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RESUMO

2-Alquil-4,5-diidrooxazéis e 2-alquenil-4,5-diidrooxazdis, igualmente conhecidas
como oxazolinas, sdo heterociclos aromdaticos de cinco membros que contém um atomo de
nitrogénio, um de oxigénio e, na posicdo 2 do anel, um grupo alquila ou alquenila,
respectivamente. Essas moléculas tém o potencial de interferir no quorum sensing
bacteriano, impedindo a comunicacdo entre os individuos de uma colbnia e,
consequentemente, reduzindo a sua expressao de fatores de patogenicidade bem como sua

acao danosa nos seus hospedeiros.

O processo de formacdo das oxazolinas depende de duas etapas. A primeira é a
formacao de hidroxietilamidas a partir dos dcidos graxos presentes no éleo de girassol com

etanolamina, e a posterior ciclizacao é feita com o auxilio de cloreto de tionila.

Palavras-chave: oxazolinas; éleo de girassol; inibidores de quorum sensing; quorum sensing



ABSTRACT

2-alkyl-4,5-dihydrooxazoles and 2-alkenyl-4,5-dihydrooxazoles, also known as
oxazolines, are five-membered aromatic heterocycles containing one nitrogen atom, one

oxygen atom and, at the 2-position of the ring, one Alkyl group or alkenyl, respectively.

These molecules have the potential to interfere with quorum bacterial sensing by
preventing communication between individuals in a colony and thereby reducing their
expression of pathogenicity factors as well as their damaging action on their hosts.

The process of formation of the oxazolines depends on two steps. The first is the
formation of hydroxyethylamides from the fatty acids present in the sunflower oil with
ethanolamine, and the subsequent cyclization is done with the aid of thionyl chloride.

Keywords: oxazolines; Sunflower oil; Quorum sensing inhibitors; quorum sensing
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1. Introducao tedrica

1.1. Quorum sensing bacteriano

Inicialmente, acreditava-se que as bactérias eram microorganismos individuais, os
quais se multiplicavam caso houvesse condi¢des favoraveis, porém, de acordo com os
estudos inicializados na bactéria Vibrio fischeri, mostrou-se que, na verdade, além de se
multiplicarem em condi¢Oes favoraveis, elas podem agir como um organismo multicelular

através de um mecanismo de comunica¢dao denominado por Quorum Sensing (Qs).?

Na década de 60, os pesquisadores Kenneth H. Nealson e John Woodland Hastings
tiveram a percepcao de uma caracteristica diferente na bactéria marinha gram-negativa
Vibrio fischeri. Essa bactéria é simbionte, ou seja, ela interage bem com seu hospedeiro. Por
exemplo, observou-se que a lula Euprymna scolopes e a Vibrio fischeri tinham uma interacao
muito atrativa, visto que, a bactéria garantia luminescéncia a lula, sendo possivel confundir
seus predadores e evitar o ataque, e também, atrair potenciais presas. A lula por sua vez,

oferecia nutrientes para a sobrevivéncia e crescimento bacteriano.>*>

Posteriormente, com o avango dos estudos, notou-se que essa luminescéncia nao era
proveniente de uma Unica bactéria, mas sim de um grande numero de bactérias que se
encontravam num mesmo ambiente. Através de moléculas sinalizadoras, os autoindutores
(Al), as bactérias tem a percepcdo da densidade populacional do meio, e assim, quando essa
densidade é considerada critica, a comunicacado por QS é iniciada e as bactérias passam a se
comportar como um Unico grande organismo. Ou seja, o QS é um sistema de comunicacdo

. . . ;. . 1
mediado por sinais quimicos, semelhante ao sistema hormonal.*®



As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas possuem diferentes sistemas para se
comunicarem. As Gram-positivas utilizam moléculas sinalizadoras baseadas em pepitideos
modificados, lineares ou ciclicos (Figura 1). J& as Gram-negativas usam as de N-acil
homoserina lactonas (Figura 2), também denominado AHLs e classificadas como Al-1. Ambos
os sistemas baseiam-se na comunicacdo intraespécie. Existe também, uma familia de
autoindutores conhecidos como autoindutor do tipo 2 (Al-2) que é pertencente a um grupo
de furanonas interconversiveis derivadas da 4,5-dihidroxi-2,3-pentaediona (DPD) (Figura 3)

presente nos dois tipos de bactérias, o qual permite uma comunicacdo interespécies.”’8

pese

@fﬁj

3Cj )ﬁ/ \n/\NHZ

AIP-I (S. aureus)

Figura 1: Exemplo de Oligopeptideo autoindutor especifico de um tipo de cepa de Staphylococcus aureus.’

(0]

Figura 2: Estrutura geral para uma N-acilhomoserinalactona (AHL).

OH o}

Figura 3 — 4,5-dihidroxi-2,3-pentaediona (DPD) que origina os autoindutores do tipo 2.



O sistema QS das bactérias Gram-negativas intraespécie ocorre da seguinte forma:
guando a densidade populacional atinge um nivel critico, os Al-1, que sdo produzidos pela
propria célula, se ligam as proteinas receptoras citoplasmaticas, LuxR, as quais ativam a
transcricdo do gene especifico através do operon lux (Figura 4), nesse caso, gene de
luminescéncia. Tal gene aumenta a sintese de Al-1 por meio das Luxl, que sdo as proteinas

sintetizadoras, e consequentemente aumentam o ciclo de Qs.?

