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RESUMO

O uso de produtos naturais como fonte terapéutica ainda consiste no principal meio para
obtencdo de farmacos que sdo utilizados no combate de vérias enfermidades que atinge o
homem e outros seres vivos. O eugenol, € uma substancia natural que tem despertado o interesse
de varios pesquisadores no mundo por apresentar uma diversidade de propriedades biolégicas,
incluindo: Antioxidante, antimicrobiano, anestésico, analgésico, hepatoprotetor, anticoagulante
entre outras. Com isso, o presente trabalho objetivou a sintese de derivados do eugenol com
posterior andlise de suas atividades antioxidantes e antibacterianas. Também foi realizado
estudo visando ampliar o numero de derivados produzidos aplicando enzimas presentes na
casca da laranja (Citrus Sinensis), imobilizadas em matriz de alginato de célcio como
biocatalisador em reacBes de hidrolise e esterificacdo. O trabalho resultou na sintese,
caracterizacao e purificacdo de vinte e um derivados do eugenol, caracterizados utilizando
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e carbono, cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas e detector de ionizagdo em chama, além de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Na atividade antibacteriana foi observado que dez [4-
bromobenzoato de 4-alil-2-metdxifenila (8); 4-nitrobenzoato de 4-alil-3-metoxifenila (9);
cinamato de 4-alil-2-metdxifenila (10); 4-(2-hidroxipropil)-2-metoxifenil (12); acetato de 1-(4-
acetoxi-3-metoxifenil)propano-2-il  (13); 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propano-1,2-diol (14);
diacetato de 3-(4-acetdxi-3-metoxifenil)propano-1,2-di-ila  (15); 2-metdxi-4-(oxiran-2-
ilmetil)fenol (16); acetato de 2-metdxi-4-(oxiran-2-ilmetil)fenila (17); 4-((2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)metil)-metdxifenol (18)] dos vinte e um derivados apresentaram atividade
antimicrobiana, inclusive frente a cepas que a molécula do eugenol se mostrou inativa,
ampliando com isso o espectro de ag&o antibacteriano, sendo que os derivados que apresentaram
menores Concentragdo Minima Inibitdria (500pg/mL) foram as substancias 8 e 16. Quanto a
atividade antioxidante, foi observado que todos os derivados que foram produzidos a partir da
reacdo de acilagdo do grupo hidroxi fendlico resultaram em substancias com acdo antioxidante
muito inferior (1Cs0>200ug/mL) a do eugenol (IC so 4,38ug/mL), demostrando que o grupo
fenol é fundamental para que a molécula apresente a capacidade de captura de radicais livres.
Por outro lado, a modificacdo da ligagdo dupla através de reagdo de adi¢do no grupo alila do
eugenol, apesar de reduzir um pouco a capacidade antioxidante do mesmo (IC so 4,38ug/mL
para IC 50 20 pg/mL no produto de hidratacéo), o efeito € bem inferior ao da mudanga estrutural
do grupo hidréxi, mostrando que mesmo exercendo algum fator de importancia na capacidade
de inibicdo radicalar, o grupo alila ndo é tdo decisivo para essa atividade como grupo hidrdxi.
O extrato enzimatico das cascas da laranja imobilizadas em suporte de alginato de célcio
mostrou-se ativo tanto em reagdes de hidrolise como em reacOes de acetilagdo, apresentando
excessos enantioméricos (ee) superiores a 98% e quimiosseletividade para grupos hidroxi
pertencente a fungéo alcool em detrimento do fenol, bem como regiosseletividade para hidrdlise
de grupos acetoxi, mantendo grupos benzoatos intactos. As enzimas da casca da laranja também
se mostraram efetivas em reacdes de sintese de esteres derivados de alcoois primarios (acetato
de benzila) e pouco efetiva frente a alcoois ciclicos. Também foi verificado a capacidade de
acédo do biocatalisador em diferentes temperaturas (30, 35 e 40°C), boa condicéo de reuso do
biocatalisador além de possibilidade de armazenamento do mesmo. Com isso 0 presente
trabalho resultou na sintese de derivados com efeitos antibacterianos superiores ao produto de
partida, ampliando as possibilidades de uso onde ja sdo relatados efetivos uso do eugenol. Além
de um método eficiente e econdmico de preparacdo de um biocatalisador a partir de um residuo
industrial que séo as cascas das laranjas.

Palavras-chave: Eugenol. Derivados. Antibacteriano. Antioxidante. Biocatalisador. Sintese.



ABSTRACT

The use of natural products as a therapeutic source still consists of the main means to obtain
drugs that are used in the fight against various diseases that affect man and other living things.
Eugenol is a natural substance that has aroused the interest of several researchers in the world
to present a diversity of biological properties, including: Antioxidant, antimicrobial, anesthetic,
analgesic, hepatoprotective, anticoagulant among others. With this, the present work aimed at
the synthesis of eugenol derivatives with subsequent analysis of its antioxidant and antibacterial
activities. A study was also carried out aiming at increasing the number of derivatives produced
by applying enzymes present in the orange peel (Citrus Sinensis), immobilized in a calcium
alginate matrix as a biocatalyst in hydrolysis and esterification reactions. The work resulted in
the synthesis, characterization and purification of twenty-one eugenol derivatives, characterized
using hydrogen and carbon nuclear magnetic resonance spectroscopy, gas chromatography
coupled to mass spectrometry and flame ionization detector, as well as high performance liquid
chromatography. In the antibacterial activity it was observed that ten [4-allyl-2-methoxyphenyl
4-bromobenzoate (8); 4-allyl-3-methoxyphenyl 4-nitrobenzoate (9); 4-allyl-2-methoxyphenyl
cinnamate (10); 4-(2-hydroxypropyl) -2-methoxyphenyl (12); 1- (4-acetoxy-3-methoxyphenyl)
propano-2-yl acetate (13); 3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)propane-1,2-diol (14); 3-(4-
acetoxy-3-methoxyphenyl) propane-1,2-diyl diacetate (15); 2-methoxy-4-(oxiran-2-ylmethyl)
phenol (16); 2-methoxy-4-(oxiran-2-ylmethyl)-phenyl acetate (17); 4-((2,2-dimethyl-1,3-
dioxolan-4-yl)methyl)-methoxyphenol (18)] of the twenty-one derivatives showed
antimicrobial activity, including against strains that the eugenol molecule was inactive, thus
amplifying the spectrum of antibacterial action, and the derivatives with lower Minimal
Inhibitory Concentration (500 pg / mL) were substances 8 and 16. As for the antioxidant
activity, it was observed that all derivatives that were produced from the acylation reaction of
the phenolic hydroxy group resulted in substances with a much lower antioxidant action
(ICs0>200pg / mL) than eugenol (ICso 4.38ug / mL ), demonstrating that the phenol group is
fundamental for the molecule to have the capacity to capture free radicals. On the other hand,
the modification of the double bond by addition reaction in the alug group of eugenol, although
slightly reducing the antioxidant capacity of the same (ICso 4.38 pug / mL for 1Cso 20 pg/mL in
the hydration product), the effect is much lower than that of the structural change of the
hydroxyl group, showing that even though it exerts some importance factor in the radical
inhibition capacity, the allyl group is not as decisive for this activity as the hydroxyl group. The
enzymatic extract from the orange peels immobilized on calcium alginate support was active
both in hydrolysis reactions and in acetylation reactions, presenting enantiomeric excesses (ee)
above 98% and chemoselectivity to hydroxy groups belonging to the alcohol function in
detriment of the phenol, as well as regioselectivity for hydrolysis of acetoxy groups,
maintaining intact benzoate groups. Orange peel enzymes have also been shown to be effective
in ester synthesis reactions derived from primary alcohols (benzyl acetate) and poorly effective
against cyclic alcohols. It was also verified the ability of the biocatalyst to work at different
temperatures (30, 35 and 40 °C), good condition of reuse of the biocatalyst, besides the
possibility of storage of the same. Orange peel enzymes have also been shown to be effective
in ester synthesis reactions derived from primary alcohols (benzyl acetate) and poorly effective
against cyclic alcohols. It was also verified the ability of the biocatalyst to work at different
temperatures (30, 35 and 40 ° C), good condition of reuse of the biocatalyst, besides the
possibility of storage of the same.

Keywords: Eugenol. Derivatives. Antibacterial. Antioxidant. Biocatalyst. Synthesis.
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1. INTRODUCAO

A obtencdo de derivados de produtos naturais atraves de reacOes quimicas com a
finalidade de ampliar determinado efeito terapéutico e/ou minimizar algum efeito colateral de
substancias medicamentosas no organismo € um dos meios mais utilizadas na obtencdo de
novos compostos com potencial farmacoldgico. A sintese do acido acetil salicilico a partir do
acido salicilico visando a reducdo dos danos provocados na parede intestinal pelo segundo é
um exemplo cléssico de modificacdo quimica aplicada a obtengdo de farmacos derivados de
produtos naturais (CHIN e FERREIRA, 1999).

O eugenol é uma substancia presente em varias espécies vegetais que tem sido utilizado
pela medicina tradicional para o combate & vérias enfermidades e usado em odontologia para
procedimentos cirdrgicos dental. Entre as varias atividades biolégicas apresentadas por essa
substancia, a capacidade em capturar radicais livres e o potencial antimicrobiano sdo destaques.
Essas caracteristicas tém levado ao interesse constante para obtencéo de derivados do eugenol
no sentindo de aprimorar seu potencial bioldgico e farmacolégico (KAMATOU, VERMAAK
e VILJOEN, 2012) (PEREIRA, MENDES e LIMA, 2013) (MARTINS, FARIAS, et al., 2016).

As reacOes quimicas cléssicas na obtencéo de derivados a partir de substancias naturais,
ainda constituem uma via alternativa e de interesse para sintese de novas substancias que
possam contribuir para solucionar e/ou minimizar problemas de salde publica. Entre esses
desafios estdo aqueles ocasionados pelos danos provocados pelos radicais livres e por micro-
organismos patogénicos (CETIN-KARACA e NEWMAN, 2015).

O excesso de radicais no organismo estd associado a uma série de enfermidades
(cardiovasculares, envelhecimento precoce, distirbios mentais, etc.) e os micro-organismos,
destacando-se as bactérias patogénicas, tém demonstrado grande capacidade de adquirir
resisténcia aos antibidticos comerciais, levando muitas vitimas a dbito devido a proliferacdo
das chamadas “superbactérias” (BRONDANI, CAETANO, et al., 2008) (MIHAI e POPA,
2015).

Esses exemplos, afora muitos outros, exige da ciéncia, em especial da quimica, o
desenvolvimento de processos que visem a obtencdo de novas substancias capazes de
inibir/reduzir os danos provocados por esses micro-organismos e radicais livres.

Assim, tendo em vista aspectos de importancia econdmica, social e medicinal, o
presente trabalho, em sua primeira parte, enfocou a sintese, purificacdo, caracterizacéo e

avaliagdo do potencial antioxidante e antibacteriano de derivados do eugenol a partir da
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esterificacdo do grupo hidroxi do fenol e adicéo a ligagdo dupla do grupo alila, utilizando
reagdes quimicas convencionais e enzimaticas. Este Gltimo caso, aproveitando fontes vegetais
de baixo custo e facil acesso.

Além das reacBes quimicas convencionais, empregadas para producdo das mais diversas
substancias com as mais diversas finalidades, outra técnica, também seguida ha muito tempo,
tem demonstrado enorme potencial para obtengdo de produtos quimicos de interesse,
principalmente farmacos, tendo sua utilizagdo ampliada nas uUltimas décadas. Trata-se da
tecnologia enzimética, que utiliza catalisadores bioldgicos de fontes naturais variadas (animal,
vegetal, microbiana), na sintese de substincias farmacologicamente ativas (PAQUES e
MACEDO, 2006) (DICOSIMO, MCAULIFFE, et al., 2013) (YOUSEFIA, MOHAMMADI e
HABIBIC, 2014) (MEZTLER, FAIT, et al., 2014).

No Brasil, e em todo o mundo, existem diversos cultivos e numerosas espécies de
vegetais utilizadas com as mais diferentes finalidades, como, alimenticia, cosmeética,
farmacéutica, entre outras. Estudos recentes mostram que o uso de vegetais locais amplamente
disponiveis pode oferecer uma excelente alternativa na obtengdo de intermediarios “chaves”
para a producdo de produtos acabados através de transformagdes quimicas catalisadas por
vegetais, aliado a importantes implicagdes ecoldgicas e econdmicas (FERRAZ, BIANCO, et
al., 2008) (ASSUNCAO, MACHADO, et al., 2008) (ZILINSKAS e SEREIKAITE, 2013)
(SILVA, FERREIRA, et al., 2016).

Grande parte dos compostos biologicamente ativos possuem estruturas quirais, com um
ou mais centros estereogénicos. Assim, a quiralidade tornou-se a forga propulsora para a
quimica organica de sintese, ou seja, a introducao de quiralidade em uma reacéo revestiu-se de
suma importancia. O uso de catalisadores enzimaticos neste aspecto é fundamental visto ser
conhecido a habilidade de fontes naturais em induzir quiralidade (BALDASSARRE,
BERTONI, et al., 2000) (LIN, YOU e CHENG, 2011) (BORDON, VILLALBA, et al., 2015).

Em resumo, os biocatalisadores sdo relativamente abundantes, de baixo custo e de
aspectos quimicos altamente desejdveis como, quimioseletividade, regioseletividade e
enantioseletividade. Essas caracteristicas sdo de fundamental relevancia, pois, frequentemente,
apenas um dos estereoisdbmeros (enantibmeros ou diastereoisdbmeros) apresenta a propriedade
desejada, ao passo que, 0S processos quimicos convencionais, em geral, formam misturas
racémicas e/ou diastereoisoméricas (TAKEMOTO, MATSUOKA, et al, 2000)
(BORNSCHEUER, HUISMAN, et al., 2012) (YADAV e THORAT, 2012) (ZHOU, NI, etal.,
2014).
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Assim, a segunda parte do presente trabalho mostra um esfor¢o no sentido de avaliar
vegetais como biocatalisador em reagdes quimicas que permitam obter produtos de interesse
tecnoldgico, principalmente, medicinal. Esta linha de investigacdo envolveu a aplicacdo do
extrato enzimatico das cascas da laranja (Citrus aurantium) imobilizadas em alginato de célcio
como catalisador em biotransformacdes na resolucéo de misturas racémicas de derivados do

eugenol. Neste caso, aproveitando fontes vegetais de baixo custo e facil acesso.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Inicialmente, foi tragado um esboco geral sobre a importancia dos produtos naturais
como agentes terapéuticos ao longo da histdria até os dias atuais, seu papel central no combate
a vérias enfermidades, seja, na sua forma in natura seja a partir de seus derivados. Em seguida,
um panorama geral sobre o desafio contemporéneo da resisténcia bacteriana e suas
consequéncias, alem do papel fundamental dos antioxidantes nos organismos Vivos.
Finalmente, foram elaboradas consideragfes sobre o potencial do uso de catalisadores

bioldgicos (enzimas) na sintese de derivados biologicamente ativos.

21 O USO DE PRODUTOS NATURAIS E SEUS DERIVADOS COMO FONTE
TERAPEUTICA

Desde os primordios da humanidade o ser humano aprendeu a utilizar os produtos
naturais ndo s6 como fonte de alimento, mais também para o tratamento de enfermidades. A
procurade meios visando evitar e curar doengas pela ingestéo de vegetais diversos, talvez, tenha
sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais com finalidade terapéutica
(VEIGA-JUNIOR, PINTO e MACIEL, 2005). Diversas plantas foram utilizadas por inimeras
comunidades como remeédio para suas enfermidades e como veneno em suas guerras e cagas.
Mesmo nos dias atuais, 0 conhecimento sobre plantas medicinais simboliza, muitas vezes, o
Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (CALDERON, SILVA-
JARDIM, et al., 2009) (CARVALHO, 2004) (AMOROZO0, 1996), além de populacéo carentes
em paises em desenvolvimento.

A importancia dos produtos naturais na sociedade contemporanea, principalmente na
area cientifico e tecnoldgica envolvendo a caracterizagdo de novas substancias com potencial
clinico é atestada pela revisdo de Newman e Cragg (2016), que analisaram o conjunto de drogas
oficiais registradas entre janeiro de 1991 a dezembro de 2014. Nesta revisdo, 0s autores
apontaram que de 136 drogas registradas para o combate ao cancer, 113 (83%) sé&o naturais, ou
foram derivadas de produtos naturais. O placlitaxel (Figura 01) exemplifica o potencial
farmacoldgico de susbtancias naturais, tendo sido isolado a partir da casca da Taxus brevifolia
ou Teixo do pacifico e o uso aprovado em 2014 na india e no Brasil, onde, com 0 nome comum
de taxol, é comercializado como anticancerigeno (NEWMAN e CRAGG, 2016).
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Figura 1 - Taxol - Substancia de origem natural utilizada no tratamento do cancer

Placlitaxel (Taxol)
Fonte: (NEWMAN e CRAGG, 2016)

Substancias com potenciais antibacterianos de origem natural também sdo encontradas
na lista de drogas oficiais usadas no combate ao crescimento bacteriano. A fidaxomicina (Figura
2) € um exemplo de substancia natural, obtida através da fermentacdo do actinomiceto
Dactylosporangium aurantiacum, com uso clinico j& consolidado (NEWMAN e CRAGG,
2016).

Figura 2. Fidaxomicina - Substancia de origem natural utilizada como antibacteriano
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Fonte: (NEWMAN e CRAGG, 2016)

Newman & Cragg (2016) destacam ainda que derivados de compostos naturais tambem
séo usados oficialmente no combate a proliferagdo bacteriana. Somente entre os anos de 2011

a 2014 quatro substancias derivadas de produtos naturais foram registradas (Figura 3).



Figura 3 - Derivados de produtos naturais usados como antimicrobiano
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Fonte: (NEWMAN e CRAGG, 2016)
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No ano de 1998 foi estimado que 60 % dos farmacos antitumoral e anti — infecciosos ja

existentes no mercado ou sob ensaio clinico eram originados de fontes naturais (SHU, 1998).

Nos registros atuais, das 237 drogas utilizadas como agentes anti-infecciosos (antibacteriano,

antifngico, parasitario e antiviral), excluindo as vacinas, reconhecidas pelas principais

agéncias de controle do mundo até dezembro de 2014, 138 (aproximadamente 58,30% do total)

séo produtos de origem natural derivados de produtos naturais, conforme pode ser visualizado

no grafico 01 (Figura 4). Esses dados indicam que essa estratégia de busca por novos farmacos

continua a ser predominante na descoberta e valida¢&o de novas drogas (NEWMAN e CRAGG,

2016).
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Figura 4 - Origem de drogas usadas como anti-infecciosos no mundo

Agentes anti-infecciosos registrados*

06,75 = Natural

= Derivado de produto
natural

Macromoléculas
biolégicas
Sinteticas analoga a
produto natural

= Sintéticas

* Referente ao periodo 1981-2014 (com excecdo das vacinas).
Fonte: (NEWMAN e CRAGG, 2016)

Muitas outras drogas de origem vegetal também devem ser destacadas como agentes
terapéuticos importantes, podendo ser citado como exemplo a digoxina, um glicosideo
cardiotonico isolada de Digitalis lanata e usada no tratamento de problemas cardiacos (Figura
5). A quinina e quinidina (Figura 6) que possui propriedades antitérmicas, antimalérica e
analgésica e é extraida de Cinchona spp., vincristina e vinblastina de Catharanthus roseus,

atropina de Atropa belladona e a morfina e a codeina de Papaver somniferum (RATES, 2001).

Figura 5 - Estrutura quimica do glicosideo cardiotdnico isolado de Digitalis lanata spp.
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Fonte: RATES, 2001
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Figura 6 - Estrutura Quimica da quinina e quinidina isolados do vegetal cinchona.
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Fonte: RATES, 2001

Recentemente, o Laboratério de Biocatélise e Produtos Naturais (LBPN) da
Universidade Federal do Ceard (UFC) publicou trabalhos com resultados promissores sobre
derivados resultantes de modificacdo quimica de substancias de origem natural com objetivo
de potencializar seus possiveis efeitos bioldgicos. Um desses estudos resultou na sintese e
caracterizacdo de derivados do &cido litocdlico (um dos principais acidos biliares excretados
pelos mamiferos) diferentes substancias, entre as quais, o Acido 3o-formil-5p-colano-24-6ico
(Figura 7), que apresentou Concetracdo Minima Inibitéria (CMI) suficiente frente a cepas
bacterianas para que 0s autores sugerissem seu uso potencial na aplicacdo como desinfetantes
e conservantes de alimentos (NASCIMENTO, LEMOS, et al., 2015) .

Figura 7 - Reacdo de sintese de derivados do &cido litocolico

Fonte: Nascimento, et al., (2015)

Outro trabalho, desenvolvido no mesmo laboratério efetuou no isolamento da substancia
natural biflorina, a partir da planta Capraria biflora L. (FONSECA, PESSOA, et al., 2003). A
substancia, ap0s caracterizacdo através de espectrometria foi submetida a modificacbes
estruturais tendo em vista analisar efeitos farmacoldgicos dos seus derivados. Os resultados
alcancados para os estereoisomeros (E/Z) revelou que a atividade antimicrobiana frente ao
micro-organismo Enterococcus faecalis foi duplicada apds a modifica¢do quimica apresentada
na Figura 8, quando comparada com o produto natural (SOUZA, ALMEIDA, et al., 2016).
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Figura 8 - Sintese de derivados da biflorina, substancia isolada da planta Capraria biflora L
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Fonte: (SOUZA, ALMEIDA, et al., 2016)

Os exemplos de muitos anos atras e da atualidade, mostram a inequivoca importancia
dos produtos de origem natural, assim como dos seus derivados, como fonte de substancias
capazes de contribuir decisivamente para o tratamento terapéutico de diversas enfermidades,
incluido o cancer e infeccbes provocadas por micro-organismos patogénicos. Por isso, 0
direcionamento de pesquisas que busquem através da modificacbes quimicas de substancias
naturais encontrar novos agentes terapéuticos capazes de suprir as necessidades farmacéuticas

da humanidade na atualidade, devem ser incentivadas e ainda mais consolidadas.

2.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DO EUGENOL E DERIVADOS

O eugenol (Figura 9), foi isolado pela primeira vez em 1929 e sua producdo comercial
teve inicio nos Estados Unidos em 1940. Pode ser produzido sinteticamente, no entanto é
predominantemente extraido a partir de 6leos essenciais de vérias espécies vegetais, incluindo:
Eugenia caryophyllata, Ocimum sanctum, Ocimum gratissium, Ocimum tenuiflorum, Cassia
fistula, Zieria smitii e Pimenta racemosa. Essa substincia é classificada como um
fenilpropandide do tipo alilfenol e possui aspecto de um 6leo amarelo claro com um odor
caracteristico de cravo e um sabor picante. E uma substancia com inimeras aplicagdes nas
indUstrias farmacéutica, alimenticia, agricola e cosmética (COSTA, 2011) (DANIEL, 2009)
(KAMATOU, VERMAAK e VILJOEN, 2012) (KAUFMAN, 2015).
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Figura 9 - Estrutura da molécula do eugenol
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Fonte: elaborado pelo autor

O eugenol tem sido extensivamente estudado nos Gltimos anos devido aos expressivos
e diversificados efeitos bioldgicos, incluindo capacidade de inibicdo de proliferacdo de
linhagens de células cancerigenas (GHOSH, NADIMINTY, et al., 2005) (PISANO, PAGNAN,
et al., 2007). Também possui uso como anestésico (WAGNER, ARNDT e HILTON, 2002)
além de efeitos antielmiticos, antifungico e propriedades antimicrobianas, todos bastantos
relatada na literatura (HUSSAIN, WADA, et al., 2000) (KARAPMAR e AKTUG, 1987)
(PISANO, PAGNAN, et al., 2007) (DHARA e TRIPATHI, 2013) (HEMAISWARYA e
DOBLE, 2009) (ABBASZADEH, SHARIFZADEH, et al., 2014).

2.2.1 Atividade antimicrobiana

Neste sentido, foi investigada a atividade do eugenol e substancias anélogas (Figura 10),
frente as cepas de fungos de Candida spp. e Microsporum canis, com a conclusdo que 0s
mesmos possuem uso promissor na inibicdo do crescimento dos referidos micro-organismos
(FONTENELLE, MORAIS, et al., 2011).

Figura 10 - Estruturas quimicas da molécula do eugenol e analogas
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Fonte: (FONTENELLE, MORAIS, et al., 2011)



31

Esteres tosilatos derivados do eugenol (Figura 11) foram avaliados quanto a sua
capacidade de inibigdo frente ao fungo Candida albicans. Os resultados demonstraram através
das concentrag@es inibitdrias minimas (CIM) que o micro-organismo apresenta susceptibilidade
aos seis derivados testados, sendo possivel perceber inclusive maior vulnerabilidade dos micro-

organismos aos derivados que ao proprio eugenol. (AHMAD, WANI, et al., 2015).

Figura 11 - Esquema reacional usado para sintese de tosilatos derivados do eugenol
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Fonte: (AHMAD, WANI, et al., 2015)
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Carrasco e colaboradores (2012) realizaram a sintese de nove derivados do eugenol
(Figura 12) e avaliaram o efeito dos mesmos frente a capacidade de inibi¢do ao crescimento
antimicrobiano, sendo que das nove substancias sintetizadas, duas (2 e 4) apresentaram
atividade antimicrobiana frente a C. albicans, Cryptococcus neoformans, S. cerevisiae,

Microsporum, Trichophyton spp.



Figura 12 - Estruturas quimicas da molécula do eugenol e derivados avaliados frente a
capacidade antifungica

DR G
Ho Eugenol Ho

NO,

1
/Oj©i\/
AcO 3 NO,
/OJC[\/
HO NO,
5
NO,
/Ojij/\/ /Ojéi\/
HO' P NO,
/OD/\/
AcO 9
Fonte: (CARRASCO, RAIMONDI, et al., 2012)

2.2.2 Atividade de inibicao de agregacao plaquetaria

32

O éster derivado do eugenol com o &cido acetilsalicilico (Figura 13), apresentou a

capacidade de inibi¢&o da agregacéo de plaquetas concluiu que o mesmo possui efeito positivo

sobre a prevengéo de trombose in vivo, entre outros fatores, devido a capacidade desta inibi¢éo

da agregacdo plaquetaria (MA, LIU, et al., 2015).
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Figura 13 - Ester derivado do eugenol com &cido acetilsalicilico
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Fonte: (MA, LIU, et al., 2015)
2.2.3 Atividade hepatoprotetora

O eugenol apresentou atividade hepatoprotetora em ratos submetidos a doses de
tiacetamida (TA), substancia hepatotdxica, que reconhecidamente provoca danos ao figado.
Quando os animais receberam tratamento prévio com eugenol houve um decréscimo no indice
de peroxidacdo lipidica, reducéo na oxidacdo de proteinas e de marcadores inflamatorios. Esses
resultados sugerem que o eugenol é capaz de reduzir os efeitos toxicos da TA no figado
(BASKARANA, PERIYASAM e, 2010).

