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RESUMO

O liquido da casca da castanha do caju é um 06leo negro, viscoso e caustico extraido do
mesocarpo das castanhas do caju (Anacardium occidentale L.) e é bastante rico em
alquilfendis e alquilrresorcindis de longa cadeia, como o acido anacardico e o cardol. Atraves
do processamento térmico industrial realizado com as améndoas, o LCC in natura é
convertido em LCC técnico, passando a ter como componente principal da mistura o
cardanol, um lipideo fendlico do tipo 3-alqu(en)ilfenol, sendo que a cadeia lateral ligada a
posicdo 3 do fenol pode variar em pentadecil, (Z)-pentadec-8-enila, (8Z,11Z)-pentadeca-
8,11-dienila e (82,117,14Z)-pentadeca-8,11,14-trienila. O LCC é tido como um subproduto
da industria do caju, sendo normalmente comercializado com empresas do ramo de
polimeros, tintas, vernizes e 0leos, sobretudo no exterior. Nesse sentido, o LCC tem se
configurado como objeto de investigagdo como uma fonte renovavel e barata de substancias
organicas funcionalizadas alternativa a petroquimica, sobretudo em quimica fina. Motivado
por resultados bioldgicos promissores de uma investigacéo in silico a partir de substancias
hibridas de cardanol e aminoacidos, esse trabalho visou a sintese quimica dos hibridos
projetados, a fim de se avaliar o potencial biologico destes compostos ainda ndo sintetizados.
A mistura de cardandis foi isolada a partir do LCC técnico com bom rendimento e pureza,
sendo posteriormente submetida a clivagem oxidativa com OsOs, onde foi gerado o acido 8-
(3-hidroxifenil)octanoico, que ndo pode ser purificado completamente. Tentou-se realizar, a
seguir, a acetilacdo deste produto &cido, porém, obteve-se o éster 8-(3-hidroxifenil)octanoato
de metila como produto. Paralelamente, foram estudadas duas reacdes de esterificacdo de
aminodacidos, necessaria para a posterior sintese dos hibridos de interesse, sendo que o
método de Steglich para sintese do L-fenilalanilato de metila ndo teve sucesso. Um segundo
método de esterificacdo a partir da L-tirosina com 2,2-dimetoxipropano foi realizada
recentemente, sendo que o resultado ocorreram conforme o planejado. A acetilacdo da
mistura de cardandis ocorreu de acordo e sendo oxidada sua cadeia lateral, cujo produto
acido foi acoplado com ésteres de metila da L-Tirosina, entretanto, conforme idealizado, o
acoplamento entre ésteres de metila da L-Tirosina e o produto o acido 8-(3-

hidroxifenil)octanoico ndo ocorreu conforme esperado.

Palavras-chave: LCC, hibridos moleculares, cardanol, aminoacidos.
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ABSTRACT

Cashew nut shell liquid is a black, viscous and caustic oil extracted from the mesocarp of
cashew nuts (Anacardium occidentale L.) and is very rich in long-chain alkylphenols and
alkylresorcinols, such as anacardic acid and cardol. By means of industrial thermal
processing carried out on the kernels, the fresh LCC is converted into technical LCC, with
cardanol as the main component of the mixture, a 3-alk(en)ylphenol phenolic lipid where
the side chain attached to aromatic ring can be pentadecyl, (Z)-pentadec-8-enyl, (82,117)-
pentadeca-8,11-dienyl or (82,11Z,147)-pentadeca-8,11,14-trienyl. LCC is considered a by-
product of the cashew industry and is usually sold to companies abroad, that use it as raw
material for production of polymers, paints, varnishes, and oils. In this sense, LCC has
become a renewable and inexpensive source of functionalized organic substances as
alternatives to petrochemicals, and is easily accessible in cashew-producing countries, where
cardanol represents a versatile substrate for various molecular modifications aiming at
numerous value-added substances, such as porphyrins, biosensors, markers, and fine
chemicals. Motivated by promising results of in situ biological investigation of new
cardanol-amino acid hybrids, this work aimed to synthesize such hybrids in order to evaluate
the biological potentials of these yet-to-be-synthesized compounds. The cardanol mixture,
isolated from technical LCC with good yield and purity, was subjected to oxidative cleavage
with OsO4, where the 8-(3-hydroxyphenyl)octanoic acid was obtained as the product, which
unfortunately could not be completely purified. An attempt was made to acetylate this acid
to facilitate the purification, however, the 8-(3-hydroxyphenyl)octanoate methyl ester was
obtained. In parallel, two amino acid esterification methods were studied, since the
respective esters are necessary to synthesize the target hybrids. The Steglich method used in
an attempt to synthesize L-phenylalanine methyl ester was unsuccessful. A second method
of esterifying L-tyrosine with 2,2-dimethoxypropane was recently carried out, with the
results proceeding as planned. Acetylation of the cardanol mixture occurred
correspondingly and its side chain was oxidized, the acid product of which was coupled to
the L-Tyrosine methyl esters, however, as idealized, the coupling between the L-Tyrosine
methyl esters and the acid product 8-( 3- hydroxyphenyl)octanoic acid did not occur as

expected.

Keywords: LCC, molecular hybrids, cardanol, amino acids



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica do CArdanol .............ccouiiiiiiiiii it 11
Figura 2. Distribuicio geogréfica nacional do cajueiro, SIBBr (2023) .........cccoiiiieiienenenieie e 13
Figura 3. Esquema das folhas e inflorescéncia (A) de Anacardium occidentale e do pseudofruto e fruto B)

(MAZZEO, 2009) .. .eeieieeiieeeiiee ettt et s et e et e st e e st e e s sbe e et e e et e e anb e e aR b e e et et e aRbeeanbe e e be e e Eeeenneeeanteennreeans 14
Figura 4. Principais constituintes encontrados N0 LCC..........coiiiiiiiiiiiiiienie e 15
Figura 5. Antioxidantes alquilfosforados e tiofosforados derivados do cardanol hidrogenado ........................ 17
Figura 6. Estrutura do cardanol terc-DULHACO ............coeoiiiiiiiiii s 18
Figura 7. Antioxidantes fenolicos produzidos a partir de constituintes do LCC .........ccccevveririenenenieeienenens 19
Figura 8. Estrutura geral de surfactantes ndo-idnicos baseados no cardanol e glicerol............c.cccoovvinnnnnnn. 20
Figura 9. Estrutura Quimica de surfactantes SINtEtiZad0S........cccvvverreririinririereees s 21

Figura 10. Perfil antibacteriano de hibridos sintéticos de cardanol e aminoacidos por Behalo (2017a e 2017b) .23

Figura 11. A) benzoxazina sintetizada a partir de cardanol e glicina por Wang et al. (2020); B) Hibridos de

cardanol e aminodcidos via carbamatos sintetizados por Zhu et al. (2024) .......c.cocovoevrrirennnieennre e 24
Figura 12. Hibridos de cardanol e aminoacidos avaliados por docking molecular ............cc.ccoocevvvoviiveennnnnas 25
Figura 13. Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) da mistura de cardanois, com ampliagies............cccevvevnnnne. 38
Figura 14. Espectros de RMN *C (CDCls, 125 MHz) e de DEPT-135 da mistura de cardanois, com

L0 0] T Uot SR 39
Figura 15. Espectro de massas APCI-MS (modo negativo) do i0N M/Z........ccceivrvciieinciiniece e, 40
Figura 16. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da fragio “OSM-C” ........cccevvvvieriereriiriiiee s 42
Figura 17. Espectros de RMN C (CDCls, 125 MHz) e de DEPT-135 da fragdo “OSM-C”........c..ccevcvvvrreerrnnnns 43
Figura 18. Espectro de massas APCI-MS (modo negativo) da fragdo “OSM-C”............cccorrrrrrninnninnnienns 44
Figura 19. Espectro de RMN de H (CDCls, 500 MHz) de “ACet-3B”, com ampliaGOes .............ccccevervevenanes 45
Figura 20. Espectro de RMN 3C (CDCls, 125 MHz) de “ACet-3B”, com ampliacfes abaixo.................cc...... 46
Figura 21. Mapa de correlacdo *H-'H do experimento COSY da amostra ACet-3B (500 MHz, CDCly)........... 47
Figura 22. Mapa de correlagdo *H-3C do experimento HSQC da amostra ACet-3B (500 MHz, CDCl3)............. 48
Figura 23. Mapa de correlagdo *H-3C do experimento HMBC da amostra ACet-3B (500 MHz, CDCls)............ 49
Figura 24. Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “ACET-FRA”, com ampliagoes ..............cccccerane. 51
Figura 25. Espectro de RMN *C (CDCI3, 125 MHz) de “ACET-FRA”, com ampliagies ..........c.c..coevuen 52
Figura 26. Espectro de RMN H (CDCI3, 500 MHz) de “OSM-31”, com ampliagdes .............cccervrervrrrearanes 54
Figura 27. Espectro de RMN C (CDCI3, 125 MHz) de “OSM-31”, com ampliagdes............cccervrervrrriaranns 55
Figura 28 Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “KSM-4”, com ampliagOes..............ccorvrrerererrnnnns 56
Figura 29. Espectro de massas APCI-MS d0 “TRT-B”........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiienie e sie e snne e e 57
Figura 30. Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “TRT-B”, com ampliagdes ..............cccoveverereennnnnns 58
Figura 31. Espectro de RMN C e DEPT- 135 (CDCI3, 125 MHz) de “TRT-B”, com ampliacdes................... 59
Figura 32. Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “ACFL-5”, com ampliaGies...........ccceveverrererersernenne, 61

VI



INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1. Descarboxilagio do ACIA0 ANACATTICO...........eiieieiiiesieeie et 16
Esquema 2. Sintese do copoliéster a partir do mondmero HPPDP.............ccccovviiiiiiieie e 17
Esquema 3. Sintese da orto e para-benzoquinonas a partir do cardanol hidrogenado.............ccccceeveieeieenenne, 17
Esquema 4. Quebra oxidativa reportada por Pillai e colaboradores (1992) .........ccccovviniinieniieieciceieeiene 20
Esquema 5. Rota sintética de preparacgdo do (o-hidroxi-4-pentadecil)acetofenona...........cccceeveeveeiecnieecnnnn, 21
Esquema 6. Acoplamento entre o acido 8-(3-hidroxifenil)octandico e L- Tirosinato de metila..................... 35
Esquema 7. Planejamento experimental da PESOUISA ..........covviiiiiiiiiiiiietee ettt 36
Esquema 8. Rearranjo de MacLafferty a partir do fendxido de cardanol .............cocoeviieiinieninienc e, 40
Esquema 9. Reagdo de oxidagdo da mistura de cardandis com OsOa4 41
Esquema 10. Tentativa de acetilacdo do acido 8-(3-hidroxifenil)octan0iCo ...........cecveeererieneeieie e 45
Esquema 11. Decomposicéo térmica de anidridos carboxilico-carbOnicos.............ccveeveeiieiieiie e 50
Esquema 12. Tentativa de Acetilacdo da mistura de Cardanois ............cceevverierieiiieeie e 50
Esquema 13. Reacdo de Steglich com a L-fenilalanina............cccooieeeiiieiie i 56

Vil



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Propor¢éo dos constituintes encontradoS N0 LCC .........eiiviiiiiieiiie et 15
Tabela 2.. Frages da purificagdo do cardanol reunidas conforme o fator de retencéo (Rf) ........ccccoeveeiienenn 28
Tabela 3 Fracionamento do produto da rea¢do de oxidagao do cardanol com OSOx.................ooooovoooese 29
Tabela 4. Fracionamento do produto da acetilagdo da mistura de cardanois ............cocererienierieieneeiienennens 31
Tabela 5. Fracionamento do produto da reacdo de oxidac&o do cardanol acetilado com KMnOsx............ 33
Tabela 6. Cromatografia em coluna liquida da esterificagdo da L-Tir0Sina............cccocovvvvvvsisisiseresseeeeenn, 34

Tabela 7: Dados dos espectros de RMN de *H e **C da mistura de cardandis, deslocamento quimico (8) expressos
Tabela 8: Dados de RMN de *H e **C do &cido 8-(3-hidroxifenil)octanoico , deslocamento quimico ()

oSO ST 0 1 0] 0] 1 TR P PR 44

Tabela 9: Dados de RMN de *H e **C da mistura de cardandis acetilado, deslocamento quimico () expressos em

VI



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt ettt sttt n s 10
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt e ettt e oottt e e ettt e e e n b e e e e ea b bt e e e b be e e e aabb e e e e ante e e e e nbeee s 12
A @ o] 1= )Y oI o T - | PR R 12

2.2. ODbJetivVOS ESPECITICOS ...ovviiiitieiieiti ittt ettt st sttt sbe b nee e 12

3. REVISAO DA LITERATURA .....oivittieetee et ee ettt st an s eaanenen 12
3.1. Cajueiro (Anacardium OCCIAENTAIE L.)......cceeiiiiiieiieitie e 13

3.2. OLCC O CAITANOL........eiiieiietie ettt bbbt 14

3.2.1. Transformag@es quimicas e aplicacdes do cardanol e derivados.............c.cccevverevennne. 16

3.2.2. Hibridos de cardanol € amMinN0ACIOS. ...........ccoveuirerieiiie et 22

4. MATERIAL EMETODOS........ciiiiiciiieieieteete ettt sttt ettt aes s s s s ennans 26
-1 - 1 SRS RUR 26

4,11, Cromatografia........cooeeiuiiiieiie e 26

4.1.2. EQUIPAMENTOS. ... eeuvietietieitee ettt sttt sttt sb bt bbbt sb e sbe b sbe et sneas 27

4.2. Procedimentos XPeriMENTaiS. ..........oiuiiieiieiiieiie ittt sttt sne e 27

4.2.1. Purificag8o do Cardanol ............ooviiiiiiiiie e 27

4.2.2. Clivagem oxidativa da mistura de cardandis com tetréxido de ésmio (OsOs).............. 28

4.2.3. Reacdo de acetilacdo do acido 8-(3-hidroxifenil)octan0ico .........c.ccovvvveivivirciiciiiennn, 30

4.2.4. Reacdo de acetilacdo da mistura de cardaniS..........ccccvvvveereeeveeiiee e ssee e 30

4.2.5. Clivagem oxidativa do “ACET-FRB” com tetrxido de 6smio (0sO4)..........c.ec...... 32

4.2.6. Clivagem oxidativa do “ACET-FRA” com permanganato de potassio (KmnO4) ..... 33

4.2.7. Reacdo de esterificacdo de Steglich da L-fenilalanina.............cccoocvveiiiiiiiicnicenenn 33

4.2.8. Reaco de esterificagfo da L-tir0SINA........c.evveriiriiiiiiie e 34

4.2.9. Acoplamento entre o &cido 8-(3-hidroxifenil)octanoico e L-Tirosinato de metila..... 35

5. RESULTADOS E DISCUSSAD ......vvirimrresmimeesessssessessssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesnos 36
5.1. Planejamento para a sintese de hibridos de cardanol e aminoacidos ..........ccccovvevererivecieinccieinnnns 36

5.2. PUrificacBo do Cardanol ...........covoiieiiiiieiee et 37

5.3. Clivagem oxidativa do cardanol COM OSOa...............cocvoeoeoceoessesesssseessessssssssssessssssssssssseessssessseesresne 41

5.4. Tentativa de acetilacdo do &cido 8-(3-hidroxifenil)octanoiCo ...........ccovvvvviiiiiiiiiin i 45

5.5. Acetilacao da mistura de CardanQis............ceiieiieiieiieiie e 50

5.6. Clivagem oxidativa do “ACET-FRB” com tetroxido de 6smio (OSO4).......cccccvveeviveeiiieeiiieeennn, 53

5.7. Clivagem oxidativa do “ACET-FRA” com permanganato de potassio (KmnO4).........c...ceeueee 55

5.8 Esterificacio de amiNOACIHOS . .........cciviiiiieiieiieiie ittt st st sttt e e e sbeesnee 56

5.8.1 ESterificacio da L- TIFOSING .......ccveiuieiiieiiieiiie e siee sttt ettt sttt ettt sbaesteesteesreesreens 57

5.9 Acoplamento entre o acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico e L-Tirosinato de metila..................... 60

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS. .....oivieiiviemiissiessessissssssssssssssssssssssssnsssssssnssssssssssssssssessssssasssnes 61
7. REFERENCIAS ..ottt ettt sttt st n st an e n e 63
B AINEXOS ..ot e b b e e e e b e e e e R e e e e e b e e e e aabr e e e s nreee s 70



1. INTRODUCAO

O Anacardium occidentale L. é o nome cientifico do cajueiro, pertencente a familia
Anacardiaceae. O fruto do cajueiro, popularmente conhecido como castanha de caju, € um
aquénio de comprimento e largura variavel, casca coriacea lisa, mesocarpo alveolado, repleto
de um liquido escuro, quase preto, caustico e inflamével, chamado de liquido da casca da
castanha do caju (LCC) ou cashew nut shell liquid (CNSL) como ¢é conhecido
internacionalmente (Mazzetto; Lomonaco; Mele, 2009). O LCC é um importante subproduto
agricola da producéo de castanha de caju, que representa cerca de 32% da casca.

