tropical da
familia Lecythidacea que cresce em toda a bacia Amazonica da América do Sul, ** A
améndoa consiste em 60-70% de gordura, 15-20% de proteina (boa qualidade
bioldgica), vitaminas lipossoliveis (A, E) e minerais (Ca, Fe, Zn, Na, K e Se). ** Nos Gltimos
25 anos, foi demonstrada a atividade anti-inflamatéria e antioxidante ® do 6leo
de Bertholletia excels (Figura 2). ***°

De acordo com os achados de nosso estudo, ainda ndo existem estudos prévios
sobre AG de 6leo de castanha do Brasil (OCB) que tenham relatado atividade antioxidante
contra radicais DPPH e anti-inflamac6es, também evidenciamos o desenvolvimento de uma
metodologia eficiente, direta e sem solventes, que usou 0 Amano Lipase de Pseudomonas

fluorescens (LPF) como catalisador enzimatico do 6leo de Bertholletia excelsa.

: % : bg s " .
" N : K 4“4 s i M
I N,
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B

Figura 2. Islustracdo de Castanha do Brasil (https://www.jardimexotico.com.br/castanha-do-para-

ou-castanha-do-brasil)
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

» Obter amidas graxas a partir do 6leo de Castanha do Brasil (Bertholletia
excelsa) através de sintese enzimatica;

» Auvaliar atividade anti-inflamatoria das amidas graxas obtidas.

2.2 ESPECIFICOS

> Sintetizar diretamente do 6leo de Castanha do Brasil (OCB) as amidas graxas
(AG) usando o Amano Lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF) como
catalisador enzimatico;

> Desenvolver uma metodologia eficiente e sem solventes para a obtencdo das
AG,;

> Caracterizar as AG e 0s EEAG obtidos, através de técnicas espectroscopicas
como: Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM) e
Ressonancia Magnética Nuclear de C** (RMN C*);

> Verificar atividades antioxidantes das AG e do OCB contra radicais de DPPH,;

> Relatar as atividades anti-inflamatorias das AG contra edema de pata induzido

em ratos Wistar.
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3 Material e Métodos

3.1 Reagentes e Solventes

A etanolamina (99,5%) foi comprada da Sigma-Aldrich, Amano Lipase da
Pseudomonas fluorescens (20.000 U/g) foi adquirida da Sigma-Aldrich (CAS n°® 9001-62-1).
O hexano (98%) foi adquirido da Synth (SP, Brasil) e o etanol (99%) foi comprado da Solven
(SP, Brasil). O cloroférmio deuterado foi comprado do Laboratério de Isétopos de

Cambridge.

3.2 Transesterificacdo do Oleo de Castanha do Brasil (OCB) por catalise enzimatica.

A catalise enzimatica do éster etilico a partir do dleo foi realizada em frascos de
erlenmeyer contendo 150 mg (154 pL) de OCB, 475 pL de etanol e 15 mg de LPF. As
misturas foram incubadas a 32°C num agitador orbitalar com 130 rpm (LUCADEMA).
Depois de 24 h, a reacdo foi completada, a mistura reacional foi filtrada, a fase orgénica foi
seca com sulfato de sédio e o solvente foi removido & pressdo reduzida. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna de silica em gel com uma mistura de n-hexano e

acetato de etila (9:1) como eluente, e caracterizada usando anélise de CG-EM. '

3.3 Procedimento geral da reacdo de aminodlise dos triglicerideos do OCB.

A reacdo de amidacdo foi realizada entre a etanolamina (3 mL ~ 2,166 g) e OCB (1,0
mL) a concentracdo variada de catalisador (LPF) sob agitacdo magnética (300 rpm, 40 £ 2 °
C) em 24 ou 96 h. Apos este periodo, a enzima foi filtrada e lavada com hexano (3 x 1 mL). O
filtrado foi evaporado a baixa presséo e purificado diretamente por cromatografia em coluna

de silica em gel, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila (8:2) como eluente.