V. fischeri
Expressaodogen Lux

uxt |

f % L, X 1

% “%{jg

LuxR esta localizado ;) AHL pode difundir para dentro e
no citoplasma o para fora da célulae ativar um

(O receptor LuxR em outras células

R @ = Acil HomoserinaLactonas (AHL)

luxCDABEG >

Figura 4: Processo de Quorum Sensing (QS) na bactéria bioluminescente Vibriofischeri.l:l

Nas bactérias Gram-positivas, os Al (oligopeptideos) também sdo produzidos pela
célula, e assim que modificados, sdo enviados para o meio externo. Ao atingir uma
densidade celular considerada critica, o acimulo extracelular de oligopetideos permite a sua
ligacdo ao receptor de membrana. Isso transfere esse sinal para o meio intracelular, por
meio da ativacdo de uma quinase que fosforila o préximo componente, uma proteina que
atua como um regulador de resposta, que se liga ao DNA, e regula a expressdo dos genes

1,7,12
alvo.>”

Alguns peptideos internalizam a célula, por meio de permeases, interagindo com os
receptores intracelulares, outros interagem apenas com os sensores de quinase ligados a
membrana. Por esse mecanismo, destaca-se a regulacdo de viruléncia em Staphylococcus

aureus. Essa espécie é um dos comensais Gram-positivos mais comumente encontrados no

3



organismo humano, sendo também frequentemente associada a diversos tipos de processos
infecciosos, dentre estes, pneumonia, endocardites, osteomielites e diversas infec¢cdes de

pele.?

E provavel que os dois sistemas — inter e intraespécies - envolvidos no mecanismo de
comunicacado celular, atendam necessidades diferentes para as bactérias, pois, enquanto o
sistema capta informacgdes sobre a presenca de individuos da mesma espécie sob uma
populacdo mista, proporcionando uma avaliacdo da densidade populacional, a simples
presenca de um segundo sinal é capaz de detectar a presenca de outras espécies,
informando sobre o percentual da sua espécie em relagdo aos outros microrganismos. Desta
forma, percebe-se a existéncia de uma modulacdo comportamental de uma determinada
espécie frente as variagbes populacionais do seu habitat, permitindo avaliar as

possibilidades de sobrevivéncia e multiplicac;éo.”’15

O sistema Al-2/LuxS esta presente em uma variedade de espécies, tanto em
bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas, e em todos os casos, a producdo do sinal

. 1
requer uma enzima chamada LuxS.*

Ao contrdrio do que ocorre para os autoindutores AHL e oligopeptideos, na
biossintese da molécula Al-2 os intermedidrios sdo idénticos em todas as bactérias ja
estudadas. O que levou os pesquisadores a considerarem a molécula Al-2 como um sinal

universal.’

Os estudos sobre esse sistema de QS se iniciaram com cepas modificadas da V.
harveyi, notou-se que mesmo nas cepas as quais ndo tinham a presengca de AHL a
bioluminescéncia ainda era ativada, o que evidenciava a presenca de outro tipo de

autoindutor, que na época foi designado de Al-2.*®



Schauder e colaboradores, em 2001, descreveram a via biossintética da molécula
autoindutora (Esquema 1), revelando que a sintese do Al-2 estd relacionada a uma molécula
denominada SAM (S-metiladenosina), que doa uma metila e forma um intermediario téxico
chamado SAH (S-adenosilhomocisteina), que é hidrolisado a SRH (S-ribosehomocisteina) e
adenina pela enzima Pfs (5’ 14 metiltioadenosina/S-adenosilhomosisteina nuclease). A SRH

por sua vez, € modificada pelo LuxS em homocisteina e DPD.

SAM SAH SRH DFD
-00C. NHg" -00C. NHs' TOOC. | oHRg
THE [ NH; 1
N -~ g | e
L (T e
N 5. \ ]l J 5. oo
: Melhyiiranalerases 5 gl Fis ; LS [ "” -
OH OH >_< OH O >_< UHUH\_< OCH O
Metmd accaplor  Methylaled HzO Adening Homacysleine
produc]

Esquema 1: Reagdo de formacgao da DPD.™

Somente em 2002, a estrutura da molécula Al-2 do V. harveyi e, posteriormente em
2004, a estrutura do Al-2 da Salmonella typhimurium foram elucidadas, revelando um
(25,45)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano-borato (S-THMF-borato) e um (2R,4S)-2-
metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano (R-THMF), respectivamente para as espécies
(Esquema 2). A formacdo dessas moléculas ocorre a partir da DPD, que, por ser instavel,

T , 1
cicliza-se e reage com a dgua formando estes furanos.*
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Esquema 2: Reagdes de conversdo da DPD nos Al-2.1°

N3o se sabe muito bem sobre a funcdo do boro na reacdo, alguns estudos sugerem
que, para formar a molécula de Al-2 de V. harveyi, o boro seria adicionado em um dos
furanos derivados do DPD. Xavier e Bassler, em 2003, sugeriram que a adicdo do boro
poderia ser fruto de uma reacdo espontanea. Porém também seria possivel que alguma
enzima estivesse catalisando essa reagao in vivo. Ou até mesmo a propria LuxP, que é a
proteina receptora do Al-2, poderia exercer tanto essa funcdo quanto a da enzima
responsavel pela adicao do boro a molécula.’® 3!

Diantes dos sistemas de comunicagdo apresentados, sabemos que as bactérias
podem ter genes diversos ativados pelo operon como luminescéncia, biofilmes, viruléncia,
esporulacdo, etc. Esses genes podem ser transcritos pelo operon e manifestados, auxiliando
no crescimento e forca desse organismo multicelular bacteriano. Um dos mais importantes
genes que podem ser manifestados é o biofilme, que consiste numa comunidade de
bactérias envolvidas por substancias produzidas pelas prdprias bactérias, como os agucares,

gue confere a essa comunidade uma protecdo contra possiveis ataques como o uso de

el s . s . . . s . 1
antibidticos, falta de nutrientes, ou algum agente quimico usado pra eliminar as bactérias.*’



