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RESUMO

A analise dos componentes da agua-de-coco (Cocos nucifera) dos dois tipos
(verde e amarelo) por hidrodestilagéo e extragdo com solvente mostrou a presenca de
alcoois, cetonas, tiolatos, acidos carboxilicos, fenbis e ésteres. Os componentes
principais encontrados na agua-de-coco do tipo verde foram etanoato de propila
(53,5%) e 4-metil-pentan-2-ona (29,0%) pela extragdo com solvente organico. Por
hidrodestilag&do, foram detectados hexan-2-ol (14,5%) e 4-hidroxi-4-metilpentan-2-ona
(30,5%). Da agua-de-coco do tipo amarelo foram detectados butano-1,3-diol (67,7%)
e 4-metil-pentan-2-ona (16,7%) pela extracdo com solvente. Por hidrodestilacdo o
componente principal foi o 3-mercapto-decano (46,2%). Uma atividade antioxidante
substancial foi observada, usando o ensaio de DPPH, tanto para as amostras obtidas
pela extragdo com éter de petréleo como por hidrodestilagdo de ambos os tipos do
coco. Uma série de aldeidos e cetonas alifaticos e aromaticos foi reduzida usando
células integras da agua-de-coco. Os produtos obtidos tiveram tipicamente
rendimentos que variaram entre 34% a 99%. Com excessos enantioméricos muito
elevados. Esteres, um nitrobenzeno e amidas foram examinados igualmente onde
apresentaram resultados bastante satisfatérios. Uma outra parte do trabalho consistiu
no estudo da utilizagdo do sistema enzimatico da agua-de-coco para esterificagdo de
alcodis. Neste sentido, foi utilizado a quinina. Nas reac¢des de esterificacao foram
utlizados como biocatalisador as enzimas imobilizadas da agua-de-coco, utilizando
metodologia adaptada da literatura. O Oleo fixo de trés fases de maturagdo do
albumen sélido dos dois tipos do coco (verde e amarelo) apds saponificagao,
seguidos de metilagdo foram sujeitados a analise de GC-EM para a identificagcdo dos
ésteres metilicos. Doze constituintes foram encontrados do éleo do albumen jovem,
representando  90,46%/71,00%  (verde/amarelo). Estes compostos foram
hidrocarbonetos, tioésteres e acidos carboxilicos. O 6leo fixo do albimen maduro das
duas espécies conteve nove compostos, onde aproximadamente 99,59%/68,26%
(verde/amarelo) foram caracterizados. Entretanto, os acidos graxos tipicos retidos
foram o &cido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido linoléico, acido estearico e
o acido elaiditico. O 6leo fixo do albumen seco das duas espécies conteve uma
quantidade maior, nove compostos, representando mais de 99,98%/98,11%
(verde/amarelo) caracterizados.

Palavras-chave: biorreducao; bioacetilagédo; vegetais; Cocos nucifera
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ABSTRACT

An analysis of the constituents of coconut (Cocos nucifera L.) water from two
fruit varieties (green and yellow) by hydrodistillation and solvent extraction showed the
presence of alcohols, ketones, thiols, carboxylic acids, phenols, and esters. The main
components found in the coconut water of the green type had been propyl etanoate
(53.5%) and 4-metil-pentan-2-one (29.0%) for the solvent extraction. By
hydrodistillation, it has been detected hexan-2-ol (14.5%) and 4-hidroxi-4-metilpentan-
2-one (30.5%). Of the coconut water of the yellow type has been detected butane-1,3-
diol (67.7%) and 4-metil-pentan-2-one (16.7%) for the solvent extraction. For
hydrodistillation, the main compound was the 3-mercapto-decane (46.2%). Substantial
antioxidant activity was observed, using the DPPH assay, for the samples obtained by
hydrodistillation and petroleum ether extraction of both coconut varieties. A series of
aliphatic and aromatic aldehydes and ketones was reduced using plant cell
preparations from coconut juice. The reduced products were typically obtained in
excellent yields (%) and with very high enantiomeric excess. Esters, amides, and
nitrobenzene, yielded acids, amines and an azoxyderivative with satisfactory results.
With enantiomeric excesses very raised. One another part of the work consisted of the
study of the use of the enzymatic system of the coconut water for esterification of
alcohol. In this direction, the quinine was used. In the esterification reactions the
immobilized enzymes of the coconut water had been used as biocatalisator, using
suitable methodology of literature. The fixed oil of three phases of maturation of solid
albumen of the two types from the coconut (green and yellow) after saponification,
followed of metilation had been subjected to the CG-MS analysis for the methylic
esters identification. Twelve constituent had been found of the oil from young albumen,
representing 90,46%/71,00% (green/yellow). These constituents had been
hydrocarbons, thioesteres and carboxylic acids. The fixed oil of mature albumen of the
two species contained nine constituents, where 99,59%/68,26% (green/yellow) had
been approximately characterized. however, the retained typical acid was the lauric
acid, myristic acid, palmitic acid, linoileic acid, estaric acid, and elaidic acid. The fixed
oil of dry albumen from the two species contained a bigger amount, nine constituents,
representing more than 99,98%/98,11% (green/yellow) characterized.

Keywords: bioreduction; bioacetilation; vegetables; Cocos nucifera.
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CONTRIBUIGAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO E BIOTECNOLOGICO DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera L.)

Aluisio Marques da Fonseca

1. INTRODUCAO

Cocos nucifera L. € uma arvore de 20-30m de palma (Fig. 1a, p. 4),
encontrada nos tropicos e em costas litoraneas (Laureles et al. 2002), pertence a
familia Palmae. Seu fruto é popularmente conhecido como "coco", o qual forma
um grupo ou um agrupamento de frutas em fases diferentes de desenvolvimento
(REDDY, DAS e DAS, 2005). E caracterizada por trés ovarios de drupaceas
limitados na fruta com endocarpo rigido de trés poros germinais e a fruta
normalmente € uma semente (EJEDEGBA et. al., 2007).

Este tipo de palmeira tem um papel importante como colheita de
subsisténcia e seu 6leo € bastante comercial. Os componentes principais desses
Oleos sao os triacilglicerois, que possuem uma composi¢ao diferente dos acidos
graxos e sao caracterizados pela abundancia do &acido de laurico (acido
dodecanoéico) (LOPES-VILLALOBOS et. al., 2001). Os triacilgliceréis do 6leo do
albumen do coco tém um baixo grau de insaturacao, e consistem em dois acidos
graxos majoritarios, o laurico e o miristico (PHAM, GREGORIO e CASA 1998). O
6leo de coco também apresenta acidos linoleicos de constituicdo conjugada, isso
recorre a seus grupos de isébmeros. Segundo pesquisas recentes eles possuem
atividades anticarcinogénicos e antiaterogénicos (HARGRAVE, AZAIN e MINEIRO
2005). Alguns desses efeitos podem ser atribuidos aos isémeros especificos do
acido linoleico conjugado. Os isdmeros responsaveis pela a perda de gordura do
corpo, sdao os 10-trans e 12-cis (HARGRAVE, AZAIN e MINEIRO 2005).
LAURELES et al. (2002) mostrou que um percentual consideravel do 6leo do coco
€ constituido de acidos graxos de cadeia média (C6-C12), sendo a majoritaria
para o acido de laurico (C-12). Notavelmente, o 6leo do coco tem uma proporcéao
consideravel de acidos graxos com C-6, C-8 e C-10 também, além de que cadeias
médias de triacilgliceréis do éleo de coco reduzirem a acumulag¢do de gorduras e
colesterol em ratos quando eles sao alimentados por esses éleos.



CONTRIBUIGAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO E BIOTECNOLOGICO DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera L.)

Aluisio Marques da Fonseca

O 6leo do coco também é usado atualmente com muito sucesso como
surfactante em microcapsulas anféteras no encapsulamento do 6leo volatil de
citronela (HSIEH, CHANG, e GAO 2006).

O suco é saborosamente doce, ligeiramente acido, e rico em fésforo e
potassio (REDDY et. al. 2005; FAR 1994; BORSE et. al., 2007). Também contém
proteinas, gorduras, e minerais, e € muito rico em carboidratos (CHUMBIMUNI-
TORRES e KUBOTA, 2006; JIROVETZ et. al., 2003).

Em recentes anos, houve um interesse consideravel em buscar fontes de
antioxidantes naturais, especialmente de frutas e legumes que proveram uma
medida de protecdo contra o processo de dano de oxidativo (JACOB e BURRI,
1996). Os compostos antioxidantes de plantas, particularmente flavondides e
outros polifendis, inibem a propagacao de reacdes com radicais livres, protegendo
o corpo humano de doencas (KINSELLA et. al., 1993). Além disso, atividade
antioxidante também esta associada a presenca de acidos (LOKI e RAJAMOHAN,
2003), compostos aromaticos (AGNANIET et. al., 2005; LETIZIA et. al., 2000),
aldeidos (Yl e KIM, 1982), e ésteres (NARAIN, GALVAO e MADRUGA, 2007). Em
pesquisas anteriores a agua-de-coco essas propriedades (LEONG e SHUI, 2002;
SKREDE et. al., 2004). Esta propriedade foi verificada principalmente na agua-de-
coco in natura, que diminuiu drasticamente com o uso por tratamentos térmicos,
acidos ou alcalinos e com o grau de maturacdo das frutas (MANTENA et. al.,
2003).

No Nordeste do Brasil, por exemplo, no estado do Ceara, ha dois tipos
coco, o da fruta de casca verde e da casca amarela (Fig. 1b, p. 4). A agua de
coco do tipo verde (Fig. 1c, p. 4.) é uma bebida agradavel e refrescante
amplamente consumida além de ser conhecida por possuir varias propriedades
benéficas a saude (CAMPBELL-FALCK et. al., 2000; FARR, 1994; MEPBA e
ACHINEWHU, 2003; PUMMER et. al., 2001), considerando que o liquido
produzido pelo tipo amarelo é pouco usado como bebida, porque nao é tao doce
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como o verde, assim € menos cultivado. Também é chamado "agua-de-coco”, e foi

denominado por nés como ACC (agua-de-coco do Ceara).

A enzima peroxidase (POD) e Polifenol oxidase (PPO) foram encontradas
amplamente em muitas frutas e legumes, inclusive na agua-de-coco, onde sao
responsaveis pelas mudancas de cor com perda consequiente de propriedades
sensoriais e qualidade nutricional (DUARTE et. al. 2002; ROBSON et. al. 1991).
Nomes diferentes foram associados ao PPO inclusive tirosinase, cresolase,
catecolase e fenolase e geralmente refletiram a habilidade desta enzima para
utilizar muitos compostos fendlicos diferentes como substratos. POD é um grupo
de enzimas oxidantes que através de catalises, reduzem o peroxido de hidrogénio
oxidando uma variedade de substratos (ROBSON et. al. 1991).

A composicdo nutricional de agua-de-coco foi bem documentada
(SANTOSO, et. al., 1996), mas para o melhor de nosso conhecimento ndo ha
nenhum relato na literatura sobre um estudo comparativo de &gua-de-coco
produzida pelo tipo verde e amarelo relacionado a sua composi¢cdo quimica. O
presente trabalho também apresenta um estudo dos componentes volateis
encontrados na agua-de-coco de dois tipos (verde e amarelo) através de duas
metodologias: hidrodestilagdo e extracao com solvente organico (éter de petréleo),
assim como o estudo de sua composicao lipidica, através de trés fases de
maturacao (verde, maduro e seco), dos dois tipos (verde e amarelo), além do
potencial enzimatico das células integras da agua-de-coco e de suas enzimas
imobilizadas utilizando substratos organicos.
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(1c)

Figura 1. (1a) e (1b) Dois tipos de coco: amarelo e verde; (1¢) agua-de-coco do
tipo verde.
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2. CONSIDERAGOES BOTANICAS

2.1. ASPECTOS BOTANICOS DO COCO DA ESPECIE COCOS NUCIFERA

O coco € uma drupa monosperma formado por uma epiderme lisa ou
epicarpo, que envolve um mesocarpo fibroso, no interior deste encontra-se uma
camada muito dura, o endocarpo (PASSOS, 1998; LEBER; FARIA, 2003). A
semente, envolvida pelo endocarpo, é constituida por uma camada fina de cor
marrom — o tegumento — que fica entre o endocarpo e o albumem sélido. Este
albumem, é caracterizado como uma améndoa comestivel, branca, muito oleosa,
formando uma grande cavidade, no centro da qual estd a agua-de-coco, ou
albumem liquido (PASSOS, 1998). Ver Fig. 2, p. 5.

epicarpo

—— mesocarpo
—endocarpo
endosperma

embrido

Figura 2: Partes do coco.

A &gua-de-coco representa um importante papel no amadurecimento e
germinacao do fruto e sua composicao varia acentuadamente durante o processo
de maturagcdo (SREBERNICH, 1998). Comeca a se formar mais ou menos um
més e meio apds a polinizacdo da flor feminina (ARAGAO, 2001) e quando se
destina ao consumo in natura, o coco deve ser colhido entre seis a oito meses
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apods o florescimento, momento em que a quantidade de 4gua e a concentracéao
de acucares aumenta (BRASIL, 2000), diminuindo posteriormente durante os
estagios de maturacado (LEBER; FARIA, 2003). O ponto ideal da colheita do fruto
verde esta associado a uma série de indicadores relacionados a planta, ao fruto as
caracteristicas quimicas e sensoriais da agua, ligadas aos aspectos nutritivos,
alimentares e de salide humana (ARAGAO et al., 2001). A determinagdo do ponto
de colheita é feita pela associacdo de indicadores morfolégicos relacionados a
idade ou ao tamanho do fruto, ou ainda a contagem de folhas na planta e de
quimicos relacionados a agua (RESENDE et al., 2002). Os frutos devem ser
colhidos com o maximo cuidado, para evitar injarias mecéanicas provocadas pela
queda. Os cocos sao apanhados com a mao e descidos em cestos ou sacos

presos a uma corda, para evitar a sua ruptura com a queda.
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1. A IMPORTANCIA DA UTILIZACAO DA AGUA-DE-COCO EM ASPECTOS
MEDICINAIS E TECNOLOGICOS

A agua-de-coco de um fruto corresponde em aproximadamente 25% do
peso total do fruto, e sua composicao basica apresenta cerca de 93% de agua, 5%
de agucares, além de proteinas, vitaminas e sais minerais, sendo uma bebida
leve, refrescante e pouco calérica, apresentando em média 20 calorias/100 mL
(ARAGAO et al. 2001). Ela tem sido usada desde muito tempo nos mais variados
tipos de usos populares e na terapia medicinal (ARAGAO et al. 2001). Por ser
estéril e estar dentro do fruto, a agua extraida de frutos jovens apresenta
composicdo quimica proxima a do soro glicosado isotbnico empregado em

hospitais, o que possibilita 0 seu uso na esfera médica (WOSIACKI et al, 1996).

A agua-de-coco verde pode ser utilizada em situagcdes emergenciais, onde
ndao ha possibilidade de atendimento hospitalar, como fluido de hidratacdo
intravenosa (PETROIANU et al., 2004). Campbell-Falck e seus colaboradores
(2000), em um estudo de caso, observaram que a agua-de-coco pode ser utilizada
por via intravenosa sem efeitos adversos, em pequenas quantidades e em curtos
periodos de tempo. Os autores também afirmam que por ser fonte de potassio e
célcio a agua-de-coco pode ser indicada em situacdes em que estes componentes
precisam ser repostos no organismo com urgéncia. Petroianu e colaboradores
(2004) avaliando os elementos tragcos (manganés, zinco, cobre e cromo) presentes
na agua-de-coco, afirmaram que embora a composi¢cao da agua-de-coco néo seja
completamente equivalente as solucdoes utilizadas para pacientes com
alimentacdo totalmente parenteral, pode prover a reposicdo de alguns destes

elementos por via intravenosa.
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Em alguns paises onde a deficiéncia nutricional na populacdo é alta, a
agua-de-coco é utilizada como substituta de produtos protéicos. A agua-de-coco
apresenta na sua composicao aminoacidos semelhantes aos do leite, porém com
maior porcentagem de arginina, alanina, cistina e serina e em menores proporgoes
de outros aminoacidos. O coco tem a vantagem de existir naturalmente em
grandes quantidades em paises onde a desnutricdo é prevalecente (ARAGAO,
2001).

A agua-de-coco também é usada com éxito como um diurético. Onde tem
sido testada como auxiliar no tratamento de litiase renal em hospitais de Manila
segundo MAGAT et. al. 1997.

ANURAG e RAJAMOAH (2003) estudaram os efeitos do consumo de agua-
de-coco contra a toxicidade induzida por isoproterenol na atividade mitocondrial do
coracao de ratos. Os resultados indicaram que a ingestao de agua-de-coco tem
um efeito benéfico significante na atividade mitocondrial, podendo prevenir o
enfarte do miocérdio.

A agua-de-coco também apresenta propriedades antioxidantes, segundo
MANTENA e colaboradores (2003). A atividade protetora da agua-de-coco pode
ser em parte atribuida a presenca da vitamina C em sua composicdo, embora
mais de um principio ativo possa estar envolvido. LOKI et al. (2003), estudaram os
efeitos hepatoprotetores e antioxidantes da d4gua-de-coco, encontrando resultados
positivos do tratamento da &agua-de-coco contra o stress oxidativo, além do
comprovado efeito hepatoprotetor.

A &gua-de-coco mostra ainda outras utilizagcbes em dareas como a
biotecnologia. Vem sendo utilizada como um diluente e conservante de sémen,
extraindo-se uma substancia ativa da agua-de-coco que atualmente esta protegida
sob patente (GYR), que aumenta a vida util e a motilidade dos espermatozéides
(UCHOA et al., 2002). Estudos vém sendo utilizados na preservagcao de sémen
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canino (CARDOSO et al., 2003) e suino (KOTZIAS-BANDEIRA et al., 1999). A
agua-de-coco consegue manter a longevidade de células como de cérneas
humanas para transplante, culturas de tecido, meio de culturas para virus e
bactérias, e para obtencao de vacinas contra febre aftosa, raiva e leishmaniose.

A agua-de-coco também, fornece um bom fertilizante, contendo horménios
de crescimento principalmente para orquideas em particular (MAGAT et. al.,
1997).

3.2. A UTILIZAGAO DE CELULAS iINTEGRAS DE VEGETAIS NAS REACOES
DE BIOCATALISE

E bem estabelecido que preparacdes cruas de certos legumes comuns
podem ser seletivos, e atuam como agentes redutores de compostos carbonilicos
para sintese organica (CORDELL et. al. 2007). Outros trabalhos ja mostraram a
efetividade de manihot (mandioca) em servir como um poderoso reagente de
enantioseletividade para a redugcao de uma ordem diversa de aldeidos e cetonas
(MACHADO et. al. 2006). Uma investigacao foi iniciada para explorar uma gama
de raizes, tubérculos, sementes, e frutas do nordeste brasileiro. Entdo usou-se
para propositos nutricionais e medicinais para seus potenciais como reagentes de
biocatalise. Uma série de espécies vegetais selecionadas do nordeste brasileiro
que usou acetofenona como o substrato e através de uma metodologia conhecida
(MACHADO et. al. 2006; YADAV et. al. 2002; SOUZA, 2003). Células integras de
vegetais foram analisadas em reagdes de reducgdes.

Estudo completo em uma série de compostos inicialmente com a agua-de-
coco na forma de células integras e posteriormente a agua-de-coco com suas

enzimas presentes na células imobilizadas em alginato de sédio.
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3.3. CONSIDERACOES SOBRE ENZIMAS E ENZIMAS IMOBILIZADAS

Por definicdo, enzimas sao catalisadores que se formam nas células vivas
dos vegetais, animais e microorganismos, e sao agentes essenciais para a
realizacdo de reacbes bioquimicas com alta especificidade (FABER, 1997;
MURRAY, 1990).

A eficiéncia catalitica das enzimas, em geral, € muito maior do que a dos
catalisadores sintéticos, devido ao seu alto grau de especificidade tanto para o
substrato quanto para as reag¢des que catalisam (FABER, 1997). Enzimas como
catalisadores, tém notaveis propriedades, mas uma caracteristica faz delas
especialmente valiosas para sintese organica, elas sado seletivas (MURRAY,
1990).

