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RESUMO

O presente trabalho consistiu no estudo dos extratos hexanico e etandlico dos gréos de
Ximenia americana, uma espécie vegetal abundante no Nordeste do Brasil, especialmente no
Ceard, onde é conhecida como ameixa-do-mato. Partes desta planta, principalmente, as
cascas, sdo utilizadas popularmente no tratamento de diversas enfermidades. A investigacao
quimica foi dividida em duas partes, sendo a primeira dirigida a identificacdo dos
componentes quimicos dos graos de X. americana atraves de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM) e, a segunda, relacionada a possibilidade do uso destes
grdos como biocatalisador. A identificacdo dos componentes quimicos atraveés de CG/EM sem
0 conhecimento dos possiveis tipos de compostos presentes, exigiu como etapa prévia, a
obtencdo de derivados volateis. Assim, numa primeira etapa, o extrato hexanico dos graos
apos reacdo de sililacdo permitiu a identificacdo de 18 constituintes destacando-se, como
majoritarios, os &cidos octadec-9-enoico (38,14%), (9Z,12Z)-octadec-9,12-dienoico (18,83%),
etanodioico (8,21%) e (Z,Z,2)-9,12,15-octadecatrienoico (7,22%). Por sua vez, o extrato
etanolico apos sililacdo, possibilitou identificar 18 constituintes tendo a D-Sacarose (29,36%),
L-Sorbose (9,19%), inositol (8,34%) e D-Glicose (7,45%), como majoritarios. Os
constituintes foram identificados como trimetilsilil (TMS) éteres através de técnicas
cromatograficas e espectrométricas, principalmente, CG/EM. Além de &cidos graxos e
carboidratos como destaques, foi detectada a presenca de esteroides (5-Sitosterol) no extrato
hexanico e triterpenos (Ac. Betulinico e Ac. Ursélico) no extrato etandlico. Numa segunda
etapa, 0 extrato hexanico dos grdos apos as reacfes de saponificagdo/metilacdo permitiu a
identificacdo de dez acidos graxos, tendo, como principais, os 4acidos oleico (55%),
ximeninico (17%) e cis-19-octacosenoico (10%). Os acidos foram identificados na forma de
seus metil ésteres utilizando CG/EM. O padrédo de fragmentacdo dos componentes, delineado
nos espectros de massa, foi considerado no processo de analise. Foram também realizados
alguns testes de atividades biologicas a partir dos extratos hexanico e etandlico dos grdos. A
segunda parte do estudo investigou 0 uso dos grdos de X. americana como biocatalisador na
forma de material integral em reacdes de biotransformacdes na reducdo de aldeidos e cetonas,
esterificacdo de alcoois e hidrélise de ésteres. Nas reacfes de reducdo foram utilizados os
substratos: acetofenona, 3-metoxi-acetofenona, 4-flior-acetofenona, 4-cloro-acetofenona, 2,4-
dicloro-acetofenona, cicloexanona, octan-2-ona, undecan-2-ona, benzaldeido, 3-
metoxibenzalideido, 4-metoxibenzaldeido, 3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido (vanilina) e 1-

naftaldeido. As condi¢cdes que permitiram a obtencdo do produto reduzido com melhor



rendimento foram: 50,0 mg do substrato, 5,0 g dos gréos, pH 5(cetonas) e 7 (aldeidos), 175
rpm na mesa agitadora, 72 horas a 30 °C. A bioconversdo na reducdo ocorreu de baixo a
excelente rendimento e, como esperado, os aldeidos mais reativos que as cetonas. Nas reacdes
de hidrolise foram utilizados os substratos: benzoato de metila, benzoato de etila, acetato de
benzila, acetato de p-cloro-feniletila e acetato de feniletila. As condigdes que permitiram a
obtencgéo do produto hidrolisado com melhor rendimento foram: 50,0 mg do substrato, 2,0 g
dos grdos, 30 mL de agua destilada (pH 5), 175 rpm na mesa agitadora, 72 horas a 30 °C. A
bioconversdo na hidrolise ocorreu de médio a excelente rendimento. Nas reacdes de
esterificacdo dos alcodis foram utilizados os substratos: alcool benzilico, 3-metoxi-benzilico,
4-metoxi-benzilico, 1-feniletanol, cicloexanol e n-octanol. As condi¢bes que permitiram a
obtencdo do produto esterificado com melhor rendimento foram: 52 mg do substrato, 2,0 g
dos graos, 10 mL de hexano, 100 pL. de acetato de vinila, 225 rpm na mesa agitadora, 24
horas a 30 °C. A bioconversdo na esterificagdo ocorreu de baixo a excelente rendimento. Os
produtos, nas misturas reacionais, foram analisados através de CCD, CG/EM, CG/DIC e
RMN de 'H e de *°C.

Palavras-chave: Ximenia americana Linn, carboidratos, trimetilsilil derivados,

espectrometria de massa, biocatalise.



ABSTRACT

This work consisted in the study of hexane and ethanol extracts of Ximenia americana grains,
abundant plant species in the Northeast of Brazil, especially in Ceard, where it is known as the
plum of the woods. Parts of the plant, especially the husks, are popularly used to treat various
diseases. The chemical investigation was divided into two parts, the first being directed to the
identification of the chemical components of the grain X. americana by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC/MS) and the second one related to the possibility of using
these grains as biocatalyst. Identification of chemical components by GC/MS without the
knowledge of the possible types of compounds, required as a preliminary step, obtaining
volatile derivatives. Thus, in a first step, the hexane extract of the grains after silylation
reaction allowed the identification of 18 constituents highlighting, as the major, the octadec-9-
enoic acid (38.14%), (92, 12Z)-octadec-9,12-dienoic acid (18.83%), ethanedioic (8.21%) and
(Z, Z, Z) -9,12,15-octadecatrienoic (7.22%). Meanwhile, the ethanolic extract after silylation
possible to identify components having 18 to D-Sucrose (29.36%), L-Sorbose (9.19%),
inositol (8.34%) and D-Glucose (7.45%) as major. The constituents were identified as
trimethylsilyl (TMS) ethers by using chromatographic and spectrometric techniques mainly
GC/MS. In addition to fatty acids and carbohydrates as highlights, it detected the presence of
steroids (5-sitosterol) in hexane and triterpene extract (Betulinic and Ursolic acid) in ethanol
extract. In a second step, the hexane extract of the beans after saponification
reactions/methylation allowed the identification ten fatty acids having main, oleic acid (55%)
ximeninic (17%) and cis-19-octacosenoico (10%). The acids were identified as their methyl
esters using GC/MS. The fragmentation pattern of the components outlined in the mass
spectra, was considered in the review process. They were also carried out some tests of
biological activities from hexane and ethanol extracts of the grains. The second part of the
study investigated the use of grain as X. americana biocatalyst in the form of integral material
biotransformation reactions in the reduction of aldehydes and ketones, alcohols esterification
and ester hydrolysis. In the reduction reactions the used substrates were: acetophenone, 3-
methoxyacetophenone, 4-fluoroacetophenone, 4-chloroacetophenone, 2,4-
dichloroacetophenone, cyclohexanone, octan-2-one, undecan-2-one, benzaldehyde, 3-
methoxybenzaldehyde, 4-methoxybenzaldehyde, 3-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde
(vanillin) and 1-naphthaldehyde. The conditions that allowed the reduced product to be
obtained in the best yield were: 50.0 mg of the substrate, 5.0 g of the grains, pH 5 (ketones)
and 7 (aldehydes), 175 rpm on the shaker table, 72 hours at 30 °C. The bioconversion in the



reduction occurred from low to excellent yield and, as expected, aldehydes were more
reactive than ketones. In the hydrolysis reactions the used substrates were: methyl benzoate,
ethyl benzoate, benzyl acetate, p-chloro-phenylethyl acetate and phenylethyl acetate. The
conditions that allowed the hydrolyzed product to be obtained with the best yield were: 50.0
mg of the substrate, 2.0 g of the grains, 30 mL of distilled water (pH 5), 175 rpm on the
shaker table, 72 hours at 30 °C. The bioconversion in the hydrolysis occurred from medium to
excellent yield. In the esterification reactions of the alcohols the used substrates were: benzyl
alcohol, 3-methoxy benzyl, 4-methoxy benzyl, 1-phenylethanol, cyclohexanol and n-octanol.
The conditions that allowed the esterified product to be obtained in the best yield were: 52 mg
of the substrate, 2.0 g of the grains, 10 ml of hexane, 100 puL of vinyl acetate, 225 rpm on the
shaker table, 24 hours at 30 °C. Bioconversion in esterification occurred from low to excellent
yield. The products in the reaction mixtures were analyzed by TLC, GC/MS, GC/FID and *H
and °C NMR.

Keywords: Ximenia americana Linn, carbohydrates, trimethylsilyl derivative, mass

spectrometry, biocatalysis.
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1 INTRODUCAO

O homem, desde o inicio da civilizacdo, vem buscando no seu cotidiano na
natureza, solucdes para o combate as enfermidades. A eficacia terapéutica das plantas para a
salde humana continua a ser demonstrada ao longo dos séculos em todo 0 mundo. Um grande
namero (aproximadamente 40%) de medicamentos disponiveis na terapéutica atual foi
desenvolvido a partir de fontes naturais (CARNEIRO et al., 2014), a maior parte, de plantas.
O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, com cerca 14% da diversidade de plantas
do mundo (CALIXTO, 2003; RIBEIRO et al., 2014).

Uma parcela significativa dessa biodiversidade esta no semiarido nordestino
brasileiro, conhecido como “caatinga”, também com variada riqueza em espécies vegetais
pouco estudadas e com grande potencial ndo aproveitado (NASCIMENTO et al., 2011,
SARMENTO, 2013). Diversas especies frutiferas ndo tradicionais sdo utilizadas,
eventualmente, pelas populagOes locais por apresentarem cor, aroma e sabor atraentes,
entretanto, na maioria das vezes, as informacGes acerca dos valores nutritivos e medicinais
agregadas a esses vegetais ndo bastam.

Ximenia americana € uma espécie abundante no Nordeste do Brasil,
especialmente no Ceara, onde é conhecida como ameixa-do-mato (MATQS, 2007). Partes
desta planta, principalmente, as cascas, sao utilizadas popularmente no tratamento de diversas
enfermidades como, por exemplo: antimicrobiana, pesticida, analgésica, antiviral, toxicidade
e anticancer. Existem relatos na literatura, incluindo estudos do nosso grupo de pesquisa,
sobre a caracterizacdo de constituintes quimicos (sesquiterpenos, triterpenos, acidos graxos
insaturados, entre alguns outros) a partir de extratos hexano e alcodlico do caule, cascas e
raizes de X. americana (CHAVES et al., 2014; MONTE et al., 2012). Seus frutos sdo
comestiveis e 0s grdos, com grande massa lipidica, altos teores de proteinas e de 6leo,
eventualmente, podem ter aproveitamentos nutracéutico (humano ou animal), medicamentoso,
cosmético (BOMBARDELLLI et al., 1994; CRISTONI et al., 1999; LI1U; LONGMORE; FOX,
1996), ou ainda, como matéria prima para a producéo de biodiesel.

Os 4cidos graxos naturais esterificados tém papel de destaque na alimentagdo
humana, desempenhando funcbes bioldgicas importantes no metabolismo. Os chamados
acidos graxos essenciais fazem parte das membranas celulares e sdo precursores de
mediadores de respostas imunolégicas e inflamatorias, ao passo que, 0s acidos graxos
insaturados, exercem efeito protetor do organismo por reduzirem 0s niveis sanguineos de

LDL-C (colesterol ruim) e triglicerideos, resultando em protecdo cardiovascular
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(NASCIUTTI et al., 2015). Os sais desses acidos obtidos por acéo de &lcalis sdo usados na
fabricacdo de sabdes e detergentes ou, sdo acidificados, para outros usos, inclusive
alimentares. Embora os acidos graxos insaturados sejam 0s mais saudaveis, estudos sdo ainda
necessarios para melhorar a conservacao de 6leos comestiveis, sobretudo, em 6leos com alta
concentracéo de insaturados, em consequéncia da auto-oxidagéo (rancidez) (VIANNI; BRAZ-
FILHO, 1996). Vale acrescentar o emprego de &cidos graxos naturais para a producdo de
biocombustiveis atraves de esterificacdo com alcoois leves (metanol, etanol).

Os carboidratos sdo macronutrientes que, quando ingeridos e absorvidos, sdo
responsaveis por liberar glicose e fornecer energia para as células do corpo. Na falta de
carboidratos, os muasculos sdo afetados, pois, as proteinas passam a ser utilizadas como fonte
de energia. Especificamente, caso o individuo ndo tenha glicose disponivel para a utilizacdo
nas células, como nos casos de jejum ou dietas restritivas, os lipidios serdo oxidados,
formando uma quantidade excessiva de cetonas que poderdo causar uma acidose metabolica
no organismo, podendo levar a sintomas como dores de cabeca, tontura, mau hélito, cansaco,
nauseas, nervosismo, fraqueza e tremores. Estudos publicados (LOPES; PELUZIO;
HERMSDORFF, 2016) apontam que o desequilibrio na propor¢cdo dos macronutrientes pode
ser prejudicial a salde, uma vez que a troca de carboidratos por proteinas leva o individuo a
um quadro de cetose, acarretada pela restricdo da glicose. A deficiéncia dos macronutrientes é
causada pela diminui¢do do consumo de frutas, vegetais e graos, levando ao aumento da ureia
e do &cido Urico devido ao excesso de proteinas na dieta.

A segunda parte do projeto envolveu o uso dos grdos de X. americana como
biocatalisador em sintese organica. Conforme os diversos trabalhos constantes da literatura
(CORDELL et al., 2007; ALVES et al., 2015), o uso de vegetais como biocatalisadores em
reacOes organicas pode oferecer uma excelente alternativa para a realizacdo de transformacdes
guimicas na obtencdo de intermediarios ou de produtos acabados com potencial farmacéutico,
cosmético ou agricola. Estas transformacdes quimicas levam em conta varios aspectos
significativos: a) a utilizacdo de vegetais localmente disponiveis; b) técnicas laboratoriais
simples, com vantagens econémicas e ecoldgicas; ¢) 0s sistemas enzimaticos sdo renovaveis e
biodegradaveis; d) enzimas reagem com substratos diversos catalisando processos quimio-,
regio- e enantiosseletivamente.

Com o progresso no uso de plantas em biotransformacdes, trés sistemas distintos
tém sido utilizados para a modificagdo de substratos: €) cultura de células; f) enzimas
isoladas; g) partes integrais. Diversos exemplos relacionados ao uso dos sistemas vegetais

acima descritos podem ser citados. Por exemplo, no tocante ao primeiro, foi observado a
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biotransformacdo de uma série de monoterpenos através de cultura de células de Nicotiana
tabacum, onde a reagdo dominante foi a oxidacdo regiosseletiva de grupo metil a grupo
hidroxila (CORDELL et al., 2007). Outros exemplos, utilizando a mesma cultura de células e
monoterpenos monociclicos como substratos, foram dados pela oxidacdo do a-terpineol a 7-
hidroxi-a-terpineol e do trans-p-terpineol a 4-hidroxi e 10-hidroxi-trans-g-terpineol,
revelando em todos eles, oxidacao estereosseletiva alilica.

No caso de enzimas isoladas, lipases derivadas de plantas foram utilizadas para a
transformacdo biocatalitica de lipideos, particularmente, na hidrolise de eésteres por
triacilglicerol acilhidrolases (CORDELL et al., 2007). Outro fato foi dado pelo uso da
isoenzima lipoxigenase na modificacdo de acidos graxos naturais e sintéticos para gerar
derivados hidroperoxidos regio- e estereoespecificamente (HANSEN, 2013).

Com relacdo ao uso dos sistemas intactos de plantas, diversas vantagens podem
ser enumeradas. Ndo ha a necessidade de cofatores, 0s quais sdo providos pelas préprias
plantas; dependendo do vegetal, um determinado enantibmero pode ser formado com alto
rendimento e alto excesso enantiomérico, satisfazendo, eventualmente, a necessidade de um
produto bioativo. Em adicdo, os fatores como menor tempo, menor custo e facil manipulacéo
do sistema reativo tornam o uso de plantas intactas uma alternativa muito econdmica. Vale
ressaltar a possibilidade de reuso (4-6 vezes) destes sistemas sem substancial perda de
atividade, o que reduz bastante custos adicionais. Os trabalhos pioneiros utilizaram raizes de
Daucus carota (cenoura) para a reducdo de metilciclohexanona (CORDELL et al., 2007) com
obtencdo de derivados esteroisoméricos em diferentes proporcées, dependendo do tempo de
reacdo. Estes resultados motivaram estudos posteriores empregando sistemas integrais de
plantas ao invés de sistemas de celulas imobilizadas ou derivados de enzimas; diversas
cetonas alifaticas e aromaticas e f-cetoésteres foram reduzidos enantioseletivamente pelo uso
das raizes de D. carota com excessos enantiomeéricos acima de 90% e rendimentos de 50-
82% (CORDELL et al., 2007; OMORI; PORTAS; OLIVEIRA, 2012).

No caso das acetofenonas, foi observado que a presenca de grupos doadores de
elétrons diminuiu a velocidade de reacéo e, para dois S-cetoésteres racémicos, o isbmero R foi
reduzido mais rapido que o enantibmero-S originando o produto (1R,2S). Muitos outros
exemplos com fins cientifico e/ou biotecnoldgico ja sdo conhecidos e devidamente publicados
na literatura. Pesquisas avaliando vegetais e derivados vegetais abundantes e localmente
disponiveis representam uma possibilidade para expandir o papel dos produtos naturais na
busca de insumos ou de produtos finais, com interesse farmacéutico, agroguimico e quimico-

industrial.
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Assim, esta segunda parte teve como objetivo investigar a possibilidade do uso
dos grdos de X. americana como biocatalisador na forma de material integral em reacdes de

reducdo de aldeidos e cetonas, esterificacdo (acetilacdo) de alcoois e hidrdlise de ésteres.

2 CONSIDERACOES GERAIS
2.1 Consideracdes botanicas sobre a planta

Ximenia americana Linn (Figura 1) conhecida como “ameixa do mato”, é uma
espécie espontaneamente adaptada a regifo semiarida do Brasil. E uma planta cosmopolita
caracterizada como um arbusto de 3-4 metros de altura ou arvore pequena espinhosa de casca
fina, avermelhada ou cinza, lisa ou pouco rugosa, com folhas pequenas, simples, inteiras e
flores branco-amareladas e aromaticas. Seus frutos sdo aromaticos, do tipo drupa, de cor
amarelo alaranjado (MATOS, 2007). Pertencente a familia Olacaceae, a planta ocorre
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais: Africa, india, Nova Zelandia,
América Central e América do Sul (CHAVES et al., 2014). E conhecida também como
ameixa-brava, ameixa-do-sertdo e ameixera-do-Brasil (SOUZA; LORENZI, 2005); os frutos,
cascas, folhas e raizes sdo utilizados para o tratamento de diversas patologias em humanos. A
casca, em especifico, é relatada para o tratamento da hanseniase, maléria, infeccGes na pele,
hemorroidas, inflamagdes de mucosa oral, e inflamacgdes gerais, Ulceras estomacais, cefaleia e
dores gastricas (REZANKA e SIGLER, 2007; BRASILEIRO et al., 2008; OGUNLEYE;
IBITOYE, 2003; LE et al., 2012).

N

Fonte: adaptado de http://www.acguanacaste.ac.cr
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Muitos estudos de diferentes partes da planta evidenciaram que o extrato aquoso
da casca apresenta diferentes efeitos bioldgicos, tais como, atividade antimalérica,
anticancerigena e antinociceptiva. Ja o extrato etanolico da casca foi relacionado as atividades
antimicrobiana, antioxidante, antiparasitaria e anti-inflamatéria (SILVA, 2013).

Os extratos aquoso e metanolico das folhas, cascas e raizes de X. americana,
apresentam na sua composicdo quimica a presencga de carboidratos na forma de agUcares e
amido soluvel, compostos fenolicos, como os derivados de acido galico e flavonoides,
saponinas, taninos e glicosideos cardiotdnicos (JAMES et al., 2007; OGUNLEYE; IBITOYE,
2003; EROMOSELE; EROMOSELE, 2002; MEVY et al., 2006; ARAUJO; MONTE;
BRAZ-FILHO, 2009). Entretanto, poucos estudos tém relacionado os constituintes quimicos

dessa planta com os seus efeitos biologicos (LE et al., 2012).

2.2 Reag0es de derivatizacdo

2.2.1. Sililacéo

Tendo em vista um dos objetivos principais do estudo, ou seja, a identificagcdo
dos componentes quimicos no 6leo dos grdos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) e, considerando o desconhecimento prévio das classes de
compostos presentes (hidrocarbonetos, alcodis, ésteres de acidos graxos, agucares, etc.), a
preparacdo de derivados volateis tornou-se um imperativo basico.

A derivatizagdo, para 0 caso em questdo, ao modificar a funcionalidade da
molécula, ostenta diversos beneficios, pois, diminui a polaridade, aumenta a volatilidade e a
estabilidade térmica, facilitando a separacdo cromatografica dos componentes. Em adicéo,
evita a perda de analito por adsorcdo na coluna melhorando a resposta no detector e uma
separacdo mais eficiente dos picos cromatograficos (SEBBEN, 2007), isto €, melhora o perfil
cromatografico. A escolha do reagente derivatizante baseia-se no grupo funcional (aminas,
acidos carboxilicos, cetonas, aldeidos e alcodis) que é necessario derivatizar, na estrutura
guimica e nas propriedades da molécula. Vale ressaltar, porém que, conforme aumenta o
numero de grupos derivatizados na molécula, h4d o risco, de que a massa molecular da
substancia derivatizada se encontre fora da faixa de deteccdo do espectrometro de massas
(HALKET et al., 2005).