Devido ao intensivo uso de antibidticos, as bactérias desenvolveram uma resisténcia
ao uso desses medicamentos, e assim se faz necessaria a descoberta de novas alternativas
de combate a esses microorganismos. Patégenos humanos podem se desenvolver através
do mecanismo de QS responsavel pela expressdao do gene de viruléncia. Logo, para impedir
gue os patdgenos se desenvolvam, um novo conceito comecou a ser estudado. Este novo
conceito terapéutico conhecido por drogas anti-patogénicas usa farmacos baseados em
moléculas sinais que tem por objetivo atenuar a patogenicidade ao invés de impedir o
crescimento bacteriano. Assim, uma variedade de analogos a autoindutores, sintéticos e
naturais, tem sido sondada levando a descoberta de alguns inibidores de quorum sensing
(QSI). Pesquisas mostraram que existem duas formas de “sabotar” o QS, estratégia
denominada Quorum Quenching (QQ): inserir no hospedeiro moléculas semelhantes ao Al
que podem se ligar as proteinas receptoras, o uso de enzimas que modifiguem

. . , . , 1
quimicamente os Al, além do uso de enzimas que quebrem as proteinas receptoras.*®’

Pillai e colaboradores identificaram os acidos graxos (Figura 5) como inibidores de
QS, através da observacao de que acidos graxos provenientes da lavagem da carne e do
frango possuiam essa caracteristica, entdo, a partir dai, iniciou-se um estudo baseado nessas

moléculas como QSI.

(0] (0]
acido estearico acido palmitico
(0] (e}
acido oléico acido linoléico

Figura 5: Estrutura quimica de alguns tipos de acidos graxos



Uma das fontes mais eficientes de obtencao de dcidos graxos sdao os dleos e gorduras

vegetais, pois s3o fontes renovaveis de triacilglicerdis.?°

Usando o conceito de bioisosterismo, uma estratégia de modificagdo molecular de
um protdtipo baseada na troca de fragmentos moleculares que apresentam propriedades
fisico-quimicas similares, mas com melhora sobre alguns aspectos farmaco-fisico-quimicos,
podemos propor as moléculas 2-alquil-4,5-diidrooxazdis e 2-alquenil-4,5-diidrooxazdis como

isosteros de acidos graxos na possivel inibigio do QS.*

N
2 <\>\/\/\/\/\/\/\/\/\
J\/\/\/\/A/\/\/\/ o} 2-alquil-4,5-diidrooxazol
(0]
O —_—
(o) o OW\/\/\/\/
OM\/\/ZVZW\ 2-alquenil-4,5-diidrooxazol
N
triacilglicerol do 6leo de girassol gj\/\/\/\/w\

Esquema 3: Proposta de obtencdo de oxazolinas a partir de triacilglicerdis.

1.2. Amindlise de acidos graxos

Oleos e gorduras s3o importantes matérias-primas renovdveis para a industria
quimica. Do ponto de vista estrutural, os dleos e gorduras sao constituidos por uma mistura
de triglicerois que podem dar origem a diversos compostos, sendo utilizados principalmente
como fonte de acidos graxos, que sao material de partida para a sintese de novos compostos

. s . s . 2
de interesse tecnoldgico e farmacolégico.”

Estudos apontam que a reacdo de amindlise de acidos graxos formam compostos
denominados de amidas graxas (Figura 6), que podem ser saturadas ou insaturadas. Estas

sdo compostos importantes para a quimica organica, por terem grande aplicagdo



farmacoldgica e tecnolégica, e por serem caracterizadas como uma nova familia de lipideos

biologicamente ativos. #*

HZNM\M amida graxa saturada

amidas graxas insaturadas

Figura 6: Exemplos de amidas graxas.

Sabe-se que as amidas graxas estdo presentes na natureza. No reino vegetal, estdo
presentes nas algas, Rizoclonium hierogliphicun, Zoostera marina e Sebastes mentella, e nos
vegetais, Lepidium meyenii (maca) e Zanthoxylum sp. Ja no reino animal, estdo presentes na
esponja marinha Haliclona (Reniera) sp. e também em mamiferos como, por exemplo, em
barbatanas de baleias, no fluido cérebro-espinhal de ratos e gatos, no plasma sanguineo, no
tecido adiposo, no cérebro, intestino e outros tecidos de ratos e porcos.24 A ocorréncia de
amidas graxas também foi verificada em organismos unicelulares como, por exemplo, a
Corynebacterium nitrilophilus, algumas espécies de Streptomyces e na cianobactéria marinha

Lyngbya majuscula.***

As aplicagdes tecnoldgicas em que as amidas graxas sao utilizadas estdo relacionadas
com a sua grande cadeia carbonica que permite seu uso como detergentes, agentes
antiestéticos, inibidores de corrosdo, etc. Ja as aplicacGes bioldgicas estdo relacionadas ndo
sé a cadeia carbonica, mas também ao grupo funcional amida, e envolvem a regulacdo do

. . . . - . . 262
sistema cardiovascular, nervoso, digestivo, metabdlico, reprodutivo e imune. 627



O estudo a cerca dessas moléculas foi iniciado em 1950, quando foi descoberta a
acdo antinflamatdria presente no éleo de amendoim, lecitina de soja e gema de ovo.? Esta
atividade bioldgica foi atribuida a amida graxa N-palmitoiletanolamida (Figura 7), que foi a

primeira amida graxa isolada.?®

9]

HMNJJ\/\/\/\/\/\N\

H

Figura 7: N-palmitoiletanolamida

No entanto, sdo as amidas graxas: Anandamida ou Naraquidonoiletanolamina (AEA)
(Figura 8) e a cis-Oleamida ou cis-9-octadecenamida (cOA) (Figura 9) as mais difundidas
dentre essa classe de marcadores moleculares lipidicos. Conhecidas a pouco menos de meio
século, sdo particularmente estudadas por serem potentes indutoras do sono fisioldgico. A
identificacdo destas duas amidas graxas alavancou as pesquisas a cerca das propriedades,