A origem do cajueiro fundamenta-se em provas circunstanciais que indicam, de
forma convincente, o Brasil ou pelo menos o norte da América do Sul e parte da América
Central como o centro de procedéncia da espécie cultivada. Um forte indicio sobre a origem
brasileira do caju estd na mais antiga referéncia conhecida sobre a planta, a ilustracao feita pelo
monge naturalista francés André Thevet (1502-1590) em seu livro intitulado Singularidades da
Franca Antartica (Les singularitez de la France Antartique), em 1557, escrito ap0s sua passagem
pela costa do Nordeste e Norte do Brasil (Thevet, 1944). O cajueiro adapta-se melhor as
regides costeiras como o nordeste brasileiro, onde faz parte da vegetacdo de praias e dunas,
alem das formacdes de restingas, permitindo supor que a origem filogenética da espécie reside
em limitrofes da Mata Amazdnica ou cerrados com ecossistemas da regido Nordeste, com base
na maior diversidade e adaptacdo da planta nestas localidades (Mazzetto; Lomonaco; Mele,
2009).

O cajueiro tem sido descrito ha seculos na medicina popular (Thevet, 1944). No
Brasil, ha relatos de aplicagdes como analgésico, diurético, liquido para higiene bucal,
tratamento de astenia, problemas respiratdrios, gripe, bronquite, tosse, escorbuto infantil,
eczema, infeccGes genitais, sarna, doencas de pele, verrugas e feridas.

O mesocarpo do fruto do cajueiro, isto é, a casca da castanha, produz o LCC, que
pode ser utilizado para fabricacdo de resinas e freios, como antissépticos e vermifugos. As
possibilidades de exploracdo desta matéria-prima sdo expressivas, porém estdo concentradas
em segmentos de baixo valor agregado (Mazzetto; Lomonaco; Mele, 2009). O LCC é rico em

lipideos fendlicos de longas cadeias, como o cardanol (Figura 1), substancia objeto do estudo.
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Figura 1. Estrutura quimica do cardanol.

OH

(C15H25.31)

A area mundial colhida de castanhas de caju é de 7,1 milhdes de hectares (2020),
com as maiores concentragdes na Costa do Marfim (28,6%), india (15,7%) e Tanzénia (11,5%).
O Brasil estd na sexta posicdo, com 426,1 mil hectares (2020), sendo 99,7%, na Regido
Nordeste, (Brainer, 2022).

O uso de um material abundante e natural de baixo custo como o cardanol esta de
acordo com os pressupostos da quimica verde. Sendo uma fonte renovavel de grande
abundancia em nosso pais, o cardanol tem se mostrado excelente candidato para substituir
derivados petroquimicos. Além desses aspectos, a sua atoxicidade garante propriedades verdes
necessarias as exigéncias ambientais de nossa sociedade. Conforme o trabalho de Queiroz
(2023), o cardanol e derivados hibridos com aminoacidos foram testados através do docking
molecular sobre trés enzimas importantes em processos patoldgicos. No docking molecular,
multiplas conformacdes e orientacfes da molécula sdo avaliadas e classificadas por um valor
energético denominado score, determinado por fungdes matematicas (Kitchen et al., 2004).

No trabalho de Queiroz (2023), 16 moléculas (cardanol e derivados) foram testadas
com trés receptores macromoleculares diferentes: 5-hidroxitriptamina, acetilcolinesterase e
gliceraldeido-3- fosfato desidrogenase.

A 5-hidroxitriptamina (5-HT3 A) é uma macromolécula pertencente a classe dos
receptores serotoninérgicos, responsaveis por regular atividades do sistema nervoso. Suas
diferentes formas sdo amplamente exploradas na industria farmacéutica no controle de
humor, depressdo, ansiedade e comportamento psicotico (Brunton et al., 2010; Minneman,
2006). A acetilcolinesterase (AChE) é a enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas. Existem varios farmacos que apresentam como
alvo as sinapses colinérgicas, podendo agir na enzima AChE inibindo-a ou reativando-a.
Moléculas capazes de inibir ou reativar a enzima sdo potenciais farmacos para a doenca de
Alzheimer e como antidotos para intoxicacdo por organofosforados (Aradjo et al., 2016). O
gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (GAPDH) é uma proteina multifuncional, e nos
mamiferos esta envolvida em diversos processos celulares, como apoptose, transporte nuclear

de RNA, replicacdo de DNA, entre outros. Evidéncias indicam que GAPDH pode
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estar envolvida em algumas doengas neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer, de
Parkinson e Huntington, aléem de cancer de prdstata e distdrbios metabolicos (Guido;
Andricopulo, 2008).

Como o estudo realizado por queiroz em 2023, no &mbito do nosso grupo de
pesquisa (NEQUIMA, UFAM) focou apenas no estudo tedrico-computacional da interacéo de
novos hibridos moleculares a partir do cardanol e aminoécidos diversos com importantes
receptores biolégicos, e tendo em vista que tais moléculas nunca foram sintetizadas ou isoladas
laboratorialmente antes, este estudo focou na sintese de tais hibridos de forma a complementar
os resultados dos estudos in silico obtidos pelo grupo de pesquisa, correlacionando-os com
dados experimentais de atividades bioldgicas a serem conduzidos no ambito dessa pesquisa

com o0s produtos sintetizados.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Sintetizar hibridos moleculares entre cardanol e aminoacidos e avaliar a atividade

antitumoral e antimicrobiana dos produtos sintetizados.

2.2. Objetivos especificos

e Isolar o cardanol por meio de métodos cromatogréaficos classicos a partir do LCC.

o Realizar a clivagem oxidativa da cadeia lateral da mistura de cardanois com OsO4 a fim
de obter o acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico.

e Realizar o acoplamento entre o acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico e aminoacidos
diversos, especialmente a L-tirosina.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Cajueiro (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro, Anacardium occidentale L., € uma espécie vegetal nativa do Brasil que
pertence a familia Anacardiaceae (THE RURAL HUB, 2023), cuja distribuicdo geografica
esta apresentada na (Figura 2). Ha fortes indicios que esta planta seja originaria do Brasil, mas
é encontrada também em outros paises como india, Mocambique, Vietna e Indonésia (Thevet,
1944; Mazzetto; Lomonaco; Mele 2009). A classificacdo taxondmica do cajueiro é: Divisao:
Magnoliophyta; Classe: Magnoliopsida; Ordem: Sapindades; Familia: Anacadiaceae;
Género: Anacardium; Espécie: A. Occidentale (Virboga, 2024). Seguem as caracteristicas do
caju: Caule: Tronco aéreo; Folha: Base foliar atenuada/cuneada/auriculada; Infloréscencia:
Bractea; Flor: Tamanho sépalas maiores que 3 mm; Tubo: Estaminais menores que 2 mm;
Corola: Cilindricas; Pétalas: Recurvadas; Tecas; Estames menores presentes; Fruto: Forma

obcoénicos/piriformes;

Figura 2: Distribuicdo geogréfica nacional do cajueiro, SiBBr (2023)

O caju é tido como o fruto do cajueiro, quando, na verdade trata-se de seu
pseudofruto: um peddnculo floral superdesenvolvido, piriforme, com cores variadas entre
amarelo e vermelho. O fruto do cajueiro é na verdade a castanha de caju (Mazzetto;
Lomonaco; Mele, 2009), um aquénio reniforme que consiste em epicarpo, mesocarpo,
endocarpo e améndoa, 0 peso é variavel, encontram-se castanhas de 3 a 12 g (Rodrigues et al.,
2009). Na parte interna da castanha esta localizada a améndoa, constituida de dois cotilédones
carnosos e oleosos, que compBdem a parte comestivel do fruto, revestida por uma pelicula em
tons avermelhados (Aquino et al., 2011) (Figura 3).

Segundo os dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations

(FAQ), entre os produtores de castanha de caju, destacam-se, Costa do Marfim (970.000 t),

13



india (752.000 t), Vietna (341.680,33 t), Filipinas (217.583,19 t) e a Tanzénia (216.906,63 t).
O Brasil aparece na oitava posi¢do, com uma producao anual de 147.137 toneladas (FAOSTAT,
2024).

Figura 3: Esquema das folhas e inflorescéncia (A) de Anacardium occidentale e do pseudofruto e fruto B) (Mazzetto;
Lomonaco; Mele, 2009)
oy ‘ ) |

Pedunculo
(pseudofruto)

Castanha
(fruto)

O mesocarpo da castanha é cheio de um 6leo viscoso, escuro, inflamavel, caustico e
rico em fenois de cadeia longa conhecido como liquido da casca da castanha de caju (LCC) ou
Cashew Nut Shell Liquid (CNSL) em inglés (Kozubek; Tyman, 1999).

3.2. O LCC e o cardanol

O LCC é considerado subproduto da industria do caju, que apresenta um baixo custo de
producdo e é considerado uma fonte de matéria-prima renovavel. (Mazzetto; Lomonaco;
Mele, 2009). Trata-se principalmente de uma mistura de quatro compostos fendlicos: acido
anacardico, cardanol, cardol e 2-metilcardol, destacados na Figura 4. Todos estes
componentes possuem uma cadeia lipofilica de 15 atomos de carbono, onde pode haver uma
(em C8), duas (C8 e C11) ou trés (C8, C11 e C14) ligacBes duplas C-C ndo conjugadas, bem
como nenhuma insaturacdo (cadeia saturada), e quando presentes, as insaturacdes sdo sempre
em configuracdo cis (Paramashivappa, 2001; Kumar, et al,2002).

O LCC natural contém uma grande quantidade de &cido anacardico e ndo apresenta
material polimérico em sua composicdo. O LCC técnico, ao contrario, possui um elevado
percentual de cardanol e material polimérico, de acordo com a Tabela 1 (Mazzetto;
Lomonaco; Mele, 2009). O LCC apresenta aproximadamente 25 % do peso da castanha e,
apesar do baixo valor agregado, apresenta diversas aplicacdes industriais, de acordo com a

funcionalizagéo dos produtos isolados.
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Figura 4: Principais constituintes encontrados no LCC
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Tabela 1. Proporcdo dos constituintes encontrados no LCC

Grau de Lipidio fendlicodo LCC
insaturacao
Acido Cardanol Cardol 2-Metilcardol
anacardico
Saturado 2,2-3,0% 3,9-4,4% 0,2-2,7% 0,9-1,3%
Monoeno 25,0-33,3% 21,6-32,2% 8,4-15,2% 16,3 - 25,3%
Dieno 17,8-32,1% 15,4 -18,2% 24,2 - 28,9% 20,6 - 24,4%
Trieno 36,3 -50,4% 45,2 - 59,0% 36,5-67,2% 49,8 - 62,2%

Dentre os processos para obtencdo do LCC, destaca-se a extracdo a frio (onde o LCC
natural é obtido), cujo composto majoritario é o acido anacardico, e 0 processo térmico-
mecanico (obtencdo de LCC técnico), que apresenta o cardanol como principal produto. O
processo térmico-mecanico consiste em imersao das castanhas em banho quente a 185-190°C,
como é feito na industria brasileira, podendo ser obtido neste processo 50% do liquido. A
extracdo a quente é responsavel por provocar a descarboxila¢éo térmica dos acidos anacardicos
a cardanois (Esquema 1), sendo por isso responsavel por mudar a composicdo quimica do LCC
técnico (Matos; Silva;Vieira, 2008), além de gerar polimerizacdes. Os constituintes do LCC
sdo utilizados como matéria-prima para producdo de resinas, cimento, pinturas e com
aplicacBes na industria de polimeros plastificantes (Lubi; Thachil, 2000; Prabhakaran;
Narayanan; Pavithran, 2001). O cardanol, componente do LCC técnico, possui caracteristicas
gue o tornam um composto de grande interesse industrial, como antioxidante, resisténcia a
chama e hidrofobicidade, ndo possui cheiro agressivo, apresenta baixa volatilizacdo e ponto
de ebulicdo mais alto que os demais compostos fendlicos derivados do petréleo (Osmari et

al., 2015). Além disso, tais compostos apresentam caracteristicas
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antioxidantes significativas, devido a presenca de um grupo alquil insaturado (Rodrigues et al.,
2009), o que permite que sejam usados como aditivos antioxidantes para biodiesel de algod&o

por conferir maior estabilidade termo-oxidativa ao combustivel.

Esquema 1: Descarboxilacéo do 4cido anacardico

OH O OH
-CO,
OH >
180-200°C
C15H25.31 1 atm C15H25.31
Acido Anacardico Cardanol

Os principais componentes do LCC apresentam em sua estrutura grupos polares e
apolares, 0 que permite que esses compostos fendlicos apresentem um comportamento tanto
hidrofilico quanto hidrofébico. Além disso, o comportamento anfipatico destes compostos
permite que eles interajam e atravessem membranas plasmaticas, 0 que potencializa suas

fungdes biologicas.

3.2.1. Transformagdes quimicas e aplicacbes do cardanol e derivados

A utilizacdo do LCC e de seus constituintes funcionalizados foi amplamente revisada
nas ultimas décadas (Attanasi et al 2006a; Gedam; Sampathkumaran, 1986; Lubi; Thachil,
2000; Menon, 1998; Tyman, 1979), sendo a sua principal aplicacdo a producéo de derivados
poliméricos e resinas, considerando seu potencial como possivel substituto aos derivados do
petréleo. Estudos comprovam que substancias sintetizadas a partir do LCC possuem também
propriedades que podem proteger a pele contra os raios solares. Derivados fendlicos nédo
isoprénicos, obtidos a partir dos constituintes do LCC, sdo capazes de absorver radiacdo
ultravioleta (Romeiro et al., 2006).