3.4 Animais usados na analise.

Foram utilizados ratos Wistar do Centro Multidisciplinar de Pesquisa Bioldgica do
Laboratorio de Zootecnia (CEMIB) da Universidade de Campinas (Unicamp) com 21 dias de
idade em periodo de ambiéncia, agrupados em cinco animais por gaiola de polietileno, sob
condigdes controladas de temperatura (21+°C), livre acesso a alimentos e agua adlibitum, e

ciclos claro/escuro de 12 horas.
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3.5 Teste de toxicidade Aguda

O teste de toxicidade aguda seguiu o protocolo de Diretriz 423 (OECD, 2002).
Animais machos pesando entre 300+30g foram separados aleatoriamente em quatro grupos (n
= 3) e tratados com: Veiculo (0,5 ml/animal); AG20 (20 mg/kg); AG40 (40 mg/kg); OCB100
(100 mg/kg de bleo de Castanha do Brasil).

A presenca de mortalidade associada aos tratamentos determinou a necessidade de
testes subsequentes (24 h depois), com uma dose igual ou maior que a anterior OEDC (2001).
Observagdes comportamentais foram realizadas de acordo com a triagem toxicoldgica, em
que se atentou a alteracbes na atividade motora, contor¢bes abdominais, cauda de Straub,
convulsdo, defecacdo, tremor vocal, forca de preensao, irritabilidade, miccao, olhos (aguado,
exoftalmico), piloerecdo, postura (ataxia, perda de reflexos), ptose palpebral, resposta ao
toque, resposta ao estimulo sonoro, salivacdo, tremor, outros comportamentos atipicos e
morte. Durante as primeiras 24 h houve observagdes de fragdes em diferentes momentos: 15
minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas e 24 horas. Ap6s 24 h, foi coletado 0 sangue dos animais

para avaliacdo bioquimica e acompanhado o comportamento até o 14° dia.

3.6 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos com médiatdesvio padrdo. Para as comparacfes
maultiplas entre os grupos experimentais, analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey, os resultados com niveis de significancia de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significantes. O programa estatistico utilizado foi o Prism (versdo 7.0).

3.7 Medicao da Absorcédo de Amostras e Controle.

Aliquotas de 0,3 mL de solucdes metanolicas foram retiradas das concentracfes de:
250; 125; 62,5 31,25; 15,62 e 7,81 ug.mL™ e adicionadas a 2,7 mL de solucdo metandlica de
DPPH 0,1 mmol.L™. Ap6s 30 minutos a absorbancia foi medida em um aparelho
espectrofotdbmetro UV-Vis com 516 nm de comprimento de onda (trés vezes). Uma solucéo
metandlica de &cido ascorbico foi utilizada como controle positivo nas condi¢des avaliadas e
como controle negativo 0,3 mL de cada concentracdo da amostra e acido ascorbico em 2,7 mL

de metanol.
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A partir da curva de calibracdo e dos valores de absorbancia em 30 minutos para cada
concentracgéo testada, as porcentagens de DPPH restantes foram (%DPPHrem) de acordo com
a seguinte equacao:

[DPPH]t=30min

%DPPH = x 10009
oD e = D b P HT —omn %

[DPPH]t = 30 min corresponde a concentracdo de DPPH ap6s a reacdo com a amostra no
tempo de 30 minutos, [DPPH]t = 0 min corresponde a concentracdo inicial do DPPH (40
ng.mL).A quantidade necesséria da amostra para diminuir a concentragéo inicial de DPPH
em 50% (CE50%) foi determinada por meio de regressdo linear no programa SPSS,
relacionando-se em abscissa com a concentracao da amostra ou acido ascorbico e a ordenada
% DPPHrem.

