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RESUMO

Uma das grandes dificuldades encontradas hoje em dia ¢ a capacidade de se produzir algo sem
causar tantos prejuizos ao ambiente. Muitos farmacos produzidos através do método
convencional utilizam vérias rotas quimicas que necessitam de solventes perigosos ¢ de um
alto custo energético. A biocatalise definida também como catalise enzimatica ou
biotransformagdo, ¢ o uso de enzimas para catalisar reagdes quimicas O uso da biocatalise
sugere como potencial na producdo de farmacos e ou produtos, por ser mais economica € nao
gerar residuos toxicos. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo verificar a capacidade
biotecnoldgica das enzimas encontradas na agua de coco como fonte de oxiredutase/hidrolase.
Para a realizag@o das reagdes propostas, o vegetal selecionado foi utilizado in natura por meio
de células integras. Foi desenvolvida uma técnica que utiliza as enzimas presente na agua de
coco (Cocos nucifera L) para auxiliar na producdo de esqueletos de natureza anti-
inflamatoria. Os rendimentos obtidos das reacdes com o C. nucifera € com o composto p-
nitroacetanilida tiveram uma variagdo entre 52,20% e 40,30%, respectivamente. As aminas
obtidas da reducdo do composto nitrado inicial apresentaram esqueleto compativel com
estruturas anti-inflamatorias. Por meio de uma reagao de hidrolise, ocorreu a formacao de uma
amina, a partir da por¢ao amida da estrutura. Portanto, pode-se afirmar que a as enzimas
presentes na agua de coco podem ser utilizadas como um potencial agente de hidrdlise e

biorredutor.

Palavras-chave: Biocatalise. Reducao. Hidrolise.



ABSTRACT

One of the great difficulties encountered today is the ability to produce something without
causing so much damage to the environment. Many drugs produced using the conventional
method utilize various chemical routes that require hazardous solvents and high energy costs.
Biocatalysis, also defined as enzymatic catalysis or biotransformation, is the use of enzymes
to catalyze chemical reactions. The use of biocatalysis suggests as potential in the production
of drugs and or products, because it is more economical and does not generate toxic waste. In
this context, this work aims to verify the biotechnological capacity of the enzymes found in
coconut water as a source of oxiredutase / hydrolase. In order to carry out the proposed
reactions, the selected plant was used in natura by means of intact cells. A technique was
developed that uses the enzymes present in coconut water (Cocos nucifera L.) to aid in the
production of anti-inflammatory skeletons. The yields obtained from the reactions with C.
nucifera and the p-nitroacetanilide compound ranged from 52.20% to 40.30%, respectively.
The amines obtained from the reduction of the initial nitro compound showed skeleton
compatible with anti-inflammatory structures. By means of a hydrolysis reaction, formation
of an amine occurred from the amide portion of the structure. Therefore, it can be stated that
the enzymes present in coconut water can be used as a potential hydrolysis agent and

bioreductor

Keywords: Biocatalysis. Reduction. Hydrolysis.
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1. INTRODUCAO
Sabe-se que a necessidade de produzir anti-inflamatério € muito antiga e que desde as
épocas passadas a procura por eles ¢ constante, desde o isolamento da salicilina, ¢ a
demonstragao dos seus efeitos antipiréticos em 1829 por Laurex, (Costa, 2006) até as drogas
mais comuns nos dias atuais

Através de métodos convencionais e reacionais na produciao de farmacos, utilizam-se
solventes perigosos, como por exemplo, o penta cloreto de fosforo, utilizado na producao da
penicilina, que pode causar prejuizos tanto pessoal como ambiental se ndo for descartado de
forma correta.

Nos dias atuais, fala-se muito sobre o desenvolvimento sustentdvel. Sendo este
definido como o progresso industrial que atende as necessidades do presente sem
comprometer a capacidade das futuras geragdes

Neste estudo, caracterizado como pesquisa experimental, com aspecto exploratorio,
buscou-se na literatura obras relacionadas a tematica em questdo, bem como uma série de
experimentos voltados a descoberta do potencial biotecnoldgico das enzimas encontradas na
agua de coco (Cocos nucifera L). A biocatalise ¢ um importante mecanismo para favorecer e
facilitar algumas reacdes, nesse caso, o uso ¢ a divulgacdo desse método, traz uma
importancia significativa para avangar cada vez mais ecologicamente corretos.