Os métodos mais comumente utilizados de derivatizagdo sdo a sililacéo, acetilacdo

e alquilacdo, ocorrendo uma substituicdo do hidrogénio ativo dos grupos polares, como, NH,
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OH, e SH por grupos silila, acila, alquila, respectivamente. Essas substituicbes aumentam
significativamente a volatilizagdo das amostras (SEBBEN, 2007). A combinacdo do N,O-
bis(trismetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e trimetilclorosilano (TMCS) resulta num
produto versatil, que reage com uma grande quantidade de compostos organicos. O TMCS
aumenta a reatividade do BSTFA na sililagdo dos analitos (FREITAS, 2007). Em adicdo, os
derivados sililados, além de serem facilmente sintetizados, permitem ser analisados
diretamente, ou seja, sem tratamento prévio. O Esquema 1 representa a reacdo de sililagdo do

acido palmitico.

Esquema 1 — Reacéo de sililacdo do &cido palmitico com BSTFA e TMCS

0 CHy o J o cHy
Il . L .
HiC— [CHol14—C—OH + HiC—$i=X—= HC—[CHal1—C—0—Si-X'—> HiC—[CHali4—C—O—Si~CHy + HX
CHg CHg CHg

Acido palmitico Ester sililico

Paraa BSTFA, X = CF3CONSi(CH3)3
Parao TMCS, X = Cl

Fonte: adaptado de Silva (2012).

2.2.2 Metilacao

Basicamente, dois caminhos reacionais tém sido mais frequentemente utilizados
para converter acidos graxos em ésteres metilicos: a metandlise alcalina branda e a
saponificacdo seguida da metilacdo dos &cidos graxos (saponificacdo/metilacdao) (Esquema 2,
p. 30). A metandlise alcalina branda é uma reacdo de transesterificagdo em uma Unica etapa,
catalisada por um alcali na presenca de metanol, eficiente, principalmente, para a formacao de
ésteres metilicos de acidos graxos a partir de lipidios com ligac6es éster (KATES, 1986).

O caminho via saponificacao/metilacdo € eficiente para produzir ésteres metilicos
de acidos graxos (e outros compostos metilados) a partir de &cidos graxos e aldeidos livres,
bem como, a partir de lipidios com ligacdes éster, éter e amina. O processo € realizado em
duas etapas, ambas sob temperatura elevada, que incluem a saponificagdo catalisada por uma
base (usualmente NaOH ou KOH) e a metilacdo catalisada por acido (HCI ou H,SO,) na
presenca de metanol. Na primeira etapa sdo formados sais de cadeia longa de metais alcalinos
(saponificacdo), os quais, em uma segunda etapa, sdo convertidos nas formas volateis (ésteres
metilicos) para analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/IEM).
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O Esquema 2 representa as reagdes de saponificagdo e metilagéo a partir de um
glicerideo genérico.

Esquema 2 — Reacdo geral de saponificacdo/metilacdo de um glicerideo

. A, K A

K R, OH

Ry
\’% Ry OH Ry o R
o) o) o)
o MeOH HClgiy Hel
+ 3KOH —» o4 + L, — + MeOH —» +  H,0
R, oK R, R,
o) o)

OMe

OH OMe

(e}

J PN PN

o Rs Ry oK* Ry OH Ry OMe

Triglicerideo Sal organico Acido carboxilico Ester metilico

Fonte: elaborado pelo autor.
2.3 Atividades bioldgicas
2.3.1 Antioxidante

Os antioxidantes séo utilizados para impedir a oxidacdo de outras substancias
quimicas que ocorre por reacdes metabolicas ou devido a fatores exdgenos como as radiacdes
ionizantes (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES,
2003).

Considerando a diversidade da estrutura quimica dos compostos antioxidantes e
de seus mecanismos de agdo, varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliar o potencial
antioxidante de diferentes compostos. Alguns deles determinam a habilidade dos
antioxidantes para sequestrar radicais livres gerados no meio da reacdo, enquanto outros
avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidacdo lipidica, como dienos
conjugados e hidroperéxidos, bem como dos produtos de decomposicdo da peroxidacao
lipidica, através da quantificacdo dos produtos da reacdo utilizando lipideos como substrato
(ANTOLOVICH et al., 2002; GIADA; MANCINI-FILHO, 2004).

Um desequilibrio entre as fontes exogenas (radiacdo, fumo, poluentes,
praguicidas, estresse, drogas) e 0s agentes antioxidantes do organismo pode implicar em
inimeros processos patoldgicos como cancer, diabetes, isquemia, cirrose, artrite reumatoide,
doencas vasculares, mal de Alzheimer, mal de Parkinson e envelhecimento precoce (DALLE-
DONE et al., 2003; CAETANO, 2009; SOUZA, 2010).

Os métodos que envolvem um radical cromoforo recebem destaque porque

simulam as espécies reativas de oxigénio. Um dos radicais mais utilizados é o DPPH" (2,2-
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difenil-1-picrilhidrazila). Este método, por ser prético, répido e sensivel, é amplamente
empregado (ARNAO, 2000). O DPPH" é um radical livre estavel, de cor violeta, com banda
de absorcéo em solucdo metandlica centrada em 517 nm e o método utilizando esse radical foi
proposto inicialmente por Blois (1958). Neste ensaio, 0 antioxidante reage com o radical
DPPH’, convertendo-o em sua forma reduzida (Figura 2). Nesta reacdo, a solugdo metandlica
de DPPH?’, inicialmente de coloracgdo violeta, torna-se descolorida e o grau desta descoloracao
indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre (MOLYNEUX, 2004).

Figura 2 — Reducédo do DPPH’ com o antioxidante BHT

(H3C)3C C(CHa)3 (H3C)3C C(CHa)3
NO, NO,

Fonte: Adaptado de Silva (2012).

Os metabdlitos secundarios das plantas como taninos, lignanas, cumarinas,
quinonas, acidos fendlicos, flavonoides e proantocianinas podem prevenir ou impedir o inicio
de doencas degenerativas, devido a sua propriedade redox, permitindo que atuem como
doadores de hidrogénio reduzindo agentes oxidantes como os radicais hidroxila ou
sequestrando radicais como o superdxido (BIANCHI; ANTUNES, 1999; KUSKOSKI et al.,
2005; SUN et al., 2011). Entre os antioxidantes naturais podem ser citados os tocoferdis,
carotenos, acidos fendlicos e flavonoides e, entre o0s antioxidantes sintéticos o
butilhidroxitolueno (BHT), o butilhidroxianisol (BHA) e o terciobutilhidroxinona (TBHQ)
(Figura 3).

Figura 3 — Estruturas de alguns antioxidantes naturais e sintéticos

OH e

il
@]

C(CHg)3 Ho 0

OCH, HO OH

Acido galico Q‘agmet?na Butil-hidroxi-anisol (BHA) Acido ascorbico
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OH
OH
C(CH3)3

(H3C)sC C(CHa3)3

OH
Terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ) CH
Butil-hidroxi-tolueno (BHT)

Fonte: elaborado pelo autor.

Levando em consideracdo esses fatos de extremo interesse, surge a necessidade de
pesquisar o potencial antioxidante das mais diversas matérias primas, sobretudo, as de origem

de vegetais com potencial medicinal.
2.3.2 Inibicdo da enzima acetilcolinesterase

A atividade antiacetilcolinesterasica é a capacidade de uma substancia em inativar
reversivel efou irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase (AChE). Esta atividade
inibitéria pode ser avaliada nos modos qualitativos e quantitativos. A AChE presente nos
sistemas nervoso central e periférico, é responsavel pela finalizacdo da transmissdo dos
impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas atraves da reacdo de hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) (PETRONILHO; PINTO; VILLARA, 2011).

O sitio ativo € composto por uma triade catalitica que possui residuos dos
aminoéacidos serina (Ser-200), histidina (His0440) e glutamato (Glu-327). No mecanismo de
hidrolise do neurotransmissor é gerado um intermediario que produz colina livre e serina
acetilada. A hidrolise deste grupo acetila pela &gua recupera o sitio ativo da enzima
(TREVISAN et al., 2003).

Segundo trabalhos publicados (PETRONILHO; PINTO; VILLARA, 2011), a
enzima acetilcolinesterase esta envolvida nos processo do mal de Alzheimer. Esta doenga tem
como caracteristica a diminuicdo da capacidade cognitiva, causando deméncia e atingindo
principalmente pessoa com mais de 60 anos, sendo o sistema colinérgico o mais afetado
(FORLENZA, 2005). Um tratamento promissor é conseguido pelo aumento do nivel
circulante de acetilcolina no cérebro usando inibidores da enzima acetilcolinesnterase
(SERENIKI e VITAL, 2008).
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Estudos mostraram que essa inibicdo pode ser obtida atraves de metabolitos
provenientes de espécies vegetais, incluindo aquelas substancias que apresentam atividade
antioxidante (FEITOSA et al., 2015; BANDEIRA et al., 2002; ).

2.4 Biocatalise

A biocatélise é uma &rea multidisciplinar e a cada dia torna-se mais importante
principalmente para a fabricacdo de novos materiais e no melhoramento de processos
industriais. HA muitos anos utilizam-se os catalisadores biologicos, mas a compreensdo do
funcionamento das reacGes bioldgicas veio apenas com o avanco da biologia molecular e da
enzimologia, permitindo o uso de enzimas isoladas, normalmente obtidas comercialmente,
micro-organismos (marinhos e terrestres) e usando células animais e vegetais (ROSSET,
2011).

A aplicacdo da biocatalise na quimica apresenta com grande vantagem a obtencao
de compostos quirais, ou seja, na producdo de substancias enantiomericamente puras. O
mercado da producdo de farmacos quirais cresce a cada dia, devido ao alto valor agregado de
um medicamento "quiral”. Isso é explicado principalmente pela dificuldade de producéo
utilizando somente a sintese organica para se obter uma Unica substancia totalmente pura
enantiomericamente (ASSUNCAO, 2008; MANOEL, 2011). Como solugdo para este
problema deve-se fazer a unido da biocatalise com a sintese organica no desenvolvimento de
novas moléculas complexas e mais eficazes no tratamento de doencas.

Com as novas tecnologias que estdo sendo desenvolvidas, enzimas mais
compativeis com solventes organicos e altas temperaturas estdo se tornando cada vez mais
disponiveis, 0 que certamente levara as industrias a utilizarem a biocatalise como uma

alternativa técnica e economicamente viavel para a sintese assimétrica.

2.4.1 Enzimas

A importancia do uso de enzimas em biocatalise tem se mostrado cada vez mais
evidente grande versatilidade de reacdes catalisadas, condi¢des brandas de reagéo, natureza
regio, quimio e enantiosseletiva sdo algumas de suas vantagens. As enzimas séo classificadas
e codificadas pela International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) e
estdo divididas em seis classes principais e varias subclasses, de acordo com a rea¢do quimica
envolvida (Tabela 1, p. 34).
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Tabela 1 — Classifica¢do das enzimas segundo a IUBMB

Classe Tipo de reagéo Subclasse
1 Oxirredutase ReacOes de oxi-reducdo, ou seja, Desidrogenases, desaturases,
transferéncia de elétrons hidroxilases, oxidases,

2 Transferases  Transferéncia de grupos (aminas, acilas,
carboxilas)

oxigenases, redutases,
Quinases, algumas mutases,
fosforilases, polimerases,
transaldolases, transcetolases,
transaminases,
transcarboxilases

3 Hidrolases Reac0es de hidrolise covalente

4 Liases Reacbes de adicdo de grupos a dupla
ligacGes ou formacédo de duplas ligagdes
por remogao de grupos

Lipases, esterases,
Nucleosidases, nucleotidases,
peptidases, fosdatases,
sulfatases

Aldolases, descarboxilases,
hidratases, sintases, fosfatases

5 Isomerases Reac0es de interconversao entre isbmeros
Opticos ou geomeétricos

6 Ligases Formacdo e clivagem de ligacdes C-C, C-
S, C-0 e ésteres de fosfato

Racemases, epimerases,
mutases
Sintetases e carboxilases

Fonte: International Union of Biochemistry and Molecular Biology - IUBMB (Out, 2016).

Muitos biocatalisadores requerem a presenca de cofatores para ativar a fungéo das

proteinas.as necessarias pra funcdo de uma enzima. Estes cofatores ndo estdo ligados

permanentemente a molécula da enzima, mas na auséncia deles a enzima é inativa
(ASSUNCAO, 2008). Os cofatores enzimaticos podem ser fons metélicos (Co**, Cu**, Fe*",

Mo®* e Zn**) ou moléculas organicas, chamadas de coenzima (quase sempre derivados de

vitaminas) (Tabela 2).

Tabela 2 — Principais cofatores em biocatalise

Coenzima Tipo de reacdo
NAD*/NADH Remocéo ou adicdo de hidrogénio
NADP*/NADPH Remocao ou adigdo de hidrogénio
ATP, GTP, CTPe UTP  Fosfoliragéo
SAM C;-alquilacao
Acetil-CoA C,-alquilacao
Flavinas Oxigenacao

Fonte: Assungéo (2008).
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Nas biorreducbes de aldeidos e cetonas por oxirredutases sdo utilizados o0s
cofatores NADH e NADPH, pois estas substancias garantem a transferéncia dos elétrons

necessarios para o processo de reducao.

2.4.2 Vantagens e desvantagens

O interesse, principalmente pela industria farmacéutica, por compostos
enantiomericamente puros, vém incentivando os quimicos organicos a desenvolverem
metodologias de sintese altamente seletivas. O uso de biocatalisadores com esta finalidade
representa uma importante alternativa, associado a algumas vantagens e desvantagens, tais
como:

- Vantagens: séo capazes de acelerar as reagdes de 10° a 10™? vezes em relagdo a
uma reacdo correspondente ndo catalisada; sdo ecologicamente corretos por serem
biodegradaveis e ndo gerarem residuos altamente toxicos; atuam sob condi¢des brandas de
reacOes; interagem com uma grande variedade de substratos sintéticos; atuam em meios
aquosos e em solventes organicos; podem catalisar uma ampla faixa de reacdes quimicas,
além de apresentarem quimio-, regio- e enantiosseletividade.

- Desvantagens: sdo sensiveis a condicfes energéticas; apresentam atividade
maxima em &gua; algumas enzimas necessitam de cofatores e estes sdo caros e de dificil
recuperacdo; impossibilidade de inversdo quiral e podem causar alergias, em casos

especificos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os extratos hex&nico e etandlico dos grdos de X. americana,
identificando seus principais componentes como derivados sililados e metilados utilizando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) como técnica principal.
Em adicdo, investigar a possibilidade do uso dos grdos da planta na forma integral como

catalisador em reacdes de biotransformagdes.
3.2 Objetivos especificos

- Identificar os componentes quimicos presentes nos graos utilizando cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas;

- Contribuir com o estudo quimico do 6leo fixo de X. americana;

- Isolar e elucidar a estrutura de metabdlitos diversos presentes nos extratos por
espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H e de *C), de Massa e no
Infravermelho (1V);

- Verificar a possivel capacidade antioxidante dos extratos hexanico e etanolico dos
gréos de X. americana através dos métodos do radical DPPH®;

- Avaliar a possivel inibicdo da enzima acetilcolinesterase utilizando extratos hexanico
e etanolico dos graos de X. americana;

- Registrar o possivel uso dos graos de X. americana em reacdes de biotransformacGes
(reducdo, hidrolise e esterificacdo) de forma simples, econdmica e ambientalmente

sustentavel.
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4 PARTE 1: INVESTIGACAO QUIMICA DOS EXTRATOS HEXANICO E
ETANOLICO DOS GRAOS DE X. americana

4.1 Resultados e discussao
4.1.1 Rendimentos de extratos e frac6es

Em experimentos separados, 0s extratos hexanico e etandlico das sementes de X.
americana foram submetidos a particdo em coluna filtrante utilizando os solventes com
polaridade crescente: hexano, DCM, AcOEt e MeOH. Os respectivos rendimentos estéo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Extratos hexanico (EHXA) e etandlico (EEXA) x fracGes de particao

Fracdes dos extratos

Extratos
Hex DCM AcOEt MeOH
EHXA (34,89%) 56,42% 10,67% 7,68% 3,57%
EEXA (2,63%) 4,28% - 38,12% 22,26%

EHXA: extrato hexanico; EEXA: extrato etandlico; Hex: hexanico; DCM: diclorometano; AcOEt: acetato
de etila; MeOH: metanol.
Fonte: elaborado pelo autor.

Conforme os resultados (Tabela 3), o extrato hexanico apresentou maior
rendimento quando comparado ao extrato etandlico. Na pré-concentracdo dos extratos, a
fragdo hexanica apresentou o maior rendimento no extrato hexanico e a fracdo AcOEt maior

rendimento no extrato etandlico.

4.1.2 Teor de 6leo e umidade

Apos a extragdo do 6leo com hexano utilizando um extrator do tipo Soxhlet por
um periodo ininterrupto de 6 horas a partir de 21,394 g dos graos, foi obtida a massa 5,904 ¢
do dleo, representando o teor de 27,71% de 0Oleo presente nos graos de X. americana.

O teor de umidade foi determinado utilizando-se 30,974 g dos grdos, que apos a
desidratacdo no periodo de 24 horas, forneceu a massa constante de 21,394 g, representando o
teor de umidade de 31,32%.
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4.1.3 ldentificagdo dos derivados trimetilsilil (TMS)

4.1.3.1 Do extrato hexanico

Apos a sililagdo do extrato hex&nico com BSTFA e TMCS, seguido de anélise em
CG/EM, a comparacdo dos espectros de massas obtidos com espectros de massas registrados
na literatura, destacando, em varios casos, picos correspondentes a fragmentos caracteristicos,
permitiu a identificacdo de 19 substancias, tendo como constituinte majoritario o acido cis-
octadec-9-enoico (38,14%). O cromatograma de ions totais do extrato hexanico é visto na
Figura 4 e, os constituintes correspondentes aos seus picos foram relacionados na Tabela 4 (p.
40).

Figura 4 — Cromatograma de ions totais do extrato hexanico sililado dos graos de
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Entre os compostos identificados, a maioria sdo acidos graxos, com destaque para
o0s acidos cis-octadec-9-enoico (38,14%), cis,cis-9,12-octadecadienoico (18,83%), cis,cis,cis-
9,12,15-octadecatrienoico (7,22%) e hexadecanoico (4,17%), conhecidos como acidos oleico,
linoleico, linolénico e palmitico, respectivamente.

Os espectros de massas dos trimetilsilil (TMS) derivados desta classe de
compostos apresentam um perfil de fragmentagdo caracteristico. Assim, seus espectros de
massas além do pico do ion molecular ([M]*), mostram como principais sinais, 0s dos ions em
m/z 73, 117, 132, 145 e 313, correspondentes aos fragmentos [(CHs)3Si]*, [CH3)sSiCO,]",
[CH3)3SiCO,CH3]",  [CH3)sSiCO,CoH4]" e [CH3),SiCO,CisHai]*,  respectivamente
(BUDZIKIEWICZ; DJERASSI; WILLIAMS, 1967; FREIRE; SILVESTRE; PASCOAL
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NETO, 2002). Em geral, nos espectros de massa com ionizagéo por impacto eletronico (El) a
70 eV desses trimetilsilil derivados, o fragmento em m/z 73 (TMS™) (sem muito significado
do ponto de vista estrutural), é registrado como o pico base. Como exemplo, o espectro de
massa (Figura 5, p.38) do componente com tempo de retencdo 24,0 minutos (Tabela 2, p.34),
identificado como sendo o acido palmitico (RCOOTMS, R = Cy5H3;), mostrou um pico de ion

molecular em m/z 328.
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Tabela 4 — Constituintes identificados por CG/EM no extrato hexanico sililado dos graos de X. americana Linn

Pico Compostos TR Area (%) Principais Fragmentos

1 Acido etanodioico 6,186 8,21 73(29), 75(39), 90(28),147(100)

2 Hexametildissiloxano 7,100 5,10 66(12), 73(22), 147(100), 148(17)

3 Dodecametilpentasiloxano 8,732 0,69 73(81), 147(100), 281(91), 369(18)

4 Glicerol 10,957 0,76 73(100), 103(18), 117(19), 147(49), 205(22), 218(14)

5 n.i 12,230 1,89 73(66), 146(100), 205(62), 279(51) 367(100)

6 Acido nonanodioico 20,403 0,97 55(46), 73(100), 75(76), 117(28), 129(30), 317(21)

7 Acido hexadecanoico 24,023 4,17 73(89), 75(62), 117(100), 129(40), 132(35), 145(26), 313(52), 328(5)

e Qg'ndé’ic(gz’122)'°Ctade°'9'12' 26297 1883 231100), 75(98), 117(20), 129(27), 132(4), 145(8), 337(39), 352(4)

9 Acido cis-octadec-9-enoico 26,358 38,14 73(100), 75(85), 117(65), 129(70), 132(19), 145(33), 339(47), 354(6)

10  Acido trans-octadec-9-enoico 26,440 1,70 73(100), 75(80), 117(80), 129(49), 132(15), 145(40), 339(67), 354(7)

11 Acido octadecanoico 26,666 2,17 73(79), 75(58), 117(100), 129(38), 132(37), 145(27), 341(50), 356(4)

12 Acido a-linolénico 27,887 7,22 73(80), 75(83), 79(100), 117(22), 129(19), 132(4), 145(10), 335(7),
350(3)

13 Acido octadecadi-9,12-inoico 28,907 2,52 73(95), 75(100), 91(82), 105(84), 117(50), 119(58), 129(29), 132(7),
145(12), 148(57), 333(8), 348(4)

14 trans-8-trimetilsililoxi-octadec-9-in- 29,526 1,24

11-enoato de metila 73(100), 147(13), 217(12), 237(90), 365(4)
15  1-Monooleoilglicerol 32,741 0,90 55(55), 73(94),103(48), 117(18), 129(100), 147(71), 201(20), 203(28),
) 205(12), 265(9), 397(40), 410(5), 485(6), 500(3)

16  Acido tetracosanoico 33,449 0,58 73(100), 75(75), 117(79), 129(30), 132(34), 145(33), 201(12), 425(40),
440(8)

17  Acido cis-tetracos-15-endico 37,198 1,13 73(100), 75(82), 117(62), 129(68), 132(22), 145(34), 423(32), 438(8)

18  p-Sitosterol 39,343 3,04 43(58), 73(52), 129(100), 255(14), 357(42), 381(22), 396(40), 471(9),
486(14)

19  Lupeol 43,736 0,74 73(50), 189(100), 203(52), 218(38), 279(10), 369(12), 393(9), 408(5),

483(4), 498(9)

n.i = ndo identificado; Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 5 — Espectro de massas do derivado TMS do acido palmitico (&cido
_hexadecanoico)
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A perda de radical metila para originar o fragmento m/z 313 (M-15) ocorre,
principalmente, a partir do grupo trimetilsilil (formacdo de cation mais estavel) (CLAYDEN
et al., 2004), embora, esta perda possa ocorrer também a partir da cadeia carbonica (R). Os
picos dos fragmentos em m/z 145 e m/z 132 foram explicados através de fissdo da ligacdo S,y
(relativo ao grupo C=0) da cadeia carbdnica com possivel transferéncia de hidrogénio via um
mecanismo envolvendo quatro centros e, através do classico rearranjo de McLafferty,
respectivamente. O cation-radical em m/z 132, por sua vez, perde radical metila originando o
cation m/z 117 (100%) (SILVERIO, 2008) (Esquema 3).