O uso de enzimas parcialmente purificadas como catalisadores especificos
se tornou muito importante para um grande numero de industrias. Na ultima
década, as reacOes catalisadas por enzimas aumentaram dentro da quimica
organica sintética. Estima-se que das 25.000 enzimas presentes na natureza,
cerca de 2.800 foram classificadas e perto de 400 sdo comercializadas de uma
forma pura (www.PASTEUR, 2001; FABER, 1997).
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3.3.1. Imobilizacao de Enzimas

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por varios fatores como por
exemplo: quimicos, fisicos ou biolégicos, podendo ocorrer quando estocadas ou
durante o uso (VILLENEUVE et al, 2000) H& assim, uma necessidade de
estabilizar a enzima contra sua inativacao para utiliza-la em determinados meios
organicos. Desta forma, faz-se necessario o emprego de um método para que a
mesma nao perca sua atividade catalitica e quando requer compostos com
centros estereogénicos. Frente a este método o qual se deve aplicar para as

enzimas e facilitar a sua recuperacgao e reutilizagao (KILINC et. al., 2002).

A imobilizagdo de enzimas em diferentes suportes é uma das técnicas mais
importantes que vem sendo utilizada na aplicacdo de catalise enzimatica para
reacdes sintéticas em solventes organicos. Por razdes praticas e econdmicas, €
muitas vezes vantajoso usar enzimas imobilizadas visto que, com poucas
excecoes, elas sao insoluveis em solventes organicos. A imobilizacdo do
biocatalisador em um suporte, sem prejuizo de sua atividade por um razoavel
periodo de tempo, pode assegurar sua repetida utilizacado ou mesmo possibilitar o
uso em reatores continuos, resultando em economia nos processos industriais.
(KILINC et. al., 2002; NASCIMENTO et. al., 2002a, 2002b; JESUS et. al., 1998).

3.3.1.1. Caracteristicas gerais dos suportes para imobilizacao

A natureza do suporte é muito importante para a eficiéncia da imobilizacéo.
Geralmente materiais hidrofébicos sdo melhores comparados aos suportes
hidrofilicos. A quantidade de enzimas adsorvidas nos suportes hidrofébicos é
maior, e com isso a atividade da enzima €& preservada. Suportes hidrofilicos
tendem a competir com a enzima pela agua que esta disponivel para a reacao.
Quando a enzima e o suporte estdo totalmente hidratados, o suporte hidrofilico
conduz a uma maior concentracao de agua no ambiente da enzima favorecendo
reacdes hidroliticas (VILLENEUVE et. al., 2000).

11
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O suporte para a imobilizagdo pode ser dividido em duas regides, a de

macroporos (> 100 nm) e a de microporos (< 100 nm). Na regido de microporos a

adsorcao é considerada reduzida (VILLENEUVE et. al., 2000). Morfologicamente,

as matrizes para imobilizacdo podem ser classificadas em porosas € ndo porosas.

A Tabela 1, p. 12, compara as vantagens e desvantagens dos suportes,

quanto a porosidade.

Tabela 1. Comparacdo de suportes para a imobilizagdo de biocatalisadores
quanto a porosidade (KILINC et. al., 2002;TAVARES, 1998).

Classificacao Morfoldgica

Vantagens

Desvantagens

Matrizes ndo-porosas

Pequenas limitagdes difucionais

Pequena area de superficie;
Baixo teor em biocatalisadores;
Uso de particulas finas:
-Dificuldade para remover;
-Dificuldade para uso continuo;
-Elevada pressao osmotica;

-Velocidade de fluxo limitada;

Matrizes porosas

Elevada area de superficie;

Elevado teor em
biocatalisadores;

Protecao ao ambiente externo.

Elevada area de superficie
interna;
Elevadas limita¢des difusionais;

Elevada osmébtica

(géis);
Pequena area de superficie util;

presséo

12
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3.3.1.2. Classificacao dos métodos de imobilizacao

A Figura 3, p. 13, pode nos ilustrar com os diversos métodos de
imobilizacdo enzimatica (VILLENEUVE et. al., 2000; PEREIRA et. al., 1985).

Métodos de imobilizacao de enzimas

@ = Emzima
Ligacéo sobre suporte Ligacéo cruzada confinamento
] | I
Ay
- { G E
)
Quitosana (QTS), PVA ou \@,f
QTS/PVA com =
glutaraldeido. Em matriz

microcapsula
Adsorcao fisica: alcool polivinilico (PVA),

galactomana, xantana, quitosana, poli-6xido Organogeis . de QTS com alginato de calcio

de etilene (PEO), poli (acido acrilico) microemuls&o 6leo-agua e gliceraldeido, alginatos ou

(carbopol), nylon 6. (com gelatina, agarose ou k- carragenanas com cloreto
carragenanas como agentes de calcio ou potassio.

Ligacdo covalente: silica, alumina, celulose, gelificantes), aerogéis de

poli(etilenoglicol)(PEG), metoxi silica, gel de agar, PEO,

(polietilenoglicol)-p-nitrofenol carbonato. caseinato de sodio.

Ligacao ionica: resina de trocas i0nicas
(DEAE-sefadex, CM-celulose, Dowex 66,
Duolite 568N).

Figura 3. Principais métodos de imobilizacao de enzimas.
Os métodos sao classificados em trés categorias estabelecidas na tentativa

de combinar o tipo de interacdo responsavel pela imobilizacdo e a natureza do
suporte, sdo eles: (FABER, 1997; VILLENEUVE et. al., 2000)
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* Método de adesdo ao suporte: Consiste na fixagdo do biocatalisador a um
suporte insoluvel em agua, por adsorcao fisica, por ligacao ibnica ou covalente. Os
materiais utilizados como suporte podem ser organicos ou inorganicos sendo que
0s mais comuns sao a silica, alumina, carvao ativado, e varios polissacarideos,
além de polimeros que podem ser naturais, como agar, ou sintéticos, como o poli-
oxido de etileno (PEO).

» Método de ligagdo covalente cruzada: As enzimas com ligagcdes cruzadas sao
macromoléculas insolUveis em agua produzidas pela reacdo de enzimas com
reagentes bifuncionais, sendo o glutaraldeido o mais popular e usado. Os dois
grupos aldeidicos do glutaraldeido formam bases de Schiff com residuos de
aminoacidos livres da enzima formando uma rede de ligagdo cruzada. Este

processo é também conhecido como reticulagao.

+ Método de imobilizacdo por aprisionamento ou oclusdo: Baseia-se
fundamentalmente na retengédo de enzimas no interior de uma matriz polimérica de
modo a impedir a sua liberacdo para o meio, permitindo apenas difusdo do
substrato e produtos. Neste método, nenhuma reacao ocorre sendo um processo
de retencao fisica da enzima. Este procedimento tem a vantagem de que o
biocatalisador ndo é submetido a uma modificacdo estrutural, e € protegido por
substancias de alto peso molecular.

14
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A Figura 4, p. 15, mostra a classificagdo do método de aprisionamento ou ocluséo
de enzimas.

METODO DE APRISIONAMENTO PARA IMOBILIZAGCAO DE ENZIMAS

[
Microencapsulacao

[
Envolvimento em fibra Envolvimento em gel

Monémeros Pré-poliméros Polimeros

Ocluséo por Polimerizagao Ocluséo por formagéao de
rede idnica

Ocluséao por Polimerizacao Oclusao por precipitacao

Alginato Gelatina
Quitosana Carragena
Pectina Agar
Agarose

Poliacrilamida Poliuretano

Figura 4. Tipos de suportes utilizados na imobilizacdo das enzimas por
envolvimento ou oclusao.

15



Capitulo 4

PARTE EXPERIMENTAL



CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO E BIOTECNOLOGICO DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera L.)

Aluisio Marques da Fonseca

4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

As amostras dos frutos da espécie Cocos nucifera foram adquiridas, no
Icarai (Caucaia), no estado do Ceara, Brasil, em Fevereiro, 2007. Os dois tipos
foram autenticados pelo Professor Edson P. Nunes, e as espécimes, cuja
excicata tem numeros #35458 e #35459, respectivamente, estdo depositados
no Herbario Prisco Bezerra (EAC) no Departamento de Biologia, Universidade
Federal do Ceara (UFC).
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4.2. METODOS CROMATOGRAFICOS

4.2.1. Cromatografia Liquida gravitacional em Coluna Aberta (CC)

As cromatografias de adsor¢cdo em coluna foram feitas utilizando gel de
silica 60 da Merck (g um 63-200) Art. 7734. O tamanho das colunas
(comprimento e didmetro) variou de acordo com a quantidade de amostra a ser

submetida a cromatografia e adsorvente empregado.

4.2.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As cromatografias de adsorcdo em camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando-se silica gel 60 (® = 0,004-0,005 mm) codigo 1094 da
marca VETEC, em placas de vidro na dimensdo de 10 x 5 cm com uma das
faces revestida por uma camada de 0,5 mm de espessura. Também foram
utilizadas cromatoplacas de gel de silica 60 (® = 2-25 ym) sobre poliéster T-
6145 da SIGMA CHEMICAL CO, com camada de 250 um de espessura e

dimensodes de 20 x 20 cm.

As revelagcdoes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram
realizadas, através da exposicao destas, a irradiacdo ultravioleta (UV) nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm, emitidos por lampada modelo UVSL-25
da Mineral Ligth e/ou pela borrifagdo com solugao de vanilina (CgHgO3) 5g/100
mL da solugédo de acido perclérico (HCIO4) 0,75 M/100 mL de EtOH (C2HesO),
seguida de aquecimento em estufa (= 150 °C), por aproximadamente

3 minutos, ou ainda pela exposicao a vapores de iodo.
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4.2.3. Cromatografia Liquida em Coluna sob Pressao (Flash)

Para cromatografias de adsor¢cdo em coluna flash utilizou silica gel 60
(0,040 — 0,063 mm; 230 — 400 mesh) da MERCK. O diametro e 0 comprimento
das colunas variaram de acordo com as quantidades de amostras a serem
cromatografadas e adsorventes empregados. Utilizou-se para fazer a eluicao
sob presséo, um sistema adaptado com bomba compressora modelo ST da NS
- Industria de Aparelhos Médicos LTDA.

4.2.4. Cromatografia por Exclusao Molecular (Shephadex)

Foi utilizada na cromatografia por exclusdo molecular gel de dextrana
Shephadex LH-20 da PHARMACIA e metanol como eluente.

4.3. METODOS FiSICOS DE ANALISES

Os dados espectrais deste trabalho foram obtidos nos equipamentos da
Central Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da

Universidade Federal do Ceara.

4.3.1. Ponto de fusao (pf)

Os pontos de fusdo foram obtidos em equipamento de
microdeterminacao digital da METTLER TOLEDO, provido de uma estacao de
aquecimento FP82HT e wuma central de processamento FP90. As
determinacdes foram realizadas a uma velocidade de aquecimento de
2 °C/min.
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4.3.2. Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massas do 6leo essencial, ésteres metilicos e produtos
de biocatalise foram obtidos no espectrémetro de massa Hewlett-Packard,
modelo HP-5971 A, acoplado a cromatdgrafo gas-liquido, modelo HP-5890 A,
série Il (CGL/EM), provido de coluna capilar de metil-fenil silicone (25,0 m x
0,20 mm x 0,25 um) utilizando hélio a 1,0 mL/min como gés carreador no modo
split, operando com gradientes de temperatura que variavam dependendo da
natureza quimica dos compostos analisados. Para os compostos de baixa
Massa Molecular utilizou-se um gradiente de 10°C/min (40-180°C) e de
40°C/min (180°300°C) e para os de Massa Molecular mais elevada um
gradiente de 10°C/min (100-180°C) e de 40°C/min (180-300°C), com a
temperatura de injetor de 250°C e detector de 280°C.

4.3.2.1. Cromatografia Gasosa acoplada a Detector de lonizacao de
Chama (CG-DIC)

A determinacado dos excessos enantioméricos (ee) foi obtida com um
cromatografo gasoso da THERMO ELECTRON modelo Trace GC Ultra
equipado com uma coluna capilar quiral da Varian Chirasil-Dex CB (B-
ciclodextrina, 25,0 m x 0,25 mm x 0,25 um), utilizando hélio como gas
carreador com fluxo de 1,0 mL/min no modo split. Foram utilizados dois
programas de temperatura: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min (130-160°C). A
temperatura do injetor e detector foi 220°C.
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4.3.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de Préton (RMN 'H) e
carbono-13 (RMN '3C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro
Bruker, modelos DRX-300 e DPX-500, operando na freqiéncia de 300 e 500

MHz para préton e para carbono-13 75 e 125 MHz, respectivamente.

Os solventes deuterados utilizados na dissolucdo das amostras e
obtencdo dos espectros foram: cloroférmio (CDClI3), acetona [(CD3).CO],
metanol (CD3OD), e piridina (CsDsN). As multiplicidades das absorgées foram
indicadas segundo a convengéao: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t
(tripleto), ddd (duplo dubleto dubleto) hep (hepteto) e m (multipleto).

O padrao de hidrogenacédo dos carbonos em RMN '3C foi determinado
através da utilizacdo da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer), com éangulo de nutacdo de 135° CH e CHj; com
amplitude em oposicdo ao CH,. Os carbonos nao-hidrogenados foram
caracterizados pela subtracdo dos sinais do espectro BB (Broad Band) e DEPT
e segundo convencdo, a terminologia metilico, metilénico e metinico, foi

aplicada para os grupos CHs, CH, e CH, respectivamente.
4.3.4. Espectroscopia na regiao do infravermelho (1V)

O aparelho utilizado para a obtengdo dos espectros de absor¢do na
regido do infravermelho, foi o espectrémetro Perkin-Elmer, modelo 1000-FT. Os

espectros foram feitos em pastilhas de brometo de potassio (KBr) e na forma
de filmes em pastilhas de NaCl.
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4.3.5. Rotacao optica (a)

A determinacdo da rotagdo optica foi realizada em um Polarimetro 341
da Perkin-Elmer, a temperatura de 25°C, usando a concentracdo de 1 mg da

amostra para 2 mL de solvente.
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4.4. CONSTITUINTES ENCONTRADOS NA AGUA-DE-COCO POR
HIDRODESTILAGAO E EXTRAGAO COM SOLVENTE ORGANICO

4.4.1. Extracdo do Oleo Essencial da agua de Cocos nucifera por
hidrodestilacao

Os 6leos essenciais da agua-de-coco do tipo verde e amarelo de cocos
nucifera, foram extraidos pelo processo de hidrodestilagcdo, em aparelho
doseador do tipo Clevenger, Figura 5 (p. 22).

- Manta aquecedora

- Baldo de funde redende
- Doseader

- Coletor

- Condensador de refluxo

ABwNa

Figura 5. Aparelho usado para extragao do 6leo essencial por hidrodestilagao.
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Cerca de 2L de agua-de-coco fresca do tipo verde foi colocado em baldo
de destilagdo de 5 L. O sistema foi aquecido por 3 horas, em aparelho
doseador tipo Cleavenger modificado por Gottlieb (GOTTLIEB E MAGALHAES,
1960). O 6leo obtido foi seco com sulfato de sédio anidro (Na>SQOy), filtrado e
pesado, obtendo uma massa de 32 mg com um rendimento de 0,05%. O
mesmo procedimento foi realizado com agua-de-coco do tipo amarela obtendo
uma massa de 6leo de 45 mg com rendimento de 0,02%. O éleo obtido de
ambos os tipos foi armazenado em fracos de vidro, selados e mantidos sob
refrigeracdo para posteriores analises e testes. Estes procedimentos estéo
esquematizados no Fluxograma 1 (p. 25), com todas as etapas.

A analise da composicdo quimica dos Oleos foi realizada em
cromatdgrafo gas-liquido, acoplado a espectrometro de massas. A identificagéo
foi feita por pesquisa em banco de espectros de padrbes e também por
comparagcao com espectros da literatura (ALENCAR et al, 1990; ADAMS,
2001). Os cromatogramas, o0s espectros de massas e 0s constituintes de cada
6leo estédo descritos nos Resultados e discussoes no capitulo 5, nas Figuras
6a/6b (Cromatogramas, p. 39), Tabela 5 (p. 42), espectro de massas dos
constituintes (Fig. 8-33, p. 44-52). As condicbes dos equipamentos estdo
descritos no item 4.3.2 (p. 20).
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4.4.2. Extracao dos constituintes apolares da agua de Cocos nucifera por

solvente organico

Os volateis da agua-de-coco do tipo verde e do tipo amarelo de Cocos

nucifera, foram extraidos por solvente organico usando éter de petréleo.

Adicionou-se a um baldo de 5 L, 2L de agua-de-coco fresca do
tipo verde e em outro baldo do tipo amarelo. Ambas as aguas foram extraidas
com porgdes de éter de petrdleo (4x250mL). Apds a separacao das duas fases,
a fase organica foi filtrada, concentrada sob vacuo e seca com sulfato de sédio
anidro (NaxSQ,) fornecendo 260 mg para o tipo verde e 300 mg para o tipo
amarelo. Esses materiais foram ainda submetidos a cromatografia de adsorgéao
com silica gel, utilizando também éter de petréleo como solvente.
Posteriormente, as quantidades obtidas foram 30 mg e 56 mg para os tipos
verde e amarelo, respectivamente. Esses materiais fornecidos foram
armazenados em fracos de vidro, vedados e mantidos refrigerados para
posteriores andlises em CG-EM e testes antioxidantes e os cromatogramas,
espectros de massas e 0s constituintes de cada éleo estdo descritos nos
Resultados e discussdes no capitulo 5, nas Figuras 7a/7b
(Cromatogramas, p. 41), Tabela 5 (p. 42), espectro de massas dos
constituintes (Fig. 8-33, p. 44-52). As condi¢cdes dos equipamentos estdo
descritos no item 4.3.2 (Pag. 20).

Estes procedimentos estdo esquematizados no Fluxograma 2 (p. 26),
com todas as etapas.
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Fluxograma 1: Parte experimental para obtencdo dos volateis de Cocos
nucifera

Coleta
Separacao

Hidrodestilacao

Extracao com

1 Hidrodestilacao l
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Verde Amarelo
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Fluxograma 2: Parte experimental para obtencdo dos volateis de Cocos
nucifera
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4.5. METODOLOGIA DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

4.5.1. Atividade Antioxidante dos volateis obtidos de Cocos nucifera por
hidrodestilacao e extracdo com solvente organico usando éter de
petroleo: Método de Sequiestro do Radical DPPH

A metodologia utilizada no teste de atividade antioxidante € o de
sequestro de radicais livres, semelhantes a descrita por HEGAZI ¢ HADY
(2003) e adaptada por (BANDEIRA et. al. 2006; BURITS et. al., 2000). Onde o
radical utilizado foi DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) na concentracdo de 60
mM. Numa cubeta de 3 mL foi colocado 1000 yL de DPPH e em seguida
adicionou 1000 pL de EtOH, para assim realizar a leitura pelo UV, cuja
comprimento de onda utilizado foi de 520 nm, obtendo a leitura da absorbancia
“X”.

Foram preparadas quatro concentra¢des de cada amostra (1,0; 0,5; 0,25
e 0,125 pg / yL), onde foram colocadas 1000 yL das amostras e adicionado
1000 uL do DPPH na cubeta e levadas para o UV, para realizar a leitura “Y”. O
declinio da concentracdo é registrado como declinio na absorbancia em Amax
520 nm por um periodo de 30 minutos. A absorbancia foi entdo medida a 520
nm usando um espectrofotdmetro e a inibicdo de DPPH radical livre em
porcentagem (1%) foi calculada usando a férmula abaixo; onde Apank € O
absorbancia da reagao de controle (contendo todos os reagente com excegao
0os compostos a serem testados), e Asample € @ absorbancia da composto
testado. A concentragdo dos compostos demonstraram 50% inibi¢do (ICso)
onde foram calculados por plotagem de porcentagem de inibicdo contra
concentracdo de amostra. Os testes foram feitos em triplicata (TEPE et. al.,
2005). As amostras 1, 1' (hidrodestilagdo e extragdo com solvente do tipo
verde, respectivamente), 2, 2' (hidrodestilagdo e extragdo com solvente do tipo
amarelo, respectivamente) foram dissolvidas com DPPH em etanol. Trolox e
BHT foram usados como amostras de controle positivos.

|%=[1—M]-1oo

blank
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Os resultados estdo sumarizados na Tabela 6, p. 43.

Os procedimentos experimentais utilizados para desenvolver as
atividades realizadas com os 6leos essenciais da agua-de-coco (Cocos
nucifera) estdo resumidos no Fluxogramas 1 e 2 (p. 25-26).
4.5.1.1. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos com significancia + S.E.M. One-Way

andlise de variancia (ANOVA). No ensaio de atividade antioxidante, o teste
one-way ANOVA foi usado através do teste de Tukey (P <0.001).
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4.6. OBTENCAO DOS CONSTITUINTES FIXOS DA ALBUMEN SOLIDO
FRESCO (CARNE MACIA) DO COCO (Cocos nucifera L) DO TIPO VERDE E
AMARELO EM TRES FASES DE MATURIDADE (VERDE, MADURO E
SECO)

4.6.1. Extracao do 6leo fixo no Albumen do coco sdlido (fruto) nas trés
fases de maturidade por solvente organico

Os oleos fixos do albumen de coco do tipo verde e amarelo de cocos
nucifera, das trés fases de maturidade (verde, maduro e seco) foram extraidos

por solvente organico usando hexano.
4.6.2. Obtencao do Material

Os albumens dos cocos em trés diferentes fases de maturacao: verde,
maduro, e seco dos tipos verde e do tipo amarelo foram obtidos em mercado
onde foram removidos e depois adicionou-se hexano como solvente organico

para a obtencdo de extrato (Fluxograma 3, p. 32).