A espécie, Cocos nucifera L., ¢ uma planta perene, palmeira de estipe liso da familia
Palmaceae, conhecida também como coqueiro. Frutifica apenas em locais de clima quente,
muito comum nas regides litoraneas, especialmente no Nordeste (PERSLEY, 1992). No
interior do fruto, o alblimem liquido, também conhecido como agua-de-coco, ¢ considerado
um isotonico natural, por ser rico em sais minerais. Sua composi¢ao ¢ semelhante a do soro
fisiologico, o que a torna eficiente para hidratar a pele, reduzir o colesterol, combater a
desidratagdo, enjoos e também a retencdo de liquidos no organismo.

Em estudos anteriores, foram identificadas duas enzimas de natureza oxiredutiva e
hidroxiaditivas, as peroxidases (POD) e as polifenoloxidase (PFO) que podem ser bastantes
promissoras na area de biotecnologia, a fungdo da (POD) ¢ catalisar a oxidagdo de
componentes celulares, tais como peroxido de hidrogénio (H202) ou peroxidos organicos
(CHAVES, 2003).Este trabalho surgiu da expectativa e da possivel capacidade de enzimas
especificas, presentes na adgua de coco, atuarem na produc¢do de farmacos. Em adicional,
busca apresentar uma rota reacional mais simples e econdmica para essa producao.

Com este trabalho, foi possivel mostrar que a dgua de coco pode ser um otimo

reagente para a producdo de compostos organicos de natureza anti-inflamatoria.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Este trabalho tem como objetivo geral verificar se as enzimas presentes na Cocos nucifera L
podem atuar como reagentes para a PRODUCAO DE ESQUELETOS estruturais DE
NATUREZA ANTI-INFLAMATORIA

2.2 Especificos
. Quantificar; através de teste proteico; a presencga de enzimas na agua de coco;
. Caracterizagao e identificacdo por métodos espectroscopicos e espectrométricos, como

a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H!) e a cromatografia gasosa acoplada
a espectro de massas (CG/EM), as estruturas dos produtos reacionais;

. Divulgar a importancia da biocatalise.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Anti-inflamatorio

Os anti-inflamatdrios constituem uma das classes de farmacos mais difundidas em
todo mundo, abrangendo diferentes especialidades no mercado global, utilizados no
tratamento da dor aguda e cronica decorrente do processo inflamatorio (SILVA;
MENDONCA; PARTATA 2014), eles possuem acdo analgésica e antipirética que sao

essenciais no combate da dor e da febre.

Segundo a literatura, o salicilato de so6dio foi usado para tratar a febre reumatica como
agente antipirético e no tratamento da artrite em 1875. O grande sucesso desse farmaco levou
a producdo do acido acetilsalicilico. Apds demonstrar um bom papel como anti-inflamatério
foi introduzido na medicina em 1899 por Dresser, com um nome de aspirina, (MONTEIRO et

al., 2015).

De acordo com Monteiro et al., (2015), eles tém sido a classe de medicagdes mais
prescrita na drea da Reumatologia, porém algumas preocupacdes a respeito da seguranca
desses farmacos, na area cardiovascular; tornam esta pratica desafiadora. A maior parte dos
medicamentos ¢ bem absorvida por via oral, e a sua biodisponibilidade nao ¢

consideravelmente modificada pela presenca de alimentos (FURST; ULRICH, 2010).

3.2 Biocatalise

Os biocatalisadores estdo sendo cada vez mais utilizados para auxiliar nas rotas
sintéticas de interesse industrial (LENARDAO et al., 2003. A facilidade em atuar a
temperaturas brandas, condi¢des neutras e aquosas chama a atencdo para o uso destes em
sintese quimica, das vantagens do uso de enzimas imobilizadas e economia significativa no
custo global do processo, desde que o procedimento de imobilizacio ndo seja muito
dispendioso, haja boa recuperagdo da atividade enzimatica e que a meia vida operacional da

enzima imobilizada seja suficientemente longa.