Esquema 3 - Fragmentacdo do TMS éter do acido palmitico (acido
hexadecanoico): m/z 313, 145, 132, 117
O
CHy
'ACH3 CysH B—S'/
3l
‘ 157131 \
m/z 313 CHy
Ci2Hzs
o] CHs +
Y .
sl./CH3 il =4 o
’ TR
a s OSi(CHa)s
m/z 145
CoH
12 25] oH _|.+ 'CH3

LA, )\ A~ cous!
7 > 0Si(CHa)s

m/z 117
m/z 132

Fonte: Adaptado de Silvério (2008).

O padréo de fragmentagdo dos acidos graxos com ndmero par e nimero impar de
carbono é similar, assim, como nos acidos graxos com uma ligagdo dupla (C=C) (Figura 6, p.

39) os quais, ndo apresentam diferencas significativas.
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Figura 6 — Espectro de massas do derivado TMS do &cido oleico (&cido cis-
octadec-9-enoico)
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Ja, naqueles com duas insaturacdes, embora o perfil de fragmentacdo seja
semelhante, os picos correspondentes aos fragmentos m/z 145, 132 e 117 sdo bem menos
intensos (Figura 7). Os espectros de massas desses compostos foram comparados com dados
de espectros de massas da literatura (biblioteca NIST).

Figura 7 — Espectro de massas do derivado TMS do &cido linoleico (&cido cis,cis-
9,12-octa-decadienoico)
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A técnica (CG/EM) permitiu também detectar a presenca de um esteroide como
componente do 6leo em estudo. Esteroides, em geral, exibem um padrdo de fragmentacdo
muito semelhante e, nos espectros de massas de esteroides derivatizados com TMS o0s picos
dos ions moleculares sdo facilmente reconhecidos. O espectro de massa (Figura 8, p. 40) do
constituinte com tempo de retencdo 39,3 min (Tabela 4, p. 40) mostrou pico do ion molecular

em m/z 486 e foi identificado como o f-Sitosterol.



43

Figura 8 — Espectro de massas do derivado TMS do f-Sitosterol
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Os picos em m/z 471, 396, 381, 357, 213 e 129 sdo 0s mais representativos do
espectro. Correspondem aos fragmentos de maiores massas e sao também, relativamente,
intensos. O ion em m/z 471 (M-15) pode ser explicado por dois caminhos (Esquema 4, p. 44):
fissdo de uma ligacdo C-Si (a) ou da ligagdo C-10 — C-19 (b). Estudos com marcacédo
isotopica (DIEKMAN e DJERASSI, 1967) em compostos semelhantes confirmaram que o
local mais atrativo para a perda do grupo metila esté na clivagem da ligacdo C-Si (a), um tipo
de fragmentacdo muito comum nos espectros de massa de TMS éteres e ésteres. O fragmento
responsavel pelo pico em m/z 396 [M-90] foi justificado (DIEKMAN e DJERASSI, 1967)
pela eliminacdo de uma molécula de trimetilsilanol [(CH3)3SiOH] formada mediante a
migracdo de um &tomo de hidrogénio via um rearranjo de quatro centros com a consequente
formagé&o do sistema dieno ionizado (c).

Estudos com 2,2,4,4-d, esteroides sugeriram que o hidrogénio migrante origina-se
a partir do carbono C-4 e que, com base em consideracdes estereoquimicas, o hidrogénio axial
(H-4p) é, provavelmente, o atomo migrante (DIEKMAN E DJERASSI, 1967). Outra
fragmentacéo relacionada & M-90 é encontrada através do ion em m/z 75, para o qual, medidas
de massa em alta resolucdo indicaram a composic¢do (CH3),SiOH. O processo se inicia pela
perda de um radical metila (M-15) a partir do grupo funcional TMS seguido de formacéo do
cation dimetilsilanol (m/z 75) conforme mostrado no Esquema 4 (d), p. 44. Marcagdo com
deutério e substituicdo de atomo hidrogénio por grupo metila no carbono C-4 (DIEKMAN e
DJERASSI, 1967) revelaram situa¢do idéntica com a transferéncia de hidrogénio envolvida
na fragmentacdo M-90, ou seja, cerca de 40% do hidrogénio transferido é proveniente do
carbono C-4 e que, provavelmente, o atomo implicado é o hidrogénio H-44 (11). Por sua vez,
o fragmento em m/z 396 perde radical metila para produzir o m/z 381. Também, conforme
estudos anteriores (SILVERIO et al., 2008), na formagdo do m/z 357 (M-129), o hidrogénio
H-2 é transferido para o carbono C-6 via um sistema de seis centros seguido de clivagem da

ligacdo alilica C-3 e rearranjo no anel (Esquema 4, p.44). O pico base em m/z 129 foi
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justificado através de uma fragmentacdo complexa no anel A. Estudos de marcacéo isotopica
com deutério (DIEKMAN e DJERASSI, 1967; GUSTAFSSON; RYHAGE; SJOVALL,
1968; BROOKS, 1979) mostraram que o carbono C-4 ndo faz parte de m/z 129.

Esquema 4 — Fragmentagéo do éter TMS do ﬂ -sitosterol

‘L
-
JCEF JCU"
TMSO

m/z 471 m/z 471
@) (b)
HO TMS ! .CH3
m/z 396 m/z 381
‘CH3 m"ln
(CH3)ZSi:(3H -
m/z 75
+eo
H %\’V
2 1
TMSO T
4 5
3
M +eo 486 TMSO b/
m/z 357 ""v‘v\‘
/
T -4

4.

TMSB TMSO

m/z 129
\/\)i/ +

LA

TMSO
m/z 345
®CyoHos
TMSOH
A, 7
m/z 213

Fonte: Adaptado de Diekman e Djerassi (1967).

Outros picos devidos a ions (m/z 275, 303, 213, 184, 121, 95, 57, 43) resultantes
de fragmentacdo do nucleo esteroidal e da cadeia lateral foram observados
(BUDZIKIOWICZ; DJERASSI; WILLIAMS, 1967, DIEKMAN e DJERASSI, 1967,
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BROOKS, 1979). O ion em m/z 213 corresponde a perda de silanol (TMSOH), da cadeia
lateral e de trés &tomos de carbono do anel D, acompanhado pela transferéncia de um
hidrogénio proveniente da espécie idnica (BUDZIKIOWICZ; DJERASSI; WILLIAMS, 1967,
DIEKMAN e DJERASSI, 1967). Esta fragmentacdo foi proposta por Diekman e Djerassi
(1967), e confirmada por estudos com marcacgédo de deutério (BROOKS, 1979).

4.1.3.2 Do extrato etandlico

O extrato etanolico (EEXA) foi submetido a reacdo de sililagdo com
BSTFA/TMCS, em seguida o produto bruto foi injetado no CG/EM, obtendo-se um
cromatograma. Os constituintes correspondentes aos 19 picos no cromatograma de ions totais
foram identificados mediante a comparacdo dos espectros de massas obtidos com dados de
espectros de massas registrados na literatura, bem como, em funcdo de determinados picos
correspondentes de fragmentagOes caracteristicas. O componente majoritario foi a D-(+)-
Sacarose (29,36%). O cromatograma de ions totais estd apresentado na Figura 9 e o0s

constituintes relacionados na Tabela 5 (p. 46).

Figura 9 — Cromatograma de ions totais do extrato etandlico sililado dos grdos de
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Tabela 5 — Constituintes identificados por CG/EM no extrato etandlico sililado dos grdos de X. americana Linn

Pico Compostos TR Area (%) Principais Fragmentos

1 Etilenoglicol 6,181 2,13 147(100), 73(58), 191(23)

2 Hexametildisiloxano 7,097 1,46 66(12), 73(22), 147(100), 148(14)

3 Glicerol 10,958 5,58 73(100), 103(18), 117(19), 147(80), 205(38), 218(15)

4 n.i 14,239 1,41 172(100), 82(94), 73(22)

5 S-D-Galactofuranosideo-ethyl 20,404 3,04 73(100), 217(82), 147(33)

6 D-frutose 20,856 1,48 73(100), 217(55), 147(25)

7 Acido mandnico 20,982 3,08 73(100), 217(65), 147(27)

8 L(-)-Sorbose 21,091 9,19 73(100), 217(33), 75(23), 204(68)

9 D-Galactose 21,182 1,54 204(100), 73(82), 147(51)

10 Inositol 21,305 8,34 73(100), 147(42), 217(38)

11 a-D-Glicopiranose 22,212 5,15 204(100), 73(82), 191(40)

12 D-Manitol 22,916 6,27 73(100), 147(51), 319(42)

13 D-glucose 23,521 7,45 204(100), 191(41), 217(18)

14 Scyllo-inositol 25,082 1,62 305, 318, 147

15 Acido octadec-9,12-dienoico 26,297 191 73(94), 75(100), 129(25), 337(34)

16 Acido octadec-9-enoico 26,353 3,31 73(96), 75(100), 117(79), 129(68), 145(32), 339(42)

17 D-(+)-Sacarose 31,944 29,36 361(100), 73(80), 217(32), 147(23),103(20), 437(12),

540

18 4,4,6a,11,11,14b-hexametil- 43,022 1,79 73(100), 75(90), 117(55)
1,2,4a,5,6,6b,7,8,10,12,14,14a-
dodecahidropiceno-3,9-diona

19 Cicloartenol 43,309 5,89 73(100), 117(62), 75(57)

n.i: ndo identificado; Fonte: elaborada pelo autor.
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A maioria dos constituintes identificados no EEXA foram carboidratos nas formas
furandsica e pirandsica tendo, com principais componentes, D-(+)-Glicose (29,36%), L-(-)-
Sorbose (9,19%), Scyllo-Inositol (8,34%) e D-Glicose (7,45%). A identificacdo das
substancias como derivados trimetilsilil (TMS), através de CG/EM, foi efetuada em vista da
presenca de picos nos espectros de massa representantes de fragmentos caracteristicos, de
acordo com estudos publicados na literatura (CHIZNOV; MOLODTSOV, 1967;
MEDEIROS; SOMONEIT, 2007; FERREIRA, 2011). Por exemplo, os fragmentos em m/z
204 e 217 s@o comuns nos espectros de massa de trimetilsilil éteres de carboidratos. Os dois
picos correspondentes a esses fragmentos sdo vistos nos espectros de massa de TMS éteres,
entretanto, o pico em m/z 204 é, geralmente, 0 pico mais intenso em derivados de carboidratos
na forma de anel piranose. Este detalhe foi observado no espectro de massa (Figura 10) do
componente com tempo de retencdo 21,09 min (Tabela 5, p. 46). A origem do ion em m/z 204
pode ser explicada segundo diferentes mecanismos. Um deles, percebido em carboidratos em
cadeia aberta, envolve o grupo TMS em um rearranjo do tipo McLafferty (PETERSSON,
1972; MOGOSANU et al., 2011) o fragmento sendo formado pelos 4&tomos de carbono C-1-
C-2 (Esquema 5, p. 48).

Figura 10 — Espectro de massas do derivado TMS da L-Sorbose
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Em adicdo, foi observado que este fragmento constituido de dois carbonos,
comumente responsavel pelo pico dominante nos espectros de massa de derivados
piranosideos (aldo, ceto e glicosideos) é formado, prioritariamente, pelos carbonos C-2-C-3 e
C-3-C-4 em aldopiranoses (DeJONGH et al., 1969) ou pelos carbonos C-3-C-4 e C-4-C-5
em cetopiranoses (KARADY; PINES, 1970), podendo ser originado a partir do ion molecular
ou a partir do ion em m/z 437, em ambos 0s casos através de fragmentacéo ciclica (Esquema
6, p. 48).




48

Esquema 5 — Formacdo do fragmento m/z 204 via rearranjo tipo McLafferty
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Pentoses
TMSO
Hexoses

Fonte: Mogosanu et al. (2011).

Esquema 6 — Formacdo do fragmento m/z 204 via rotas alternativas em
piranosideos

OTMS I
T™MSO
e
-  //\ O w0 N
TMSO
TMSO otms T or
m/z 204
(C3-C4/C4-Cs) TMSO/E/OTMS H,C=—0
TMSO OTMS ™SO
+eo
M

o1
+ 'CH,OTMS

TMSO OTMS
m/z 437

'

+eo _
— TMSO” © TMSO//§§j

+ or
MSO oTMS OTMS

m/z 204
- - OTMS —
(C3-C4/C4-Cs) TMSO/\/ H,C=0

Fonte: Adaptado de Mogosanu et al. (2011).

No caso de aldohexoses 0 pico em m/z 437, resultante da perda do carbono C-6 e
seu substituinte ("C°H,OTMS; fissdo da ligacdo C-5-C-6) € de baixa intensidade, porém, no
caso de 2-cetohexoses constitui um pico relativamente intenso e caracteristico (DeJONGH et
al., 1969; KARADY:; PINES, 1970; GARCIA-RASO et al., 1989), sendo resultante da perda
do carbono C-1 e seu substituinte ('C'H,OTMS) através da fissdo da ligagdo C-1-C-2
(DeJONGH et al., 1969; KARADY:; PINES, 1970). No presente trabalho, o componente com

Tr 21,09 min exibiu em seu espectro de massas um intenso pico em m/z 204, assim como, 0
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pico em m/z 437 (a partir do fon molecular ([M]**® 540, ndo registrado no espectro) e, por
comparagdo com dados publicados (MEDEIROS; SIMONEIT, 2007; CHIZHOV;
MOLODTSOV; KOCHETKOQV, 1967), foi identificado com sendo o carboidrato L-Sorbose
na forma de anel piranose (Figura 10, p. 44).

Por outro lado, o pico em m/z 204 que é 0 pico mais intenso nos espectros de
massa de glicopiranosideos é drasticamente reduzido nos espectros de massas de
glicofuranosideos. Em monossacarideos com anel furanose, o ion em m/z 217 ¢
caracteristicamente intenso (GARCIA-RASO et al., 1989) e, por vezes, 0 pico base. A alta
intensidade relativa deste pico foi observada no espectro de massa do componente com Tg
20,85 min (Tabela 5, p. 46). No espectro (Figura 11), ndo foi registrado o ion molecular
([M]"* 540), porém, foi registrado o pico em m/z 437 (M-CH,OTMS) atribuido, neste caso, a
um fragmento tipico de cetoses (GARCIA-RASO et al., 1989; KARADY; PINES, 1970)
(Esquema 7). Assim, por comparagdo com do espectro de massa obtido no presente estudo
com dados da literatura (MEDEIROS; SIMONEIT, 2007), o componente (Tg 20,85 min) foi

identificado como a D-Frutose (éter TMS) (Figura 11) como uma estrutura furanosidica.

o0 Figura 11 — Espectro de massas do derivado TMS da D-Frutose
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Esquema 7 — Formacdo dos ions em m/z 217 e 437 da D-Frutose TMS
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Finalmente, a comparacdo do espectro de massa (Figura 12) do componente com
Tr 31,94 min (Tabela 5, p. 46) com dados de espectro de massa da literatura (FERREIRA,
2011) permitiu identificar o dissacarideo D-Sacarose (éter TMS), ou seja, as unidades de
monossacarideos sob as formas de anéis piranose e furanose. Vale ressaltar no espectro os
picos em m/z 540 (monossacarideo), 437 (M-CH,OTMS), 361, 319, 217 e 204 (baixa
intensidade).

Figura 12 — Espectro de massas do derivado TMS da D-Sacarose
100

+ 31 CH,0TMS +
™| ©
] OTMS
m/z 73 CH =+ oTl 7
” : Si(CH3)2+ \ + iz 361
5 |
© oms CH,OTMS
T miz217 OTMS CH,0TMS o CH,0Si(CHy) 2
T™MS ™S O
m/iz103 ~ mz147 27 i OTMS
OTMS|
103 oTMs miz 437 o
437 OTMS
13 41 55 6|E ISS‘ 1 E 405 _1_3{4:11 481 m/z 540
| N O B U N N L LISLING U N N U U N N R U L L e N B N U NN L B U A
20 120 160 200 240 280 320 360 400 480 320

Os demais constituintes foram identificados (Tabela 5, p. 46) por comparacdo dos
tempos de retencdo e dados de espectros de massa registrados na literatura (biblioteca NIST;
MEDEIRQOS; SIMONEIT, 2007; FERREIRA, 2011; DeJONGH et al., 1969).

4.1.4 ldentificacao de 4cidos graxos

O extrato hexanico (EHXA) foi submetido a reacdo de saponificacdo
(KOH/MeOH) para obtencdo dos sais de acidos graxos livres (item 5.10.3, p. 73) os quais,
apos acidificacdo, foram esterificados (MeOH/HCI) para produzirem os respectivos acidos
graxos metilados - AGME. Cromatografia em coluna de gel de silica do produto bruto de
reacdo originou as fragdes AGME 24-28, AGME 29-30 e AGME 31-39 (item 5.10.3, p. 73).

Analise de AGME 24-28 em CG/EM mostrou a presenca de dez acidos graxos
(Tabela 6, p. 51) através dos ions moleculares [M]* (consistentes com as férmulas
moleculares respectivas) e correspondentes aos picos com tempos de retencdo (Tr) e

percentagens (%) no cromatograma de ions totais (Figura 13, p. 48).
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Figura 13 — Cromatograma dos ions totais de AGME 24-28
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Tabela 6 — Acidos graxos identificados como ésteres metilicos (AGME 24-28)
SUBSTANCIA NOME cOMUM R TEOR v EM
(min) (%)
1 Acido haxadecanoico Acido palmitico 23,16 1,46 256 CyH30,
2 Acido cis-octadec-9-enoico Acido oleico 26,63 55,056 282 CysH340,
3 eAnCc;?C%OCtadeca'g"”'11'”‘3”5' Acido ximeninico 28,85 17,38 278  CagHxOs
4 Acido cis-tetracos-15-enoico Acido nervonico 36,64 3,00 366 CyHi0-
5 Acido tetracosanoico Acido lignocérico 36,99 2,05 368 CyHi0;
6 Acido cis-hexacos-17-enoico Acido ximenico 3954 3,06 394 CyuHs0,
7 Acido hexacosanoico Acido cerético 39,84 3,34 396 CyHs0,
o . Acido
8 Acido cis-octacos-19-enoico Ximenixico® 41,81 9,85 422  CygH5,0,
9 Acido octacosanoico Acido montanico 4201 2,28 424  CyuHs0,

10 Acido trans-triacont-21-enoico Acido lumequeico 44,13 222 450 CgzHss0;

Tg : Tempo de retencéo; M.M: Massa molar (g mol™); F.M : Férmula molecular; a: nome comum usado neste
trabalho; Fonte: elaborada pelo autor.

Os espectros de massa (EM) dos componentes foram também comparados com
espectros de massa de ésteres metilicos de acidos graxos registrados na literatura e foram
concordantes com as estruturas propostas, exibindo fragmentos com relagdo m/z
caracteristicos de seus esteres metilicos. Os componentes principais foram os &cidos Z-
octadec-9-enoico (55,05%), octadeca-9-in-11-trans-enoico (17,38%) e Z-docos-13-enoico,
conhecidos como acidos oleico, ximeninico e cis-19-octacosenoico, respectivamente (Tabela
6).