Exemplos da sintese de polimeros do LCC e do cardanol sdo aqueles obtidos a partir da
policondensacdo com formaldeido como eletréfilo, ou pela polimerizacdo das insaturacdes
presentes na cadeia lateral, ou ainda através de rea¢bes do grupamento hidroxila seguidas de
oligomerizacdo, de onde se obtém pré-polimeros funcionalizados. Neste ponto, Bhunia et al,
(1999) publicou a sintese de um mondmero bifuncionalizado HPPDP (4-[(4-hidroxi-2-
pentadecenilfenil])diazenilfenol) a partir do cardanol, seguido de polimerizacdo e formacéo de

copoliester (Esquema 2).
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Esquema 2: Sintese do copoliéster a partir do monémero HPPDP
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Antioxidantes alquilfosforados e tiofosforados demonstrados na Figura 5 foram
sintetizados a partir do cardanol hidrogenado, os quais conferiram claramente um aumento
significativo na estabilidade termo-oxidativa de dleos nafténicos NH1o € NH2o, empregados
como base para 6leos isolantes e lubrificantes (Lopes et al., 2008).

Figura5: Antioxidantes alquilfosforados e tiofosforados derivados do cardanol hidrogenado
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Saladino e colaboradores (2000) prepararam orto- e para-benzoquinonas derivadas do
cardanol saturado (Esquema 3). A sintese desses derivados foi realizada utilizando o sistema
catalitico H2O.—MeReOs. Apos a obtencdo das moléculas almejadas, seu potencial antitumoral
foi avaliado em linhagens tumorais de fibroblastos de ratos, onde o derivado da orto-

benzoquinona apresentou resultado satisfatorio com Clso de 9 mol/L.

Esquema 3: Sintese da orto e para-benzoquinonas a partir do cardanol hidrogenado.
(0]

(@) OH (@)
—_—
OH C H CysHap
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Rios e colaboradores (2009), apresentaram a sintese do 5-n-pentadecil-2-terc-
amilfenol derivado do cardanol saturado, e avaliaram a capacidade desse derivado em reduzir
a oxidacdo de 6leo naftalénico hidrogenado. Os resultados apontaram que o alquilfenol reduziu
significantemente a formacéo de produtos de oxidacdo no dleo analisado. Os mesmos autores
sintetizaram um cardanol terc-butilado em 2010 e avaliaram seu desempenho em amostras de
6leos minerais através de métodos termogravimétricos, encontrando bons resultados. E possivel
afirmar que os derivados do cardanol tém sido os antioxidantes produzidos a partir de um
constituinte do LCC mais estudados até a presente data, apontado por muitos autores como um
possivel substituto a antioxidantes comerciais como o BHT e outros (Dantas et al., 2003). A
Figura 6 apresenta a estrutura quimica do cardanol com insercdao do grupamento terc-butila ou

terc-amil na posicdo orto a hidroxila.

Figura 6: Estrutura do cardanol terc-butilado
OH

R@
C15H31

R = terc-butil terc-amil

Além do cardanol terc-butilado, Amorati et al. (2011), utilizando a taxa de inibicdo de
radicais peroxidos produzidos a partir da auto-oxidacdo do estireno, avaliaram a atividade
antioxidante de uma série de outros compostos produzidos a partir dos constituintes
majoritarios do LCC (cardanol e cardol), os quais podem ser vistos na Figura 7.

A hidrogenacéo catalitica do LCC também foi intensamente investigada e utilizada
para se obter o cardanol saturado, 3-pentadecifenol (3-PDP), para diversas finalidades
(Attanasi et al., 2004; Attanasi et al., 2006b; Attanasi et al., 2009; Calo et al, 2007; Lomonaco
et al., 2009; Lopes et al., 2008; Mele et al., 2004; Mele; Vasapollo, 2008; Rios et al., 2010). O
3-PDP ou seus derivados encontram aplicacfes, dentre muitas especificidades, como aditivos
antioxidantes, (Attanasi et al., 2006b; Dantas et al., 2003; Facanha, 2007; Lopes et al., 2008;
Rios et al.,, 2010; Trevisan et al., 2006), principalmente nas industrias de flavorizantes,
estabilizantes, hidrorrepelentes (Amorati et al., 2001), alimentos (Himejima; Kubo, 1991),
lubrificantes, polimeros e borrachas (Facanha, 2007), além de acentuada atividade bactericida
(Gedam; Sampathkumaran, 1986; Saladino et al., 2000), fungicida (Ferner et al., 2006;

Gedam; Sampathkumaran, 1986) e antitumoral.
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Figura 7: Antioxidantes fendlicos produzidos a partir de constituintes do LCC
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Outra transformacdo comumente empregada com os lipidios do LCC € a clivagem
oxidativa da cauda lipofilica dos componentes insaturados da mistura. De acordo com Silva
(2011), a utilizacdo de ozbnio é o método mais comumente empregado para a clivagem de
ligacbes duplas carbono-carbono. Entretanto, o método normalmente requer temperatura
extremamente baixa e 0 uso de equipamento especial para geracdo in situ de o0zdnio. Outro
reagente usado para essa finalidade é o tetroxido de 6smio, reagente muito téxico e caro para
trabalhos de rotina. Porém, a escolha por este reagente traz a vantagem de permitir o uso de
quantidades cataliticas do oxidante em procedimentos usuais de laboratorio, com bons
rendimentos, além de que o reagente € bastante quimiosseletivo para ligacdes duplas C—-C. Até
0 momento, nenhum estudo publicado relata o uso de clivagem oxidativa com OsO4 dos
componentes do LCC.

Travis e colaboradores (2002) realizaram a clivagem catalitica oxidativa de olefinas
promovida por uma porcdo catalitica de tetroxido de 6smio em conjunto com VArios
equivalentes de oxone® como um co-oxidante para efetuar a clivagem de uma variedade de
olefinas. Para alcenos mono e dissubstituidos vicinais esta metodologia forneceu facil acesso
aos produtos acidos carboxilicos de clivagem, sendo que alcenos mais substituidos originaram

cetonas com bons rendimentos.
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Em uma patente relatada por Pillai e colaboradores (1992, apud Silva, 2011), a
oxidacdo da mistura de cardandis para obtencdo do &cido 8-(3-hidroxifenil)octanoico €
realizada conforme o Esquema 4. Os autores utilizaram a mistura de cardanois acetilados em
um método utilizando como transferidor de fases o Capriquat® (cloreto de
trioctilmetilamdnio). No processo final, o produto foi destilado a vacuo e a fracdo do destilado
foi coletada em 200-210 °C, sendo o produto posteriormente recristalizado a partir de éter,

cujo rendimento néo foi informado.

Esquema 4: Quebra oxidativa reportada por Pillai e colaboradores (1992, apud, Silva ,2011)

OH OH
1. Caquiquat®, KMnQ,4, H,SO4, AcOH

2. N328203, H20, 20 min CO-5H
C1s5H25.31 (CHp)7 2

O cardanol tem sido empregado para a construcdo de moléculas de média e alta
complexidade, como a sintese de porfirinas, a fim de se fazer um estudo fotofisico para
investigacdo da aplicacdo dessas porfirinas como fotocatalisador. As porfirinas sdo utilizadas
no laboratorio em catélise, que é a transformacdo da matéria usando a menor quantidade de
energia e matéria possivel, com o objetivo de acelerar processos (no caso, a oxidacdo). Entre as
aplicacdes, as porfirinas de cardanol podem ser empregadas em célula eletroquimica, com o
objetivo de aumentar a sensibilidade para detectar a menor quantidade possivel de um farmaco
na agua em sistemas de abastecimento (Guo et al., 2006; Mele et al., 2004).

Conforme o trabalho realizado por Bittencourt (2020), no grupo de laboratérios
SINTMOL, onde utilizou-se cardanol e epicloridrina (derivado do glicerol) como materiais de
partida, na preparacdo e caracterizacdo de trés compostos com caracteristicas estruturais
anfifilicas. Dessa forma, foi proposto realizar transformacdes na parte fendlica do cardanol.
Inicialmente, foi idealizado acoplar o cardanol com derivados do glicerol para obter os
surfactantes ndo-iénicos (Figura 8). Conforme Bittencourt (2020), os surfactantes (3,4 e 5),
estdo no quadro do desenvolvimento de novos surfactantes para atuarem como nanorreatores

em catalise micelar.

Figura 8. Estrutura geral de surfactantes ndo-idnicos baseados no cardanol e glicerol.
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20



Figura 9. Estrutura Quimica de surfactantes sintetizados
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Fonte: Bittencourt, (2020)

Outro trabalho relevante em relagdo ao cardanol, realizado por Moura (2023), tendo
como objetivo realizar a sintese, caracterizacdo e avaliacdo da atividade bioldgica de novos
compostos de chalconas, flavonoides e enaminonas derivados de uma fonte renovavel, o
cardanol. Utilizando-se da rota sintética, destacada no esquema 5, foram sintetizados novos
compostos pertencentes a classe de enaminonas, cromonas e flavonoides.

Esquema 5. Rota sintética de preparago do (2-hidroxi-4-pentadecil)acetofenona
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Fonte: Moura, (2023)
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Nota-se que a partir da preparagdo da (2-hidroxi-4-pentadecil) acetofenona, Moura
(2023), sintetizou compostos como (1 enaminona (5) enaminona do cardanol, 1 cromona (6)
cromona do cardanol, e partir da cromona sintetizou 7 enaminonas (anilina enaminona, p-
toluidina enaminona, o-metoxi-enaminona, p-nitro enaminona, o-hidroxi enaminona, o-cloro
enaminona). Além de 7 chalconas (4-dimetilamino chalcona, 4-hidroxi-chalcona, vanilina
chalcona, piperonal chalcona, furfural chalcona, 3-nitro chalcona).

Nos testes bioldgicos foi empregado o método de microdiluicdo em caldo com os
compostos inéditos sintetizados neste trabalho: cromona, enaminona da anilina, enaminona da
p-toluidina, enaminona p-NO2, enaminona p-anisidina, enaminona ocloro frente as bactérias
Gram-negativas: Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae e Gram-
positivas: Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. Além dos compostos sintetizados,
foi utilizado o componente ativo de ciprofloxacina que tem atividade in vitro contra uma
ampla gama de microorganismos Gram-negativos e Gram-positivos.

De acordo com relevante literatura cientifica, diversas pesquisas avaliaram as
atividades bioldgicas dos derivados sintéticos do LCC, de forma que as observacbes tém
reforcado a importancia e o carater promissor que essas moléculas apresentam. Desta forma, ha
crescentes esforcos para o desenvolvimento de moléculas bioativas e materiais derivados do
LCC, ja que ha evidéncias robustas acerca do uso dessa matéria-prima renovavel de baixo custo
e abundante como fonte de moléculas potencialmente bioativas (Aradjo, 2010).

Trevisan et al. (2006) confirmaram em estudo que os componentes do LCC
apresentaram atividade antiproliferativa e citotdxica, além de atividade tanto anti-inflamatoria
como antioxidante. Além da funcdo antioxidante, o cardanol e derivados possuem acao
larvicida contra Aedes aegypti em decorréncia da inibicdo da enzima acetilcolinestarase de

modo semelhante aos inseticidas sintéticos (Paiva et al., 2017).

3.2.2. Hibridos de cardanol e aminoacidos

Moléculas sintéticas derivadas de aminoacidos tém sido reportadas como
antibacterianas (Abdel-rahman et al, 2016; Hicks, 2016; Wang et al, 2016), antifingicas
(Isaac et al., 2002; Shte et al., 2015), antioxidantes (Lee et al., 2016), anti-inflamatérias (Rosa
et al., 2016), anticonvulsivas (Torregrosa et al., 2015) e para o tratamento do cancer (Agarwal
et al., 2016; Gopinath et al., 2016; Wang et al., 2016). O uso de aminoacidos para a
construcdo de moléculas bioativas confere algumas vantagens destacadas, como baixo custo,
estereoquimica definida, matéria-prima renovavel e o reconhecimento molecular dessas

moléculas por parte de receptores bioldgicos.
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Com base no exposto acima e no apelo da quimica verde por protocolos sintéticos que
empreguem fontes renovaveis, alguns autores tém planejado a construcdo de moléculas
bioativas baseadas no cardanol e em aminoécidos. Em 2017, Behalo publicou a sintese de
moléculas oriundas de blocos de aminoacidos ligados a hidroxila do cardanol saturado e do

cardanol monoeno via ligagdes éster e hidrazida (Figura 10).

Figura 10. Perfil antibacteriano de hibridos sintéticos de cardanol e aminoacidos por Behalo (2017a e 2017b)
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Os produtos sintetizados por Behalo foram avaliados quanto ao seu potencial
antimicrobiano frente a cepas das bactérias Streptococcus sp., Bacillus subtilis, Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosas em teste do tipo disco-difusdo em agar.

O método de difusdo em &gar foi utilizado para a determinacdo da atividade
antibacteriana preliminar, e os resultados foram registrado para cada composto testado como o
didmetro médio (d) em milimetros das zonas de inibicdo do crescimento bacteriano ao redor
dos discos na concentragao de 100 pg mL-1 em dimetil sulféxido. Os dados observados para a
atividade antibacteriana do compostos e o medicamento de controle.

Os autores interpretaram o potencial inibitorio com base no didmetro dos halos de
inibicdo (d) como altamente ativo se d > 12 mm (+++), moderadamente ativo se d = 9-12 mm

(++), fracamente ativo se d = 6-9 mm (+) e inativo se d < 6 mm (-). Embora o teste seja pouco
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preciso e o resultado deva ser analisado como preliminar, os produtos hibridos avaliados
apresentaram um perfil promissor em inibir bactérias tanto Gram-positivas como Gram-
negativas (Behalo, 2017a e 2017D).

Recentemente, dois trabalhos reportando a unido entre aminoacidos e o cardanol
foram publicados de forma independente. Em ambos os casos, ndo foram reportadas atividades
bioldgicas, mas aplicacbes dos produtos como surfactantes. Wang e colaboradores (2020)
desenvolveram uma nova benzoxazina (Figura 11A) a partir da reacdo de Mannich entre o
cardanol (tanto a forma completamente saturada, como a mistura de cardandis) e o aminoacido
glicina. O produto apresentou baixa citotoxicidade sobre a linhagem de célula tumoral Hela,
mas comportou-se como um surfactante eficiente na estabilizagdo de emulsdes de estireno e de
sistemas de agua-triglicerideos. Zhu et al. (2024) também sintetizaram hibridos de cardanol
com aminoacidos, nesse caso especificamente glicina, taurina e lisina por meio de grupos
carbamato (Figura 11B). Estes produtos também foram avaliados quanto ao seu potencial

surfactante.