Atualmente, de acordo com Araujo (2009), sdo conhecidas varias enzimas, muitas
estao sendo estudadas e aproximadamente 200 ja sdo comercializadas. Grande parte destas
enzimas sdo provenientes de bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Ao utilizar um

biocatalisador espera-se alcancar a conversao desejada do produto em questao.
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Em adicional observa-se que o uso de agentes bioldgicos facilitam as reagdes de
forma que ela acontega de uma maneira mais simples. E valido salientar, que os farmacos
trazem alguns efeitos contrarios aos esperados por ter um alto teor de toxicidade e causam
também desconforto gastrointestinal. A sociedade necessita de medicamentos cujos
beneficios sejam os melhores possiveis, que os efeitos idensejaveis sejam minimizados
Segundo Politzer e Bon (2006) o mercado global de enzimas movimentaria US$ 4 bilhdes
até 2015, sendo 2,2 bilhdes de dolares para o mercado de enzimas industriais (enzimas
técnicas, enzimas para a industria de alimentos e enzimas para racao animal) e 1,8 bilhdao de
dolares para o de enzimas especiais (enzimas terapéuticas, enzimas para diagndstico e

enzimas para quimica quiral).

De acordo com Filho (2003), a cadeia produtiva da industria farmacéutica constitui-se
da etapa quimica, em que sao sintetizados os farmacos e os aditivos, e da etapa farmacéutica,

na qual se produz o medicamento final.

Grande parte do poder catalitico das enzimas ocorre por elas aproximarem os
substratos em orientacdes favordveis nos complexos enzima-substrato (COMERLATO,
1995). Os substratos prendem-se a uma regido especifica da enzima, chamada de centro ativo

(ou sitio ativo) que ocupa uma parte relativamente pequena do volume total dessa enzima.

Predatos da

Substrato Commplexa reaccio
onxima substrato |

[ ——
—_—

Ennma

Foto: Fonte da internet

A sintese por enzimas contribui significativamente para a criagdo dos novos farmacos.
Por volta de 1930 os medicamentos utilizados na medicina eram a base de produtos naturais.
A partir da década de 80, a quantidade de moléculas com efeitos terapéuticos tem sido

fortalecido e enriquecido por produtos obtidos através da aplicagdo de processos
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biotecnoldgicos, que utilizam principios da engenharia genética, tais como fermentacdes com

microrganismos geneticamente modificados e cultura de células de mamiferos.

De acordo com Camargo (2012), A insulina humana foi o primeiro biofdrmaco
produzido por Escherichia coli geneticamente modificada. A insulina ¢ uma enzima
produzida no pancreas com a func¢do de regular o metabolismo de carboidratos, sendo sua

producdo original feita da extracdo a partir de animais, tais como porcos e bois.

Desta forma, pode-se facilmente perceber que a utilizagdo desse tipo de enzima traz
vantagens no sentido de economia, sendo que existe uma boa recuperagao da atividade
enzimatica e que a meia vida operacional seja suficientemente longa. A velocidade das
reacdes enzimaticas aumenta com o aumento da temperatura de modo semelhante ao das
reacdes quimicas, isto ¢, a velocidade da reacdo duplica com o aumento de 10°C na
temperatura da reacdo. apos determinada temperatura a velocidade declina rapidamente,
mesmo aumentando a temperatura. Isso ocorre por que a estrutura tridimensional das enzimas
se rompe, impossibilitando-a de formar o complexo enzima-substrato. Pode-se dizer que a
velocidade de reacdo aumenta ou diminui por um fator de 2 a cada variacdo de 10 graus

centigrados na faixa de 10° a 70°.

Em seus estudos com reagdes enzimaticas, Zimmer et al., (2009), mostrou que a
velocidade da reacdo quimica aumenta com a temperatura, até atingir uma velocidade
maxima, a partir da qual comeca a decrescer. Isso demonstra que toda e qualquer enzima

possui sua temperatura ideal para que ela atinja sua atividade méaxima.

De acordo com Coelho e Amaral (2009), ainda hoje ha a producdo de um niimero
importante de enzimas de tecidos animais e vegetais, tais como as proteases vegetais que sao
usadas em anti-inflamatorios e as amilases para a preparagdo de mostos de cerveja. As
enzimas de origem vegetal sdo produzidas em grande parte como subprodutos da atividade
agricola, podendo ser citada a papaina que € extraida do latéx do papaya e a bromelina, obtida

do talo da pinha.