Os quatro é&cidos graxos saturados (AG1l, AG5, AG7 e AG9) exibiram,

exatamente, 0 mesmo padrdo de fragmentacdo, apresentando picos devidos a rupturas da
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cadeia alcanica [M-15 (CHs) a M-183 (Ci3H27, AG1), M-295 (C21H43, AG5), M-323 (Cy3Hy7,
AG7) e M-351 (CysHs1, AG9), picos principais em m/z 41, 43, 55, 57, 74, 87 e 143 e pico

base em m/z 74, este ultimo, resultante de fragmentacao retro Diels-Alder.

AG1. Tg 23,16 min: M m/z 270 (férmula molecular C17H3405), 239 [(M-31)*, perda de
OCHs], 227 (M-43)*, 213 (M-57)*, 199 (M-71)*, 185 (M-85), 171 (M-99)*, 143
(CeHisCOCHs)*, 101 (CH,CH,CH,CO,CHs)*, 87  (CH,CH,CO,CHy)*, 74
[H,C=C(OH)OCHs]", 55 (H,CCH=C=0)*, 57 (C4Hs)*, 43 (C3H;)* e 41 (CsHs)": Acido
palmitico.

AG5. Tr 36,99 min: M* 382 (formula molecular CasHs00;), 367 (M-15), 351 (M-31), 353
(M-29), 339 (M-43), 325 (M-57), 311 (M-71), 297 (M-85), 283 (M-99). Os picos principais
foram em m/z 41 (CsHs)', 43 (CsH;)", 55 (H,CCH=C=0)", 57 (C4Ho)", 74
(H,C=C(OH)OCHa)™, 87 (CH,CH,CO,CHa3)" e 143 (CsH12,CO,CHa)": Acido lignocérico.

AG7. Tr 39,54 min: M* 410 (formula molecular Cy;Hs40,), 395 (M-15), 381 (M-29), 367 (M-
43), 353 (M-57), 339 (M-71), 325 (M-85) e 311 (M-99). Os picos principais foram em m/z 41
(CsHs)", 43 (C3H7)*, 55 ((H,CCH=C=0)*, 57 (C4H¢)", 74 (H,C=C(OH)OCHs)", 87
(CH,CH,CO,CH3)* e 143 (CgH12,CO,CH3)": Acido cerilico.

AG9. Tr 42,00 min: M* 438 (formula molecular CygHsgO5), 409 (M-29), 395 (M-43), 381 (M-
57), 367 (M-71), 353 (M-85) e 339 (M-99). Os picos principais em m/z 41 (C3Hs)", 43
(C3H7)", 57 (C4H)*, 55 (H,CCH=C=0)", 74 (H,C=C(OH)OCHs)", 87 (CH,CH,CO,CHs)" e
143 (C¢H12CO,CHa)"; Acido montanico.

Por sua vez, os cinco &cidos monoinsaturados (AG2, AG4, AG6, AGS8 e
AG10) exibiram 0 mesmo padrdo de fragmentagdo, mostrando 0s principais 0s picos em m/z
41, 43, 55, 69, 74, 83, 97, 98 e 111. Vale destacar em todos estes casos, 0 pico devido ao

fragmento em M-32 (M-CH3OH), assim como, 0 pico base em m/z 55.

AG2. Tgr 26,63 min: M* 296 (formula molecular Ci9Hz60,), m/z: 265 (M-31), 264 (M-32),
222 (M-74), 111 (CH3CH,CH=CHCH,CH,CH,CH,)*, 98 (CH3CH,CH=CHCH,CH,CHa)",
97 (CH3CH,CH=CHCH,CH,CH)", 87 (CH,CH,CO,CH3)", 83 (CH,CH,CH,CH,CH=CH,)",
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74 ([HzC:C(OH)OCng, 69 (CHzCHzCHzCH:CH2)+, 55 [(CH2CH2CH:CH2)+ e/ou
H,C=CH-CO)"], 43 (C3H,)" e 41 (CH,CH=CH,)"; Acido oleico.

AG4. Tr 36,64 min: M* 380 (formula molecular CasHs05), m/z: 349 (M-31), 348 (M-32),
306 (M-74), 111 (CH3;CH,CH=CHCH,CH,CH,CH,)*, 97 (CH3;CH,CH=CHCH,CH,CH,)",
83 (CH,CH,CH,CH,CH=CH,)*, 74 ([H,C=C(OH)OCH,]*, 69 (CH,CH,CH,CH=CH,)", 57
(C4Ho)", 55 [(CH,CH,CH=CH,)" elou H,C=CH-CO)"], 43 (C3H,)*, 41 (CsHs)"; Acido

nervonico.

AG6. Tr 39,54 min: M* 408 (férmula molecular Cy;Hs5,0,), m/z: 377 (M-31), 376 (M-32),
334 (M-74), 111 (CH3CH,CH=CHCH,CH,CH,CH,)*, 97 (CH3CH,CH=CHCH,CH,CH)",
83 (CH,CH,CH,CH,CH=CH,)*, 74 ([H,C=C(OH)OCHs]*, 69 (CH,CH,CH,CH=CH,)", 57
(C4Hg)*, 55 [(CH,CH,CH=CH,)" elou H,C=CH-CO)"], 43 (C3H,)*, 41 (CsHs)"; Acido

ximenico.

AGS8. Tg 41,81 min: M* 436 (férmula molecular CygHsc05), m/z: 405 (M-31), 404 (M-32),
362 (M-74), 111 (CH3CH,CH=CHCH,CH,CH,CH,)", 97 (CH3CH,CH=CHCH,CH,CH,)",
83 (CH,CH,CH,CH,CH=CH,)*, 74 ([H,C=C(OH)OCH,]*, 69 (CH,CH,CH,CH=CH,)", 57
(C4Hg)*, 55 [(CH,CH,CH=CH,)" elou H,C=CH-CO)"], 43 (C3H,)*, 41 (CsHs)"; Acido

ximenixico (cis-19-octacosenoico).

AG10. Tg 44,13 min: M" 464 (férmula molecular C3;Hg002), m/z: 433 (M-31), 432 (M-32),
390 (M-74), 111 (CH3CH,CH=CHCH,CH,CH,CH,)*, 97 (CH3;CH,CH=CHCH,CH,CH,)",
83 (CH,CH,CH,CH,CH=CH,)*, 74 ([H,C=C(OH)OCHs]*, 69 (CH,CH,CH,CH=CH,)", 57
(C4Ho)", 55 [(CH,CH,CH=CH,)" elou H,C=CH-CO)"], 43 (C3H,)*, 41 (CsHs)"; Acido

lumequeico.

No caso do componente com tempo de reten¢do 28,853 min (AG3) foi observado
um padrdo de fragmentacdo distinto dos demais. Com excegdo dos picos em m/z 41 e 43,
fragmentos comuns a todos e do pico em m/z 55, observados nos espectros dos acidos
insaturados AG2, AG4, AG6, AG8 e AG10, o espectro de massa de AG3 mostrou 0s picos
principais em m/z 67, 79, 80, 93 e 150, com o pico base em m/z 79. Os destaques foram os
picos devidos a fragmentos em m/z 261 (M-31 perda de OCHgs), 219 (M-73, perda de
CH,CO,CHz), além de dois outros, m/z 164 [H-(CH=CH),CH=CH(CH,)sCHs]" e m/z 150
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[H,C=C=CHCH=CH(CH,)sCH3]*, ambos indicativos de uma estrutura Cig-enino com a
ligacdo tripla entre os carbonos Cy e Cy1o (SPITZER et al., 1991; KLEIMAN et al., 1976). O
pico base em m/z 79 (CgH;)" indicou a presenca de mais de uma ligacdo dupla ou tripla na
cadeia do &cido graxo (MURPHY, 1993).

AG3. 28,853 min: M 292 (formula molecular C19H3,0,), m/z: 261 (M-31), 219 (M-73), 164,
150, 135 ([H,C=C=CHCH=CH(CH,)s]", 121 [[H,C=C=CHCH=CH(CH,),]", 107
[H,C=C=CHCH=CH(CH,)3]", 93 [H,C=C=CHCH=CH(CH,)]", 79
[H,C=C=CHCH=CHCH,]", 67 [HCC(CHy>)s]", 55 (CsH30/C4H-)", 43 (C3H;)" e 41 (C3Hs)";
Acido ximeminico.

As estruturas e 0s espectros de massas dos acidos graxos identificados nos graos
de X. americana sdo mostradas na Figura 14. As fracdes AGME 29-30 e AGME 32-39, por
analise em CG/EM, conduziram, praticamente, aos mesmos constituintes da fracgio AGME
24-28.

Figura 14 — Acidos graxos (AG1-AG10) identificados como ésteres metilicos
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AG3: Ester metilico do 4cido octadeca-9-in-11-trans-enoico (acido ximeninico)
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AG5:Acido tetracosanoico (acido lignocérico)

100 -
1 O
g7
] 5 2 OCHj;
57 143
4
11 g2
139
1 o 1¥ 57 49y 183 199 ; 0 - ‘
o “LLMJ‘IJII ps o] LTI |W ot i 21 2% % t l?' 311 325 l 353 367 | 308 51 45T a4 s
10 40 70 100 130 160 150 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490

100

13 OCH;

7

376

166 o 136 250 263 277 292 305 310 34 R i
bt ﬁ O N WA e SO B =

Y170 2[|)0 230 260 290 320 350 380 410 40 470




56

AGT: Ester metilico do 4cido hexacosanoico (acido cerético)
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AG8: Ester metilico do 4cido Z-octacos-19-enoico (4cido Ximenixico)
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AG9: Este[ metilico do acido octacosanoico (acido montanico)
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AG10: Ester metilico do 4cido triacont-21-enoico (4cido lumequeico)
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4.1.5 Caracterizagéo de XA-1

A amostra XA-1 foi obtida como um material graxo a partir da fragdo hexanica do

extrato hexanico das sementes de X. americana, segundo o Esquema 8 (p. 68).



57

O espectro na regido do 1V (Figura 26, p. 60) de XA-1 exibiu bandas indicativas
ésteres de 4cidos graxos: deformacdo axial de ligacdo C—H alifaticas (2927 e 2852 cm™) e
deformacéo angular de grupos CH, (1461 e 725 cm™) e deformagdes axiais de ligacdes C=0
(1741 cm™) e C-O (1162 cm™).

Os espectros de RMN de *H (Figura 27, p. 61), de RMN de **C (Figura 28, p. 61)
e COSY (Figura 29, p. 62) de XA-1 exibiram sinais que o caracterizaram como um

triglicerideo, conforme ilustrado na estrutura parcial proposta na Figura 15.

Figura 15 — Estrutura parcial proposta de XA-1
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No espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H-'H foram observados
picos transversais correspondentes aos acoplamentos que justificaram os assinalamentos dos
atomos de hidrogénio e de carbono-13 indicados. Assim, foram registradas as seguintes
correlagdes: hidrogénio H-2 com os hidrogénios 2H-1 e 2H-3; hidrogénios olefinicos CH=CH
com os hidrogénios alilicos CHy; hidrogénios CH; alfa aos grupos C=0 com o0s hidrogénios
CH, beta; hidrogénios alilicos CH, com outros hidrogénios CH, vicinais; e, hidrogénios
metilicos com respectivos hidrogénios CH, vicinais. Além deste, outros triglicerideos foram
isolados, porém, todos em pequenas quantidades que ndo permitiram a realizacdo de reagdes

de hidrdlise para posterior analise e consequente identificagdo dos acidos graxos respectivos.



Figura 16 — Espectro de infravermelho de XA-1
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Figura 18 — Espectro de RM
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4.1.6 Caracterizacédo de XA-2

Durante a concentracdo da solucdo etandlica para obtencdo do respectivo extrato,
ocorreu a formacdo de um precipitado amarelado que, apds recristalizacdo em metanol
originou um solido branco (XA-2) (Esquema 8, p. 68). O espectro de absorcdo na regido do
IV (Figura 20, p. 61) exibiu como destaque as bandas de estiramento axial do grupo OH em
3230 cm™, estiramento C-H em 2918/2919 cm™ (caracteristico de grupos CHs/CH,),
estiramento da carbonila em 1683 cm™ (C=0) e estiramento C—O em 1029 cm™.

O espectro de RMN de 'H (Figuras 21 e 22, p. 62; 23, p. 63) e, principalmente, 0
de RMN de **C (Figuras 24, p. 63; 25 e 26, p. 64) que exibiu excessivo nimero de sinais na
faixa correspondente a carbonos saturados (14,0 a 60,0 ppm), foram indicativos de uma
mistura de compostos semelhantes da classe dos triterpenos. Assim, o espectro de RMN de *H
(Figura 21, p. 62) revelou a presenca de varios grupos metila (0,83 a 1,80 ppm), um deles
como um singleto largo em &y 1,80 (sl, 3H) ligado a carbono sp? e dois singletos largos em 8
4,96 (sl, 1H) e 4,78 (sl, 1H) mutualmente acoplados, correlacionados a hidrogénios vinilicos
em uma ligag&o dupla terminal. Estes dois hidrogénios, juntamente com o grupo metila em oy
1,80 formaram o grupo isopropenila, caracteristica de triterpenos do tipo lupano (MAHATO;
KUNDU, 1994; COSTA et al., 2010). O espectro mostrou também sinais como tripleto largo
em &y 5,72 (1H) e singleto largo em 8y 5,51 (1H) devidos a outros tipos de hidrogénios
olefinicos consistentes com a presenca de triterpenos dos tipos oleanano/ursano (HENRIQUE
etal., 2014).

Por sua vez, o espectro de RMN de **C (Figura 24, p. 63) em acordo o espectro de
RMN de 'H registrou sinais para triterpeno lupano [5¢ 151,7 (C-20) e 110,3 (C-29)], bem
como, sinais compativeis com triterpeno oleanano [6c 122,9 (C-12), 56,1 (C-5), 42,4 (C-18),
46,8 (C-19), 33,5 (C-21) e 32,2 (C-22) (MAHATO; KUNDU, 1994; CURSINO et al., 2009);
o espectro mostrou também sinais em dc 78,4 (carbono sp® oxigenado, C-3) e 19,1,
correlacionado ao carbono metilico C-30 em triterpeno lupano (MAHATO; KUNDU, 1994).
Em adi¢do, os sinais em dc 180,5 e 179,2 caracteristicos de é&cidos carboxilicos com
intensidades relativas 1:2, respectivamente. O experimento DEPT 135° (Figuras 27 e 28, p.
65) confirmou os carbonos hidrogenados, especialmente, carbonos CH oxigenados (d¢ 78,4),
CH, sp? (8¢ 110,3), CH sp® (8¢ 122,9), CH sp® (8¢ 56,1 e 42,4) e CH, sp® (8¢ 46,8, 33,5 e
32,2). Assim, com base na comparagdo com dados espectrais da literatura, foi concluido que
XA-2 era uma mistura constituida pelos triterpenos acido betulinico (XA-2a, 56%) (Figura

24, p. 59), acido oleandlico (XA-2b, 35%) (Figura 29, p. 66) e um terceiro triterpeno em
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menor propor¢do (XA-2c, 9%) derivado do acido oleanolico (Tabela 7, p. 66). As

percentagens acima foram determinadas a partir das integragdes dos sinais em oy 3,57, 3,48 e

3,33 registrados no espectro de RMN de *H e atribuidos a hidrogénios carbinélicos (H-3).

Transmission

Figura 20 — Espectro de infravermelho de XA-2
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Figura 25 — Expansdo do espectro de RMN de *C-BB, 125 MHz, CsDs
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Figura 27 — Espectro de RMN de *C-DEPT 135°, 125 MHz, CsDsN, de XA-2
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Figura 28 — Expansdo do espectro de RMN de *C-DEPT 135°, 125 MHz, CsDsN,

de XA-2
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Figura 29 — Estrutura do &cido betulinico (XA-2a), acido oleandlico (XA
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Tabela 7 — Dados espectrais de RMN de *3C dos triterpenos XA-2a, XA-2b, XA-2¢

Triterpeno 1 |Triterpeno 2 | Triterpeno 3 Triterpeno 1 |Triterpeno 2 | Triterpeno 3

C dc dc dc C dc dc dc

1 38,7 38,5 38,1 16 32,1 23,4 22,4
2 27,4 27,4 27,1 17 56,3 46,6 46,0
3 78,9 78,4 78,8 18 46,8 42,4 40,4
4 38,8 38,7 38,7 19 49,2 46,8 44,9
5 56,3 56,1 54,8 20 151,7 30,6 30,7
6 18,3 18,3 18,2 21 29,7 33,5 33,4
7 34,3 32,6 32,4 22 37,0 32,2 32,3
8 40,7 39,3 39,7 23 27,9 28,1 28,0
9 50,5 47,6 48,3 24 15,3 15,6 15,7
10 37,2 37,0 37,1 25 16,0 15,3 15,5
11 20,8 23,1 24,1 26 16,1 16,8 18,5
12 25,5 122,9 129,7 27 14,7 26,0 63,0
13 38,4 143,4 137,7 28 180,5 181,0 183,0
14 42,4 41,6 47,5 29 110,3 33,1 33,0
15 30,5 27,7 24,5 30 19,1 23,6 23,0

Fonte: elaborada pelo autor.

4.1.7 Atividade antioxidante

Os resultados do potencial antioxidante determinados pelo método de redugdo do

radical livre DPPH’, para os extratos dos graos de X. americana estdo representados na Tabela

8 (p. 67). Foi observado que o extrato hexanico apresentou percentual de reducédo do radical

livre maior que o extrato etandlico em todas as concentragdes utilizadas na analise. Quando a

porcentagem de atividade antioxidante dos extratos foi comparada com a da rutina, observou-

se que 0s extratos apresentaram baixo potencial antioxidante. Isto pode ser justificado pelos

constituintes quimicos de natureza lipidica identificados nos extratos,

caracteristicas ndo antioxidante.

isto &, com
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Tabela 8 — Percentual de atividade antioxidante (%AA) dos extratos das sementes
de X. americana frente ao DPPH

%AA + DP

AMOSIras 3s ngmL” 50 pgmL" 100 ygmi” 150 pg mL 200 pg mL™" 250 ug mL"

EHXA 13,25+0,17 15,24+0,31 1581+0,15 16,54+0,09 17,05+0,03 18,24 + 0,06
EEXA 7,36+0,12 911+0,06 1155+0,15 12,21+0,14 13,71+0,09 15,36 £ 0,06
Rutina 42,17+ 0,36 61,26 £ 0,15 93,06 +£0,05 93,51+0,12 94,24+0,02 94,48 + 0,01

DP: desvio padrdo; Fonte: elaborada pelo autor.
4.1.8 Inibicio da enzima acetilcolinesterase

Este ensaio é baseado em procedimento descrito por Ellman, Courtney e Andress
(1961), adaptado para CCD por Rhee et al. (2001). E considerado um método colorimétrico e
que pode ser utilizado de forma qualitativa e quantitativa, mas nesse trabalho foi utilizada
somente a forma qualitativa. E um método réapido e sensivel para a selecdo de amostras com
acao anticolinesterasica (TREVISAN et al., 2003).

Apbs a borrifacdo da solucdo da enzima AChE sobre a placa contendo as amostras
dos extratos e 0s controles positivo e negativo, ocorreu o surgimento de uma coloracdo
amarela nos dois extratos ap6s 10 minutos. Porem, foi observado um halo branco somente em
torno do “spot” do extrato etandlico (a coloracdo branca desaparece em 20-30 minutos),
indicando a inibicdo da enzima para este extrato. Como controle positivo foi utilizada solugédo
do padréo sal de Eserina (2 mg mL™) e como controle negativo, foram utilizados solventes.

O EHXA néo apresentou potencial de inibicdo da enzima AChE, mas o0 EEXA
apresentou moderada atividade de inibigdo da enzima AChE.

Os testes foram realizados no Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara, de acordo com a metodologia desenvolvida por Rhee et al.
(2001).

5 PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Material vegetal
Os grdos de X. americana Linn foram coletadas na localidade de Garapa (latitude

5,056797° sul e longitude 42,811083° oeste), municipio de Acarape, Estado do Ceara, no més
de janeiro de 2014. A planta foi identificada no Departamento de Biologia da Universidade
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Federal do Ceard por Luiz Wilson Lima-Verde, onde foi depositada uma exsicata no Herbario
Prisco Bezerra com a identificacdo N° 040411.

5.2 Reagentes, solventes e equipamentos

Na preparacdo dos extratos e fragcbes foram utilizados solventes e reagentes de
grau analitico (PA) comerciais (Synth, Vetec e Merck). A evaporacdo dos solventes a pressao
reduzida foi realizada em evaporador rotativo Laborota 4000 da Heidolph com auxilio de
bombas de vadcuo BUCHI, modelo Vacuum Pump V-700; os extratos foram dissolvidos
utilizando ultrassom Modelo Cleanner Thornton T1425 da Marconi. As pesagens foram
realizadas em balanca Kern 410 e Digimed KN5000L da Marconi; o extrato etanolico na
forma de material semi solido foi liofilizado em Micro Modulyo Edwards acoplado a uma

bomba de alto vacuo ValPump VLP80 Savant;

5.3 Obtencao e fracionamento dos extratos

O material vegetal (424,00 g) foi seco a temperatura ambiente e triturado em
moinho de facas, seguido de maceracdo com hexano na propor¢do 1:3 m/v, por quatro vezes
consecutivas, tendo cada extracdo, a duragédo de trés dias. Os sobrenadantes foram filtrados,
reunidos e concentrados em rota-evaporador resultando no extrato hexanico (EHXA, 147,94
9)-

Parte desse extrato (20,30 g) foi submetida a uma coluna filtrante em gel de silica
sob vacuo, eluida com solventes em polaridades crescentes (hexano, diclorometano e acetato
de etila). As solugdes correspondentes foram concentradas sob pressdo reduzida e pesadas,
fornecendo as fracBes hexano (FHEHXA, 11,45 g), diclorometano (FDEHXA, 2,17 g) e
acetato de etila (FAEHXA, 1,56 g).