2.2.4 Atividade anti-aterogénica

A capacidade anti-aterogénica do eugenol também foi relatada recentemente em estudo
que envolveu a administragéo tanto do eugenol como de extrato vegetal de Piper betle, rico
nessa substancia, em ratos alimentados com uma dieta presumivelmente aterosclerética. Os
resultados apontaram para um efeito anti-aterogénico tanto para o extrato e ainda mais
pronunciado para o eugenol, possivelmente relacionado com seu potencial antioxidante
(VENKADESWARAN, THOMAS e GERALDINE, 2016).

2.2.5 Atividade antihiperglicémica

Avaliagédo do potencial do eugenol como um anti-hiperglicémico demonstrou melhoria
eficaz na hiperglicemia através da inibicdo da gliconeogénese hepética, 0 que promove essa
substancia como um agente terapéutico promissor para prevencao de diabetes tipo 2 (JEONG,

KIM, et al., 2014). Essa indicacdo do eugenol como possivel droga para combate de
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complicagbes de diabetes também foi recentemente relatada na Literatura (PRASAD,
BHARATH e MURALIDHARA, 2016).

2.2.6 Atividade antiviral

A aplicagdo do eugenol em folhas de tomateiros resultou em uma maior resisténcia ao
virus da folha amarela do tomate, micro-organismo que provoca imensas perdas agricolas e que
ndo possui um controle quimico ou bioldgico eficaz. Esses resultados fornecem base para
utilizagdo do eugenol como possivel agente antiviral agricola, o que pode contribuir para a
seguranca alimentar da populagdo ao mesmo tempo que faz uso de uma substancia natural
ambientalmente menos danosa quando comparado com outros agroquimicos (SUN, LV, et al.,
2016).

2.2.7 Atividade anestésica

Estudo avaliando a capacidade anestésica do eugenol frente ao Nephrops norvegicus,
em diferentes concentragBes demonstrou que em uma concentracdo de 300uL/L ja foi suficiente
para provocar a anestesia geral em mais de 50% dos individuos, com tempo de recuperacéo
menor que 12 minutos, indicando que a substancia pode ser utilizada como um anestésico eficaz
para esta espécie (COWING, POWELL e JOHNSON, 2015). A aclo anestésica do
eugenol em peixes comega com a inibi¢do do cortex cerebral (representando a perda tatil), em
seguida atuacdo no ganglio basal e cerebelo (periodo de excitacdo) e finalmente coluna
vertebral (estagio de narcose) (KONG, LIU, et al., 2014).

Trabalhos nesse sentido séo de fundamental importancia tendo em vista que o estresse
provocado na captura, manipulacdo e comercializagdo dos animais pode representar cercar de
30% de mortalidade (COYLE, DURBOROW e TIDWELL, 2004) (LUND, WANG, et al.,
2009) (RIDGWAY, TAYLOR, et al., 2006). Por isso, o efeito sedativo do eugenol na referida
espécie mostra-se de relevante importancia, pois a sedacdo é capaz de reduzir a mortalidade
durante o transporte e manipulagdo da lagosta (BARRENTO, MARQUES, et al., 2011)
(PRAMOD, RAMACHANDRAN, et al., 2010).

Além da propriedade anestésica nos organismos aquaticos, estudos com o objetivo de
avaliar a atividade do eugenol contra bactéria patogénica em peixes (Rhamdia quelen), a

Aeromonas hydrophila e o efeito da aplicacdo da substancia em pardmetros hematoldgicos e
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imunolégicos verificou que o uso do eugenol ndo provocou alteragcbes nos pardmetros
hematoldgicos e imunoldgicos estudados, podendo o mesmo ser utilizado para prevenir e/ou
tratar doencas bacterianas em peixes (SUTILI, KREUTZ, et al., 2014).

2.2.8 Atividade antioxidante

A capacidade de suprimir a cascata de radicais livres, responsaveis pela peroxidacéo
lipidica, foi também atribuida ao eugenol, demonstrando que o mesmo apresenta atividade
antioxidante atraves da sua habilidade na formacdo de complexos com ions metalicos (ITO,
MURAKAMI e YOSHINO, 2005).

Também relacionada com a capacidade antioxidante apresentada pelo eugenol, trabalho
demostrou sua capacidade de inibi¢éo sobre enzimas metaloproteases (MMP-9), sugerindo seu
uso como agente terapéutico promissor na prevencdo de metastases relacionadas ao estresse
oxidativo. A literatura relata que o a expressdo de MMPs estd fortemente associada a
capacidade de invasdo do tumor, reforgando 0 conceito que as mesmas estdo correlacionadas
com o cancer humano (NAM e KIM, 2013).

Além do eugenol, derivados (Figura 14) do mesmo foram relatados na Literatura como
portadores de atividade citotdxica frente a linhagens de células cancerosas MCF-7, oriundas de
paciente com cancer de mama. Os estudos demonstraram que a concentragdo letal para 50%
das células com metastases foi entre 21,7 a 96,9 pg/ml. Resultados estes considerados
promissores (RUDYANTO, WIDIANDANI e SYAHRANI, 2015).
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Figura 14 - Derivados do eugenol testados frente ao potencial citotoxico.
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2.2.9 Atividade anti-inflamatéria

Evidéncias do efeito bioldgico do eugenol sobre lesdo pulmonar aguda apontam que a
substancia provoca a diminui¢do de citotoxinas pré-inflamatorias atuando no processo de
controle inflamatério e no estado redox, sugerindo que o uso do eugenol pode ser benéfica para
o tratamento da lesédo pulmonar (HUANG, LIU, et al., 2015).

Matrizes de bases bioldgicas foram preparadas utilizando derivados do eugenol através
de reagdes fotocatalitica na presenca de tiois e avaliadas quanto ao potencial antibacteriano e
antioxidante. O material obtido apresentou uma capacidade anti-adesdo promissora contra
Staphylococcus Aureus (S.aureus) e Escherichia coli (E. coli), além de boa atividade
antioxidante, sendo capaz de eliminar 90% dos radicais livres avaliados (MODJINOU,
VERSACE, et al., 2016).

A andlise do efeito protetor do eugenol contra a toxicidade em macréfagos induzida por
nicotina, uma substancia que tem sido reconhecida como responsavel pela inducao da producéao
de espécies reativas de oxigénio foi realizada (YILDIZ, ERCAL e ARMSTRONG, 1998). O
trabalho constatou que o uso de eugenol tem potencial aplicagdo como droga terapéutica para
reduzir o estresse oxidativo induzido por nicotina (MAHAPATRA, CHAKRABORTY, et al.,
2009).
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Esse vasto espectro de efeitos bioldgicos apresentados pelo eugenol tem tornado essa
substancia promissora para o desenvolvimento de novos farmacos, tanto buscando ampliar a
aplicabilidade da molécula em si como utilizando-a como precursora de novas substancias
através de modificagBes quimicas em sua estrutura conduzindo a formag&o de seus respectivos

derivados.

2.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A transferéncia de elétrons constitui um dos processos quimicos fundamentais para a
sobrevivéncia das células. Porém essa dependéncia possui um efeito colateral que é a produgéo
de radicais livres e outras Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) que podem causar dano
oxidativo. Os radicais livres sdo 4tomos ou moléculas produzidos continuamente durante os
processos metabolicos e que atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em
algumas reacdes bioquimicas, desse modo desempenhando fungdes relevantes ao metabolismo.
Os radicais livres desempenham varias fun¢fes no organismo vivo, eles encontram-se
envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagéo
intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes (ALVES, DAVID, et al., 2010).

Espécies reativas incluem, em cada grupo, ndo so6 os radicais (02", *OH, NOe), mas
também intermediérios neutros ou carregados (H202, ONOOQO") e outras espécies capazes de
formar radicais livres no organismo humano (102*, Os, Fe, Cu) (Halliwell & Gutteridge, 2007)
(FINKEL e HOLBROOK, 2000).

Em contrapartida o excesso de radicais livres ocasiona efeitos deletérios, tais como
danos ao DNA, proteinas e organelas celulares, como mitocdndrias e membranas, provocando
alteragbes na estrutura e fungOes celulares e, dessa forma, encontram-se envolvidos em
patologias a exemplo de céncer, envelhecimento precoce, doengas cardiovasculares,
degenerativas e neurolégicas, choque hemorragico, catarata, disfungdes cognitivas, entre outras
(GUERRA, 2001) (ZWART, MEERMAN, et al., 1999).

Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais tém sido
desenvolvidas em diferentes centros de estudos devido a sua importancia na prevencdo do
desencadeamento das reagdes oxidativas, tanto nos alimentos como no organismo animal. Os
antioxidantes podem agir retardando ou prevenindo a oxidagdo do substrato envolvido nos
processos oxidativos impedindo a formagéo de radicais livres (HALLIWELL, AESCHBACH,
et al., 1995).
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As substancias que apresentam propriedades antioxidantes sdo capazes de retardar ou
prevenir consideravelmente a oxidac&o de lipidios ou outras moléculas ao inibirem a iniciacdo
ou a propagacdo da reacdo de oxidacdo em cadeia além de prevenirem ou repararem danos
ocasionados as células pelas espécies reativas de oxigénio (CHANWITHEESUK,
TEERAWUTGULRAG e RAKARIYATHAM, 2005) (WU, TUNG, et al., 2005).

2.4 PROCESSOS BIOCATALITICOS: CATALISE ENZIMATICA

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos presentes e essenciais a todos os tipos de
organismos vivos, estando presente desde da menor e mais simples bactéria ao mais complexo
organismo. S8 macromoléculas constituida em sua grande maioria de proteinas, que forma
uma extensa e complexa rede tridimensional sob acéo da qual se processa uma diversidade
grandiosa de reacgGes bioquimicas. Enzimas transformam substancias quimicas especificas em
novas substancias através de processos de quebra de ligacdes e de formacéo de novas ligacoes.

Na digestdo, os processos quimicos séo facilitados pelas enzimas, onde, aceleram a
hidrdlise das gorduras, carboidratos e proteinas em suas partes constituintes. A fabricacdo de
pées, a fermentacdo do suco de uva para producéo de vinho, elaboracéo de cervejas, confeccao
de queijos e produtos lacteos, sdo processos desenvolvidos a milhares de ano que possuem em
comum a dependéncia das enzimas para sua produgéo.

Diversos e importantes fatores contribuem para uma crescente utilizagdo dos
biocatalisadores em sintese organica, seja na pesquisa ou na producdo industrial. Cada vez mais,
certas caracteristicas conhecidas das enzimas, como, por exemplo, a enantioespecificidade e a
biodegradabilidade, soma-se a tendéncia mundial de investimentos em tecnologias mais
econdmica e limpas. As enzimas aumentam a velocidade das reacdes, acelerando-as em até 10'°
vezes (KRAUT, CARROLL e HERSCHLAG, 2003).

As condi¢Ges moderadas de reacdo em que opera a maior parte das enzimas permitem
reduzir as reacbes secundarias, diminuindo a formacdo de subprodutos indesejaveis, a
decomposicao e a racemizagdo de substratos e produtos. Geralmente as enzimas atuam em meio
aquoso, em valores de pH entre 5 e 8 e temperaturas que variam de 20 a 40°C. A capacidade
de diferenciar um dos enantidmeros de um racemato, ou de uma mistura enriquecida em um
dos isdbmeros é uma caracteristica fundamental em &reas em que a pureza 6tica dos produtos é
imprescindivel (BON, FERRARA e CORVO, 2008).
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Essas caracteristicas de seletividade e especificidade em reacbes tornaram esses
biocatalisadores essenciais na sintese de moléculas, especialmente daquelas biologicamente
ativas. Isso por que as substancias com atividade bioldgica frequentemente apresentam centros
assimétricos, ou seja, ttm em sua estrutura um ou mais a&tomos com orientacdo tridimensional
muito bem definida. Qualquer alteragéo nessa orientacéo espacial pode conduzir a sua completa
inativagdo ou ao surgimento de efeitos indesejados. Com a crescente demanda por compostos
opticamente puros como precursores de drogas modernas e a dificuldade na resolucéo de
racematos, as reacOes estereosseletivas passaram a ter especial importancia para a industria
farmacéutica e de quimica fina (COELHO, 2001); (PINHEIRO e FERREIRA, 1998)
(TEIXEIRA e LOURENCO, 2014) (FERRAZ, BIANCO, et al., 2007).

Assim, a quiralidade tornou-se a forga propulsora para a sintese organica e, como é
conhecida h& muito, a habilidade de fontes naturais em induzir quiralidade, as
biotransformagdes usando catalisadores de origem natural tornaram-se de fundamental
importancia na obtengdo de compostos “chaves” como precursores de produtos acabados nas
indastrias farmacéutica, agroquimica e cosmética. Entre os inimeros exemplos, alguns sdo
citados abaixo.

Misturas racémicas de &lcoois propagilicos (Figura 15), que séo importantes
intermedirios de sintese foram submetidos a resolugdo cinética através do uso da enzima lipase
PS-30 obtendo-se excessos enantioméricos de até 97% (CHEN, 2013).

Figura 15- Representagdo de reacdo de acilacdo catalisada por enzima Lipase PS-30
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Fonte: (CHEN, 2013)

O uso catalitico da enzima lipase CALB foi plenamente observado na obtencédo de
compostos organofluor, através de irradiacdo em micro-ondas e usando acetato de vinila como
agente de acetilacdo e tolueno como solvente. A pureza ética foi demonstrada na reagdo, com
excessos enantioméricos (ee) de até 99% foi verificado (RIBEIRO, RAMINELLI e PORTO,
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2013). Resultados como esses sdo fundamentais na obtencdo de substancias com pureza
enantiomérica, no caso dos organosfluorados (Figura 16), em especial, uma vez que 0s mesmos
possuem aplicagBes na industria de agroquimicos, farmacéutica, antibacterianos, antifungicas e
na quimica fina (HIYAMA e YAMAMOTO, 2000).

Figura 16- Reacéo de acilacdo de compostos organofluor catalisada pela enzima CALB.
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Fonte (RIBEIRO, RAMINELLI e PORTO, 2013)

A enzima comercial lipase novozym 435 foi realizada para purificagéo de isosilibinas
pertencentes ao complexo de flavolignanas, extraido das sementes de Silybum marianum (cardo
de leite), uma classe de substancias naturais com destacada agéo anticancer (DEEP, RAINA, et
al., 2008). No procedimento, a de resolucdo enzimatica ocorreu com uma pureza
diastereoisomérica de 95% (GAZAKA, FUKSOVA, et al., 2013). O processo envolveu a
aplicacdo da reacdo de transesterificacdo estereosseletiva catalisada pela enzima no complexo

formado por uma série de estereoisomeros da isosilibina naturais.

2.4.1 Uso de fontes vegetais como biocatalisadores

Um dos trabalhos pioneiros que demonstrou a possibilidade do uso de células de partes
integrais de vegetais como catalisador em reacOes orgénicas foi realizado por (YADAV,
NANDA, et al., 2002), que usou um procedimento experimental simples e de baixo custo,
alcancando bons rendimentos e excessos enantioméricos. O trabalho envolveu a reacdo de
reducdo cetonas alifaticas e aromaticas, fS-cetoésteres e azidocetonas com Daucus carota

(cenoura) (Figura 17).
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Figura 17- Representacdo de reagdo de reducdo catalisada por células vegetais de Daucus

carota.
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Fonte: (YADAYV, NANDA, et al., 2002).

Posteriormente, outras investigagdes usando a espécie Daucus carota em reaces de
biocatélise foram realizadas. Comasseto (2004) explorou a espécie na obtencdo de alcoois
organocalcogeno-a-metilbenzil quirais (COMASSETO, OMORI, et al., 2004) e Ferraz (2008)
obteve a-tetraldis substituidos, amplamente empregados como intermediarios em sintese, a
partir da reducéo de a-tetralonas (FERRAZ, BIANCO, et al., 2008).

Assuncdo e colaboradores (2008) obteve excelentes rendimentos e moderada
enantiosseletividade ao empregar o potencial de enzimas redutases de Saccharum officinarum
(cana de aclcar) como fonte para a reducéo de uma série de cetonas e aldeidos, entre outros
compostos (ASSUNCAO, MACHADO, et al., 2008).

Vérias espécies vegetais também foram exploradas quanto ao seu potencial na reaces
de oxi-reducdo enantiosseletiva de compostos carbonilicos (ANDRADE, UTSUNOMIYA, et
al., 2006). Resultados positivos foram relatados com o uso das cascas do maracuja (Passiflora
edulis) em reacGes biocataliticas (MACHADO, MONTE, et al., 2008) assim como, para 0 uso
do gengibre (Zingiber officinale) em sintese orgénica (ALVES, BERTINI, et al., 2015).

A habilidade de enzimas presentes em células vegetais para reduzir compostos nitros
(Figura 18) de forma regioespecifica e quimioespecifica também é relatado na literatura
(TAVARES, , et al., 2014) (FERREIRA, SILVA, et al., 2012).
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Figura 18- Representacdo de reagdo de reducdo de grupos nitros por células vegetais de

lentilha (Lens culinaris)
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Fonte: (TAVARES, , et al., 2014).

A hidrélise total do 6leo de canola usando sementes de mamona como catalisador,
verificando que a hidrolise total do mesmo foi conseguida a 37,5°C através de metodologia
simples e pratica (AVELAR, CASSIMIRO, et al., 2013). A 4gua de coco também demonstrou
efetiva capacidade em rea¢des de hidrolises de amidas, figura 19, (FONSECA, MONTE, et al.,
2009).
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Figura 19 - Reacdo catalisada pelas enzimas presentes na 4gua do coco.
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Fonte: (FONSECA, MONTE, et al., 2009)
Uma triagem de diferentes vegetais foi avaliado em reacBes de hidrdlise de ésteres
racémicos foi realizado (Tabela 1), identificando conversdes entre 12 e 96% e ee variando de 0

a 100% usando plantas como fonte de biocatalisador (AVELAR, CASSIMIRO, et al., 2013).

Tabela 1- Triagem de vegetais frente a reacdes de hidrolise de ésteres racémicos

Biocatalisador Parte (h) C(%) ee(%)-OAc ee(%)-OH
Maca (frutas) P 5 68 97 55
Salsifies (raiz) P 5 47 13 18
Salsifies (raiz) C 5 26 0 01
Cebola vermelhas (bulbo) C 5 46 59 59
Cebola amarela (bulbo) C 5 28 30 57
Tomate licorossa (fruto) P+C 5 52 59 48
Tomate licorossa (fruto) C 5 43 44 49
Tomate Kumato (fruta) P+C 5 45 30 34
Tomate Kumato (fruta) C 5 44 32 36
Gengibre (raiz) P 5 39 25 39
Gengibre (raiz) C 5 17 11 59
Cenoura (tubérculo) P 5 54 32 27
Cenoura (tubérculo) C 5 37 24 42
Repolho roxo C 5 76 28 08
Laranjas (fruta) P+C 5 78 11 03
Salséo verde (talo) C 24 56 80 32
Salséo branco (talo) C 28 73 95 24
Chicoria C 5 12 02 01
Batata charlotte (tubérculo) P 5 84 96 18
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Batata amandine (tubérculo) P 5 73 88 31
Batata franceline (tubérculo) P 5 71 83 32
Batata corne de gatte (tubérculo) P 5 68 76 36
Batata ratte (tubérculo) P 5 75 91 29
Batata nicolas de (tubérculos) P 5 73 86 31
Batata manon (tubérculos) P 5 83 97 19
Batata bintje (tubérculos) P 5 86 95 16
Beterraba vermelha (raiz) P 2 68 100 41
Beterraba vermelha (raiz) C 4 53 100 66

P =polpa; C = casca
Fonte: (AVELAR, CASSIMIRO, et al., 2013).

Recentemente um trabalho sobre o potencial catalitico das cascas da laranja (Citrus
aurantium) em sintese organica foi demonstrado. ReagBes de hidrélise de ésteres racémicos
foram efetuadas com uso das cascas da fruta como catalisador e apresentaram resultados
promissores tanto com o uso das cascas como com seu extrato aquoso, conforme ilustrado a
seguir (Figura 20) (SILVA, FERREIRA, et al., 2016).

Figura 20- Processos biocataliticos catalisados por Citrus aurantium
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Fonte: Elaborado pelo autor (2016)

a- Corte longitudinal na fruta; b- separacdo manual das cascas; c-trituragdo das cascas em solucgéo
aquosa seguido de filtracdo e centrifugacdo, resultando no extrato bruto enzimatico da laranja (EBEL).
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Desta forma, o objetivo do presente trabalho consiste também em avaliar o potencial
das cascas de Citrus como biocatalisador em reacOes organicas. Dentre as reagdes, a hidrélise
de ésteres aos respectivos alcoois e reagdes de acetilagdo de alcoois primérios e secundarios.
As reaces serdo processadas tanto com derivados do eugenol produzidos inicialmente por via
quimica convencional como com outros substratos com potencial valor econdmico e

académico.

2.5 MICRO-ORGANISMOS: IMPORTANCIA, CONTROLE E PATOGENICIDADE

As doencas infecciosas estdo associadas diretamente a um elevado nimero de
patologias que afetam negativamente a salde humana desde a antiguidade. Um expressivo
numero das doencas infecciosas é causada por bactérias. As infeccdes causadas por esses micro-
organismos podem ser prevenidas, controladas e tratadas por meio de substancias
antibacterianas, um grupo de compostos conhecidos como antibiGticos (GUIMARAES,
MOMESSO e PUPO, 2010).

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como bactericidas, quando
causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do crescimento
microbiano.

Ao longo da historia a sintese e descoberta de antibi6ticos tem sido dificil e teve
momento marcante quando Alexander Fleming, em 1928, descobriu acidental a penicilina
(figura 21). Uma placa de cultura da bactéria Staphylococcus de um experimento foi deixada,
acidentalmente, em sua bancada de trabalho, durante um periodo de férias de duas semanas e
tornou-se contaminada com Penicillium Notatum. Ao retornar das férias Fleming encontrou a
placa e notou que em torno do crescimento das bactérias havia um halo verde-amarelo, com
cores bem distintas. “O Staphylococcus foi capaz de se reproduzir ao longo da placa, exceto
perto da se¢do contaminada com fungos; Fleming postulou que Penicillium foi de alguma forma

capaz de inibir o crescimento bacteriano (JBPML, 2009).
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Figura 21- Estrutura da penicilina

OH

Fonte: (JBPML, 2009)

Mais de uma década se passou ap6s a descoberta de Fleming, quando uma equipe de
pesquisadores bioquimicos, Ernst Chain e Florey Howard, da Universidade de Oxford,
purificaram e isolaram a penicilina. No ano 1940 a literatura j& relatava que camundongos
infectados por uma dose letal de streptococus, podiam ser curados com a penicilina. Pesquisas
com pacientes comegaram imediatamente, e em um 1943 foi publicado um artigo de Florey,
que descreveu o incrivel sucesso usando-se a penicilina para tratar soldados feridos no norte de
Africa (JBPML, 2009).

Nas décadas de 40 e 50 varios antibioticos foram descobertos através de triagens de
produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes para o tratamento de bactérias
Gram positivo, destacando-se:

e [-lactamicos, (cefalosporina)

¢ Aminoglicosideos (estreptomicina)
e Tetraciclinas (clortetraciclina)

e Macrolideos(eritromicina)

e Peptideos (vancomicina)

Destaca-se que durante esse periodo (1940-1950) apenas trés derivados sintéticos foram
introduzidos no mercado: isoniazida, trimetropim e metronidazol (SILVER, 2011).

De 1960 a 1980 foram introduzidos no mercado de antibi6ticos semissintéticos eficazes
para o tratamento de patégenos Gram positivo e Gram negativo, andlogos aos antibioticos
naturais ja existentes. A maioria deles foi obtida a partir de protdtipos naturais microbianos,
como (GUIMARAES, MOMESSO e PUPO, 2010) (PEREIRA-MAIA, SILVA, et al., 2010):

e Derivados B-lactdmicos (andlogos de penicilina)
0 Cefalosporina

o Acido clavulanico
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0 Aztreonam
e Anélogos da tetraciclina
o Doxiciclina
0 Minociclina
e Derivados aminoglicosidicos
o0 Gentamicina
0 Tobramicina

0 Amicacina)

Entre 1980-2000 as principais ferramentas utilizadas para a busca de novos antibioticos
foram a gendmica e isolamento e modificacdo de compostos. Por exemplo, a Tigeciclina
(Figura 22), um derivado semissintético da minociclina, que contém o grupo N,N-
dimetilglicilamido e apresenta 6tima atividade antibacteriana contra bactérias resistentes as
primeiras tetraciclinas (SHLAES, 2006). Porém, houve uma reducdo dramatica na identificacéo
de novos prototipos antibioticos, a0 mesmo tempo em que ocorreu um aumento na incidéncia

de resisténcia bacteriana.

Figura 22- Estrutura quimica da Tigeciclina

Fonte: (SHLAES, 2006)

O Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) de Atlanta, nos Estados Unidos,
define que microrganismos resistentes sdo aqueles que ndo apresentam sensibilidade a uma ou
mais classes de antimicrobianos (OLIVEIRA e SILVA, 2008). Sob a perspectiva laboratorial,
entende-se como o crescimento de uma bactéria in vitro na presenca de concentracdes sericas
de antibidtico ou quando se mostram resistentes a duas ou mais classes de drogas que
interfeririam em suas funcbes de crescimento e, as quais seriam habitualmente sensiveis
(MARTINS, AZEVEDO, et al., 2001) (AZEVEDO, 2005).
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Em meados dos anos de 1950, foram encontrados 0s primeiros registros de surtos por
Staphylococcus aureus resistentes a penicilina em ambiente hospitalar, fato consolidado quando
na década de 1960 surgiu o primeiro caso de resisténcia as recém descobertas penicilinas -
lactamicas, como a meticilina, reconhecendo-se, entdo, no final da década de 1970, as cepas
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) como uma pandemia. Em 2002 nos
Estados Unidos, foi descrito o primeiro caso de resisténcia total do Staphylococcus aureus a
vancomicina (COHEN e TARTASKY, 1997) (ALANIS, 2005) evidenciando, assim, uma
situacdo ainda distante de controle.

Desta forma, a resisténcia bacteriana emerge como um problema mundial de saide
publica atraindo a atencdo de 6rgdos governamentais nacionais e internacionais como: Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, Brasil), Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o
Centro de controle e Prevencdo de Doenga (CDC, USA) e associacdes de controladores de
infeccBes hospitalares, além da industria farmacéutica internacional (HAMBRAEUS, 2006)
(BECKER, HU e BILLER-ANDORNO, 2006).