Alguns autores mostram ainda que dentre as classes de enzimas mais comumente
aplicadas em sintese organica, as enzimas hidroliticas envolvem o grupo com maior aplica¢ao
por catalisarem reagdes de biotransformacdo com alta quimio-, regio- e enantiosseletividade.
Por outro lado, no setor industrial as mais usadas sdo as proteases, que ocupam 40% do
mercado de enzimas. As classes de enzimas mais utilizadas em sintese organica sao

apresentadas na tabela 1.
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Dentro da classe das hidrolases, as reacdes catalisadas por lipases possuem
uma grande importancia biotecnologica (JAEGER et al., 1999). As lipases
pertencem a um grande grupo de enzimas capazes de hidrolisar ligacdes
éster em triacilglicerois, processar gorduras ou atuar como detergentes. O
entendimento do ciclo catalitico das lipases representou um importante passo
para disseminar sua aplicacdo em sintese organica. Como, em geral,
apresentam alta especificidade, promovem reagdes enantiosseletivas e
devido ao baixo custo e alta eficiéncia, as lipases sdo aplicadas em iniimeros
processos em industria farmacéutica (OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009, p.
746).

Tabela 1. Classes de Enzimas e suas Aplicagoes.

Classes de Subclasses mais utilizadas Reacdes mais Comuns
Enzimas
Hidrolases Esterases, Lipases, Amidases Hidrolise e formagdo de
(proteases ¢ acilases), Fosfa- ¢ésteres, amidas fosfato e
tases ¢ Epoxido Hidrolases. hidrolise de epoxidos.
Oxidorredutases ~ Desidrogenases, mono e dio- Oxidagdo e redugdo de
xigenases, peroxidases. alcodis, epoxidacao,
hidroxilagdo de alcenos ¢
alcanos.
Transferases Quinases Fosforilagdo (depende de
ATP).
Ligases Aldolases, transaldolases, Reacdo aldolica, formacédo
glicosidases e transaminases. de ligagdo  glicosidica,
formacao de ésteres sulfato
e ligagdo C-N.
Liases Carboxilases, amonia-liases Adi¢do e eliminagdo em
Hidroliases. ligagdes como C=C, C=0,
C=N.
Isomerases Racemases, epimerases. Isomerizagoes como

racemizagao, epimerizacgao,
rearranjo.

Fonte: OLIVEIRA; MANTOVANI (2009).

As enzimas estdo sujeitas a inativagdo por varios fatores como, por exemplo:
quimicos, fisicos ou biologicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso (SILVA
et. al., 2008, p.642). Ha assim, a necessidade de estabilizar a enzima contra sua inativacao
para utilizd-la em determinados meios organicos (FONSECA, 2009). Desta forma, faz-se
necessario o emprego de um método que leve a enzima a ndo perder sua atividade catalitica

bem como manter sua estabilidade.
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3.3 Biocatalise em Meios Convencionais e Nao convencionais

De acordo com a tradigdo os processos enzimaticos t€ém sido empregados em meio
aquoso, principalmente devido a ideia preconcebida de que este ¢ um bom ambiente para
manuten¢do da conformacao estrutural da enzima cataliticamente ativa (PEREZ et al., 2014).
Contudo, verificou-se que o uso exclusivo da agua, limitava a gama de biotransformagoes, tal
como limitava a produtividade de processos que envolviam substratos hidrofobicos
(GROSSO, 2011), consequentemente descobriu-se que muitas enzimas (ou complexos
enzimaticos) sdo cataliticamente ativas em ambientes hidrofobicos naturais com eficiéncia
similar aquela em solu¢des aquosas, ou em certos casos, até¢ superior (LIMA; ANGNES,
1999). Além disso, a constatagdo de que muitas enzimas operam in vivo em ambientes ricos
em lipidios hidrofébicos, permitiu concluir que os meios ndo aquosos sdo, de igual modo,
adequados a biocatalise (AIRES-BARROS, 2002).

Podem ser considerados como ambientes nao aquosos ou ndo convencionais oS
solventes organicos, os fluidos supercriticos, os gases, os substratos liquidos ou misturas
eutéticas de substratos livres de solventes (LIMA; ANGNES, 1999).