A torta resultante da extragdo com hexano foi submetida a extragdo com etanol na
proporcdo 1:3 (m/v) por trés vezes consecutivas, cada extragdo com a duracdo de trés dias. As
solugdes foram filtradas, reunidas e o EtOH removido sob pressdo reduzida produzindo o

extrato EtOH (EEXA, 11,15 g) na forma de um material pastoso escuro (Esquema 8, p. 69).



Esquema 8 — Obtencéo dos extratos e fracdes da X. americana Linn
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5.4 Cromatografia de adsorc¢éo

Para cromatografia em coluna (CC) gravitacional e sob média pressdao (CC
“flash”) foram utilizadas gel de silica 60 A com granulometria 70-230 mesh (Vetec). O
comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das amostras. Na
cromatografia de camada delgada (CCD) foi empregada cromatoplacas de gel de silica 60, 2-
25 um, com indicador de fluorescéncia F,s4 com suporte de papel aluminio (Merck). A
revelagdo das substdncias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposi¢do a luz
ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm), realizada em aparelho da marca
Vilber Lourmat e por borrifagdo com solucdo de vanilina em &cido perclérico (HCIO,) e
etanol, seguido de aquecimento em soprador térmico por aproximadamente 1 minuto; os
solventes utilizados como eluentes foram: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol

puros ou combinados em proporcdes de crescentes polaridades.

5.5 Métodos fisicos de analise organica

5.5.1 Espectrometria de absorcéo na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrdmetro Perkin-Elmer, modelo Spectrum 100 FT-IR, na regido de 400 a 4000 cm™,
usando o aparelho UATR (Universal Attenuated Total Reflectance) pertencente ao
Laboratorio de Espectrometria de Massas do Nordeste (LEMANOR) do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

5.5.2 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN de *3C) uni e bidimensionais, foram
obtidos em espectrometro Brucker modelos DPX-300 DRX-500, operando nas frequéncias de
300 e 500 MHz para hidrogénio e 75 e 125 MHz para carbono-13, respectivamente.

Na dissolucdo das amostras para obtencdo dos espectros foram usados como
solventes: cloroférmio (CDCl3) e piridina (CsDsN) deuterados. Os deslocamentos quimicos
(8) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e referenciados nos espectros de RMN de *H

pelo pico do hidrogénio pertencente a fragdo nao deuterada dos solventes: cloroformio (du,
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7,27) e piridina (84, 7,22; 7,58 e 8,73), e para os espectros de RMN de **C pelos picos de
carbono-13 dos solventes: cloroformio 6 (77,23) e piridina os trés quartetos 6 (123,83; 135,89
e 150,44).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN de *H foram
indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), dt (dupleto triplo), td (tripleto duplo), t (tripleto) e m (multipleto).

Segundo a convencdo, através da utilizacdo da técnica DEPT 135° foi
determinado o padrdo de hidrogenacdo dos carbonos: C (carbono ndo hidrogenado), CH
(carbono metinico), CH; (carbono metilénico) e CH3 (carbono metilico).

Os espectros de RMN foram obtidos em equipamentos do Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREM), do Departamento de

Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.
5.5.3 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM)

As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM) foram efetuadas em aparelho Shimadzu GC/MS, modelo QP2010SE Plus usando
coluna capilar Rtx®-5MS (95% dimetilpolisiloxano e 5% difenil) de 30 m, 0,25 mm de
diametro interno e 0,1 um de espessura do filme da fase fixa; as temperaturas do injetor e do
detector foram 260 e 300 °C, respectivamente; condicdes da coluna: 60 °C (0,5 min) para 260
°C (5 min) a 6 °C min™, entdo 12 °C min™ até 300 °C (10 min) usando He como gés de arraste
com vazdo de 1,7 mL min™ (split mode). A analise com o detector de massa foi no modo scan
com tempo de analise em 52 min; o registro dos espectros de massa foi na faixa de 47 a 600
Daltons por impacto de elétrons (EMIE) com energia de ionizacdo de 70 eV (voltagem de 1,5
KV), analisador do tipo quadrupolo e fonte de fons a 200 °C.

Os cromatogramas e espectros de massa foram obtidos em equipamento da
Central Analitica do Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade

Federal do Ceara.
5.6 Determinacéo do teor de dleo

O teor de 6leo foi determinado a partir da parte interna dos grdos (matéria

desidratada = 21,394 g) utilizando um extrator do tipo Soxhlet e hexano como solvente em
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um processo de extracdo continua e ininterrupta por 6 h. Apos este periodo, o solvente foi
evaporado sob pressao reduzida fornecendo uma massa de 6leo fixo (5,904 g).

5.7 Determinacédo do teor de umidade

Os gréos (30,974 g) foram colocados em estufa a uma temperatura de 105 °C por
24 h, tempo necessario para a obtencdo de uma massa constante (21,394 g). O teor de

umidade foi obtido conforme equacéo abaixo:

Umidade (%)=(mi — mf)/mi x 100

Onde: mi = massa inicial das sementes; mf = massa final das sementes

5.8 Outros parametros fisicos

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram determinados em equipamento
da Mettler Toledo, modelo FP62. As determinacdes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 2 °C min™.

5.9 Derivatizacao

5.9.1 Sililacéo

Os constituintes dos extratos hexanico e etandlico foram convertidos em
derivados sililados segundo a metodologia de Isidorov et al., (2009) com modificacdes. A
mistura constituida de 2 mg de amostra foram adicionados 100 uL de BSTFA + 1% TMCS e
mantida sob agitacdo a 60 °C durante 1 hora.

5.9.2 Anélise dos produtos sililados

As amostras sililadas foram analisadas em aparelho SHIMADZU GC-2010 Plus
acoplado a um espectrémetro de massas GCMS-QP2010SE, equipado com uma coluna Rtx®-
5MS (95% dimetilpolisiloxano e 5% difenil) de 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro
interno e 0,25 um de espessura do filme da fase fixa; temperatura do injetor 260 °C e a do

detector 300 °C; programacdo de temperatura da coluna: 60 °C (0,5 min) com taxa de
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aquecimento de 6 °C min™ até 260 °C (5 min), em seguida elevou-se a uma taxa de 12 °C
min™ até 300 °C, entdo mantida nesta temperatura por 10 min. O gas de arraste foi o hélio,
com vazéo de 1,7 mL min™. A analise com o detector de massas foi realizado no modo scan,
tempo de analise 52,21 min; a aquisicdo dos espectros de massas foi feita na faixa de 47 a 600
Dalton por impacto de elétrons, com energia de ionizacdo de 70 eV (voltagem 1,5 KV,
analisador do tipo quadrupolo) e fonte de ions a 200 °C.

5.9.3 Saponificacao/metilacao

Ao extrato hexanico (EHXA, 10,0 g) em MeOH (80 mL) foi adicionado KOH
(10,0 g) e a mistura foi refluxada durante 1 h. Apds resfriamento, foi adicionado H,0O
destilada (240 mL) e a solucdo hidroalcoolica alcalina foi submetida a extracdo com hexano
(3 x 50 mL) em funil de decantagdo. As fases organicas foram reunidas, secas com Na,SO, e
concentradas sob pressdo reduzida, originado os insaponificaveis como um sélido amarelo
claro (1,87 g). A fase hidroalcodlica foi acidificada com HCI 20% até pH 3-4 e entdo
submetida a extracdo com AcOEt (3 x 50 mL). As fases organicas foram reunidas, secas com
Na,SO,4 e concentradas sob pressao reduzida, fornecendo os saponificaveis como um solido
esbranquicado (7,15 g).

Ao material (2,0 g) saponificavel em MeOH (20,0 mL) foi adicionado HCI
concentrado (1,0 mL) e a mistura foi refluxada durante 1 hora. Apds resfriamento a
temperatura ambiente foi adicionado H,O (10 mL), a mistura reacional foi submetida a
extragcdo com CH,Cl, (3 x 10 mL) e as fases organicas foram reunidas e secas com Na,;SO,.
Concentracdo sob pressao reduzida forneceu o produto metilado (1,39 g) que foi, entéo,
purificado em coluna cromatografica de gel de silica 60G e obtido 44 fracdes. Utilizou-se
como eluentes os solventes hexano, diclorometano e acetato de etila com polaridades
crescentes (Tabela 9, p. 74). Ap6s comparacdo em CCD as fragdes foram reunidas em 3
subgrupos de maior pureza: AGME 24-28, AGME 29-30 e AGME 31-39 (AGME = &cidos

graxos metilados), e foram submetidas a analises por CG/EM.
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Tabela 9 — Fracionamento cromatografico do produto metilado

Eluente FracOes
Hexano 1-4
Hexano/Diclorometano (9:1) 5-12
Hexano/Diclorometano (8:2) 13-26
Hexano/Diclorometano (1:1) 27 -31
Hexano/Acetato de etila (8:2) 32 -39
Acetato de etila 40 — 44

Fonte: elaborada pelo autor.
5.9.4 Anélise dos produtos metilados

As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM) foram efetuadas em aparelho Shimadzu GC-2010 acoplado a um espectrometro de
massa GCMS-QP2010SE equipado com coluna Rix®-5MS (95% dimetilpolisiloxano e 5%
difenil) de 30 m, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 pum de espessura do filme da fase fixa.
Condicdes: 80 °C (3 min) para 280 °C (5 min) a 5 °C min, entéo 20 °C min™ até 300 °C (5
min) usando He como gés de arraste com vazéo de 1,7 mL min™; temperatura do injetor de
250 °C e do detector de 300 °C. A anélise com o detector de massa foi no modo scan com
tempo de analise em 40 min; o registro dos espectros de massa foi na faixa de 35 a 500
Daltons por impacto de elétrons com energia de ionizacdo de 70 eV (voltagem de 1,5 KV),

analisador do tipo quadrupolo e fonte de fons a 240 °C.
5.10 Isolamento de XA-1

A fracdo FHEHXA (2,0182 g) (Esquema 8, p. 69) foi adsorvida em gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e submetida a cromatografia em coluna de gel de silica
empacotada com hexano. A coluna foi eluida com hexano e, a seguir, com quantidades
crescentes de AcOEt em hexano, obtendo-se 26 fracfes. Apds analise por CCD as fracdes
semelhantes foram reunidas. As fragdes 17-20 [eluente Hex:AcOEt (8:2)] foram
recromatografadas em coluna de gel de silica empacotada com hexano. A eluicéo foi realizada
usando como eluentes a mistura hexano-diclorometano em ordem crescente de polaridade:
9:1; 8:2; 7:3: 6:4 e 5:5. A andlise em CCD permitiu a reunido das fragdes 16-44 (40 mg)
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(eluente Hex:DCM 30%), resultando na amostra pastosa rotulada como XA-1. Os espectros
de RMN de 'H e de **C revelaram tratar-se de triglicerideos.

5.11 Isolamento de XA-2

Durante a concentracdo do extrato etandlico (EEXA) (Esquema 8, p. 69) sob
vacuo, precipitou um material amarelado que apds recristalizacdo em metanol resultou em
um sélido (60 mg) branco amorfo, soldvel em piridina, denominado XA-2. Os dados dos
espectros de RMN (de *H e de *3C) e IV de XA-2, ap6s comparacéo com dados registrados na

literatura, revelaram a presenca de uma mistura de triterpenos.
5.12 Atividade antioxidante

Foi preparada uma solugéo estoque de DPPH a 40 ug mL™, dissolvendo-se 4,0 mg
de DPPH em 100 mL de metanol. Pesou-se 25 mg dos extratos EHXA e EEXA e do padrédo
(rutina) e dissolveu-se em metanol obtendo-se uma solucéo estoque de concentracdo 250 ug
mL™. Em seguida, fez-se diluicdes para a obtencéo das concentragdes finais 200, 150, 100, 50
e 25 pg mL™. Uma aliquota de 300 pL da solugdo dos extratos ou padrdo foi transferida para
um tubo de ensaio e foi adicionado 2700 pL da solugdo estoque de DPPH. Ap6s 30 minutos,
foi medida a absorbancia das misturas reacionais em espectrofotbmetro UV-Vis, no
comprimento de onda 516 nm. O teste foi Realizado em triplicata.

Os valores da absorbancia nas concentracdes de 250, 200, 150, 100, 50 e 25 pg
mL™, no tempo de 30 min foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante
(AA%), determinados pela seguinte equacdo (TEPE; SOKMEN, 2007; HUANG et al., 2003):

AA(%) = 100(ApppH — ApppH-+amostra)/ ApppH
Onde:

Appph: absorbéncia inicial da solugdo do radical DPPH (40 pg mL™)
ApppH+amostra: absorbancia de cada concentracdo da amostra + DPPH
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5.13 Inibigdo da enzima acetilcolinesterase

A metodologia consiste em retirar uma aliquota de 5 pL dos extratos na
concentragdo 10 mg mL'e 2 mg mL™* para compostos puros e aplicar em uma cromatoplaca.
Apos a evaporacdo do solvente, foi borrifado uma mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina
(ATCI) 1 mmol L™ com o reagente de Ellman o 4cido 5,5’-Ditiobis-(2-nitrobenzoico),
DTNB, 1 mmol L™, deixando em repouso por 3 minutos para a secagem da placa. Em seguida
foi borrifado a solucdo da enzima acetilcolinesterase (3 U mL™). Apés 10 minutos, ocorre 0
halo branco em torno dos “spots” onde foram aplicadas as amostras. Em 20-30 minutos a
coloracdo desaparece. Como controle positivo foi utilizada solucdo do padrdo sal de Eserina

(2 mg mL™) e como controle negativo, foram utilizados solventes.

6 PARTE 2: INVESTIGACAO DO USO DOS GRAOS DE X. americana COMO
CATALISADOR EM BIOTRANSFORMACOES

6.1 Resultados e discussao

A utilizacdo direta de partes de plantas em reacdes de biotransformacfes €
vantajosa, pois, evita fatores como perda de tempo e os cuidados necessarios ao isolamento de
enzimas ou a preparacdo de culturas de células, entre diversas outras vantagens.

A andlise dos substratos e produtos foi realizada utilizando cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM), cromatografia em fase gasosa acoplada
a detector de ionizacdo de chama (CG/DIC) e, na maioria dos casos, Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN de H e de *C).

6.1.1 Determinacao de proteina pelo método de Kjeldahl

As proteinas desempenham papeis extremamente relevante na maioria dos
processos biologicos, atuando, inclusive, como catalisadores. Assim, a determinacdo de
proteinas pode servir como uma estimativa do potencial enzimatico de um material bioldgico
(ASSUNCAO, 2008). O desenvolvimento de metodologia para a determinacio do teor de
proteinas € de fundamental importancia em diversas areas da Ciéncia, com destaque para a

nutricdo humana, animal e analises clinicas.
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Assim, o experimento inicial foi para determinar o total de proteinas no sistema
enziméatico usando o método de Kjeldahl. O teor de proteina estimado nos gréos de X.
americana foi 19,77%, sendo esta quantidade considerada alta por se tratar de gréos.

Tendo em vista avaliar o potencial biocatalisador de X. americana, algumas
reagdes empregando substratos das func¢Oes orgénicas cetona, aldeido, &cido carboxilico e
éster foram levadas a efeito.

6.1.2 Reducéo de cetonas

O objetivo deste ensaio foi verificar a presenca de redutases nos grdos do vegetal
usando acetofenona (1) como substrato modelo (Esquema 9) através de conhecida
metodologia (YADAV et al., 2002; SOUZA, 2003). A reacdo, visando a reducdo de 1, foi
efetuada em diferentes condig¢des buscando a otimizacéo do processo tendo em vista melhores
conversdo (%) e excesso enantiomérico (ee). Assim, foram variados os parametros quantidade
do biocatalisador (2,0, 3,0 e 5,0 g), temperatura (30, 35 e 40 °C), pH (5 e 7), velocidade de
agitacdo (150, 175 e 225 rpm) e tempo (24, 48 e 72 h). Apds tentativas diversificando os
valores dos diferentes parametros, a incubacdo de 1 (50 mg, 0,416 mmol) com grdos frescos
(5,0 g) em agua destilada (50 mL, pH 5,0) a temperatura ambiente (30 °C) com agitacéo de
175 rpm por 72 horas (item 6.2.5) mostrou o melhor resultado. A reacgdo foi primeiramente
analisada por CCD sendo observada a formacdo do produto de reducdo. A mistura reacional
bruta foi entdo submetida a cromatografia em coluna (CC) de gel de silica, acompanhada
através de cromatografia em camada delgada (CCD) de gel de silica e visualizada depois de
borrifada com solu¢do de vanilina/acido perclérico em etanol como revelador. A conversao da
cetona 1 no produto la foi de 54%, determinada por GC/EM (Figura 30, p. 78) com o
resultado apresentado na Tabela 10 (p. 78).

Esquema 9 — Reacdes de biorreducdo de cetonas catalisadas pelos grdos de X.

americana
O
Rs, R
_—
R3 Ry
Rz RZ

()R, =R,=Ry=H (1) Ry = R, = R = H; R, = H, Rs = OH (R) 0u R = OH, Rs = H (S)
(2) Ry =R3=H; R, = OCHj4 (2a) Ry =R3=H; R, = 0OCHj3; R, =H, Rs=OH (R) ou R4, = OH, R5 = H (S)
@3)R,= Ry=H;Ry=F (38) Ry = Ry=H; Ry = F; R, = H, Rs= OH (R) ou R, = OH, R = H (S)
(4) R1=R2=H;R3=C| (4&) R1=R2=H;R3=CI; Ry =H, R5=OH (R) ou R4=OH,R5=H (S)

(5) R1:R3:CI;R2:H (Sa) R1:R3=C|;R2=H;R4=H, RSZOH(R)OU R4:OH,R5:H(S)
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(0] OH
(o] OH
—_— R\/\/\)J\ — R\/\/\)\
(7)R=CH, (7a) R = CHy
(6) (6a) (8) R = CH,CH,CH,CH3; (8a) R = CH,CH,CH,CHj,
Fonte: elaborada pelo autor.
Figura 30 — Cromatograma (CG/EM) do produto la de biorreducdo da
acetofenona (1) com graos de X. americana
Intensity
- 2.856.503 2
|~ 8
OH | = (0]
2500000 }1 i\v
©)\ | l. ©)J\
2000000 l. ‘j
la ‘ ’ ' ' 1
1500000 ‘ ‘ ’ ‘
i
1000000 ‘ !
N ||
EER
500000 | ’ {
B
100000 | v\g = -\—\L,h _____ TIC*1.00

...l.........|.........|......m,........rlﬁ.;,....l..]‘.'.fﬁ,
5 i ; § i

74

v e
.

80 81 82 83

R L L L Ly L s s s LA s R A e L
5

A
85 86

84

nmin

Tabela 10 — Percentagens relativas de bioconversao obtidas por CG/EM e excesso
enantiomeéricos obtidos por CG/DIC dos produtos da biorreducdo de 1-8

Produto Bioconverséo (%) ee (%)
la 54 48 (S)
2a 60 89 (S)
3a 6 99 (R)
4a 48 91,4 (S)
5a 53 > 99 (S)
6a 14 -
7a 43 81,3 (R)
8a 29 35 (S)

ee = excesso enantiomérico; Fonte: elaborada pelo autor.

A obtencédo de la (alcoois R,S) foi detectada, inicialmente, pela comparacdo entre
0s espectros de massas de 1 (Figura 31, p. 79) e de 1a (Figura 32, p. 79) com ions moleculares
em m/z 120 e 122, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de *H (Figura 33, p. 79)
de 1a registrou sinais em oy 1,44 (d, 6,0 Hz, 3H), 4,80 (q, 6,0 Hz, 1H) e 7,28 (multipleto, 5H),

devidos aos atomos de hidrogénios metilicos, carbindlico e aromaticos, respectivamente,
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compativeis com 1a. Esta analise foi confirmada pelos seis sinais no espectro de RMN de *C
(Figura 34, p. 80) [d6c 25,1 (CHs), 70,0 (CH-0), 125,4 (2 HC=), 127,2 (HC=), 128,3 (2 HC=)
e 146,0 (C=)].

_Figura 31 — Espectro de massas de 1, Tr = 8,056 minutos
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Figura 32 — Espetro de massas de 1a, Tr = 7,969 minutos
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Figura 33 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCls, de 1a
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Figura 34 — Espectro de RMN de **C, 75 MHz,

CDCl;, de 1a

= b -~ - =~ 3
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Embora a biorreducdo da cetona pro-quiral 1 nos alcodis secundarios la (R,S)
tenha ocorrido com rendimento médio (54%), a determinacdo dos excessos enantioméricos é
demandada, visto que, alcoois secundarios enantiomericamente puros, constituem precursores
de grande importancia para as industrias farmacéutica e de perfumaria. A identificacdo do
isbmero S com ee de 48% (Tabela 10, p. 78) foi resolvida mediante a comparacao dos tempos
de retencdo em coluna quiral e area dos picos dos alcodis 1la (R,S) por injecdo em CG/DIC
(Figura 35, p. 81) e mostrou-se em acordo com o modelo de Prelog para a biorreducdo de
cetonas pro-quirais (YADAV et al., 2002).
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Figura 35 — Cromatograma (CG/DIC) da mistura dos alcoois R-1a (Tgr 15,498
min) e S-1a (Tr 15,743 min) obtido por biorredugdo com gréos de X. americana
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Os mesmos procedimentos analiticos foram utilizados para a anlise dos produtos
resultantes da reducgéo de outros substratos.