4.6.3. Extracao do dleo fixo no Albumen de coco sélido nas trés fases de
maturidade

O albumen (200,0 g) em cada fase: verde (1), maduro (2), e seco (3) das
duas espécies: verde (G) e amarelo (Y), foram extraidos com hexano (250mL)
por dois dias, que apos evaporagdo sob vacuo foram fornecidos um total de
seis extratos onde seus respectivos pesos em (g) e rendimentos em (%) estao
presentes na Tabela 2 (p. 30).
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Tabela 2. Rendimento do material (g) e (%) apo6s extracdo com hexano.

maturidade
Tipos verde maduro seco
- % Y% %
1 2 3

Alblmen do

2,0 1,0 3,9 2,0 7,0 2,2
coco verde
Alblmen do

0,8 0,4 2,7 1,4 5,0 1,6

coco amarelo

4.6.4. Saponificacao/Metilacao do extrato hexanico

De cada extrato de hexanico obtido, foi submetido ao processo de
saponificagdo seguindo a seguinte metodologia: 2,0 g (1G, 2G, 3G, 1Y, 2Y, e
3Y), separadamente, foi colocado em baldo, juntamente com quantias iguais de
NaOH em 15,0 mL e MeOH. A mistura reacional foi mantida por duas horas
sob refluxo. ApGs este periodo evaporou-se em rotaevaporador e o produto
reacional foi acidificado com HCI (50%) até obter pH 5. A solugdo aquosa
acidificada foi entdao extraida com trés porcdées de 20 mL de cloroférmio
(3x20mL com CHCI3). A fase organica foi seca com Na,SO4 anidro e
evaporado a vacuo. Os rendimentos obtidos estdo apresentados em (g) na
Tabela 3 (p. 30).

Tabela 3. Rendimento dos saponificaveis (g) apos reacao de saponificagao

maturidade
tipo verde maduro seco
1 2 3
verde G 2,4 4,3 5,2
amarelo Y 2,1 3,8 54

30



CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO E BIOTECNOLOGICO DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera L.)

Aluisio Marques da Fonseca

4.6.5. Obtencao dos ésteres metilicos.

Cerca de 1,0g do material nas trés fases (S1G, S1Y, S2G, S2Y, S3G, e
S3Y) do saponificavel foram adicionados separadamente cada, em balédo e a
este material adicionou-se 2mL de HCI concentrado e 10 mL de metanol

(MeOH). A mistura reacional foi submetida a refluxo por 1,5h.

Apés este periodo concentrou-se o metanol sob vacuo e o produto
reacional foi extraido com trés por¢des de cloroférmio (3x10mL com CHCl3), e
secado com NaSO4 anidro e novamente evaporado sob vacuo. O material
fornecido foi cromatografado em gel de silica, usando a mistura binaria
hexano:cloroférmio (9:1) como eluente, onde se obteve de ésteres metilicos
através de monitoramento em CCD (cromatografia em camada delgada). O
material foi entdo seco para se obter o metilado, onde os resultados em (g)
estdo em Tabela 4, p. 31. Os éteres metilicos foram analisados por CG/EM
além de comparagdo subsequente com dados da literatura (ADAMS 2001;
STENHAGEN et. al., 1974). As condi¢des dos equipamentos estao descritos no
item 4.3.2 (p. 20) e os espectros de massas dos constituintes estdo presentes
nas Figuras 34-49, p. 56-61.

Todos o0s processos para a obtencdo dos ésteres metilicos estéo
esquematizados no Fluxograma 3 (p. 32).

Tabela 4. Rendimento da reagdo (mg) de metilagao.

maturidade
tipo verde maduro seco
1 2 3
verde G 268 302 400
amarelo Y 197 294 378
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Fluxograma 3: Parte experimental para obtencao dos éteres metilicos do
albumen de Cocos nucifera

extracdo com hexano

maduro
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4.7. Bioreducdo dos compostos 1-17, 22, hidrolise de 19-22, e
dimerizacao do 18.

4.7.1. Extracao e isolamento de1’-22

A &agua-de-coco de Cocos nucifera foi filtrada (papel de filtro:
WHATMAN, 47 mm) para a eliminagdo de residuos. Em experiéncias
separadas, substratos 1-22 (200 mg) foram acrescentados a agua-de-coco
fresca (300 mL). As misturas foram incubadas em um shaker (160 rpm) a
temperatura ambiente durante 72 horas, e o processo de reagao foi monitorado
por CCD. Cada suspensao individual foi filtrada, e o residuo foi lavado com
agua. As solugbes aquosas foram entdo extraidas com AcOEt (3 x 100 mL), e
as fases orgéanicas foram secas com Na,SO,4 anidro e evaporadas sob vacuo.
Os residuos foram filtrados em uma coluna de gel de silica curta, usando
AcOEt:Hexano (2:8) como eluente, dispondo entdo os produtos reduzidos, com
os rendimentos: 1' (133 mg), 2' (120 mg), 3' (171 mg), 4' (101 mg), 5' (99 mg),
6'a (87 mq), 6'b (41 mq), 7'a (107 mg), 7'b (21 mg), 8' (64 mg), 9' (95 mg), 10’
(142 mg), 11' (134 mg), 12' (80 mg), 13' (61 mg), 14' (59 mq), 15' (117 mg),
16'a (58 mg), 16'b (32.40 mg), 17' (103 mg), 18' (127 mg), 19' (100 mg), 20'
(81 mg), e 22' (152 mg). O residuo do substrato 21 foi submetido a uma
cromatografia de coluna em Sephadex LH-20 usando MeOH como eluente
originando 15 fragées que depois de analise de CCD, com o rendimento de
21'a (79 mg) e 21'b (43 mg), respectivamente. Os rendimentos de todas as
reacOes foram quantificados por GC-MS, e sdo mostrados na Tabela 8 (p. 67)
e Esquemas 1 e 2 (p. 69-70).
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4.7.2. Experimentos dos Dados espectroscopicos

Os produtos foram analisados em comparacdo por CG-EM e dados
espectrais de RMN H' com valores da literatura (POUCHERT, 1981;
POUCHERT e BEHNKE, 1993; LEE et. al., 1996), presentes nas Tabelas 8-9
(p. 67-68). S-(-)1-fenil-etanol 1', S-(-)3-metoxi-fenil-etanol 2', alcool benzilico 3,
alcool 3-metoxibenzilico 4', alcool 4-metoxi-benzilico 5', alcool vanilico 6'a,
metil vanil éter 6'b, alcool cinamico 7'a, alcool 3-fenilpropilico 7'b, alcool 2-
metil-3-fenil alilico 8', alcool furfurilico 9', geraniol 10", S-(+)-butan-2-ol acetilado
11'acil, 4cido butirico 12', butirato de 3-S-(+)-hidroxi-etila 13', S-(-)-carveol 14,
R-(+)-pulegol 15', ciclohexanol 16'a, ciclohexanona-2,3-butileno cetal 16'b,
ciclopentanol 17', diazeno difenil-1-6xido 18', anilina 19', 4-hidroxi-anilina 20', 4-
nitro-anilina 21'a, 4-amino-acetanilida 21'b, e &cido benzdico 22' foram
caracterizados completamente de acordo com seus dados espectrais.
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4.8. Analise da quinina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia -
CLAE

4.8.1 Preparacao da curva padrao da quinina

Para a determinacdo da curva de calibracdo da quinina, foi preparada
uma solucao estoque metandlica do padrdo quinina na concentragdo de 250
ppm. A partir desta solugdo estoque foram preparadas solugcbes nas
concentragdes de 50, 40, 30, 20 e 10 ppm.

4.8.2 Analise das amostras

A andlise foi feita na Universidade Federal do Ceara (UFC) no
Laboratério de Biotransformacdo de Produtos Naturais pela técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) num aparelho da SHIMADZU.

Condigbes programadas no aparelho:

1. Coluna: O0G-4252-EO LUNA C-18 250 X 4,60mm e 5u de diametro

2. Fase mével: Metanol:Acetonitrila (9:1)

3. Detector: UV

4. Comprimento de Onda : 254 nm

5. Fluxo: TmL/min

6. Loop: 20uL

7. Tempo de corrida: 15 minutos

Foram injetadas nestas mesmas condigcbes a curva de calibracdo da
quinina, j& a mistura reacional da quinina benzilada e acetilada com o fluxo de
1mL/min. Os resultados obtidos foram analisados no programa Origin 7.0, onde
foi feita uma regresséo linear area x concentragdo com os dados da curva de
calibracdo e encontrada a equacao da reta para avaliar a concentragdo da
quinina nas demais amostras. As curvas estao presentes nos Graficos 1 e 2
(p- 157-158).
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4.8.3. Determinacao do Teor de Proteinas da agua-de-coco

O processo de determinacao de proteina utilizado foi a metodologia de
Lowry modificada por Hartree (HARTREE, 1972).

Método de Lowry
Para a realizagdo da determinagcdo de proteinas na agua-de-coco,
segundo Hartree foi necessario o preparo dos seguintes reagentes:

- Solugéo A: 50,0 g de Na,COg dissolvido em 250,0 mL de NaOH 1,0 M,
seguida da adigéo de 1,0 g de tartarato duplo de sédio e potassio e dissolugao
em 500,0 mL de agua destilada.

- Solugdo B: 1,0 g de tartarato duplo de sédio e potassio e 0,5 g de
CuS04.5H,0 dissolvido em 45,0 mL de agua, seguido da adi¢do de 5,0 mL de
NaOH 1,0 M.

- Solugéo C: 0,5 mL do reagente de Folin-Cicateau (molibdato, tungstato
e acido fosférico) 2,0 M diluido em 7,5 mL de agua. Esta solugdo deve ser

preparada diariamente e sua concentracao deve estar entre 0,15 e 0,18 M.

O procedimento ocorreu da seguinte maneira: 0,1 mL da agua-de-coco
foi diluida para 50 mL utilizando agua destilada. A 1,0 mL desta solugéao
amostra foi adicionada 0,9 mL do reagente A, seguido do aquecimento a 50°C
por 10 minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente, foi adicionado 0,1
mL do reagente B e deixado a temperatura ambiente por 10 minutos. Entao,
adiciona-se 3,0 mL do reagente C seguida de agitacdo, que logo apos é posto
outra vez em “banho Maria” a 50°C por mais 10 minutos, refria-se a
temperatura ambiente e realiza-se a leitura em 650 nm. Uma curva de
calibracdo com soro albumina bovina (BSA) como padrdo foi utilizada nas
medidas.

O procedimento foi realizado em triplicata, tendo como controle em

branco, um tubo de ensaio contendo apenas agua destilada. Como resultado
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detectou-se a presencga de 1,2% de proteinas presentes na agua-de-coco, que
esta de acordo com a literatura (DUARTE, et al. 2002).

4.8.4. Imobilizacao das Enzimas da agua-de-coco

Para o processo de imobilizacdo das enzimas da agua-de-coco, foi
adotado o procedimento adaptado da metodologia de Kalogeris (KALOGERIS
et al., 2006). Foram utilizados a 300,0 mL da agua 3,0 g de alginato de sdédio,
que por sua vez foi submetido a processo de agitacdo constante a temperatura
ambiente por 2 horas até a completa miscibilidade dos materiais.

A solucéo resultante foi entdo adicionada em 400,0 mL de solu¢do de
CaCl; 5 %, utilizando uma seringa. Apés o fim do gotejamento da mistura caldo
de agua-de-coco/alginato, esta foi deixada em repouso a temperatura ambiente
por 20 horas.

Ao fim deste periodo, a solugcdo contendo as esferas foi submetida a
filtracdo, e obtiveram-se entdo as enzimas imobilizadas, conforme mostra a
Figura 109 (p. 138). Apds filtracbes, seguiu-se o processo de lavagem das
esferas com 4&gua destilada. Terminadas as lavagens as esferas foram
deixadas a secura a temperatura de 32°C por dois dias, e apresentaram o
aspecto conforme mostra a Figura 110 (p. 139). Ao fim do processo as

enzimas imobilizadas foram pesadas e apresentaram um total de 5,0 g.

As enzimas imobilizadas da agua-de-coco do Ceara (EIACC), também
foi fotografada por Microscopia de Varredura Eletronica (MEV) utilizando
metalizagdo em ouro, para determinagdo do didmetro de suas particulas. A
morfologia da amostra foi analisada por aumentos de 65X (Fig. 111, p. 139),
200X (Fig. 112, p. 140) e 250X (Fig. 113, p. 140) e o diametro das particulas
estimado em 756 pm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Analise e identificacao dos constituintes dos 6leos essenciais

Os constituintes volateis da dgua-de-coco do tipo verde e amarelo foram
analisados por CG-EM (cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria
de massas) onde as condicdes dos equipamentos estdo descritos no item
4.3.2 (p- 20) e a identificagdo foi realizada por pesquisas em biblioteca de
padrbées, comparacao dos indices de Kovats e por comparacao de espectros
de massas registrados na literatura (Adams, 2001). Os percentuais de cada
constituinte além do indice de Kovats experimental estdo relacionados na
Tabela 5, p. 42.

Os cromatogramas de CG-FID obtidos dos 6leos essenciais da agua-de-
coco do tipo verde e amarelo estdo mostrados, respectivamente, nas Figuras
6a/6b, p. 39 e os espectros de massas dos constituintes identificadas nos dois
tipos de coco sdo mostrados
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Figura 6. Cromatograma CG-FID padrdao da agua-de-coco do tipo verde (6a) e

do tipo amarelo (6b) pelo processo de hidrodestilacéo.
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5.2. Analise e identificacao dos constituintes dos volateis

Os constituintes volateis da agua-de-coco do tipo verde e do tipo
amarelo por extracdo de solvente organico foram analisados por CG-EM
(cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de massas) e CG-FID e a
identificacao realizada por pesquisas em biblioteca de padrdes, comparacao
dos indices de Kovats e por comparagcao de espectros de massas registrados
na literatura (Adams, 2001). As condicbes dos equipamentos estdo descritos
no item 4.3.2, p. 20. Os percentuais de cada constituinte além do indice de
Kovats experimental estao relacionados na Tabela 5, p. 42. Os cromatogramas
de CG-FID obtidos dos 6leos essenciais da agua-de-coco do tipo verde e

amarelo estdo mostrados, respectivamente, nas Figuras 7a/7b, p. 41.
Os espectros de massa dos constituintes identificados nos dois tipos de

coco, pelos dois métodos de extracdo sdo mostrados nas Figuras 8-33, p. 44-
52.
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Tabela 5. Constituintes obtidos por hidrodestilagdo na Amostra 1 (agua-de-coco do tipo verde) e Amostra 2 (agua-de-coco do tipo
amarelo). Constituintes obtidos pelo processo de extragdo com solvente organico usando éter de petrdleo na amostra 1’ (agua-de-
coco do tipo verde) e amostra 2’ (dgua-de-coco do tipo amarelo).

Compostos ™ Amostra1  Amostra 20/ Amostra 1° Amostra 2’ IR Identificagao
o
etanoato n-propila 3,05 15,3 53,5 16,7 750 IR, EM, Lit
metanoato de 1-metilpropila 3,18 4.1 752 IR, EM, Lit
3-hidroxi-butan-2-ona 3,24 4,5 6,2 753 IR, EM, Lit
2-hidroxipropanoato de metila 3,30 0,9 754 IR, EM, Lit
4-metil-pentan-2-ona 3,65 12,0 29,0 759 IR, EM, Lit
2-hidroxipropanoato de etila 4,00 0,7 764 IR, EM, Lit
butano-1,3-diol 4,02 1,7 67,7 765 IR, EM, Lit
butano-1,2-diol 4,04 3,1 3,0 766 IR, EM, Lit
butano-2,3-diol 413 3,2 3,6 767 IR, EM, Lit
carbonato de etila 417 2,1 768 IR, EM, Lit
hexan-2-ol 4,67 1,0 774 IR, EM, Lit
etanoato de n-butila 4,83 2,0 776 IR, EM, Lit
furfural 518 14,5 0,8 781 IR, EM, Lit
4-hidroxi-4-metilpentan-2-ona 5,41 30,5 784 IR, EM, Lit
2-hidroxi-2-metilpentano 6,73 3,2 803 IR, EM, Lit
acetate de p-ment-8-en-1-ol 11,60 1,4 873 IR, EM, Lit
fenil acetaldeido 11,87 0,9 877 IR, EM, Lit
acetate de 4-metoxibenzila 25,21 53 1069 IR, EM, Lit
7,9-di-ter-butil-oxaspiro[4.5]deca-6,9-dien-2,8-diona 36,79 45 1235 IR, EM, Lit
6,9,12-octadecatrienoato de metila 37,21 42 1241 IR, EM, Lit
acido n-hexadecandéico (acido palmitico) 37,46 18,4 1244 IR, EM, Lit
3,6-dioxano-1,8-diol 38,64 5,0 1262 IR, EM, Lit
3-mercapto-decano 39,47 46,2 1274 IR, EM, Lit
acido 9-octadecendico (acido oleico) 39,66 53 1276 IR, EM, Lit
9-octadecen-1-ol 41,58 6,1 1300 IR, EM, Lit
adipato de dioctila 41,62 11,2 1304 IR, EM, Lit

TR: tempo de retencdo; Amostra 1 e 2: constituintes identificados por processo de hidrodestilagdo; Amostra 1’ e 2’: constituintes
identificados por processo de extracdo de solvente organico; IR: indice de retencdo em coluna DB-5; EM: espectro de massa; Lit:
literatura. Amostra 1e 1’: da agua-de-coco do tipo verde; Amostra 2 e 2’: da agua-de-coco do tipo amarelo;
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5.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A utilizacdo de agua-de-coco como bebida despertou também o
interesse em realizar a atividade antioxidante pelo método de seqliestro do
radical DPPH, usando como padréo positivo antioxidante as substancias Trolox
e BHT (HEGAZY et. al., 2003). A metodologia utilizada foi descrita na parte
experimental (ltem 4.5.1, p. 27) e os resultados estdo na Tabela 6, p. 43, a

sequir.

Tabela 6. O atividade do sequestro de radical livre DPPH dos constituintes
obtidos por hidrodestilagdo (amostras 1 e 2), e por processo de extracao
usando éter de petréleo (amostras 1’e 2’) da agua-de-coco do tipo verde e

amarelo.

Concentracao (ug/uL)

Amostras 1,0 0,5 0,25 0,125

abs Yo abs % abs Y% abs %  1Cso(pg/pL)

Controle  0,2380 00,0 0,2380 00,0 0,2380 00,0 0,2380 00,0 0,0
1 0,0490 79,4 0,0557 76,6 0,0838 64,8 0,1399 412 0,19
2 0,0393 83,5 0,0490 79,4 00781 67,2 10,1607 325 0,24
10,1630 31,5 0,1780 252 0,1990 16,4 02300 3,4 >1,0
20,1550 34,9 0,1690 29,0 0,1780 27,7 0,1930 18,9  >1,0

Trolox  0,0336 85,9 00583 755 00616 74,1 00928 610 0,063

BHT 0,0450 81,1 0,1085 54,4 0,1126 52,7 0,1345 43,5 0,17

Amostras 1 e 2: Constituintes obtidos por hidrodestilacdo; Amostras 1’ e 2’:
Extracdo usando éter de petroleo.
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Figura 33. Espectro de massa do Adipato de dioctila

5.4. Resultados discussoes sobre os dois processos de extracao e
atividade antioxidante

As amostras dos 6leos da agua-de-coco do tipo verde e amarelo de
Cocos nucifera obtidos pelo processo de hidrodestilagdo apresentaram pouca
similaridade, sendo os constituintes majoritarios do tipo verde foram o hexan-2-
ol (14,5%) e o 4-hidroxi-4-metilpentan-2-ona (30,5%), enquanto que no tipo
amarelo, o constituinte majoritario foi caracterizado pelo 3-mercapto-decano
(46,2%).