Contudo, ha vantagens e desvantagens na utilizacdo de meios ndo convencionais em

biotransformagdes. Algumas vantagens foram apresentadas por (GROSSO, 2011):

o Maior solubilidade de substratos e/ou produtos hidrofobicos, facilitando o
desenvolvimento de processos com produtividade volumétrica elevada;

J Facilidade na recuperagdo de produtos e de enzima do meio reacional, devido ao
baixo ponto de ebuli¢do dos solventes;

. Possibilidade de realizacdo de reagdes termodinamicamente desfavoraveis na
presenca de agua;

o Facilidade na recuperacdo do biocatalisador.

As desvantagens de meios ndo convencionais, nomeadamente de meios organicos sao

apresentadas a seguir (LIMA; ANGNES, 1999):

o A toxicidade de alguns solventes;
. O aumento das limitacdes difusionais a transferéncia de massa de substratos e/ou
produtos, uma vez que se introduz mais uma fase (organica) além da fase aquosa e

da fase soélida, se o biocatalisador estiver imobilizado;
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. A baixa atividade apresentada por algumas enzimas relativamente a meios

aquosos.

3.4 Consideracdes botanicas sobre o coco (Cocos nucifera L.)

O coqueiro pertence a classe Monocotyledoneae, ordem Palmales, familia Arecaceae,
subfamilia Cocoideae e género Cocos. Este género apresenta apenas a espécie Cocos nucifera
L., constituida por dois grupos, o Nana (coqueiro andao) e¢ o Typica (coqueiro gigante)
(LOIOLA, 2009).

A planta do coqueiro ¢ considerada uma das espécies perenes de maior
relevancia do mundo, porque detém a capacidade de gerar emprego e,
consequentemente, a renda em varios paises, seja mediante o consumo de
seus frutos in natura ou pela industrializagdo, bem como de outros 6rgaos
desta planta (raiz, estipe, inflorescéncia, folhas e palmito), originando mais
de 100 produtos e subprodutos de significativo valor econdmico. Além
disso, o coqueiro ¢ utilizado como planta paisagistica, adornando espagos
publicos e privados (COSTA et al.,2006).

Recentemente, descobriu-se que a casca do coco verde pode ser utilizada em processos
fermentativos. Couto e Sanroman, (2005, apud FONSECA, 2009), mostraram em sua
pesquisa que este residuo pode ser utilizado como meio de cultura natural para a produgao de
enzimas hidroliticas, como: celulases, celobiase e xilanase.

As Celulases sao sistemas enzimaticos complexos com atividade endo-1,4-f3-
glucanase (EC 3.2.1.4), exo-1,4-B-glucanase (EC 3.2.1.91) e 1,4-B-D-
glucosidase (EC 3.2.1.21). Estas enzimas juntamente com as hemicelulases e
pectinases estdo entre as enzimas mais importantes no processamento de
material lignocelulosico para a produgdo de alimentos, combustiveis e
produtos quimicos (OLIVEIRA, 2009).

A celobiase ou B-glucosidase (EC 3.2.1.21) catalisa a hidrolise da celobiose e, numa
velocidade menor, degrada também pequenos oligossacarideos, nos dois casos liberando D-
glucose (OLIVEIRA, 2009).

Por outro lado, o grande interesse pelas enzimas xilanases esta relacionado ao seu
potencial de aplicacdo na industria e sua eficiéncia vem sendo estudada nos processos de
clareamento de polpa de papel, recuperacdo de fibras celuldsicas téxteis e bioconversdo da
biomassa em combustiveis e substancias quimicas (OLIVEIRA, 2009).

O coco tem sido utilizado também na producdo de biodiesel. O contetido de 6leo

presente na polpa desse fruto ¢ superior a 60%, o que equivale a uma producao de 500 a 3000

Kg de 6leo (MAZZANI, 1963, apud ARAUJO et al., 2009). O éleo do coco também é usado
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atualmente com muito sucesso como surfactante em microcidpsulas anfoteras no
encapsulamento do 6leo volétil de citronela (HSIEH et al., 2006 apud FONSECA, 2009).

Outro componente desta fruta que tem sido bastante usada desde muito tempo nos
mais variados tipos de usos populares e na terapia medicinal é a 4gua de coco (ARAGAO et
al., 2001, apud FONSECA, 2009). Por ser estéril e estar dentro do fruto, a dgua extraida de
frutos jovens apresenta composicdo quimica proxima a do soro glicosado isotonico
empregado em hospitais, o que possibilita o seu uso na esfera médica (FONSECA, 2009).