Figura 11. A) benzoxazina sintetizada a partir de cardanol e glicina por Wang et al. (2020); B) Hibridos
de cardanol e aminoéacidos via carbamatos sintetizados por Zhu et al. (2024)
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benzoxazina a partir de cardanol + glicina Hibrido de cardanol + glicina Hibrido de cardanol + taurina

Hibrido de cardanol + lisina

Considerando que calculos de docking simplificam o processo de planejamento de
novos farmacos, Queiroz, em seu estudo de mestrado e no &mbito do nosso grupo de pesquisa
(NEQUIMA, UFAM), realizou um estudo in silico de docking molecular entre moléculas
desenhadas como hibridos do cardanol e dos aminoacidos glicina, L-tirosina, L-glutamina e L-
treonina com alguns receptores biolégicos relacionados a processos patoldgicos e usados como
alvos para o desenvolvimento de farmacos: receptor de 5-hidroxitriptamina ou serotonina
(receptor 5-HT3), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e acetilcolinesterase
(AChE) (QUEIROZ, 2023). Os resultados dos valores de score de energia de ligagdo dos
compostos projetados com esses receptores estdo apresentados na Figura 12, em comparagéo

com 0s mesmos scores de ligantes naturais. Pode-se observar que os valores de score
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calculados para a ligacdo entre os ligantes e os receptores ndo foram téo baixos para a GAPDH
quando comparados com a ligagcdo com o ligante natural, mas foram muito promissores para
ACHhE e principalmente para o receptor de 5-HTs. Para este Gltimo, o hibrido do cardanol com
a L-tirosina apresentou o mesmo valor de energia de ligacdo que o ligante natural, a
serotonina, mas o valor foi ainda menos energético para o caso da ligacdo dos hibridos de
cardanol com glicina e L-glutamina. De todos os hibridos, o (8-(3-hidroxifenil)octanoil)-L-
tirosina foi o que apresentou 0 melhor perfil geral sobre os receptores testados no estudo. A
importancia desses resultados possibilita estudos posteriores de derivados do cardanol que
mostraram resultados significativos no docking molecular, como a sintese e avaliacdo de
atividades biologicas que confirmardo o potencial farmacolégico de moléculas derivadas de
uma substancia presente na casca de um fruto abundante no Brasil, a castanha de caju
(QUEIROZ, 2023). O diferencial das estruturas projetadas pelo grupo de pesquisa — ainda
inéditas — com relacdo a outros hibridos de cardanol e aminoacidos ja publicados na literatura
reside na posicdo de conexdo entre os aminoacidos e o cardanol, isto €, no carbono 8’ da
cadeia lateral ligada ao anel aromatico do cardanol, posicdo que sempre apresenta uma
insaturacdo no caso dos cardandis monoeno, dieno e trieno, justamente 0s majoritarios da
mistura extraida do LCC. Nesse sentido, este trabalho apresenta como proposta a sintese
quimica destas substancias hibridas inéditas a fim de se conduzir estudos biolégicos

posteriores.

Figura 12. Hibridos de cardanol e aminoacidos avaliados por docking molecular
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(8-(3-hidroxifeniljoctanoil)}-glicina

5-HT3 =-8,4 kcal/mal (8-(3-hidroxifenil)octanoil}-L-tirosina
AChE = -8,7 kcal/mol 5-HT3 = —8,2 kcal/mol
GAPDH = -6,9 kcal/mol AChE =-10,3 kcal/mol

GAPDH = -8,3 kcal/mol
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(8-(3-hidroxifenil)octanoil)-L-glutamina

5-HT3 = —-8.6 kcal/mol (8-(3-hidroxifeniljoctanoil)-L-treonina
AChE = -8,3 kcal/mol 5-HT3 = —7,8 kcal/mol
GAPDH = 7,1 kcal/mol AChE = -9.0 kcal/mol

GAPDH = -7,0 kecal/mol

Valores referréncia de ligantes naturais

5-HT3 = -8,2 kcal/mol (serotonina)

AChE = -12,0 keal/mol (acetilcolina)

GAPDH = —11,2 kcal/mol (gliceraldeido-3-fosfato)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Geral

Todo o procedimento experimental envolvendo reacdes quimicas e processos de
purificacdo foi conduzido no Laboratério de Abertura de Amostras e Ensaios Quimicos
(LAEQ), localizado na Central Analitica do Centro de Apoio Multidisciplinar, UFAM, sob a
orientacdo do professor Dr. Alisson Meza Novais.

Os reagentes e solventes empregados no trabalho foram adquiridos comercialmente
das marcas Sigma-Aldrich, Hexis, Merck, Synth e Qhemis e Honeywell. Para obtencdo dos
espectros de RMN fez-se uso de solventes deuterados da marca Merck (Sigma-Adrich), sendo
que para obtencdo dos espectros de massas foram empregados solventes de grau HPLC da
marca Honeywell. O LCC técnico utilizado neste trabalho foi obtido da marca Cardolite
Corporation.

4.1.1. Cromatografia

As analises cromatograficas em camada delgada (CCDA) foram realizadas em
cromatofolhas de silica gel 60 da marca Macherey-Nagel com indicador de fluorescéncia Fasa,
em suporte em aluminio com 0,2 mm de espessura, sendo o critério de purificacdo a
identificacdo de uma Unica mancha isolada na cromatoplaca de silica gel. A revelacdo das
manchas/faixas (spots) foi feita através do uso de luz ultravioleta nos comprimentos de onda de
254 nm e 365 nm. Também foram utilizados como reveladores as soluc¢des de vanilina sulfurica
(1g de vanililaem 45 mL de 4gua destilada, 45 mL de alcool metilico e 10 mL de acido sulfdrico
concentrado) e de ninhidrina para aminoacidos (0,3 g de ninhidrina em 100 mL de n-butanol e
3 mL de &cido acético glacial).

Os métodos de separacdo cromatograficos ocorreram em coluna de vidro aberta,
fazendo o uso como fase estacionéria de silica gel 60 com particulas medindo entre 40-63 A
(400 mesh) da marca Supelco. As colunas variaram em suas dimensfes de acordo com as
massas das amostras a serem trabalhadas, sendo a proporcao de silica empregada no processo
de empacotamento estando de acordo com a quantidade de amostra, variando entre 20 a 30
vezes a quantidade de massa do produto bruto a ser purificado e variando de duas vezes a

preparacdo da pastilha (Matos, 2009).
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4.1.2. Equipamentos

Durante os procedimentos de bancada, fez-se uso do evaporador rotativo com banho-
maria e temperatura controlada (Fisatom Brasil), estufa incubadora (Quimis), lavadora
ultrassonica (Unique), bomba de vacuo (Vaccum Brand), balanga analitica (Adventure O’
Haus), cdmara de luz ultravioleta (254 nm e 365 nm) da marca Boitton, agitadores magnéticos
com aquecimento das marcas IKA e Capp.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear das substancias isoladas, tanto
unidimensionais quanto bidimensionais (RMN 1D e 2D), foram realizadas no aparelho Bruker
Avance 111 500 operando a 14,1 tesla (500 MHz para RMN de *H e 125 MHz para RMN de
13C), sendo as amostras solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDClIs), acetona deuterada
(acetona-ds) e dimetilsulfoxido (dmso-de). Os deslocamentos quimicos foram expressos em
ppm (8) e as multiplicidades dos sinais de acordo com a convencdo, indicadas por: s (singleto),
sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), t (tripleto), dt
(duplo tripleto) e m (multipleto). As constantes de acoplamento (J) foram registradas em hertz
(Hz), tendo como padréo interno de referéncia o tetrametilsilano (TMS), 6 0,00 ppm.

Os espectros de massas das substancias foram obtidos por meio de um espectrémetro
LQC Fleet (Thermo Scientific) com analisador de massas do tipo ion trap equipado com uma
fonte ionizacdo quimica a pressdo atmosferica (APCI), operando tanto no modo positivo
quanto no modo negativo de aquisicdo. As informacdes foram registradas através do modo de
aquisicdo continua, disponivel no LCQ Fleet Tune. Para as andlises, as amostras foram
solubilizadas a 10 ppm em solvente metanol de grau CLAE e injetadas no looping de 5 uL
do espectrometro de massas, fez-se uso de uma bomba ACELA 600 (Fluxo de 200
microL/min de metanol de grau CLAE) para levar as amostras do looping até a fonte de

ionizacéo.

4.2. Procedimentos experimentais

4.2.1 Purificacdo do cardanol

O LCC técnico comercial foi submetido ao processo de purificagdo por
cromatografia em coluna aberta, (CC; @ x h de 2,8 x 51,0 cm), partindo de 5,000 g de LCC
realizada a eluicdo com os gradientes demonstrados na Tabela 2. Ap6s o fracionamento
cromatogréfico, estudo por CCDA foi realizado, onde as fracbes foram reunidas de acordo
com seu fator de retencdo (Rf), sendo a fracdo “C” (CDB-1A), apds a evaporacdo total do
solvente de (massa: 3,34 g/ 66,8 %), submetida & analise por RMN de H e 3C.
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Tabela 2. Frag@es da purificacdo do cardanol reunidas conforme o fator de retengdo (Rf)

FRASCOS GRADIENTES FRACOES REUNIAO
1-20 HEXANO;ACETATO (10;1) FRACAO A 1-20
21-74 HEXANO;ACETATO (9;1) FRACAOB 21-35
75-85 HEXANO;ACETATO (8;1) FRACAO C 36-57
86-104 HEXANO;ACETATO (5;1) FRACAOD 58-114
105-122 HEXANO;ACETATO (1;1) FRACAOE 115-139

123-139 HEXANO;ACETATO (1;1) - -

Mistura de cardandis.

Dados: RMN de 'H (500 MHz, CDCls), & (ppm): 0,85-1,01 (m); 1,21-1,50 (m); 1,60-1,65
(m); 2,05-2,11 (m); 2,59 (t, J = 7,79 Hz); 2,83-2,89 (m); 5,03 (dd, J =10,1; 1,5 Hz); 5,10 (dd,
J=17,1; 1,7 Hz); 5,18-5,31 (m); 5,32-5,54 (m); 5,83-5,91 (m); 6,68-6,70 (m); 6,79 (d, J =7,6
Hz); 7,17 (t, J = 7,6 Hz);

Dados: RMN de ¥ C (125 MHz , CDCls): 8 (ppm): 13,8 (CH3); 14,2 (CH3); 22,7 (CHy); 22,8
(CHy); 25,6 (CHy); 25,7 (CH>); 27,3 (CH>); 29,0 (CHy); 29,3 (CH2); 29,3 (CHy>); 29,4 (CHy);
29,7 (CHy); 29,8 (CHy); 31,3 (CH>); 31,6 (CH>); 31,8 (CH2); 35,9 (CH2); 112,6 (CH); 114,8
(CH2); 115,4 (CH); 121,0 (CH); 126,9 (CH); 127,7 (CH); 128,1 (CH); 128,2 (CH); 129,4 (CH);
129,9 (CH); 130,0 (CH); 130,2 (CH); 130,5 (CH); 136,9 (CH); 145,0 (C); 155,5 (C);

Dados: RMN de ' C- DEPT 135 (125 MHz , CDCI3): § (ppm): 13,8 (CHs); 14,2 (CHs);
22,7 (CHp); 22,8 (CHy); 25,6 (CH2); 25,7 (CH2); 27,3 (CH2); 29,03 (CHy); 29,3 (CHy); 29,31
(CH2); 29,44 (CHy); 29,66 (CHa); 29,79 (CH2); 31,31 (CH,); 31,56 (CHy); 31,83 (CHy);
35,86 (CHy); 112,56 (CH); 114,76 (CH.); 115,38 (CH); 120,99 (CH); 126,86 (CH); 127,64
(CH); 128,05 (CH); 128,21 (CH); 129,41 (CH); 129,89 (CH); 130,01 (CH); 130,18 (CH);
130,45 (CH); 136,87 (CH);

4.2.2 Clivagem oxidativa da mistura de cardandis com tetréxido de 6smio (OsOa)

O procedimento experimental da clivagem oxidativa da mistura de cardanois seguiu o
protocolo descrito por Travis e colaboradores (2002). O material de partida “CDB-1A” (mistura
de cardanois) (0,2276 g/0,76 mmol) foi solubilizado em 3,74 mL de DMF e depositado em um
baldo de 50 mL. Posteriormente, foram adicionados ao baldo de reagdo a 5,00 mL de solugdo de
0sO; em terc-butanol a 1,5 molar (7,5x10° mol), 0,919 g (2,99 mmol) de Oxone®
(monoperssulfato) e 0,251 g (2,99 mmol) de NaHCOs. Apds a adicdo dos reagentes, 0 sistema
foi fechado e agitado magneticamente a temperatura ambiente, sendo a reacdo acompanhada a

cada periodo de 12 horas. Apos 24 horas, foram adicionados 3,39 g (0,0032 mmol) de bissulfito

de sodio a solucdo, sendo a seguir mantida sob agitagdo por 1 hora.
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A solucdo foi ent&o depositada em funil de separacdo de 125 mL e tratada com solugédo
de HCI (40 mL, 1 M) e 10 mL de acetato de etila. As fases foram separadas, e a fase aquosa foi
extraida com AcOEt (3x10 mL). A fase orgénica foi seca com sulfato de magnésio anidro,
filtrada e concentrada a vacuo em evaporador rotativo. O produto bruto, um sélido negro, foi
fracionado por cromatografia liquida em coluna, onde utilizou-se uma mistura de hexano,
acetato de etila e acido acético em polaridade crescente (Tabela 3). A fragdo “OSM-C” foi
analisada por RMN H e 13C e verificou-se a existéncia de sinais compativeis com do &cido 8-(3-
hidroxifenil)octanoico (0,0169 g).

Tabela 3. Fracionamento do produto da reacdo de oxidacdo do cardanol com OsOs

FRASCOS GRADIENTES FRACOES REUNIAO
1-73 HEXANO;ACETATO (10;1) OSM-A 1-73
74-97 HEXANO;ACETATO (7:3) OSM-B 74-97
08-168 HEXANO;ACETATO; ACIDO ACETICO OSM-C 98-168
(10;1;1 %)

169-187 HEXANO;ACETATO; ACIDO ACETICO OSM-D 169-233
(8;2;1 %)

188-205 HEXANO:ACETATO; ACIDO ACETICO - -
(6;4;1 %)

206-223 HEXANO:ACETATO:; ACIDO ACETICO - -
(1;1;1 %)

224-233 HEXANO:ACETATO; ACIDO ACETICO - -
(1;1;1 %)

Acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico.

Dados: RMN de *H (500 MHz, CDCls), & (ppm): 0,88-0,91 (m); 1,26-1,34 (m); 1,61-1,64

(m); 2,30 (t, j=7,57 Hz) 2,57 (t, J = 7,82 Hz); 4,12-4,17 (m); 4,74-4,80 (m); 6,66 (5); 6,67 (d);
6,75 (d, J =7,6 Hz); 7,15 (t, J = 7,79 Hz);

Dados: RMN de 3 C (125 MHz , CDCls): & (ppm): 13,8 (CHa); 14,2 (CHs); 22,4 (CH); 23,6
(CH2); 24,8 (CH2); 28,8 (CH2); 28,9 (CH2); 29,69 (CH.); (CH2); 31,0 (CH.);; 34,36 ( ); 35,6
(CH2); 112,5 (CH); 115,3 (CH); 120,8 (CH); 129,3 (CH); 144,7 (C); 155,6 (C); 174,11 (C)

Dados: RMN de ¥ C- DEPT 135 (125 MHz , CDCls): 8 (ppm): 13,8 (CHs); 14,2 (CHs); 22,4
(CH2); 23,6 (CH2): 24,9 (CH,); 27,3 (CHa); 28,8 (CH); 28,9 (CHs); 29,7 (CH2); 31,0 (CHy);
34,3 (CH,): 35,6 (CH,); 112,5 (CH): 115,3 (CH); 120,8 (CH): 129,3 (CH):
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4.2.3. Reacdo de acetilagdo do acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico

O material de partida “OSM-D” (0,0169 g/ 0,056 mmol) foi solubilizado em 2 mL (21
mmol) de anidrido acético e transferido para um baldo de 50 mL, sendo a seguir adicionado
cuidadosamente gotas de H2SO4 (conc). Entéo, o baldo foi fechado e mantido sob temperatura
de 75 °C e agitacdo magnética e acompanhada por CCDA para verficacdo da evolucdo da
reacao.