Anadlise dos constituintes pelo processo de extragdo com solvente
mostrou como constituintes majoritarios no coco tipo verde os constituintes
etanoato de n-propila (53,5%) e 4-metil-pentan-2-ona (29%), enquanto para
coco tipo amarelo foi o butan-1,3-diol (67,7%) e etanoato de n-propila (16,7%).
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Os o6leos essenciais obtidos pelo processo de hidrodestilagcdo dos dois
tipos de agua-de-coco, verde (amostra 1), e amarelo (amostra 2), mostraram
composicdes quimicas diferentes. O 6leo essencial da agua do coco do tipo
verde foi caracterizado por uma quantidade elevada das cetonas (42,5%),
ésteres (29,9%), seguido por aldeidos (14,5%) e alcoois (3,2%), representando
90,1% do total. Os componentes principais foram identificados como a cetona,
4-hidroxi-4-metilpentan-2-ona (30,5%), e o0 etanoato de n-propila (15,3%). A
analise do 6leo essencial da agua-de-coco do tipo amarelo foi caracterizada
pela presenca dos tidis (46,2%), dos acidos carboxilicos (23,7%), alcoois
(12,1%), ésteres (10,4%), das lactonas (4,5%), e de aldeidos (1,7%),
representando 98,6% do total. Os componentes principais do 6leo essencial
para esta amostra foi o 3-mercapto-decano (46,2%) seguido pelo &cido n-
hexadecanoico (18,4%). Os compostos da agua-de-coco dos dois tipos foram
analisados para as amostras obtidas pela extracdo usando o éter de petroleo
como o solvente. Oito compostos foram identificados na amostra 1’ do tipo
verde, caracterizada por ésteres (58,3%), cetonas (33,5%), e didis (8,0%),
representando 99,8% do total. Para a espécime do tipo amarelo, cinco
componentes foram identificados caracterizados por dibdis (74,3%), ésteres
(16,7%), e as cetonas (6,2%), representando 97,2% do total. Todos os cinco
componentes identificados na amostra 2' do tipo amarelo estdo na composicao
do tipo verde, amostra 1', mas em concentracdes diferentes. Para o tipo verde,
0s componentes principais foram o etanoato de n-propila (53,5%) e o etanoato
de 4-metila (29,0%), visto que para o tipo amarelo, 0s componentes principais
foram o butano-1,3-diol (67,7%), e o etanoato n-propila (16,7%). O butano-1,3-
diol identificado em ambas as amostras (amostra 1' e amostra 2') € um sinton
quiral importante para varios compostos opticamente ativos, tais como os
derivados da azetidinona que conduzem aos antibiéticos peneno e ao
carbapeneno (MATSUYAMA et al, 2001). O éster etanoato de n-propila
aparece na amostra 1 (15,3%) (processo do hidrodestilacdo) e na amostra 1'
(53,5%, extrato de éter do petréleo), e a cetona 4-metil-pentan-2-ona estava
tanto na amostra 1 (12%) como na amostra 1' (29%). Além, pelo processo do
hidrodestilagdo, o furfural estava em ambos os tipos (verde e amarelo) na
porcentagem de 14,5% e de 0,8%, respectivamente.
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As amostras obtidas pelo processo de hidrodestilagdo do coco do tipo
verde e do tipo amarelo apresentam significativa atividade pelo método do
sequestro de radicais. Pelo processo de hidrodestilagdo o coco tipo verde
apresentou 79,4% de inibicdo na concentragcdao de 1,0 ug/uL e 64,8% na
concentracdo de 0,125 pg/uL. Enquanto que o coco do tipo amarelo
apresentou inibicdo de 83,5% na concentragcdao de 1,0 ug/uL e 32,5% na
concentracao de 0,125 pg/pL. Para as concentracdes obtidas pelo processo de
extracdo com solvente apresentaram uma fraca atividade de sequestro de
radicais, com 16,4% na concentracdo de 1,0 pg/uL para o coco do tipo verde e

27,7% de inibicdo na concentragao de 1,0 pyg/uL para o coco do tipo amarelo.

As diferengas observadas nos dois processos sao significativos e podem
ser justificados pelas diferencas de composigao quimica.

5.5. Analise e identificacao dos constituintes dos 6leos fixos

Os constituintes fixos da carne do coco do tipo verde e amarelo foram
analisados por CG-EM (cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria
de massas) onde as condicdes dos equipamentos estdo descritos no item
4.3.2 (p. 20) e a identificacdo realizada por pesquisas em biblioteca de
padrées, comparacao dos indices de Kovats e por comparacao de espectros

de massas registrados na literatura (Adams, 2001).

Apo6s serem realizadas reacao de saponificacdo seguida de metilacao.
Os percentuais de cada constituinte além do indice de Kovats experimental
estdo relacionados na Tabela 7, p. 55. Os espectros de massa de cada
constituinte estao presentes nas Figuras 34-49, p. 56-61.
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Tabela 7. Constituintes encontrados nos ésteres metilicos do extrato hexanico do oleo fixo do coco do tipo verde e amarelo em trés fases de

maturagao.

verde maduro seco L
compostos TR Identificacao

verde amarelo  verde amarelo  verde amarelo

hexanoato de metila (caproato de metila) 3,10 0,90 0,24 IR, EM, Lit
octanoato de metila (caprilato de metila) 6,25 2,10 1,20 1,98 4,51 IR, EM, Lit
tridecano 10,40 5,96 8,41 0,18 0,10 IR, EM, Lit
decanoato de metila (caprinato de metila) 10,96 3,87 2,42 7,54 4,64 IR, EM, Lit
2,6,11-trimetildodecano 12,34 4,20 IR, EM, Lit
isotetradecano 12,91 15,20 20,64 IR, EM, Lit
2,8-dimetilundecano 14,47 8,73 11,51 IR, EM, Lit
isohexadecano 15,40 14,37 18,15 IR, EM, Lit
dodecanoato de metila (laurato de metila) 16,13 38,27 30,21 57,80 40,49 IR, EM, Lit
tiodipropionato de dimiristila 20,12 3,95 IR, EM, Lit
n-heneicosano 20,13 6,28 IR, EM, Lit
Tetradecanoato de metila (miristato de metila) 20,73 19,37 12,34 17,55 21,06 IR, EM, Lit
n-eicosano 23,64 2,33 IR, EM, Lit
hexadecanoato de metila (palmitato de metila) 24,05 19,23 3,68 12,38 9,00 7,85 11,57 IR, EM, Lit
9,12-octadecadienoato de metila (linoato de metila) 26,13 7,27 4,08 1,07 1,86 IR, EM, Lit
9-octadecenoato de metila (elaidato de metila) 26,23 11,55 16,37 7,90 4,90 8,44 IR, EM, Lit
ocadecanoato de metila (estereato de metila) 26,50 2,97 3,12 2,36 5,30 IR, EM, Lit
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Figura 35. Espectro de massa do octanoato de metila

100 B 5

" P N N S N

71

ol

9% 112
C 12 127 141 185

Ll i st

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
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Figura 41. Espectro de massa do isohexadecano

100 —
(0]
| M
o/
)
4
143
7 Lo .. 129 171183
T B L S
| T LA B AL DAL A | LA A I LA | B B B A A BN I B I | LML LA 1 LA
470 510 550 590 630

30 70 110 150 190 230 270 310 350 390 430

Figura 42. Espectro de massa do dodecanoato de metila
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Figura 43. Espectro de massa do tiodipropionato de dimiristila
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Figura 45. Espectro de massa do tetradecanoato de metila
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Figura 47. Espectro de massa do hexadecanoato de metila
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Figura 48. Espectro de massa do 9,12-octadecadienoato de metila
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Figura 49. Espectro de massa do 9-octadecenoato de metila

5.5.1. Resultado e discussoes sobre constituintes dos o6leos fixos do
albumen do coco em trés fases de maturacao

Na Tabela 5 (p. 42) estdo relacionados os constituintes identificados no
albumen do coco em diferentes estagios de maturacdo na forma de ésteres
metilicos. O total de compostos identificados no albumen do coco da casca
verde foram quatorze, onde se caracterizaram por hidrocarbonetos (16,77%),
tioésteres (1,36%) e acidos carboxilicos (81,87%). Para a espécime do tipo
amarelo foram identificados dez componentes, representando um total de
96,68%, onde foram caracterizados por hidrocarbonetos (23,25%) e acidos
carboxilicos (58,60%). O 6leo fixo obtido do albumen sélido nas trés fases de
maturacao pelo processo da extragdo solvente das duas espécimes do coco
mostrou composi¢cdes quimicas diferentes. O dleo fixo do albumen obtido do
coco tipo verde nas trés fases de maturacdo foi caracterizado por uma
quantidade elevada de hidrocarbonetos: somente no forma verde (48,46%) e
madura (0,18%), tioésteres: somente verde (3,95%), e acidos carboxilicos:
verde (38,05%), maduro (99,41%) e seco (99,98%). O constituinte majoritario
foi identificado como o acido palmitico (19,23%) para o verde, acido laurico
para o maduro (38,27%) e (57,80%) para o seco. O 6leo fixo do albumen do
coco tipo amarelo foi caracterizado igualmente pela presenca dos
hidrocarbonetos: verde (67,32%) e maduro (0,1%) e acidos carboxilicos: verde
(3,68%), maduro (68,16%), e seco (98,71%), representando 79,12% do total. O
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componente principal do 6leo fixo para esta espécie foi o acido laurico com
(30,21%) para maduro e (40,49%) para a forma seca.

Estudos comparativos ja realizados em dois tipos de coco, o vermelho e
o verde em diferentes estagios de maturacdo mostram que existem a presenca
dos &acidos linoléico, caprico e capréico (ARROUCHA et. al. 2005), além de
estudos com a composi¢do lipidica de apenas o tipo verde, também em
diferentes fases de maturacdo mostra a presenca do acido laurico como o
majoritario, principalmente no seco (ARAGAO et. al., 2005), e 0 seu uso como
biodiesel mencionado por RESENDE et. al. 2005. Os resultados deste trabalho
apresentam indedismo no sentido de ser um estudo dos constituintes dos 6leos
fixos do albumen do coco verde e o amarelo nas diferentes fases de

maturidade que podem complementar os estudos ja obtidos.
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5.6. CONVERSAO DE COMPOSTOS CARBONILICOS A ALCOOIS USANDO
ACC (AGUA-DE-COCO DO CEARA)

5.6.1. Biorredugdes Utilizando Agua-de-coco do Ceara (ACC)
5.6.1.1. Biorreducdes com aldeidos e cetonas

A experiéncia inicial foi a determinacao das proteinas totais presentes no
sistema enzimatico (DUARTE et al., 2005; ROBINSON, 1991) usando o
método de Hartree (HARTREE, 1972). Para a &gua-de-coco, as proteinas
totais foram determinadas como 1,2%, que de acordo com os valores da
literatura, aproximadamente 1% (NASSAR, 1986). Uma série de aromaticos e
alifaticos simples: os aldeidos, as cetonas, os ésteres e os amidas (1-22,
esquemas 1 e 2, p. 69-70) foram tratados com a agua-de-coco, referido como
o ACC (agua-de-coco do Ceard), obtidos da fruta de C. nucifera (FONSECA et
al., 2006). O processo da reagao foi monitorado por CCD e andlise de
espectroscopia de RMN H' e todas as conversdes foram baseadas em
medidas de RMN e de CG/EM.

A reacdo de bioreducao usando células integras de agua-de-coco foi
inicialmente testada com acetofenona 1, usando metodologia ja descrita por
YADAV et al., 2002; SOUZA, 2003; MACHADO, 2004; MACHADO et al., 2006
(tem 4.7.1, p. 33).

0 OH
CH CH
©)‘\ ® ACC ©/\ 5

A reacdo foi inicialmente monitorada por CCD onde observou-se a

formacdo do alcool correspondente, quantificou-se o alcool formado por
RMN 'H, medindo-se a integracdo do grupo “CHs” ligado & carbonila em 3y
2,48, comparada ao quarteto formado no produto do &alcool secundéario 1'
(Figura 51a, p. 72), o4 4,83, obtendo-se um rendimento de 79% (Tabela 8,
p. 67).
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Enantioseletividade, induzido por C. nucifera, foi observado na reducao
das cetonas pro-quirais 1/2, onde os alcoois 1’ élcool 1-fenil etanol (79%), e 2°
3-metoxifeniletanol (98%) foram dados como 0s Unicos enantibmeros com
configuracéo “S”, de acordo com a regra de Prelog, e com a e.e. que variou de
95% a 99%, respectivamente. CG-FID da mistura reacional permitiu identificar
o élcool obtido de configuragdo “S”, (Figura 106a, p. 134) confirmado por
polarimetria. Os espectros de massa e RMN 'H encontram-se nas Figuras
50a/50b e 51a/51b, p. 71-72.

Baseado nestes resultados os estudos foram extendidos a outros
compostos carbonilicos: aldeidos aromaticos, cetonas arométicas, cetonas

alifaticas e B-ceto ésteres.

Assim, os dados registrados em ambas as técnicas foram em acordo,
com pequenas diferencas em precisdo. A percentagem de cada produto foi
calculada a partir da comparagdo da integragdo dos picos de selecionados
hidrogénios nos substratos e respectivos produtos. Assim, foram comparados a
integrac@o dos sinais dos hidrogénios aldeidicos dos aldeidos benzaldeido (3),
m-anisaldeido (4), anisaldeido (5), vanilina (6), cinamaldeido (7), a-metil-
cinamaldeido (8), furfural (9) e citral (10) com os hidrogénios metilénicos dos
alcoois benzilico (3’), anisico (4°), m-anisico (5’), vanilico (6’a), éter etil vanilico
(6’b), cinamico (7’a), alcool 3-fenilpropilico (7’b), a-metil-cinAmico (8’),
furfurilico (9’) e o geraniol (10’) respectivamente; dos hidrogénios metilicos dos
compostos: 2-butanona (11) e o p-ceto éster (13) com os hidrogénios metinicos
do S-(+)-butan-2-ol (11’) e do 3-S-(+)-hidréxi-butirato de etila (13’); dos
metilénicos dos produtos carvona (14), pulegona (15) e ciclohexanona (16) e
do ciclopentanona (17) com seus respectivos hidrogénios metinicos dos
produzidos: carveol (14’), pulegol (15’), ciclohexanol (16’a) e a ciclohexanona-
2,3-butileno cetal (16’b) e o ciclopentanol (17’); Além ds sinais relativos aos

demais compostos que foram registrados na Tabela 8 (p. 67).
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Os aldeidos 3-5 renderam os alcoois preliminares correspondentes ao
alcool benzilico 3' (88%), alcool 3-metoxibenzilico 4' (80%) e do 4-
metoxibenzilico 5' (42%) obtendo bons rendimentos. a vanilina 6 foi modificada
pelo sistema cru de enzimas rendendo dois compostos: 6'a/6'b, identificados
como o alcool vanilico 6'a e um inesperado éter vanilico 6'b (meti vanil éter) na

relacédo de 8:2, respectivamente.

Uma reagéo regioselectiva foi observada nos aldeidos 7 (cinamaldeido)
e 8 (a-metil cinamaldeido), onde a reducao ocorreu seletivamente no grupo
carbonila, produzindo somente o alcool correspondente 8' (alcool 2-metil-3-
fenilalilico), com 27%, sem modificacdo da dupla ligagdo (CANTELLO et al.,
1994). E possivel que a presenca do grupo de alquila unido na dupla ligagéo na
posicao alfa a carbonila module o rendimento e os produtos. Para o aldeido 7,
o esperado alcool 7’a (alcool cindmico) e o produto tetrahidro com redugéao do
carbonila e a dupla ligagdo, o denominado 7'b (alcool 3-fenilpropilico), onde
foram obtidos a razdo de 84:17, para 7a' e 7'b, respectivamente, em
conformidade com a literatura (VAN DUERSEN et al., 2004).

A reducao dos aldeidos e das cetonas indicados com &gua-de-coco
rendeu os respectivos alcoois no rendimento excelente e com os resultados
superiores aqueles relatados para Daucus carota (YADAV et al.,, 2002), o
Zygosaccharomyces rouxii (ANDERSON et al., 1995) e as espécies do manihot
(MACHADO et al., 2006).

A reacdo enzimatica foi estendida entdo a outros tipos de compostos
carbonilicos contendo: cetonas alifaticas e aliciclicas e derivados de acidos
carboxilicos simples, incluindo ésteres, uma amida, e um nitro composto. Um
rendimento excelente foi obtido com 11 (2-butanona), uma cetona alifatica para
11'. A reducdo quimioselectiva ao correspondente S-(+)-butan-2-ol (96%), e a
e.e. foi determinada como 95% pela analise chiral do CG de seu derivado
acetilado.
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O excesso enantiomérico do 2-butanona 11 foi determinado pelo
correspondente derivado acetilado 2-acetil butano, 11'acil. O racémico
comercialmente disponivel 11 e o produto de reagao obtido por reducao de 11
com C. nucifera foram separadamente acetilados com Ac,O na presenca de
piridina a temperatura ambiente de acordo com procedimento de literatura
(MACHADO, 2004). Ambos os produtos acetilados foram analisados por CG
quiral e o e.e. do processo de bioreducdo foi determinado como 95%. As
condigbes da CG: 40°C (10 min), 2°C/min, 160°C (10 min); tR (R) 6,945 MIN, tR
(S) 8,797 min.

Q HO OAc
\/{k ACC i Ac,O/Pir :
— ——> "\ ee 95%
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Tabela 8. Relativo rendimento percentual dos produtos reduzidos de 1-11, e
13-17. Hidrdlise de 12 e 19-22, com a dimerizagdo de 18 usando ACC. As
quantificagées feitas por RMN H' e CG/EM.

Massa de

Reagentes Produtos T.R. % Identificagao dos produtos . ee %"
conversao
1 1’ 79 S-(-)-1- fenil-etanol 67 95%
2 2 22,683 95 S-(-)-3-metoxi-fenil-etanol 67 > 99%
3 3 12,934 88 benzil alcool 60
4 4 22,960 80 alcool 3-metoxibenzilico 86
5 5 22,677 42 alcool 4-metoxibenzilico 51
6 6'a 27,417 80 alcool vanilico 50
6’b 25943 20 metil vaniléter 44
7 7’a 22,727 83 alcool cindmico 21
7b 20,088 17 alcool 3-fenilpropilico 54
8 24,878 27 alcool 2-metil-3-fenilalilico 11
9 13,702 93 alcool furfurilico 32
10 10’ 21,577 61 geraniol 48
11 11 96 S-(+)-butan-2-ol 71 95%
12 12’ 5,833 66 acido butirico 67
13 13’ 9,347 78 3-S-(+)-hidréxi-butirato de etila 40 > 99%
14 14 18,530 12 S-(-)-carveol 30 > 99%
15 15’ 47 R-(+)-pulegol 30 56%
16 16’a 9,841 64 ciclohexanol 59
16'b 17,808 36  ciclohexanona-2,3-butileno cetal 29
17 17’ 7,686 35 ciclopentanol 16
18 18 31,030 100 diazeno difenil-1-6xido 52
19 19’ 10,547 22 anilina 64
20 20’ 37,350 99 4-hidréxi-anilina 50
21 21’a 60 4-nitro-anilina 41
21b 30,599 40 4-amino-acetanilida 40
22 22 10,517 34 acido benzéico 22

T.R: tempo de retengao; ® Determinado por CG-EM; ® Determinado por CG-quiral
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Tabela 9. Sinais de RMN 'H usados na integracdo dos prétons selecionados
dos compostos 1-11, e 13-17, comparados com a integragdo dos produtos

alcool 1°-11’, e 13’'-17’, usando agua-de-coco.

Reagentes/ o
Produtos —CHO (3-10); -CH5(1, 2,11, 13), —CHROH (1’11°, 13'—16’a, e
—CH, (14, 15,16, e 17) 17°); -CHO- (16’b)
1/1 2,48, s 4,83, q
2/2 2,54, s 4,78, q
3/3 9,88, s 4,66, s
4/4 9,77, s 4,67,s
5/5° 9,81, s 4,56, s
6/6'a/6’b 9,81, s 452,s/441, s
7/7alTb 9,63,d 4,32, /3,81, s
8/8’ 9,59, s 4,24, s
9/9° 9,42, s 4,53, s
10/10’ 9,87,d 4,05,d
11171 1,90, s 3,53, q
13/13 2,18, s 3,97, m
1414 2,35-2,40, dd 4,13, m
15/15’ 2,36—2,59, m 3,65, m
16/16’a/16’b 2,05, m 3,56, /4,78, m
1717 1,81, m 4,25, q
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Esquema 1. Reacdo da ACC com compostos carbonilicos aromaticos e

alifaticos (aldeidos, cetonas e ésteres).