. s ~ , . , . 2
identificacdo, sintese e isolamento de novas moléculas graxas nitrogenadas.”®
— — — — NWCH

H

Figura 8: Anandamida®®

HzNj\/\/\/\MW

Figura 9: cis-Oleamida®™
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1.3. 2-alquil-4,5-diidrooxazois e 2-alquenil-4,5-diidrooxazdis

As 2-alquil-4,5-diidrooxazodis e 2-alquenil-4,5-diidrooxazoéis fazem parte de um grupo
de moléculas denominadas de oxazolinas. As oxazolinas sdo heterociclos que cinco membros
gue possui um atomo de oxigénio, um de nitrogénio e um grupo R, além de uma
instauracdo, a qual pode variar sua posi¢cdo no anel fornecendo trés isbmeros diferentes, a 2-

oxazolina, a 3-oxazolinae a 4-oxazolina (Figura 10).32

e O

Figura 10: 2-oxazolina, 3-oxazolina e a 4-oxazolina, respectivamente.

Desde o final do século 19, tém-se algum conhecimento sobre as oxazolinas, mas sua
primeira sintese bem sucedida foi efetuada em 1889, por Gabriel, resultando no inicio da
investigacdo sobre a quimica desses compostos.*®Essa classe de compostos heterociclicos

. . s . . el s er . 4
apresentam propriedade citotdxica, antitumoral, neuroprotetora, antibidtica e antiftingica.’

As oxazolinas estdo presentes em produtos naturais isolados de organismos
marinhos, como o BE-70016 (Figura 11), isolado da Actinoplanes sp, que pode ser usado no

controle de tumores em humanos e ratos.>”

11
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Figura 11: BE-70016.%

Sistemas heterociclicos, em geral, tém uma vasta gama de aplica¢gGes. As 2-oxazolinas
estdo entre os mais versateis sistemas conhecidos, visto que podem ser utilizados como
iniciadores ou intermedidrios em sinteses organicas e no preparo de variados tipos de
poh’meros.36 Homo e copolimeros obtidos a partir de 2-oxazolinas apresentam aplicagdes em
surfactantes, estabilizadores poliméricos e corantes téxteis.>’ Um campo de pesquisa
interessante que envolve estes heterociclicos em polimeros é o de farmacos, onde polimeros
contendo anéis 2-oxazolinicos, como o poli(2-etil-2-oxazolina), podem ser utilizados no
preparo de micelas com uma superficie funcionalizada, ou seja, o nucleo contendo o

farmaco revestido por algum desses polimeros responde melhor aos estimulos do
ambiente.*®

Além da utilizacdo das 2-oxazolinas como precursores de polimerizacao na formacao

de micelas, elas também sdo vastamente utilizadas como grupos protetores de acidos

carboxilicos, auxiliares quirais e ligantes em catalise assimétrica.>**°

Existem varias formas de se obter as 2-oxazolinas, porém as principais rotas sintéticas

(Esquema 4) sdo: (A) reacdo de cloreto de 4cido com aminoalcool seguida de ciclizacao, (B)

12



sintese oxidativa a partir de aldeidos e (C) processo one-pot da condensacdo de um

aminoalcool a partir de uma nitrila a elevada temperatura.

' RCOH B gmm=e—_ i
Pemsnees ' - + RCHO !
Aminodlcoal, 4 AMS oo ’
CHaCly, NBS
S50CI
]
I o
Y . - c J—
; : v - ; )
CRCOCH, ———= \]ﬁ - 'V RCH
b " 1) Aminoglcool Aminoalcool, ZnCly  ----- !
2} 30C]z ou MsCl R PhCl, refluxo
3) Base

Esquema 4: Principais rotas sintéticas das 2-oxazolinas

As trés etapas do método A geralmente resultam em produtos isolados com bons
rendimentos. Inicialmente, o acido carboxilico é convertido em seu respectivo cloreto de
acido na presenca de, por exemplo, cloreto de tionila. Em seguida, ap6s a reacdo com o
aminodlcool desejado, o grupo hidroxi é convertido em um bom grupo abandonador e a

, FRRT .~ , . 41,42
molécula é ciclizada em condicbes basicas.™™

Os métodos oxidativos podem ser usados visando a formacdo de benzoxazdis®,
benzimidazois** e imidazéis® a partir de aldeidos. A sintese oxidativa de oxazolinas a partir
de aldeidos ndo é muito comum. Contudo, um método foi desenvolvido para isso,
envolvendo a condensacdo de um aldeido com um aminodlcool formando uma oxazolidina,

a qual sofre oxidacdo formando a oxazolina (Esquema 5).*°

a . 4
e R H%Hp‘ A
1 | 4 AMS, CHCl; NBS
R'CHO + = HN. D ——— N D
HoM  OH Y NaHCO, Y
R R

Esquema 5: Preparagdo de oxazolinas a partir de aldeidos. 46
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Outro método estudado e descrito por Witte e Seeliger consiste no processo one-pot
catalisado com um acido de Lewis, onde ocorre a condensa¢do de um aminodlcool com uma

nitrila a elevadas temperaturas. Esse método é utilizado desde 1974 até os dias atuais.*’

OH
H2N/\/ N=—

/\CN > ‘\/o

Esquema 6: Preparacdo de oxazolinas a partir de nitrilas.*’

2. Objetivos

Com base nas informacdOes apresentadas anteriormente, este Trabalho de Conclusdo

do curso de Quimica Tecnolégica teve por objetivos:

1. Estudar os parametros de processo para sintese de uma mistura de

2-hidroxietilamidas a partir de triacilglicerideos presentes no éleo de girassol.

n n OH [o)
o ~—- o HZN/\/ "o _ _
o 5 3 ~"N “ (
o H
n_ ) . n O\;LOJJ\/WW Nafion
o n n Refluxo

+

HO/Y\OH

OH

Esquema 7: Reacdes de amindlise dos acidos graxos.