Apds 1,5 h, 10 mL de &gua destilada foi adicionada ao baldo e a mistura foi colocada em
funil de separacdo de 125 mL, onde a fase aquosa foi extraida com diclorometano (CH2Cl.) em
volumes crescentes e acompanhamento por CCDA a cada turno de extracdo até ndao serem
detectados manchas do produto na fase organica presente no funil de separacdo. Apds analise
prévia do produto bruto, a amostra codificada como “ACET-1A” foi purificada por CCDP
(cromatografia em camada delgada preparativa) com eluentes composto da mistura de hexano e
acetato de etila (10:1, v:v). Foi obtido como produto um sélido amarelado de massa
(6,0 mg).

Acido 8-(3-hidroxifenil)octanoato de metila

Dados: RMN de 'H (500 MHz, CDCls), & (ppm): 0,89-0,91 (m); 1,28-1,35 (m); 1,58-1,66

(m); 2,32 (t, J = 7,65 Hz); 2,57 (t, J = 7,46 Hz); 3,69 (s); 6,68 (S); 6,66 (d); 6,76 (d, J = 7,6 Hz);
7,15 (t, J=7,6 Hz);

Dados: RMN de ¥ C (125 MHz , CDCls): & (ppm): 22,7 (CHy); 22,7 (CH,); 24,8 (CH2); 28,8
(CHy); 28,9 (CHy); 29,7 (CH>); 31,0 (CHy>); 34,0 (CHy); 35,6 (CH2); 51,50 (CHs); 112,5 (CH);
115,2 (CH);120,9 (CH); 129,3 (CH); 144,8 (C); 155,4 (C); 174,6 (C);

Dados: RMN de * C- DEPT 135 (125 MHz, CDCI3): & (ppm): 22,7 (CH2); 24,8 (CHy);
28,8 (CH2); 28,9 (CHy); 29,7 (CH2); 31,0 (CHy); 34,0 (CH2); 35,6 (CH2); 51,5 (CHs); 112,5
(CH); 115,3 (CH); 120,9 (CH); 129,3 (CH);

4.2.4. Reacao de acetilacdo da mistura de cardanois

O material de partida “CDB-1A” (mistura de cardandis) (0,500 g/1,67 mmol) foi
solubilizado em 2 mL (21 mmol) de anidrido acético (CH3C0).0) e transferido para um baldo
de 50 mL, sendo a seguir adicionado (0,016 mL/0,199 mmol) de piridina (C5HsN). Entéo, o
baldo foi fechado e mantido sob temperatura de 75 °C e agitacdo magnética e acompanhado

por CCDA para verficagédo da evolugédo da reacéo.

30



Apos o periodo de 1,5 h, 10 mL de &gua destilada foi adicionada ao baldo e a mistura foi
colocada em funil de separacdo de 125 mL, onde a fase organcia foi extraida com
diclorometano (CH2Clz) em volumes crescentes e acompanhada por CCDA a cada turno de
extracdo até ndo serem detectados manchas de produto na fase organica.

Apos analise prévia do produto bruto, a amostra codificada como “ACET-FR” foi
purificada por cromatografia em coluna liquida com gradientes em polaridade crescente (tabela
4), sendo as fracOes eluidas pela mistura de hexano e acetato de etila. E ntdo, foram obtidas
duas fracbes um solido amarelado o “ACET-FRA” de (massa: 310,0 mg) ¢ o “ACET-
FRB” (massa: 131,10 mg).

Tabela 4. Fracionamento do produto da acetilagdo da mistura de cardandis

FRASCOS GRADIENTES FRACOES REUNIAO
1-10 HEXANO;ACETATO (15;1) ACET-FRA 1-13
11-19 HEXANO;ACETATO (15;1) ACET-FRB 14-27
20-28 HEXANO;ACETATO (15;1) ACET-FRC 28-46
29-37 HEXANO;ACETATO (15;1) ACET-FRD 47-91

38-46 HEXANO;ACETATO (15;1) ACET-FRE 92-124
47-55 HEXANO;ACETATO (15;1) - -
56-64 HEXANO;ACETATO (15;1) - -
65-73 HEXANO;ACETATO (15;1) - -
74-82 HEXANO;ACETATO (8;1) - -
83-91 HEXANO;ACETATO (8;1) - -
92-100 HEXANO;ACETATO (7;3) - -
101-108 HEXANO;ACETATO (1;1) - -
109-116 HEXANO;ACETATO (1;1) - -
117-124 ACETATO;HEXANO (5;1) - -

Mistura de cardanois acetilado “ACET-FRA”

Dados: RMN de H (500 MHz, CDCls), & (ppm): 0,91-0,96 (m); 1,31-1,34 (m); 1,63
(8); 2,04-2,06 (m); 2,25 (s); 2,61 (t, J = 7,74 Hz); 5,37-5,39 (m); 6,91 (s); 6,92 (s); 7,04 (d, J =
7,33 Hz); 7,26 (t, J = 7,04 Hz);

Dados: RMN de % C (125 MHz , CDCls): 8 (ppm): 14,14 (CHs); 20,93 (CH2); 22,70 (CH2);
27,21 (CHa); 27,24 (CHg); 29,01 (CHo): 29,22 (CHg); 29,27 (CHo): 29,40 (CHy); 29,77
(CH2); 31,21 (CHy); 31,83 (CHy); 35,71 (CHy); 118,76 (CH); 121,39 (CH); 125,78 (CH);
129,03 (CH); 129,78 (CH); 129,87 (CH); 144,43 (C): 150,78 (C); 169,27(C);

Dados: RMN de 13 C- DEPT 135 (125 MHz , CDCI3): & (ppm):20,93 (CH,): 22,7 (CH2);
27,2 (CHz); 29,0 (CHz): 29,2 (CH2); 29,4 (CH2);29,7 (CHy); 31,2 (CH2); 31,8 (CHy); 35,7
(CH,): 118,7 (CH); 121,3 (CH); 125,7 (CH): 129,0 (CH); 129,7 (CH); 129,8 (CH);
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Mistura de cardandis acetilado “ACET-FRB”

Dados: RMN de H (500 MHz, CDCls), & (ppm): 0,89-0,93 (m); 1,28-1,35 (m); 1,63
(s); 2,02-2,05 (m); 2,31 (s); 2,62 (t, J = 8,01 Hz); 5,36-5,38 (m); 6,91 (s); 6,92 (s);7,06 (d, J =
7,75 Hz); 7,29 (t,);

4.2.5 Clivagem oxidativa do “ACET-FRB” com tetroxido de 6smio (OsOq)

De acordo com o protocolo descrito por Travis e colaboradores (2002). O
procedimento experimental da clivagem oxidativa iniciou-se com o material de partida
“ACET-FRB” (mistura de cardanois acetilados) (0,13110 g) sendo solubilizado em 2,00 mL de
DMF (dimetilformamida) e depositado em um baldo de 50 mL. Posteriormente, foram
adicionados ao baldo de reacdo 0,00290 g (0,0114 mmol) de OsOa4 (tetroxido de dsmio), 0,1759
g (0,572 mmol) de Oxone® (monoperssulfato).

Apos a adicdo dos reagentes, o sistema foi fechado e agitado magneticamente a
temperatura ambiente, sendo a reacdo acompanhada a cada periodo de 12 horas. Apos 24 horas,
foram adicionados 3,39 g de bissulfito de sodio a solucdo, sendo a seguir mantida sob agitacédo
por 1 hora. Apos a verficacdo do termino da reacdo, a solucéo foi entdo depositada em funil de
separacdo de 125 mL e tratada com solucdo de HCI (40 mL, 1 M) e 10 mL de acetato de etila.
As fases foram separadas, e a fase aquosa foi extraida com AcOEt (3x10 mL). A fase organica
entdo foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e concentrada a vacuo em evaporador
rotativo. O produto bruto, um solido negro, foi purificado por cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP), onde utilizou-se os gradientes uma mistura de hexano:acetato de
etila;gotas acido acético glacial (10:1) e hexano:acetato de etila: 4cido acético glacial (5:1:0,5).
A fracdo codificada como “OSM-31” foi analisada por RMN 'H e 13C e verificou-se a existéncia de
sinais caracteristicos e compativeis com o &cido 8-(3-hidroxifenil)octanoico (0,0228 (@),
entrentanto ocorre que a fracdo apresenta-se em mistura como o 4&cido 8-(3-
hidroxifenil)octanoico e cardanol saturado acetilado, bem como a fracdo “OSM-G” de massa

(0,0041 g), apresentando os sinais caracteristicos do acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico.

Mistura de Acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico e Cardanol saturado-“OSM-31”

Dados: RMN de 1H (500 MHz, CDCls), & (ppm): 0,90 (t);1,27-1,35 (m); 1,63 (m);2,07-
2,12 (m); 2,31 (s); 2,35-2,38 (m): 2,57 (t, J = 8,37 Hz); 2,62 (t, J = 7,65 Hz); 6,65 (3);
6,67 (s); 6,76 (d, J = 7,69 Hz); 6,91 (s); 7,06 (d, J = 7,23 Hz); 7,15 (t, J = 7,59 Hz):
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Dados: RMN de 15C (125 MHz , CDCl): & (ppm): 21,17 (CH2); 24,63 (CH2); 29,70 (CHz):
31,03 (CH2); 33,69 (CH2); 35,65 (CH2); 112,53 (CH): 118,73 (CH); 121,40 (CH); 125,94
(CH): 144,88 (C); 150,62 (C);

4.2.6 Clivagem oxidativa do “ACET-FRA” com permanganato de potassio (KMnOs)

O material de partida “ACET-FRA” (mistura de cardanoéis acetilados) (0,310 g/ 0,911
mmol) foi solubilizado em 11,00 mL de diclorometano (CH.Cl,), e depositado em um baldo de
50 mL. Posteriormente, foram adicionados ao baldo de reacdo 0,0022 g (0,0068 mmol) de T-
BAB (Brometo de tetrabutilamonio), e 11,00 mL de uma solugéo de KMnO4 (permanganato de
potassio) a 0,5 M (5,5 mmol), apés a adigdo dos reagentes, o sistema foi fechado e agitado
magneticamente a temperatura ambiente pelo periodo de 24 horas, sendo a evolucéo da reacédo
acompanhada por CCDA a cada periodo de 12 horas. Apds 24 horas, foram adicionados 3,39 g
de bissulfito de sddio a solugdo, sendo a sequir mantida sob agitagédo por 1 hora.

A solucdo foi entdo depositada em funil de separacao de 125 mL e tratada com solucéo
de HCI (40 mL, 1 M) e 10 mL de acetato de etila. As fases entdo foram separadas, e a fase
aquosa foi extraida com AcOEt (3%x10 mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnesio
anidro, filtrada e concentrada a vacuo em evaporador rotativo. O produto bruto, um sélido
castanho, foi fracionado por cromatografia liquida em coluna, onde utilizou-se uma mistura de
hexano, acetato de etila e metanol em polaridade crescente (Tabela 5). A fracdo “KSM-4” foi
analisada por RMN !H e verificou-se pelo espectro sinais incompativeis com o éacido 8-(3-
hidroxifenil)octanoico (0,100 g).

Tabela 5: Fracionamento do produto da reacéo de oxidacdo do cardanol acetilado com KMnO4

FRASCOS GRADIENTES FRACOES REUNIAO
1-20 HEXANO;ACETATO (7;3) KSM-1 1-10
21-34 HEXANO;ACETATO (1;1) KSM-2 11-23
35-41 ACETATO (100%) KSM-3 24-37
42-48 ACETATO; METANOL (9;1) KSM-4 38-62
49-55 ACETATO; METANOL(8;2) - -
56-62 ACETATO; METANOL(1;1) - -

4.2.7 Reacao de esterificacdo de Steglich da L-fenilalanina

O material de partida L-fenilalanina (0,500 g, 3,027 mmol) foi transferido para um
baldo reacional de 50 mL e a este foram adicionados o0s reagentes N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,784 g, 3,80 mmol), bem como 4-dimetilaminopiridina,
(0,4437 g, 3,60 mmol) (DMAP), 0,5 mL de metanol (CH3OH) e 4,5 mL de diclorometano
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(CH2ClR). A seguir, o sistema foi fechado e mantido em agitacdo magnética durante o periodo
de 24 horas. Para o processo de work-up, foram adicionados 15 mL de acetato de etila ao baldo
reacional, e a seguir, foi preparada uma solucdo de NaHCOs3 (bicarbonato de sodio) a 1 M com
pH entre 8-9, sendo esta adicionada ao baldo reacional. A solugdo formada no bal&o reacional foi
transferida para um funil de separacdo de 125 mL, sendo a fase aquosa lavada com acetato de
etila e acompanhada por CCDA até ndo haver sinais do produto presente no funil de separacéo.
A fase orgénica seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada, concentrada e purificada por
CCDP (cromatografia em camada delgada preparativa) em gradiente hexano:acetato de etila
(10:1, v:v). A fragdo “EST-1A” obtida foi analisada por RMN *H.

4.2.8 Reacdo de esterificacdo da L-tirosina

O material de partida L-tirosina, (0,182 g, 1 mmol) foi transferido para um baldo
reacional de 50 mL seguido da adicéo do reagente 2,2-dimetoxipropano (12 mL, 97,59 mmol) e
(1 mL de HCL), sendo deixado em repouso pelo periodo de 18 horas. Apos isso, a solucéo
tornou-se enegrecida e foi concentrada, sendo gerado um sélido escuro. O produto foi submetido
a purificacdo por meio de CCDP (cromatografia em camada delgada preparativa) no gradiente
(acetato de etila:metanol 1:1, v/v), e (acetato:metanol 8:2, v/v) e posteriormente, o produto foi
submetido a lavagens com hexano e cloroférmio, sendo o produto obtido enviado para analise
por RMN de H.

Afim de se obter mais massa do procedimento experimental, realizou-se a repeticdo do
experimento partindo da L-tirosina, (0,500 g, 2,75 mmol), que foi transferida para um baldo
reacional de 50 mL seguido da adi¢do do reagente 2,2-dimetoxipropano (33 mL, 268 mmol) e
adicdo de (2,74 mL de HCI) , sendo o sistema deixado em repouso pelo periodo de 18 horas. Apds
a solucdo torna-se enegrecida esta foi concentrada em rotaevaporador, sendo gerado um solido
escuro. O processo de purificacdo da amostra ocorreu por cromatografia em coluna liquida, com
eleuentes em polaridade crescente (tabela 6). Sendo a amostra obtida como um sélido

amarelado “TRT-B” de massa (0,310 g), o L- tirosinato de metila.