@) OH

CH CH
©)‘\ 3 ACC ©/\ 3

H 1'78,92% (e.e. 95,12%)
OMe 2' 98,15% (e.e. 98,67%)

'=H 3' 87,68%
e, R'=H 4' 80,10%
, R'=OMe 5'42,09%
H, R'=OMe 6'a 80,10% 6'b 19,90%

H 7'a 83,47% 7'b 16,53%
Me 8 27,00%

9' 92,90%

10' 61 03%

O OH OAc

A Acc, L Ao '
oiridina. "\

11 11' 95,61% 11'acil 97,00% (e.e. 95%)
o) o)

/\)J\O/\ _ACC_ /\)J\OH

12 12' 66,28%
O O OH O

Ao~ ace,

13 13'77,58% (e.e. >99%)
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Esquema 2. Reagdo da ACC com compostos carbonilicos ciclicos e alifaticos

(cetonas), além de compostos carbonilicos aliciclicos, amidas e nitrobenzenos.

>

14'12,11% (e.e.>99%)

>

15'58,50% (e.e. 56.1%)

>
Q
[o

2 (CHy), (CH,),
16 n=2 16'a n=2 63,83% 16'b n=2 36,17%
17 n=1 17" n=1 35,40%
e
NO " Ns
e (F*
18 18' 100%
NHAc NH, NHAC
ICAE O NG
R R HoN
19 R=H 19' 22,12%
20 R=OH 20" 98,86%
21 R=N02 21'a 60,45% 21'b 39,55%
0
ﬁNHz ACC oH
22 R=H 22' 33,50%
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A seguir estdo relacionados os espectros de RMN 'H dos compostos de
partida (1-11) (aldeidos/cetonas) e dos respectivos alcoois obtidos por redugéo
e 0s espectros de massa dos produtos resultantes da biorreducao dos
compostos 1-11 (Figuras 50-74, p. 71-95).
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Figura 50. (50a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 1; (50b)

Espectro EIMS de 1.
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Figura 51. (51a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 1’; (51b)
Espectro EIMS de 1’
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Figura 52. (52a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 2; (52b)
Espectro EIMS de 2.
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Figura 53. (53a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 2’; (53b)
Espectro EIMS de 2’.
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Figura 54. (54a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 3; (54b)
Espectro EIMS de 3.
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Figura 55. (55a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 3’; (55b)
Espectro EIMS de 3.
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Figura 56. (56a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 4; (56b)

Espectro EIMS de 4.
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Figura 57. (57a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCl;) de 4’; (57b)

Espectro EIMS de 4°.
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Figura 58. (58a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 5; (58b)

Espectro EIMS de 5.
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Figura 59. (59a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 5’; (59b)
Espectro EIMS de 5’.
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Figura 60. (60a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 6; (60b)
Espectro EIMS de 6.
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Figura 61. (61a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls;) de 6’a; (61b)
Espectro EIMS de 6’a.
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Figura 62. (62a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 6’b; (62b)
Espectro EIMS de 6’b.
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Figura 63. (63a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 7; (63b)
Espectro EIMS de 7.
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Figura 64. (64a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCl;) de 7’a; (64b)
Espectro EIMS de 7’a.
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Figura 65. (65a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCl3) de 7’b; (65b)
Espectro EIMS de 7’b.
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Figura 66. (66a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 8; (66b)
Espectro EIMS de 8.
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Figura 67. (67a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 8’; (67b)
Espectro EIMS de 8.
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Figura 68. (68a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls;) de 9; (68b)
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Figura 69. (69a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 9’; (69b)
Espectro EIMS de 9'.
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Figura 70. (70a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 10; (70b)
Espectro EIMS de 10.
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Figura 71. (71a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 10’; (71b)
Espectro EIMS de 10’.
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Figura 72. (72a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 11; (72b)
Espectro EIMS de 11.
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Figura 73. (73a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCl;) de 11’; (73b)
Espectro EIMS de 11°.
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Figura 74. Espectro EIMS de 11’acil.

5.6.1.2. Hidrdlise de ésteres e biorreducao de p-keto-ésteres

A etapa seguinte foi observar o sistema enzimatico com outras
carbonilas e grupos funcionais. Os compostos selecionados foram o butirato de
etila 12 e um B-keto-éster alifatico 13. Os produtos obtidos para os ésteres
foram derivados da hidrolise que corresponderam aos acidos carboxilicos, um
pouco amior do que a redugao dos alcoois.

completa regio e o enantioestereoseletividade foram observadas com [3-
ceto-butirato de etila 13, com a redugdo exclusiva do grupo keto em C-3
produzindo o 3S-(+)-hidroxi-butirato de etila 13' (78%) com um valor da e.e.
99%. A hidrélise enzimdtica do éster 12 pela agua-de-coco (ACC) foi
completamente eficaz para um éster alifatico que rendeu o &cido butirico 12'
(66%).

A seguir estdo relacionados os espectros de RMN 'H dos compostos de
partida (12-13) e dos respectivos alcodis obtidos por reducéo e os espectros de
massa dos produtos resultantes da biorredugdo dos compostos 12°-13’
(Figuras 75-78, p. 96-99).
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Figura 75. (75a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 12; (75b)
Espectro EIMS de 12.
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Figura 76. (76a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 12’; (76b)
Espectro EIMS de 12’
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Figura 77. (77a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 13; (77b)
Espectro EIMS de 13.
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Figura 78. (78a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 13’; (78b)
Espectro EIMS de 13’.
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5.6.1.3. Biorreducoes com cetonas ciclicas a,B-insaturadas

As reacgdes enzimaticas foram estendidas as cetonas a,B-insaturadas

alifaticas: pulegona (14) e carvona (15).

A reducdo da cetona a,B-insaturada 14 (carvona), foi regio e
estereoseletiva com baixo rendimento produzindo 14’ (S-(-)-carveol) com
rendimento de 12%; entretanto, com e.e. elevada de 99% e uma configuracao
de “S”. Para o composto 15 (pulegona), a redugéo ao alcool 15' (R-(+)-pulegol)
foi igualmente regio e enantioseletiva; entretanto, era somente moderadamente
eficaz, com rendimento de 47%, e e.e. de 56%, com configuragdo “R’. A seguir
estdo relacionados os espectros de RMN 'H dos compostos de partida (14-15)
(cetonas) e dos respectivos alcodis obtidos por reducao e os espectros de
massa dos produtos resultantes da biorreducdo dos compostos 14’-15°
(Figuras 79-82, p. 101-104).
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Figura 79. (79a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCl;) de 14; (79b)
Espectro EIMS de 14.
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Figura 80. (80a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls;) de 14’; (80b)
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Figura 81. (81a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCl;) de 15; (81b)
Espectro EIMS de 15.
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Figura 82. (82a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 15’; (82b)
Espectro EIMS de 15’.

104



CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO E BIOTECNOLOGICO DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera L.)

Aluisio Marques da Fonseca

5.6.1.4. Biorreducoes com cetonas ciclicas

O composto 16 (ciclohexanona) produziu uma mistura de dois produtos,
o alcool previsto 16'a (ciclohexanol) com 64%, e um inesperado cetal 16'b
(ciclohexanona-2,3-butileno cetal) com 36%. A formacado de 16'b pode ser
atribuida a presenca de butano-2,3-diol, identificada por CG/EM na composicao
quimica da &gua-de-coco (ACC) (FONSECA et al., 2007; FONSECA et al.,
2009). Estes resultados foram examinados através de um estudo cinético,
Fig. 83, p. 105, onde a conversdao maxima 16'a foi observada apds 72h, visto
que para 16'b o rendimento foi obtido apés 48h, com uma diminuicdo a zero
até 72h.

100 - —&— ciclohexanol

N - - & - - cetal
80 4 \\

e — ®— ciclohexanon

12 24 36 48 60 72

Figura 83. Bioconversdo da ciclohexanona (16): ao correspondente alcool
(ciclohexanol 16’a), e um cetal (ciclohexanona-2,3-butileno cetal 16’b) usando

ACC na temperatura ambiente.

A formacao do cetal 16’b apresenta um maximo com 48 horas € 43% e a
partir deste periodo apresenta uma redugéo. Ja o alcool 16’a tem com 48 horas
um rendimento de 9% e apresenta seu maximo de rendimento de 62% com 72
horas. Porém com a outro cetona ciclica, a ciclopentanona 17, sé foi observado
a formacao do ciclopentanol, 17°. A seguir estao relacionados os espectros de
RMN "H dos compostos de partida (16-17) (cetonas) e dos respectivos alcodis
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obtidos por reducdo e os espectros de massa dos produtos resultantes da
biorredugcédo dos compostos (16’a/16’b-17’) (Figuras 84-88, p. 106-110).
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Figura 84. (84a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls;) de 16; (84b)
Espectro EIMS de 16.
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Figura 85. (85a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls;) de 16’a; (85b)
Espectro EIMS de 16’a.
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Figura 86. (86a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 16’b; (86b)

Espectro EIMS de 16’b.
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Figura 87. (87a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls) de 17; (87b)
Espectro EIMS de 17.
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Figura 88. (88a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls;) de 17’; (88b)
Espectro EIMS de 17°.

110



CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO E BIOTECNOLOGICO DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera L.)

Aluisio Marques da Fonseca

5.6.1.5. Biorreducoes com nitrocompostos e amidas

As reacdoes de bioconversdes usando agua-de-coco foram entdo
expandidas para compostos contendo grupo nitro e amidas. Foram eles:
nitrobenzeno 18, acetanilida 19, 4-hidroxiacetanilida 20, 4-nitroacetanilida 21 e
a benzamida 22. Para as amidas, o objetivo foi a formagéo do &cido carboxilico
e/ou aminas correspondentes. E o composto nitro, a possivel redu¢ao do grupo

nitro.
O O
R)k.. ACC .
NR2 - OH + RQNH
ACC
R—NO;, ——> R—NH>
NO, NH 7(
g G
nitro benzeno acetanilida
O
NH NH
ISR SWOR SN G e
O 0]
HO OsN
4-hidroxiacetanilida 4-nitroacetanilida benzamida

Os experimentos foram realizados semelhantes aos descritos para
reacao de reducao e sao discutidos a seguir.
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5.6.1.5.1. Biorreducao de grupos Nitro e Amidas.

Continuando o estudo de conversao usando agua-de-coco, selecionadas

desta vez o nitrobenzeno 18, objetivando verificar a redu¢do ao grupo amino.

A reacéao foi realizada usando metodologia empregada para redugdes.
Neste caso especifico ndo observamos a reducdo do nitro e foi obtido um
inesperado produto que foi identificado como um derivado azoxi dimérico 18'
(diazeno difenil-1-6xido).

O produto obtido foi identificado como um produto de dimerizagdo do
composto nitrado com obteng¢ao do novo composto azo-derivativo.

Nao existe na literatura nenhum registro de dimerizagdo usando células
integras. Este produto ndo tem sido relatado previamente de nenhum processo
biocatalitico, e foi identificado com os dados spectroscopicos de 1D/2D RMN e
EMIE, que estao relacionados a seguir os seus valores de HSQC e HMBC na
Tabela 10, p. 113 e nas Figuras 89-95 (p.114-120).
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Tabela 10. Dados de gHSQC e gHMBC do composto 18’ (em CDCl3)

gHSQC gHMBC
dc OH Z3cH 38ch
C
1 148,60 H-2/H-6  H-3/H-5
' 14425 H-2/H-6 H-3/H-5
CH
o/6 123,95 8,32 (m) H-4

3/5 130,40 7,53 (m)

4 133,19 7,58 (m) H-2/H-6
2/ 127,12 8,18 (m) H-4’
3/5 130,30 7,50 (m)

4 131,21 7,41 (m) H-2//H-6'

113



CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO E BIOTECNOLOGICO DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera L.)

Aluisio Marques da Fonseca

o

p— ]

<~
o]
-]
]
]
o

6 %
|
3

' |
Al | w

TrH T T T T

| 0
A e rrerH S MAALAMAS! SASA st bt sl L bt st it st
0 10 20 30 40 50 60 70 8 9 100 110 120 130 140 150 lﬁIO

(89b)

Figura 89. (89a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls;) de 18; (89b)
Espectro EIMS de 18.
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Figura 90. (90a) Espectro de RMN H' (500 MHz, em CDCls;) de 18’; (90b)
Espectro EIMS de 18’.
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Figura 91. Fragmentacdes de 18°.
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Figura 92. (92a) e (92b) Espectro COSY (500 MHz, CDCls) de 18’.
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Figura 93. (93a) Espectro RMN C'*-BB (500 MHz, CDCls) de 18’; (93b)
Espectro RMN C'*-DEPT135 (500 MHz, CDCl3) de 18°.
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Figura 94. (94a) e (94b): Espectro RMN HSQC (500 MHz, CDClI3) de 18’.
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Figura 95. (95a) e (95b): Espectro RMN HMBC (500 MHz, CDCl3) de 18’
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A amida acetanilida 19 produziu a anilina 19’, com rendimento de 22%.
A 4-hidroxiacetanilida 20, gerou a 4-hidroxianilina 20’, com redugédo do grupo
amida para amina em 99% e a 4-Nitroacetanilida 21, rendeu dois produtos,
21'a/21'b, identificados como a nitroanilina e o 4-aminoacetanilida,
respectivamente na razdo de 60:40. Como resultado podemos dizer que as
enzimas presentes na agua-de-coco foram capazes de hidrolizar a funcéo
amida mantendo o grupo nitro, no caso do composto 21, sem alterar a funcéao

amida. Portanto atuando seletivamente.

NH NH»
T{ ACC
o} >

acetanilida anilina
NH NH,
ACC
O
HO HO
4-hidroxiacetanilida 4-hidroxianilina
NH NH5 NH
T A, + 1
O O
02 02 H2
4-nitroacetanilida 4-nitroanilina 4-aminoacetanilida

A seguir estdo relacionados os espectros de RMN 'H dos compostos de
partida (19-21) (amidas) e dos respectivas aminas obtidas por reducao e os
espectros de massa dos produtos resultantes da biorreducdo dos compostos
(19°, 20’ e 21’a/21°b) (Figuras 96-102, p. 122-128).
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Figura 96. (96a) Espectro RMN H' (500 MHz, CDCls) de 19; (96b) Espectro
EIMS de 19.
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Figura 97. (97a) Espectro RMN H' (500 MHz, CDCls) de 19’; (97b) Espectro
EIMS de 19’.
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Figura 98. (98a) Espectro RMN H' (500 MHz, CDCls) de 20; (98b) Espectro

EIMS de 20.
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Figura 99. (99a) Espectro RMN H' (500 MHz, CDCls) de 20’; (99b) Espectro
EIMS de 20’.
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Figura 100. (100a) Espectro RMN H' (500 MHz, (CDs),CO) de 21; (100b)

Espectro EIMS de 21.
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Figura 101. (101a) Espectro RMN H' (500 MHz, (CD3),CO) de 21’a; (101b)
Espectro EIMS de 271’a.
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Figura 102. (102a) Espectro RMN H' (500 MHz, CDs;OD) de 21’b; (102b)
Espectro EIMS de 21’b.
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5.6.1.5.2. Hidrdlise de Amidas.

A hidrélise da benzamida 22, procedeu em um rendimento muito mais
baixo com a benzamida produzindo o &cido benzdico 22' com rendimento de
somente 34% e ndo uma benzilamina como seria previsto. A seguir estdo
relacionados os espectros de RMN 'H do composto de partida (22) (amida) e
do respectivo acido obtido por hidrélise e os espectros de massa do produto
resultantes da biorreducédo do composto (22’) (Figuras 103-104, p. 130-131).

NH>  ACC OH

—_—>

benzamida acido benzdico
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Figura 103. (103a) Espectro RMN H' (500 MHz, CDCls) de 22; (103b) Espectro
EIMS de 22.

130



CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO E BIOTECNOLOGICO DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera L.)

Aluisio Marques da Fonseca

o)
&
o

(104a)

51

EJ
3 i |

i

94

rpre
10 20 30 40 50 60 70 80

]
iy Wb WLl ikl Wi b bkl i kbl il I bl ey i |
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

(104b)

Figura 104. (104a) Espectro RMN H' (500 MHz, CDCls) de 22’; (104b)

Espectro EIMS de 22’.
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5.7. Experimentos de bioconversao versus tempo |

O rendimento maximo da bioconversao foi observado apés 3 dias para
os compostos selecionados: um aldeido 10 (citral), uma cetona 11 (2-
butanona), um éster 12 (butirato de etila), e uma amida 19 (acetanilida). Como
esperado, os aldeidos foram mais reativos do que as cetonas. Além disso, a
reacao de hidrdlise do butirato de etila 12 mostrou uma taxa mais rapida da
reacao quando comparada com as taxas de bioreducdo das cetonas e dos
aldeidos. Aliquotas foram analisadas por CG-EM com os tempos de reacéo
que variaram de 12, 24, 36, 48, 60 a 72 horas. Os experimentos foram

executados em duplicata e os resultados sao apresentados na Figura. 105 (p.
132).

100 ,
—e—citral
52 80 A
2 —=— butan-2-ona
o 60 |
£ —— butirato de
S 40 etila
2 20 | —e— acetanilida
O T T T T T

12 24 36 48 60 72 Tempo (h)

Figura 105. Bioconverséo do citral 10, butan-2-ona 11, butirato de etila 12 e
acetanilida 19 usando ACC na temperatura ambiente.
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5.8. Determinacao do excesso enantiomérico dos compostos 1', 2', 13,
14',e 15",

Os racémicos comercialmente disponiveis: 1' (S-(-)-1- fenil-etanol), 2' (S-
(-)-3-metoxi-fenil-etanol), 13" (3-S-(+)-hidréxi-butirato de etila), 14" (S-(-)-
carveol), 15' (R-(+)-pulegol), e produtos de reacao obtidos por redugcdao com
agua-de-coco: 1' (S-(-)-1- fenil-etanol), 2' (S-(-)-3-metoxi-fenil-etanol), 13" (3-S-
(+)-hidréxi-butirato de etila), 14" (S-(-)-carveol), 15" (R-(+)-pulegol), foram
analisados separadamente por CG/FID e os excessos enantioméricos foram
determinados como 95%, 99%, 95%, 99%, 99%, e 56%, respectivamente. Para
ambas os compostos, condi¢des de CG: 40°C (10 min), 2°C/min, 160°C (10
min); tR (R) 4,625 min, tR (S) 4,753 min para 1', tR (R) 23,578 min, tR (S)
23,893 min para 2', tR (R) 5,220 min, tR (S) 5,270 min para 13', tR (R) 5,60
min, tR (S) 5,952 min para 14' e tR (R) 5,610 min, tR (S) 5,802 min para 15'.
Onde podemos ver seus FID’s nas Figuras 106a/106b (p. 134), 107a/107b (p.
135) e 108a/108b (p. 136).
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Figura 107. (107a) CG-FID (Chirasil-Dex CB) do R-(+)-butan-2-ol acetilado

(11’acil) com e.e. 95%; (107b) CG-FID (Chirasil-Dex CB) do butirato de 3-S-
(+)-hidroxi-etila (13’) com e.e. > 99%.
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5.9. Bioacetilac6es Utilizando as Enzimas Imobilizadas de agua-de-coco
do Ceara (ACC)

5.9.1. Imobilizac6es Enzimaticas

As enzimas sao catalisadores extremamente eficientes e sdo sensiveis a
inativacao por fatores como temperatura, solvente, pH, entre outros. Assim, um
mecanismo de protecdo das enzimas € essencial para que seu potencial
catalitico se mantenha. Varias técnicas de imobilizacdo foram e estdo sendo
desenvolvidas com a finalidade de fornecer maior estabilidade, facilitar a
recuperacao e reutilizacao desses catalisadores (VILLENEUVE et al., 2000).

A aplicagéo de enzimas ou complexos enzimaticos imobilizados, cresceu
bastante nos ultimos anos. As industrias de medicamentos, detergentes,
couros e panificacdo, entre outras (PANDEY et al., 1999; SALUNKHE e NAIR,

2000), ja utilizam enzimas imobilizadas em seus processos.
5.9.1.1. Imobilizacao da agua-de-coco em alginato de soédio

Apb6s extensivo estudo com compostos contendo grupos carbonilicos,
entre estes cetonas, aldeidos, amidas, ésteres e [p-ceto ésteres, onde
evidenciou-se a presenca de redutases e hidrolases na agua-de-coco, partimos
entdo para a imobilizagdo das enzimas presentes na ACC em alginato de
sodio.

A escolha deste suporte foi feita baseada na facilidade de imobiliza¢do
da mistura enzimatica em alginato pelo baixo prego deste polimero e ainda por
experiéncia ja obtidas com imobilizagdo na manipueira (MACHADO et. al,
2008) e do caldo-de-cana (ASSUNGAO et. al, 2008).