2. Estudar os parametros de processo para a purificacdo por recristalizacdo de uma
mistura de 2-hidroxietilamidas a partir de triacilglicerideos presentes no 6leo de

girassol.
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3. Resultados e discussoes

3.1 Sintese das amidas graxas

O dleo de girassol é formado por triacilgliceréis, que sdo combinacbes de trés

moléculas de acidos graxos e uma de glicerol. Para saber o percentual de cada acido graxo

presente no dleo vegetal, Souza e colaboradores, propuseram ser necessario fazer uma

esterificacdo (Esquema 8), que é uma reacdo de transformacdo dos triacilglicerdis em trés

monoésteres e um glicero

Esquema 8: Esterificacdo dos triacilglicerdis proposta por Souza e colaboradores para andlise da composicdo de

NaOH / MeOH
(Solugao esterificante)

N 3 (Meo

Refluxo

-~ 48
acidos graxos.

(o]

OH

Ho_A_ oH

Apds a esterificacdo, procedeu-se a analise em GC-MS (chromatography gas—mass

spectrometry) (Figura 12), que mostrou que a composicdo do éleo de girassol estad de acordo

com os dados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Composicdo do dleo de girassol apds esterificacdo.

Acido graxo especifico

% de acido graxo pelo total

Tempo de retengdo

de amostra
Acido palmitico (16:0) 3,47 13,32
Acido linoleico (18:2) 40,60 16,92
Acido oleico (18:1) 53,50 17,07
Acido estearico (18:0) 2,44 17,79

15
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Figura 12: Exemplo de traco de cromatografia (GC-MS) do dleo de girassol apds esterificacdo.

O sinal com tempo de retencdo 13,32 min corresponda ao do éster metilico do acido
palmitico, pois sua fragmentacdo é idéntica a fragmentacdo apresentada para a molécula

gue possui esse tempo de retencgdo. (Figura 13)

Linedt:1 B.Time:13.325(Scan#: 1240) MassPeaks:38

RawMode: Averaged 13.317-13.333(1239-1241) BasePeak:74.05(43415)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event |

100 P

4 5 s .
ol e s 157 171 18 18 g3 70 1w 0
e e e e e

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270

Figura 13: Espectro de massas (IE, 70 eV) do éster metilico do acido palmitico.

Da mesma forma, o sinal com tempo de retencdo 16,92 min apresenta uma
fragmentacdo idéntica a fragmentacdo do éster metilico do acido linoleico (Figura 14), o

tempo de retengdo 17,07 min possui a fragmentagdo do éster metilico do acido oleico
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(Figura 15), e o tempo de retengdo 17,79 min possui a fragmentacdo do éster metilico do

acido esteadrico (Figura 16).

Line#t:2 R Time:16.925(Scan#:1672) MassPeaks:113

RawMode: Averaged 16.917-16.933(1671-1673) BasePeak:8 110§ 1 18120)
BG Mode:Calc. from Peak Group | - Eveni |

100

Figura 14: Espectro de massas (IE, 70 eV) do éster metilico do acido linoleico.

Line#:3 R Time: 17.075(Scand: 1690) MassPeaks:126

RawMode: Averaged 17.067-17.083( 1689-1691) BasePeal:33 05(131023)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event |

100

B m 2

152 166 180 ==
Iy ol | b, W) DB M e 2%
| i L i b U B A B ) e B b B |

20 40 ol &0 100 120 140 160 180 200 220 40 260 280

Figura 15: Espectro de massas (IE, 70 eV) do éster metilico do acido oleico.

Lingdf:4 R Time: 17.792(Scan#: 1776) MassPeaks:27

RawMode: Averaged 17.783-17 800(1775-1777) BaseFeak:74.05{24981)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Eveni |

100

T 143 -

101 129 199 8
nl || | |l | 185 m | -

v | L.

w % s T % 1o 130 150 70 190 N0 230

Figura 16: Espectro de massas (IE, 70 eV) do éster metilico do acido estearico.

Para a sintese da mistura de amidas graxas do o6leo de girasol, utilizou-se a
metodologia de Moaddel e Ameri, que utiliza um acido graxo, uma amina sob refluxo na

presenca de um catalisador acido.* O Laboratério de Isolamento e Transformacdo de
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Moléculas Organicas (LITMO) ja havia iniciado pesquisa sobre a sintese das oxazolinas a
partir de amidas obtidas por este método, logo, algumas alteracdes na metodologia de
Moaddel e Ameri foram previstas antes do inicio deste trabalho, visto que as primeiras
tentativas ndo levaram a bons rendimentos. A adigdo de um catalisador acido (Nafion®) foi
essencial, conduzindo a aumentos significativos nos rendimento, pelo menos trés vezes

superiores aos observados na auséncia deste catalisador.

- l-':‘x - T~
- cF
I:I2
n = ca. [0
0
.-"'f.
_.f
L
CF.,
A4 T
0 CF,

Figura 18: Estrutura do Nafion®.”

A equacdo quimica da sintese da mistura de amidas graxas do éleo de girassol,

utilizando etanolamina e Nafion®, esta apresentada no Esquema 9.

m n OH [o)
=== o HNT N "o o
o o > 3 \/\u " m
MO\J\OWW Nafion
fo} n m Refluxo
+

Esquema 9: Amindlise do dleo de girasol.
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Inicialmente, foi necessario fazer uma reacdo em pequena escala de forma a se

dimensionar a quantidade dos insumos necessdrios em cada etapa do processo, bem como o

tamanho dos equipamentos que foram utilizados na conducdo dos experimentos de

avaliacdo do impacto dos pardametros de processo no desempenho da sintese. Os dados

obtidos nessa reacdo teste encontram-se no fluxograma de processo para esta

transformacao (Figura 17). Ocorreram dois erros durante este ensaio preliminar: a

quantidade de sulfato de sédio + agua ndo foi pesada; e a quantidade evaporada de

diclorometano nao foi coletada pelo rotaevaporador. Desta forma, essas informagdes estao

faltando no fluxograma.