3.8 Avaliacéo cinética da degradacdo do DPPH contra amostra e acido ascérbico.
Aliquotas de 0,3 mL da solucdo metanodlica de cada amostra na concentracao de 250
pg.mL™* foram adicionadas em 2,7 mL de DPPH 0,1 mmol.L" e a absorbancia foi
determinada em 1, 5, 10, 20, 30 , 40, 50 e 60 minutos apds o inicio da reacdo. Para cada
concentracédo foi utilizado um branco com 0,3 mL da amostra em 2,7 mL de metanol e 4cido

ascorbico como controle positivo na concentracéo de 250 ug.mL™ nas mesmas condicdes.

3.9 Analises
3.9.1 Andlise de CG-EM

A cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) foi
realizada em um aparelho de marca Shimadzu/CG 2010 acoplado a um auto-injetor
Shimadzu/AOC-5000 (Figura 3) e um detector de impacto de feixe de elétrons (Shimadzu
MS2010 Plus) (70 eV), equipado com coluna DB-5MS de silica fundida (Agilent J & W
Avancado 30 mx 0,25 mm x 0,25 mm) (65 kPa). Os parametros foram: razéo de separagéo
1:15, Hélio como gas de arraste, volume de inje¢do de 1,0 mL, temperatura do injetor: 250 °C,
temperatura do detector a 270 °C, temperatura inicial da coluna: 100 °C, permanecendo por 2
min, Taxa de aquecimento a partir de 6 °C/min a 280 °C, permanecendo por 5 min. O tempo
total de analise foi de 37 min.

A identificacdo dos ésteres de acidos graxos foi identificada pela comparacdo do
espectro de fragmentacdo com aqueles contidos na biblioteca do CG-EM (banco de dados
EM, NIST 5.0).%
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Figura 3. Cromatografo acoplado ao Espectrometro de Massas SHIMADZU — CG-EM.

3.9.2 Analise de RMN de C*®
As anélises de RMN de C* foi pelo espectrometro Agilent 400 MHz (Figura 4) com

CDCIl3 como solventes, e TMS como padrao interno.Os desvios quimicos sao dados em ppm e

constantes de acoplamento (J) em Hz.

Figura 4. Especrtémtro de Ressonancia Magnética Nuclear — 400 MHz, Agilent.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Sintese das amidas graxas (AG).

Para otimizar a producdo de AG, foram realizados experimentos iniciais com o uso de
Amano Lipase da Pseudomonas fluorescens (10%) e os resultados estdo resumidos na Tabela
1. A reacdo inicial foi realizada com 10% de lipase usando 3 equiv. de etanolamina como
doador de amina, a aminolise direta usando a lipase de LPF forneceu a AG desejada em 68%
de conversdo em 24 h (Tabela 1, Reacdo 1). Quando as reacdes foram concluidas as 96 h, a
conversdo da reacdo aumentou para 86% (Tabela 1, Reacdo 2). A reacdo de amidacdo do
triglicerideo do 6leo de Bertholletia Excelsa foi realizada na auséncia do LPF em 96 h com
agitacdo magnética (300 rpm; 40 ° C), o produto amida foi formado em 17%, ap0s purificacdo
por coluna cromatografica com silica em gel (Tabela 1, Reacéo 3).

A escolha do solvente pode influenciar na atividade enzimatica, em alguns casos
melhorando a seletividade, a quimio-seletividade e o rendimento da reacdo, em outros,
atuando como inibidor da atividade enziméatica.”® *’Neste sentido, a reacdo de amidac&o direta
de OCB catalisada por LPF foi realizada na presenca de hexano (1,0 mL) (Tabela 1, Reacao
5), com o0 objetivo de comparar os valores de rendimento das amidas graxas obtidas em
condicdes sem solventes. A reacdo com hexano como solvente originou um rendimento de
95% as 96 h (Tabela 1, entrada 5).