O relatério da Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2014) destaca que o uso de drogas
antibacterianas se tornou generalizada ao longo de vérias décadas (embora 0 acesso equitativo
a medicamentos antibacterianos esta longe de estar disponivel em todo o mundo), e estas drogas
tém sido amplamente utilizadas tanto nos seres humanos como em animais para producéo de
alimentos favorecendo a seleccdo e propagagdo de bactérias resistentes. Consequentemente,
drogas antibacterianas tem se tornado menos efetivas ou até mesmo ineficaz, resultando em
uma situacdo de emergéncia a seguranca sanitaria mundial que esta rapidamente superando as
opcdes de tratamento disponiveis.

A OMS afirma ainda que desenvolvimento de novos drogas para uso como
antibacterianos esté inferior a necessidade atual, especialmente para o tratamento de bactérias
entéricas Gram-negativas, enquanto, considera-se que a investigagdo sobre tratamentos para
substituir drogas antibacterianas ainda esta nas fases iniciais. Situa¢fes sdo cada vez mais
comuns em que ocorrem casos de bactérias que sao resistentes a maior parte, ou mesmo a todos,
os medicamentos antibacterianos disponiveis, causando infec¢des graves que recentemente
eram facilmente tratavel.

Isto significa que o progresso na medicina moderna, que conta com a disponibilidade
de medicamentos anti-bacterianos efetivo, estd agora em risco, tal como exemplificado em as

seguintes situagdes:
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o Cistite, uma das mais comuns de todas as infec¢cdes bacterianas em mulheres, antes
tratada por via oral, podem passar ao tratamento por vias injetaveis, impondo custos
adicionais a pacientes e sistemas de salde, ou, até mesmo, tornar-se intratavel.

e InfecgOes comuns em cuidados neonatais e intensivos estdo cada vez mais se tornando
dificeis de tratamento, sendo, impossiveis.

¢ Os pacientes que receberam o tratamento contra cancer, transplantes de 6rgéos e outras
terapias avangadas, sdo particularmente vulneraveis a infec¢do. Quando o tratamento de
uma infecgdo falha em tais pacientes, a infecgéo é susceptivel de risco de vida, podendo
ser fatal.

e Preparados antibacterianos utilizados para prevenir infeccdes de sitios cirdrgicos no

pés-operatdrio tornaram-se menos eficazes ou ineficazes.

Os dados representados na tabela 2 sistematiza o panorama da complexidade atual em
nivel global quanto ao surgimento de bactérias resistentes aos antibiodticos clinicamente
disponiveis (OMS, 2014).
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Tabela 2- Numero de casos de resisténcia bacteriana a antibioticos relatados.

Resisténcia relatada para cada combinagdo de bactéria-antibacteriano®

N° de dados relatados com base em pelo menos isolados/N°total de pedidos de cada

combinagéo

Africa  Américas EMR EUR SEAR WPR Total relatado
Escherichia coli / 32 geracgdo cefalosporinas® 13/19 14/15 5/7 35/36 5/5 14/19 86/101 (85%)
Escherichia coli / fluoroguinolonas® 14/19 16/16 5/7 35/35 5/5 17/20 92/102 (90%)
K. pneumoniae /32 geracdo cefalosporinas 13/16 17/17 5/7 33/37 4/5 15/17 87/99 (88%)
K. pneumoniae / Carbapenema® 417 17/17 5/7 31/35 4/5 10/12 71/83 (86%)
Resistente a meticilina S. aureus (MRSA) 9/15 15/17 5/7 36/37 3/4 17/19 85/99 (86%)
S. pneumoniae néo sensivel ou resistente 5/14 15/21 3/5 31/35 2/5 11/18 67/97 (69%)
a penicilina
Nontyphoidal Salmonelas / fluoroquinolonas 9/19 13/20 4/5 29/30 2/4 11/13 68/91 (75%)
Espécies de Shigella / Fluoroquinolonas 4/12 14/19 2/3 10/12 0/2 5/9 35/57 (61%)
N. gonorrhoeae / 32 geragao cefalosporinas 2/10 4/12 2/3 17/22 5/7 12/21 42175 (56%)
N°total de dados com base em 30 isolados 73/131 125/154  36/51 257/279  30/42 112/147 Total 636/805 (79%)

(56%) (81%)  (71%) (92%)  (71%)  (76%)

Fonte: (OMS, 2014) AFR,Regido da africa AMR/PHO, Regido das américas/ Organizacdo Pan americana de salde; EDCD, Centro Europeu de Prevencao e Controle.;EMR,
Regido do mediterraneo oriental; EUR, Regido Européia; SEAR, Regido do sudeste Asiatico; WPR; Regido do pacifico ocidental. a. Nem todos os paises retornou informagdes
para todas as combinagdes: b. 3? geragdo cefalosporinas mencionadas em dados nacionais obtidos sdo ciprofloxacina; Gatifloxacina; Levofloxacin; moxifloxacina; Norfloxacina;
Ofloxacina; pefloxacina; refloxacin e esparfloxacina: ¢. Fluoroquinolonas mencionadas em dados nacionais obtidos sdo ciprofloxacina, Norfloxacina ou Ofloxacina: d.
Carbapenemas mencionadas em dados nacionais obtidos sdo imipenem, meropenem, doripenem ou ertapenem.
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3. OBJETIVO (S)

3.1. GERAL

Realizar a sintese e caracterizagdo estrutural de derivados do eugenol e verificar o seu

perfil reacional frente a processos biocataliticos realizados pelo extrato da casca da laranja

(Citrus sinensis).

3.2. ESPECIFICOS

Realizar reacOes de esterificacdo do eugenol com diferentes anidridos e &cidos;
carboxilicos visando a produgao dos respectivos ésteres derivados;

Realizar reagdes de adicéo a dupla ligagdo do eugenol;

Purificar os produtos reacionais através de técnicas cromatogréaficas;

Caracterizar os derivados através de analises espectrométricas;

Avaliar o potencial antioxidante dos derivados obtidos a partir do eugenol;

Verificar o potencial antibacteriano dos derivados obtidos a partir do eugenol;
Obtencéo de extrato da casca da casca da laranja como fonte de biocatalisadores;
Imobilizar o extrato da casca da laranja em matriz de alginato de célcio;

Submeter os derivados obtidos a partir do eugenol a processos biocataliticos catalisados
pelo extrato da casca da laranja imobilizado (ECLI) em esferas de alginato de célcio;

Avaliar a quimio, regio e enantiosseletividade do ECLI frente aos derivados do eugenol.



CAPITULO 1

SINTESE E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL
DE DERIVADOS DO EUGENOL
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mencionado anteriormente, a primeira parte da tese enfocou a sintese de
derivados do eugenol por via quimica cléssica, sequido de avaliacdo do potencial antioxidante
e antibacteriano destes derivados. A segunda parte envolveu a investigagdo do uso de cascas da
laranja (Citrus aurantium) usando enzimas imobilizadas como catalisador em

biotransformagdes na resolucéo de misturas racémicas de derivados do eugenol.
4.1 SINTESE DE ESTERES DERIVADOS DO EUGENOL

A obtencéo dos ésteres derivados do eugenol foi realizada partindo-se de duas rotas
de sintese, uma utilizando anidridos de &cido carboxilico em reagdes catalisadas por piridina,

representada na Figura 23.

Figura 23-Reacdo de esterificacdo do eugenol com anidridos de acidos

le) / o /
Piridina
—»
O
v
HO O ?
E R— )\
° o R
1-R= -CHj4 2-R= -CH,CH,CH, 3-R= -CH,CH,CH,CH,CH3;

Fonte: elaborado pelo autor (2017)

Os rendimentos alcangados (Tabela 3) foram inversamente proporcionais ao tamanho

da cadeia alquila do anidrido, logo, o anidrido acético apresentou maior rendimento (88%).

Tabela 3- Rendimento das reaces de esterificagdo do eugenol com anidridos de acidos

carboxilicos
Anidrido Rendimento (%)
Acético 88
Butandico 72
Hexandico 60

Fonte: dados da pesquisa
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4.2 CARACTERIZAGCAO DOS DERIVADOS 1-3

A caracterizagdo e pureza dos compostos produzidos foram verificadas através de
espectroscopia no infravermelho (IV), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de 3C e H.
4.2.1 Acetato de eugenila (1)

O derivado 1, acetato de eugenila, apresentou um espectro de infravermelho
consistente com o esperado (Figura 22) exibindo uma banda intensa em 1762cm™ caracteristica
do grupo C = O de éster. Em adicdo, foi observado o desaparecimento do sinal largo em

3514cm™ referente ao estiramento da ligagdo do grupo O-H presente no eugenol.

Figura 24- Espectro de infravermelho do eugenol (A) e do acetato de eugenila (B)
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A andlise por espectrometria de massas (Figuras 25e 26) também é coerente com o

produto, apresentado o ion molecular em m/z 206 e pico base em m/z 164 (M — 42, H,C=C=0).

Figura 25- Espectro de massa do eugenol
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 26- Espectro de massas do acetato de eugenila (1)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN !H de 1, figura 27, também mostrou os sinais relacionados ao
acetato de eugenila, com destaque para o singleto intenso em 2,34 ppm referente aos hidrogénio
metilicos do grupo acetila, no espectro de RMN *H.



Figura 27- Espectro de RMN 1H (CDCI3, 300MHz) do acetato de eugenila (1).
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Os 12 sinais de carbonos esperados para o0 acetato de eugenila foram observados no

espectro de RMN **C de 1 (Figura 28), com destaque para o sinal do grupo carbonila do éster

em 169,0 ppm.



Figura 28- Espectro de RMN C (CDCls;, 300MHz) do acetato de eugenila (1).
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Fonte: elaborado pelo autor

4.2.2 Butanoato de eugenila (2)
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O espectro infravermelho do butanoato de eugenila (Figura 29), 2 confirmou a reagéo

de acilacdo devido a auséncia da banda de estiramento da ligacdo H-O presente no espectro do

eugenol, contudo ausente no do éster. O sinal intenso em 1760cm™ é referente ao estiramento

da ligagdo C=0 da carbonila do derivado formado
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Figura 29- Espectro de Infravermelho do butanoato de eugenila.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de massas (Figura 30), apresentou o pico ion molecular em m/z 234

conforme esperado para a massa molar da substancia produzida.

Figura 30 - Espectro de massa do butanoato de eugenila (2)

100 -

140

1

4 91104121
soll g 65y s w1 g 3
e . e e e e O

1 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 30 400 430 40 490

Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN *H (Figura 31) de 2 apresentou os sinais correspondentes aos
diferentes tipos de hidrogénio da molécula com destaques para os dois tripletos em,
aproximadamente, 2,10 e 1,10 ppm, devidos ao hidrogénios metilénicos e metilicos dos

carbonos alfa e gama em relagéo ao grupo carbonila, respectivamente.
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Figura 31- Espectro de RMN 1H (CDCI3, 300MHz) do butanoato de eugenila (2)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN 13C (Figura 32) do derivado 2 apresentou 14 sinais de carbono,
quatro a mais do que o eugenol, referente a entrada do grupo butanoila na molécula. A ligagao
C=0 do éster apresentou deslocamento quimico em 172,0 ppm.



Figura 32- Espectro de RMN *3C (CDCls, 300MHz) do butanoato de eugenila (2)
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.3 Hexanoato de eugenila (3)

r-2000
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A anélise cromatogréfica e os dados espectroscopicos do hexanoato de eugenila

confirmaram sua sintese e pureza. O espectro de infravermelho (Figura 33) mostra a auséncia
1760 cm™

do estiramento da ligagdo O-H do fenol e a presenca de pico intenso em

confirmando a presenca da carbolina do éster formado.
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Figura 33- Espectro de infravermelho do hexanoato de eugenila (3)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de massas registrou o pico do ion molecular em m/z 262, conforme
esperado e, 0 pico base em m/z 164 (M — C¢H100), justificado pela perda da cadeia acila através

de fragmentac&o tipo McLafferty e/ou ainda rearranjo de quatro centros (Figura 34).

Figura 34- Espectro de massas do hexanoato de eugenila (3)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN *H (Figura 35) de 3 apresentou os sinais correspondentes aos
diferentes tipos de hidrogénio da molécula com destaques para os dois tripletos em,
aproximadamente, 2,10 e 0,98 ppm, devidos ao hidrogénios metilénicos e metilicos dos

carbonos alfa e dmega em relagdo ao grupo carbonila, respectivamente.
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Figura 35- Espectro de RMN 1H (CDCI3, 300MHz) do hexanoato de eugenila (3)
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Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de RMN *3C de 3 (Figura 36) é possivel identificar o sinal dos 16 4&tomos
de carbono, entre eles, o sinal com deslocamento quimico de 172,0ppm referente a carbonila

do éster formado.
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Figura 36- Espectro de RMN *3C (CDCls, 300MHz) do hexanoato de eugenila (3)
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Fonte: Elaborado pelo autor

A segunda rota de sintese utilizada para obtencéo dos ésteres derivados do eugenol
foi através da esterificacdo do eugenol com diferentes &cidos carboxilicos, representada na
figura 37, em reacdo catalisada por dicicloexilcarboimida (DCC) e dimetilaminopiridina
(DMAP) utilizando diclorometano (DCM) como solvente. Com essa metodologia foram

preparados seis derivados (4-9) do &cido benzoico com o eugenol

Figura 37- Esquema reacional dos ésteres derivados do eugenol (4-9) através de esterificacdo

com &cidos carboxilicos.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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A sintese destes esteres (4-9), figura 38, foi efetuada obtendo-se rendimentos
diferentes de acordo com a alteracdo do substituinte R presente no anel aromatico do &cido
carboxilico. Relativamente ao éster 4 (R = H), foi observado que as conversdes mais
satisfatorias foram verificadas para grupos retiradores de elétrons (grupo NO-), com destaque
para 6 (R=F), onde a reagdo se processou em um menor tempo e levou a um maior rendimento
(Tabela 4).

Tabela 4- Rendimento das reaces de esterificagdo do eugenol com diferentes 4cidos
carboxilicos.

Esteres Grupo R Rendimento (%)
4 -H 66
5 -CH3 62
6 -F 80
7 -Cl 78
8 -Br 75
9 -NO: 70

Fonte: dados da pesquisa
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Figura 38 - Estruturas quimicas dos ésteres derivados do eugenol formados (4-9).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Além das reacfes empregando acidos carboxilicos com diferentes grupos na posicdo

para, dois outros ésteres do eugenol foram produzidos usando &cidos carboxilicos nos quais o

grupo carboxila ndo esta diretamente ligado ao anel aromatico. Estes &cidos foram o 4cido trans-

cindmico e o acido 2-(4-isopropilfenil) propanoico (ibuprofeno) (Figura 39). O primeiro

apresenta emprego na industria de perfumaria e como fungicida. O segundo é um anti-

inflamatorio ndo esteroidal de amplo uso no combate a dor, febre e inflamagéo.
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Figura 39- Reacdo de sintese dos ésteres (10-11) derivados do eugenol com o acido cindmico

e ibuprofeno.
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Fonte: Elaborado pelo autor
4.2.4 Benzoato de eugenila (4)

Os dados espectroscopicos obtidos foram consistentes com a estrutura benzoato de
eugenila (4). O espectro de massa (Figura 40) apresentou o ion molecular com m/z de 268,

compativel com massa molecular do benzoato de eugenila e o pico base em m/z 105 (C7HsO").

Figura 40. Espectro de massa do benzoato de eugenila (4)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN H (Figura 41) registrou os sinais devidos aos hidrogénios

aromaticos (8H) e olefinicos (3H), com destaque para os dois hidrogénios da parte benzoil orto
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ao grupo carbonila, com sinal centrado em 8,20 ppm (2H) e multiplicidade dubleto largo (J =
8,0 Hz). No espectro de RMN *C (Figura 42) foram registrados os dez sinais referentes aos
dois nucleos arométicos, com o deslocamento quimico do grupo carbonila do éster em 162,5
ppm. Ambos os espectros (RMN H e *C) demonstram a existéncia de uma mistura (aprox. 1

: 1) constituida do produto 4 e do reagente acido benzdico, ndo esterificado.

Figura 41- Espectro de RMN H (CDCls, 300MHz) do Benzoato de eugenila (4)
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 42- Espectro de RMN *3C (CDCls, 300MHz) do benzoato de eugenila (4).
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Fonte: Elaborado pelo autor
4.2.5 4 -Metilbenzoato de 4-alil-2-metoxifenil (5)

O espectro de massas (Figura 43) de 5 exibiu o pico em m/z 282 correspondente ao
ion molecular, assim como, o pico base em m/z 119 (HsCCsHsCO™) devido a um cation estavel

resultante de processo caracteristico de fragmentacéo.

Figura 43- Espectro de massas do 4-metilbenzoato de 4-alil-2-metoxifenil (5)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN *H (Figura 44) de 5 apresentou os sinais compativeis com o éster
5, com destaques para o duplo dubleto em 8,11 (2H, 9,0 Hz) e 7,30 ppm (2H, 9,0 Hz) e 0
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singleto em 2,40 ppm (3H). Os dois dubletos séo caracteristicos de sistema aromético para

substituido, enquanto, o singleto é referente ao grupo metila no carbono C-4 do sistema benzoil.

Figura 44- Espectro de RMN 'H (CDCls;, 300MHz) do 4-metilbenzoato de 4-alil-2-metdxifenil
(5).
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN *3C (Figura 45) de 5 apresentou os 15 sinais referentes aos 15

carbonos magneticamente diferentes, com o sinal do carbono carbonilico do éster em 165,0

ppm.



70

Figura 45- Espectro de RMN 3C (CDCl;, 300MHz) do 4-metilbenzoato de 4-alil-2-

metdxifenila (5)
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Fonte: Elaborado pelo autor
4.2.6 4 -Fluorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenil (6)

O espectro de massas (Figura 46) de 6 exibiu o pico em m/z 286 correspondente ao
fon molecular e o pico base em m/z 123 (FCsHsCO™) devido a um cétion estavel resultante de

processo caracteristico de fragmentacéo.

Figura 46- Espectro de massas do 4-fluorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (6)
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O espectro de RMN H (Figura 47) de 6 apresentou os sinais caracteristicos e
complexos resultantes de acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos entre si (3J) e com o
atomo de fltor (34J) na parte benzoil da molécula. Os dois hidrogénios orto a carbonila com
sinais multiplos em torno de 8,15 ppm néo sdo equivalentes, em consequéncia da influéncia do

atomo de flUor.

Figura 47- Espectro de RMN 1H (CDCI3, 300MHz) do 4-fliorobenzoato de 4-alil-2-

metdxifenila (6)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN 3C (Figura 48) apresentou os sinais esperados para o derivado 6,
alguns ligeiramente desdobrados devido novamente a influéncia do atomo de fluor. O carbono

carbonilico da funcéo éster originou sinal em 164,6 ppm.



Figura 48- Espectro de RMN C

metdxifenila (6)
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4.2.7 4-clorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenil (7)
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4-fllorbenzoato de 4-alil-2-

O espectro de massa (Figura 49) do derivado 7 exibiu dois picos em m/z 302 (M) e

m/z 304 (M + 2) com intensidade relativas 3:1 ao nivel do ion molecular, caracteristico de

molécula contendo atomo de cloro (*Cl e *’Cl). Esta caracteristica foi também observada no

processo de fragmentagdo demonstrado pelo registro dos picos mais intensos no espectro em
m/z 139/141 (CIC7HsCO™) com intensidades relativas de 3:1.

Figura 49- Espectro de massas do 4-clorobenzoato de 4-alil-2-metoxifenil (7).
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A analise do espectro de RMN *H de 7 (Figura 50) permitiu identificar os hidrogénios
aromaticos no intervalo de deslocamento quimico entre 6,57 e 8,20 ppm, bem como, a presenca
do anel aromético para substituido através dos dois dubletos em 8,15 (2H, 9,0 Hz) e 7,48 ppm
(2H, 9,0 Hz). Os sinais para todos os outros hidrogénios podem ser facilmente identificados no
espectro.

Figura 50- Espectro de RMN 'H (CDCls;, 300MHz) do 4-clorobenzoato de 4-alil-2-
metoxifenila (7)

r8s0

S e e o == [T R L

750

500

o]
450
o F400

350

@ @ m @ w0 T o =1
[ & a & @ & & 50
- - o - o - m i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2
ppm

Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN 3C (Figura 51) de 7 apresentou os quinze sinais esperados para
0 composto 7, destacando-se o sinal da carbonila do éster com deslocamento em 164,0 ppm. O
espectro permitiu ainda, reconhecer os seis sinais (164,2, 151,2, 140,1, 139,4, 138,2 e 128,2

ppm) de menores intensidades devidos aos seis a&tomos de carbonos néo hidrogenados.
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Figura 51- Espectro de RMN 3C (CDCl;, 300MHz) do 4-clorobenzoato de 4-alil-2-

metoxifenila (7)
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.8 4-bromobenzoato de 4-alil-2-metoxifenil (8)

O espectro de massa (Figura 52) do derivado 8 exibiu dois picos em m/z 346 (M) e

m/z 348 (M + 2) com intensidade relativas 1:1 ao nivel do ion molecular, caracteristico de

molécula contendo atomo de bromo ("Br e Br). Esta caracteristica foi também observada no

processo de fragmentagdo demonstrado pelo registro dos picos mais intensos no espectro em

m/z 183 e m/z 185 (BrCsHsCO™) com intensidades relativas de 1:1.

Figura 52- Espectro de massas do 4-bromobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (8)
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A analise do espectro de RMN *H de 8 (Figura 53) permitiu identificar os hidrogénios
aromaticos no intervalo de deslocamento quimico entre 6,57 e 8,20 ppm, bem como, o anel
aromatico para substituido através dos dois dubletos em 8,05 (2H, 9,0 Hz) e 7,65 ppm (2H, 9,0

Hz). Os sinais para todos os outros hidrogénios podem ser facilmente identificados no espectro.

Figura 53- Espectro de RMN H (CDCl;, 300MHz) do 4-bromobenzoato de 4-alil-2-

metoxifenila (8)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN C (Figura 54) de 8 apresentou os sinais esperados, destacando-
se o sinal da carbonila do éster com deslocamento em 164,0 ppm. O espectro permitiu ainda,
reconhecer os seis sinais (164,3, 151,2, 139,4 138,3, 137,2 e 128,6 ppm) de menores

intensidades devidos aos seis atomos de carbonos ndo hidrogenados.
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Figura 54- Espectro de RMN *C (CDCls, 300MHz) do 4-bromobenzoato de 4-alil-2-

metoxifenil (8)
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.9 Caracterizacao do 4-nitrobenzoato de 4-alil-3-metoxifenila (9)

O espectro de massas (Figura 55) de 9 exibiu o pico correspondente ao ion molecular

em m/z 313 e o pico base em m/z 150 (O2NCsHsCO") devido a um cétion estavel resultante de

processo caracteristico de fragmentacéo.

Figura 55- Espectro de massa do 4-nitrobenzoato de 4-alil-3-metoxifenila (9)
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Fonte: Elaborado pelo autor
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O espectro de RMN *H (Figura 56) de 9 apresentou sinais consistentes com o produto.
Os sinais dos hidrogénios arométicos foram registrados na faixa de 6,80 a 8,40 ppm, com
destaque para a absorgdo intensa em 8,33 - 8,40 ppm, resultante da superposicéo parcial de dois
dubletos (J = 8,8 Hz), um atribuido aos dois hidrogénios orto a carbonila e outro aos dois

hidrogénios orto ao grupo nitro, no sistema aromatico 1,4-dissubstituido.

Figura 56- Espectro de RMN H (CDCl;, 300MHz) do 4-nitrobenzoato de 4-alil-2-
metoxifenila (9)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os sinais no espectro de RMN *3C (Figura 57) sdo compativeis com o produto 9, onde
aparecem destacados 0s sinais dos carbonos metinicos orto & carbonila e orto ao grupo nitro
(123,7 e 131,6 ppm, respectivamente), o sinal do carbono ndo hidrogenado sustentando o grupo
nitro (151,0 ppm) e o sinal do carbono carbonilico (163,2 ppm).
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Figura 57- Espectro de RMN C (CDCl;, 300MHz) do 4-nitrobenzoato de 4-alil-2-

metoxifenila (9)
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Fonte: Elaborado pelo autor
4.2.10 Caracterizacdo do cinamato de 4-alil-2-metoxifenila (10)

O espectro de massas de 10 (Figura 58) apresentou o pico ion molecular em m/z 294
e 0 pico base em m/z 131, este Ultimo devido ao fragmento CsHsCH=CHCO", resultante de

fragmentagéo caracteristica, como nos casos anteriores.

Figura 58- Espectro de massas do cinamato de 4-alil-2-met6xifenila (10)

100 TH
- l
o
- /
o
1
7
st ) 2
35 b 63 L 115 1499 184y joq o 201 250 263 27 2

0 30 50 70 %0 110 130 150 190 190 210 230 250 270 280 310 330 350 370 30 410 430 450 470 490

Fonte: Elaborado pelo autor
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O espectro de RMN *H (Figura 59) de 10 evidenciou os sinais de todos os atomos de
hidrogénio, com destaque para os sinais em 6,72 (d, 1H) e 7.92 ppm (d, 1H) dos hidrogénios
olefinicos em acoplamento trans (15,0 Hz).

Figura 59- Espectro de RMN H (CDCls, 300MHz) do cinamato de 4-alil-2-metéxifenila (10)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN de *3C (Figura 60) de 10 exibiu os dezessete sinais previstos,
quatorze deles devidos a carbonos sp?, exceto o carbono carbonilico, com deslocamento

quimico em 165,0 ppm.



80

Figura 60- Espectro de RMN *3C (CDCls, 300MHz) do cinamato de 4-alil-2-metoxifenila (10)
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Fonte: Elaborado pelo autor
4.2.11 Caracterizacdo de 2-(4-isopropilfenil)propanoato de 4-alil-2-metdxifenila (11)

A caracterizagdo do composto 11 através de espectrometria de massa apresentou o
perfil de fragmentacdo demonstrado na figura 61, com pico ion molecular em m/z 352 e pico

base em m/z 188, condizente com a saida do grupo eugenila da molécula 11 (M-164).