Em relacdo a sua composi¢ao quimica, o coco ¢ um fruto rico em fosforo e potassio
(AZEVEDO, 2014). Também contém proteinas, gorduras, ¢ minerais, ¢ ¢ muito rico em
carboidratos (CHUMBIMUNI-TORRES ¢ KUBOTA, 2006; JIROVETZ et. al., 2003, apud
FONSECA, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do Vegetal

As amostras dos frutos das espécies Cocos nucifera L. (coco) (Figura 1), foram
coletados em um sitio localizado no municipio de Redengdo. Este municipio estd localizado
em uma superficie de 240,7 Km?, latitude 04° 13’ 33"S, longitude 38° 43’ 50""W e altitude de

88m 4 nivel do mar.

Figura 1. Foto do Coco

Os experimentos foram realizados no laboratorio da Universidade Federal do Ceara
(UFC), Campus do Pici no departamento de Quimica Organica e no laboratorio de
Biotecnologia e Ciéncias Naturais (LABIOCN) da Universidade da Integracdo Internacional
da Lusofonia Afro-brasileira (UNILAB), Campus das Auroras. Apds a coleta as amostras

foram lavadas com agua destilada.
4.2. Selecao das fontes enzimaticas

Os sistemas enzimaticos empregados foram; extraidos da agua-de-coco, realizando-se
e inicialmente o teste de teor proteico. Apds a detecgdo de enzimas presentes na dgua de coco
o processo foi realizado.

4.3. Determinagao do Teor de Proteinas

De acordo com a literatura (Bradford, 1976)- ,preparou-se uma solugdo de albumina de

soro bovino (BSA) com concentragio de 1 mg.mL"'. A partir dessa solugdo foram feitas
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dilui¢des de 0,00 a 0,10 mg/mL com volume de 200uL. em tubos Eppendorf, adicionou-se
2000uL do reagente de Bradford e agitou-se cada tubo Eppendorf por 5 segundos. Esperou-se
10 minutos para a reacdo acontecer. Em seguida fez-se a leitura em espectrofotometro a

595nm e construiu-se a curva de calibragdo (Figura 2).

0,600

0.500 -
y = 5,264x + 0,032 '

0,400 R?= 0,991
3
g 0300
.§ 'y
2
< 0200

0,100 -l

0,000 -

0.00 0.02 0.04 0,06 0.08 0,10 0,12

Concentragao (mg/mL)

Figura 2. Curva de Calibracdo do Método Bradford.
Para e a reagdo; foi selecionado o composto organico fendlico p-nitroacetanilida
(Figura 2) para processo de acetilagdo via enzimadtica; O processo da reacdo foi monitorado

por cromatografia de camada delgada (CCD) e analise de espectroscopia de RMN H! e todas

as conversdes foram baseadas em medidas de RMN H! e de CG/EM.

O
HN)j\

NO,

Figura 3. Estrutura da p-nitroacetanilida
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4.2. Parte Experimental

Antes de realizar a reagdo entre a agua de coco e p-nitroacetanilida efetuou-se uma
leitura no espectrometro UV a partir do material enzimatico (agua de coco), para determinar o
teor total de proteinas utilizando uma curva de calibra¢do preparada com solugdes padrdes de
albumina bovina.

Feita a leitura, misturou-se 100 mg de p-nitroacetanilida em 200 mL de agua de coco.
A mistura reacional foi posta sob agitacdo durante 120 horas, em agitador magnético na
velocidade de 150 rotagdes por minuto (RPM) como mostra a (Figura 4).

Ap6s o término do tempo reacional, a mistura foi coletada, filtrada e extraida com
solvente organico (20 mL de acetato de etila), por quatro vezes, depois foi seca com sulfato de

sodio anidro e concentrada sob pressao reduzida,

Figura 4. Agua-de-coco + 4-acetanilida em processo reacional.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Teste proteico com a agua de coco (células integras)

Os resultados mostram que as concentragdes obtidas no sexto dia de extragdo foram as
que apresentaram os maiores indices de proteinas. Sendo o teor de proteina obtido de 1,95

mg.mL"' da 4gua-de-coco, como mostra a Tabela 1.