No entanto, resultados semelhantes foram obtidos em condi¢fes sem solventes
(rendimento de 91%), utilizando 15% de lipase (Tabela 1, Reacdo 4). O objetivo do hexano
foi solubilizar os componentes da reacdo (6leo e amina), permitindo que o meio reacional
fosse mais homogéneo, facilitando o contato com o catalisador (lipase), consequentemente
aumentando a taxa de reacdo. Os solventes apolares, como o hexano, também podem atuar na
preservacao da atividade enzimatica, pois 0s solventes hidrofébicos com maiores valores de
log P ndo tém a tendéncia de remover as moléculas de agua da superficie da enzima que é
essencial para as lipases. * *Em geral, o Amano Lipase de Pseudomonas fluorescens

apresentou uma boa atividade catalitica na reacdo de amidagdo sem solventes.
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Tabela 1. Otimizagéo
castanha do Brasil).*®

da amidacéo dos

triglicerideos de Bertholletia excelsa (6leo de

REACAO TEMPO LIPASE(%) RENDIMENTO %
1° 24 10 68
28 96 10 86
3 96 - 17
42 96 15 91
5P 96 10 95°

& Amindlise direta sem solventes.

b

4.2 Andlise de CG-EM e composi¢cdo quimica do OCB.

Aminolise direta com hexano.

Por anélises de CG-EM (Tabela 2 e Figura 5), a composi¢do lipidica dos acidos

graxos presentes no OCB, coletados na cidade de Mazagdo - Amapa, foi predominantemente

composta por acidos graxos insaturados, como o acido oleico monoinsaturado (C18:1, ®-9)

com 32% de abundancia relativa, seguido pelo acido linoleico poli-insaturado (C18:2, ®-6)

(29%) e em menor expressao aparece o acido vacénico (C18:1 , o-7) com 2%. Os outros

acidos graxos identificados na amostra de OCB foram o acido palmitico (C16:0) com 16% de

abundancia relativa, seguido pelo &cido estearico com 17%. O perfil dos acidos graxos

identificados no OCB esta de acordo com o descrito na literatura.
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Figura 5 - Espectro de massa dos compostos EEAG (A) e AG (B).
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Todos os é&cidos graxos foram utilizados para obtencdo de seus respectivos compostos
amidados pela amidacdo do OCB catalisada por LPF. As estruturas das AG foram
caracterizadas por seus ions caracteristicos de fragmentacdo em 101 m/z (pico base) e 114
m/z, resultantes do rearranjo de McLaffery e y-clivagem®, respectivamente, como pode ser
observado na Figura 5. Para o composto de amida (3a). Diferentemente do que foi observado
para 0s espectros de massa das estruturas dos ésteres etilicos, que apresentam como pico base
0 ion fragmentado em 55 m/z e menos abundante que o ion relacionado a perda da porcao
etoxido (264 m/z).

Tabela 2 - Composicdo de éster etilico de amostras derivadas do OCB determinados por
analise CG-EM®.

- 5 _ _ Férmula Molecular® Concentracéo

Acido Graxo Pico (min.) Relativa® (%)
Palmitico 1 C16:0 19
Linoleico 2 C 18:2 -6 29
Oleico 3 C18:1 ®-9 32
Vacénico 4 C 18:1 -7 2
Esteérico 5 C18:0 17
> Saturado — — 36
> Insaturado — — 34
> Polinsaturado — — 29