A imobilizacdo do ACC (4gua-de-coco do Ceara) foi feita seguindo o

procedimento de obtencado das esferas conforme pode ser visto no item 4.8.4
(p- 37). As esferas foram caracterizadas usando microscopia de varredura
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eletrébnica (MEV), tendo-se observado diametro das particulas estimado em
756 pm. Ver Figuras 109-113 (p.138-140).

Para a imobilizacdo das enzimas foi utilizado o processo de Kalogeris
(KALOGERIS, et al., 2006) (item 4.8.4, p. 37). Primeiramente, uma leitura no
espectrofotdmetro de UV foi efetuada a partir do ACC e que foi utilizada para
determinar o teor (1,2%) total de proteinas através de uma curva de calibragéao
obtida utilizando solucbes padrées de albumina bovina. O ACC (agua-de-coco
do Ceara), ao qual foi adicionado alginato de sdédio para imobilizacdo das
enzimas, foi gotejado sobre uma solugdo de cloreto de calcio (5% m/v). O
material precipitado (as esferas) foi separado por filtracao e a partir do filtrado
foi efetuada uma leitura no espectrémetro. O valor dessa leitura foi divido pelo
valor da primeira e multiplicado por 100, obtendo-se assim, a percentagem de
proteinas ndo imobilizadas. Esta percentagem foi subtraida de 100 fornecendo
a percentagem (99,2%) de enzimas imobilizadas da agua-de-coco do Ceara
(EIACC).

Figura 109. Fotografia das enzimas imobilizadas da agua-de-coco apos
filtracdo e lavagem.
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Figura 110. Fotografia das enzimas imobilizadas da agua-de-coco apos

secagem a 32°C.

AccV Spot Magn Det WD b——— 1mm
15.0 kV 6.0 65x SE 94 ]

Figura 111. Fotografias MEV com 65X de aumento de trés particulas de
(EIACC).
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Figura 112. Fotografias MEV com 200X de aumento de uma particula de
(EIACC).
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Figura 113. Fotografias MEV com 250X de aumento de uma particula de
(EIACC).
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Inicialmente, o potencial biorredutor (reacdo de reducédo) da EIACC
(enzima imobilizada da agua-de-coco) foi investigada, utilizando um aldeido
(benzaldeido 3) e uma cetona (acetofenona 1) como substratos, onde foram
observados indicios de baixa reatividade. Mas a auséncia de cofatores (perdido
no processo de imobilizacdo) poderia explicar este fato, uma vez que as
redutases necessitam dessas espécies para atuarem. Posteriormente, EIACC
foi testado como biocatalisador na reagdo de acetilagdo do citronelol,
apresentando um bom resultado (70%) reacao mostrada abaixo. As lipases
(enzimas que catalisam esse tipo de reagado), segundo a literatura (DALLA-
VECCIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004), ndo necessitam de cofatores na
catdlise de reagdes. O citronelol (&lcool primario) foi o substrato selecionado
para ser utilizado na otimizagdo das condigdes reacionais de acetilacao deste
alcool com EIACC como biocatalisador.

/K/\)\/\ _>EIACC M
OH OAc

citronelol citronelol acetilado
A seguir estao relacionados os espectros de RMN 'H dos compostos do

citronelol e do respectivo éster obtidos por acetilacdo e os espectros de massa
do produto resultante da bioacetilacao dos citronelol.
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Figura 114. Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCls) do citronelol.
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Figura 115. Espectro de massa do citronelol.
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Figura 116. Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) do produto obtido da

bioacetilacao do citronelol com EIACC.
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Figura 117. Espectro de massa do acetato de citronelila.
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5.10. Lipases

Sao enzimas hidroliticas muito utilizadas em sintese orgéanica, capazes
de catalisar reacbes de esterificacao, transesterificacdo, amindlise e
tiotransesterificacdo em solventes organicos anidros, sistemas bifasicos e em
solucédo micelar com alta especificidade. Apresentam diversas vantagens, tais
como: nao necessitam de cofatores, atuam em uma faixa de pH
relativamente grande, sdo muito estaveis em meio organico, apresentam
especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade,
baixo custo e grande disponibilidade (DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e
SOLDI, 2004).

5.10.1. Influéncia da Quantidade Enzimatica

Inicialmente foi realizada a otimizacdo da quantidade de biocatalisador
(EIACC). Neste estudo, foram utilizados sempre 200 mg (1,46 mmol) de
citronelol, 148 mg (1,45 mmol) de anidrido acético, 20 mL de hexano, sob
agitacao mecénica de 150 rpm, a temperatura de 30°C, durante 72 horas de
reacdo. A quantidade enzimdtica foi variada de 50 a 400 mg fornecendo
rendimentos na faixa 43,2 a 68,2%. Os resultados encontram-se expostos na
Figura 118 (p. 145).

De acordo com os resultados obtidos, foi observado que o rendimento
reacional se eleva gradativamente quando a quantidade enzimatica varia de 50
a 200 mg (variagdo de 29% no rendimento). Entretanto, em quantidades acima
de 200 mg de EIACC o rendimento varia muito pouco, demonstrando que a
melhor relagcdo EIACC /substrato, mantendo os demais paréametros, foi de
200mg/250mg. Assim, 200 mg foram tomadas como quantidade padrdo de
EIACC para os proximos testes.
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Figura 118. Rendimentos reacionais das acetilagées do citronelol obtidos pela
variacao da quantidade de EIACC.

5.10.2. Influéncia do Tempo Reacional

Conhecida a quantidade ideal de EIACC (200 mg), foram iniciados os
testes para otimizacao do tempo de reagdo. Os rendimentos reacionais foram
calculados entre 12 e 48 horas, em intervalos de 12 horas. As condigdes foram:
200 mg de citronelol, 148 mg de anidrido acético, 20 ml de hexano, velocidade
de agitacdo de 150 rpm e temperatura de 30°C. Os resultados deste estudo
encontram-se listados na Figura 119, p. 146.

Os resultados demonstraram que o rendimento se eleva gradativamente
no inicio da reagéo (entre 12 e 48 horas) e se estabiliza ap6s 60 horas. Este
fato indicou que, possivelmente, o equilibrio dindmico é atingido com 60 horas
reacao pois em 72 h permaneceu quase que constante e, portanto, sendo este
o melhor tempo.
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Figura 119. Rendimentos reacionais das acetilagdes do citronelol com EIACC
obtidos pela variagdo do tempo reacional.

5.10.3. Influéncia do Solvente

O tipo de solvente é, provavelmente, um dos fatores mais decisivos em
reagbes catalisadas por enzimas, podendo causar a desnaturacdo ou
desativacao da enzima. Reagdes em meio organico sao atrativas por melhorar
a solubilidade do substrato e diminuir a possibilidade de reagdes laterais com a
agua.

DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004 mostram que a
quantidade de agua € o componente mais relevante quando o biocatalisador é
utiizado em meio organico. As enzimas necessitam de uma pequena
quantidade de agua para manter sua conformacao tridimensional ativa, retendo
a polaridade do sitio ativo e estabilizando a molécula da proteina, sendo,
contudo, a quantidade de agua no meio organico dependente do tipo de
solvente utilizado. Entretanto, o excesso de agua pode favorecer a reagao de

hidrélise, reacao inversa da esterificagdo, onde a acetilagdo seria um exemplo.
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O parametro mais utilizado para descrever quantitativamente o efeito do
solvente em reagbes de biocatalise é o log P (logaritmo do coeficiente de
particdo do solvente no sistema octanol/agua). Segundo dados da literatura
(LIMA e ANGNES, 1999) o log P é utilizado para medir quantitativamente a
polaridade de solventes. Assim, solventes que apresentam log P < 2 s&o
considerados hidrofilicos (polares), log P entre 2 e 4 moderadamente
hidrofilicos e log P > 4 hidrofébicos (apolares).

Os solventes hidrofilicos (polares) sdo inadequados para 0 uso em
biocatdlise porque perturbam fortemente a interagdo agua-biocatalisador
(absorvem a camada de hidratagdo da enzima, desativando-a) (LIMA e
ANGNES, 1999). Por isso, os solventes hidrofobicos s&do mais eficientemente
utilizados em biocatélise (PARIDA e DORDICK, 19991).

Uma série de solventes, com polaridades variadas, foram testados na
acetilacdo enzimatica do citronelol utilizando a EIACC como biocatalisador.
Nesses experimentos foram utilizados 200 mg de substrato, 148 mg de anidrido
acético, agitacdo mecanica de 150 rpm, temperatura de 30°C, tempo reacional
de 60 horas e 20 mL do solvente. A Fig. 120, p. 147, ilustra os resultados
obtidos.
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Figura 120. Rendimentos reacionais das acetilagées do citronelol com EIACC
obtidos pela variacdo do solvente.
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Os resultados observados neste estudo corroboram com aqueles
reportados na literatura (DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004;
LIMA e ANGNES, 1999), onde dos solventes hidrofébico, o hexano, foi o que
apresentou o melhor rendimento (50%). Com os solventes mais hidrofilicos,
metanol e etanol, ndo foram observadas nenhuma reatividade. Ja naqueles de
polaridade moderada, acetonitrila e acetato de etila, houve uma boa reatividade
com em relagdo a acetonitrila (70%). De acordo com os valores de log P
registrados na literatura (LIMA e ANGNES, 1999) para esses solventes
[metanol (-0,76), etanol (-0,24), acetonitrila (-,033), acetato de metila (0,16,
semelhante ao acetato de etila), cloroférmio (2,00) e hexano (3,50)], os
resultado obtidos para acetilagdo enzimatica com EIACC podem ser explicados

com base neste parametro.

5.10.4. Influéncia da Quantidade de Substrato

A quantidade do substrato (citronelol) utilizado, foi variada com o
objetivo de verificar a melhor relacdo substrato/enzima. Quantidades de 50 a
300 mg do alcool foram submetidas a acetilagcao, fornecendo rendimentos entre
12,4 e 65%. As condicbes reacionais, foram: agitacdo mecénica (150 rpm),
temperatura (30°C), tempo reacional (60 horas), solvente (20 mL) e quantidade
equimolar de anidrido acético. Os resultados encontram-se descritos na
Fig. 121, p. 149. Examinando-os pdde-se concluir que 300 mg (65% de
rendimento) é realmente a quantidade ideal quando sao utilizados 200 mg de
EIACC, ou seja, 200 mg/300 mg € a melhor relacdo enzima/substrato.
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Figura 121. Rendimentos reacionais das acetilagdes do citronelol com EIACC
obtidos pela variagdo da quantidade do substrato.

5.10.5. Influéncia da Temperatura

As moléculas de agua que se encontram em torno das enzimas,
exercem um importante papel na estabilidade térmica da proteina. Desta
maneira, todas as reacdes que provocam termoinativacao irreversivel de
enzimas envolvem agua livre e a desnaturagao induzida pelo calor, necessitam
de uma ampla mobilidade conformacional (AHEM e KLIBANOV, 1985; ZALE e
KLIBANOV, 1986).

Ao serem submetidas por um longo periodo de tempo a temperaturas
elevadas, as enzimas sofrem modificagbes, expondo seus grupos reativos e
areas hidrofébicas mais internas. Todo esse processo acarreta modificacdes
quimicas irreversiveis, conduzindo a um estado de desordenamento molecular
da enzima (LIMA e ANGNES, 1999), podendo ocorrer deaminagdo dos
residuos de aspargina e glutamina, hidrélise de ligagbes peptidicas nos
residuos de &cido aspartico, permuta dissulfeto-tiol, destruicdo de ligagdes

149



CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO FITOQUIMICO E BIOTECNOLOGICO DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera L.)

Aluisio Marques da Fonseca

dissulfeto, oxidacao de cisteina, isomerizacao de proteinas e outros processos,
que conduzem a inativagdo da enzima (VOLKIN e KLIBANOV, 1989). Esses
processos exigem a participacao de moléculas de agua e, portanto, ndo devem
ocorrer em ambientes livres de agua como em solventes organicos anidros.
Diversos trabalhos demonstraram a termoestabilidade de suspensdes
enzimaticas em solventes organicos, muito superior, que em solu¢des aquosas.
Zaks e Klibanov (1984) demonstraram que a lipase pancreatica de suinos em
solugdes aquosas a 100°C foi completamente inativada em menos de dois
minutos, ao passo que nesta mesma temperatura, mantém elevada atividade
por varias horas, se o percentual de agua nao superar 0,4%.

Visando otimizar o rendimento da reagédo de bioacetilagdo do citronelol,
bem como avaliar a termoestabilidade de EIACC (complexo enzimatico da
ACC), foram realizados experimentos em outras temperaturas (40 e 60°C). As
condicoes reacionais utilizadas nestes testes foram: EIACC (200 mg), citronelol
(300 mg), anidrido acético (148 mg) e hexano (20 mL). Para cada temperatura
os rendimentos foram monitorados em entre 1 e 24 horas de reagdo. Os
resultados obtidos nas temperaturas de 40°C e 60°C encontram nos
Figuras. 122 e 123, p. 150-151, respectivamente.
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Figura 122. Rendimentos reacionais das acetilagdes do citronelol com EIACC
obtidos a 40°C, com relagdo ao tempo de reagéao
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Figura 123. Rendimentos reacionais das acetilagdes do citronelol com EIACC
obtidos a 60°C, com relagdo ao tempo de reagéo.

Observou-se um aumento consideravel no rendimento reacional com a
elevagdo da temperatura. A 40°C (Figuras 122, p. 150), foi detectado um
rendimento de 10% com apenas 1 hora de reacédo. O valor (58%) obtido em
somente 18 horas de reacdo a 40°C foi préximo daquele (70%) obtido em 72
horas de reacao a 30°C. Com 24 horas de reacao a 40°C verificou-se um leve
aumento no rendimento (66%), indicando que o equilibrio quimico e,
consequentemente, o rendimento maximo para essa temperatura, foram
alcancados. O rendimento reacional maximo (75%) a 60°C (Figuras 123,
p. 151) também foi observado apds 24 horas de reagdo, mostrando-se um
pouco superior a aquele obtido a 40°C (66%), um aumento percentual de 8%.
Através dos referidos resultados foi concluido que rendimentos excelentes
(75%) podem ser obtidos, em menor tempo, quando a reacao de bioacetilacdo
do citronelol com EIACC se processa a 70°C, indicando, também, uma boa

termoestabilidade do complexo enzimatico imobilizado.
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5.11. Métodos para Determinacao de Proteinas

O desenvolvimento de metodologias para determinacdo de proteinas
vem experimentado surpreendente crescimento em virtude de sua fundamental
importancia em diversas areas destacando-se na em estudos de nutricéo
humana (GANONG, 1995) e animal (McDONALD, EDWARDS e
GREENHALGH, 1995), analises clinicas (GANONG, 1995), tecnologia de
alimentos (FENNEMA, 1976), entre outras.

As proteinas desempenham papéis extremamente relevantes na maioria
dos processos biolégicos, atuando inclusive como enzimas. Assim, a
determinacdo de proteinas pode servir como uma estimativa do potencial
enzimatico de um material biologico (ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998).

As metodologias mais conhecidas utilizam a espectrofotometria no
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) como ferramenta para determinagdo de proteinas

totais. Essas metodologias podem ser divididas em dois grupos:

% Reacdo quimica com as proteinas: Métodos de Lowry, Método do é&cido
bicincénico (BCA), Método do Ftalaldeido-mercaptoetanol, Método de Biureto e

Método da p-Benzoquinona.

% Fixagéo de corantes as proteinas: Método de Bradford, Método de Fixacao
da prata, Método do ouro coloidal e Marcagao radioativa.

Todos esses métodos devem apresentar alguns aspectos
imprescindiveis para que possam ser utilizados com eficiéncia e confiabilidade,
tais como: alta sensibilidade, especificidade, baixo custo, rapidez e facil
manuseio.

Os métodos mais comumente utilizados em rotinas de laboratérios foram

aplicados na determinacao do conteudo de proteinas da agua-de-coco (ACC),
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ou sejam, o Método de Lowry, modificado por Hartree (HARTREE, 1972). O

método se baseia em uma reagdo quimica com as enzimas.
5.11.1. Determinacao de Proteinas no ACC pelo Método de Lowry

E o método mais utilizado e baseia-se na redugéo do reagente de Folin-
Ciocalteau (molibdato, tungstato e acido fosférico) quando posto em contato
com a proteina, na presenca de cobre (Il), produzindo um composto com
absorcdo maxima em 650 nm (ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998).

Segundo CHOU e GOLDSTEIN (1960), que estudaram extensivamente
o mecanismo de redugdo do reagente de Folin-Ciocalteau por enzimas,
peptideos ou amino4cidos, esta reagdo deveria ocorrer através das cadeias
laterais de alguns aminoacidos (tirosina, triptofano, cisteina, asparagina e
histidina), que contribuem com quatro elétrons, ou através da retirada de dois
elétrons de cada unidade dos peptideos e proteinas, sendo facilitada pelo

quelato cobre (ll)-peptideo/proteina.

A principal vantagem do método de Lowry é sua alta sensibilidade,
embora diversos interferentes possam diminuir essa caracteristica. Compostos
fendlicos, lipideos, detergentes, acido urico, guanina e xantina, sulfato de
amdnio, melanina, aglcares, entre outros, interferem na determinacdo de
proteinas por este método (LUCARINI e KILIKIAN, 1999).

Este método foi utilizado na determinacao do conteudo de proteinas do
ACC, sendo encontrado um teor de 1,2% de proteinas totais, superior aos
registrados na literatura (1%) para outras espécies vegetais (NASSAR, 1986) e
0,7% (MACHADO, 2004). O resultado obtido sugeriu que o ACC poderia
apresentar uma boa atividade biocatalitica, visto que, em geral, o teor de

enzimas pode ser refletido pelo de proteinas.
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5.12. Reacoes de esterificacao usando enzimas imobilizadas da agua-de-

coco.

A reacdo selecionada para usar as enzimas imobilizadas da ACC foi de
acetilagdo baseado em resultados anteriores com Manihot (MACHADO et. al,
tetrahedron, 2008).

Visando verificar a eficiéncia do sistema imobilizado da agua-de-coco
em alginato de sodio, testou-se as enzimas inicialmente com reacdo de
acetilagéo do citronelol. Numa primeira condig&o, foram utilizados 200 mg (1,28
mmol) do &lcool, 130,6 mg (1,28 mmol) de anidrido acético (doador de grupo
acila) em 20 mL de hexano PA, sob agitagdo mecanica com velocidade de 150
rotacbes por minuto (rpm) a temperatura de 30°C e tempo de reagcao de 72
horas. O rendimento reacional foi bastante satisfatorio, 55%.

ol
EIACC

+ O —»
OH 0:< OH
citronelol anidrido citronelol acetilado
acético

Analisou-se varios parametros como quantidade de enzima, substrato
usado, solvente e temperatura. Criando-se uma otimizacdo do sistema
enzimatico, o qual foi capaz de imobilizar o citronelol com rendimento de 70%.
Nas seguintes condicdes de otimizacao: a temperatura foi de 60°C, quantidade
enzimatica de 200 mg, quantidade de substrato 300 mg (1,92 nmol),
quantidade de reagente acetilante de 1,92 nmol, solvente: hexano (hidrofilico)
e/ou acetonitrila (polaridade moderada) e tempo de reacao ideal de 60 horas.

Todos esses parametros estdo presentes nas Figuras 118-123 (p. 145-151).
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Completado a otimizacao da reacao de acetilagao do citronelol, passou-
se a verificar o sistema enzimatico do ACC em outras moléculas. Neste estudo
selecionou-se a quinina, um alcaléide natural pertencente ao grupo dos
alcaléides quinolidinicos, comumente encontrado nas espécies da Cinchona
spp (MORELAND et. al. 1974). A quinina apresenta hidroxila secundaria
possivel de ser acetilada além de outras grupos funcionais. Este alcal6ide
apresenta como uma de suas principais fungdes bioldgicas, atividade no
tratamento contra a maldria, doenca infecciosa aguda ou crénica causada por
protozodrios parasitas do género Plasmodium, especialmente a espécie
Plasmodium falciparum transmitidos pela picada do mosquito Anopheles, e a
vantagem do uso da quinina no tratamento da maldria em relacdo a outras
drogas € o fato de ndo causar resisténcia ao parasita (BACKER et al. 1965;
SHIBUYA et.al. 2003). A malaria é uma doenga endémica da regiao amazénica
o qual mata 3 milhdes de pessoas por ano (MANUAL DE DIAGNOSTICO
LABORATORIAL DA MALARIA, 2005), uma taxa s6 comparavel a da
SIDA/AIDS, e afeta mais de 500 milhdes de pessoas todos os anos.