Fluzograma de processo de sintese de amidas grazas do oleo de girassol
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Figura 17: Fluxograma do processo de sintese de amidas graxas do dleo de girassol.

A reacdo teste forneceu bom rendimento (92,4%), e nos permitiu, juntamente com o
fluxograma, dimensionar ensaios em escala maior, cerca de 53 vezes (Figura 17). Estes novos
ensaios foram feitos de trés formas, permitindo avaliar quais etapas sdo criticas para o
desempenho do processo. Algumas alteracdes foram necessarias, como: diminuicdo da
quantidade de Nafion® utilizada ou sua reutilizacdo (devido a seu alto custo), maior tempo
de separacdo de fases nas etapas de extracdo (aumentando pra 2min30s), e utilizacdo da
bomba de vacuo além do rotaevaporador para a retirada de todo solvente. Os resultados de

rendimento obtidos nos ensaios de aumento de escala sdao apresentados na Tabela 2.

O produto OG 1 foi o que utilizou uma por¢cdo menor de Nafion® (0,82g — 70% do
valor estimado), o OG 2 utilizou a quantidade prevista na reagdo teste (1,17 g — 100%) e o
OG 3 reutilizou o Nafion® da reacdo 2. Analisando os resultados obtidos na tabela 2, pode-se
notar que a utilizacdo de uma menor quantidade de Nafion® ou a sua reutilizacdo ndo tem
impacto significativo no rendimento da reagao. A possibilidade de reutilizacdo do Nafion® é
uma informacdao muito importante tendo em vista o seu elevado custo, quando comparado
com outros acidos de Bronsted-Lowry, como é o caso do acido para-toluenosulfonico. Para

que ocorresse esta reutilizagdo, foi necessaria a adicao de uma etapa de filtragdo, logo apds
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o término da reacdo pois, durante a reacdo, a membrana se degradou, liberando pequenos

pedacos de Nafion® no meio reacional.

Tabela 2: Rendimentos obtidos nas reagGes.

Produto Rendimento
0G1 91,6%
0G2 86,7%
0G3 88,1%

Nota-se que a diferenga entre as massas de produto obtidas foi de, no maximo, 5%.
Os produtos obtidos se tornaram sdlidos, facilmente, em temperatura ambiente,
apresentaram a coloragdao marrom clara e textura semelhante a de uma cera. Em relagdo aos

trés produtos nado foi observado nenhuma perd £ a de massa durante o processo.

O Nafion” é um iondmero obtido através da copolimerizacao do tetrafluoroetiléno
com o vinil éter perfluorado, contendo como grupo terminal -SO,0OH. A presenca deste
grupo funcional o torna um &acido Bronsted-Lowry, uma vez que ele libera H" para o meio
durante a reagdo. Para que houvesse a reutilizacdo desse catalisador, foi necessario
regenerar a acidez da estrutura do Nafion®, para isso, o material a ser reutilizado foi lavado
com agua destilada sob agitacdo magnética para que o contraion etanolamoénio fosse

trocado pelo H' fornecido pela dgua (Figura 18).°%>*
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3.2. Balan¢o de massa e de energia

Um balango de uma quantidade conservada em um sistema pode ser descrito da

seguinte forma geral:
ENTRADA + GERACAO — SAIDA — CONSUMO = ACUMULO (1)>?
Onde,

ENTRADA -> entra através das fronteiras do sistema

GERACAO = produzido dentro do sistema

SAIDA = sai através das fronteiras do sistema

CONSUMO -> consumido dentro do sistema

ACUMULO = acumula-se dentro do sistema

O balanc¢o de massa se baseia na lei da conservag¢ao de massa ou Lei de Lavoisier que
diz “Numa reagao quimica que ocorre em sistema fechado, a massa total antes da reacao é
igual @ massa total apds a reacao”. Logo, pode-se assumir o sistema em questao como sendo
um processo em batelada, visto que, um processo de producdo em batelada consiste
basicamente no carregamento de equipamentos padronizados, com quantidades das
matérias-primas pré-definidas usando uma seqiiéncia especifica. Esta é uma operacao

descontinua (ndo-estacionaria), onde a composi¢do varia com o tempo.52

Em processo batelada, ENTRADA = SAIDA = 0, visto que entre tge t;nenhum reagente
entra ou sai do reator, entdo, a equacdo geral do balanco (1) é simplesmente GERACAO =

ACUMULO.>?
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Sendo que,

ACUMULO = Saida final — Entrada inicial (2)

ACUMULO = Geracgdo — Consumo (3)

Igualando as expressoes (2) e (3) temos,

Entrada inicial + Geracdo = Saida final + Consumo (4)

Importante ressaltar que os termos de entrada e saida, nesse caso, correspondem a

quantidade inicial e final das substancias.

Entrada inicial = massa dos triacilglicerideos + massa da etanolamina

Saida final = massa das amidas graxas + massa dos triacilglicerideos em excesso +

massa dos subprodutos

Geracdo = massa das amidas graxas + massa dos subprodutos

Consumo = massa dos triacilglicerideos + massa da etanolamina

Um sistema é chamado fechado caso ndo haja transferéncia de massa através das
fronteiras do sistema enquanto ocorre o balan¢o de energia. Por definicdo, o processo em

batelada é considerado um sistema fechado.>?