As demais reacdes de biorreducédo de outras cetonas (Esquema 9, p. 77) ocorreram
utilizando os mesmos parametros de reacdo descriminados para a biorreducdo de 1. Assim,
com base nos resultados acima, em experimentos separados, as cetonas 3-metoxi-acetofenona
(2), 4-flaor-acetofenona (3), 4-cloro-acetofenona (4), 2,4-dicloro-acetofenona (5),
cicloexanona (6), octan-2-ona (7) e undecan-2-ona (8) foram incubadas com os graos frescos
de X. americana. As misturas reacionais brutas foram submetidas a cromatografia em coluna
de gel de silica, acompanhadas através de CCD (eluente Hexano-AcOEt 7:3) e visualizadas
utilizando solucdo de vanilina/acido perclérico/EtOH. Os produtos foram quantificados por
CG/EM e, nos casos concernentes, 0s excessos enantioméricos foram calculados utilizando
CG/DIC com os resultados apresentados na Tabela 10 (p. 78).

A obtencdo do produto 2a (alcodis R,S) representado pelo pico com tempo de
retencdo 10,874 minutos no cromatograma (Figura 36, p. 82) foi detectada, inicialmente, pela
comparagdo entre os espectros de massas de 2 (Figura 37, p. 82) e de 2a (Figura 38, p. 82)
com ions moleculares em m/z 148 e 150, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de
1 (Figura 39, p. 83) de 2a registrou sinais em oy 1,49 (d, 6,0 Hz, 3H), 4,86 (q, 6,4 Hz, 1H),
6,80 (dd, 8,0 e 2,3 Hz, 1H), 6,95 (m, 2H) e 7,25 (t, 8,1 Hz, 1 H) devidos aos atomos de
hidrogénios metilicos, carbindlico e aromaticos, respectivamente, compativeis com 2a. Esta

analise foi confirmada pelos nove sinais no espectro de RMN de **C (Figura 40, p. 83) [5¢
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25,3 (CHa), 55,4 (CH3-0), 70,5 (CH-0), 111,3 (=CH), 113,1 (=CH), 117,9 (=CH), 129,7
(=CH), 147,8 (C=) e 160,0 (=C-0)].

Figura 36 — Cromatograma (CG/EM) do produto 2a de biorreducdo da 3’-
metoxiacetofenona (2) com gréos de X. americana
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Figura 38 — Espectro de massas de 2a, Tg = 10,874 minutos
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Figura 39 — Espectro de RMN de H, 300 MHz, CDCls,
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A identificacdo do isdbmero S com ee 88% (Tabela 10, p. 78) foi resolvida
mediante a compara¢do dos tempos de retencdo em coluna quiral e area dos picos dos alcoois
2a (R,S) por injecdo em CG/DIC (Figura 41) e mostrou-se em acordo com o modelo de

Prelog para a biorreducdo de cetonas pro-quirais (YADAV et al., 2002).

Figura 42 — Cromatograma CG/DIC da mistura dos alcoois R-2a (Tg 19,558 min)
e S-2a (Tr 19,708 min) obtido por biorredugdo com gréos de X. americana
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A obtencdo do produto 3a (alcodis R,S) representado pelo pico com tempo de
retencdo 8,157 minutos no cromatograma (Figura 42, p. 85) foi detectada, inicialmente, pela
comparacdo entre os espectros de massas de 3 (Figura 43, p. 85) e de 3a (Figura 44, p. 85)
com ions moleculares em m/z 138 e 140, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de
I (Figura 45, p. 86) 3a registrou sinais em 6y 1,42 (d, 6,4 Hz, 3H), 4,80 (q, 6,4 Hz, 1H), 6,99
(t, 8,7 Hz, 2H) e 7,30 (dd, 8,4 e 5,5 Hz, 2H), devidos aos atomos de hidrogénios metilicos,
carbinolico e aromaticos, respectivamente, compativeis com 3a. Esta andlise foi confirmada
pelos seis sinais no espectro de RMN de *C (Figura 46, p. 86) [8c 25,3 (CHs), 69,7 (CH-0),
115,1/115,4 (2 HC=), 127,1/127,2 (2 HC=), 141,6/141,7 (C=) e 160,5/163,8 (C=)].



Figura 42 — Cromatograma (CG/EM) do produto 3a

flhoracetofenona (3) com graos de X. americana
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A identificacdo do isomero R com ee de 99% (Tabela 10, p. 78) foi resolvida
mediante a comparacdo dos tempos de retencdo em coluna quiral com a mistura de alcoois
R,S obtida por reducéo de 3 com NaBHj, e area dos picos dos alcoois 3a (R,S) por injecdo em
CG/DIC (Figura 47). A biorreducdo de 3 ocorreu via modelo anti-Prelog (YADAYV et al.,
2002).

Figura 47 — Cromatograma CG/DIC da mistura dos alcodis R-3a (Tr 14,296 min)

e S-3a (Tr 14,642 min) obtido por biorreducdo com gréos de X. americana
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O tempo de retencdo (Tgr = 14,642) do alcool-S foi obtido a partir da analise da
mistura dos alcoois obtido por via quimica classica.

A obtencdo do produto 4a (alcodis R,S) representado pelo pico com tempo de
retencdo 10,417 minutos no cromatograma (Figura 48, p. 88) foi detectada, inicialmente, pela
comparagdo entre os espectros de massas de 4 (Figura 49, p. 88) e de 4a (Figura 50, p. 88)
com ions moleculares em m/z 154/156 e 156/158, respectivamente. Por sua vez, o espectro de
RMN de *H (Figura 51, p. 89) 4a registrou sinais em 6y 1,41 (d, 6,4 Hz, 3H), 4,79 (q, 6,4 Hz,
1H) e 7,23 (d, 8,6 Hz, 2H e d, 8,6, 2H), devidos aos atomos de hidrogénios metilicos,
carbinolico e aromaticos, respectivamente, compativeis com 4a. Esta andlise foi confirmada
pelos seis sinais no espectro de RMN de **C (Figura 52, p. 89) [5¢ 25,3 (CH3), 69,6 (CH-O),
126,9 (2 HC=), 128,6 (2 HC=), 133,0 (C=) e 144,5 (C=)].
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Figura 48 — Cromatograma (CG/EM) do produto 4a de biorreducdo da 4’-
cloroacetofenona (4) com grdos de X. americana
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Figura 49 — Espectro de massas de 4, Tg = 10,189 minutos
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Figura 50 — Espectro de massas de 4a, Tg = 10,417 minutos
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Figura 51 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCls, de 4a
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A identificagdo do isbmero S com ee de 91,4% (Tabela 10, p. 78) foi resolvida
mediante a compara¢do dos tempos de retencdo em coluna quiral e area dos picos dos alcoois
4a (R,S) por injecdo em CG/DIC (Figura 53) e mostrou-se em acordo com o modelo de Prelog

para a biorreducdo de cetonas pré-quirais (YADAV et al., 2002).

Figura 53 — Cromatograma CG/DIC da mistura dos alcoois R-4a (Tg 19,618 min)

e S-4a (Tr 19,912 min) obtido por biorredugdo com gréos de X. americana
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A obtencdo do produto 5a (alcodis R,S) representado pelo pico com tempo de
retencdo 11,481 minutos no cromatograma (Figura 54, p. 91) foi detectada, inicialmente, pela
comparagdo entre os espectros de massas de 5 (Figura 55, p. 91) e de 5a (Figura 56, p. 91)
com ions moleculares em m/z 188/190 e 190/192, respectivamente. Por sua vez, o espectro de
RMN de H (Figura 57, p. 92) 5a registrou sinais em 6y 1,40 (d, 6,4 Hz, 3H), 5,17 (q, 6,4 Hz,
1H), 7,22 (dd, 8,4 e 2,0 Hz, 1H), 7,29 (d, 2,0 Hz, 1H) e 7,47 (d, 8,4 Hz, 1H), devidos aos
atomos de hidrogénios metilicos, carbinolico e aromaticos, respectivamente, compativeis com
5a. Esta analise foi confirmada pelos seis sinais no espectro de RMN de *C (Figura 58, p. 92)
[0c 23,7 (CHg), 66,5 (CH-0), 127,6 (2 HC=), 129,1 (HC=), 132,2 (C=), 133,4 (C=) e 142,0
(C3)
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Figura 54 — Cromatograma (CG/EM) do produto 5a da biorreducdo de 2’,4’-
A dicloroacetofenona (5) com gréos de X. americana
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Figura 55 — Espectro de massas de 5, Tg = 11,080 minutos
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Figura 56 — Espetro de massas de 5a, Tr = 11,481 minutos
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Figura 57 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, C
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A identificacdo do isdmero S com ee maior 99% (Tabela 10, p. 78) foi resolvida
mediante a compara¢do dos tempos de reten¢do em coluna quiral e area dos picos dos alcoois
5a (R,S) por injecdo em CG/DIC (Figura 59) e mostrou-se em acordo com o modelo de Prelog

para a biorreducdo de cetonas pro-quirais (YADAV et al., 2002).

Figura 59 — Cromatograma CG/DIC da mistura dos alcoois R-5a (Tg 21,978 min)

e S-5a (Tr 22,908 min) obtido por biorredugdo com gréos de X. americana
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Outros derivados da acetofenona (4-bromo-, 3,5-dimetil-, 2-bromo-, 2-hidroxi-,
2,4-dibromo- e 2-amino-acetofenona) ndo sofreram biorreducdo nas mesmas condicdes.

A reacdo foi estendida as cetonas alifaticas cicloexanona (6), octan-2-ona (7) e
undecan-2-ona (8) (Esquema 9, p. 77). No caso de 6, ocorreu reducdo com conversdo de
apenas 14% determinada por CG/EM (Figura 60, p. 94). A formacdo do alcool 6a foi
detectada inicialmente, pela comparacéo entre os espectros de massas de 6 (Figura 61, p. 94) e
de 6a (Figura 62, p. 94) com ions moleculares em m/z 98 e 100, respectivamente.. Os sinais
nos espectros de RMN de *H (Figura 63, p. 95) e de *3C (Figura 64, p. 95) confirmaram a
obtengdo de 6a, com destaques para os sinais caracteristicos em oy 3,60 (CH-O) e 6¢c 70,5

(HC-0), nos respectivos espectros.
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Figura 60 — Cromatograma (CG/EM) do produto 6a de biorreducdo da
cicloexanona (6) com gréos de X. americana
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Figura 61 — Espectro de massas de 6, Tg = 3,946 minutos
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No caso de 7, ocorreu reducdo com conversdo de 43% determinada por CG/EM

(Figura 65). A formac&o do &lcool 7a foi indicada por seu espectro de massa (Figura 67, p.

97) com ion molecular em m/z 130, enquanto o espectro de massa de 7 (Figura 66) registrou

fon molecular em m/z 128. Os sinais nos espectros de RMN de *H (Figura 68, p. 97) e de **C

(Figura 69, p. 98) confirmaram a obtencdo de 7a, com destaques para os sinais em oy 0,87 (1),
3,61 [m, (CH-0)] ¢ &¢ 63,0 (CH-O) devidos aos hidrogénios metilicos e carbindlico e ao
carbono sp® oxigenado, respectivamente.

Figura 65 — Cromatograma (CG/EM) do produto 7a de biorreducdo da octan-2-
ona (7) com gréos de X. americana

Intensity
2.314.491 j}W
2000000 7
f OH
1500000 1 /'\/ﬁ/V
1000000
500000 1
|
|
' | TIC*1.00
100000 1 ) | | , SO sl e
30 10.0 20.0 230
Figura 66 — Espectro de massas de 7, Tr = 5,839 minutos
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Figura 67 — Espetro de massas de 7a, Tr = 6,099 minutos
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Figura 69 — Espectro de RMN de *C, 300 MHz, CDCl5, de 7a
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A resolucdo dos isdmeros R,S foi obtida mediante a acetilacdo do produto (7a)
empregando a mistura anidrido acético/trietilamina/4-dimetilaminopiridina em diclorometano.
A identificacdo do isbmero R (Tr 11,898 min) com ee 81,3% foi efetuada através da
comparacdao dos tempos de retencdo em coluna quiral e area dos picos dos acetatos por
injecdo em CG/DIC (Figura 70, p. 99) e mostrou-se em acordo com o modelo de Prelog para a
biorreducédo de cetonas pro-quirais (YADAV et al., 2002).
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Figura 70 — Cromatograma CG/DIC da mistura dos acetatos R-7a (Tr 11,898 min)
e S-7a (Tr 12,751 min)
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Para 8, ocorreu redugdo com converséo de 29% determinada por CG/EM (Figura
71). A formacéo do alcool 8a foi indicada por seu espectro de massa (Figura 73, p. 100) com
ion molecular em m/z 172, enquanto o espectro de massa (Figura 72, p. 100) de 8 registrou
fon molecular em m/z 170. Os sinais nos espectros de RMN de *H (Figura 74, p. 100) e de *C
(Figura 75, p. 101) confirmaram a obtencdo de 8a, com destaques para 0S sinais
caracteristicos em oy 0,82 (t, 3H), 1,11 (d, 3H) e 3,71 [m, 1H, (CH-O)] e 6¢ 68,0 (HC-0),

nos respectivos espectros.

Figura 71 — Cromatograma (CG/EM) do produto 8a de biorreducdo da undecan-2-
ona (8) com gréos de X. americana
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Figura 72 — Espectro de massas de 8, Tg = 10,629 minutos
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Figura 73 — Espetro de massas de 8a, Tr = 10,684 minutos
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Figura 74 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCls, de 8a
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Figura 75 — Espectro de RMN de *C, 75 MHz, CDCls, de 8a
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A resolucdo dos isdmeros R,S foi obtida mediante a acetilacdo do produto (8a)
empregando a mistura anidrido acético/trietilamina/4-dimetilaminopiridina em diclorometano.
A identificacdo do isébmero S (Tr 18,139 min) com ee 35% foi efetuada através da
comparacdo dos tempos de retencdo em coluna quiral e area dos picos dos acetatos por
injecdo em CG/DIC (Figura 76, p. 102) e mostrou-se em acordo com o modelo de Prelog para

a biorreducéo de cetonas pro-quirais (YADAV et al., 2002).
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Figura 76 — Cromatograma CG/DIC da mistura dos acetatos R-8a (Tr 17,690 min)
e S-8a (Tr 18,139 min)
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Em resumo, a bioconversdo das cetonas ocorreu na faixa de baixo (6%) a bom
rendimento (60%). No caso das cetonas de natureza aromatica, 0S excessos enantioméricos

foram de médio (48%) a excelente (>99%).

6.1.3 Reducdo de aldeidos

A sequir, foi investigada a possibilidade de utilizacdo dos grdos do vegetal frente
a substratos com funcdo aldeido, tendo em conta que, em geral, esses compostos sdo mais
reativos que cetonas. Como nos casos das cetonas, foram testados pardmetros de reacéo
visando obter melhores rendimentos utilizando como substrato padrdo o benzaldeido (9). A
incubacéo de 9 (50 mg, 0,471 mmol) com gréos frescos de X. americana (item 6.2.5) mostrou
o melhor resultado com os mesmos valores de parametros experimentais utilizados para as
cetonas (biocatalisador: 5,0 g; temperatura: 30 °C; velocidade de agitacdo: 175 rpm; tempo:
72 h), com excecdo do meio reacional que foi em pH 7,0, mantido atraveés de uma solucao
tampdo constituida de fosfato de sddio monobasico (NaH,PO,) e fosfato de sddio dibasico
(Na;HPQ,4). A conversdo do aldeido 9 no produto 9a foi >99% (Tabela 11, p. 103),
determinada por GC/EM (Figura 77, p. 103).
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Tabela 11 — Percentagens relativas obtidas por CG/EM dos produtos da
biorreducéo de 9-13
Produtos %9a 10a 1la 12a 13a

Conversédo (%) | >99 75 98 51 61

Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 77 — Cromatograma (GC/EM) do produto 9a de reducdo do benzaldeido
(9) com gréos de X. americana
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A obtencdo de 9a foi detectada, inicialmente, pela comparacao entre 0s espectros
massas de 9 (Figura 78) e de 9a (Figura 79, p. 104) com ions moleculares em m/z 106 e

108, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de *H (Figura 80, p. 104) de 9a

registrou sinais em oy 4,66 (s, 2H) e 7,3 (s, 5H), devidos aos atomos de hidrogénios

hidroximetilénicos e aromaticos, respectivamente, compativeis com 9a. Esta analise foi
confirmada pelos sinais no espectro de RMN de **C (Figura 81. p. 105) [5¢ 65,4 (H,C-OH),
127,1 (2 HC=), 127,5 ( HC=), 128,7 (2 HC=) e 141,0 (C=)], inclusive, com registro do sinal
em 8¢ 65,4, negativo no espectro de RMN de **C DEPT 135° (Figura 82, p. 105).
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Figura 78 — Espectro de massas de 9, Tg = 5,356 minutos
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Figura 79 — Espectro de massas de 9a, Tr = 7,380 minutos
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Figura 80 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCls, de 9a
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Os mesmos procedimentos analiticos foram utilizados para a anélise dos produtos
resultantes da reducdo de outros aldeidos. As demais reagdes de biorreducdo (Esquema 10)
ocorreram utilizando os mesmos parametros de reacdo descriminados para a biorreducdo de 9.
Assim, com base nos resultados acima, em experimentos separados, os aldeidos aromaticos 3-
metoxibenzaldeido (10), 4-metoxibenzaldeido (11), 3-hidréxi-4-metoxibanzaldeido (vanilina)
(12) e 1-naftaldeido (13) foram incubados com os gréos frescos de X. americana. As misturas
reacionais brutas foram submetidas a cromatografia em coluna de gel de silica, acompanhadas
através de CCD (eluente Hexano-AcOEt 7:3) e visualizadas utilizando solucdo de
vanilina/acido perclorico/EtOH. Os produtos foram quantificados por CG/EM e analisados

também através de RMN de H e de °C.

Esquema 10 — Reacles de biorreducdo de aldeidos catalisadas pelos grdos de X.

americana
o) OH
H H
—_—
Rz RZ
R; Ry
(9)R1=R2=H (9a)R1=R2:H
(10) R; =OCHg; R, = H (10a) R; = OCHg; Ry = H
(11) R; = H; R, = OCH,4 (11a) Ry = H; R, = OCH,
(0] OH
H H
—_ > +
HO HO HO
OCH, OCH; OCHjy
(12) (12a) (12b)
o) H HO H

(13) (13a)

Fonte: elaborada pelo autor.

Conforme esperado, os aldeidos foram mais reativos que as cetonas, entretanto, a
presenca de grupos metoxila nas posi¢cdes meta (composto 10) e para (composto (11) causou
influencia no processo de reducdo relativamente ao substrato 1. Em ambos os casos, além dos

respectivos alcodis 10a (75%) e 1la (98%), inesperadamente, foram detectados os acidos
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carboxilicos 10b (25%) e 11b (1%). Comportamento semelhante foi observado na reacdo do
aldeido cinamico por acio de S. officinarum (ASSUNCAO, 2008). J4, no caso do composto
12, com o grupo metoxila e um grupo hidroxila nas posi¢cGes meta e para, respectivamente, o
rendimento na producdo do alcool 12a foi de apenas 51%. Neste Ultimo caso, foi revelada a
presenca do composto 12b (49%). Possivelmente, 12b foi originado pela descarboxilagéo do
acido 3-MeO-4-OH-benzoico formado, por sua vez, via oxidacdo como nos casos
mencionados acima. A relativa baixa percentagem (51%) de 12a poderia ser explicada, em
parte, pela influéncia de um grupo doador de elétrons no anel benzeno diminuindo a
eletrofilicidade (reatividade) da carbonila do aldeido (12).

E importante ressaltar que, os substratos 10, 11 e 12, conforme o0s respectivos
cromatogramas (Figura 83) ndo revelaram a presenca de acidos carboxilicos resultantes de
possivel auto-oxidacdo dos correspondentes aldeidos. Finalmente, embora o 1-naftaldeido
(13) tenha sido reduzido ao &lcool 13a em 61%, nenhum outro produto foi detectado por

espectrometria de massa.

Figura 83 — Cromatograma (GC/EM) dos aldeidos 10 (a), 11 (b) e 12 (c)
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(b) 4-metoxibenzaldeido
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(c) 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido
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A obtencéo de 10a foi detectada pelo pico com tempo de retencdo 10,621 minutos
no cromatograma (Figura 84, p. 109) e pela comparacao entre os espectros de massas de 10
(Figura 85, p. 109), de 10a (Figura 86, p. 109) e de 10b (Figura 87, p. 110) com ions
moleculares em m/z 136, 138 e 152, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de *H
(Figura 88, p. 110) de 10a registrou sinais em oy 3,81 [(s, 3H (CH30)], 4,65 [s, 2H (CH,0) e
6,82—7,30 (m, 5H aromaéticos)], compativeis com 10a. Esta analise foi confirmada pelos oito
sinais no espectro de RMN de *C (Figura 89, p. 111) [¢ 55,4 (HsCO), 65,4 (CH,0), 112,4
(=CH), 113,4 (=CH), 119,3 (=CH) e 129,8 (=CH), 142,7 (=C) e 160,0 (=C-0), inclusive, com



109

o registro do sinal em 8¢ 65,4 negativo no espectro de RMN **C DEPT 135° (Figura 90, p.
111).