Figura 61-Espectro de massas de 2-(4-isopropilfenil)propanoato de 4-alil-2-metdxifenila (11)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN H (Figura 62) de 11 apresentou sinais plenamente condizentes,
permitindo identificar todos os &tomos de hidrogénio. Por exemplo, com relagdo aos
hidrogénios aromaticos, os dois dubletos (J = 7,9 Hz) em 7,37 (2H) e 7,18 (2H) do anel para

substituido e, um dubleto (J = 8,9 Hz) em 6,88 ppm (1H) juntamente com um multipleto
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centrado em 6,75 (2H), para os hidrogénios da parte eugenila. Em relacdo aos hidrogénios
alifaticos, o quarteto (J = 7,0 Hz) em 4,00 ppm (1H) do hidrogénio metinico benzilico e alfa a
carbonila e o dubleto (J = 7,0 Hz) em 2,51 ppm (2H) dos hidrogénios metilénicos do grupo

isobutila.

Figura 62- Espectro de RMN 'H (CDCls, 300MHz) do 2-(4-isopropilfenil) propanoato de 4-

alil-2-metoxifenila (11).

NN N EOOTO O R DN O T TR NI T NANOOEMNOO BMMN O BN QMM HAOD T Mo oGO0 00T ¢ o

BRI e O AR R ARG S 000000 GR~ER TN NN T 0G0 NN DLV LDVARR TR T
AN T A T R T P A A A A L L R R L T R A B bb el 2550500 |40
1300
1280
F260

OCH,
240
o]
220
o

200
N 180

100
a0

60

ka0
L -
M ’
T
& 3 3
S
6.0

20

191
234-{
i

105
198

T T T T T T T T T T T T A
8.0 7.5 70 6.5 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de RMN C (figura 63) de 11 foram registrados todos os 15 sinais
esperados para a molécula, entre ele, seis de carbonos sp, sendo dois em torno de 43,00 ppm.

O sinal do carbono carbonilico do éster ndo conjugado em 173 ppm.
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Figura 63- Espectro de RMN **C (CDCls, 300MHz) do 2-(4-isopropilfenil) propanoato de 4-

alil-2-metoxifenila (11).
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4.3. SINTESE DE DERIVADOS DO EUGENOL ATRAVES DE REACOES DE ADICAO

Outra abordagem de sintese realizada neste trabalho foi a obtencdo de derivados do
eugenol atraves de reagBes de adi¢do na ligacdo dupla do grupo alila. Foram produzidos alcoois,

epdxidos, didis geminais e cetais, conforme esquematizado abaixo (Figura 64).

Figura 64- Esquema reacional da sintese de derivados do eugenol por meio de reacéo de adi¢do
a dupla ligagdo seguido de acetilagéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.1 Caracterizagdo 4-(2-hidroxipropil)-2-metoxifenol (12)

O espectro de massa (Figura 65) do produto 12 permitiu sua caracterizagéo tendo em
vista, sobretudo, o registro do pico em m/z 182 devido ao ion molecular e outros dois picos
principais, m/z 138 (M — H.C=CH-OH) via fragmentacdo tipo Mc Lafferty e m/z 137 (M -
HsC-C"H-OH) através de ruptura da ligacdo benzilica e a,f relativa ao grupo hidroxila, ambos

originados a partir do ion molecular.
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Figura 65- Espectro de massa de 4-(-2-hidroxipropil)-2-metéxifenol (12)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN H (Figura 66) de 12 exibiu sinais inequivocos para todos os
hidrogénios, em particular, da parte modificada quimicamente. Assim, foram observados 0s
sinais dubleto do grupo metila em 1,25 ppm (3H), dois dubletos de dubletos centrados em 2,61
(1H,J=13,6 5,2 Hz) e 2,74 (1H, J = 13,6 e 4,2 Hz) originados pelos hidrogénios metilénicos

diasteriotépicos e um multipleto em 3,98 ppm (1H) dado pelo hidrogénio carbindlico.

Figura 66- Espectro de RMN *'H (CDCls, 300MHz) de 4-(-2-hidroxipropil)-2-metoxifenol
(12).
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMNC (Figura 67) mostrou os dez sinais da estrutura de 12, com
destaque para o sinal com deslocamento quimico em 69,0 ppm referente ao carbono sp?

oxigenado.
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Figura 67- Espectro de RMN *C (CDCls, 300MHz) de 4-(-2-hidroxipropil)-2-metoxifenol (12).
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.2. Caracterizacdo do acetato de 1-(4-acetoxi-3-metoxifenil)propano-2-il (13)

O espectro de massa (Figura 68) de 13 mostrou pico do ion molecular em m/z 266
concilidvel com um di-acetato (acetilacdo dos grupos hidroxila alcodlico e fendlico). O pico
base m/z em 164 (Ci0H1202), perda de fragmentos neutros oriundos dos grupos acetoxila,
possivelmente, através de rearranjos [M — 60 (CH3CO2zH) — 42 (CH2=C=0)].

Figura 68- Espectro de massa do acetato de 4-(2-acetdxipropil)-2-metdxifenila (13).
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN *H (Figura 69) de 13 exibiu sinais inequivocos para todos os
hidrogénios, em particular, das partes modificadas quimicamente. Assim, foram observados 0s
sinais dubleto (J = 6,3 Hz) do grupo metila em 1,23 ppm (3H), dois dubletos de dubletos
centrados em 2,72 (1H,J=13,7e4,7 Hz) e 2,93 (1H, J = 13,7 e 6,5 Hz) devidos aos hidrogénios

metilénicos diasteriotopicos e um multipleto em 5,10 ppm (1H) dado pelo hidrogénio metinico



86

ligado ao grupo acetoxila; dois singletos em 2,00 (3H) e 2,29 (3H) originados pelos hidrogénios

metilicos dos grupos acetoxila.

Figura 69- Espectro de RMN 'H (CDCls, 300MHz) do acetato de 4-(2-acetoxipropil)-2-

metoxifenol (13).
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN *3C (Figura 70) mostrou todos os sinais referentes ao derivado 13
(além de pequenos sinais devidos ao &cido acético e ao anidrido acético) com destaque para 0s
sinais do carbono sp® oxigenado em 71,5 ppm e dos carbonos carbonilicos dos grupos acetoxila
em 169,3 e 170,7 ppm.
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Figura 70- Espectro de RMN ¥C (CDCls, 300MHz) do acetato de 4-(2-acetoxipropil)-2-

metoxifenol (13).
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.3. Caracterizacdo do 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propano-1,2-diol (14)

No espectro de massa (Figura 71) de 14 foram registrados como principais, o pico do
ion molecular ([M*198]) e 0 pico base em m/z 137 ([M — HOCHCH,OH]) resultante de ruptura
da ligagdo que é, simultaneamente, benzilica e alfa-beta relativamente a um dos grupos

hidroxila, gerando um céation benzila.

Figura 71- Espectro de massa do 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propano-1,2-diol (14)
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O espectro de RMN H (Figura 72) de 14 exibiu sinais inequivocos para todos os
hidrogénios, em particular, das partes modificadas quimicamente. Assim, foram observados
dois dubletos de dubletos em torno de 2,62 (1H, J=13,7 e 4,2 Hz) e de 2,75 ppm (1H, J = 13,7
e 5,7 Hz) devidos aos hidrogénios metilénicos carbinolicos diasterotopicos; dois dubletos de
dubletos emtorno de 3,42 (1H, J=11,7 e 4,9 Hz) ede 3,47 ppm (1H, J=11,7 € 5,5 Hz) devidos
aos hidrogénios metilénicos benzilicos diastareotdpicos e, um multipleto em 3,80 ppm (1H)

dado pelo hidrogénio metinico carbindlico.

Figura 72- Espectro de RMN 1H (CDCI3, 300MHz) do 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propano-

1,2-diol (14)
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Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de RMN 13C (Figura 73) de 14 foram registrados os dez sinais esperados,
ressaltando aqueles referentes aos carbonos alifaticos oxigenados com deslocamentos quimicos
em 66,7 ppm (-CH2-OH) e 71,7 ppm (-HC-OH).
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Figura 73-Espectro de RMN C (CDCls, 300MHz) do 3-(4-hidroxi-3-metéxifenil)propano-
1,2-diol (14)
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.4. Caracterizacdo do diacetato de 3-(4-acetoxi-3-metdxifenil)propano-1,2-di-ila (15).

O espectro de massa (Figura 74) do composto 15 exibiu o pico do ion molecular em
m/z 324, compativel com sua massa molecular e, o pico base em m/z 222 (C12H140s), resultante
de fragmentacdo com perdas de moléculas neutras (M — 60 — 42, CH3;CO2H e H.C=CO,

respectivamente).

Figura 74- Espectro de massas do diacetato de 3-(4-acetdxi-3-metoxifenil)propano-1,2-di-ila
(15).
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O espectro de RMN H (Figura 75) de 15 exibiu sinais inequivocos para todos os
hidrogénios. Assim, a analise do espectro no tocante a parte alifatica, mostrou: dois dubletos de
dubletos parcialmente superpostos com absorgdes na faixa de 2,80 a 2,95 ppm atribuidos aos
hidrogénios benzilicos diasterotopicos; dois dubletos de dubletos, um em 4,03 (1H,J=12,0¢€
6,0 Hz) e outro em 4,24 (1H, J = 12,0 e 3,2 Hz) devidos aos hidrogénios diasterotopicos do
carbono ligado a um dos grupos acetoxila; multipleto em 5,25 ppm dado pelo hidrogénio
metinico no carbono ligado a um grupo acetoxila; singletos em 2,03, 2,00 e 2,11 ppm devidos

aos hidrogénios metilicos dos trés grupos acetoxila.

Figura 75- Espectro de RMN 'H (CDCls, 300MHz) do diacetato de 3-(4-acetoxi-3-
metoxifenil)propano-1,2-di-ila (15).
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Fonte: Elaborado pelo autor

No espectro de RMN *3C (Figura 76) de 15 foram registrados os dezesseis sinais
esperados, ressaltando aqueles referentes aos carbonos carbonilicos em 169,3, 1704 e
170,8ppm.



91

Figura 76- Espectro de RMN C (CDCls;, 300MHz) do diacetato de 3-(4-acetoxi-3-
metoxifenil)propano-1,2-di-ila (15).
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Fonte: Elaborado pelo autor
4.3.5. Caracterizacéo do 2-metdxi-4-(oxiran-2-ilmetil)fenol (16).

O espectro de massa (Figura 7) de 16 registrou o pico do ion molecular em m/z 180,
conforme esperado e o pico do ion base em m/z 137 [M — 43 (C2H30)'] resultante de

fragmentacéo benzilica.

Figura 77- Espectro de massas do 2-metdxi-4(oxiran-2-ilmetil)fenol (16).
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O espectro de RMN *H (Figura 78) como destaque o sinal dubleto de dubleto dos
atomos de hidrogénios metilénicos diastereotdpicos do grupo oxirano (ep6xido) apresentando

deslocamento centrado em 2,62 e 2,74ppm.

Figura 78- Espectro de RMN 'H (CDCls, 300MHz) de 2-metoxi-4-(oxiran-2-ilmetil)fenol (16)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN 13C (Figura 79) apresentou os 10 sinais esperados para o derivado
16 onde os carbonos do grupo oxirano apresentaram deslocamentos quimicos em 46,9 (CH) e
52,8 ppm (CH).
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Figura 79- Espectro de RMN 3C (CDCls, 300MHz) do 2-metdxi-4-(oxiran-2-ilmetil)fenol (16)
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4.3.6. Caracterizacdo do acetato de 2-meto6xi-4-(oxiran-2-ilmetil) fenila (17)

2000

O espectro de massa (Figura 80) de 17 registrou o pico do ion molecular em m/z 222,

conforme esperado; um intenso pico em m/z 180 [M - 42 (H.C=C=0)] e o pico do ion base em
m/z 137 [C7H702CH.": M — 42 (H2C=C=0) - 43 (C2H30)"].

Figura 80- Espectro de massas do acetato de 2-metoxi-4-(oxiran-2-ilmetil) fenila (17)
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4.3.7. Sintese de derivados do eugenol a partir da reacdo de formacdo de cetais com

aldeidos e cetonas.
Em experimentos separados, o composto 14 foi submetido a reacdo com benzaldeido
e com propanona na presenca do cloreto de zinco (ZnClz) como catalisador formando,
respectivamente, o cetal 18 e o acetal 19. A seguir, estes produtos foram acetilados (anidrido

acético / piridina), resultando nos respectivos acetatos em suas formas racémicas (Figura 81).

Figura 81- Reacdo de sintese de cetais a partir de derivado do eugenol (14) produzindo os

derivados 18, 19, 20 e 21.
Propanona ou Anidrido acético/ O
benzaldeldo P]ndma
ZnClz O m
Rq

18 R;=R,=-CHj;4 20 R;=R,= -CH;
19 R;=H e Ry=-C¢H; 21 Rj=He R,=-C4H;
Racémico Racémico

Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.7.1 Caracterizagdo do 4-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-metoxifenol (18)

O espectro de massas (Figura 82) de 18 registrou, entre outros, o pico do ion molecular

em m/z 238, assim como, o pico do ion base (CsHyeO>") em m/z 101.

Figura 82- Espectro de massa de 4-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-metdxifenol (18).
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN H (Figura 83) de 18 exibiu sinais inequivocos para todos os
hidrogénios. Assim, a analise do espectro no tocante a parte alifatica, mostrou: dois singletos

em 1,36 (3H) e 1,44 (3H) dos hidrogénios dos grupos metila do sistema cetal; dubletos de
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dubletos em torno de 2,70 ppm (1H, J = 13,7 e 7,0 Hz) e de 2,94 ppm (1H, J = 13,7 ¢ 5,9 Hz)
devidos aos hidrogénios benzilicos diasterotopicos; dois tripletos largos, um em torno de 3,64
ppm (1H) e outro em torno de 3,96 ppm (1H) devidos aos hidrogénios diasterotdpicios do
grupo oximetileno do sistema cetal; e multipleto em 4,27 ppm (1H) dado pelo hidrogénio

metinico dos sistema cetal.

Figura 83- Espectro de RMN 'H (CDCls, 300MHz) do 4-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-
il)metil)-metdxifenol (18).
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de RMN 3C (Figura 84) de 18 apresentou 0s 13 sinais esperados, com
destaques para os dois sinais dos carbonos metilicos em 25,8 e 27,2 ppm, para os carbonos sp®
oxigenados (CH em 76,8 e CH2 em 69,0 ppm) e para o sinal em 109,3ppm (- O — C — O), todos

do sistema cetal.
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Figura 84- Espectro de RMN !C (CDCls, 300MHz) do 4-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-

il)metil)-metdxifenol (18).
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.7.2 Caracterizacgdo do acetato de 4-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-metdxifenila (19)
O espectro de massas (Figura 85) de 19, mostrou o pico do ion molecular em m/z 280,

assim como, o pico do ion base (CsHgO2") em m/z 101, além de intenso pico em m/z 43, todos

compativeis com o produto de acetilagéo de 18.

Figura 85- Espectro de massas do acetato de 4-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-

metoxifenila (19)
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Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3.7.3 Caracterizagdo do 4-((2-metil-2-fenil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-metdxifenol (20).

A obtencdo de acetal a partir 14 na reacdo com o benzaldeido conduziu a sintese de
compostos diastereoisdmericos (Figura 86). O cromatograma (Figura 87) do produto (20) de

reacéo exibe dois picos, cada um representando um par de enantiomero (20a/20b e 20c/20d).

Figura 86- Reacédo de formag&o de cetais a partir do derivado 14 e do benzaldeido produzindo

20.
HaCO
OH
OH
HO

14
o}

AlCL,

- /%\O HsCO. (o
HY N\ _ A 1 H\\\\\ D
o] o %
HO H Ho H

20a R®9) 200 SR

HCO. o H;CO. ,//I}<\O
Y
HO H HO H

200 Y 204 &

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 87- cromatograma dos cetais produzidos a partir do derivado 14 e do benzaldeido
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O espectro de massa (Figura 88) de 20 além do pico relativo ao ion molecular esperado
([M* 286]) exibiu outros picos importantes indicativos de fragmentos concordantes com a
estrutura geral do acetal, tais como, m/z 149 ([CoHeO2]"*), 137 ([CsHgO2]") e 91 ([C7H7]").

Figura 88- Espectro de massas do 4-((2-metil-2-fenil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-metoxifenol
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E
ANTIOXIDANTE DO EUGENOL E DERIVADOS
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5. AVALIACAO DAS ATIVIDADES DO EUGENOL E DERIVADOS

Depois de realizado a sintese e caracterizacdo dos derivados do eugenol, foram
realizados os ensaios para verificar o potencial antibacteriano e antioxidante, fazendo uma
analise comparativa com a molécula precursora do eugenol. As anélises foram efetuadas no
laboratério de microbiologia do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande, campus Apodi (IFRN/AP).

5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS DERIVADOS DO EUGENOL PRODUZIDOS
(1-21)

Apos a sintese dos derivados 0os mesmos foram avaliados quanto a sua capacidade de
inibir o crescimento bacteriano frente a bactérias gram (+) e gram (-) pelo método do disco
difuséo que verifica a regido de inibicdo de crescimento bacteriano em torna da substancia

aplicada em papel filtro de 6 mm de didmetro (Figura 89).
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Figura 89- Etapas envolvidas na avaliacdo do halo de inibicdo apresentado pelos derivados
sintetizados a partir do eugenol.

A. Aplicacdo da Cultura B. Inser¢o dos discos com
bacteriana bsténcias analisadas

C. Placas com meio de cultura, bactéria e substancias

D. Halo de inibicdo formado

Fonte: Elaborado pelo autor
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Os resultados apresentados na tabela 5 apresentam o halo de inibigdo para cada

substancia testada frente a cada bactéria.

Tabela 5- Halos de inibicdo (mm) apresentados pelo eugenol e derivados frente a diferentes
bactérias.

Substancia Halo de inibagdo (mm)
Pseudomona  Escherichia  Staphylococcus  Streptococcus  Klebsiella Bacillus
aeruginosa coli aureus pneumoniae  cereus
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 12
5 0 0 0 6 0 12
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 12 6 0 0 0
9 0 0 0 1 0 0
10 0 0 0 12 6 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 10 0 0
13 0 0 0 12 0 8
14 0 0 0 9 0 0
15 0 12 0 10 6 0
16 0 0 10 10 15 20
17 6 0 10 6 12
18 0 0 0 9 0
Metileugenol 0 0 0 0 0 0
Eugenol 12 0 0 6 11 12
Isoeugenol 0 0 12 0 0 0
Tetraciclina 0 10 20 10 9 10

Fonte: dados da pesquisa

O halo de inibigdo demonstra o quanto determinada substancia tem potencial de inibir
0 crescimento microbiano, sendo que de forma geral a literatura considera como substancia com
potencial antibacteriano moderado aquelas que exibem halos de inibicdo maior que 7mm e
menor que 16. Ja as substancias que exibem halos superiores a 16mm séo consideradas
potenciais antibacterianos e as que apresentam halo menor que 7mm consideradas inativas
(HAMED, MEHDAWI, et al., 2013) (STILTS, BEZOTTE e FONTAINE, 2015).

Considerando essa classificagdo pode-se inferir que o derivado 16 possui efeito
antibiotico forte frente as bactérias Klebsiella pneumoniae e Bacillus cereus. Ja frente as
bactérias Streptococcus e Staphylococcus aureus essa substancia possui efeito antibidtico

moderado, sendo inativa para as bactérias Escherichia coli e Pseudomona aeruginosa.
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Outra observagdo marcante que pode ser destacada é referente ao fato que o derivado
16 apresentou halos de inibic&o superiores ao do eugenol, substancia precursora, resultando em
maior sensibilidade para essas bactérias. Contudo, essa modificacdo estrutural com a inser¢o
do epdxido na molécula do eugenol tornou o derivado resultante inativo frente a bactéria
Escherichia coli, sendo que o eugenol possui efeito antibacteriano moderado para esse
microrganismo. Ou seja, a transformacgdo quimica do eugenol no respectivo derivado 16
resultou em um composto com agdo antibacteriana maior, porém com um espectro de acéo
menor tendo em vista que o eugenol apresentou efeito inibitorio para quatro cepas bacterianas

e a substancia 16 para trés, conforme resumido na Tabela 6.

Tabela 6- Comparagéo da agdo antibacteriana entre o eugenol e o derivado 16.

Substancias

Caracteristica HO:@\/\ _°
apresentada
\O \ ©

HO

Eugenol
20
Sensibilidade Atividade sobre 4 cepas Atividade sobre 3 cepas
bacteriana bacterianas bacterianas
Halos de inibicéo 6al2 10a20

(mm)

Fonte: dados da pesquisa

Um estudo recente sugeriu a atividade antimicrobiana para a molécula do eugenol
frente a cepas Escherichia coli e Staphylococcus aureus com halos de inibicdo de 9,25 e
7,75mm de didmetro (SANTOS, ANDRADE, etal., 2017). Os resultados experimentais obtidos
no presente estudo ndo evidenciaram atividade para essas cepas, contudo, ressalta-se que os
autores citados aplicaram uma quantidade de amostra nos discos mais que 13 vezes superior
(3mg) ao praticado no presente estudo (0,2mg), o que pode ter resultado na referida zona de
inibicdo relatada naquele trabalho.

Outro derivado que apresentou efeito antibacteriano moderado foi a substancia 15, ou
seja, o diol vicinal obtido a partir da abertura do epdxido seguido de acetilacdo dos grupos
hidroxi presente na molécula. Esse derivado apresentou halos de inibicdo de 12mm para
Escherichia coli, e 10mm para a Streptococcus. Quando comparado com a molécula precursora,

eugenol, percebe-se que o derivado 15 apresentou acéo frente a cepas bacterianas que o eugenol
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ndo apresentou (Escherichia coli), resultando por isso em uma substancia mais seletiva. Ja
quanto a bactéria Streptococcus o derivado 15 apresentou inibicdo mais pronunciada do que o

eugenol (6mm).

Tabela 7- Comparagéo do efeito antibacteriano entre o eugenol e o derivado 15.

Substancias

Caracteristica Ho J\
A .
apresentada :@\/\ m
\O \ 0

° hd
E 1
ugenol /K is
o]

Sensibilidade Atividade sobre 4 cepas Atividade sobre 3 (2)
bacteriana bacterianas cepas bacterianas
Halos de inibicéo 6al2 6al2
(mm)

Fonte: dados da pesquisa

Apesar de ndo terem apresentado um espectro de agdo muito amplo sobre o
crescimento das bactérias estudadas, os derivados 4 e 5 também evidenciaram atividade
antibacteriana, tabela 8. O 4 com halo de inibicdo de 12mm frente a bactéria Bacillus cereus e
5 além de apresentar este mesmo halo frente a mesma bactéria demonstrou acdo inibitoria

também frente a cepa bacteriana Streptococcus.
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Tabela 8- Comparagéo do efeito antibacteriano entre o eugenol e os derivados 4 e 5.

Substancias
Caracteristica ”°:©\/\ DN/ DN/
apresentada N ©)k ﬁ
eugenol 4 5
Sensibilidade  Atividade sobre 4  Atividade sobre  Atividade sobre 2(2)
bacteriana cepas bacterianas 1(1) cepas cepas bacterianas
bacterianas
Halos de

inibicéo 6al2 12 6el2

(mm)

Fonte: dados da pesquisa

O derivado 8, obtido através da reacdo de esterificacdo do eugenol com o 4cido 4-
bromobenzdico apresentou atividade antimicrobiana frente as cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus com halos de inibigdo de 12 e 6mm, respectivamente. Destaca-se que
apesar desse derivado possuir um espectro menor de agdo, pois s foi ativo para duas cepas
enquanto o eugenol foi para quatro, o derivado apresentou agédo em cepas na qual o eugenol
demonstrou-se inativo, evidenciando que a modificacdo quimica resultou em substancia com
maior especificidade que a molécula original (eugenol). A anélise comparativa resumida pode

ser visualizada na Tabela 9.

Tabela 9-Comparacéo do efeito antibacteriano entre o eugenol e o derivado 8.

Substancias

Caracteristica ”°:©\/\ QN/
apresentada ~ N /@)k

eugenol
8
Sensibilidade Atividade sobre 4 cepas  Atividade sobre 2 cepas
bacteriana bacterianas bacterianas
Halos de inibicdo (mm) 6al2 6el2

Fonte: dados da pesquisa
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O derivado 9, formado através da esterificacdo do acido 4-nitrobenzdico com o
eugenol apresentou efeito inibitério apenas frente a cepa de Streptococcus, contudo a zona de
inibicdo foi maior (11 mm) que para o eugenol (6 mm) para esta bactéria, demonstrando que
apesar de possuir espectro de acdo menor, para a bactéria em questdo, o potencial inibitorio foi

92% maior que o eugenol.

Tabela 10- Comparacéo do efeito antibacteriano entre o eugenol e o derivado 9.

Substancias

Caracteristica “O:©\/\ :@/\/
apresentada o
p G N /@)‘\

eugenol 9
Sensibilidade Acéo sobre 4 cepas Acéo sobre 1(1) cepas
bacteriana bacterianas bacterianas
Halos de inibicéo 6al2 11

apresentados (mm)

Fonte: dados da pesquisa

O éster cinamato de eugenila, derivado 10, também apresentou atividade
antibacteriana, sendo ativo frente as cepas bacterianas de Streptococcus e Klebsiella
pneumoniae, com halos de inibi¢do de 12 e 6mm, respectivamente. Observa-se para a bactéria
Streptococcus o potencial antibacteriano do derivado foi 100% superior ao do eugenol. Contudo
para Klebsiella pneumoniae foi inferior. Ou seja, isso evidencia que 10 possui espectro de agao
menor que o eugenol, pois, € ativo frente a um menor nimero de bactérias, contudo, mostra

maior especificidade para a Klebsiella pneumoniae.
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Tabela 11- Comparacéo do efeito antibacteriano entre o eugenol e o derivado 10.

Substancias

Caracteristica HO:@\/\ |
N °
apresentada \/\Q:
p \O X . )‘\/\Q

eugenol
10
Sensibilidade Atividade sobre 4 cepas  Atividade sobre 2(2) cepas
bacteriana bacterianas bacterianas
Halos de inibicéo 6al2 6el2

(mm)

Fonte: dados da pesquisa

Outro estudo recente realizou a sintese de ésteres e éteres derivados do eugenol sendo
que os esteres 5, 6, 7, 8 e 9 coincidem com os produzidos no presente estudo. Pérem, os autores
citados realizaram a sintese dos mesmos partindo-se do eugenol e dos haletos de &cidos
correspondentes, enquanto o atual estudo optou por reacéo de esterificagcdo do eugenol com os
respectivos acidos carboxilicos catalisada por dicloexilcarboimida (DCC) e dimetilamino
piridina (DMAP). Apesar das rotas de sintese serem diferentes, os rendimentos apresentados
foram semelhantes. Com relag&o a avaliagdo antibacteriana, realizada também por disco difuséo
naquele trabalho, os resultados demonstraram halos de inibic&o entre 6 e 11mm (RAHIM,
ASARI, et al., 2017).