A lei de conservacao de energia determina que a quantidade total de energia em um
sistema isolado permanece constante, logo, os termos de geracao e consumo da equacgao
geral sdo nulos. Sendo assim, o balanco de energia para sistemas fechados é determinado

por:53

ACUMULO = Entrada — Saida (5)
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E também,
ACUMULO = Saida final — Entrada inicial  (2)
Igualando as expressoes (2) e (5)temos,

Energia final do sistema — Energia inicial do sistema = Energia liquida transferida (entrada —

saida) (6)
Sabe-se que,

Energia inicial do sistema = energia interna inicial (U;) + energia cinética inicial (Ey) + energia

potencial inicial (Ep)

Energia final do sistema = energia interna final (Us) + energia cinética final (Ey) + energia

potencial final (E)
Energia transferida=Q-W
Simplificando a equacao (6),
AU + AEc+ AE,=Q - W (7)

Analisando o sistema em questdo, sabe-se que ele ndo estd “acelerendo”, nem
“subindo” e “descendo”, logo, AEx = 0, e AE, =0, respectivamente. Sabe-se também que ndo

ha partes méveis, correntes elétricas ou radiacio através do sistema, logo, W=0.>
Restando da equacéo (7),

AU=Q (8)
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Como hd reacdo quimica e variacdo de temperatura nesse sistema fechado podemos
inferir que AU # 0, e, como o sistema e sua vizinhang¢a ndo estdo a mesma temperatura e

perfeitamente isolados, temos Q # 0.

3.3. Recristalizagao das amidas graxas

A fim de aumentar a pureza do produto, e o deixar com coloracdo mais clara,
utilizou-se o método de recristalizacdo. O método de recristalizacdo baseia-se na dissolucdo
do produto em solvente quente e posterior resfriamento, até que haja formacdo de sélidos

ou cristais, por conta da diferenca de solubilidade do soluto em solu¢do quente e fria.

Apds testes utilizando vérios solventes, como diclorometano, acetato de etila,
metanol, hexano, e misturas desses solventes, notou-se que o hexano era o solvente no qual

o produto se dissolvia melhor a quente e obtinha baixa solubilidade a frio.

O procedimento de recristalizacdo ndo funcionou para esse produto, visto que, como
ele possui uma textura de cera, ndo foi possivel filtra-lo de forma efetiva havendo perda

efetiva de produto nesse processo. Ndo foram testados outros métodos de purificacdo.

O processo de purificacdo é considerado o ponto critico do processo.

3.4. Caracterizagao dos produtos

O espectro de infravermelho (V) do primeiro produto (OG 1) (Figura 19) confirmou a

formagdo das amidas graxas. A banda com maximo 1640 cm™ é caracteristica do
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estiramento C=0 de amida. Também foi observada uma banda com maximo em 3298 cm™,
atribuida ao estiramento caracteristico de ligacdo N-H, possivelmente sobreposta a banda
oriunda do estiramento da ligacdo O-H, que ocorre nessa mesma regido. Ainda referente aos
modos vibracionais da amida, foi observada banda com maximo de absor¢do em 1560 cm?,
foi atribuida ao estiramento da ligacdo C-N. Os espectros dos outros produtos (OG 2 e OG 3)

sdo similares e se encontram em anexo.
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Figura 19: Espectro de infravermelho do produto OG 1.

Os espectros obtidos pele analise por Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN *H)

(Figura 20) para o produto OG 1, possui vdrios sinais, visto que triacilglicerdis do éleo de
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girassol apresentam, pelo menos, quatro dacidos graxos (Tabela 1). Porém, os sinais

caracteristicos de amidas graxas, ainda assim, foram identificados.
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Figura 20: Espectro de RMN *H (CDCl, 600 MHz) do produto OG 1.
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A anilise do espectro permitiu afirmar que o sinal entre 0,86-0,91 ppm é um
multipleto correspondente aos hidrogénios das metilas de final de cadeia, o sinal entre 1,25-
1,31 ppm é um multipleto referente aos hidrogénios dos metilenos de meio de cadeia, o
sinal entre 1,61-1,65 ppm é um quinteto referente aos hidrogénios do carbono da posicdo
a carbonila, o sinal entre 2,0-2,06 ppm é um multipleto referente aos hidrogénios dos
carbonos vizinhos as liga¢cdes duplas (alilicos), o sinal entre 2,18-2,23 ppm é um tripleto
referente aos hidrogénios do carbono a a carbonila, o tripleto em 2,75 foi atribuido ao
metileno que conecta as ligagcdes dupla oriundo do acido linoléico, os sinais entre 3,39-3,44
ppm é um quarteto referente aos hidrogénios do carbono ligado ao nitrogénio, o sinal entre
3,70-3,73 ppm é um tripleto referente aos hidrogénios do carbono ligado ao oxigénio, o sinal
entre 5,30-5,37 ppm é um multipleto referente aos hidrogénios dos carbonos das duplas
ligacdes, e por fim, o sinal em 6,13 é um simpleto referente ao hidrogénio ligado ao

nitrogénio. Os espectros dos produtos OG 2 e 3 sdo similares e se encontram em anexo.

O espectro de RMN B¢ (Figura 21) do produto OG 1 também confirmou a presenca
das amidas graxas. A andlise do espectro abaixo permitiu-nos inferir que o sinal em
174,6 ppm é referente ao carbono da carbonila, os sinais entre 129,2-129,9 s3do referentes
aos carbonos insaturados, o sinal em 62,4 ppm é referente ao carbono ligado ao oxigénio, o
sinal em 42,4 ppm é referente ao carbono ligado ao nitrogénio, o sinal em 36,6 ppm é
referente ao carbono a a carbonila, o sinal em 31,8 é referente ao carbono B a carbonila, os
sinais entre 22,6-29,7 ppm sdo uma sobreposicdo de sinais referentes aos carbonos de meio
de cadeia graxa, o sinal em 14,0 ppm é referente a metila de final de cadeia. Os espectros de