Tabela 6: Cromatogréafia em coluna liquida da esterificagdo da L-Tirosina

FRASCOS GRADIENTES FRAC()ES REUNIAO
1-17 HEXANO;ACETATO DE ETILA (7:3) TRT-1 1-17
18-33 HEXANO;ACETATO DE ETILA (1:1) TRT-2 18-34
34-49 ACETATO DE ETILA (100%) TRT-3 35-51
50-68 ACETATO DE ETILA (100%) TRT-4 52-69
69-84 ACETATO DE ETILA (100%) TRT-5 70-87
85-99 ACETATO DE ETILA: METANOL (9:1) TRT-6 89-131
100-116 ACETATO DE ETILA:METANOL (1:1) - -
117-131 METANOL (100%) - -
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L-Tirosinato de metila

Dados: RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 2,82 (t, j=1,89 Hz); 3,35 (m);
3,67 (s); 4,16 (t, J = 6,75 Hz); 6,72 (d, j=8,50 Hz);7,0 (d, J = 8,50 Hz); 9,45 (s);

Dados: RMN de ** C (125 MHz, DMSO-d6): & (ppm): 35,62 (CH2); 53,03 (CHs); 53,91 (CHs);
70,24 (CH2); 115,89 (CH);124,73 (C); 130,85 (CH); 157,1 (C): 169,9 (C):

Dados: RMN de * C-DEPT-135 (125 MHz, DMS0-d6): & (ppm): 35,62(CH>); 53,03 (CHs);
53,91 (CHs):115,89 (CH): 124,73 (C): 130,85 (CH):

4.2.9 Acoplamento entre o &cido 8-(3-hidroxifenil)octanoico e L-tirosinato de metila

O procedimento reacional ocorreu em dois balfes reacionais onde no baldo 1 tinha
como material de partida a reunido entre as fracbes “OSM-C e OSM-B” (cardanol clivado),
de massa (0,0176 g, 0,0746 mmol), DCC (0,046 g, 0,223 mmol), HBOT (0,030 g, 0,222 mmol),
CH>CL (1,5 mL), L- Tirosinato de metila (0,022 g, 0,112 mmol). O procedimento reacional no
baldo 2 tinha como material de partida a fracdo “OSM-31” (cardanol clivado acetilado), de
massa (0,0197 g, 0,0709 mmol), DCC (0,044 g, 0,213 mmol), HBOT (0,029 g, 0,213 mmol),
CH.Cl, (1,5 mL), L-Tirosinato de metila (0,022 g, 0,106 mmol). Entdo, o baldo foi fechado e
mantido sob agitacdo magnética constante pelo periodo de 24 h e acompanhado por CCDA para
verficacdo da evolugéo da reacao.

Esquema 6. Acoplamento entre L-tirosinato de metila e 4&cido 8-(3-

hidroxifenil)octanoico
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O processo de purificacdo das reacdes ocorreu por cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) no gradiente hexano;acetato de etila (8:2 v.v), sendo gerado seis fracdes
codificadas como “ACFL-1”, “ACFL-2”, “ACFL-3”, “ACFL-4”, “ACFL-5”, “ACFL-6",
sendo estas ainda avaliadas pelo espectro de RMN !H. Obtido as fragdes “ ACFL -1” (1,6
mg), “ACFL-2” (24,1 mg), e “ACFL-373,4mg), e “ACFL-4” (229 mg), e
“ACFL-5”(1,3mg), e “ACFL-6” (2,9 mg).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Planejamento para a sintese de hibridos de cardanol e aminoacidos

Para sintetizar as estruturas inéditas projetada a partir do cardanol e aminoécidos pelo
grupo de pesquisa (Queiroz, 2023), a rota sintética apresentada no Esquema 7 foi planejada
como objeto de investigacdo do presente estudo. O Esquema 7 ilustra, como exemplo, o
protocolo para a sintese de um hibrido entre cardanol e L-tirosina, mas 0 mesmo raciocinio em

tese poderia ser empregado para outros aminoacidos com apenas um grupo amina.

Esquema 7. Planejamento experimental da pesquisa
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Apobs o seu isolamento a partir do LCC técnico, a mistura de cardandis pode gerar o
acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico se submetida a um protocolo de clivagem oxidativa de
alcenos. Essa estratégia é interessante pois aproveita os cardandis monoeno, dieno e trieno da
mistura (95,6 a 96,1% da mistura, Tabela 1) se completamente clivados, uma vez que todos
apresentam a sua primeira insaturacéo no oitavo &tomo de carbono da cadeia de hidrocarboneto.

Para a clivagem oxidativa dos cardanois, dois trabalhos ja publicados se destacam, um
deles utilizando a ozondlise como metodologia de oxidacdo (Graham; Tyman, 2002) e 0 outro
utilizando permanganato de potassio com o transferidor de fases Capriquat® (Pillai;
Sherrington; Sneddon, 1999). Para execucdo de ozondlise, necessitariamos ou adquirir 0 gas
0zonio ou gera-lo in situ a partir de gas oxigénio empregando ozonizador, que € a maneira mais
comum. Infelizmente, ndo dispomos atualmente deste equipamento em nosso laboratorio. Além
disso, a reacdo necessita ser mantida em temperatura muito baixa, comumente —78 °C, o que
também é um impeditivo em nosso laboratorio. Portanto, propusemos o uso da metodologia de
Travis, Narayan e Borhan (2002) para essa etapa do planejamento, 0s quais reportaram o uso de
tetroxido de 6smio e Oxone® para a clivagem oxidativa de 6leos com bons rendimentos.
Embora muito caro, o OsO4 € empregado em quantidades cataliticas no protocolo, podendo o
Os(V1) ser continuamente reoxidado a Os(V1I1) ativo dentro do sistema reacional. Com o &cido
8-(3-hidroxifenil)octanoico em méaos, planejamos proteger por acetilacdo a hidroxila fenolica
do composto para posteriormente de promover a formacdo de uma ligacdo peptidica entre o
grupo acido com aminas livres de aminoacidos, 0s quais por sua vez também deveriam ou ser
adquiridos comercialmente ou produzidos laboratorialmente como ésteres para evitar a
formacdo de dipeptideos. Finalmente, a Ultima etapa consistiria na desprotecdo por hidrolise

dos grupos ésteres usados como protetores dos acidos carboxilicos dos intermediarios.

5.2. Purificacdo do cardanol

O processo de purificacdo do cardanol foi feito por cromatografia liquida em coluna, e
apos seu fracionamento cromatografico e estudo por CCDA, a espectroscopia de RMN
confirmou a estrutura dos produtos. O espectro de RMN H pode ser observado na Figura 13,
com ampliacdes. Nao foram feitas integracGes das areas dos sinais por se tratar de uma
mistura. A Figura 14 traz o espectro de RMN de 3C juntamente com o DEPT-135 dessa
mistura, com ampliacdes. Pelo espectro de RMN de H, pode-se perceber um conjunto de
sinais entre 6 0,93 e 2,88 ppm, os quais dizem respeito aos carbonos saturados da cadeia
alquilica lateral ligada ao anel aromatico. Em 6 0,95, observam-se tripletos que caem juntos,

respectivos ao grupo metila em C15” do cardanol saturado, monoeno e dieno. Além disso, em
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& 2,59 tem-se um tripleto (J = 7,8 Hz) relativo ao grupo CH. em C1°, o qual encontra-se
ligado diretamente ao anel aromatico. Ainda sobre a cadeia lateral dos cardandis da mistura,
entre & 5,02-5,91 podem ser vistos os sinais dos hidrogénios olefinicos caracteristicos dos

cardandis monoeno, dieno e trieno da mistura.

Figura 13. Espectro de RMN H (CDCls, 500 MHz) da mistura de cardandis, com ampliacdes
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Na regido de hidrogénios ligados ao anel aromatico, foram observados trés conjuntos
de sinais, sendo um tripleto com deslocamento quimico mais acentuado em & 7,17 (Jorto = 7,7
Hz) atribuido ao H5 na posi¢édo meta a hidroxila, um dupleto em & 6,79 ppm (Jorto = 7,7 Hz)
referente ao hidrogénio H6 orto em relacéo a hidroxila, e um dupleto com deslocamento quimico
d 6,66 ppm referente ao hidrogénio H4 que coalesce com o singleto atribuido ao H2 com

deslocamento de 6 6,70 ppm.
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Figura 14. Espectros de RMN *C (CDCls, 125 MHz) e de DEPT-135 da mistura de cardandis, com ampliagoes
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No espectro de RMN de ** C foram observados os sinais em § 13,8 e 14,2 ppm atribuidos
ao carbono terminal do grupo metila (CH3) da cadeia alifatica C15° dos cardanois saturado,
monoeno e dieno, Varios sinais com deslocamento quimico entre 6 22,7 e 6 31,3 ppm referentes
aos carbonos metilénicos da cadeia alquila de C2” a C15°, um sinal em & 35,9 ppm atribuido ao
carbono metilénico C1’ ligado ao anel aromatico. Os sinais com deslocamentos quimicos em
112,6; 6 115,4; 6 121,0 e 6 129,4 ppm séo referentes aos carbonos mono-hidrogenados C6, C2,

C4 e C5 do anel aromatico, respectivamente. O sinal com deslocamento quimico de & 145,0
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ppm é referente ao carbono aromatico ndo hidrogenado C3 ligado a cadeia alquila e em & 155,5

ppm é atribuido ao carbono aromético C1 ligado a hidroxila. Por fim, a Figura 15 apresenta o

espectro de massas da mistura, em modo de injecdo direta e ionizacdo quimica em modo

negativo (M-1), onde podem ser observados os picos dos ions moleculares em m/z 301,

referente ao cardanol monoeno (MM 302 u), em m/z 299, referente ao cardanol dieno (MM

300 u), e em m/z 297, referente ao cardanol trieno (MM 298 u). Estes dados corroboram para a

propor¢do de cardandis esperada na mistura, onde as formas insaturadas sdo majoritarias em

relacdo ao cardanol saturado (Mazzetto; Lomonaco; Mele, 2009). Ainda pode ser destacado o

pico de m/z 107, o qual pode ser oriundo do rearranjo de MacLafferty sobre o ion molecular das

amostras de cardanol ionizadas (Esquema 8) (Pavia et al., 2010).

Figura 15. Espectro de massas APCI-MS (modo negativo) do ion m/z
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Esquema 8: Rearranjo de MacLafferty a partir do fendxido de cardanol
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De acordo com os dados obtidos pelos espectros de RMN de *H e RMN de * C, tem-

se na tabela, a compilacdo dos dados dos devidos espectros.

Tabela 7: Dados dos espectros de RMN de *H e *3C da mistura de cardandis, deslocamento quimico (8) expressos em ppm

POSICAO RMN 'H RMN “C RMN *H* RMN B¢’

1 - 155,5 - 155,4
2 6,70 115,4 6,67 115,3
3 - 145 - 1448
4 6,66 121 6,77 120,8
5 7,17 129 7,14 126,8
6 6,79 1126 6,67 1125
I’ 2,59 - - 35,7

-7 0,93-2,88 - - -

8-15’ 5,02-5,91 13,8-14,2 4,98-5,88 -
21 0,93 14,0

1 (Almeida, 2017), 300 MHz/CDCl;,
2 (Almeida, 2017), 75 MHz/CDCls
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5.3. Clivagem oxidativa do cardanol com OsO4

A mistura de cardandis obtida na etapa anterior foi submetida a reacdo de clivagem
oxidativa com quantidades cataliticas de tetroxido de 6smio e na presenca de Oxone®
(peroximonossulfato de potassio) (Esquema 9). A reacdo durou 24 horas, quando mais se
observou mudancas no perfil cromatografico da reacdo por CCDA.

Esquema 9. Reacdo de oxidacgao da mistura de cardanois com OsOs

OH OH
0s0,4,0xone o
DMPF terc-butanol
R 24 h, ta OH

Acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico

Mistura de cardandis

Um contratempo deste método que deve ser pontuado € o que diz respeito a
quantidade de subprodutos gerados. Em analise por cromatografia, verifica-se a existéncia de
uma quantidade grande de substancias organicas no produto bruto em um padrdo complexo
para purificacdo. Pontua-se ainda que os produtos dessa reacéo, acidos carboxilicos, apresentam
comportamento adsortivo relativamente forte com a silica gel de fase comum, em decorréncia
do equilibrio &cido-base, o que dificulta o processo de isolamento das substancias. Tambem
podemos especular que uma possibilidade para a quantidade de substancias formadas neste
protocolo possa ser decorrente da presenca de intermediarios de reacdo parcialmente clivados
(moléculas de cardanol dieno e trieno sem que todas as ligacGes duplas tenham sido
devidamente clivadas) e/ou ndo clivados (e.g. didis). Uma possibilidade para avaliar esta
hipdtese poderia ser a repeticdo do procedimento analisando o tempo de reacdo com
acompanhamento simultaneo por técnicas mais precisas (e.g. CLAE, CG-EM).

O produto bruto foi fracionado por cromatografia liquida em coluna, resultando em
quatro fracbes, que foram analisadas por espectroscopia de RMN. Os espectros de RMN da
fracdo “OSM-C” apresentaram sinais compativeis com o produto esperado, &cido 8-(3-
hidroxifenil)octanoico, embora os espectros também contivessem sinais de impurezas ou
intermediarios ndo clivado totalmente. A Figura 16 traz o espectro de RMN *H da fragdo
“OSM-C”, com ampliacGes.

O espectro mostra, na regido dos hidrogénios aromaticos, o conjunto de trés sinais
caracteristicos do anel aromatico de cardanol, sendo um singleto relativo a H2 orto a hidroxila

que aparece junto com um dupleto relativo a H4 com deslocamento quimico de & 6,67, um
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dupleto (Jorto = 7,6 Hz) com deslocamento quimico de 3 6,76 relativo a H6 e um tripleto (Jorto

= 7,6 Hz) mais deslocamento mais acentuado em & 7,15 atribuido ao H5 na posicdo meta a

H 1 3 ¢ 2
Figura 16. Espectro de RMN de *H (CDClz, 500 MHz) da fracdo “OSM-C
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Os elementos mais marcantes do espectro de RMN 'H que corroboram com a

estrutura do acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico e o sucesso do processo de clivagem oxidativa

sdo a auséncia dos multipletos caracteristicos dos hidrogénios vinilicos entre & 5,00 ¢ 6 6,00

ppm (Figura 6) e o aparecimento de um tripleto adicional em 6 2,31 (J = 7,5 Hz), atribuido a

H7°, além do tripleto em 6 2,57 ppm (J = 7,6 Hz), relativo a HI’. Além disso, os multipletos

entre 6 0,89-1,61 ppm s&o atribuidos aos hidrogénios metilénicos (CH2) da cadeia aliféatica,

concluindo as atribuicdes dos sinais aos hidrogénios da estrutura do produto. Como podem ser

verificados, existem sinais adicionais aqueles elencados acima, relativos a impurezas e/ou

intermediarios, que prejudicaram a integracdo mais assertiva da area dos sinais, bem como

uma atribuicdo inequivoca da estrutura do produto. Para reforcar a proposicdo de sucesso do

protocolo de oxidacdo da mistura de cardanois, foram realizados experimentos de RMN de

13C e 0 DEPT- 135, cujos resultados estdo apresentados na Figura 17.