A substéncia 12, originada a partir da reacdo de hidratacdo do eugenol também
apresentou halo de inibicdo, com atividade para a bactéria Streptococcus, com zona de inibi¢éo
de 10mm, superior ao apresentado pelo eugenol (6mm), tabela 12. Nota-se que o derivado 12
além de possuir para determinada bactéria capacidade inibitoria superior ao do eugenol, o
mesmo ainda possuir polaridade significativamente mais elevada, resultando em molécula de
carater mais hidrofilico. Esse fato € bastante requerido em agentes terapéuticos, pois 0 aumento
do grau de polaridade da molécula resulta em uma maior solvatacdo da mesma em meio aquoso,
podendo contribui para aumento biodisponibilidade do medicamento bem como facilidade na
sua eliminacdo e outras consequéncias vinculadas a modificagdo molecular (CHUNG e
FERREIRA, 1999) (BLAU e MENEGON, 2006) (AVER, KREUTZ e SUYENAGA, 2015).
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Tabela 12- Comparacdo do efeito antibacteriano entre o eugenol e o derivado 12.

Substancias

Caracteristica HO:@\/\ °
apresentada ~, § o

HO
12

eugenol
Sensibilidade Atividade sobre 4 cepas Atividade sobre 1(1)
bacteriana bacterianas cepas bacterianas
Halos de inibicéo 6al2 10

(mm)

Fonte: dados da pesquisa

Apos realizacéo da sintese 13, que se constitui no derivado acetilado de 12, a avaliagéo
antibacteriana mostrou que além de manter o efeito inibitoria ja apresentado por 12 frente a
bactéria Streptococcus o mesmo também mostrou atividade frente a bactéria Bacillus cereus,

com halo de inibi¢do de 8 mm.

Tabela 13- Comparacdo do efeito antibacteriano entre o eugenol e o derivado 13.

Substancias

Caracteristica “OD\/\ OAc
OAC
apresentada
p . N _

O

eugenol 13
Sensibilidade Atividade sobre 4 cepas  Atividade sobre 2(2) cepas
bacteriana bacterianas bacterianas
Halos de inibicéo 6al2 8e10

(mm)

Fonte: dados da pesquisa

O derivado 14, que se constitui um diol vicinal formado a partir da reagédo de
epoxidacdo do eugenol seguido de hidrolise alcalina demonstrou atividade frente a bactéria
Streptococcus, apresentando halo de inibicdo de 9 mm, ainda que tenha resultado em uma

substancia com espectro de aplicacdo antimicrobiana menor do que o eugenol, para essa
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bactéria em especifico o derivado resultou em potencial inibitério maior que a molécula
precursora.

Destaca-se ainda que 14 possui hidrofilicidade diferente do eugenol, caracteristica
essa que pode ser importante e diferencial em tratamentos terapéuticos, uma vez que fatores
como intimamente relacionados com estrutura molecular podem afetar sua bioatividade.
Serafim et al. (2011) destacou que o desenvolvimento de novos farmacos desempenhar papel
central na resolugdo de problemas relacionados aos farmacos atuais, tais como: alterar a
farmacocinética do farmaco in vivo, para melhorar sua absorcéo, distribuicdo, biotransformagéo
e excregdo; diminuir sua toxicidade e os efeitos adversos; aumentar sua especificidade e tempo

acéo e sua solubilidade e estabilidade .

Tabela 14- Comparacdo do efeito antibacteriano entre o eugenol e o derivado 13.

Substancias

Caracteristica “O:©\/\ mo”
apresentada ~, N Ho -

eugenol 13
Sensibilidade Atividade sobre 4 cepas  Atividade sobre 1(1) cepas
bacteriana bacterianas bacterianas
Halos de inibicéo 6al2 9

(mm)

Fonte: dados da pesquisa

O derivado 18, que foi gerado a partir da reagéo de formacéo de cetal do derivado 14
com a propanona apresentou halo de inibigdo de 9 mm para bactéria Streptococcus, zona igual

a 14 e superior ao eugenol (6 mm).
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Tabela 15- Comparacdo do efeito antibacteriano entre o eugenol e o derivado 18.

Substancias

Caracteristica HO:@\/\ -
O
apresentada
p \O \ 07<

HO

eugenol
18
Sensibilidade Atividade sobre 4 cepas  Atividade sobre 1(1) cepas
bacteriana bacterianas bacterianas
Halos de inibicéo 6al2 9

(mm)

Fonte: dados da pesquisa

Além dos derivados produzidos avaliou-se também o potencial antibacteriano dos
analogos do eugenol, metileugenol e isoeugenol. Este apresentou-se ativo frente ao crescimento
da cepa bacterioldgica de Staphylococcus aureus, sendo neste caso mais especifico que o
eugenol que néo apresentou halo de inibicdo para essa cepa, tabela 16. O metileugenol, assim

como os derivados 1, 2, 3, 6, 7 e 11 ndo apresentara halos de inibi¢éo para as bactérias testadas.

Tabela 16- Comparacéo do efeito antibacteriano entre o eugenol e isoeugenol.

Substancias

Caracteristica HO:@\/\ HO
apresentada
P o X ~ s

O

eugenol Isoeugenol
Sensibilidade Atividade sobre 4 cepas  Atividade sobre 1(1) cepas
bacteriana bacterianas bacterianas
Halos de inibicéo 6al2 9

(mm)

Fonte: dados da pesquisa

Apos a avaliagdo da atividade antibacteriana através de disco difusdo, as substancias
que apresentaram halos de inibi¢do superiores a 6 mm foram sub a teste de microdiluicdo em

caldo Muller Hilton (Figura 90), para determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI)
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dessas substancias, ou seja, para determinagdo da concentracdo que inibe o crescimento

bacteriano.

Figura 90- Ensaio experimental para determinagdo da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)
dos derivados que apresentaram halos de inibi¢do no teste por disco difuséo.

Pocos contendo: Indculo, derivado, meio de cultura

1000ug/ml
500ug/ml

250ug/ml
125ug/ml
62.5ug/ml

31.25ug/ml

15,62ug/ml

7.8ug/ml

. Auséncia de atividade metabdlica da cultura bacteriana

. Presenca de atividade metabolica da cultura bacteriana

Fonte: Elaborado pelo autor

A identificacdo da presenca ou auséncia de atividade metabdlica das bactérias foi
realizada através de ensaio bioquimico baseado na reducdo do corante resazurina através de
reacdo de 6xido-reducdo da desidrogenase bacteriana, que é capaz de reduzir a molécula de
resazurina que possui cor azul intensa e quando metabolizada pelos microrganismos

transforma-se em derivado com colorag&o réseo (resorufina) (LI1U, 1981).

Figura 91- Reacdo bioquimica baseada na reducdo do corante resazurina utilizada para
identificagdo de atividade bacteriana.

HO o o
. HO o o
Enzima
\O: +NADH + HY —————= +NAD* + H,0
=

N =

| N

o

Resazurina Resorufina
(azul 610nm) (Rosa: 580nm)

Fonte: (LIU, 1981)
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Os resultados expressos em pg/ml da substancia analisada que foi suficiente para

inibir o crescimento bacteriano pode ser visualizado na Tabela 17.

Tabela 17- Concentrages Minimas Inibitorias (CMI) dos derivados com atividade
antibacteriana.

Substéancia Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)- ug/ml
Pseudomona Escherichia Staphylococcus Streptococcus  Klebsiella  Bacillus
aeruginosa coli aureus pneumoniae  cereus
4 NA NA NA NA NA >1000
5 NA NA NA 1000 NA >1000
8 NA 500 1000 NA NA NA
9 NA NA NA 1000 NA NA
10 NA NA NA 1000 >1000 NA
12 NA NA NA 1000 NA NA
13 NA NA NA 1000 NA >1000
14 NA NA NA >1000 NA NA
15 NA 1000 NA >1000 >1000 NA
16 NA NA >1000 >1000 500 500
17 >1000 NA NA >1000 >1000 >1000
18 NA NA NA >1000 NA NA
Eugenol 1000 NA >1000 1000 1000 1000
Isoeugenol NA NA 1000 NA NA NA
Penicilina/ 125 250 250 250 250 62,5
eritromicina

NA* N&o avaliado a CMI (ndo apresentou halo de inibicdo no ensaio por disco difus&o.

Fonte: dados da pesquisa

A anélise dos dados apresentados na Tabela 17 permite concluir que os derivados 8 e
16 foram os que resultaram em uma menor CMI, demonstrando-se, portanto, mais efetivos
como agente antimicrobiano entre as substancias testadas. Ressalta-se ainda que essa CMI foi
superior ao da molécula do eugenol que em todas as cepas avaliadas apresentou CMI igual ou
superior a 1000ug/ml. Esses fatos mostram que se o eugenol j& é considerado um bom agente
antimicrobiano (referéncia), os referidos derivados também possuem potencial promissor,
inclusive sendo ativo em cepas bacterioldgicas que o eugenol mostrou-se inativo, como foi o
caso da Escherichia coli, onde os derivados 8 e 15 foram tdo ou mais ativos que o eugenol
frente a outras bactérias.

Pesquisa realizada para determinacdo CMI do eugenol e do derivado 16 (epdxido do
eugenol) relatou uma baixa CMI para os referidos compostos, sendo 115 ug/ml para eugenol e
57ug/ml para o epoxido frente a bactéria S. aureus. Apesar de resultados quantitativos

diferentes do presente estudo, um fato em comum, qualitativo, corresponde a observagéo da



113

maior acdo do epdxido quando comparado com o eugenol, verificado neste estudo pela menor
CMI para epoxido apresentada frente as bactérias Klebsiella pneumoniae e Bacillus cereus
(EYAMBE, CANALES e BANIK, 2011). No caso especifico do eugenol, encontra-se na
Literatura CMI inferior a 20 ug/ml frente a cepas da bactéria Escherichia coli (KARACA e
NEWMAN, 2015).

Em estudo que analisou o efeito da concentragédo do eugenol frente a cepas bacterianas
de Staphylococcus aureus, responsaveis por provocar endocardite infecciosa, doenca que ataca
o endocérdio, relataram CMI de 10 ug/ml. Destaca-se que essa concentragdo é igual ao do
agente terapéutico padrao, penicilina (10 ug/ml), usado pelo autor, evidenciando, portanto, uma
excelente atividade antibacteriano para as estirpes avaliadas (LEITE, LIMA, et al., 2007).

Por outro lado, estudo avaliando a capacidade antimicrobiana do eugenol frente a
bactéria Staphylococcus aureus relatou CMI de 1200 ug/ml para o eugenol (ALBANO,
ALVES, et al., 2016). Esse dado esta coerente com o encontrado nesse estudo que identificou
CMI superior a 1000 ug/ml frente a referida bactéria. Observa-se ainda que CMI do eugenol
proximo (950 ug/ml) ou maior que 1000ug/ml frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, respectivamente, sdo encontrados na literatura (LEAL, 2013), dados esses que
estdo alinhados com os identificados nesse trabalho. Outro trabalho investigando a
suscetibilidade de estirpes de Pseudomona aeruginosa identificaram CMI de 985,2 ug/ml
(NUNES, 2016), condizente com as encontradas neste estudo (1000ug/ml).

As CMIs encontradas indicam que tanto o eugenol como os derivados que
apresentaram atividade antimicrobiana no presente estudo possui potencial para um amplo
espectro de aplicagdes tendo como finalidade o tratamento de patogenicidades provocadas por
micro-organismos, uma vez que o proprio eugenol é considerado um agente de significativo
efeito antimicrobiano (DEVI, NISHA, et al., 2010) (RAJA, SRINIVASAN, et al., 2015)
(OLIVEIRA e FILHO, 2012) seus derivados possuem potencial para ser ainda mais
promissores (AWASTHI, DIXIT, et al., 2008) (BENDRE, RAJPUT, et al., 2016) (SOUZA,
RAIMUNDO, et al., 2015).

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS DERIVADOS DO EUGENOL (1-21)
PRODUZIDOS

A capacidade de capturar radicais livres dos derivados produzidos estd expressa na

Tabela 18, sendo avaliada frente ao radical 2,2-difenil-1-pricrilhihrazina (DPPH) e expressa na
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forma de ICsp, que representa a concentracdo necessaria para captura 50% dos radicais no meio.

Como controle positivo foi usado o trolox e a vitamina C.

Tabela 18- Capacidade antioxidante dos derivados do eugenol expressos em IC so.

Substéancia ICso (ug/ml)
1 >200
2 >200
3 >200
4 >200
5 176,8
6 119,14
7 >200
8 >200
9 112
10 >200
11 >200
12 51,12
13 >200
14 20
15 >200
16 19,3
17 >200
18 32
19 30,37
Metileugenol >200
Isoeugenol 50,7
Eugenol 4,38
Acido Galico 0,64
Trolox 16

Fonte: dados da pesquisa

A analise dos resultados apresentados frente a capacidade de capturar radicais livres

do eugenol e derivados permite concluir que todos os derivados produzidos (1-19) apresentaram
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concentracgdo inibitoria capaz de reduzir em 50% (ICso) a concentracéo inicial do radical DPPH
menor do que o eugenol, ou seja, a modificacdo estrutural efetuada resultou em substancias
com efeito antioxidante menor.

Outra caracteristica marcante é o fato de os derivados que foram produzidos através
da reacéo de esterificacdo do grupo fenol teve uma reducéo abrupta na atividade antioxidante,
de forma que em todas as reacdes que o grupo hidroxi fendlico foi transformado no respectivo
éster (derivados: 1-11 e 13, 15, 17, 20 e 21) a consequéncia foi a imediata e significante redugéo
na capacidade de sequestro de radicais, indicando que o grupo fenol é fundamental para o
desempenho da agdo antioxidante da substancia.

Essa relacdo de necessidade do grupo hidroxi ligado ao anel aromatico do eugenol
para um desempenho da acéo antioxidante mais efetivo também foi verificado por (FARIAS,
OLIVEIRA, et al., 2013) que avaliou o efeito antioxidante de ésteres e éteres do eugenol,
incluido, os derivados 2, 4, 5, 6 e 9, encontrando em todos 0s casos ICso para os derivados
inferiores aos encontrados para o eugenol.

Tal comportamento pode ser explicado devido ao fato que a principal caracteristica
dos compostos fenolicos, como eugenol, responsavel pela atividade antioxidante seja a presenca
do grupo hidroxi ligado ao anel aromético que possui a capacidade de doar atomos de
hidrogénio, blogqueando a propagagao do processo oxidativo (HIDALGO, ROSA, et al., 2009)
(NAGABABU, RIFKIND, et al., 2010) (FINDiK, CEYLAN ¢ ELMASTAs, 2011).

Quando a modificacdo quimica foi realizada na ligacdo dupla, produzir os derivados
12, 16, 18 e 19 foram observados em todos 0s casos uma redugdo na capacidade antioxidante
frente ao radical DPPH. Contudo, essa reducéo é muito inferior a provocada pela esterificacéo
do grupo -OH ligado ao anel aromatico, uma vez que, os derivados oriundos das reagdes de
adicdo ainda mantém um consideravel efeito antioxidante, os derivados 16 (ICso 19,3 pg/ml) e
18 (ICsp 31,8 pg/ml), por exemplo, demonstraram atividades antioxidantes préximas as do
padréo trolox (ICs0 22,75 pg/ml), evidenciando que embora o grupo alila ndo tenha um efeito
tdo significativo para a acdo antioxidante apresentada pela molécula do eugenol, 0 mesmo
possui uma relativa contribuicdo na estabilizagdo dos radicais (LUANCHOY, TIANGKUL, et
al., 2014).

Esses resultados convergem com dados da literatura (MASTELIC, JERKOVIC, et al.,
2008) (BADANAI, SILVA, et al., 2015), que afirmam que grupos ligados ao anel aromatico,
principalmente grupos doadores, ligados nas posicdes orto e para, contribuem para melhor

atividade antioxidante de compostos fendlicos.
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Os derivados do eugenol 12, 14, 18 e 19, que apresentaram melhores atividades
antioxidantes, comparado aos demais, possui uma caracteristica estrutural que pode
potencializar seu uso como antioxidante. 1sso porque, mesmo apresentando valores de ICso
inferiores ao do eugenol frente ao DPPH, esses dados apenas reflete o comportamento da
substancia in vitro, contudo, em sistemas bioldgicos vivos, a atividade antioxidante varia em
funcdo de: potencial de reducéo no meio, capacidade de deslocamento do radical formado em
sua estrutura; capacidade de complexar metais de transicdo implicados no processo oxidativo;
e acesso ao local de agdo, dependendo de sua hidrofilia ou lipofilia e de seu coeficiente de
particdo (MANACH, SCALBERT, et al., 2004) (SUCUPIRA, SILVA, et al., 2012).

Essa Gltima variavel, coeficiente de particdo, esta intimamente relacionada ao carater
hidrofilico (ou hidrofébico da molécula) da substancia e, no caso dos derivados 12, 14, 18 e 19,
embora ambos tenha apresentado acéo inibitoria de radicais livres menor que o eugenol, a
hidrofilicidade é substancialmente diferente, principalmente para os derivados 12 e 14, que
possuem grupos hidroxi adicionais em sua estrutura conferindo maior grau de hidratagdo e
interacdo em meios aquosos, 0S quais constituem 0s seres vivos e por isso com potencial de
acdo diferenciada em sistemas vivos dependendo do alvo biolégico pretendido
(BUNDGAARD, 1991).

Com isso é possui concluir que as modificagdes quimicas impetradas na molécula do
eugenol resultou na sintese de substéncias potencialmente ativas, com derivados inibindo
crescimento de estirpes bacterianas que o proprio eugenol mostrou-se inativos, caso das
substéancias 8, 15 e 16, além de maior poder antibacteriano em cepas que o eugenol demonstrou
halos de inibig&o inferiores, caso apresentado pelos compostos 9,10, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18
frente a bactéria Streptococcus. Por isso, esses derivados contribuem para ampliar o espectro
de substancias capazes de suprimir o crescimento microbiano.

O estudo da capacidade antioxidante dos derivados contribuiu para fazer uma
avaliacdo empirica da relagdo estrutura/atividade das moléculas, sendo que foi possivel
identificar que o grupo hidrdéxi (-OH) presente na estrutura do eugenol € decisivo para sua
habilidade de inibir a propagacgdo de radicais livres, fato evidenciado experimentalmente pela
profunda queda no caréter antioxidade de todos os derivados cujo o grupo hidrdxi fendlico foi
esterificado. Ja alteracfes na ligagdo dupla do grupo alil presente no eugenol, apesar de resultar
em ligeira reducdo na capacidade de capturar de radicais DPPH, o aumento do carater
hidrofilico pode compensar e contribuir como diferencial na agdo antioxidante em sistemas

bioldgicos.



CAPITULO 3

PROCESSOS BIOCATALICOS USANDO
ENZIMAS IMOBILIZADAS A PARTIR DAS
CASCAS DE LARANJA (Citrus sinensis)
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6. PROCESSOS BIOCATALITICOS COM DOS DERIVADOS DO EUGENOL
UTILIZANDO AS CASCAS DA LARANJA.

Dos derivados do eugenol produzidos (1-21) alguns resultaram em misturas racémicas
e foram submetidos a reacOes biocatalisadas visando a resolucéo destas misturas. Para tanto,
inicialmente, foi realizado um estudo preliminar para coletar dados a respeito da acao catalitica
do material vegetal (cascas de laranja), avaliando variaveis como: atividade hidrolitica, tempo
de reacdo, quimiosseletividade, estabilidade térmica, efeito do solvente e uso de peneira

molecular.

6.1 PREPARACAO DO BIOCATALISADOR

Inicialmente as cascas da laranja foram desinfetadas, trituradas e em seguida
extraidas com solugdo tampéo pH 7 (Figura 92).

Figura 92- Processo de obtencdo do extrato aquoso da casca da laranja.

Laranjas selecionadas = =
Cascas trituradas Extragao em Tampéo pH 7

Extrato da cascas da laranja Extrato da Casca da Laranja F_il_lran;éo do extrato em camada de
usado no processo de Filtrado silica
imobilizagdo

Fonte: Elaborado pelo autor
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Ao extrato aquoso obtido foi adicionado alginato de sodio (1,5%) e apds completa
dissolucao a mistura foi gotejada em solu¢do aquosa de cloreto de calcio (1,5% m/V) formando

as esferas de alginato de célcio (Figura 93).

Figura 93- Esferas de alginato de calcio sendo formadas (esquerda) e esferas apds separagao
da solucdo (direita).

Extrato com Gotejamento em Repouso das esferas
Alainato de sodio solucéo de CaCl em CaCl> (1.5%)

Extrato da casca da laranja imobilizado
em esferas de alginato de célcio

Fonte: Elaborado pelo autor

Ap0s a formacdo das esferas, o teor de proteinas imobilizadas foi determinado pelo
método do Bradford (1976) comparando o teor de proteina do extrato inicial com o
sobrenadante do processo de imobilizagdo. Os resultados estdo expressos no grafico da Figura
94, onde ¢ possivel verificar que aproximadamente 92,80% das proteinas foram imobilizadas
nas esferas.

Esses dados sdo proximos de alguns relatados na literatura, cujo processo de
imobilizacdo utiliza a matriz de alginato para encapsulacdo de enzimas hidroliticas
(OZYILMAZ e GEZER, 2010) (MARQUES, 2011). A taxa de imobilizacdo das proteinas do

ECL, chega a ser superiores aos de Giilay e Sanli-Mohamed (2012) que relataram taxa de
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imobilizagdo entre 23 e 46%. Quando comparado com imobiliza¢cdo em outros suportes que ndo
o alginato, é possivel perceber que a metodologia adotada no presente trabalho demonstra indice
de imobilizagcdo superiores aos encontrados quando utilizados outros suportes, tais como
alumina (SILVA, MARCO, et al., 2005) e silica modificada (Guajardo, Bernal, Wilson, &
Cabrera, 2015).

Figura 94- Grafico comparando o teor de proteinas do extrato e do sobrenadante do processo
de imobilizacdo das proteinas em alginato de célcio.

Imobilizacdo do extrato aquoso da casca da
laranja em alginato de calcio

400 pu 367
300
200
100 13
0 4
Extrato Sobrenadante Esferas

m Teor de proteinas (ug/mL)

Fonte: Elaborado pelo autor

6.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE HIDROLITICA DO BIOCATALISADOR
IMOBILIZADO

Uma vez que o processo de imobilizacdo de proteinas através do encapsulamento
apresentou um bom resultado, foi entdo verificado a capacidade hidrolitica das enzimas das
cascas de laranja imobilizadas nas esferas de alginato de sodio (ECLI). Para tanto foi produzido
0 éster acetato de para-nitrofenila (Figura 95) (foi caracterizado por espectrometria de massa)

e, a partir da sua hidrolise (Figura 96) foi quantificada a atividade hidrolitica do biocatalisador.
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Figura 95- Reacéo de sintese do acetato de para-nitrofenila
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Fonte: Elaborado pelo autor

A atividade hidrolitica das esferas obtidas foi quantificada considerando que uma
unidade de atividade enzimética (U) foi determinada como a quantidade de biocatalisador (mg)

suficiente para liberar 1umol do substrato (PNP) por minuto umol.mg™.min,

Figura 96- Reacdo de hidrdlise do APNP com o biocatalisador para determinagdo da atividade
enzimética

O

o)J\ OH
Tampdo pH 7 )J\
* OH

Biocatalisador

NO, NO,

p-nitrofenol

Acetato de p-nitrofenila g
Quantificado a 410nm

Fonte: Elaborado pelo autor

6.3 CAPACIDADE HIDROLITICA DO ECLI EM DIFERENTES SOLVENTES

Visando analisar o potencial hidrolitico do ECLI, em diferentes solventes, a atividade
frente a hidrolise do pNPA foi realizada com diferentes misturas de solventes, sendo
especificamente avaliados as composicdes: acetonitrila (ACN)/tampdo fosfato pH 7 (75%);
acetonitrila (ACN)/ tampé&o fosfato pH 7 (60%); tetrahidrofurano (THF)/ tampé&o fosfato pH 7
(40%) e dimetilssulféxido (DMSO)/ tampéo fosfato pH 7 (20%). Os resultados estdo
apresentados no gréfico (Figura 97), onde € possivel perceber que o solvente onde ocorre a
atividade hidrolitica mais acentuada é em ACN/tamp&o pH 7 (60%) com 24,6.103U seguido da

reacdo conduzida apenas em tamp&o pH 7 que resultou em uma atividade de 13,5.10-3U.
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Figura 97- Atividade hidrolitica do ECLI em diferentes solventes

Atividade enzimatica do ECLI em diferentes

solventes
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—
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s, N |
2 ACN/pH 7 (25%) ACN/pH 7 (40%) THF/pH 7 (40%)  DMSO/pH pH 7
Z 7(20%)

Combinacdes de solventes

Fonte: Elaborado pelo autor

6.4 TERMOESTABILIDADE DO ECLI

A avaliagdo da termoestabilidade dos biocatalisadores consiste em uma variavel
importante na execucdo de processos de sintese. O ECLI foi avaliado em diferentes
temperaturas visando identificar seu potencial hidrolitico em condicfes térmicas distintas.

Os resultados apresentados (Figura 98), demonstraram que ha um acréscimo atividade
hidrolitica do biocatalisador quando se eleva a temperatura de 25°C (22,4.10°U) para
35°C (143.10°U), decaindo para 65,5.10°U quando a temperatura usada chega a 40°C e

tornando-se totalmente inativo quando a temperatura atinge 45°C.
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Figura 98- Estabilidade térmica do ECLI em diferentes temperaturas

Estabilidade Térmica do ECLI
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Fonte: Elaborado pelo autor

6.5 EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE APNP NA VELOCIDADE DA REACAO.

A determinagdo da velocidade mé&xima da reacdo foi obtida mantendo-se a
concentragdo do biocatalisador constante e variando a concentracdo do substrato (acetato de
para-nitrofenila) de acordo com o grafico da figura 99. A velocidade maxima da reacéo, 42,8
umol.min.mg*x107 foi alcancada quando foi utilizada a concentracdo de substrato de
0,25mmol.

Figura 99- Atividade hidrolitica do ECLI frente a diferentes concentracbes do substrato
(APNP)

Atividade Enzimatica x Concentracédo de
PNPA

42,8

= N W B g
OO O O O o o

umol.min-t.mg1x103

Concentracao de pNPA (mM)

Fonte: Elaborado pelo autor
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6.6 AVALIACAO DA REGIOSSELETIVIDADE DO ECLI

Tendo em vista verificar uma possivel regioseletividade, as enzimas imobilizadas da
casca da laranja (ECLI) foram avaliadas através de reacdo com o substrato 4-acetoxibenzoato
de metila. Este éster foi sintetizado conforme mostrado abaixo (Figura 100) e caracterizado por

espectrometria de massa (M* 194 e pico base em m/z 121) (Figura 101).