Banco de dados do EM (NIST 5.0); "% do acido graxo correspondente ao EEAG.
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Figura 6 — Cromatogramas gasosos (CG) de éster etilico derivado de Bertholletia excelsa por
catalise de CAL-B.
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Todas as substancias deste estudo (OCB, EEAG e AG) mostraram sinais de RMN de
C" muito semelhantes, devido a ndo alteracdo da cadeia alquilica presente no material de
partida (OCB) e permanéncia nos produtos obtidos. A principal diferenca no espectro de
RMN de C* do OCB (Figura 7) entre os demais (EEAG e AG) ¢ a presenca de dois sinais na
regido de 62,1 e 68,9 ppm caracteristicos de carbonos de glicerol, enquanto que no espectro
de RMN de C** do EEAG o sinal caracteristico do carbono alquilico -CH, da mistura de éster,
apos a reacdo de transesterificacdo do BNO, aparece em 60,2 ppm. No espectro de RMN de
C*® da mistura de AG foi possivel observar duas caracteristicas de -N—-CH, e -CH,~OH em
42,3 e 61,9 ppm, respectivamente. A auséncia dos sinais de glicerol também corrobora com a
formacdo da nova substancia a partir do dleo de Castanha do Brasil por catlise enzimatica
(Figura 7). *
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Figura 7 — Espectro de RMN de C** (100 MHz, CDCls) do 6leo de castanha do Brasil ‘OCB’
(A), ésteres etilicos de acidos graxos ‘EEAG’ (B) e amidas graxas ‘AG’ (C).
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4.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do produto secundario da amida foi determinada pelo método
de eliminagdo do radical a,a-difenil-p-picril-hidrazila (DPPH) seguindo o protocolo de
Borges et. al. (2018). **Todas as experiéncias foram feitas em triplicata. As amidas graxas do
OCB também foram testada na atividade antioxidante in vitro contra radicais DPPH. A
inibicdo do radical DPPH nd&o mostrou ser dependente da concentracdo testada e a
percentagem de inibicdo ndo aumentou linearmente com o aumento da concentragdo, no
entanto, em comparagdo com o padrdo de ascorbato, o valor foi bastante significativo (Figura

8). As isobutilhidroxiamidas graxas contendo um grupo etoxi também foram testadas quanto a
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atividade de inibicdo do DPPH, mas foram inativas nos efeitos inibitérios sobre o radical
DPPH em concentragdes de 50 pM.*’Um estudo de Tanvir et. al. 2016 '° relatou atividade
antioxidante moderada para derivados de amidas de cadeia longa, como 7-Octadecanamida e
9,12-Octadecandienamida como metabdlitos de duas cepas identificadas como Nocardia
Caishijiensis (SORS 64b) e Pseudonocardia carboxydivorans (AGLS 2) isoladas como
endofitas de Sonchus oleraceus e Ageratum conyzoides, respectivamente; entretanto, 0s
achados de nosso estudo permanecem Unicos,uma vez que nenhum estudo prévio de AG do
OCB relatou atividade antioxidante contra radicais DPPH. Como o teste com DPPH mostra a
atividade de reducéo, isso ndo exclui a possibilidade de apresentarem atividade antioxidante.
Em contraste, 0 6leo de castanha do Brasil e os compostos de EEAG néo tiveram efeitos de
inibicdo do radical DPPH (Figura 8). Isto demonstra a influéncia do grupo amina

(etanolamina derivada) na atividade de inibicdo do DPPH.

Figura 8 — (A) Atividade antioxidante in vitro de OCB, EEAG, AG e &cido ascorbico (AA)
na inibicdo do DPPH (%). (B) Cinética de degradacdo antioxidante em DPPH (%).
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4.4 Atividade anti-inflamatoria.

O efeito anti-inflamatério do OCB e das AG (Figura 9) foi avaliado pelo método de
edema de pata induzido por carragenina.*?0 aumento de volume das patas dos animais foi
realizado em intervalos de 1h, 2h, 3h e 4h de acordo com a agressao causada pelo agente
filogistico (carragenina 1%) nos animais produzindo edema na pata.*’ Durante a primeira hora
foi possivel observar efeito anti-inflamatorio significativo (p<0,05) dos grupos de tratamento,
principalmente os com a Indometacina (10mg/kg) e com AG (40 mg/kg), durante o tempo de
analise da formacdo do edema, observou-se que todos os tratamentos foram capazes de

reduzir significativamente a evolucdo do edema (p<0,001A anélise final (4 h) que néo
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apresentou diferencga significativa entre os grupos OCB e AG, entretanto, os grupos AG
demonstraram maior poténcia anti-inflamatéria, visto que foram usadas dosagens menores
que no grupo OCB.