42



Figura 17. Espectros de RMN **C (CDCls, 125 MHz) e de DEPT-135 da fragio “OSM-C”
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Pelo espectro de RMN de *3C, pode ser verificado que a quantidade de sinais acima de
8 100,0 ppm diminui bastante quando em comparagio com o espectro de RMN *C da mistura
de cardanois (Figura 13), justamente porque ndo se verifica a presenca de carbonos olefinicos
na amostra, corroborando para o sucesso do procedimento. Nessa regido, puderam ser
detectados os sinais referentes aos carbonos do anel aromético, com os deslocamentos
quimicos & 112,6; & 115,3; & 120,8 e & 129, sendo estes referentes aos carbonos mono-

hidrogenados C6, C2, C4 e C5, respectivamente, e 0s sinais com deslocamento
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0 144,7 ppm e o6 155,6 ppm atribuidos ao C3 e ao CI, respectivamente. Além desses, pode-se
verificar também o sinal em ¢ 174,1, o qual foi atribuido a carbonila em C8’. Entre os sinais
abaixo de 6 40,0 , podemos imaginar que ha sinais referentes aos sete atomos de carbonos
metilénicos da cauda de acido octanoico ligada ao anel aromatico, porém, como pode ser
verificado, ha muito mais sinais nessa regido, o que reforcam a ideia de que a fracdo apresenta
o0 produto contendo algum intermediéario ndo clivado totalmente, outros sinais, como aqueles

em d 60,3; 76,4, e 212,6, também indicam 0 mesmo.

A fracdo “OSM-C” também foi analisada por espectrometria de massas via insercao
direta da amostra e ionizacdo quimica, em modo negativo (M-1), e 0 espectro apresentou um
pico de m/z 235 (Figura 18), compativel com o ion esperado para o acido 8-(3-

hidroxifenil)octanoico (massa molecular 236 u) menos um proton.

Figura 18 : Espectro de massas APCI-MS (modo negativo) da fracdo “OSM-C”
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De acordos com os dados obtidos pelos espectros de RMN de *H e RMN de®* C, tem-
se na tabela , a compilacdo dos dados dos devidos espectros.

Tabela 8: Dados de RMN de *H e **C do 4cido 8-(3-hidroxifenil)octanoico , deslocamento quimico (8) expressos em ppm

POSICAO RMN 'H RMN “C RMN *H? RMN *c*
1 - 155,5 - 159,5
2 6,67 115,4 6,76 1141
3 - 145 - 1444
4 6,67 121 6,71 120,8
5 7,15 129 7,17 129,1
6 6,76 1126 6,73 110,8
T 3 ; 1,23-1,40 33,8-35,9
I’ 2,31 - -
7 2,57 - - -

3 (Olimpio,2011 ), 300 MHz/CDCls
4 (Olimpio, 2011), 75 MHz/CDCls
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5.4. Tentativa de acetilacdo do &cido 8-(3-hidroxifenil)octanoico

A dificuldade de purificagdo da fragdo do acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico foi
atribuida ao carater acido da amostra, pois especulamos que 0 mesmo comportamento quimico
seja também o caso das principais impurezas que contaminam o produto, onde imaginamos que
estes contaminantes também fossem fragmentos éacidos formados ao longo do processo
extensivo de clivagem oxidativa. Como o padrdo cromatogréafico em silica gel de fase normal
destes produtos acidos é semelhante, especulamos que a acetilacdo da hidroxila fendlica do
produto contribuiria para a diminuicdo da acidez e polaridade do produto de interesse, 0 que
poderia vir a facilitar o seu isolamento. Assim, foi realizado um procedimento de acetilagéo
com anidrido acético e &cido sulfirico com a fracdo “OSM-D”. De forma bastante
surpreendente, foi obtido como produto o éster 8-(3-hidroxifenil)octanoato de metila “Acet-
3B” (Esquema 10) com 6 mg de massa. O espectro de RMN *H do produto esta apresentado
na Figura 19 e o de RMN 3C est4 apresentado na Figura 20.

Esquema 10. Tentativa de acetilacdo do acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico
OH OH

O AC,0, HpSO4 O

o
acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico 8-(3-hidroxifenil)octanoato de metila

Figura 19. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) de “ACet-3B”, com ampliacées
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Pelo espectro de RMN *H (Figura 19), podem ser observados sinais caracteristicos ja
anteriormente discutidos, como o multipleto em 6 6,67 referente a H2 ¢ H4, o dupleto em o
6,76 referente a H6 e o tripleto em & 7,16 referente a H5. Os sinais relativos aos carbonos do
anel aromatico podem ser observados no espectro de RMN de 3C (Figura 20) em & 112,5
(C6); & 115,3 (C2); 6 120,8 (C4); 6 129,4 (C5); & 144,7 (C3) e & 155,7 (C1). O sinal da
carbonila em C8’ aparece em o 174,4 ppm. Os sinais referentes a por¢ao da cadeia lateral

também coadunam com o mesmo padrao ja apresentado pela fracdo “OSM-C”.

Figura 20. Espectro de RMN *3C (CDCls, 125 MHz) de “ACet-3B”, com ampliacGes
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O que chamou a aten¢do, nos espectros demonstrados nas Figuras 19 e 20, foram a presenca
de um singleto em & 3,69 no espectro de RMN *H, possivelmente relacionado ao sinal em & 51,5 no
espectro de RMN **C, o que sugerem um grupo metil ligado a heteroatomo eletronegativo. Esperar-se-
ia que o produto de acetilagdo apresentasse um simpleto por volta de & 2,00-3,00 referente ao grupo
acetil no espectro de RMN *H, sendo que no espectro de RMN de carbono-13 deveriamos observar um
sinal adicional de carbonila de éster e um sinal em aproximadamente 6 35,0 referente a metila do
grupo acetil. Claramente, notamos que a acetilacdo do grupo hidroxila em C1 do anel aromatico ndo
aconteceu. Para interpretar a estrutura do produto obtido, foram solicitadas analises por experimentos
de RMN bidimensionais, os quais COSY (Figura 21), HSQC (Figura 22) e HMBC (Figura 23). Pelo
mapa de correlagdo homonuclear *H-*H COSY (Figura 21 ), pode-se verificar que em (3) o sinal em &
3,69 ndo apresentou qualquer correlagdo com outros sinais, corroborando com.a hipétese de se tratar de
um grupo metila ligado diretamente a heterodtomo. Além disso, as correlagBes observadas nos sinais
em (1 e 2) pelos tripletos em & 2,33 ppm (C7°) € em 6 2,57 (C1°) com o multipleto em & 1,64 (setas
verdes), mas ndo entre si, sugerem que este Gltimo multipleto deve dizer respeito a duas ou unidades

metilénicas localizadas em lados opostos da cadeia, isto é em C2’ e C6°.

Figura 21. Mapa de correlacdo *H-'H do experimento COSY da amostra “ACet-3B* (500 MHz, CDCls)
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Pelo mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 22), confirma-se que o0
simpleto em & 3,69 do espectro de RMN de 'H est4 de fato correlacionado com o sinal em &
51,5 do espectro de RMN 3C (seta verde, 1- § 3,69 ppm (H9’, $)/8 51,5 ppm (C9°); tratando-se
de um grupo metila. Outros sinais importantes também puderam ser correlacionados por este
mapa, como o tripleto em 6 2,33 ppm com o sinal em 6 34,1 (C7’, seta azul, 3- 6 2,33 (H7’,
t)/6 34,1 (C7’); o tripleto em & 2,57 com o sinal em 6 35,7 (C1’, seta vermelha, 2 - § 2,57
(H1’, 1)/6 35,7 ppm (C1’); e o multipleto em 6 1,64 que de fato € respectivo a mais do que um
grupo metileno (circulo laranja).

Foi através do mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 23) que 0 grupo
metila identificado pelos experimentos anteriores de fato foi dado como pertencente a molécula
de andlise, e ndo sendo relativo a alguma impureza. O sinal do simpleto em 6 3,69 mostrou
correlagéo (Js) com o sinal da carbonila em & 174,4 (seta verde, 1-8 3,69 (HY’, s)/5 174,4
(C8);), que por sua vez apresentou correlacdo (J2) com o tripleto em & 2,33 (seta azul, 2-§
2,33 (H7’, 1)/ 174,4 (C8’); e com o multipleto em & 1,64 ppm (J3, seta amarela, 3-5 1,64
(H7’, m)/d 174,4 (C8);. Comprovou-se, portanto, que a amostra “ACet-3B” continha o éster

8-(3-hidroxifenil)octanoato de metila.

Figura 22. Mapa de correlagdo *H-3C do experimento HSQC da amostra “ACet-3B” (500 MHz, CDCls)
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Figura 23. Mapa de correlagdo *H-3C do experimento HMBC da amostra “ACet-3B” (500 MHz, CDCls)
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N&o é comum observarmos a ocorréncia de esterificacbes de acidos carboxilicos
sem a presenca de alcoois, como aconteceu neste procedimento. Tarbell estudou a
decomposicao de anidridos carboxilico-carbonicos extensivamente nas décadas de 1950 e 1960
(Tarbell, 1969). A partir de seus estudos, por exemplo, o autor percebeu que a formacdo de
ésteres € um dos caminhos possiveis a partir da decomposicdo desses anidridos em alta
temperatura (Esquema 11), observando alguns elementos estruturais e reacionais. Tomando
como base esse tipo de transformacdo, podemos especular que se estruturas de anidridos
semelhantes se originaram a partir do &cido 8-(3-hidroxifenil)octanoico durante a reacgdo, a
formacdo do éster observado poderia ser explicada por esta via. Mais investigacdes, entretanto,
sd0 necessarias para se afirmar que este foi o caso, de fato, do presente estudo.

Esquema 11. Decomposigao térmica de anidridos carboxilico-carbonicos

o
RJJ\O,R’ + CO,

O O
AU R
R (@) O

5.5 Acetilacdo da mistura de cardandis

O procedimento de acetilacdo com anidrido acético e piridina (Esquema 12). De forma
esperada obteve-se como produto o éster 8-(3-hidroxifenil)octanoato de metila em duas fracGes
“ACET-FRA” e 0 “ACET-FRB” com (310 e 131,10 mg) de massa.

O processo de purificacdo do foi feito por cromatografia liquida em coluna, apos seu
fracionamento cromatografico (Tabela 4) e estudo por CCD, a espectroscopia de RMN tH

confirmou-se a estrutura dos produtos apresentados na Figura 24 e o de RMN 3C e Figura 25.

Esguema 12. Reacdo da Acetilacdo damistura de cardandis

OH OAC
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Figura 24. Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de “ACET-FRA”, com ampliagdes
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Pelo espectro de RMN de 'H figura 24, em § 0,91-0,96, observa-se tripletos
sobrepostos, respectivos ao grupo metila em C15° do cardanol saturado, monoeno e dieno.
O conjunto de sinais entre & 0,91 e &6 2,06 ppm, dizem respeito aos carbonos

metilenicos (CH>), ou seja, os carbonos saturados da cadeia alquilica lateral ligada ao anel
aromatico.

Conforme esperado, os sinais caracteristicos, como o singleto em 6 6,92 referente ao
(H2), o dupleto em & 7,04 ((Joro = 7,33 Hz) ao grupo acetila atribuido ao hidrogénio (H6), &
6,91 referente ao (H4), sendo o tripleto em & 7,26 ppm (Jpara = 7,04 Hz) referente a (H5). O

tripleto em 6 2,61 (J = 7,74 Hz), relativo a C1’ ligado diretamente ao anel aromatico iniciando

a cadeia alquilica de grupos metilénicos (CH>).
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Figura 25. Espectro de RMN **C (CDCI3, 125 MHz) de “ACET-FRA”, com ampliacGes
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No espectro de RMN de * C foram observados o sinal em & 14,14 atribuidos a0
carbono terminal do grupo metila (CH3) da cadeia alifatica C15° do cardandis saturado,
monoeno ¢ dieno, sinais entre 6 20,93 e & 31,83 refere-se aos carbonos metilénicos de C2’ a
C15’, um sinal em 6 35,71 atribuido ao carbono C1’ ligado ao anel aromatico. Os sinais dos
carbonos do anel aromatico podem ser observados no espectro de RMN de *3C (Figura 24) em
6 118,76 (C6); 6 121,39 (C2); 6 125,78 (C4); 5 129,03 (C5), 6 144,43 (C3) e 6 150,78 (C1). O
sinal da carbonila de éster (C8’) & 169,27. Os sinais referentes a por¢cdo da cadeia lateral

também coadunam com o mesmo padrdo ja apresentado pela fracdo “ACET-FRA”.
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Tabela 9: Dados de RMN de *H e 3C da mistura de cardandis acetilado, deslocamento quimico () expressos em ppm

POSICAO RMN 'H RMN “*C RMN *H° RMN ©C°
1 - 150,7 - 150,6
2 6,92 121,3 6,91 118,6
3 - 1444 - 144.6
4 6,91 125,7 7,04 125,8
5 7,26 129,3 7,27 129,0
6 7,04 118,7 6,89 118,0
K 2,61 - - 35,6
-7 0,91-2,06 - - -
16° 2,25 - 2,29 -
14°-15° - - 4,97-5,87 125-136
17°-18°
21 0,91-0,96 14,1 0,87-0,94 -

5.6 Clivagem oxidativa do “ACET-FRB” com tetroxido de 6smio (OsO.)

De acordo com o protocolo descrito por Travis e colaboradores (2002), o
procedimento experimental da clivagem oxidativa iniciou-se com o material de partida
“ACET-FRB”. A fragdo codificada como “OSM-G” foi analisada por RMN H e *C, ocorre que
a fracdo “OSM-G” de massa (0,0043 g), apresenta shiming ruim durante o processo de
aquisicdo do espectro, ou seja, sinais alargados que dificultaram a analise do espectro,
entretanto, mesmo com este problema, pode-se perceber a auséncia de sinais da dupla ligacédo
entre 6 5,00 e & 6, bem como, os sinais tipicos da cadeia lateral de grupos metilenos (CH>) e
0S sinais aromaticos apartir de & 7,00 do espectro de RMN *H.

A fracdo codificada como “OSM-31” foi analisada por RMN H e 3C mostrado na figura
(26), e verificou-se a existéncia de sinais caracteristicos e compativeis com o acido 8-(3-
hidroxifenil)octanoico (0,0228 g), entrentanto, ocorre que a fracdo apresenta-se em mistura
como o acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico e o cardanol saturado acetilado, bem como a fracao
“OSM-G” de massa (0,0041 g), apresentando os sinais caracteristicos do &cido 8-(3-

hidroxifenil)octanoico.