Figura 100- Reacdo de sintese do 4-acetoxibenzoato de metila

CH30H/H+ Amdrldo acético
Pmdma
OCHS3
Acido 4-hidr6xi benzéico 4-hidréxibenzoato de metila 4-acetoxibenzoato de metila

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 101- Espectro de massa do 4-acetoxibenzoato de metila
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Fonte: Elaborado pelo autor

O 4-acetoxibenzoato de metila foi submetido a reacdo de hidrélise com EICL nos
periodos de 24h, 48 e 72h, apresentando uma excelente regiosseletividade em todos os periodos
avaliados, uma vez que, apenas o grupo acetoxi foi hidrolisado, deixando o grupo benzoato
intacto (Figura 102), conforme identificado pelo cromatograma CG-DIC (Figura 103).
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Figura 102- Hidrolise regiosseletiva do ECLI frente ao 4-acetxibenzoato de metila

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 103- Reacdo de hidrdlise regiosseletiva do 4-acetoxibenzoato de metila com ECLI
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Fonte: Elaborado pelo autor

6.7 ENANTIOSSELETIVIDADE DO ECLI EM REACOES DE HIDROLISE E
ESTERIFICACAO.

A enantiosseletividade do ECLI foi avaliada tanto em reacdes de hidrdlise, conduzidas
em meio tamponado pH 7, quanto em reacOes de esterificacdo (acetilagdo), realizadas em

solvente organico (hexano) tendo o acetato de vinila como reagente doador de grupo acil. Na
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hidrdlise foi utilizado o éster (R,S)-acetato de 1-feniletila e na esterificagdo o alcool (R,S)-1-
feniletanol como substratos padroes.

6.7.1 Efeito do tempo na reacdo de hidrdlise do (RS)- acetato de 1-feniletila

As reacOes foram efetuadas nos tempos de 24, 48 e 72 h, analisadas em cromatografo
gasoso equipado com coluna quiral e detector de ionizagdo em chama e 0 excesso enantiomeérico
(ee) foi obtido a partir das &reas dos picos referentes a cada um dos enantidmeros.
Na reacdo de hidrélise (Figura 104) foi observado um aumento na conversdo do éster
nos alcodis a medida que o tempo de reagdo foi aumentado de 24 até 72 h. Entretanto, os

excessos enantioméricos (ee) do alcool diminuiram enquanto os do éster aumentaram com o
aumento do tempo de reagéo (Tabela 19).

Figura 104- Esquema reacional da reagdo de hidrdlise do éster racémico (RS)- acetato de 1-
feniletila

o

PN

ECLI

—_— +
pH 7/ 28°C
acetato de 1-feniletila

(S)-1-feniletanol (R)-1-feniletanol
(racémico)
Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 19- Teor de conversdo e excessos enantiomérico da reacao de hidrélise do (RS)-
acetato de 1-feniletila em diferentes tempos de reacéo.

Tempo Converséo €€4lcool ECéster
24 41,5 28 24
48 75 15 40
72 81 12 48
Fonte: dados da pesquisa

O sistema enzimético imobilizado apresentou maior preferéncia para hidrélise do

enantidbmero de configuragéo S, identificado no cromatograma (Figura 105) com o tempo de
retencdo de 8,4 minutos.
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Figura 105- Cromatograma (CG-DIC) da reacdo de hidrélise do (RS)-acetato de 1-feniletila

catalisada por ECLI.
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Os cromatogramas representados nas figuras 107 e 108, sdo referente a anélise dos

padrdes racémicos do éster (RS)-acetato de 1-feniletila e do alcool (RS)-1-feniletanol,

produzidos através da reacdo de redugdo da acetofenona com boroidreto de sédio seguido de

acetilacdo com anidrido acético e piridina, conforme no esquema reacional representado na

Figura 106.

Figura 106- Esquema reacional da sintese dos substratos (RS)-1-feniletanol e (RS)-acetato de

1-feniletila
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 107- Cromatograma (CG-DIC) do padréo (RS)-acetato de 1-feniletila obtido por via
quimica.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 108- Cromatograma (CG-DIC) do padréo (RS)-1-feniletanol obtido por via quimica

Intensi
Looon

75000 . g OH
] ‘ | n
|

|
E |
50000+ ‘ \

- II
J ‘ II ‘ lll
- | 1
25000 '

_ID
Fonte: Elaborado pelo autor

6.7.2 Efeito do tempo na reacgéo de acetilacéo do (RS)-1-feniletanol

A reacgdo de acetilagdo (Figura 109), conduzida em meio organico (hexano) em trés
tempos com intervalos de vinte e quatro horas (24, 48 e 72 h), apresentou um melhor teor de

conversdo no tempo intermedidrio (48 horas) (Tabela 20), porém, com melhor excesso
enantiomérico do éster no maior tempo (72 h).
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Tabela 20- Teor de conversao e excessos enantiomérico da reacdo de esterificagdo do (RS)-
1-feniletila em diferentes tempos de reagéao.

Tempo Converséo €€4lcool ECéster
24 17 2,71 49
48 60 17 50
72 32 33 75
Fonte: dados da pesquisa

Figura 109- Reag&o de esterificagéo do (RS)-1-feniletanol catalisada por ECLI

o o
OH O)J\ )k
ECLI

—_— =

+
Hexano, 28°C
acetato de vinila
(S)-1-feniletanol
Racémico

(S)-acetato de 1-feniletila (R)-acetato de 1-feniletila
Fonte: Elaborado pelo autor
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Quando se compara os dados da reagéo de hidrolise com aqueles obtidos da reacéo de

esterificacdo € possivel notar que ambos conduzem a reacéo enantiosseletivas, porém, na reagao

de hidrolise foi possivel constatar uma leve degradagdo das esferas que continha o
biocatalisador apds 72h de uso, além da mesma resultar em menor ee.

J& as reacgOes de esterificacdo, mesmo ap6és 72h de reagdo, ndo foi identificado
nenhuma degradagdo do catalisador e seu suporte, caracteristica que é muito requerida, uma

Vez que, potencializa a capacidade de reuso do catalisador. Além disso, a reacdo de esterificacdo
resultou em melhor ee.

Por isso, as demais variaveis, assim com os demais substratos foram analisados frente
a reacdo de esterificagdo conduzidas em meio organico.

6.7.3 Efeito do solvente na reacédo de acetilagdo do (RS)-1-feniletanol

A capacidade de sintese do ECLLI na presenca de solvente organico (auséncia de dgua)

e em meio livre de solvente (hexano) também foi verificada conforme reagdo representada na
Figura 110.



130

Figura 110- Esquema reacional de reag&o de esterificacdo do (RS)-1-feniletanol catalisada com
ECLI na presenga de solvente (hexano) e na auséncia de solvente.

‘ xo 66 ) acetato de 1-feniletila (R) -acetato de 1-feniletila
[e)

A

O
(S)-1-feniletanol aoe, 2&0 E
Racémico d A
©
2y [ j ~
/A +

(S)-acetato de 1-feniletila (R)-acetato de 1-feniletila

ano

mio

Fonte: Elaborado pelo autor

O ECLI demonstrou capacidade de catélise tanto em ambiente com solvente orgénico

(hexano) como em sistema livre de solvente (Tabela 21).

Tabela 21- Converséo e ee apresentados pela reacéo de esterificagéo catalisada por ECLI.

Sistema  Conversao €€alcool €Céster
Hexano 32 33 75
Sem solvente 4 100 5

Fonte: dados da pesquisa

Esses resultados ampliam o espectro de possibilidade de aplicagdes do ECLI em
sistemas de sintese, uma vez que, reacdes conduzidas na auséncia de solventes representam em
geral menores custos de processo, isso porque ndo necessita de etapa para recuperagdo e
separacdo de solventes, além de menores investimentos em reatores, pois operam em menor
volume, somando-se ao fato de requerer menos energia para atingir a temperatura reacional
desejada (YAHYA, ANDERSON e MOO-YOUNG, 1998) (GHAMGUI, KARRA-
CHAABOUNI, et al., 2006) (YADAV e THORAT, 2012). Por isso, essa habilidade de
esterificagdo tanto em meio com solvente orgénico como livre de solvente (apenas com o alcool
e o doador acila) torna o ECLI um biocatalisador em potencial para reacdes de sintese organica.

Mesmo operando em ambos 0s meios (com e sem solvente orgénico), a reagdo com

uso do hexano como solvente resultou em maior enantiosseletividade e maior conversdo. Por
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isso, as demais reacOes foram conduzidas usando hexano como meio reacional. Os

cromatogramas das reagOes de acetilagdo catalisada por ECLI com e sem solvente, estdo
representados nas Figuras 111 e 112.

Figura 111- Cromatograma (CG-DIC) da reacdo de esterificacdo do (RS)-1-feniletanol
catalisada por ECLI em sistema livre de solvente.
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Figura 112. Cromatograma (CG-DIC) da reacdo de esterificagdo do (RS)-1-feniletanol
catalisada por ECLI em sistema com solvente (hexano).
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6.7.4. Efeito da concentragéo do substrato na reacgéo de acetilagéo do (RS)-1-feniletanol

O (R,S)-1-feniletanol em diferentes concentragdes (2mg, 5mg e 10mg) foi submetido
a reacéo de esterificacdo em presenga de acetato de vinila como doador acila e catalisada por
ECLI tendo em vista determinar a quantidade de substrato que conduzisse a reagdo com maior

conversdo e melhor excesso enantiomérico (ee). Os resultados estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22- Teores de converséo e ee na reagdo de esterificacdo catalisada por ECLI com
diferentes massas de substrato.

Substrato (mQ) Converséo €€4lcool €E¢ster
2 32 33 75
5 34 28 73
10 35 23 86

Fonte: dados da pesquisa

6.7.5 Efeito da quantidade de catalisador na reacdo de acetilacdo do (RS)-1-feniletanol

O impacto da quantidade de biocatalisador utilizada na reagdo de esterificagdo foi
verificado variando-se a massa de ECLI em cada reagdo, usando para tanto as condicdes de
tempo (72h) e massa de substrato (10mg) otimizadas anteriormente. Os resultados podem ser

analisados na Tabela 23.

Tabela 23- Teores de converséo e ee na reagdo de esterificagdo catalisada por diferentes
massas de ECLI.

ECLI (mg) Converséo €€4lcool €E¢ster
100 8 32 92
250 28 20 76
500 35 23 86

Fonte: dados da pesquisa
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6.7.6 Efeito do uso de peneira molecular na reacéo de acetilacdo do (RS)-1-feniletanol.

O efeito do uso de peneira molecular foi avaliado na reagdo conduzida com o substrato
modelo. A Figura 113, apresenta os resultados, comparando a reagdo com e sem 0 uso de
peneira molecular. O uso de peneira molecular é justificado pelo fato de a mesma ser capaz de
absorver moléculas de agua, caracteristica que contribui para que o equilibrio da reacdo de
esterificacdo seja deslocado para formacédo dos produtos (formagéo do éster), evitando assim a

reacdo de hidrélise do éster formado na reacédo inversa.

Figura 113- Efeito do uso de PM na reacdo de esterificagdo catalisada pelo ECLI.
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Fonte: Elaborado pelo autor

6.7.7 Capacidade de reuso do biocatalisador (ECLI)

O ECLI foi submetido sucessivas vezes a reagéo esterificacdo e em seguida verificada
sua atividade hidrolitica remanescente frente a hidrélise do APNP. Os resultados (Figura 114)
mostram bom potencial de reuso nas reacdes de esterificacdo, uma vez que o ECLI, apds os

vérios ciclos de reacdo, ainda mantém sua atividade hidrolitica proxima a inicial.
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Figura 114- Capacidade de reuso do ECLI em reagdes de transesterificagéo
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Fonte: Elaborado pelo autor

6.7.8 Capacidade de armazenamento.

O ECLI assim que preparado foi armazenado em refrigerador a 4°C por um periodo
de 60 dias. Em seguida foi verificado sua atividade hidrolitica e comparado com a atividade
hidrolitica inicial (Figura 115).

Figura 115-Gréfico da atividade hidrolitica do ECLI fresco e apds armazenamento de 60 dias.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Os resultados da capacidade de armazenamento inicialmente de mostram promissores,
uma vez que a atividade catalitica ndo sofre danos durante a estocagem, pelo contrario, registra
aumento na sua capacidade hidrolitica. Fato este, que pode esta relacionado com mudangas na
porosidade e estrutura morfolégica do suporte durante o resfriamento e acondicionamento

modificando assim o acesso do substrato ao biocatalisador.

6.7.9 Reac0es biocataliticas com EICL frente aos derivados racémicos do eugenol

Apos alguns estudos acerca do biocatalisador (EICL) e de algumas condicGes de
reacdo de esterificagdo por ele catalisadas, o eugenol e derivados do eugenol (12, 14, 16, 18 e
19) que resultaram em misturas racémicas quando produzidos por via quimica convencional e
que possuiam grupos hidroxila, ou seja, fénois ou alcodis, portanto, passiveis de acetilacdo,
foram submetidos a reagdo catalisada pelo ECLI, sendo observados os detalhes reacionais

enantiosseletividade, quimiosseletividade e regiosseletividade (Figura 116).

Figura 116- Compostos submetidos a reagdo de acilacdo catalisada por ECLI em meio

organico.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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No cromatograma (Figura 117) do derivado (R,S)-12 [registrado em Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), equipado com coluna quiral], foipossivel perceber picos
com areas semelhantes para ambos 0s componentes do racemato, conforme esperado na reagao

quimica cléssica na auséncia de catalisador quiral.

Figura 117- Cromatograma em CLAE com coluna quiral do derivado 12
PDA Multi 1
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Fonte: Elaborado pelo autor

Na reacdo de 12 com acetato de vinila catalisada por ECLI, a analise por CLAE apés
48 h, indicou a formagdo do produto acetilado, conforme demonstrado no cromatograma

(Figura 118) obtido a partir do produto de reagdo, com picos com tempos de reten¢do dos

reagentes e produtos.

Figura 118- Cromatograma CLAE da reagdo de acilagdo do derivado 12 com ECLI
PDA Multi 1

Fonte: Elaborado pelo autor
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A reagdo se mostrou altamente quimiosseletiva, sendo obtido apenas o produto
monoacetilado apenas no grupo hidroxila da fungéo &lcool, conforme representado na equagéo

quimica abaixo (Figura 119).

Figura 119- Reag&o da acetilacdo quimiosseletiva realizada pelo ECLI com o derivado 12
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Fonte: Elaborado pelo autor

Esse resultado é bastante promissor uma vez que mostra uma via de sintese que
permite a acetilagcdo de moléculas com funcéo mista (fenol e alcool), de forma direcionada para
producdo do éster somente a partir do alcool. Esta caracteristica pode ser valiosa uma vez que,
como salientado neste trabalho, o grupo fenol é crucial para a atividade antioxidante do eugenol
e derivados. O produto monoacetilado foi caracteriza por CG-EM (Figura 120). O espectro de
massa (Figura 121 A) do produto monoacetilado registrou o pico do ion molecular ([m/z 224]%)
e 0 ion pico base em m/z 164 (M-60, CH3CO2H), entre outros importantes [m/z 137: M - 87
(HsCHC-OAc); m/z 43, HsCO").

Figura 120-Cromatograma CG-EM da reagéo de esterificagdo de 12 catalisada pelo ECLI
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 121- Espectro de massa do derivado 12 (A) e do produto resultante da reacdo de
monoacetilagdo (B) via processo catalitico com ECLI.
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Fonte: Elaborado pelo autor

No cromatograma (Figura 122) do derivado (R,S)-14 [registrado em Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), equipado com coluna quiral], é possivel perceber picos

com areas semelhantes para ambos 0s componentes do racemato, como esperado na reacéo

quimica convencional.

Figura 122-Cromatograma CLAE gerado na anélise do derivado 14 obtido por via quimica.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Apos ser submetido ao processo biocatalitico operado com ECLI com o derivado 14
demonstrou a acgdo catalitica do ECLI, resultando na formacdo dos produtos conforme
representado na equagdo quimica (Figura 123). O produto diacetilado foi formado

preferencialmente e mais uma vez a hidroxila do grupo fenol permaneceu intacta frente a esse

processo biocatalitico.
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Figura 123-Reacéo de esterificagdo do derivado 14 catalisada pelo ECLI.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O espectro de massa (Figura 124) do produto da acetilagdo de 14 exibiu o pico do ion
molecular ([m/z 282)*) além de picos outros picos compativeis com a fragmentagdo molecular
esperada [m/z 222 (M - 60), m/z 137 (M - 87), m/z 179 (m/z 222 — 43) e m/z 43.

Figura 124- Espectro de massas do produto da reacdo do derivado 14 diacetilado catalisada por
ECLI.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O eugenol, assim como,os derivados 16, 18 e 19, todos apenas com 0 grupo hidroxila

da fungéo fenol ndo resultaram nos respectivos produtos acetilados (Figura 125).
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Figura 125- Esquema reacional dos derivados com grupos fendlicos frente a esterificacdo

catalisada por ECLI.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Esta situacdo, isto €, a ndo acetilacdo de hidroxilas fendlicas se manteve mesmo

quando o tempo de reacéo foi estendido até 96 horas. Isto pode estar em parte relacionado com

a basicidade do grupo fendlico (pKa 10), que é inferior ao do grupo hidroxi de um alcool (pKa

16) e, portanto, é observado uma reducéo no carater nucleofilico daquele substrato.

O mecanismo de esterificacdo enzimética (Figura 126) também auxilia no

entendimento da quest&o. A menor reatividade afeta o equilibrio da reacéo, uma vez, que nesse

processo a primeira etapa catalitica envolve o ataque nucleofilico do alcool (ou fenol, no caso)

ao grupo acila intermediério ligado a enzima, sendo que quanto menor a sua basicidade, menor

serd o grau de formacdo do intermedidrio tetraédrico subsequente e menor probabilidade de
formacé&o do produto (LAWSON, BRZOZOWSK]I, et al., 1994) (COSTA e AMORIM, 1999).



Figura 126- Esquema do mecanismo de reagdo para catalise enzimatica na esterificacéo.
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Fonte: (LAWSON, BRZOZOWSKI, et al., 1994)
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6.8 USO DO BIOCATALISADOR EM REACOES COM ALCOOIS PRIMARIOS

SECUNDARIOS.

Considerando a capacidade de esterificagdo apresentada pelo ECLI, outros alcodis

racémicos foram produzidos através de reacdo de reducgdo dos respectivos aldeidos e cetonas

por via quimica classica (Figura 127) e, entdo, submetidos a reacdo de esterificacdo catalisada

pelo ECLI, buscando ampliar o espectro de aplicagfes desse biocatalisador. As condi¢Oes

usadas nas reagdes foram as mesmas otimizadas para o (R,S)-1-feniletanol.
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Figura 127- Sintese de &lcoois racémicos (22 — 29)
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Fonte: Elaborado pelo autor

O ECLI apresentou capacidade catalitica na reacdo de esterificagdo frente aos substratos

22 a27. Apresentando teores de convers&o entre 8 e 53% e ee variando entre 13 e 98 % (Tabela
24).
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Tabela 24- Teores de conversao e ee dos diferentes substratos submetidos a reagao de
esterificacdo catalisada por ECLI.

Substrato Converséo (%) ee(alcool) ee(éster)
22 24 62 ND

23 29 81 ND

24 53 74 93

25 50 86 ND

26 23 24 96

27 48 NA NA

28 8 13 98

29 NI NI NI

NA* Nao Aplicavel; ND* Ndo Determinado; NI* N&o Identificado

Fonte: dados da pesquisa

O substrato 24, conforme o cromatograma (Figura 128) demonstrou o maior teor de
conversdo (53%), aliado a relevantes ee (74%) do alcool e do éster (93%).

Figura 128-Cromatograma CG-DIC da reacéo de esterificagdo de 24 catalisada pelo ECLI
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Fonte: Elaborado pelo autor

O substrato 26, um &lcool de natureza aromaética dihalogenado, produziu o &lcool
derivado com razoavel rendimento (24%) e o éster com excelente excesso enantiomérico

(96%), segundo o cromatograma (Figura 129) do produto bruto de reagéo.
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Figura 129- Cromatograma CG-DIC da analise da reacdo de esterificacdo do substrato 26
catalisada por ECLI.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Importante destacar que esse biocatalisador na forma como preparado e aplicado nesse
trabalho se mostra bastante promissor uma vez que, esse nivel de ee algumas vezes ndo séo
alcancados nem com uso de enzimas puras (FUJII, ISHII, et al., 2009) (RIOS, RANTWIJK e
SHELDON, 2012) (ZHOU, NI, et al., 2014), que possuem um custo econdmico
significativamente superior. Por outro lado, a fonte de biocatalisador usada neste trabalho que
faz uso de uma parte vegetal que é considerado um residuo industrial e domiciliar.

O substrato 28, com baixo valor de conversdo (10%) e baixo e.e. do &lcool (13%),
embora com um excelente e.e. (98%) do éster, 0 que restringe um pouco seu uso catalitico
nessas condicodes.

O substrato 29, um alcool ciclico, ndo sofreu acdo do biocatalisador dentro dos limites
de detec¢do das analises efetuadas.

J4, frente a um alcool primario, o &lcool benzilico (27), o ECLI demonstrou boa
capacidade biocatalitica, com um teor de conversdo ao respectivo éster (48%), identificado no

cromatograma CG-DIC (Figura 130), comparado com ao da enzima comercial CALB.



145

Figura 130- Cromatograma CG-DIC da reagéo de esterificagdo de 27 catalisada pelo ECLI.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O acetato de benzila, ora produzido como um dos componentes presentes na esséncia
de jasmim e cereja € amplamente utilizado como flavorizante na industria de alimentos,
cosméticos e farmacéutica (KUMAR, RAWLINGS e BEAMAN, 1993) (BALBANI,
STELZER e MONTOVANI, 2006) (OLIVEIRA, SOUZA, et al., 2014). Assim, fica

evidenciado uma aplicagdo em potencial para o uso catalitico do ECLI (Figura 131) na sintese

de aromatizantes.

Figura 131. Reacéo de esterificacdo de 27 catalisada pelo ECLI.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os dados ora apresentados evidenciam que o uso do ECLI em reacGes de esterificacéo

se mostra vantajosos, principalmente por trés pontos fundamentais em processos quimicos em
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geral e, em especial em quimica fina. O primeiro, refere-se ao custo do catalisador, pois, sendo
as cascas da laranja um rejeito industrial, o valor envolvido na aquisicdo desse biocatalisador
torna-se demasiadamente baixo quando comparado com 0 uso de enzimas puras, 0 que em
termos produtivos implica em maior competitividade na producéo de compostos organicos.

O segundo, envolve a quimiosseletividade e regiosseletivade apresentada pelo ECLI,
sendo eficiente na hidrdlise de ésteres com grupo fendlicos frente a outros ésteres e na reagdo
de esterificacdo mantém seletividade elevada para modificacBes quimicas em grupos hidroxi
dos &lcoois em detrimento dos grupos fendlicos. Essas caracteristicas de elevada régio e
quimiosseletividade junto com a obtengéo de elevados ee (>98%) potencializam seu uso para
obtencéo de substancias de alto valor agregado, onde pureza 6tica das substancias é essencial.

O terceiro e Ultimo ponto a destacar € quanto & capacidade de armazenamento e, no caso
das reagBes de esterificacdo, de reuso do catalisador. Essas caracteristicas permitem uma
reducdo substancial nos custos uma vez que o biocatalisador pode ser usado em Vérios ciclos
de producéo, aléem de permite o uso em uma faixa relativamente ampla de tempo, propriedades
essas que aliadas ao fato do ECLI ser capaz de catalisar reagOes tanto em meio aquoso, como
organico e, até mesmo na auséncia de solvente, amplia o espectro de possibilidades desse
biocatalisador, em especial, conforme demonstrado em parte desse trabalho, para obtencéo de
ésteres, que sdo substancias extensivamente utilizadas nas industrias cosméticas, alimenticias e

farmacéuticas.
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7. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

7.1 METODOS DE SEPARACAO E ANALISES

As anélises necessarias para obtencdo dos espectros e cromatogramas, incluindo
técnicas de cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria na regido do infravermelho e espectroscopia na
regido do UV/VIS foram realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica Orgénica

e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

7.2 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatoplacas de gel
de silica 60 (® = 2-25um) sobre poliéster T-6145 provenientes da marca SIGMA CHEMICAL
CO com camada de 250 um de espessura e dimensBes de 10x5 cm. Também foram utilizadas
placas de vidro revestidas com uma camada de aproximadamente 0,5 mm de espessura de silica
gel 60 (O = 0,004 - 0,005 mm) cédigo 1094 da marca VETEC.

Apos eluigdo das substancias nas cromatoplacas, as mesmas foram reveladas através de
aspersdo com solucéo de vanilina (CgHsO3, 5,0 g) e &cido percldrico (HCIO4, 0,75 mol/L, 100
mL) em etanol (C2HsO, 100 mL) seguida de aquecimento a 100°C com pistola aquecedora da

marca Steinel, modelo HL500, por aproximadamente 1 min.

7.3 CROMATOGRAFIA DE ADSORCAO

Os produtos reacionais, apos extracdo, foram purificados em coluna cromatogréfica
utilizando como adsorvente gel de silica 60 (@ = 0,025 - 0,020 mm), codigo 45 337, de
procedéncia VETEC. O comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com a
quantidade de amostra a ser purificada e de silica utilizadas. Como eluentes foram usados
hexano e acetato de etila de qualidade PA da marca Synth, puros ou em misturas binérias na

proporcéo 8:2, respectivamente.
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7.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

O excesso enantiomérico dos produtos de biorreducdo das cetonas pro-quirais e de
hidrélise dos racematos foram determinados por Cromatédgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE), Figura 132, de marca Shimadzu, com bomba L201147, equipado com coluna quiral
OB-H e OD-H de dimensdes 150 x 4,6 mm e detector UV-Vis Shimadzu SPD-M20A. Na
analise foi utilizado como fase moével mistura binaria de Hexano/Isopropanol variando-se a

composicdo da mesma de acordo com as necessidades da analise.

Figura 132- Foto ilustrativa do Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) situado no
Laboratorio de Biotecnologia e Produtos Naturais da UFC

—

Fonte: Elaborado pelo autor

7.5 CONDICOES DE SEPARACAO DOS SUBSTRATOS

As condigdes (fluxo, fase movel, tempo de retencdo) nas quais foi realizada a
separacao dos substratos estéo reunidas na Tabela 25.