Tabela 2. Concentragao de proteina da agua-de-coco correspondente.

Concentragao de lempo de extracao (dias)
Proteina 1 6 9
EXT2 (mgmL) 1,26 £005* 195 :006 193 =005

5.2. Biorreducées/hidroélise utilizando agua-de-coco

Biorredug¢des com amidas

Em estudos anteriores, a redu¢do dos aldeidos e das cetonas com &agua-de-coco
(Fonseca et al., 2009) renderam os respectivos alcoois com rendimentos excelentes e com os
resultados superiores aqueles relatados para Daucus carota (YADAV et al., 2002),
Zygosaccharomyces rouxii (ANDERSON et al., 1995) e as espécies do manihot (MACHADO
et al., 2006). Neste caso ¢ observado que a utilizacdo da 4gua de coco ja mostrou eficiéncia
em outros trabalhos.

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 comparagao
da integracdo dos picos de hidrogénios selecionados nos substratos e respectivos produtos.
Assim, foram comparados a integracdo dos sinais dos hidrogénios aromaticos p- substituidos
e suas amidas produzidas p-nitroacetanilida (1) e os produtos p-nitroanilina (1°) e p-amino
acetanilida (1°’); Além dos fragmentos de massa dos compostos, que foram registrados na

Tabela 3 e Esquema 1.

Tabela 3. Relativo rendimento percentual dos produtos reduzidos de 1 por redutase e

hidrélise usando 4gua-de-coco. As quantificagdes foram feitas por RMN H' e CG/EM.



Massa de

Reagentes  Produtos  T.R. %* Identificagdo dos produtos e.e %°
conversao
1 1’ 40,3 4-nitro-anilina 41 -
1 30,599 52,2 4-amino-acetanilida 40 -

T.R: tempo de retengdo; * Determinado por CG-EM; ® Determinado por CG-quiral

Esquema 1. Reagdo da 4gua-de-coco com amidas nitradas.

NHAC NH, NHAc
O O
R R N

H,

R = NO; 1 1’ (40,3%) 17 (52,2%)

23

Os rendimentos obtidos pela dgua-de-coco como biocatalisador tiveram uma variacao

de 40,30% para a p-nitro anilina e 52,20% para a p-amino acetanilida. A amina obtida da

hidroélise da por¢ao amida (1), e a reducdo do composto nitrado (1°”) apresentaram estruturas

com esqueleto com natureza anti-inflamatoria de acordo com Costa (2006). A reagdo entre

amino fenol com anidrido acético, resulta no paracetamol e acido acético isso nos faz refletir

que nesse caso o paracetamol surgi de uma amina, nesse trabalho foi possivel obter uma p-

amino acetanilida através da reacdo entre p-nitro acetanilida com dgua de coco.

A seguir estdo apresentados os espectros de RMN H' e os espectros de massa do

composto nitrado de partida Figura 5 (5a-5b) e das respectivas aminas obtidas (Figuras 6a-

6b e 7a-7b).
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Figura 5b: Espectro EIMS do composto 4-nitroacetanilida.

Através da ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foi possivel observar um sinal
que caracteriza um singleto do hidrogénio da amida em ou 2,9, e a existéncia de dois
acoplamentos o- dos hidrogénios aromaticos com oy 7,8 € ou 8,3, com frequéncia em 1,2Hz
caracterizando tratar-se da p-nitroacetanilida (1). Essa confirmacdo foi evidenciada pelos
fragmentos do espectro de massa com razdo massa/carga (m/z 180 para massa molécula do

reagente, e os fragmentos: m/z 138; 108, 83 e 44);.Para os produtos estdo relacionados no



item 6 todos os dados fisicos através da andlise espectroscopica de RMN H!
Espectrométrica de CG/EM.
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Figura 6a. Espectro RMN H! (500 MHz, (CD3),CO) do composto 4-nitroanilina.
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Figura 6b. Espectro EIMS do composto 4-nitroanilina.
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Figura 7b. Espectro EIMS do composto 4-aminoacetanilida.