1 ~ ..
RMN *3C referentes aos produtos OG 2 e 3 sdo similares e encontram-se em anexo.
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A analise por CG-MS também foi empregada como método de confirmacdo da
presenca das amidas graxas. De acordo com a analise do produto OG 3 (Figura 22), em
relacdo ao tempo de retencdo e a possivel fragmentacdo das moléculas, pode-se inferir que
o tempo de retencdo 16,984 min corresponde a fragmentacao da hidroxietil-palmitamida, o
tempo de retencdao 18,734 min é referente a fragmentacdo da hidroxietil-9,12-
octadecanamida, o tempo de retencao 20,469 min é referente a fragmentacdo da
hidroxietil-11-octadecanamida, e o tempo de retengdo 20,631 min é referente a
fragmentacdo da hidroxietil-estearamida. Os cromatogramas dos produtos OG 1, OG 2 e
OG 3 ndo foram muito similares, pois houve a presenca de sinais de moléculas nao
identificadas, podendo ser impurezas presentes nas amostras. Os cromatogramas dos

produtos OG 1 e OG 2 encontram-se em anexo.
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Figura 22: Trago de cromatografia (GC-MS) do produto OG 3.
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4.Conclusoes

Através da metodologia de Moaddel e Ameri, com otimizacdo das condigGes
experimentais, pode-se realizar a reagao de amindlise de acidos graxos presentes no éleo de
girassol com bons rendimentos (86-91%), sendo esta reacdo essencial para a sintese de
compostos oxazolinicos como o 2-alquil-4,5-diidrooxazdis e o 2-alquenil-4,5-diidrooxazéis. O
método de purificacdo testado, a recristalizacdo, ndo foi eficiente para esse tipo de produto.
As técnicas de caracterizago por espectroscopia de infravermelho, RMN *H, RMN *C e GC-
MS comprovaram a presenca desses compostos em todos os produtos obtidos. A
continuacdo dessa pesquisa tem como objetivo a sintese dos compostos oxazolinicos e
posterior teste em laboratdrio biolégico para verificar a possivel atuacdo desses compostos

como QSI.

5. Materiais e métodos

Os solventes, obtidos a partir de fontes comerciais, foram tratados antes de serem
utilizados de acordo com a literatura. A etanolamina (C,HgNO) foi destilada a vacuo antes de
seu uso e guardada sob peneira molecular 5A. O diclorometano (CH,Cl,) foi tratado
utilizando hidreto de célcio e destilado previamente antes de cada uso. O cloreto de tionila
(SOCl,) também foi purificado por destilacdo simples previamente todas as vezes em que foi

utilizado.

As analises de cromatografia em camada delgada foram realizadas utilizando
cromatoplacas em aluminio revestidas em silica gel 60 F 254 (Aldrich®) com filme de 0.2 mm
de espessura. As placas cromatograficas com indicador de fluorescéncia contendo as

amostras foram reveladas utilizando uma solu¢cdo de permanganato de potassio e, depois,
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aquecidas. Paras as amostras que fluoreciam na luz UV, as amostras foram reveladas
utilizando uma lampada UV e, posteriormente, embebidas em solucdo de permanganato de

potdssio e aquecidas.

As purificagGes por coluna cromatografica foram realizadas utilizando silica gel comum (70-
230 mesh). Os eluentes empregados foram acetato de etila e hexano e as concentraces das

solucBes estdo descritas nos procedimentos experimentais.

Os experimentos de ressondncia magnética nuclear foram realizados no aparelho:
BrukerAscend (600 MHz para 'H e 150 MHz para 3C) 14,1 T. Os deslocamentos quimicos (8) foram
expressos em partes por milhdo (ppm). As constantes de acoplamento estdo expressas em Hertz
(Hz). As amostras analisadas foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCl;). Para os espectros
de RMN de 'H foi utilizado como referéncia interna o tetrametilsilano TMS (0,0 ppm) e para os
espectros de RMN de C, o cloroférmio deuterado (77,0 ppm). Os espectros foram processados no

programa MestReNova.

Os experimentos de massa El foram obtidos em aparelho de cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), utilizando cromatdgrafo Shimadzu 7890 A, com coluna
capilar 5%-fenil-95%-metilsiloxano (HP5, 30 mm x 0,32 mm x 0,25 um) e hélio como gds carreador
(1,0 pm/min). A temperatura do forno foi programada de 100 a 200 2C, a uma taxa de aquecimento
de 3 2C/min. Um miligrama de amostra foi dissolvido em 1,5 mL de etanol, acetato de etila ou
hexano, dependendo da solubilidade da amostra, e 1,0 puL da solugdo foi injetada no modo com

divisdo de fluxo (1:50). Os dados foram analisados usando o software GCMSsolution.
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6.Procedimento experimental

Em um baldo de fundo redondo com trés vias colocou-se uma tampa de vidro na
entrada (1), um condensador com septo na parte superior na entrada (2) e um septo na
entrada (3). A atmosfera foi trocada (N, 1°O,) no baldo com o auxilio de uma pistola de ar
quente. Posteriormente, foi adicionada uma porc¢ao de Nafion®, agitador magnético, 153,4 g
de 6leo de girassol (150 mL), 27,7 g de etanolamina (27,4 mL), e entdo trocou-se a atmosfera
novamente. Trocou-se o septo da entrada (3) por um termémetro com adaptador. O sistema
ficou em refluxo durante 18h, a 1402C (temperatura interna do baldo). Apds refluxo, o
sistema resfriou por 2h. Como o produto é sélido em temperatura ambiente, utilizou-se
400g de diclorometano (300 mL) para dilui-lo. A extracdo foi feita por oito vezes com 278 g
de acido cloridrico 5% (275 mL) para retirada total da etanolamina da fase orgéanica. A fase
organica foi seca utilizando 25 g de sulfato de sédio e o diclorometano foi evaporado em

rotaevaporador e depois com bomba de vacuo.
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Anexo 1: Espectro de IV do produto OG 2.
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Anexo 8: CG-MS do produto OG 2.
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