149

Tabela 25- Férmulas moleculares das substancias e as condi¢des de caracterizagdo utilizadas
na analise de CLAE

SUBSTANCIA CARACTERIZACAO
/©/N02 CG-EM; Tr = 11, 84min-coluna Rtx®-5MS
AcO
OAc CG-DIC; Tr = 11min- coluna Chirasil-Dex CB
OYQ/
OH
SUBSTANCIA CARACTERIZACAO
OH CG-DIC; Tr = 8,41 min- Chirasil-Dex CB
OYQ/
OCH,
OAc CG-EM; Tr = 11, 9min-coluna Rtx®-5MS

HO CG-EM; Tr = 11, 2min-coluna Rtx®-5MS

/%j

HsCO
Eugenol

HaCO
o)

A

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 12.10 min. MS m/z 206
(M%), 164 (M-42, 100), 149, 131, 91, 43. 'H NMR (300 MHz,
CDCls): 8 2.31 (s, 3H), 3.40 (d, 6.6 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H, OCHa),
5.10 (sl, 1H), 5.50 (dI, 1H), 6.00 (m, 1H), 6.78 (dI, 8.0 Hz, 1H), 6.79
(sl, 1H), 6.97 (d, 7.1 Hz, 1H). 3C NMR (75 MHz, CDCls): § 20.82;

R
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HsC

O

H3CO

HsCO

\

40.26; 55.99; 112.94; 116.31; 120.85; 122.70; 137.22; 138.22;
139.18; 151.07; 169.37.

CG-MS:coluna capilar Rtx®-5MS, Tr 12.50 min. MS m/z 234 (M*),
164 (M-70, 100), 149, 131, 91, 43. : *H NMR (300 MHz, CDCly): §
1.07 (t, 7.4 Hz, 3H), 1.80 (m, 2H), 2.58 (t, 7.3 Hz, 2H), 3.39 (d, 6.7
Hz, 2H), 3.82 (s, 3H, OCHs), 5.10 (sl, 1H), 5.51 (dl, 1H), 6.00 (m,
1H), 6.77 (dI, 1H), 6.79 (sl, 1H), 6.97 (d, 7.9 Hz, 1H). 3C NMR (75
MHz, CDCls): 8 13.75; 18.77; 36.10; 40.26; 55.98; 112.97; 116.26;
120.85; 122.75; 137.28; 138.33; 139.02; 151.13; 172.00.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 13.30 min. MS m/z 262
(M%), 164 (M-98, 100), 149, 132, 121, 104, 91, 43. *H NMR (300
MHz, CDCls): 6 0.94 (t, 6.9 Hz, 3H), 1.41 (m, 4H), 1.76 (m, 2H),
2.57 (t, 7.4 Hz, 2H), 3.38 (d, 6.7 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H, OCHj), 5.08
(sl, 1H), 5.14 (dl, 1H), , 6.00 (m, 1H), 6.77 (dI, 1H), 6.79 (sl, 1H),
6.94 (d, 7.9 Hz, 1H). 3C NMR (75 MHz, CDCls): § 14.13; 22.52;
24.94; 31.43; 34.22; 40.28; 55.98; 112.97; 116.27; 120.86; 122.74;
137.29; 138.34; 139.02; 151.14; 172.22.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tz 14.70 min. MS m/z 268 (M*),
105 (M-163, 100), 77, 51. *H NMR (300 MHz, CDCls): § 3.42 (d,
6.6 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H, OCHj3), 5.11 (sl, 1H), 5.16 (dl, 1H), 6.00
(m, 1H), 6.83 (dl, 9.0 Hz, 1H), 6.85 (sl, 1H), 7.08 (d, 7.8 Hz, 1H),
7.51(m, 2H), 7.61 (tl, 1H), 8.06 (d, 8.1 Hz, 2H). *C NMR (75 MHz,
CDCls): 8 40.30; 56.09; 113.14; 116.30; 120.94; 122.85; 128.48;
130.47; 132.96; 133.54; 137.30; 138.47; 139.23; 151.34; 165.05.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tz 15.28 min. MS m/z 282 (M),
119 (M-163, 100), 91, 65. *H NMR (300 MHz, CDCls): § 2.42 (s,
3H), 3.42 (d, 6.6 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H, OCHj3), 5.10 (sl, 1H), 5.15 (dl,
1H), 6.00 (m, 1H), 6.82 (dl, 1H), 6.84 (sl, 1H), 7.07 (d, 7.8 Hz, 1H),
7.29 (d, 7.9 Hz, 2H), 8.11 (d, 7.9 Hz, 2H). *C NMR (75 MHz,
CDCls): & 21.91; 40.31; 56.11; 113.15; 116.28; 120.94; 122.92;
127.04, 129.38; 130.53; 137.34; 138.57; 139.12; 144.32; 151.41;
165.12.
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CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tr 14.25 min. MS m/z 286 (M*),
123/124 (M-163, 100), 103, 95, 51. *H NMR (300 MHz, CDCl3): §
3.42 (d, 6.2 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H, OCHs), 5.10 (sl, 1H), 5.14 (dl, 1H),
6.00 (m, 1H), 6.82 (dl,1H), 6.85 (sl, 1H), 7.07 (d, 7.8 Hz, 1H), 7.19
(tl, 2H), 8.15 (dtl, 2H). **C NMR (75 MHz, CDCls): § 40.30; 56.09;
113.13; 115.71; 116.00; 120.96; 122.81; 126.05, 133.15; 137.26;
138.35; 139.37; 151.29; 164.13; 164.60.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tr 15.20 min. MS m/z 302 (M),
139/141 (M-163, 100), 111, 91, 51. *H NMR (300 MHz, CDCl3): §
3.42 (d, 6.6 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H, OCHj3), 5.07 (sl, 1H), 5.13 (dl, 1H),
6.00 (m, 1H), 6.82 (dI, 9.0 Hz, 1H), 6.85 (sl, 1H), 7.06 (d, 8.1 Hz,
1H), 7.50 (d, 8.2 Hz, 2H), 8.15 (d, 8.2 Hz, 2H). 3C NMR (75 MHz,
CDCl3): & 40.30; 56.06; 113.08; 116.37; 120.94; 122.74; 128.21,
129.03; 131.85; 137.23; 138.25; 139.41; 140.09; 151.21; 164.22.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tr 15.20 min. MS m/z 302 (M),
139/141 (M-163, 100), 111, 91, 51. *H NMR (300 MHz, CDCls): §
3.42 (d, 6.7 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H, OCHj), 5.10 (sl, 1H), 5.14 (dlI, 7.83,
1H), 6.00 (m, 1H), 6.82 (dl, 9.2 Hz, 1H), 6.84 (sl, 1H), 7.06 (d, 7.9
Hz, 1H), 7.65 (d, 8.6 Hz, 2H), 8.08 (d, 8.6 Hz, 2H). *C NMR (75
MHz, CDCls): & 40.29; 56.07; 113.11; 116.37; 120.95; 122.73;
128.68, 128.77; 131.97; 137.22; 138.26; 139.43; 151.21; 164.36.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 16.65 min. MS m/z 313
(M*), 150 (M-163, 100), 134, 120, 104, 92, 76, 65, 50, 41. *H NMR
(300 MHz, CDCls): 8 3.42 (d, 6.6 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H, OCHs), 5.07
(sl, 1H), 5.12 (dI, 1H), 6.00 (m, 1H), 6.71 (dl, 1H), 6.84 (sl, 1H), 7.08
(d, 7.9 Hz, 1H), 8.35 (d, 8.9 Hz, 2H), 8.38 (d, 8.9 Hz, 2H). *C NMR
(75 MHz, CDCls): 8 40.30; 56.07 113.14; 116.49; 121.01; 122.54;
123.82; 130.85; 131.58; 137.12; 138.02; 139.85; 148.51; 151.03;
163.21.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tr 16.40 min. MS m/z 294
(M%), 131 (M-163, 100), 103, 77, 65, 51. *H NMR (300 MHz,
CDCls): & 3.42 (d, 6.6 Hz, 2H), 3.85 (s, 3H, OCHs), 5.12 (sl, 1H),
5.16 (dl, 1H), 6.00 (m, 1H), 6.82 (dI, 1H), 6.84 (sl, 1H), 7.05 (d, 7.8
Hz, 1H), 7.06 (d, 15.9 Hz, 1H), 7.43 (m, 2H), 7.43 (m, 1H), 7.59 (tl,
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2H), 7.90 (d, 15.9 Hz, 1H). °C NMR (75 MHz, CDCl3): & 40.28;
56.04; 112.99; 116.31; 117.31; 120.89; 122.82; 128.45, 129.11;
130.73; 134.49; 137.26; 138.22; 139.15; 146.58; 151.22; 165.26.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 16.60 min. MS m/z 352
(M*), 161/188 (M-163, 100), 145, 117, 91, 57, 43.'H NMR (300
MHz, CDCls): 8 0.95 (d, 6.5 Hz, 6H), 1.65 (d, 7.1 Hz, 3H), 1.91 (m,
1H), 2.50 (d, 7.1 Hz, 2H), 3.38 (d, 6.6 Hz, 2H), 3.73 (s, 3H, OCH),
4.00 (q, 7.1 Hz, 1H), 5.08 (sl, 1H), 5.13 (dI, 1H), 6.00 (m, 1H), 6.72
(sl, 1H) 6.74 (dI, 1H), 6.88 (d, 7.8 Hz, 1H), 7.17 (d, 7.9 Hz, 2H), 7.32
(d, 7.9 Hz, 2H). 3C NMR (75 MHz, CDCls): § 18.94; 22.58; 30.39;
40.23; 45.22; 45.28; 55.94; 113.12; 116.22; 120.82; 122.55; 127.61,
129.46; 137.31; 137.71; 138.52; 138.99; 140.74; 151.21; 173.12.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tr 12.00 min. MS m/z 182
(M*), 137 (M-45, 100), 122, 94, 45.'H NMR (300 MHz, CDCly): §
1.24(d, 6.2 Hz, 3H),1.74 (sl, 1H, OH); 2.60 (dd, 13.6 € 5.2 Hz, 1H),
2.73 (dd, 13.6 e 4.6 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H, OCHj3), 5.68 (sl, 1H, OH);
6.69 (dl, 1H), 6.72 (s, 1H), 6.85 (d, 7.6 Hz, 1H). **C NMR (75 MHz,
CDCls): & 22.85; 45.60; 56.07; 69.14; 112.11; 114.68; 122.18;
130.48; 144.50; 146.76.

:CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 13.10 min. MS m/z 266
(M%), 164 (M-102, 100), 224, 206, 137, 122, 77, 65, 43.'H NMR
(300 MHz, CDCls): 6 1.23 (d, 6.3 Hz, 3H), 2.01 (s, 3H), 2.30 (s, 3H),
2.71 (dd, 13.7 e 6.5 Hz, 1H), 2.91 (dd, 13.7 e 6.6 Hz, 1H), 3.82 (s,
3H, OCHs), 5.11 (m, 1H); 6.76 (d, 8.0 Hz, 1H), 6.80 (sl, 1H), 6.94
(d, 8.0 Hz, 1H). **C NMR (75 MHz, CDCls): § 19.65; 20.80; 21.45;
42.28; 56.05; 71.52;113.70; 121.77; 122.69; 136.73; 138.61; 151.04;
169.29; 170.78.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 13.11 min. MS m/z 198
(M%), 137 (M-61, 100), 107, 77, 65, 39. *H NMR (300 MHz, CDCly):
82.69(dd, 13.7 e4.1 Hz, 1H), 2.73 (dd, 13.7 ¢ 6.4 Hz, 1H), 3.42 (dd,
11.1e6.2 Hz, 1H), 3.46 (dd, 11.1 e 4.1 Hz, 1H), 3.83 (s, 3H, OCHs),
3.85(m, 1H); 6.65 (dd, 8.0 e 1.8 Hz, 1H), 6.71 (d, 8.8 Hz, 1H), 6.81
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(d, 1.7 Hz, 1H). C NMR (75 MHz, CDCly): § 40.63; 56.50; 74.79;
114.29; 116.17; 123.02; 131.67; 145.99; 148.88.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tr 14.27 min. MS m/z 324 (M*),
222 (M-102, 100), 179, 163, 137, 124, 91, 65, 43. *'H NMR (300
MHz, CDCls): 8 2.03 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.29 (s, 3H), 2.88 (m,
2H), 3.80 (s, 3H, OCHg), 4.03 (dd, 12.0 e 6.1 Hz, 1H), 4.24 (dd, 12.0
e 3.2 Hz, 1H), 5.25 (m, 1H); 6.77 (d, 8.0 Hz, 1H), 6.81 (sl, 1H), 6.93
(d, 8.0 Hz, 1H). **C NMR (75 MHz, CDCls): § 20.78; 20.89; 21.16;
37.10; 56.02; 64.34; 72.05; 113.49; 121.64; 122.91; 135.40; 138.80;
151.17; 169.17; 170.47; 170.81.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 12.40 min. MS m/z 180
(M*), 137 (M-43, 100), 165, 151, 122, 107, 91, 77, 65, 51. *H NMR
(300 MHz, CDCla): 8 2.80 (dl, 5.0 Hz, 2H), 2.81 (dl, 5.0 Hz, 2H),
3.13 (m, 1H), 3.89 (s, 3H, OCHz), 5.66 (sl, 1H, OH); 6.74 (dl, 8.0
Hz, 1H), 6.76 (sl, 1H), 6.86 (d, 7.9 Hz, 1H). *C NMR (75 MHz,
CDCl3): & 38.54; 46.96; 52.87; 56.10; 111.84; 114.59; 121.84;
129.21; 144.64; 146.73.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 13.30 min. MS m/z 222
(M%), 180 (M-42, 100), 162, 124, 91, 77, 43. *H NMR (300 MHz,
CDCls): 5 0,94 (t, 3H) 1.41 (m, 2H), 1.76 (m, 2H), 2.57 (t, 2H), 3.38
(d, 6.6 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 5.08 (dd, 1H), 5.14 (dd, 1H), 5.90-6.04
(m, 1H), 6.77 (dd, 1H), 6.79 (d, 1H), 6.94 (d, 8.0Hz, 1H). 3C NMR
(75 MHz, CDCls): 8 14.10; 22.50; 24.94; 31.42; 34.22; 40.27; 55.98,;
112.96; 116.27; 120.86; 122.73; 137.29; 138.34; 139.02; 151.13;
172.22.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 13.20 min. MS m/z 238
(M%), 101 (M-137, 100), 223, 163, 147, 137, 122, 94, 73, 59, 43. 'H
NMR (300 MHz, CDCls): 6 1.36 (s, 3H), 1.44 (s, 3H), 2.71 (dd, 13.7
e 7.2 Hz, 1H), 2.93 (dd, 13.7 e 5.9 Hz, 1H), 3.65 (m, 1H), 3.95 (il,
1H), 3.87 (s, 3H, OCHa), 4.28 (m, 1H); 6.68 (dl, 8.1 Hz, 1H), 6.72
(sl, 1H), 6.83 (d, 7.9 Hz, 1H). 3C NMR (75 MHz, CDCls): § 25.88;
27.18; 39.83; 56.05; 69.07; 77.02; 109.30; 111.99; 114.59; 121.99;
129.52; 144.49; 146.64.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 13.20 min. MS m/z 280
(M%), 101 (M-179, 100), 265, 163, 137, 122, 91, 73, 59, 43. 'H NMR
(300 MHz, CDCls): 6 0,94 (t, 3H) 1.41 (m, 2H), 1.76 (m, 2H), 2.57
(t, 2H), 3.38 (d, 6.6 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 5.08 (dd, 1H), 5.14 (dd,




154

OCH3

20
OH

OCHjs

OAc

OH

(]
—_
@)
O

OAc

%

1H), 5.90-6.04 (m, 1H), 6.77 (dd, 1H), 6.79 (d, 1H), 6.94 (d, 8.0Hz,
1H). 2C NMR (75 MHz, CDCls): & 14.10; 22.50; 24.94; 31.42;
34.22; 40.27; 55.98; 112.96; 116.27; 120.86; 122.73; 137.29; 138.34;
139.02; 151.13; 172.22.

CG-MS: coluna capilar Rtx®-5MS, Tg 15.90 min. MS m/z 286
(M%), 91 (M-195, 100), 164, 149, 137, 122, 105, 77, 65, 51. *H NMR
(300 MHz, CDCla): 6 0,94 (t, 3H) 1.41 (m, 2H), 1.76 (m, 2H), 2.57
(t, 2H), 3.38 (d, 6.6 Hz, 2H), 3.82 (s, 3H), 5.08 (dd, 1H), 5.14 (dd,
1H), 5.90-6.04 (m, 1H), 6.77 (dd, 1H), 6.79 (d, 1H), 6.94 (d, 8.0Hz,
1H). 3C NMR (75 MHz, CDCls): § 14.10; 22.50; 24.94; 31.42;
34.22;40.27;55.98;112.96; 116.27; 120.86; 122.73; 137.29; 138.34;
139.02; 151.13; 172.22.

CG-EM; Tr = 16,00 min-coluna Rtx®-5MS

CG-EM; Tr = 7,60 min-coluna Rtx®-5MS

CG-DIC; Tr = 7,11 min-coluna Rtx®-5MS

CG-DIC; Tr = 7,80 e 8,11 min- coluna Chirasil-Dex CB
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CG-EM; Tr = 6,30 e 6,70min- coluna Chirasil-Dex CB

CLAE; Tr= 730 e 10min-coluna OB-H,

hexano/isopropanol (5%), 0,5ml/min.

CLAE; Tr= 6,30- coluna OB-H, hexano/isopropanol

(5%), 0,5ml/min

CG-EM; Tr=11, 9min-coluna Rtx®-5MS

CG-EM; Tr=11, 9min-coluna Rtx®-5MS

CLAE; Tr= 8,00 e 9,40 min-coluna OB-H,

hexano/isopropanol (5%), 0,5ml/min.
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CLAE; Tr= 6,80 e 8,20 min-coluna

hexano/isopropanol (5%), 0,5ml/min

CLAE; Tr= 9,20 e 10,20 min-coluna

hexano/isopropanol (2%), 0,8ml/min.

CLAE; Tr= 533 e 5,33 min-coluna

hexano/isopropanol (2%), 0,8ml/min.

OB-H,

OB-H,

OB-H,

CG-DIC; Tr= 14,50 e 14,80min- coluna Chirasil-Dex CB

CG-DIC; Tr=12,80 e 12,90min- coluna Chirasil-Dex CB

CLAE; Tr= 533 e 5,33 min-coluna

hexano/isopropanol (2%), 0,8ml/min.

OB-H,
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AcO CLAE; Tr =6,33min -coluna OB-H, hexano/isopropanol

(2%), 0,5 ml/min.

OH CLAE; Tr = 8,30 e 13,60 min -coluna AS-H,

hexano/isopropanol (25%), 1,0 ml/min.

OAc CLAE; Tr =4,33min -coluna OB-H, hexano/isopropanol

(5%), 0,5 ml/min.

Fonte: dados da pesquisa

7.6 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG-
EM) E CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A DETECTOR DE IONIZACAO EM
CHAMA (CG-DIC)

CG-EM: As anélises 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
didmetro 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; condi¢des da coluna: 60 °C para 80 °C a5 °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 gés 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
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elétrons (EMIE) com energia de ionizagdo de 70 eV (voltagem de 1,5 KV), analisador do tipo

quadrupolo e fonte de ions a 240 °C.

CG-DIC: No célculo 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
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 analise foi de 24,33 min. Os
excessos enantioméricos (ee) foram determinados por CG/DIC, mais precisamente através das

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

a
=—x1
ee A+aX 00

Onde:
A = &rea do enantibmero em maior quantidade
a = area do enantibmero em menor quantidade

£e = excesso enantiomérico

7.7 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO E CARBONO (RMN *H)

Outra técnica utilizada para determinacdo do teor de conversdo das biotransformacoes
realizadas foi a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os espectros de RMN 1H foram
obtidos no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressondncia Magnética Nuclear da
Universidade Federal de Cearda (CENAUREMN/UFC), utilizando-se Espectrdmetros da
Bruker, modelo Avance DPX -300 e modelo Avance DRX-500, que operam na frequéncia de
300,15 e 499,6 MHz para hidrogénio, respectivamente. A dissolu¢do das amostras analisadas

foi realizada utilizando cloroférmio deuterado (CDCls) como solvente.
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7.8 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO (1V)

A espectrometria na regido do infravermelho (1V) foi utilizada para caracterizagdo dos
alcoois e acetatos obtidos por via quimica. Os espectros de IV foram obtidos utilizando
espectrometro Perkin Elmer, modelo (SPECTRUM 100) FT-IR. Nas anlises foi utilizado um

filme de KBr para substancias liquidas e soltveis em cloroférmio.

7.9 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLENTA-VISIVEL (UV-VIS)

As medidas de absorbéancia na regido do ultravioleta-visivel foram realizadas utilizando-
se um espectrofotdbmetro modelo 600 S da FEMTO. As leituras foram realizadas no

comprimento de onda determinado para cada anélise, todas em triplicata.

7.10 SINTESE DOS DERIVADOS DO EUGENOL

Acetato de 4-alil-2-metoxifenila (1): 2 mmol (328mg) do eugenol foram dissolvidos
junto com 3mmol (306 mg) de anidrido acético, em 1mL de piridina, sob agitacdo e a
temperatura ambiente. As reacdes foram acompanhadas por CCD, utilizando como eluente uma
mistura binéria de hexano/acetato de etila 80:20, até a completa acetilagdo do fenol. Em
seguida, foram adicionados 20mL de acetato de etila P.A. ao meio reacional, que foi entdo
particionado com uma solu¢do aquosa 20% (m/v) de Sulfato de Cobre Il pentaidratado
(CuS04.H20) (3x20mL), em seguida a fase organica foi lavada com solugdo saturada de cloreto
de sédio (NaCl) (3x10mL) e por fim, seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob
pressao reduzida em evaporador rotativo.

Butirato de 4-alil-2-metoxifenila (2): 4 mmol (656mg) do eugenol foram dissolvidos
junto com 6mmol (948 mg) de anidrido butandico, em 2mL de piridina, sob agitacdo e a
temperatura ambiente. As reacdes foram acompanhadas por CCD, utilizando como eluente uma
mistura binaria de hexano/acetato de etila 80:20, até a completa acilacéo do fenol. Em seguida,
foram adicionados 20mL de acetato de etila P.A. ao meio reacional, que foi entdo particionado
com uma solugdo aquosa 20% (m/v) de Sulfato de Cobre Il pentaidratado (CuSOs4.H20)
(3x20mL), em seguida a fase orgénica foi lavada com solucdo saturada de cloreto de s6dio
(NaCl) (3x10mL) e por fim, seca com sulfato de soédio anidro e concentrada sob pressdo

reduzida em evaporador rotativo.
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Hexanoato de 4-alil-2-metoxifenila (3): 4 mmol (656mg) do eugenol foram
dissolvidos junto com 6mmol (1284 mg) de anidrido hexandico, em 2mL de piridina, sob
agitacéo e a temperatura ambiente. As reagdes foram acompanhadas por CCD, utilizando como
eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 80:20, até a completa acilacéo do fenol.
Em seguida, foram adicionados 20mL de acetato de etila P.A ao meio reacional, que foi entéo
particionado com uma solucdo aquosa 20% (m/v) de Sulfato de Cobre Il pentaidratado
(CuS04.H20) (3x20mL), em seguida a fase organica foi lavada com solugdo saturada de cloreto
de sédio (NaCl) (3x10mL) e por fim, seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob
pressao reduzida em evaporador rotativo.

Benzoato de 4-alil-2-metoxifenila (3): 3 mmol (366 mg) do &cido benzdico foi
adicionado a 5mL de diclorometano (DCM) junto com 50mg de dimetilaminopiridina (DMAP)
seguido da adi¢do de 3mmol (618 mg) de dicicloehilcarboimida (DCC). A reagdo permaneceu
sob agitagdo por 24h a temperatura ambiente. Em seguida a reac&o foi filtrada a vacuo e a fase
liquida lavada com 3x5ml com solugdo aquosa de acido cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo ap6s
a fase organica foi lavada com 3x5mL com solucéo de bicarbonato de sédio a 5% (m/v) seguido
da lavagem com &gua destilada (3x5mL). A fase orgénica foi entdo seca com sulfato de sodio
anidro e concentrada sob presséo reduzida em evaporador rotativo.

4-metilbenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (4): 3 mmol (432 mg) do é&cido 4-
metilbenzéico foi adicionado a 5mL de diclorometano (DCM) junto com 50mg de
dimetilaminopiridina (DMAP) seguido da adicdo de 3mmol (618 mg) de dicicloehilcarboimida
(DCC). A reagdo permaneceu sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente. Em seguida a
reacdo foi filtrada a vacuo e a fase liquida lavada com 3x5ml com solucdo aquosa de &cido
cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo ap0s a fase orgénica foi lavada com 3x5mL com solucéo de
bicarbonato de sddio a 5% (m/v) seguido da lavagem com é&gua destilada (3x5mL). A fase
orgéanica foi entdo seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob presséo reduzida em
evaporador rotativo.

4-florobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (6): 3 mmol (420 mg) do &cido 4-
fliorobenzoico foi adicionado a 5mL de diclorometano (DCM) junto com 50mg de
dimetilaminopiridina (DMAP) seguido da adicdo de 3mmol (618 mg) de dicicloehilcarboimida
(DCC). A reagdo permaneceu sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente. Em seguida a
reacdo foi filtrada a vacuo e a fase liquida lavada com 3x5ml com solucdo aquosa de &cido
cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo ap0s a fase orgénica foi lavada com 3x5mL com solucéo de

bicarbonato de sodio a 5% (m/v) seguido da lavagem com &gua destilada (3x5ml). A fase
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organica foi entdo seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob presséo reduzida em
evaporador rotativo.

4-clorobenzoato de 4-alil-2-metdxifenila (7): 3 mmol (469,5 mg) do acido 4-
clorobenzoico foi adicionado a 5mL de diclorometano (DCM) junto com 50mg de
dimetilaminopiridina (DMAP) seguido da adicdo de 3mmol (618 mg) de dicicloehilcarboimida
(DCC). A reagdo permaneceu sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente. Em seguida a
reacdo foi filtrada a vacuo e a fase liquida lavada com 3x5ml com solucdo aquosa de &cido
cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo ap0s a fase orgénica foi lavada com 3x5mL com solucéo de
bicarbonato de sodio a 5% (m/v) seguido da lavagem com &gua destilada (3x5ml). A fase
orgéanica foi entdo seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob presséo reduzida em
evaporador rotativo.