Figura 84 — Cromatograma (GC/EM) do produto 10a de redugdo do 3-
metoxibenzaldeido (10) com graos de X. americana
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Figura 85 — Espectro de massas de 10, Tr = 9,863 minutos
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Figura 86 — Espectro de massas de 10a, Tr = 10,621 minutos
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Figura 87 — Espectro de massas de 10b, Tr = 11,673 minutos
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Figura 89 — Espectro de RMN de **C, 75 MHz, CDCls, de 10a
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Figura 90 — Espectro de RMN de *C-DEPT 135°, 75 MHz, CDCls, de 10a
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A obtencdo de 1la representado pelo pico com tempo de retencdo 10,629
minutos, com conversdo de 98%, determinada por CG/EM (Figura 91) foi detectada,
inicialmente, pela comparacédo entre os espectros de massas de 11 (Figura 92), de 11a (Figura
93, p. 113) e de 11b (Figura 94, p. 113) com ions moleculares em m/z 136, 138 e 152,
respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de *H (Figura 95, p. 113) de 11a registrou
sinais em oy 3,81 [(s, 3H (CH30)], 4,59 [s, 2H (CH;0), 6,88 (d, 9,0 Hz, 2H) e 7,28 (d, 9 Hz,
2H), estes dois ultimos sinais, devidos aos hidrogénios do sistema aromatico para substituido.
Esta analise foi confirmada pelos sinais no espectro de RMN de *C (Figura 96, p. 114) [3¢
55,4 (H3CO), 65,1 (CH,0), 113,9 (2 =CH), 129,0 (2 =CH), 133,3 (=CH) e 159,3 (=CH-0),
inclusive, com o registro do sinal em 8¢ 65,1 negativo no espectro de RMN de *C DEPT 135
(Figura 97, p. 114).

Figura 91 — Cromatograma (GC/EM) do produto 1la de reducdo do 4-
metoxibenzaldeido (11) com gréos de X. americana
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Figura 93 — Espectro de massas de 11a, Tr = 10,629 minutos
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Figura 94 — Espectro de massas de 11b, Tg = 11,750 minutos
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Figura 95 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCls, de 11a




Figura 96 — Espectro de RMN de **C, 75 MHz, CDCls, de 11a
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A obtencéo de 12a (Figura 98) foi detectada, inicialmente, pela comparacgdo entre
0s espectros de massas de 12 (Figura 99), de 12a (Figura 100, p. 116) e de 12b (Figura 101, p.
116) com ions moleculares em m/z 152 e 154, respectivamente. Por sua vez, o espectro de
RMN de 'H (Figura 102, p. 116) de 12a registrou sinais em &y 3,90 [(s, 3H (CH30)], 4,56 [s,
2H (CH,0) e 6,84 (m, 2H)/6,89 (d, 9,0 Hz, 1H), estes dois Gltimos sinais devidos aos
hidrogénios arométicos. Esta anélise foi confirmada pelos sinais no espectro de RMN de **C
(Figura 103, p. 117) [8¢ 56,5 (H3CO), 65,4 (CH,0), 112,3 (=CH), 116,1 (=CH), 121,2 (=CH),
134,3 (=CH), 147,0 (=CH-O) e 149,0 (=CH-0), inclusive, com o registro do sinal em d¢ 65,4
negativo no espectro de RMN de *C DEPT 135° (Figura 104, 117).

Figura 98 — Cromatograma (GC/EM) do produto 12a de reducéo da vanilina (12)
com graos de X. americana
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Figura 100 — Espectro de massas de 12a, Tg = 11,768 minutos
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Figura 101 — Espectro de massas de 12b, Tg = 8,400 minutos
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Figura 103 — Espectro de RMN de **C, 75 MHz, CDCl5, de 12a
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Figura 104 — Espectro de RMN de **C-DEPT 135°, 75 MHz, CDCls, de 12a
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A obtencdo de 13a (Figura 105) foi detectada, inicialmente, pela comparagdo
entre os espectros de massas de 13 (Figura 106) e de 13a (Figura 107, p. 119) com ions
moleculares em m/z 156 e 158, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de *H
(Figura 108, p. 119) de 13a registrou sinais em 8y 5,12 [s, 2H (CH,0)] e 7,54 a 8,11 (ms, 7H),
estes Ultimos sinais devidos aos hidrogénios aromaticos. Esta analise foi confirmada pelos
sinais no espectro de RMN de **C (Figura 109, p. 120) [5c 63,7 (H2CO) e 124 a 137
(carbonos aromaticos), inclusive, com o registro do sinal em d¢ 63,7 negativo no espectro de
RMN de *C DEPT 135° (Figura 110,p. 120).

Figura 105 — Cromatograma (GC/EM) do produto 13a de reducdo do 1-
naftaldeido (13) com gréos de X. americana
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Figura 106 — Espectro de massas de 13, Tr = 12,130 minutos
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Figura 107 — Espectro de massas de 13a, Tg = 12,499 minutos
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Figura 109 — Espectro de RMN de **C, 75 MHz, CDCl5, de 13a
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Em resumo, a bioconversdo dos aldeidos ocorreu na faixa de médio (51%) a
excelente rendimento (>99%). Entretanto, os valores pontuais para cada aldeido foram mais

expressivos em relacdo as cetonas.

6.1.4 Hidrdlise de ésteres

O passo seguinte consistiu em observar a eficiéncia do sistema enzimatico frente a
grupos carbonila da funcéo éster. Os compostos selecionados foram benzoato de metila (14),
benzoato de etila (15), o acetato de benzila (16), acetato de p-cloro-feniletila (17) e acetato de
feniletila (18), tomando o rpimeiro como padrdo. Os produtos obtidos a partir dos cinco
ésteres foram os acidos carboxilicos (14a e 15a) e alcoois (16a, 17a e 18a) (Esquema 11).

A enzima de hidrdlise dos ésteres na espécie X. americana mostrou alta eficacia
originando os produtos 17a (58%) e 18a (65%) com bons rendimentos e 14a, 15a e 16a com
excelentes rendimentos (98%) (Tabela 12).

Esquema 11 — ReacOes de hidrélise de ésteres catalisadas pelos grdos de X.

americana o
o) o) )k
> OH
—_—
(14) R = OCHj3 (14a) = (15a) R R
(15) R = OCH,CHj 17)R=Cl (17a) R =Cl
o (18)R=H (18a)R=H
@A Ohs
—
(16) (16a)

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 12 — Percentagens relativas obtidas por CG/EM dos produtos da hidrélise

de 14-18
Produto Bioconverséo (%) ee (%)
14a 98 -
15a 98 -
16a 98 -
17a 58 87 (S)
18a 65 34,2 (S)

ee = excesso enantiomérico; Fonte: elaborada pelo autor.
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A obtencdo de 14a (Figura 111) foi detectada, inicialmente, pela comparagdo
entre os espectros de massas de 14 (Figura 112) e de 14a (Figura 113, p. 123) com ions
moleculares em m/z 136 e 122, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de *H
(Figura 114, p. 123) de 14a registrou sinais em dy 7,50 (t, 7,5 Hz, 2H), 7,64 (t, 7,4 Hz, 1H),
8,20 (d, 7,3 Hz, 2H) e 11,93 (sl, 1H), devidos aos 4&tomos de hidrogénios aromaticos e acido
carboxilico, respectivamente, compativeis com 14a. Esta andlise foi confirmada pelos cinco
sinais no espectro de RMN de *C (Figura 115, p. 124) [5¢ 126,7 (2CH=), 129,6 (C=), 130,4
(2CH=), 134,0 (HC=) e 172,8 (C=0)].

Figura 111 — Cromatograma (CG/EM) do produto 14a de hidrolise do benzoato de
metila (14) com gréos de X. americana
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Figura 112 — Espectro de massas de 14, Tr = 8,502 minutos
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Figura 113 — Espectro de massas de 14a, Tr = 9,591 minutos
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Figura 114 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCl5, de 14a
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Figura 115 — Espectro de RMN de **C, 75 MHz, CDCl5, de 14a
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A obtencdo de 15a (Figura 116, p. 125) foi detectada, inicialmente, pela
comparagdo entre os espectros de massas de 15 (Figura 117, p. 125) e de 15a (Figura 118, p.
125) com ions moleculares em m/z 150 e 122, respectivamente. Por sua vez, o espectro de
RMN de H (Figura 119, p. 126) de 15a registrou sinais em oy 7,44 (t, 7,4 Hz, 2H), 7,55 (t,
7,3 Hz, 1H), 8,10 (d, 7,3 Hz, 2H) e 12,0 (sl, 1H), devidos aos atomos de hidrogénios
aromaticos e &cido carboxilico, respectivamente, compativeis com 15a. Esta analise foi
confirmada pelos cinco sinais no espectro de RMN de *C (Figura 120, p. 126) [5c 128,4
(2CH=), 129,7 (2CH=), 130,7 (C=), 133,9 (HC=) ¢ 172,8 (C=0)].
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Figura 116 — Cromatograma (CG/EM) do produto 15a de hidrolise do benzoato de
etila (15) com gréos de X. americana
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Figura 117 — Espectro de massas de 15, Tr = 9,523 minutos
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11.9846

Figura 120 — Espectro de RMN de **C, 75 MHz, CDCls, de 15a
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A obtencdo de 16a (Figura 121) foi detectada, inicialmente, pela comparagdo

entre os espectros de massas de 16 (Figura 122) e de 16a (Figura 123, p. 128) com ions
moleculares em m/z 150 e 108, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de *H
(Figura 124, p. 128) de 16a registrou sinais em oy 2,0 (S), 4,66 (s) e 7,29 (s), devidos aos

atomos de hidrogénios hidroxilico, metilénicos (CH,-O) e aromaticos, respectivamente,

compativeis com 16a. Esta analise foi confirmada pelos cinco sinais no espectro de RMN de

B¢ (Fi
141,0 (

Intensity

gura 125, p. 129) [5¢c 65,5 (CH,-0), 127,1 (2CH=), 127,7 (HC=), 128,6 (2HC=) e
ca)].

Figura 121 — Cromatograma (CG/EM) do produto 16a de hidrdlise do acetato de
benzila (16) com grdos de X. americana
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Figura 122 — Espectro de massas de 16, Tr = 9,457 minutos
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Figura 123 — Espectro de massas de 16a, Tr = 7,388 minutos
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Figura 124 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCls, de 16a
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Figura 125 — Espectro de RMN de **C, 75 MHz, CDCl5, de 16a
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A obtencdo de 17a (Figura 126, p. 130) foi detectada, inicialmente, pela
comparagdo entre os espectros de massas de 17 (Figura 127, p. 130) e de 17a (Figura 128, p.
130) com ions moleculares em m/z 198/200 e 156/158, respectivamente. Por sua vez, o
espectro de RMN de 'H (Figura 129, p. 131) de 17a registrou sinais em &y 1,41 (d, 6,5 Hz,
CHs), 4,79 [q, 6,4 Hz (CH-0)], 7,23 (d, 8,6 Hz) e 7,29 (d, 8,7 Hz), estes dois ultimos sinais
devidos aos &omos de hidrogénio aromaticos, compativeis com 17a. Esta andlise foi
confirmada pelos seis sinais no espectro de RMN de **C (Figura 130, p. 131) [8c 25,3 (CHs3),
69,7 (CH-0), 126,9 (2CH=), 128,6 (2CH=), 133,0 (C=) e 144,4 (C=)].
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Figura 126 — Cromatograma (CG/EM) do produto 17a de hidrdlise do acetato de
4’-cloro-1-feniletila (17) com gréos de X. americana
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Figura 129 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCl5, de 17a
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A identificacdo do isdmero S com ee de 87% (Tabela 12, p. 121) foi resolvida
mediante a compara¢do dos tempos de retencdo em coluna quiral e area dos picos dos alcoois
17a (R,S) por injecdo em CG/DIC (Figura 131) e mostrou-se em acordo com o modelo de

Prelog para a biorreducdo de cetonas pro-quirais (YADAV et al., 2002).

Figura 131 — Cromatograma CG/DIC da mistura de alcodis R-17a (Tg 19,612

min) e S-17a (Tr 19,908 min) obtido por hidrélise com gréos de X. americana
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A obtencdo de 18a (Figura 132, p. 133) foi detectada, inicialmente, pela
comparagdo entre os espectros de massas de 18 (Figura 133, p. 133) e de 18a (Figura 134, p.
133) com ions moleculares em m/z 164 e 122, respectivamente. Por sua vez, o espectro de
RMN de *H (Figura 135, p. 134) de 18a registrou sinais em &y 1,48 (d, 6 Hz, 3H), 4,82 (q, 6
Hz, 1H) e 7,30 (sl, 5H), devidos aos atomos de hidrogénios metilico, carbindlico (CH-O) e
aromaticos, respectivamente, compativeis com 18a. Esta anélise foi confirmada pelos seis
sinais no espectro de RMN de **C (Figura 136, p. 134) [5¢ 25,0 (CH3), 69,9 (CH-O), 125,4
(2CH=), 127,1 (CH=), 128,3 (2HC=) e 145,9 (C=)].
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Figura 132 — Cromatograma (CG/EM) do produto 18a de hidrdlise do acetato de
1-feniletila (18) com gréos de X. americana
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Figura 134 — Espectro de massas de 18a, Tr = 7,886 minutos
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Figura 135 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCl5, de 18
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A identificacdo do isdbmero S com ee de 34,2% (Tabela 12, p. 121) foi resolvida
mediante a compara¢do dos tempos de reten¢do em coluna quiral e area dos picos dos alcoois
18a (R,S) por injecdo em CG/DIC (Figura 137) e mostrou-se em acordo com o modelo de

Prelog para a biorreducdo de cetonas pro-quirais (YADAV et al., 2002).

Figura 137 — Cromatograma CG/DIC da mistura de alcodis R-18a (Tr 15,495

min) e S-18a (Tr 15,741 min) obtida por hidrolise com grdos de X. americana
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Em resumo, as hidrdlises ocorreram com valores de médio (58%) a excelentes

rendimentos (98%).

6.1.5 Esterificacdo (acilacdo) de alcodis

Alguns ésteres apresentam aroma e sabores agradaveis sendo bastante usados nas
industrias alimenticias e cosmeticas. Em particular, a acetilacdo de determinados substratos
(alcodis, aminas, fendis) é de interesse por tornarem os substratos mais solUveis em solventes
organicos usuais e por “protegerem” os grupos funcionais inerentes. As lipases, enzimas
hidroliticas, podem ser empregadas como catalisadores em reagdes de esterificacdo,
transesterificagdo, aminolise e hidrolise e, sdo as enzimas mais frequentemente usadas na
quimica organica (CASTRO et al., 2004). O deslocamento do equilibrio na reacdo, no sentido
direto (hidrélise) ou inverso (sintese), é controlado pela quantidade de &gua presente na

mistura reacional. Entre as varias razdes que as tornam uma opg¢ao particularmente atrativa,
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pode-se citar a ampla disponibilidade e a facilidade de uso, pois ndo necessitam cofatores. Em
adicdo, atuam em uma faixa de pH relativamente grande, sdo muito estveis e apresentam
especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade.
Consequentemente, sdo extensivamente empregadas para aplicacdes industriais (GUPTA et
al., 2015; GOPINATH et al., 2013).

O potencial biocatalitico de X. americana em reacdo de esterificacdo foi avaliado
na acetilacdo dos alcoois benzilico (19), 3-metoxi-benzilico (20), 4-metoxi-benzilico (21), 1-
fenil-etanol (22), ciclohexanol (23) e n-octanol (24) (Esquema 12, p. 137). Inicialmente,
utilizando o alcool benzilico (19) como substrato padréo, a reagdo foi efetuada em diferentes
condic¢des buscando a otimizacdo do processo tendo em vista melhor conversdo (%). Assim,
foram variados os parametros: quantidade do biocatalisador (0,5, 1,0 e 2,0 g), temperatura
(30, 35 e 40 °C), velocidade de agitacdo (150, 175 e 225 rpm), tempo (24, 48 e 72 h) e
reagente doador de grupo acila (anidrido acético, acetato de butila e acetato de vinila). Apds
tentativas diversificando os valores dos diferentes parametros, a incubacao de 19 (50 uL; 52
mg, 0,481 mmol) com gréos frescos (2,0 g) em 10 mL de hexano em presenca do acetato de
vinila (100 pL) a temperatura ambiente (30 °C) com agitacdo a 225 rpm por 24 horas (item
6.2.5.3, p. 156) mostrou o melhor resultado (>99%). No tocante ao reagente doador de grupo
acila, em presenca de acetato de butila ndo houve acetilacdo e, com anidrido acético, a
conversdo maxima foi de 80%. Com relagdo a temperatura, os rendimentos a 30, 35 e 40 °C
foram praticamente os mesmos, com opg¢do de conduzir as reacfes a temperatura ambiente
(30 °C).

As mesmas quantidades e condi¢cdes foram utilizadas nas reacbes de acetilacdo
com o0s demais substratos: 3-metoxi-benzilico (20), 4-metoxi-benzilico (21), 1-feniletanol
(22), cicloexanol (23) e n-octanol (24). Todas as analises foram realizadas em duplicata. Em
adicdo, objetivando avaliar a capacidade de reuso do biocatalisador, foi observado na reagéo
de acetilacdo do alcool benzilico que o0 mesmo material enziméatico pode ser reutilizado em
até cinco vezes mantendo conversdo igual ou maior a 90% (Figura 138, p. 137). Os resultados
foram representados na Tabela 13 (p. 137). As reacdes foram primeiramente analisadas por
CCD com visualizagdo por borrificagdo com solucdo de vanilina/acido perclorico em etanol
como revelador, sendo observada a formagédo dos produtos. Em alguns casos foram efetuadas

colunas cromatografica para retirar resquicios de acidos carboxilicos.
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Esquema 12 — ReacOGes de acetilacdo de alcoois catalisadas pelos grdos de X.

americana
(@]
OH o)k OH OY
_» —>
R, Ry O
R, R, (20) (20a)

(19) Rlz R2 =H (193) Rl: RZ =H

(22) R; =OCHg; R, =H (22a) Ry = OCH4; R, = H

(23) R; = H; R, = OCH,4 (23a) R; = H; R, = OCHjy

(o]

. A i
N o — /\M/\ok

- (24) (24a)
(21) (20a)

Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 138 — Rendimentos reacionais das acetilacdes do &lcool benzilico com os
grdos de X. americana
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 13 — Percentagens relativas obtidas por CG/EM dos produtos da acetilagéo

de 19-24

Produto Bioconverséo (%) ee (%)
19a >99 -
20a >99 -
2la >99 -
22a >99 24,8 (R)
23a 18 -
24a 40 -

ee = excesso enantiomérico; Fonte: elaborada pelo autor.
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A obtencdo de 19a (Figura 139) foi detectada, inicialmente, pela comparagdo
entre os espectros de massas de 19 (Figura 140) e de 19a (Figura 141, p. 139) com ions
moleculares em m/z 1108 e 150, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de 'H
(Figura 142, p. 139) de 19a registrou sinais em dy 2,10 (s, 3H), 5,12 (s, 2H) e 7,34 (s, 5H),
devidos aos atomos de hidrogénios metilico, carbindlico (CH,-O) e aromaticos,
respectivamente, compativeis com 19a. Esta andlise foi confirmada pelos seis sinais no
espectro de RMN de **C (Figura 143, p. 140) [5¢ 20,9 (CHs), 66,3 (CH»-0), 128,2 (2CH=),
128,3 (CH=), 128,6 (2CH=), 136,0 (HC=) e 170,9 (C=0)].

Figura 139 — Cromatograma (GC/EM) do produto 19a de acetilacdo do alcool
benzilico (19) com gréos de X. americana
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Figura 141 — Espectro de massas de 19a, Tr = 9,446 minutos

100 -
o
o)]\
91
4 19a
] 150
65
el
Eil_, \L | | 121 135 | 167 179 208 237238 257 172 3nd 331 347 360371 387397 418 447 467 485495
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460
1
Figura 142 — Espectro de RMN de “H, 300 MHz, CDCl3, de 19a
AN NN NAANODOD N HNNO O NMGEO M CN~OO®
C)OO‘ml"l‘\f\lﬂd‘for"‘w\\(\lr-lf‘(‘t”i\{l)l\N (= =0
OO MMOTOMOMTMOMMMI MM NN A N OO
f".\l"..\f‘L\l\l‘\l\"\l\.\[’\l\’\l\“l\‘Lﬂ NN
L. )
N\
‘ VY
|"‘Lﬁ
oW
7«—J .‘_\‘\.
(. &
o~
19
w
AL
7.4 ppm
| ‘
\ it
\ / --i/T—-.
o~ o~ "M o|w
- el oo~
I i Ln'o'|
I T T T T T 1 L (P | s S n . O 1
9 8 7 6 5 3 2 1 ppm

139



140

—176.0

Figura 14
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A obtencdo de 20a (Figura 144, p. 141) foi detectada, inicialmente, pela

comparagdo entre os espectros de massas de 20 (Figura 145, p. 141) e de 20a (Figura 146, p.