O oleo de castanha do Brasil demonstrou ter acidos graxos poli-insaturados na
constituicdo quimica, principalmente a presenca de acido linoleico que apresenta propriedades

anti-inflamatérias para diferentes modelos experimentais de inflamagéo, * *

esse fato pode
ser observado neste estudo pelo tratamento com grupos OCB. Os mecanismos que podem
explicar a razdo da inibicdo da producdo de citocinas pelo &cido graxo sdo desconhecidos,
mas podem estar relacionados a inibicdo da cascata inflamatéria ao nivel da ciclooxigenase
(COX) e da lipoxigenase (LOX).*

A composicdo do &cido graxo poli-insaturado tem sido associada a melhora dos

28,42 neste

parametros bioquimicos, principalmente lipidico, glicilico e perfil inflamatério,
estudo ndo foi observada diferenca significativa entre os parametros bioquimicos (Tabela 3)
que mostram os efeitos tdxicos no figado e ovelhas, considerando os valores normais para
transaminases (AST e GOT), bem como creatinina e uréia.”’ Entretanto, foi observada uma
reducdo significativa dos niveis de triglicerideos (p<0,05) para os grupos de tratamento com
AG (20 e 40 mg/kg).

Os resultados demonstram que AG do dleo de Bert. Excelsa podem ser produzidas em
excelentes rendimentos por lipase de P. fluorescens sob condi¢des brandas, resultando em

uma amida graxa atrativa com atividade anti-inflamatoria.
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Figura 9 — Acdo anti-inflamatoria do 6leo de castanha do Brasil (OCB 100mg/kg), Amidas
graxas (AG 20 e 40 mg/kg) e Indometacina (Indo 10 mg/kg) para edema de pata em ratos
Wistar. Os objetos de valor representam a médiatdesvio padrdo (n = 5/grupo). *p<0,05,
**p<0,01 e ***p<0,0, e descrevem o0s resultados estatisticamente significativos na
comparagao com o grupo de veiculos.
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Tabela 3 — Efeito do tratamento com 6leo de castanha do Brasil (OCB 100mg/kg) e amidas
graxas (AG 20 e 40 mg/kg) em parametros bioquimicos de ratos Wistar.

PARAMETROS
Glicose (mg/dl)
Ureia (mg/dl)
Creatinina (mg/dl)
AST (Urdl)
ALT (U/dl)

Triglicerideos (mg/dl)
Colesterol Total (mg/dl)

VEICULO
134,4+12,69
38,57+2,41
0,25+0,05
117,4+2,66
39,0+7,6
131,3+22,03
71,1%7,70

AAG20 AAG40 OoCB
129,7+9,28 124,6+11,30 126,1+9,79
44,57+7,65 37,87+6,11 41,21+6,91
0,22+0,04 0,22+0,01 0,21+0,02
112,2+7,81 117,3+23,09  109,1+15,12
48,3+10,9 35,2+3,80 43,7+9,2
74,1+1457*  87,1+25,74* 122,1+11,8
73,63%9,75 66,69+18,87 69,21+12,1

Os objetos de valor representam a média + desvio padrdo (n = 5/grupo). #p<0,05 descreve os resultados

estatisticamente

significativos

em

comparacdo

com 0 de veiculos.

grupo
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS.

Diante da pesquisa realizada foi possivel notar que as amidas graxas (AG) podem ser
obtidas via amindlise direta utilizando lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF) originando
rendimentos acima de 90%. Além disso, as reacGes foram obtidas de forma sustentavel,
eficientes e seguras, estando dentro dos limites da quimica verde e contribuindo com menos
subprodutos agressivos a natureza.

As atividades antioxidantes das amidas graxas oriundas do 6leo de castanha do Brasil
contra DPPH, assim como sua atividade antiinflamatoria, forneceram dados ainda ndo
explorados pela comunidade cientifica, o que trouxe mais uma contribuicdo para a exploracao
dos derivados do 6leo de uma planta do norte do Brasil (Bertholletia excelsa).

Portanto, ha a necessidade de continuar com os estudos das amidas provenientes do
6leo da castanha uma vez que esse material ja é citado como responsavel por muitas funcoes

bioldgicas e seus derivados podem fornecer atividades ainda mais promissoras.
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