5 (Almeida, 2017), 300 MHz/CDCl5,
6 (Almeida, 2017), 75 MHz/CDCls
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Figura 26. Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “OSM-31”, com ampliagGes
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No espectro de RMN de ** C foi observado o sinal em & 14,14 atribuido ao carbono
terminal do grupo metila (CHs) da cadeia alifatica C15” do cardanois saturado, monoeno e
dieno, varios sinais com deslocamento quimico entre 6 20,93 ¢ 6 31,83 ppm referentes aos
carbonos metilénicos da cadeia alquila de C2’ a C15’, um sinal em & 35,71 ppm atribuido ao
carbono metilénico C1’ ligado ao anel aromatico. Os sinais relativos aos carbonos do anel
aromatico podem ser observados no espectro de RMN de *C (Figura 24) em § 118,76 (C6); §
121,39 (C2); 6 125,78 (C4); 6 129,03 (C5); 6 144,43 (C3) e 6 150,78 (C1) ppm. O sinal da
carbonila de éster (C8’) apresenta o deslocamento de 6 169,27 ppm. Os sinais referentes a
por¢do da cadeia lateral também coadunam com o mesmo padrdo ja apresentado pela fragdo
“ACET-FRA”.
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Figura 27. Espectro de RMN **C (CDCI3, 500 MHz) de “OSM-31”, com ampliaces
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5.7 Clivagem oxidativa do “ACET-FRA” com permanganato de potassio (KmnOs)

O procedimento experimental da clivagem oxidativa iniciou-se com o material de
partida “ACET-FRA”. A fraco codificada como “KSM-4” analisada por RMN de 'H , ocorre
que a fracdo “KSM-4” de massa (0,100 g), apos a avaliacdo dos sinais do espectro de RMN
1H, os sinais caracteristicos na regido dos aromaticos que ndo ocorrem, como dupleto (d),
tripleto (t) e singleto (s) esperado no deslocamento quimico apartir de & 7,00 ppm para regido.
Conclui-se ap6s a andlise do espectro que a fracdo “KSM-4” ndo apresenta o produto

esperado, o acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico.
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Figura 28. Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “KSM-4”, com ampliagGes
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5.8 Esterificacdo de aminoacidos

A outra via do trabalho focou no tratamento de aminoacidos visando o posterior
acoplamento dos mesmos com o acido 8-(3-hidroxifenil)octanoico acetilado para sintese dos
hibridos. Para tanto, foi planejada a protecdo dos grupos acidos de aminoacidos na forma de
ésteres. O primeiro procedimento de esterificacdo testado foi o protocolo de esterificacdo de
Steglich (Munawar et al., 2024) utilizando a L-fenilalanina como substrato. A reacdo foi
realizada com os agentes de acoplamento N,N’-dicicloexilcarbodiimida (DCC) e 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), com o alcool metilico para sintese de ésteres de metila dos
aminodcidos, e com diclorometano como solvente (Esquema 13).

A reacdo durou 24 horas, em sistema fechado, e ap6s fracionamento do produto bruto
da reacdo por cromatografia em camada delgada preparativa, ndo foi identificado o éster

desejado em nenhuma das fracGes analisadas.

Esquema 13 . Reacdo de Steglich com a L-fenilalanina

0 0
OH —_DCC.DMAP, o OCHjs
NH, CH30H, CH,Cl,, NH,
241, ta.

L-Fenilalaninato de metila
L-Fenilalanina
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5.8.1 Esterificacdo da L-tirosina

O meétodo utilizado foi o reportado por Rachele (1963), que consiste na mistura do
aminoécido de estudo (L-tirosina, no caso deste experimento) com 2,2-dimetoxipropano e

HCI, apds a analise prévia por espectrometria de massa conforme a figura 29.

Figura 29 . Espectro de massas APCI-MS do “TRT-B”

TRT6A_7A_8A #103-118 RT: 1,45-1,63 AV:16 NL: 6,03E4
T: ITMS + ¢ APClcorona Full ms [100,00-1000,00]

100 196

907
80

704

60

50

40

30
20 179

] 197 663 858

10] 136 859

] 119J 147 301 {664

] : 302 - 860

T T WOl AN L) L O b wli oo

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

A Figura 29 apresenta o espectro de massas da amostra “TRT-B”, injecdo direta e
ionizacdo quimica APCI-MS no modo negativo (M-1), onde pode ser observado o pico do ion
molecular de m/z 196, referente a L-tirosinato de metila de massa molecular (MM 196 g/mol).
Este dado indica a presenca do produto esperado apos a esterificacdo da L-tirosina. Por fim,
no espectro de RMN *H observado na Figura 30, com ampliagGes. A Figura 31 traz o espectro
de RMN de 3C juntamente com o DEPT-135 da respectiva estrutura.

Na regido de hidrogénios ligados ao anel aromatico, foram observados dois conjuntos
de sinais caracteristicos, devido a simetria do anel aromatico da L-tirosina, ocorrem dois sinais (H3)
com & 7,00 ppm (d, Jorto = 8,89 Hz), 0 atribuido ao (H2) na posi¢édo orto ao metileno apresenta
um dupleto em & 6,72 (d, J = 8,30 Hz), um tripleto em 6 4,16 (t, J = 6,51 Hz) referente ao (H5),
por fim o grupo metila (CHs3), adjacente ao ester referindo-se ao (H6) com deslocamento de 6
3,66 (s).
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Figura 30. Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “TRT-B”, com ampliacdes
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No espectro de RMN de 13 C foi observado o sinal do (C6) em & 35,91 atribuido a metila
(CH3) adjacente ao ester, o sinal em (C4) do anel aromatico apresenta o deslocamento de §
157,14, os sinais sobrepostos em C2, C3 (6 115,53; 6 130,85 ppm), indicam a simetria dos
carbonos aromaticos.

Conforme corroborado pelo espectro de dept-135 os sinais dos carbonos C1,
C4, C2, C3, C5, C6 apresentam os seguintes deslocamentos quimicos (6 157,1;53,9; 6 115,90;
3 130,86; 6 53,0; 6 35,91 ppm).



Figura 31 . Espectro de RMN *C e DEPT- 135 (CDCI3, 125 MHz) de “TRT-B”, com ampliacdes
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De acordos com os dados obtidos pelos espectros de RMN de *H e RMN de*® C, tem-

se na tabela 10, a compilacdo dos dados dos devidos espectros.



Tabela 10: Dados de RMN de *H e **C do L-Tirosinato de metila, deslocamento quimico () expressos em ppm

POSICAO RMN 'H RMN “*C RMN *H’ RMN ©C°
1 157,1 - 156,22
2 6,72 115,9 6,73 115,5
3 7,02 1308 7,02 130,3
4 - 35,0 2,84 35,3
5 4,16 53,0 - 52,4
6 3,66 53,9 3,75 54,2

5.9 Acoplamento entre o acido 8-(3-hidroxifenil)octandico e L- Tirosinato de metila

Apbs a analise do espectro de RMN 'H das fracBes geradas, de acordo com os

deslocamentos quimicos tem-se na regido de hidrogénios ligados ao anel aromético, os sinais
caracteristicos, 6 7,15 (t); 6 7,05 (d); 6 6,91 (s); 6 6,76 (d); 5 6,68 (s); & 6,66 (t).

Na regido alifatica tem-se 6 2,31 (s), referente ao hidrogénio do grupo acetila, dois

tripletos com deslocamentos muito proximos (H7”) 6 2,61 (t), (H1°) & 2,57 (t), referente ao

hidrogénio (CH2) ligado ao anel aromatico. Os multipletos em & 1,27 ¢ & 1,63 (m), sdo

atribuidos aos hidrogénios metilénicos da cadeia alquilica, ou seja, todos esse dados, indicam

de que a fracdo “ACFL-5” é condizente com o cardanol acetilado clivado.

7 (Chen, et al, 2014), 300 MHz/CDCls;
8 (Chen, et al, 2014), 75 MHz/CDCls;
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Figura 32 . Espectro de RMN 'H (CDCI3, 500 MHz) de “ACFL-5”, com ampliagdes
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O isolamento da mistura de cardandis foi realizado com sucesso por cromatografia
liguida em coluna, onde uma amostra pura foi obtida em boa quantidade, como pode ser
verificado pelos espectros de RMN apresentados. A clivagem oxidativa dos cardandis
insaturados de fato ocorreu, tendo formado o acido 8-(3-hidroxifenil)octandico. O produto foi
confirmado por dados espectroscopicos, fracdo “OSM-C”, mas também pelos resultados

espectroscopicos do produto éster de metila formado posteriormente a partir deste acido.
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Destaca-se a dificuldade de isolamento e purificacdo deste produto dos demais
subprodutos formados a partir deste procedimento.

A tentativa de acetilacio das fracbes que continham o é&cido 8-(3-
hidroxifenil)octanoico gerou, ao contrario do esperado, o éster 8-(3-hidroxifenil)octanoato de
metila.

Finalmente, tentamos realizar a esterificacdo da L-fenilalanina pelo método de
Steglich, que ndo formou o produto desejado, L-Fenilalanilato de metila. Alternativamente,
tentamos 0 método de Rachele, (1963) para esterificar a L-tirosina que, embora antigo, faz uso
de reagentes baratos em condi¢bes facilmente praticaveis e de simples execugdo no
laboratdrio. O procedimento de esterificacdo do éster L-tirosinato de metila, ocorreu conforme
idealizado, através do protocolo idealizado por Rachele, (1963).

A reacdo de clivagem oxidatavida utilizando o permanganato de potassio (KMnQ,),
ndo ocorreu conforme o planejado na obtengédo do acido 8-(3-acetoxifenil)octanoico na fracao
“KSM-4”.

A reacdo de acoplamento peptidico entre o acido 8-(3-acetoxifenil)octanoico e L-
tirosinato de metila, espera-se-ia 0 acoplamento estre 0s reagentes, entretanto, conforme os
dados do espectro da figura 32, verificou-se que ndo ocorreu o acoplamento entre o L-
Tirosinato de metila e o acido 8-(3-acetoxifenil)octanoico.

A posteriori através de outros projetos realizar-se-d0 a esterificacdo de outros
aminodacidos seguindo o mesmo protocolo, com destaque para aqueles ja estudados in silico

pelo grupo de pesquisa.
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ANEXOS

Figura 13. Espectro de RMN H (CDCI3, 500 MHz) da mistura de cardandis, com ampliacdes
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Figura 14. Espectros de RMN **C (CDCls, 125 MHz) e de DEPT-135 da mistura de cardanéis, com ampliaces
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Figura 16. Espectro de RMN de H (CDCI3, 500 MHz) da fracdo “OSM-C”, com ampliaces
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Figura 17. Espectros de RMN 3C (CDCI3, 125 MHz) e de DEPT-135 da fragio “OSM-C”
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Figura 19. Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) de “ACet-3B”, com ampliaces

e AOM~NO Mo N NN O WS N OO
w nwnmwmn mmMmm LWOUWVWwY MMM o Oy
™ NN N NN R o R o B o TR I o TR o B [eNeNe]
~l— I N ~I—
S
— " A ! ~
|
|
|
"%/J ‘
—— e w A
M~ ™ [v0] [ap} i [e 0]
“! ~ ™ ol ~ ~
m (o o~ LN — ™~
r—r7 %7 ~'1nT~— o~ -~ T1T  ~—'7TT]'"—T " ~“T’TT "“"“""T’7T"“"T7T™TT"—J 1 T T ~7®T 77" 7T -7 "““"T™* “’/T “~“"'’"TT """’ "“~“"T’7T " "“"T™*“T7TT """’ *“7T 7/ "7 7T 7 T 1"~ T1T T 17 T ™71
42 41 40 39 3.8 3.7 3.6 3.5 34 3.3 3.2 3.1 3.0 29 28 2.7 26 25 24 23 22 21 20 19 18 1.7 16 1.5 1.4 13 1.2 1.1 1.0 09 0.8 0.7 06 O

f1 (ppm)

74



Figura 20. Espectro de RMN de **C e dept-135 (CDCls, 125 MHz) de “ACet-3B”, com ampliagdes
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Figura 24. Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “ACET-FRA”, com ampliacBes-“ACET-FRA”
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Figura 25. Espectro de RMN *3C (CDCI3, 125 MHz) de “ACET-FRA”, com ampliacdes
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Figura 26. Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “OSM-31”, com ampliagdes
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Figura 27. Espectro de RMN *C (CDCI3, 125 MHz) de “OSM-31”, com ampliacdes
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Fragdo “OSM-G”- Problema de Shiming durante a aquisicio do espetro de RM *H
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Figura 30. Espectro de RMN *H (CDCI3, 500 MHz) de “TRT-B”, com ampliagdes
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Figura 31. Espectro de RMN 2C e DEPT- 135 (CDCI3, 125 MHz) de “TRT-B”, com ampliacGes
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Figura 32. Espectro de RMN H (CDCI3, 500 MHz) de “ACFL-5”, com ampliacdes

88°0
68°0
06’0
6’0
9’1
221

ey

go1/

L0e

hc.NW
80°C

€7
a5z —
85z

652
09z
197
797
€92
69°€
L0
L0
80°k

(404

99°9
89°9
949
£L9
1679~
s0°L
£0°L

A
Ehava

L

-0.5

45

5.0

7.0

44

B

640

645

670

6.75

(apm

83



	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	ABSTRACT
	ÍNDICE DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	1. INTRODUÇÃO
	2. OBJETIVOS
	2.2. Objetivos específicos
	3. REVISÃO DA LITERATURA
	3.2. O LCC e o cardanol
	Grau de
	Lipídio fenólico do LCC
	3.2.1. Transformações químicas e aplicações do cardanol e derivados
	3.2.2. Híbridos de cardanol e aminoácidos
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.1.1. Cromatografia
	4.1.2. Equipamentos
	4.2. Procedimentos experimentais
	Mistura de cardanóis.
	4.2.2 Clivagem oxidativa da mistura de cardanóis com tetróxido de ósmio (OsO4)
	Ácido 8-(3-hidroxifenil)octanoico.
	4.2.3. Reação de acetilação do ácido 8-(3-hidroxifenil)octanoico
	Ácido 8-(3-hidroxifenil)octanoato de metila
	4.2.4. Reação de acetilação da mistura de cardanóis
	Mistura de cardanóis acetilado “ACET-FRA”
	Mistura de cardanóis acetilado “ACET-FRB”
	4.2.5 Clivagem oxidativa do “ACET-FRB” com tetróxido de ósmio (OsO4)
	Mistura de Ácido 8-(3-hidroxifenil)octanoico e Cardanol saturado-“OSM-31”
	4.2.6 Clivagem oxidativa do “ACET-FRA” com permanganato de potássio (KMnO4)
	4.2.7 Reação de esterificação de Steglich da L-fenilalanina
	4.2.8 Reação de esterificação da L-tirosina
	L-Tirosinato de metila
	4.2.9 Acoplamento entre o ácido 8-(3-hidroxifenil)octanoico e L-tirosinato de metila
	5. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	5.2. Purificação do cardanol
	5.3. Clivagem oxidativa do cardanol com OsO4
	5.4. Tentativa de acetilação do ácido 8-(3-hidroxifenil)octanoico
	5.5 Acetilação da mistura de cardanóis
	5.6 Clivagem oxidativa do “ACET-FRB” com tetróxido de ósmio (OsO4)
	5.7 Clivagem oxidativa do “ACET-FRA” com permanganato de potássio (KmnO4)
	5.8 Esterificação de aminoácidos
	5.8.1 Esterificação da L-tirosina
	5.9 Acoplamento entre o ácido 8-(3-hidroxifenil)octanóico e L- Tirosinato de metila
	6. C
	7. REFERÊNCIAS
	ANEXOS