141) com ions moleculares em m/z 138 e 180, respectivamente. Por sua vez, o espectro de
RMN de 'H (Figura 147, p. 142) de 20a registrou sinais em oy 2,24 (S, CHs), 3,87 (s, CH3-0),
5,18 (s, CH»-0), 6,82 (m, 3H) e 7,40 (dl, 1H), sendo os dois ultimos sinais devidos aos
atomos de hidrogénios aromaticos, compativeis com 20a. Esta analise foi confirmada pelos
dez sinais no espectro de RMN de *C (Figura 148, p. 142) [5¢ 21,2 (CHs), 55,6 (CH30), 66,5
(CH,-0), 114,5/121,6/123,6/130,2/137,9/160,3 ¢ 171,0 (C=0).
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Figura 144 — Cromatograma (CG/EM) do produto 20a de acetilagdo do alcool 3-
metoxibenzilico (20) com grdos de X. americana
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Figura 145 — Espectro de massas de 20, Tr = 10,730 minutos
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Figura 147 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCl5, de 20a
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A obtencdo de 2l1a (Figura 149) foi detectada, inicialmente, pela comparagdo

entre os espectros de massas de 21 (Figura 150) e de 21a (Figura 151, p. 144) com ions

moleculares em m/z 138 e 180, respectivamente. Por sua vez, o espectro de RMN de *H
(Figura 152, p. 144) de 21a registrou sinais em dy 2,11 (s, 3H), 3,87 [s, 3H, (CH30)], 5,12 [s,
2H (CH»-0)], 6,99 (d, 2H) e 7,55 (d, 2H), sendo os dois ultimos sinais devidos aos &tomos de
hidrogénios aromaticos, compativeis com 21a. Esta anélise foi confirmada pelos oito sinais no
espectro de RMN de *C (Figura 153, p. 145) [5¢c 21,2 (CHs), 55,5 (CH30), 65,1 (CH»-O),
113,9/128,6/129,6/159,3 ¢ 171,8 (C=0).

Intensity

Figura 149 — Cromatograma (CG/EM) do produto 21a de acetilacdo do alcool 4-
metoxibenzila (21) com grdos de X. americana
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Figura 151 — Espectro de massas de 21a, Tg = 11,546 minutos
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Figura 152 — Espectro de RMN de *H, 300 MHz, CDCl5, de 21a
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Figura 153 — Espectro
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A obtencdo de 22a (Figura 154, p. 146) foi detectada, inicialmente, pela
comparagdo entre os espectros de massas de 22 (Figura 155, p. 146) e de 22a (Figura 156, p.
146) com ions moleculares em m/z 122 e 164, respectivamente. Por sua vez, o espectro de
RMN de *H (Figura 157, p. 147) de 22a registrou sinais em oy 1,53 (d, 6,0 Hz, 3H), 2,02 (s,
3H), 5,87 [q, 1H, (CH-0)], 7,30 (sl, 5H), compativeis com 22a. Esta analise foi confirmada
pelos oito sinais no espectro de RMN de *C (Figura 158, p. 147) [8¢ 21,9 (CH3), 22,3 (CHa),
72,5 (CH-0), 126,2 (2CH=), 127,9 (CH=), 128,8 (2CH=), 141,8 (C=) e 170,4 (C=0).



Figura 154 — Cromatograma (GC/EM) do produto

feniletanol (22) com gréos de X. americana
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Figura 157 — Espectro

de RMN de *H, 300 MHz, CDCls,

de 22a
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A identificagdo do isdmero R com ee de 24,8% (Tabela 13, p. 137) foi resolvida
mediante a comparacdo dos tempos de retencdo e area dos picos dos ésteres 22a (R,S) por
injecdo em CG/DIC (Figura 159) e ndo mostrou-se em acordo com o modelo de Prelog para a
biorreducdo de cetonas pré-quirais (YADAV et al., 2002).

Figura 159 — Cromatograma CG/DIC da mistura de éteres R-22a (Tg 13,669 min)

e S-22a (Tr 14,321 min) obtida por acetilacdo com graos de X. americana
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A obtencdo de 23a (Figura 160, p. 149) foi detectada, inicialmente, pela
comparagdo entre os espectros de massas de 23 (Figura 161, p. 149) e de 23a (Figura 162, p.
149). Né&o foi observado o pico referente ao peso molecular esperado (m/z 142) do produto
23a (Figura 162, p. 149). Entretanto, o pico em m/z 82 pode ser explicado devido a
fragmentacdo do tipo retro Diels-Alder em funcéo da perca de CH3;CO,H (M-60). Por sua vez,
0 espectro de RMN de *H (Figura 163, p. 150) de 23a registrou sinais em &y 2,08 (s, 3H) e
3,59 [m, 1H (CH-O], entre outros, compativeis com 23a. Esta analise foi confirmada pelos
seis sinais no espectro de RMN de **C (Figura 164, p. 150) [5¢ 24,3 (CH3), 25,6/33,1/35,6
(3CH,), 70,4 (CH-O) e 171,0 (C=0).
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Figura 160 — Cromatograma (GC/EM) do produto 23a de reducéo do cicloexanol
(23) com os gréos de X. americana
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A obtencdo de 24a (Figura 165) foi detectada, inicialmente, pela comparagdo
entre os espectros de massas de 24 (Figura 166) e de 24a (Figura 167, p. 152). N&o foi
observado o pico referente ao peso molecular esperado (m/z 172) do produto 24a. Entretanto,
0 pico em m/z 112 pode ser explicado devido a fragmentacao do tipo retro Diels-Alder em
funcdo da perca de CH3CO,H (M-60). Por sua vez, o espectro de RMN de *H (Figura 168, p.
152) de 24a registrou sinais em 6y 0,87 (t, 3H), 2,00 (s, 3H) e 4,87 (m, 2H), entre outros,
compativeis com 24a. Esta analise foi confirmada pelos sinais no espectro de RMN de *C
(Figura 169, p. 153) [6¢ 14,1 (CH3), 20,1 a 39,9 (7CH,), 71,2 (CH,-0) e 170,8 (C=0).

Figura 165 — Cromatograma (CG/EM) do produto 24a de acetilacao do alcool n-
octanol (24) com gréos de X. americana
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Figura 166 — Espectro de massas de 24, Tr = 8,042 minutos
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Figura 167 — Espectro de massas de 24a, Tr = 9,911 minutos
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Figura 169 — Espectro de RMN de **C, 75 MHz, CDCls, de 24a
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Em resumo, as esterificacdes ocorreram com valores de baixo (18%) a excelentes

rendimentos (>99%).
6.2 Parte experimental
6.2.1 Material vegetal

Os graos frescos de X. americana foram coletados na localidade de Garapa,
Acarape — Ceara. A planta foi identificada no Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceard por Luiz Wilson Lima-Verde (exsicata N° 040411, Herbario Prisco
Bezerra).

6.2.2 Reagentes e solventes

Os solventes e reagentes utilizados nas reagdes de biotransformagdes, em geral,

foram de grau analitico (PA) e de procedéncia comerciais (Merck, Synth e Vetec).
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6.2.3 Métodos cromatogréaficos

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada cromatoplacas de silica
gel (Kieselgel 60 Fys4, 2-25 pum, Merck) com suporte de papel de aluminio. Os compostos
foram detectados por exposicéo a luz ultravioleta nos comprimentos de onda em 254 e 365
nm em aparelho de marca Vilbert Loumart e por borrifacdo com solucdo de vanilina/acido
perclorico (HCIO,) 0,75 M/etanol seguido de aquecimento em soprador térmico por cerca de
1 minuto; As cromatografias em colunas utilizaram gel de silica 60 A (Vetec) para coluna
flash e gel de silica 60 (Vetec) com granulometria de 70-230 mesh para coluna gravitacional;
A determinacdo dos tempos de retencdo dos substratos e seus respectivos produtos foi

efetuada em cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massas (CG/EM).
6.2.4 Métodos espectrométricos
6.2.4.1 Cromatografia em fase gasosa / Espectrometria de Massa (CG/EM)

As andlises por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM) foram efetuadas em aparelho Shimadzu GC/MS, modelo QP2010SE Plus usando
coluna capilar Rtx®-5MS (95% dimetilpolisiloxano e 5% difenil) de 30 m, 0,25 mm de
diametro interno e 0,1 um de espessura do filme da fase fixa; as temperaturas do injetor e do
detector foram 240 e 280 °C, respectivamente; condicOes da coluna: 60 °C para 80 °C a 5 °C
min™, permanecendo por 3 minutos; entdo de 80 °C min® até 280 °C a 30 °C min™
permanecendo nesta temperatura por 10 minutos, usando He como géas de arraste com vazéo
de 1,0 mL min™. A analise com o detector de massa foi no modo scan com tempo de analise
em 23,67 min.; o registro dos espectros de massa foi na faixa de 35 a 500 Daltons por impacto
de elétrons (EMIE) com energia de ionizacdo de 70 eV (voltagem de 1,5 KV), analisador do

tipo quadrupolo e fonte de fons a 240 °C.
6.2.4.2 Cromatografia gasosa acoplado ao detector de ionizagcdo em chama (CG/DIC)

No calculo dos excessos enantioméricos foi utilizado cromatografo gasoso
acoplado com detector de ionizagdo em chama (CG/DIC), Shimadzu GC-2010 equipado com
um autoinjetor AOC-20i e uma coluna capilar quiral de ciclodextrina (CP-Chirasil-Dex CB 25

m x 0,25 mm x 0,25 pum) utilizando hélio como gas de arraste com fluxo de 1,2 mL min™ no
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modo split; as temperaturas do injetor e do detector foram 200 e 220 °C, respectivamente. A
temperatura da coluna foi programada em 80 °C por 7 min, depois 10 °C min™ até 120 °C e,
entdo, em 6 °C min™ a partir de 120 até 200 °C. O tempo total de anélise foi de 24,33 min. Os
excessos enantiomericos (ee) foram determinados por CG/DIC, mais precisamente atraveés das

areas dos picos observados para cada alcool conforme a equagdo abaixo.

_ AR 100
ee = E X

Onde:
A = area do enantidmero em maior quantidade
a = area do enantidmero em menor quantidade

ge = excesso enantiomérico

A razdo dos picos fornece uma medida da composicdo enantiomérica da amostra

precisa e quantitativa com alto grau de precis&o (+ 0,05%) (PILISSAO, 2006).

6.2.4.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de *H e de **C)

Os espectros de RMN de *H e de *3C foram registrados em espectrometro Bruker
Avance DRX-300 (300 MHz) usando cloroférmio deuterado (CDCIl3) como solvente; os
deslocamentos quimicos, dados na escala 8, foram referenciados com relagdo a parte ndo
deuterada do solvente CDCl3 (64 7,27).

6.2.5 Determinacao do teor de proteinas totais nos grédos de X. americana

Para a determinacdo do teor de proteinas estimado totais nos grdos de X.
americana foi utilizado a metodologia de Nogueira e Souza (2005). Em um tubo de Kjeldahl
(Figura 30, p. 72) foram colocados 0,3004 g da amostra (grédos de X. americana) e 2,5 g de
um complexo catalitico [10,0 g de Na,SO, + 1,0 g de CuSO4.5H,0 + 7,0 mL de H,SO,
(d=1,84g/mL)], sendo a mistura reacional aquecida gradativamente em bloco digestor de 50 a
350 °C até o aparecimento de uma coloracdo azul-esverdeada transparente quando todo o
nitrogénio presente € transformado em (NH,),SO,. Apds resfriamento a temperatura ambiente
(28 °C), foram adicionados 10,0 mL de H,O destilada seguido de uma solucdo aquosa de
NaOH 50% (m/v) até obtencdo de uma solucdo de cor negra (aprox. 20 mL). A seguir, por

destilacdo, aménia total é liberada (o ponto final da destilagdo foi verificado com papel
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indicador de pH até que ndo ocorra mais reacdo alcalina) e capturada através de um
erlenmeyer mantido em banho de gelo contendo 20 mL de solucdo de &cido borico 4% e 4
gotas de solucdo de indicador misto [0,132g de vermelho de metila (C15H15N305) e 0,06 g de
verde de bromocresol (C,;1H14Br,0sS) dissolvido em 200 mL de alcool etilico 70% (v/v)]. A
titulagcdo da solugdo destilada foi realizada com solucdo padrédo de acido cloridrico 0,1 mol/L
até a viragem do indicador. O valor do percentual de proteina foi obtido conforme equacbes

abaixo:

VxMxfx 0,014 x100

NT (%) = —

Proteina (%) = NT (%) x 6,25

OBS: o célculo para determinacdo do teor de proteina bruta é realizado através da
multiplicacdo do teor de N pelo fator 6,25, considerando-se que as proteinas contém, em
média, 16% de N (100/16 = 6,25).

Onde:

NT (%)= Percentual de nitrogénio total da amostra

V = mililitros de solucdo de acido cloridrico 0,1 mol/L gastos na titulacdo, apds a corre¢do do
branco;

M = molaridade teorica da solucdo de acido cloridrico 0,1 mol/L;

f = fator de correcdo da solucdo de acido cloridrico 0,1 mol/L;

m = massa da amostra em gramas.
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Figura 170 — Aparelhagem para a determinacdo do teor de proteinas totais
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Fonte: http://goo.gl/PES9AuU (Acessado em 11/09/2016)

6.2.6 Transformacdes biocatalisadas

Em todas as reacOes, os grdos de X. americana foram lavados com solucéo de
hipoclorito de s6dio 5% durante 20 minutos e enxaguados com H,O destilada. Para aumentar
0 contato dos substratos com o biocatalisador, a parte fina externa que envolve os grdos foi
removida e o restante foi cuidadosamente reduzido a pequenos pedacos com utensilio

mecanico comum de cozinha.

6.2.5.1 Reducdo de aldeidos e cetonas

Usando metodologia adaptada (Yadav et al., 2002), em experimentos separados,
o0s substratos (cetonas e aldeidos) (50,0 mg) foram adicionados a uma suspensdo de graos
frescos de X. americana (5,0 g) em H,O destilada para cetonas e tampdo NaH,PO,/Na,PO,
para os aldeidos (50,0 mL, pH 5,0 para cetonas e 7,0 para aldeidos) e as misturas das reacfes
foram agitadas (175 rpm) em uma mesa agitadora a temperatura ambiente (30 °C) por 72
horas. As suspensoes finais foram filtradas e os filtrados extraidos com AcOEt (3 x 30 mL).

As solucdes foram submetidas a pequenas colunas cromatograficas de gel de silica eluidas
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com CH,Cl,. As fases organicas foram secas com Na,SO, anidro e os solventes evaporados
sob vécuo para originar os derivados das cetonas la (28 mg), 2a (36 mg), 3a (13 mg), 4a (29
mg), 5a (32 mg), 6a (12 mg), 7a (27 mg), 8a (18 mg) e dos aldeidos 9a (54 mg), 10a (40 mg),
11a (48 mg), 12a (28 mg) e 13a (33 mg). Apos a obtencdo dos produtos, foi realizado uma
CCD com o eluente Hex:AcOEt (7:3) para verificar a pureza e a possivel analise no
equipamento CG/EM.

6.2.5.2 Hidroélise de ésteres

Foram estabelecidas as condi¢fes 6timas de atuacdo dos grédos de X. americana
(utilizando o benzoato de metila como substrato), sendo testados parametros como:
quantidade de grdos, tempo reacional, quantidade de substrato (éster) e temperatura. Foi
verificado que as melhores condi¢cdes de agdo dos gréos sdo: 2 g dos grédos, 72 horas de
reacdo, 50 mg de substrato, agua destilada (30 mL), 175 rpm e 30 °C de temperatura.

6.2.5.3 Acetilacdo de alcodis

Primeiramente os grdos foram triturados e submetidos a extracdo do 6leo por
macera¢do no periodo de 24 a 36 h com hexano, filtrando, concentrando, recuperando e
reutilizando o solvente na extracdo a cada 12 h. Em seguida, foram estabelecidas as condi¢6es
Otimas de atuacdo dos grdos de X. americana (utilizando o alcool benzilico como substrato),
sendo testados parametros como: quantidade de grdos, tempo reacional, quantidade de
substrato (&lcool), solvente e temperatura reacional. Foi verificado que as melhores condicGes
de acdo dos grdos sdo: 2 g dos graos, 24 horas de reacdo, 50 mg de substrato, hexano como
solvente e 30 °C de temperatura.

Acetato de vinila foi utilizado como doador de grupo acetila, na proporgéo de 2:1
equivalente em relagdo ao alcool. O volume de solvente (hexano) foi de 10 mL, e os
experimentos foram realizados em erlenmeyer de 125 mL submetidos a agitacdo em mesa

agitadora (225 rpm).
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7 CONCLUSAO

A derivatizacdo por sililagdo de componentes do 6leo dos grdos de X. americana
revelou-se de grande importancia, pois, resultou na preparagédo de derivados mais volateis que
permitiram a identificagdo de muitos dos constituintes desses extratos de modo relativamente
simples (CG/EM). Conforme esperado, no extrato hexano a sililagdo possibilitou caracterizar,
sobretudo, acidos graxos, enquanto, no extrato etandlico, permitiu evidenciar a presenca de
carboidratos.

A derivatizacdo via saponificacdo/metilagdo dos componentes do 6leo permitiu
identificar dez 4acidos graxos, também, através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM). Quatro destes acidos (palmitico, oleico, ximeninico e
lignoceérico) ja haviam sido identificados mediante analise do 6leo dos gréos via derivatizacao
por sililacdo. A investigacdo através dos ésteres metilicos foi importante, visto que,
possibilitou identificar outros seis &cidos graxos (cerilico, nervonico, montanico, ximenico,
ximenixico e lumequeico), além de confirmar a presenca dos quatro primeiros, contribuindo,
significativamente para o conhecimento da composicao quimica do 6leo em estudo.

Vale ressaltar a presenca de esteroides (trimetilsilil éteres) no extrato hexano
através de CG/EM, metabdlitos geralmente caracterizados com a ajuda de outras técnicas de
andlise como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H e *C), associadas a
Espectrometria de Massa (EM).

Embora a presenca de triterpenos seja mais comum em outras partes de plantas
(caule, cascas e raizes) foi registrada a ocorréncia desses metabdlitos no extrato etanélico dos
gréos de X. americana.

O baixo potencial antioxidante esta em acordo com as constituicdes quimicas dos
extratos hexanico e etandlico, ou seja, a presenca de moléculas com caracteristicas nao
antioxidantes [quimicamente, os antioxidantes naturais sdo compostos de natureza aromatica:
fenois e polifenois; acidos cinamico, clorogénico, caféico e feralico; cumarinas, catequinas,
flavonoides (entre alguns outros), enquanto, grdos vegetais sdo fontes de compostos de
natureza lipidical].

Os testes de inibicdo da enzima acetilcolinesterase mostraram resultados
satisfatorios apenas no caso do extrato etanolico. Alguns dos componentes [Scyllo-Inositol
(8,34%) e Epi-Inositol (1,62%)] encontrados no extrato etandlico de X. americana, em
combinagdo com a Colina, uma amina natural encontrada nos lipideos, exercem varias

atividades biologicas, inclusive, na nutrigdo de células cerebrais (a colina é importante para a
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formacdo do neurotransmissor acetilcolina que regulariza de maneira indireta a memoria em
decorréncia da idade avangada).

Os teores de proteinas (19,77%) e de oOleo (27,71%) encontrados nos gréos da
planta em estudo revelaram-se consideraveis em comparacdo com aqueles verificados em
plantas com caracteres proteicos e oleaginosos, empregados comercialmente.

Os grédos de X. americana, conforme os resultados obtidos, apresentou um
potencial biocatalitico muito eficiente para a reducéo, hidrdlise e esterificacdo. Na reducdo,
como previsto, os aldeidos foram os compostos mais reativos (51 a >99% de rendimentos),
enquanto as cetonas apresentaram rendimentos que oscilaram entre baixos (6%) a bom (60%).
Na hidrolise os rendimentos variaram de médio (58%) a excelente (98%) e nas reacdes de
esterificacdo os resultados oscilaram de baixo (18%) a excelente (>99%). Em adicdo, vale
destacar a acdo quimio, regio e enantiosseletiva do biocatalisador, em relacdo a alguns
compostos.

Os excessos enantioméricos apresentados pelos produtos obtidos nas reducdes das
cetonas pro-quirais foram de baixos (35%) a excelentes (>99%). Isto, como acontece de modo
geral, foi interpretado como resultante da afinidade entre a estrutura quimica da cetona e as
enzimas dos gréos de X. americana.

A otimizacdo dos parametros da acdo dos gréos de X. americana nas reacOes de
esterificacdo, utilizando o benzoato de metila como substrato, permitiu estabelecer como
melhores condicdes reacionais: 52,0 mg de substrato, 2,0 g dos grdos, velocidade de agitacdo
de 225 rpm durante 24 h a 30 °C. Este mesmo estudo permitiu avaliar o potencial de
reutilizacdo dos grdos, sendo observada a possibilidade de reuso de 4 a 6 vezes com
rendimentos acima de 90%.

Em adicdo, o presente estudo contribuiu para aumentar o conhecimento sobre o
potencial medicinal de X. americana. Cataplasmas de plantas do género Ximenia sdo usadas
como mascaras para tratamento da pele. O &cido ximeninico (componente presente no oleo de
X. americana) e seu éster etilico (ximenoil) possuem acgéo topica, sendo usados na forma de

emulsBes com agdo anticelulitica.
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