10
1 = H

¢ quinina

As reacoes de acetilagcdo usando a quinina e as enzimas imobilizadas foi
feita usando metodologia ja desenvolvida em nossos laboratérios (MACHADO
et. al, 2008) e utilizou-se como agente acilante o anidrido acético.
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5.12.1. Curvas de calibracao do benzilado e acetilado da quinina

A reacao de bioacetilagdo da quinina foi realizada usando procedimento

semelhante ao desenvolvimento para a acetilagao do citronelol:

quinina anidrido quinina acetilada
acético

A quantificagdo desta reacado foi feita por CLAE e pode ser vista no
Grafico 1 (p. 157). De acordo com a curva de calibragdo obteve-se um
rendimento de 73,70% de acetilacdo. Para o caso especifico de quinina a
acetilagédo foi regioseletiva acetilando somente a fungéo alcool, mantendo a

fungdo amina inalterada.
Foram feitas as curvas de calibracao para ambos a quinina acetilada e a

quinina benzilada nas seguintes condicdes: fluxo:1 mL/min; Fase movel:
MeOH: Acetonitrila (9:1) com A= 254 nm.
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Grafico 1. Curva da quinina acetilada nas seguintes condicoes
y=9,24034+12,10679%, com R=0,99678; concentragdo da mistura reacional: 40
mg/L; concentragdo do acetilado na mistura: 29,48 mg/L e porcentual: 73,70 %.

Dando continuidade a obtencdo de derivados esterificados da quinina e
por termos encontrado resultados satisfatérios com acetilacao, usou-se ainda
as enzimas imobilizadas de ACC (EIACC) em reacéo de benzilagdo da quinina

com a seguinte equacao:

10
10
1= H 4 H
2 3
4 2 3
7 4
5 H 7 1 s
1 . .
6 o EIACC/acetonitrila /
H + (] > o
H
MeQ_ s s 0] MeO_ £ o &
3
9 N 2
& : 0N
8' 1
quinina anidrido quinina
benzéico benzilada
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a quantificacado do derivado benzilado foi feito por CLAE, usando curva

de calibragédo, no Grafico 2 (p. 158).
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Grafico 2. Curva da quinina benzilada nas seguintes

1
180

condicoes:

y=10,45712+23,9499%, com R=0,997562; concentracdo da mistura reacional:

120 mg/L; concentragdo do benzilado na mistura: 42,95 mg/L e porcentual:

35,79%.

Para a reacao de benzilacdo obteve-se um rendimento de 35,79%. Mais

uma vez a reacgao foi regioseletiva, benzilando apenas a fungéo alcool presente

na quinina e mantendo a fun¢cao amina inalterada.
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5.12.2. Conversao da quinina 23 em quinina acetilada 23’acil a partir da

enzima imobilizada da agua-de-coco.

A quinina acetilada foi obtida na forma um filme com solubilidade em
cloroférmio. A quantificagdo da quinina acetilada feita também por RMN 'H,
usando-se o procedimento do item 4.8.2, p. 35.e curva de calibragdo no
item 5.12.1, p. 156.

Por este método de quantificacdo foi possivel obter a determinagao
estrutural do derivado acetilado 23’acil que foi feita principalmente por analise
dos dados de RMN 'H e '3C.

As amostras foram analisadas através de RMN 'H e EMIE, onde para a
RMN, foi usada a 4rea de integracao do singleto do hidrogénio metilico do
grupo acetil em &y 2,17 de 23’acil, comparada ao dubleto formado pelo
hidrogénio ligado diretamente ao carbono cabindlico em C-9 do 23, &4 5,49 (d),
dados adicionais de RMN estéo presentes da Tabela 11, p. 161.

O espectro de RMN 'H de 23’acil (Fig. 126a/126b, p. 164) as principais
absorc¢des foram um singleto em oy 2,17 (s), relacionado a grupo metila ligado
a acila, outra em 3,98 (s), equivalente a uma metoxila, e alguns sinais de
aromaticos oy 8.68 (d), &y 7.28 (d), dn 7.43 (d), 6 7.36 (dd) e &4 8.01 (d) ppm,
em comparagdo com o 23, que sbé apresentou um singleto da metoxila em dy
3.85 (s) e os arométicos oy 8.36 (d), oy 7.41 (d), oy 7.22 (d), o 7.20 (dd) e dn
7.79 (d).

O espectro de RMN '3C de 23’acil (Fig. 127a, p. 165) nos informou a
presenca de 11 sinais de carbonos do tipo sp® onde 9 sdo de aromaticos e 2
sdo de carbonos olefinicos, onde em comparacdo com o RNM '3C-dept135
(Fig. 127b, p. 165), foi possivel detectar 5 carbonos nao hidrogenados. Por se
tratar de uma estrutura ndo muito comum, foram feitos também o COSY,
HSQC e HMBC. Onde as possiveis correlagbes sao mostradas na
Tabela 11 (p. 161), Figuras: 128a/128b (COSY, p. 166),
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129a/129b (HSQC, p. 167), 130 (HSQC, p. 168), 131a/131b (HMBC, p. 169) e
132 (HMBC, p. 170).

De acordo com os deslocamentos quimicos e as constantes de
acoplamento, foi permitido confirmar que 23’acil trata-se da quinina acetilada
na posicao da hidroxila em C-9.
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Tabela 11. Dados de RMN 'H, 3C e bidimensionais da quinina 23 e quinina acetilada 23’acil.

23’acil, em CDCl;
Hsac HMEBC 23, em CDCl3
¢ o *Jen *Jen ¢ On
C
4 14417 - H-9 H-2’; H-8’ 148.33 -
6’ 158.21 - H-5'; H-7’ H-8’ 157.44 -
9 126.39 - H-3’; H-9 126.16 -
10’ 142.79 - H-2’; H-5"; H-7’; H-9 143.79 -
AcO-9  169.21 - Me, (54 2.17) H-9 - -
(o]
H
3 38.30 2.45 (m) 2H-2; H-10 2H-11 39.76 2.20 (m)
4 27.42 1.92 (m) 2H-5; 2H-7 H-2a; H-6b 27.71 1.75 (m)
8 58.87 3.33 2H-7; h-9 2H-2; H-6b 59.85 3.04 (m)
9 72.12 6.74 (d, 3.3) H-3'; 2H-7 71.51 5.49 (d, 2.3)
10 139.72 5.64 (m) 2H-11 141.66 5.66 (dd, 17.1, 10.3)
2 146.74 8.68 (d, 4.5) H-3' 147.01 8.36 (d, 4.5)
3 117.90 7.28 (d, 4.5) H-2’ H-9 121.09* 7.41 (d, 4.5)
5 101.03 7.43 (d, 2.5) H-7’ 101.40 7.22(d, 2.1)
7 122.72 7.36 (dd, 9.2, 2.5) H-5' 118.30* 7.20 (dd, 2.1, 9.1)
g 131.24 8.01 (d, 9.2) 130.89 7.79 (d, 9.1)
CH,
2 5511  3.23 (m), 2.78 (dd, 4.8, 2.5) H-8 56.86 2.99 (dd,13.6, 10.4), 2.57 (dI, 13.6)
5 26.25 1.85, 1.67 H-6a 27.46 1.71 (m), 1.43 (m)
6 42.33 3.33,2.97 (m) 2H-2; H-4; H-8 43.00 3.48 (m), 2.54 (m)
7 21.75 1.82, 1.65 21.44 1.72 (m), 1.42 (m)
11 115.71  4.98(d, 17.1), 4.95 (d, 10.4) 114.08 4.90 (d, 17.1), 4.85 (d,10.3)
CH;
MeO 56.11 3.98 (s) 55.44 3.85 (s)
AcO-9 21.15 2.17 (s) - -
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Figura 124. (124a) Espectro RMN 'H (500 MHz, CDCls) de 23; (124b)
Expansao de RMN 'H de 23.
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Figura 125. (125a) Espectro RMN *C-DEPT135 (500 MHz, CDCl;) de 23;
(125b) EIMS de 23.
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Figura 126. (126a) Espectro RMN H' (500 MHz, CDs;OD) de 23’acil; (126b)
Espectro RMN H' (500 MHz, CDs0D) de 23’acil.
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Figura 127. (127a) Espectro RMN 'C (500 MHz, CD;OD) de 23’acil;

(127b) Espectro RMN '3C (500 MHz, CDs;OD) 23’acil.
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Figura 128. (128a) Espectro total de COSY (500 MHz, CDCI;) de 23’acil;
(128b) Expansao de COSY (500 MHz, CDCl3) de 23’acil.
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Figura 129. (129a) Espectro total de HSQC (500 MHz, CDCl;) de 23’acil;
(129b) Expansao de HSQC (500 MHz, CDClI;) de 23’acil.
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Figura 130. Expanséo de HSQC (500 MHz, CDClIs) de 23’acil.
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Figura 131. (131a) Espectro total de HMBC (500 MHz, CDCl;) de 23’acil;
(131b) Expansao de HMBC de 23’acil.
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Figura 132. Expansédo de HMBC (500 MHz, CDCls3) de 23’acil.
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5.12.3. Conversao da quinina 23 em quinina benzilada 23” a partir da
enzima imobilizada da agua-de-coco.

ApoOs caracterizacdo do derivado acetilado da quinina, optamos entao a
benzilagdo da hidroxila da quinina, usando o anidrido benzdico como agente
benzilante e enzimas imobilizadas do ACC.

A reacao foi monitorada por CCD observando-se a formacado de um

composto de menor polaridade com caracteristica de um filme incolor 23”’.

A amostra foi analisada através de RMN 'H e CLAE, e para
quantificacdo por RMN, foi usada a é&rea de integragdo do singleto do
hidrogénio metilico do grupo metoxila em &y 4,00 de 23, comparada ao
também singleto formado pela metoxila de 23, &4 3,85 (s), alguns outros dados
adicionais estao presentes da Tabela 12, p. 173. Por essa técnica foi possivel
calcular o rendimento que foi de aproximadamente 35,79%.

O espectro de RMN "H de 23” (Fig. 133, p. 174) as principais absor¢des
foram os hidrogénios em &y 8.11 (d, 7.8), &4 7.50 (t, 7.8) e &4 7.63 (t, 7.8),
relacionados aos aromaticos do grupo benzila, além da metoxila em 4,00 (s) e
alguns sinais de aromaticos do anel quinidinico, o4 8.71 (d, 4.5), 7.42 (d, 4.5),
7.56 (d, 2.1), 7.39 (dd, 9.2, 2.1), 8.03 (d, 9.2) ppm, em comparagdo com a
quinina 23, que sO apresentou um singleto da metoxila em dy 3.85 (s) e os
aromaticos oy 8.36 (d), oy 7.41 (d), o 7.22 (d), o4 7.20 (dd) e oy 7.79 (d).

O espectro de RMN '3C de 23” (Fig. 134a, p. 175) também nos informou que
existem 13 sinais de carbonos do tipo sp? sendo 10 de carbonos aromaticos,
uma carbonila e 2 sdo de carbonos olefinicos, onde em comparagdo com o
RNM '3C-dept135 foi possivel detectar 6 carbonos ndo hidrogenados. Por se
tratar de uma estrutura diferente, foram feitos também o COSY, HSQC e
HMBC. Onde as possiveis correlagbes sdao mostradas também na
Tabela 12 (p. 173) e Figuras: 135a/135b (COSY, p. 176), 136a/136b e
(HSQC, p. 177).
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De acordo com os deslocamentos quimicos e as constantes de
acoplamento, foi permitido confirmar que 23" trata-se da quinina benzilada na
posicao da hidroxila em C-9, produzida na reacdo com a agua-de-coco com o

composto 23 através de uma benzilagdo com as enzimas da agua-de-coco.
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Tabela 12. Dados de RMN 'H, 3C e bidimensionais da quinina 23 e quinina benzilada 23”.

Quinbenzil, em CDCl;

Literatura [1], em CDCly

HSQC HMBC 1l 1}
Oc On “Jon *Jen 6c 6c
C
4 144.96 - H-3’ H-2’; H-5 148.33 144.26
6’ 158.44 - H-7’ MeO-6’; H-8’ 157.44 157.44
9 127.00 - H-2’ (4JCH); H-3’; H-8’ 126.16 126.43
10’ 143.39 - H-8 H-2’; H-7 143.79 144.61
1”7 137.71 - - -
7’ 165.00 - H-2”/H-6”
CH
3 39.56 2.37 (sl) H-4; H-10 2H-11 39.76 39.62
4 27.83 1.95 (m) H-10 27.71 28.11
8 59.43 3.51 (m) 59.85 61.32
9 74.22 6.87 (sl) H-3’ 71.51 71.17
10 141.31 5.81 (dd) 2H-11 141.66 141.18
2 147.57 8.71 (d, 4.5) H-3’ 147.01 147.30
3 118.91 7.42 (d, 4.5) H-2’ 121.09* 121.04*
5 101.56 7.56 (d. 2.1) H-7": H-8' (o) 101.40 102.47
7 122.38 7.39 (dd, 9.2, 2.1) H-5 118.30* 119.87*
8 132.00 8.03 (d, 9.2) 130.89 131.33
/6" 129.86 8.11 (d. 7.8) H-3"/H-5" i -
3”/5” 128.90 7.50 (1, 7.8) H-2”/H-6"; H-4” - -
4’ 133.78 7.63(t,7.8) H-2”/H-6” - -
CH,
2 56.62 3.17 (dd, 13.5, 10.5)1.72 H-8; H-10 56.86 55.25
5 27.75 1.84 (m), 1.64 (m) 27.46 27.08
6 42.77 3.28 (m), 2.78 (m) H-8 43.00 40.55
7 2378 1.87 (m). 1.85 (m) H-8 21.44 24.92
11 115.17 5.04 (d), 5.02 (d) 114.08 114.83
CH3
MeO 56.14 4.00 (s) 55.44 55.74
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Figura 133. Espectro RMN H' (500 MHz, CDs0D) de 23’
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Figura 134. (134a) Espectro RMN '*C-BB (500 MHz, CDCl;) de 23”;
(134b) Espectro RMN '*C-DEPT135 (500 MHz, CDCl3) de 23”.
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Figura 135. (135a) Espectro total COSY (500 MHz, CDCl3) de 23”; (135b)
Expanséao de COSY (500 MHz, CDCl3) de 23”.
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Figura 136. (136a) Espectro total de HSQC (500 MHz, CDCl3) de 23’’; (136b)
Expanséo de HSQC (500 MHz, CDCl;3) de 23”’.
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6. CONSTANTES FIiSICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS DE
COMPOSTOS ORGANICOS OBTIDOS A PARTIR DAS ENZIMAS
ENCONTRADAS EM CELULAS INTEGRAS E IMOBILIZADAS DA AGUA-
DE-COCO (Cocos nucifera)

6.1. PROCEDIMENTOS SINTETICOS NA OBTENCAO DOS ALCOOIS POR
NaBH,

Sobre uma solucao de (500 mg, 4,00 mmol) em MeOH seco (16 mL, 0,25
M) a baixa atmadsfera de nitrogénio, adcionou-se a 0°C NaBH4 (452,4 mg, 12,00
mmol). A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente durante 3 horas,
em seguida foi evaporado o solvente a baixa pressao reduzida. O grudo da
reacao foi dissolvido em agua e em seguida particionados com 200 mL de
CHCl, a fase organica foi seca, com sulfato de sodio anidro e evaporado o
solvente, a baixa pressdo reduzida. O grudo foi entdo purificado por
cromatografia de coluna em silica gel (20% AcOEt/Hexano).
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6.2. DADOS DOS COMPOSTOS OBTIDOS NA REDUCAO DE CETONAS E
ALDEIDOS E HIDROLISE DE ESTERES E AMIDAS

1.S-(-)-1-Fenil-etanol (1’): 79% de rendimento, 133 mg

Férmula empirica: CgH;00O [a]%s= -17,00, (1,2) CHCl;

Peso molecular: 122 g/mol

R (20% AcOEt/Hexano): 0,7

RMN'H (CDCls, 500 MHz): 5 7,32 (m, 5H, H-2-6), 4,77 (q, 1H, H-7, J = 6,5 Hz),
1,39 (d, 3H, H-8, J= 6,5 Hz), 2,18 (s, 1H, OH).

EM (IE*, m/z): 122 (25%), 107 (80%), 79 (100%), 51 (43,8%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna Chiralsil Dex-CB: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min (130-160°C).

Tempo de retencao do isbmero R: 4,625 min; Tempo de retencao do isémero
S: 4,753 min; Tempo de retengédo do alcool: 22,01 min; Tempo de retengéo da
cetona: 22,69 min.

2. S-(-)-1-m-metoxifeniletanol (2’): 95% de rendimento, 120 mg OH
Formula empirica: CoH1202  [a]%s= -23,5, (1,2) CHCl;
Peso molecular: 152,19 g/mol

R¢ (20% AcOEt/Hexano): 0,4

4

OMe
RMN'H (CDCls, 500 MH): 5 7,25 (t, 1H, H-7), 8 6,92 (m, 2H, H-3, 5), 8 6,79 (q,
1H, H-4), 4,78 (q, 1H, H-7, J = 6,5 Hz), 1,44 (d, 3H, H-8, J = 6,5 Hz), 1,99 (s,
1H, OH).

EM (IE*, m/z): 152 (30%), 137 (35%), 109 (100%), 77 (32%), 43 (30%).
Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna Chiralsil Dex-CB: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min (130-160°C).

Tempo de retencao do isdbmero R: 23,58 min; Tempo de retencao do isémero
S: 23,89 min; Tempo de retencao do alcool: 9,76 min; Tempo de retencao da
cetona: 9,97 min.
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3. Alcool benzilico (3’): 88% de rendimento, 171 mg

Férmula empirica: C;HsO 4 OH
Peso molecular: 108,14 g/mol ] ,

R (20% AcOEt/Hexano): 0,5 6

RMN'H (CDCls, 500 MHz): & 7,35(m, 1H, H-3/H-7), 4,66 (s, 2H, H-1), 2,06 (s,

1H, OH).

EM (IE*, m/z): 107 (80%), 91 (30%), 79 (100%), 51 (60%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C

Tempo de retengé@o do alcool: 11,14 min; Tempo de retengé@o do aldeido: 8,59

min.
4. Alcool m-metoxibenzilico (4’): 80% de rendimento, 3 1
101 mg ’ 2 oH
Férmula empirica: CgH1002 . ,
Peso molecular: 138,17 g/mol 6
OCH;

R (20% AcOEt/Hexano): 0,5
RMN'H (CDCls, 500 MHz): 5 7,31(t, 1H, H-4, J= 13,7 Hz), 6,99 (m, 2H, H-3,5),
6,88 (sl, 1H, H-7), 4,67 (s, 2H, H-1), 3,81 (s, 3H, OMe).

EM (IE*, m/z): 138 (100%), 121 (20%), 109 (80%), 94 (37%), 77 (60%).
Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-14 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengéo do alcool: 12,03 min; Tempo de retencéo do aldeido: 14,64

min.
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5. Alcool p-metoxibenzilico (5°): 42% de rendimento,
99 mg
Férmula empirica: CgH1002

Peso molecular: 138,17 g/mol
R (20% AcOEt/Hexano): 0,5
RMN'H (CDCls, 500 MHy): & 7,23(d, 2H, H-4,6 J= 13,7 Hz), 6,84 (d, 2H, H-3,7,
J= 13,7 Hz), 4,56 (s, 2H, H-1), 3,73 (s, 3H, OMe), 6,13 (s, 1H, OH).

EM (IE*, m/z): 138 (100%), 121 (59%), 109 (87%), 94 (37%), 77 (65%).
Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 ¢C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengéo do alcool: 11,96 min; Tempo de retengéo do aldeido: 13,01

HsCO

min

6. Alcool vanilico (6’a): 80% de rendimento, 87 mg
Férmula empirica: CgH1003

Peso molecular: 154,17 g/mol H3CO
R (20% AcOEt/Hexano): 0,4

RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 6,87 (s, 1H, H-7), 6,78 (d, 2H, H-3,4), 4,52 (s, 2H,
H-1), 3,83 (s, 3H, OMe).

EM (IE*, m/z): 154 (92%), 137 (55%), 93 (84%), 65 (100%), 55 (45%), 39
(100%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-14 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengéo do alcool: 27,93 min; Tempo de retencdo do aldeido: 25,53

min.
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7. Eter vanilico (6’b): 20% de rendimento, 41 mg

Férmula empirica: CgH1203

Peso molecular: 168,19 g/mol H,CO
R (20% AcOEt/Hexano): 0,5

RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 6,76 (s, 1H, H-7), 6,66 (d, 2H, H-3,4), 4,41 (s, 2H,
H-1), 3,70 (s, 3H, OMe) e 3,26 (s, 3H, OMe).

EM (IE*, m/z): 168 (35%), 137 (100%), 122 (54%), 32 (55,8%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencdo do éter: 13,68 min; Tempo de retengdo do aldeido: 25,53

min.