Através do método espectrometro, ressonancia magnética nuclear (RMNH) foi
possivel observar as amostras tanto na fase inicial, reagentes, como na fase final, produtos. A
utilizacdo dessa técnica instrumental nos possibilitou a entender a forma estrutural da
substancia. Ela auxiliou na identificacdo do esqueleto carbono-hidrogénio, os nucleos

giratorios carregados geraram um campo magnético, como o campo de uma pequena barra de
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ima. Quando a amostra foi colocada no espectrometro, submetida a uma radiagdo de 500 MHz
os protons de hidrogénio e de carbono sofreram uma excitagdo, sabendo que os elétrons
possuem cargas € nesse caso tanto os nucleos de hidrogénio como de carbono possuem
estados de spin +1/2 e -1/2 e na presenca desse campo magnético, os protons de hidrogénio-
carbono tenderam a se alinhar a favor ou contra o campo magnético, quando eles se alinharam
a favor, indicou que estavam no estado de spin a no estado de menor energia e 0s que se
alinharam contra estavam no estado de spin B estado de maior energia. A diferenca foi muito
pequena, mas foi o suficiente para formar a base da espectroscopia de RMN, com isso foi
possivel realizar a leitura.

Ja a cromatografia gasosa foi utilizada para separar individualmente os diversos
constituintes da substancia, essa separacdo se deu por migracdo da amostra através de uma
fase estacionaria por intermédio de um fluido. Apds a introducdo da amostra no sistema
cromatografico, os componentes se distribuiram entre as duas fases e viajaram mais

lentamente que a fase movel devido ao efeito retardante da fase estacionaria,

6. CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS DE COMPOSTOS
ORGANICOS OBTIDOS A PARTIR DAS ENZIMAS ENCONTRADAS EM
CELULAS INTEGRAS DA AGUA-DE-COCO (Cocos nucifera)

6.2. DADOS DOS COMPOSTOS OBTIDOS NA REDUCAO E HIDROLISE DE
AMIDAS

6.2.1. p-Nitroanilina (1°): 60% de rendimento, 79 mg

Féormula empirica: C¢HeN2O»

Peso molecular: 138,13 g/mol

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

RMN'H ((CD3)2CO, 500 MHz): 6 7,98 (d, 2H, H-5.3), 6,73, (d, 2H, H-6,2), 6,22 (s 2H,
NH>).

EM (IE*, m/z): 138 (41%), 108 (22%), 83 (33%), 44 (85%).
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Separacio analitica usando as seguintes técnicas:
Coluna capilar DB-1: 4 °C/min de 50 a 180°C e 20°C/min de 180 a 280°C.

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

33,12 min.

6.2.2. p-Aminoacetanilida (1°°): 40% de rendimento, 43 mg

Formula empirica: CgHioN>O

Peso molecular: 150,18 g/mol

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

RMN'H (CDsOD, 500 MHz): § 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%).
Separacio 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 da p-aminoacetanilida: 30,60 min; Tempo de retengdo da p-

nitroacetanilida: 33,12 min.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O suco (albimen liquido) das espécies de coco C. nucifera se mostrou muito efetivo
em seletividade por reduzir a por¢do nitro da amida aromatica exibindo uma substancial
regiosseletividade em seus produtos. A espécie estudada apresentou-se como potenciais
agentes biorredutores. A partir das células integras, foi possivel realizar reagdes com
resultados que comprovaram sua eficicia; na obtengdo da 4-nitroanilina e da 4-
aminoacetanilida.

O resultado obtido permitem-nos refletir acerca das aplicacdes industriais que a
espécie estudada pode ter, uma vez que pode ser empregada nas reagdes de biorreducdo na
forma in natura (células integras). E nesse caso a agua de coco, além do poder nutricional,
mostrou-se um potencial enzimatico promissor na preparagdo de compostos ativos, como
precursores de esqueletos de natureza anti-inflamatoria.

A utilizagdo da 4dgua de coco neste processo mostrou-se uma eficacia importante. Pois
foi possivel a biorredug¢do do p-nitroacetanilida para p-aminoacetanilida. O paracetamol um
dos farmacos conhecido por possuir uma acao anti-inflamatoéria ¢ derivado do p-amino fenol
mais anidrido acético, que ao reagir produz paracetamol mais acido acético.

Portanto ao ser convertido o grupo nitro por amino pode-se subentender que essa
aminoacetanilida ¢ um esqueleto favoravel a sintese de anti-inflamatorio. Pois a diferenca

existente no paracetamol ¢ o grupo amino que € substituido por uma hidroxila.
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