4-bromobenzoato de 4-alil-2-metdxifenila (8): 3 mmol (603 mg) do &cido 4-
bromobenzdico foi adicionado a 5mL de diclorometano (DCM) junto com 50mg de
dimetilaminopiridina (DMAP) seguido da adicdo de 3mmol (618 mg) de dicicloehilcarboimida
(DCC). A reagdo permaneceu sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente. Em seguida a
reacdo foi filtrada a vacuo e a fase liquida lavada com 3x5ml com solucdo aquosa de &cido
cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo ap0s a fase orgénica foi lavada com 3x5mL com solucéo de
bicarbonato de sodio a 5% (m/v) seguido da lavagem com &gua destilada (3x5ml). A fase
organica foi entdo seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob presséo reduzida em
evaporador rotativo.

4-nitrobenzoato de 4-alil-2-metoxifenila (9): 3 mmol (501 mg) do acido 4-
nitrobenzoico foram adicionados a 5mL de diclorometano (DCM) junto com 50mg de
dimetilaminopiridina (DMAP) seguido da adicdo de 3mmol (618 mg) de dicicloehilcarboimida
(DCC). A reagdo permaneceu sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente. Em seguida a
reacdo foi filtrada a vacuo e a fase liquida lavada com 3x5ml com solucdo aquosa de &cido
cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo ap0s a fase orgénica foi lavada com 3x5mL com solucéo de
bicarbonato de sddio a 5% (m/v) seguido da lavagem com é&gua destilada (3x5mL). A fase
organica foi entdo seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob presséo reduzida em
evaporador rotativo.

4-nitrobenzoato de 4-alil-2-metdxifenila (10): 3 mmol (501 mg) do &cido 4-
nitrobenzoico foi adicionado a 5mL de diclorometano (DCM) junto com 50mg de
dimetilaminopiridina (DMAP) seguido da adicdo de 3mmol (618 mg) de dicicloehilcarboimida

(DCC). A reagdo permaneceu sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente. Em seguida a
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reacdo foi filtrada a vacuo e a fase liquida lavada com 3x5ml com solucdo aquosa de &cido
cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo ap0s a fase organica foi lavada com 3x5mL com solucéo de
bicarbonato de sodio a 5% (m/v) seguido da lavagem com &gua destilada (3x5ml). A fase
organica foi entdo seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob presséo reduzida em
evaporador rotativo.

Trans-cinamato de 4-alil-2-metdxifenila (10): 3 mmol (444 mg) do &cido
transcindmico foi adicionado a 5mL de diclorometano (DCM) junto com 50mg de
dimetilaminopiridina (DMAP) seguido da adicdo de 3mmol (618 mg) de dicicloehilcarboimida
(DCC). A reagdo permaneceu sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente. Em seguida a
reacdo foi filtrada a vacuo e a fase liquida lavada com 3x5ml com solucdo aquosa de &cido
cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo ap0s a fase orgénica foi lavada com 3x5mL com solucéo de
bicarbonato de sodio a 5% (m/v) seguido da lavagem com &gua destilada (3x5ml). A fase
organica foi entdo seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob presséo reduzida em
evaporador rotativo.

2-(4-isopropilfenil)propanoato de 4-alil-2-metdxifenila (11): (i) 10 comprimidos
triturados contendo ibuprofeno (500mg cada) foram adicionados a 100mL de etanol
permanecendo sob agitacdo por 3h, em seguida a suspenséo foi filtrada e a solugéo resultante
seca com sulfato de sodio e concentrada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida,
resultando no &cido 2-(4-isopropilfenil)propanoico (ibuprofeno). (ii) 3 mmol (618 mg) do &cido
2-(4-isopropilfenil)propanoico foi adicionado a 5mL de diclorometano (DCM) junto com 50mg
de dimetilaminopiridina (DMAP) seguido da adicio de 3mmol (618 mg) de
dicicloehilcarboimida (DCC). A reagdo permaneceu sob agitacdo por 24h a temperatura
ambiente. Em seguida a reacdo foi filtrada a vacuo e a fase liquida lavada com 3x5ml com
solucdo aquosa de acido cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo apds a fase organica foi lavada com
3x5mL com solucdo de bicarbonato de sodio a 5% (m/v) seguido da lavagem com &gua
destilada (3x5ml). A fase orgénica foi entdo seca com sulfato de sddio anidro e concentrada sob
pressao reduzida em evaporador rotativo.

4-(2-hidroxipropil)-2-metéxifenol (12): 5mmol (1483 mg) do sulfato de mercurio Il
(HgS0.) foi adicionado a 5mL de &gua destilada seguido de 5mL de THF. A suspensdo de
coloragdo amarela formada foi agitada vigorosamente seguido da adigdo de 5Smmol do eugenol
(820mg). O termino da reacéo foi determinado pelo desaparecimento da coloracéo amarela (4h).
Em seguida foi adicionado 5mL de solugéo aquosa de NaOH (3M) e 5mL de NaBH4 0,5 M em
NaOH (3M) sob constante agitacdo. Apds 30min, foi acrescentado NaCl até saturacdo da
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solucdo. A fase aquosa foi extraida com 2x5mL de THF e as fases orgénicas foram unidas,
secas com sulfato de sodio anidro (Na:SOs) e posteriormente purificadas através de
cromatografia em coluna seguido de andlise para caracterizagdo da substancia (BROWN e
LYNCH, 1981).

Acetato de 4-(2-acetoxipropil)-2-metdxifenila (13): Immol (182mg) da substancia 12
foi dissolvido junto com 3mmol (306mg) de anidrido acético e adicionado 1mL de piridina, sob
agitacéo e a temperatura ambiente. As reagdes foram acompanhadas por CCD, utilizando como
eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 70:30, até a completa acetilacdo dos
alcodis. Em seguida, foram adicionados 20mL de acetato de etila P.A ao meio reacional, que
foi entdo particionado (3x5ml) com uma solucéo aquosa a 20% (m/V) de Sulfato de Cobre Il
Pentaidratado (CuSO4.5H20). Em seguida a fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro,
evaporada sob presséo reduzida e posteriormente caracterizada.

3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propano-1,2-diol (14): 5mmol (820mg) do eugenol foi
adicionado sob banho de gelo a 7,5mL de acetonitrila (MeCN) seguido da adi¢&o de 7,5mL de
solugdo aquosa a 2M de carbonato de potéassio (K2COs) e 4.10*M de EDTA. Em seguida foi
adicionado sob agitacdo magnética 2mL de peroxido de hidrogénio (H20) a 30%. A mistura
foi mantida sob agitacdo magnética vigorosa e a temperatura de 0°C por 6h. Passado o tempo
de reacdo, foi adicionado 5mL de acetato de etila a mistura reacional e a fase organica separada,
a fase aquosa foi extraida com mais 3x20ml de acetato de etila e as fases organicas unidas e
extraidas com 2x5mL com solucdo de tiossulfato de sodio 1M e 10mL de solucéo saturada de
cloreto de sodio. A fase orgénica foi seca com Na2SO4 e concentrada em evaporador rotativo.
A 2mmol (360mg) do produto resultante da reagéo foi adicionado 10mL de solugdo aquosa de
NaOH 20% (m/V) e a mistura mantida a 80°C por 2h. A reacdo foi entdo resfriada até a
temperatura ambiente (aproximadamente 28°C) e entdo neutralizada com solugéo de HCI (10%)
até pH 7. A agua do meio foi retirada sob presséo reduzida e massa resultante foi extraida com
5x10mL de etanol anidro. A solug&o resultante foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo
sob pressdo reduzida. O produto foi entdo purificado por cromatografia de adsorgédo e
posteriormente caracterizado (WANG, SHU, et al., 2003).

3-(4-acetoxi-3-metoxifenil)propano-1,2-diacetoxi  (15): 1mmol (198mg) da
substancia 14 foi dissolvido junto com 10mmol (1020mg) de anidrido acético e adicionado
3mL de piridina, sob agitacéo e a temperatura ambiente. As reages foram acompanhadas por
CCD, utilizando como eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 70:30, até a

completa acetilagdo dos alcoois e fenol. Em seguida, foram adicionados 20mL de acetato de
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etila P.A ao meio reacional, que foi entdo particionado (3x5ml) com uma solucéo aquosa a 20%
(m/V) de Sulfato de Cobre Il Pentaidratado (CuSO4.5H20). Em seguida a fase organica foi seca
com sulfato de sédio anidro, evaporada sob pressdo reduzida e posteriormente caracterizada.

2-metoxi-(4-oxiran-2-ilmetil)fenol (16): 5mmol (820mg) do eugenol foi adicionado
sob banho de gelo a 7,5mL de acetonitrila (MeCN) seguido da adi¢do de 7,5mL de solugéo
aquosa a 2M de carbonato de potassio (K.COs) e 4.10“*M de EDTA. Em seguida foi adicionado
sob agitacdo magnética 2mL de perdxido de hidrogénio (H202) a 30%. A mistura foi mantida
sob agitacdo magnética vigorosa e a temperatura de 0°C por 6h. Passado o tempo de reacéo, foi
adicionado 5mL de acetato de etila a mistura reacional e a fase organica separada, a fase aquosa
foi extraida com mais 3x20ml de acetato de etila e as fases orgénicas unidas e extraidas com
2x5mL com solucéo de tiossulfato de sédio 1M e 10mL de solucéo saturada de cloreto de sodio.
A fase organica foi seca com Na>SOs e concentrada em evaporador rotativo e o produto
posteriormente caracterizado.

Acetato de 2-metdxi-(4-oxiran-2-ilmetil)fenila (17): 1mmol (180mg) da substancia 16
foi dissolvido junto com 3mmol (306mg) de anidrido acético e adicionado 0,5mL de piridina,
sob agitacdo e banho de gelo (aproximadamente 2°C). As reages foram acompanhadas por
CCD, utilizando como eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 80:20, até a
completa acetilacdo do fenol. Em seguida, foram adicionados 20mL de acetato de etila P.A ao
meio reacional, que foi entéo particionado (3x5ml) com uma solugdo aquosa a 20% (m/V) de
Sulfato de Cobre Il Pentaidratado (CuSO4.5H20). Em seguida a fase organica foi seca com
sulfato de sddio anidro, evaporada sob presséo reduzida e posteriormente caracterizada.

4-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-metdxifenol (18): A uma solugdo de cloreto
de zinco (0,634g, 4,95 mmol) em 5 mL de acetona, adicionou-se a substancia 14 (396mg, 2
mmol), sob agitagdo a 0 oC por 10h min e a temperatura ambiente durante 24 h. Para tratamento
usual, adicionaram-se 5 mL de cloroférmio e 5 mL de solucéo saturada de cloreto de sddio. A
fase aquosa foi extraida com 3 x 5 mL de cloroférmio, a fase orgénica foi lavada com 2 x 5 mL
de solucéo de hidroxido de amdnio 5% (v/v) e tratada com sulfato de sodio. O solvente foi
eliminado a vacuo em evaporador rotativo. Em seguida, ao residuo foi adicionado éter de
petréleo e aquecido até ebuli¢cdo por 30 min. O diol 14 ndo reagido foi removido por filtracdo
a quente e o produto 18 obtido ap6s evaporagio do éter em evaporador rotativo (CITO,
ARAUJO, et al., 2009).

Acetato de 4-((2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-metoxifenila  (19):  1mmol
(204mg) da substancia 18 foi dissolvido junto com 3mmol (306mg) de anidrido acético e



165

adicionado 0,5mL de piridina, sob agitagdo a temperatura ambiente. As reagdes foram
acompanhadas por CCD, utilizando como eluente uma mistura binéria de hexano/acetato de
etila 80:20, até a completa acetilagdo do fenol. Em seguida, foram adicionados 20mL de acetato
de etila P.A ao meio reacional, que foi entéo particionado (3x5ml) com uma solugdo aquosa a
20% (m/V) de Sulfato de Cobre Il Pentaidratado (CuSO4.5H20). Em seguida a fase organica
foi seca com sulfato de sodio anidro, evaporada sob pressdo reduzida e posteriormente
caracterizada.

4-((2-metil-2-fenil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-metoxifenol (20): A uma solugdo de
cloreto de zinco (0,634g, 4,95 mmol) em 5 mL de benzaldeido, adicionou-se a substéncia 14
(396mg, 2 mmol), sob agitacdo a 0 °C por 10h min e & temperatura ambiente durante 24 h. Em
seguida adicionaram-se 5 mL de cloroférmio e 5 mL de solucdo saturada de cloreto de sédio.
A fase aquosa foi extraida com 3 x 5 mL de cloroférmio, a fase orgéanica foi lavada com 2 x 5
mL de solucéo de hidroxido de aménio 5% (v/v) e tratada com sulfato de sodio. O solvente foi
eliminado a vacuo em evaporador rotativo. Em seguida, ao residuo foi adicionado éter de
petréleo e aquecido até ebuli¢cdo por 30 min. O diol 14 ndo reagido foi removido por filtracdo
a quente e o produto 20 obtido ap6s evaporacdo do éter em evaporador rotativo e purificacdo
em cromatografia em coluna (CITO, ARAUJO, et al., 2009).

Acetato de 4-((2-metil-2-fenil-1,3-dioxolan-4-il)metil)-metdxifenila (21): 1mmol
(266mg) da substancia 20 foi dissolvida junto com 3mmol (306mg) de anidrido acético e
adicionado 0,5mL de piridina, sob agitagdo a temperatura ambiente. As reagdes foram
acompanhadas por CCD, utilizando como eluente uma mistura binéria de hexano/acetato de
etila 80:20, até a completa acetilagdo do fenol. Em seguida, foram adicionados 20mL de acetato
de etila P.A ao meio reacional, que foi entéo particionado (3x5ml) com uma solugdo aquosa a
20% (m/V) de Sulfato de Cobre Il Pentaidratado (CuSO4.5H20). Em seguida a fase orgéanica
foi seca com sulfato de sodio anidro, evaporada sob pressdo reduzida e posteriormente

caracterizada.

7.11 PREPARACAO DO BIOCATALISADOR

Apos a coleta das frutas no comércio local de Fortaleza-CE entre o periodo de 11/2015
a 11/2016, estas foram lavadas com agua destilada e posteriormente colocadas durante 20min
em solugdo de hipoclorito de sodio a 5%. Depois deste periodo, as cascas das laranjas foram

lavadas vérias vezes com 4gua destilada, para a completa retirada do hipoclorito de sodio, e
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colocadas a temperatura ambiente por cerca de 2 horas para secagem. Decorrido este periodo
as cascas foram trituradas em ralador manual de Imm seguido da adi¢éo de hexano (5x massa
de casca utilizada) e mantido sob agitagéo a 200rpm por 3h. Apos este periodo as cascas foram
separadas da fase organica e colocadas para secar a temperatura ambiente. Em seguida acetona
foi adicionada (5x massa de casca utilizada) e submetida a agitagdo por 2h. Na sequéncia as
cascas foram separadas por filtracdo, secas a temperatura ambiente e denominadas de Casca da
Laranja Desidratada (CLD) (Avelar et al., 2013).

7.12 OBTENGAO DO EXTRATO AQUOSO DA CASCA DA LARANJA (EACL)

O extrato aquoso da CLD foi obtido a partir da adigédo de 10g de CLD em 100mL de
agua destilada sob agitacéo a 225rpm por 24h. Em seguida as cascas separadas por filtragdo e
a fase liquida resfriada a 4°C e submetida a centrifugacéo a 3500rpm por 10min. O sobrenadante
resultante foi denominado de extrato agquoso da casca da laranja (EACL) (BUGG, LEWIN e
CATLIN, 1997).

7.13 PROCESSO DE IMOBILIZACAO DAS ENZIMAS PRESENTES NO EXTRATO DA
CASCA DA LARANJA IMOBILIZADO (ECLI).

A massa de 1,59 de alginato de sddio foi adicionado a 100ml do extrato aquoso da
casca da laranja (EACL) e colocado sob agitacdo até a formagdo de uma mistura homogénea.
Esta solugdo foi gotejado com o auxilio de uma pipeta em 300ml de uma solucdo aquosa de
CaCl, (1,5% m/V) para formacdo das esferas contendo as enzimas imobilizadas. O
sobrenadante resultante do processo de imobilizacdo (fase liquida) foi coletado e denominado
de fase liquida do processo de imobilizacdo (FLPI). As esferas formadas ficaram 24h
submergida na solucdo de CaCl e entdo foram filtradas, lavadas com 100ml de &gua destilada
corrente e colocadas a temperatura ambiente por 3h para remogao do excesso de agua e logo
apods colocadas em estufa a 40°C por 24h (OZYILMAZ e GEZER, 2010).
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7.14 METODO PARA DETERMINAR O TEOR DE PROTEINAS

O reagente de Bradford foi preparado pela dissolugdo de 50mg do corante
“Coomassie brilliant blue” BG-250 (fabricante: Sigma) em 25 mL de etanol seguida da
adicdo de 50mL de &cido fosférico 85%. Esta mistura foi transferida para um baldo
volumétrico de 500mL e seu volume completado com agua destilada. A solucéo final foi
guardada em refrigerador a temperatura de aproximadamente 2°C.

Para a determinacdo da quantidade de proteina no extrato aquoso da casca da laranja
(EACL) e da fase liquida do processo de imobilizacdo (FLPI) foi adotado o seguinte
procedimento: 0,1mL do EACL/ FLPI foi misturado a 2,5mL do reagente de Bradford e,
apds 2 minutos, foi realizada a leitura desta amostra em espectrofotdmetro em comprimento
de onda de 595nm, usando Soro Albumina Bovina SAB) como padréo de proteina da curva
de calibragdo (Figura 133). Foi feito também um controle, constando este de 0,1mL de dgua
destilada e 2,5mL do reagente de Bradford. O procedimento foi realizado em duplicata
(BRADFORD, 1976).

Figura 133- Curva de calibracdo da SAB método de Bradford

Curva de calibragdo-SAB-BRADFORD
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Fonte: Elaborado pelo autor

7.15 DETERMINACAO DA ATIVIDADE HIDROLITICA DO ECLI

A atividade hidrolitica das cascas da laranja através da hidrolise do éster acetato de p-
nitrofenol (5mM) em acetonitrila/agua (95:5). 1g de CLD ou 200mg (EI) foi adicionado a 10ml



168

do substrato (acetato de p-nitrofenol) por 2h. O teor de p-nitrofenol foi determinado através de
curva de calibracdo (Figura 134) em espectrofotometro a 410nm. uma unidade de atividade
enzimética (U) foi definida como a quantidade de biocatalisador (g) necessaria para liberar

1pmol de p-nitrofenol por minuto (Guajardo et al. 2015).

Figura 134- Curva de calibragéo do para-nitrofenol
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7.16 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA ATRAVES DA TECNICA DE DISCO DIFUSAO

A atividade antibacteriana dos derivados do eugenol foi realizada inicialmente pela
técnica de disco difusdo que consiste em medir a zona de inibicdo formada em torno da

substancia avaliada.

7.16.1 Preparacgéo do meio de cultura

O meio Agar Mueller- Hinton é um meio solido padronizado, recomendado para a
realizacdo de testes antimicrobianos. O mesmo foi preparado seguindo a metodologia de
padronizagdo Kirby e Bauer, 1996, e pelo NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards). Foi medido a massa de 35 g de meio de cultura para 1 L de &gua destilada, em
seguida adicionado em um erlenmeyer de 1L. Para a homogeneizagdo do meio de cultura,
colocou-se 0 mesmo em banho maria até a dilui¢do do sélido e ao término do procedimento, o
meio foi autoclavado. Em seguida foi colocado em placas de petri (50 ml do meio) e posto na

geladeira envolto de papel filme para conservacao.
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7.16.2 Preparacdo e atividade antibacteriana

Foram utilizadas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas para o experimento, ambas
preparadas seguindo o manual para atividade ANTIBIOGRAMA de Kirby, Bauer, 1996. Para
a replicacdo das bactérias o meio de cultura j& preparado, foi retirado da geladeira 20 minutos
antes para obter temperatura ambiente e evitar qualquer dano nas bactérias. Com o auxilio de
um swab, as bactérias foram retiradas das cepas e aplicadas suavemente sobre o meio de cultura,
logo apds, levadas & estufa de modelo 502 FANEM por um periodo de 24 horas a uma
temperatura de 35°C.

Ao passar o periodo de 24 horas iniciou-se o teste bacterioldgico, em que as mesmas
foram retiradas das placas com auxilio de uma alca em platina devidamente flambada e
resfriada. Em seguida, transferidas para um tubo de ensaio contendo solugéo salina (NaCl
0,85%) para diluicdo até atingir entre 0,08 e 1 em espectrofotdmetro a 625 nm. Ao fim deste
processo, embebeu-se um swab na suspensdo bacteriana comprimindo- o no préprio tudo de
ensaio para evitar o excesso de material, aplicou-se em movimentos uniformes sobre o meio de
cultura até que toda superficie fosse preenchida. Apds a secagem do meio, foram aplicados
discos contendo amostras em concentragdes de 20uL, juntamente com o controle positivo
(amicacina-30mcg), e como solvente 0 DMSO em concentragéo de (100mg/ml).
As placas com os discos ja aplicados, foram levadas a estufa bacteriol6gica por 24 e 48

horas para posterior analise dos resultados (NCCLS, 2003).

7.17 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
MINIMA INIBITORIA (CMI) DOS DERIVADOS DO EUGENOL.

A atividade antibacteriana dos derivados do eugenol foi determinada pelo método da
microdiluicdo recomendado Comité Nacional de Padr&o Clinico Laboratorial. M7-A6. Para as
analises foram usadas cepas bacteriologicas gram (+) e gram (-), sendo vericada o potencial
antimicrobiano em: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus. A cultura bacteriana foi replicada em
caldo Muller Hilton (CMH) por 24h a 35°C+2°C. Em seguida o in6culo bacteriano foi diluido
em CMH para uma concentracdo de células de aproximadamente 1x10® NTU (escala
Mcfarland). Essa suspensdo foi novamente diluida em em solucéo salina (NaCl, 0,85%) com

10% de CMH para uma concentragéo final de 1x 10® NTU. O volume de 100uL dessa suspenséo
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foi adicionada nos pocos das microplacas resultando em uma concentracéo final do indculo de
5x10° NTU.

A solugdo inicial das substancias foi composta de 10mg da substéncia a ser analisada
diluida em 1ml de dimetissulfoxido (DMSO). Essa solugdo foi diluida em agua para obtencéo
da solucgdo estoque com concentracdo de 1000ug/mL. Em seguida foi realizado a diluicdo
seriada em microplaca adicionando 100uL da solugdo estou inicial no primeiro poco e apos
homogeneizagdo o mesmo volume para 0 poco seguinte resultando em concentracdo entre 4-
512ug/mL como representado na Figura 135. A presenca de células bacterianas ativas foi
verificada pelo método colorimétrico através da adicdo de 25uL de solugdo aquosa de
resazurina (0,01% m/V) em cada poco da microplaca. Apos incubacdo em estufa por 2h a
concentragdo minima inibitoria foi definida como a menor concentracdo da substancia capaz de
inibir o crescimento bacteriano (indicado pela mudanca de coloracgéo do azul para o vermelho

na presenca de células bacterianas vivas).

Figura 135- Representacdo esquematica da diluicdo seriada efetuada
L

Fonte: Elaborado pelo autor



171

7.18 avaliagdo da capacidade antioxidante

Os testes para verificar a atividade antioxidante e encontrar a IC50 (Concentragdo que
inibe 50% dos radicais) das fracdes foram realizados com uma solugdo de DPPH (2,2-difenil-
1-picrilhidrazil), onde a mesma foi feita com 1,3mg de DPPH dissolvida em 50mL de metanol
(6,6 x102mM) e feita sua curva de calibracéo, figura 136, nas concentragdes de 10, 20, 30, 40,
50 e 60ug/ml. Foram feitas diferentes concentragGes (10, 20, 30, 50, 70 e 100ug/ml) com os
derivados diluidos em metanol e adicionado 1ml da solugdo da amostra de cada concentracéo
preparada a 1mL da solucdo de DPPH. As analises foram feitas em triplicata e apds 30 minutos
foram realizadas as leituras no espectrofotdmetro a 520 nm (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
Outro procedimento da mesma forma foi feito com o TROLOX, padréo positivo que foi

utilizado para controle e metanol foi utilizado como controle negativo.

Figura 136- Curva de calibragdo do DPPH.
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1,00 R2=0,9992
0,80

0,60
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Fonte: Elaborado pelo autor
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8. CONCLUSOES

Com o presente trabalho foi possivel a sintese, purificacdo e caracterizagdo de 20
derivados do eugenol por via quimica classica, abordando modificagfes estruturais tanto no
grupo hidroxi (-OH) da molécula, formando ésteres diversos, assim como modificacbes na
dupla ligacéo do grupo alila, resultando em &lcoois, epdxido e cetais.

O estudo do potencial antibacteriano desses derivados evidenciou que as modificagdes
moleculares empreendidas na molécula do eugenol resultou em substancias com potencial de
uso bastante promissor sendo possivel a ampliacdo do espectro de agdo do eugenol, uma vez
que alguns derivados foram capazes de inibir a replicacdo de estirpes bacterianas que o proprio
eugenol ndo apresentou atividade. Também destaca-se que em alguns casos houve amplificacéo
do efeito antibacteriano dos derivados quando comparado com o eugenol, fazendo com que em
alguns casos a sensibilidade de determinadas estirpes bacterianas fossem superiores para 0s
derivados do que para o eugenol.

A anélise da capacidade antioxidante dos derivados revelou uma forte dependéncia do
grupo hidroxi do fenol para obtencdo de uma boa atividade antioxidante, o que evidencia que o
grupo -OH est4 diretamente relacionado com a transferéncia de elétrons e por conseguinte com
a inibicdo e/ou retardamento do processo de propagacdo radicalar, estes, diretamente
relacionados com processos oxidativos indesejaveis. J& a modificacdo quimica na dupla ligacéo,
apesar de reduzir a capacidade antioxidante dos derivados quando comparado com o eugenol,
ainda mantém um potencial de captura de radicais semelhante a padrées como trolox.

Quanto aos processos biocataliticos foi possivel perceber uma boa capacidade do uso
do extrato da casca da laranja imobilizado em alginato de célcio em reagBes de hidrolise e
esterificagdo. Sendo que nas reacOes de hidrolise foi possivel verificar uma leve degradacéo do
suporte ap6s de trés dias de reacéo.

J& na reacdo de esterificagdo ndo foi observado comprometimento do suporte além de
ter sido possivel verificar a capacidade reuso e armazenamento do biocatalisador ora
empregado. O uso dos processos catalisados pelo ECLI permitiu amplificar o nimero de
derivados do eugenol obtidos, uma vez que, o biocatalisador revelou-se bastante seletivo,
acetilando especificamente grupos hidroxi de alcoois e mantendo os grupos fendlicos livres nas
reacdes de esterificacdo. Essas reages também se mostraram promissoras na obtengdo de
alcoois aromaticos primarios e secundérios, contudo, mostrando limitacBes para &lcoois

ciclicos.
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