8. Alcool cinamico (7’a): 83% de rendimento, 107 mg

Férmula empirica: CgH;00 6 s OH
Peso molecular: 134,18 g/mol ; .
R (20% AcOEt/Hexano): 0,6 ?

RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 7,41-7,23 (m, 5H, H-5,6,7,8,9), 6,65 (d, 1H, H-3, J
=15,9 Hz), 6,39 (m, 1H, H-2), 4,33 (d, 2H, J = 7,25 Hz), 2,08 (s, 1H, OH).

EM (IE*, m/z): 134 (45%), 115 (47%), 105 (52%), 92 (100%), 78 (43%), 51
(52%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 ®C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengéo do alcool: 12,36 min; Tempo de retencéo do aldeido: 12,98

min
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9. 3-Fenilpropanol (7°b): 17% de rendimento, 21 mg

Férmula empirica: CoH;20 6 v - OH
Peso molecular: 136,19 g/mol ; .
R (20% AcOEt/Hexano): 0,6 8

RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 7,41-7,36 (m, 5H, H-5,6,7,8,9), 3,67 (d, 2H, H-1),
2,71 (t, 2H, H-3), 1,90 (m, 2H, H-2).

EM (IE*, m/z): 136 (20%), 117 (100%), 92 (93%), 51 (29%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengéo do alcool: 11,22 min; Tempo de retencéo do aldeido: 12,98

min

10. Alcool a-metilcinamico (8’): 27% de rendimento, 64 mg
Férmula empirica: C1oH2.0 s N on
Peso molecular: 148,20 g/mol

Rt (10% AcOEt/Hexano): 0,5 4
RMN'H (CDCls, 500 MHz): & 7,59-7,25 (m, 1H, H-5,6,7,8,9), 6,58 (s, 1H, H-3),
4,24 (s, 2H, H-1), 1,95 (s, 3H).

EM (IE*, m/z): 148 (40%), 133 (25%), 91 (100%), 55 (26%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengé@o do alcool: 7,42 min; Tempo de retencdo do aldeido: 9,09

min
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11. Alcool furfurilico (9°): 93% de rendimento, 95 mg
Férmula empirica: CsHsO 5 . OH
Peso molecular: 98,10 g/mol \ /

R (10% AcOEt/Hexano): 0,5

RMN'H (CDCls, 500 MH): 5 7,38 (s, 1H, H-5), 6,32-6,26 (m, 2H, H-4,3), 4,53
(s, 2H, H-1), 3,41 (s, 1H, OH).

EM (IE*, m/z): 98 (100%), 81 (42%), 69 (35%), 41 (91%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencao do alcool: 6,06 min; Tempo de retencao do aldeido: 10,22

min

12. Geraniol (10’): 61% de rendimento, 142 mg 9 10
Férmula empirica: C1oHs0 )7\/5\/3K/1\OH
Peso molecular: 154,25 g/mol
R (10% AcOEt/Hexano): 0,5
RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 5,33 (t, 1H, H-2), 5,04 (t, 1H, H-6), 4,05 (d, 2H, H-
1), 2,35-1,96 (m, 4H, H-5,4), 1,62-1,60-1,54 (s, 9H, H-8,9,10).

EM (IE*, m/z): 154 (2%), 69 (97%), 41 (100%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencéo do alcool: 21,56 min; Tempo de reten¢&o do aldeido: 23,91

min.
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13. S-(+)-2-Butanol (11°): 96% de rendimento, 134 mg o

Férmula empirica: C;H;00 [a]%s=+13, (1,0) CHCl; )\/

Peso molecular: 74,12 g/mol 1 2 : 4

R (10% AcOEt/Hexano): 0,6

RMN'H (CDCls, 500 MHz): 5 3,53 (m, 1H, H-2), 3,46 (s, 1H, OH), 1,34-1,28 (m,
2H, H-3), 1,00 (d, 3H, H-1), 0,75 (t, 2H, H-4).

EM (IE*, m/z): 74 (3%), 59 (20%), 45 (92%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencdo do alcool: 4,22 min; Tempo de retencdo da cetona: 4,93

min.

14. S-(+)-2-Acetoxibutano (11’acil): 97% de rendimento, 38 mg

Férmula empirica: CsH120> [a]%s5=+20, (1,0) CHCl; QA
Peso molecular: 116,16 g/mol )2\/4
R¢ (10% AcOEt/Hexano): 0,8 ! 3

EM (IE*, m/z): 116 (2%), 87 (22%), 56 (20%), 43 (100%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna Chiralsil Dex-CB: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min (130-160°C).

Tempo de retencao do isbmero R: 6,796 min; Tempo de retencao do isémero
S: 6,956 min
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15.  Acido butirico (12’): 66% de rendimento, 80 mg
Férmula empirica: C4HgO, M
Peso molecular: 88,11 g/mol HO™ 1S )
R (10% AcOEt/Hexano): 0,3

RMN'H (CDCls, 500 MHz): 5 10,70 (s, OH), 2,30 (t, 2H, H-2), 1,64 (q, 2H, H-3),
0,94 (t, 3H, H-4).

EM (IE*, m/z): 88 (9%), 73 (10%), 60 (100%), 43 (52%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencdo do acido carboxilico: 4,54 min; Tempo de retengédo do
éster: 4,42 min.

16. 3-S-(+)-hidroxibutirato de etila (13’): 78% de rendimento, 61 mg
Formula empirica: CgH1203  [0]%s=+2,46, (1,2) CHCl;
Peso molecular: 132,16 g/mol

R (10% AcOEt/Hexano): 0,6 4
RMN'H (CDCl;, 500 MHz): 5 4,01-3,93 (m, 3H, H-3,1), 3,72 (s, OH), 2,26 (m,
2H, H-2), 1,07-1,01 (m, 6H, H-4,2).

EM (IE*, m/2): 131 (1%), 117 (7%), 87 (29%), 71 (28%), 69 (32%), 45 (100%).
Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna Chiralsil Dex-CB: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min (130-160°C).

Tempo de retengao do isbmero R: 5,22 min; Tempo de retengcédo do isbmero S:
5,27 min
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17. Carveol (14’): 12% de rendimento, v

59 mg P
Férmula empirica: C1oH1sO [a]%s=-104, (1,5) CHCl; . 5
Peso molecular: 154,25 g/mol S 1

Ry (10% AcOEt/Hexano): 0,5 LN

RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 4,65 (d, 2H, H-2), 3,12, (m, 1H, H-1), 2,72 (s, 1H,
OH), 2,11 (m, 1H, H-5), 1,90-1,92-1,48 (m, 6H, H-6,4,3), 1,75 (m, 1H, H-2), 1,69
(s, TH, H-1"), 0,99 (d, 3H, H-1).

EM (IE*, m/z): 154 (8%), 67 (100%), 41 (80%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna Chiralsil Dex-CB: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min (130-160°C).

Tempo de retencao do isbmero R: 5,60 min; Tempo de retengcédo do isbmero S:
5,952 min

18. Pulegol (15°): 47% de rendimento 117 mg

Férmula empirica: C1oH;sO [a]%s= +102, (1,5) CHClI3
Peso molecular: 154,25 g/mol

R¢ (10% AcOEt/Hexano): 0,3

RMN'H (CDCl;, 500 MHz): 5 4,00 (s, 1H, OH), 3,65, (m, 1H, H-1), 2,60-2,55 (m,
2H, H-3), 2,13-1,78 (m, 4H, H-6,4), 1,74 (m, 1H, H-5), 1,65 (s, 3H, H-2,1"), 0,91
(d, 3H, H-17).

EM (IE*, m/z): 154 (7%), 153 (100%), 97 (36%), 43 (100%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna Chiralsil Dex-CB: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min (130-160°C).

Tempo de retengédo do isbmero R: 5,610 min; Tempo de retengdo do isbmero
S: 5,802 min
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19. Ciclohexanol (16’a): 64% de rendimento, 58 mg 2 on
Férmula empirica: C¢H120 SO/
Peso molecular: 100,16 g/mol 4 6

R (10% AcOEt/Hexano): 0,5

RMN'H (CDCls, 500 MHz): 5 3,56 (m, 1H, H-1), 2,30, (s, 1H, OH), 1,84-1,72 (m
4H, H-6,2), 1,51-1,20 (m, 6H, H-5,4,3).

EM (IE*, m/z): 100 (2%), 82 (45%), 57 (100%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengédo do alcool: 5,60 min; Tempo de retengdo da cetona: 6,97

min.

20. 2,3-Butilenocetal (16°b): 36% de rendimento, 32,4 mg
Férmula empirica: C1oH1502

Peso molecular: 170,25 g/mol

R (10% AcOEt/Hexano): 0,5 5
RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 4,78 (m, 2H, H-2,1), 1,36 (m, 4H, H-6,2), 1,17 (m,
6H, H-5,4,3), 1,05 (d, 6H, H-2',1°).

EM (IE*, m/z): 170 (7%), 127 (60%), 55 (100%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengéo do cetal: 9,45 min; Tempo de retengéao da cetona: 6,97 min.
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21.  Ciclopentanol (17°): 35% de rendimento, 103 mg OH
Férmula empirica: CsH;00
Peso molecular: 86,13 g/mol
R (10% AcOEt/Hexano): 0,6
RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 4,25 (m, 1H, H-1), 2,70, (s, 1H, OH), 1,75 (m, 4H,
H-5,2), 1,43 (m, 4H, H-4,3).

EM (IE*, m/z): 86 (8%), 57 (100%), 44 (45%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencao do alcool: 5,08 min; Tempo de retencdo da cetona: 4,94

min.
22. Diazeno difenil-1-6xido (18’): 100% de rendimento, 3 \
o 2 '
127 mg 6 |+ /1©
, , . 5 AN 5
Férmula empirica: C12H1oN2O ©1/ N &
Peso molecular: 198,22 g/mol 4 2

R (10% AcOEt/Hexano): 0,4

RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 8.32 (m, 2H, H-6,2), 8.18 (m, 2H, H-6",2"), 7.58 (m,
1H, H-4), 7.53 (m, 2H, H-5,3), 7.50 (m, 2H, H-5",3'), 7.41 (m, 1H, H-4").

EM (IE*, m/z): 198 (15%), 77 (100%), 51 (63%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 ¢C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengdo do diazeno: 31,03 min; Tempo de retencdo do

nitrobenzeno: 33,57 min.
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23. Anilina (19’): 22% de rendimento, 100 mg 6 NH,
Formula empirica: CgH,N 5 /
Peso molecular: 93,13 g/mol 4 2

R (10% AcOEt/Hexano): 0,4 3

RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 7,41 (t, 1H, H-4), 7,04, (t, 2H, H-5,3), 6,82 (t, 2H,
H-6,2), 3,74 (s, 2H, NH).

EM (IE*, m/z): 93 (100%), 66 (62%), 39 (25%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencdo da anilina: 10,55 min; Tempo de retencédo da acetanilida:
15,57 min.

24. p-Hidroxianilina (20’): 99% de rendimento, 81 mg NH,
Férmula empirica: CgH;NO
Peso molecular: 109,13 g/mol
R (10% AcOEt/Hexano): 0,5
RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 8,48 (s, 1H, OH), 7,11, (d, 2H, H-5,3), 6,55 (d, 2H,
H-6,2), 5,40 (s, 2H, NH>).

EM (IE*, m/z): 109 (100%), 80 (36%), 43 (42%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencdo da p-hidroxianilina: 37,35 min; Tempo de retencdo da p-

hidroxiacetanilida: 39,42 min.
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25. p-Nitroanilina (21’a): 60% de rendimento, 79 mg
Férmula empirica: CgHgN2O>

Peso molecular: 138,13 g/mol

R (10% AcOEt/Hexano): 0,6

RMN'H ((CDs),CO, 500 MHz): & 7,98 (d, 2H, H-5,3), 6,73, (d, 2H, H-6,2), 6,22
(s 2H, NHy).

EM (IE*, m/z): 138 (41%), 108 (22%), 83 (33%), 44 (85%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencdo da p-nitroanilina: 30,25 min; Tempo de retencdo da p-

hidroxiacetanilida: 33,12 min.

26. p-Aminoacetanilida (21°b): 40% de rendimento, 43 mg 6
Férmula empirica: CgH1oN-O
Peso molecular: 150,18 g/mol
R (10% AcOEt/Hexano): 0,6
RMN'H (CD;0D, 500 MHz): 5 8,38 (s, 1H, NH), 7,22, (d, 2H, H-6,2), 6,68 (d,
2H, H-5,3), 2,10 (s, 3H, OCHs).

EM (IE*, m/z): 150 (12%), 138 (39%), 65 (45%), 44 (90%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retencdo da p-aminoacetanilida: 30,60 min; Tempo de retengédo da

p-nitroacetanilida: 33,12 min.
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27. Acido benzéico (22’): 93% de rendimento, 430 mg 6
Férmula empirica: C;HgO. S f
Peso molecular: 122,12 g/mol
R (10% AcOEt/Hexano): 0,5 3

RMN'H (CDCls, 500 MHz): & 12,81 (s, 1H, OH), 8,17, (m, 2H, H-6,2), 7,64 (m,
1H, H-4), 7,49 (m, 2H, H-5,3).

EM (IE*, m/z): 122 (80%), 105 (100%), 77 (82%), 51 (43%).

Separacao analitica usando as seguintes técnicas:

Coluna DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

Tempo de retengdo do acido benzoico: 10,52 min; Tempo de retencédo da
benzamida: 9,35 min.

28. AQuinina acetilada (23’acil): 56% de rendimento, 95 mg
Férmula empirica: CooHosN2O3 [a]%s= -233, (2,2) CHCl;
Peso molecular: 366,46 g/mol
R (10% AcOEt/Hexano): 0,6 MeO_ g
RMN'H (CDCls, 500 MHy): 5 2,45 (m, 1H, H-3),
1,92 (m, 1H, H-4), 3,33 (m, 1H, H-8), 6,74 (d, 1H, H-9, J=3,3),
5,64 (m, 1H, H-10), 8,68 (d, 1H, H-2’, J=4,5), 7,28 (d, 1H, H-3’, J=4,5), 7,43 (d,
1H, H-5", J=2,5), 7,36 (dd, 1H, H-7", J1=9,2, J,=2.5), 8,01 (d, 1H, H-8", J=9,2),
3,23-2,78 (dd, 2H, H-2, J1=4,8, J,=2,5), 1,85-1,67 (m, 2H, H-5), 3,33-2,97 (m,
2H, H-6), 1,82-1,65 (m, 2H, H-7), 4,98-4,95 (d, 2H, H-11, J;=17,1, d, J»=10,4),
3,98 (s, 3H, OCHjz), 2,17 (s, 3H, AcO-9).

Separacao analitica usando as técnicas de CLAE:

Coluna: O0G-4252-EO LUNA C-18 250 X 4,60mm e 5u de didmetro. Fluxo:1

mL/min; Fase mével: MeOH: Acetonitrila (9:1) com A= 254 nm.
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29. Quinina benzilada (23’’): 35% de rendimento, 40 mg 11/10 y
Férmula empirica: Co7H2sN2O3 [a]%s= -262; (2,2) CHCl; 212
Peso molecular: 428,53 g/mol
R (10% AcOEt/Hexano): 0,7
RMN'H (CDCl3, 500 MHz): 5 2,37 (sl, 1H, H-3), MeQ_ &
1,95 (m, 1H, H-4), 3,51 (m, 1H, H-8), 6,87 (sl, 1H, H-9),
5,81 (dd, 1H, H-10), 8,71 (d, 1H, H-2’, J=4.5),

7,42 (d, 1H, H-3’, J=4,5), 7,56 (d, 1H, H-5’, J=2,1), 7,39 (dd, 1H, H-7’, J1=9,2,
J>=2,1), 8,03 (d, 1H, H-8’, J=9,2), 8,11 (d, 1H, H-6",2", J=7,8), 7,50 (t, 1H, H-
5,3, J=7,8), 7,63 (t, 1H, H-4", J=7,8), 3,17-1,72 (dd, 2H, H-2, J113,5, J>=10,5),
1,84- 1,64 (m, 2H, H-5), 3,28-2,78 (m, 2H, H-6), 1,87-1,85 (m, 2H, H-7), 5,04-
5,02 (d, 2H, H-11), 4,00 (s, 3H, OCHy).

Separacao analitica usando as técnicas de CLAE:

Coluna: O0G-4252-EO LUNA C-18 250 X 4,60mm e 5u de didmetro. Fluxo:1

mL/min; Fase mével: MeOH: Acetonitrila (9:1) com A= 254 nm.
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7. CONCLUSOES

Em relacdo ao processo de hidrodestilacdo e extragdo com solvente
organico da agua-de-coco dos dois tipos de C. nucifera, foram identificados
alcoois, cetonas, lactonas, aldeidos e ésteres de curtas cadeias de carbono no
O0leo essencial da 4&gua-de-coco das duas variedades analisadas, e
provavelmente estes compostos sejam responsaveis, em parte, pelo seu
aroma. O éster etanoato de n-propila foi detectado em ambas os processos de
extragcao (extragdo com solvente e arraste a vapor), e provavelmente € um dos
compostos responsaveis pelo o sabor da &gua-de-coco. Os processos de

extragdo com solvente organico apresentam diferentes composigées quimicas.

O efeito do sequestro de radicais livres usando DPPH das amostras
obtidas por hidrodestilagcdo e extracdo com solvente da agua-de-coco das duas
variedades foi comparado ao controle positivo Trolox e BHT no sistema do
radical livre DPPH. Alta atividade de sequestro de radical (DPPH) foi
encontrada nas amostras obtidas por processo de hidrodestilagdo, mas
atividade moderada foi observada nas amostras por extragdo com solvente
organico. As diferengas observadas nos dois processos sdo significativos e
podem ser justificados pelas diferengcas de composicdo quimica. A atividade
antioxidante destas fracdes é de bastante interesse como um elemento aditivo

de antioxidante em potenciais alimentos e requerem uma avaliacdo adicional.

No estudo dos constituintes fixos do albumen fresco do coco do tipo
verde e amarelo em trés fases de maturacdo, foram detectados
hidrocarbonetos, tioésteres e acidos carboxilicos no Oleo fixo das duas
variagcoes do albumen sélido de coco nas trés fases de maturidade analisadas
e sao provavelmente responsaveis, em parte, pela viscosidade e odor deste
6leo. Houve um aumento da concentragdo do &cido palmitico presente para
cada fase de maturidade na variacdo do coco amarelo, por outro lado, uma
diminuicdo presente de sua concentragdo para cada fase de maturidade para a
o tipo verde, e provavelmente um composto muito comum tanto ao tipo verde

como amarelo. Foi observado em relacdo a maturidade que tanto para as
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espécies verdes como o amarelo, a quantia de éleo fixo aumentou, isto
significa que, a composicdo ficou mais rica em &acidos graxos. Além disso,
também foi observado que quando é verde a maioria dos seus componentes
sao formados através de hidrocarboneto ramificados que que provavelmente
podem ser oxidados aos &cidos carboxilicos seguintes quando se tornam
maduros ou secos. O componente principal do 6leo fixo para esta espécie foi o
acido laurico com (30,21%) para maduro e (40,49%) para a forma seca. Assim
de acordo com os resultados obtidos podemos concluir que a composicao
quimica dos dois tipos de coco (verde/amarelo) diferem com os estagios de
maturacdo e ainda tem uma pequena diferenga observada entre a composicao
do tipo verde e o coco tipo amarelo.

O suco (albumen liquido) das espécies de coco C. nucifera se mostrou
muito efetivo em seletividade por reduzir uma gama de grupos carbonilicos
aromaticos e alifaticos exibindo uma substancial regio- e enantioseletividade

em seus produtos.

AplOs essas células integras passarem por processo de imobilizacao
com alginato de soédio, foi possivel verificar também sua versatilidade em
reacoes de acetilacdo e benzilagdo com compostos mais complexos como foi o
caso da quinina que produziu a quinina acetilada e a benzilada através suas
células imobilizadas. Os resultados encorajadores obtidos aqui usando tanto a
preparacao aquosa crua de uma fruta comum como o coco, como a imobilizada
com alginato de sodio oferecem novas possibilidades para a reducdo de
compostos carbonilicos selecionadas como um passo critico em um caminho
organico sintético, especificamente evitando o uso de hidretos ndo-sustentaveis
como agentes redutores. Como resultado deste estudo prévios com legumes
comuns, € aparente uma oportunidade por desenvolver uma area nova de
quimica organica sintética. Utilizando o potencial vasto de fontes naturais
abundantes e sustentaveis, trabalhos em biocatalise, por sua seletividade,
simplicidade, emprego de tecnologia de processo benigna, e extremista-baixo
preco, podem se tornar uma aproximacao alternativa significante para amplas
transformagdes de substancia quimica sintéticas.
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