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RESUMO

Na procura de novos meios de defesa das plantas e métodos alternativos para o controle
de patogenos foi preparado 2-Benzoxazolinona, 5-nitrobenzoxazolinona e Arilhidrazona de 2-
benzoxazolinona que representam os andlogos sintéticos de Fitoalexinas com possivel actividade
antibacteriana e antifingica. O método escolhido consiste em reaccdo de orto-aminofenois

substituidos com ureia no meio de solventes organicos sob refluxo.

Inicialmente realizou-se a sintese de 2-benzoxazolinona que consistia na mistura de 50
mmol de ureia e 50 mmol de o-aminofenol com o uso de solvente tolueno, num frasco reaccional
de 50 mL. Posteriormente realizou-se outra sintese, o 5-nitrobenzoxazolinona, que consistia na
mistura de 10 mmol de ureia e 10 mmol de 2-amino-5-nitrofenol com o uso de solvente n-
butanol num frasco reaccional de 50 mL. De seguida realizou-se a sintese da Arilhidrazona de 2-
benzoxazolinona, que consistia na mistura de 10mmol de 2-benzoxazolinona sintetizada na
primeira experiéncia, 10 mmol de fenilhidrazinahidrocloreto e 12 mmol de hidrogenocarbonato
de sodio usando-se solvente etanol num frasco reaccional de 50 mL. Foram desenvolvidas as
reaccbes em mantas eléctricas com aquecimento dos reagentes na presenca de cada solvente
citado acima a 105°C, adicionando-se em cada frasco reaccional pedras de ebulicdo. O tempo
reaccional foi de 62 horas para sintese de 2-benzoxazolinona, 78 horas para sintese de 5-
nitrobenzoxazolinona e 28 horas para a sintese de Arilhidrazona de 2-benzoxazolinona, com
rendimentos brutos da ordem de 79,59% a 91,3 % e purificados da ordem de 66,5% a 73,6%. O
intervalo de variacdo de temperaturas de fusdo dos compostos purificados por recristalizacao foi
da ordem de 3-4°C. O decurso das primeiras duas reacc¢fes foi acompanhado pela libertacdo de
amoniaco, detectado pelo papel indicador pH e a ultima usando-se a Cromatografia de Camada

Delgada.

Finalmente realizou-se a analise do produto purificado sintetizado 2-Benzoxazolinona em
espectroscopia de Infravermelho para a determinacdo da sua composicdo quimica. A
confirmacdo da estrutura de 2-benzoxazolinona foi feita com o auxilio da espectroscopia de
Infravermelho, medicdo do seu ponto de fusdo e a posterior compara¢do com o0 espectro e ponto

de fusdo de 2-benzoxazolinona padréo.
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1. INTRODUCAO

Hoje em dia a seguranca alimentar para a populagéo constitui uma das maiores preocupagoes do
governo e da sociedade. Contudo, é um facto que, o crescente aumento populacional no pais
configura também um aumento cada vez maior da demanda por alimentos e consequentemente a
necessidade premente de aumento da producdo e produtividade agricola de forma a garantir a
seguranca alimentar. A baixa produtividade das culturas constitui um dos principais
constrangimentos para a agricultura em Mogambique. Esta baixa produtividade explica se por
varios factores dentro os quais pode se destacar doencas causadas por fungos e bactérias.

Os microrganismos fitopatogénicos podem causar perdas de grande importancia
econdmica e até destruir completamente a producéo de diversas culturas. Para mitigar os efeitos
destes fungos e bactéerias sobre a producdo agricola, tem-se recorrido a algumas medidas de
controlo tal como o tratamento de sementes por aplicacdo de pesticidas ou por termo terapia
através do uso de diferentes formas de calor (Stangarlin, 1999).

A demanda mundial por alimentos isentos de agrotoxicos tem impulsionado a pesquisa para a
busca de métodos alternativos ao controle de patdgenos em plantas. A activacdo dos mecanismos
de defesa com o uso de indutores vem demonstrando ser uma alternativa viavel e promissora.

O problema do controlo destes microrganismos pode ser resolvido por elaboracéo e uso
de novos meios da defesa das plantas que sejam economicamente e ambientalmente sustentaveis
(Schwan-Estrada, 2000).

As plantas possuem uma caracteristica geral e sedentaria que € o desenvolvimento no
mesmo lugar onde ocorre a germinacao. Esta caracteristica faz com que a planta se limite do
escape, o principal mecanismo de defesa na natureza, estando exposta a microrganismos ambos
em baixo ou acima do solo uma vez que estdo sujeitos a agentes bioticos (virus, bactérias,
fungos, insectos e outros), estdo susceptiveis a accdo de agentes abidticos (radiacdo ultravioleta,
temperatura e humidade) e agentes antropogénicos (chuva acida, efeito estufa e agressdo pelo
mau uso de agro-tdxicos). No entanto esta limitacdo tem sido compensada com outros
mecanismos de defesa, como a comunicacdo com o seu redor, o qual permite detectar agentes
que Ihe podem ser prejudiciais ou limitando o crescimento e desenvolvimento de patdgenos

através de enzimas e estrutura reforcada ou ainda sintetizando fitoalexinas (Felipe Anton, 2009).

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
1
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2. METODOLOGIA APLICADA

a) Revisdo bibliogréafica

A pesquisa bibliografica consistiu basicamente na busca de informagdes sobre os factores de
resisténcia bioquimicos pré e pos formados das plantas, métodos de sintese de benzoxazois e
seus derivados e sua aplicagdo no sector agricola.

b) Parte experimental
Para a realizagéo do trabalho laboratorial, foi adoptada a seguinte metodologia:
e Sintese de 2-benzoxazolinona e 5-nitrobenzoxazolinona a partir de o-aminofenois e ureia;
e Conversédo de 2-benzoxazolinona em hidrazona de 2-benzoxazolinona;
e Purificagdo dos compostos sintetizados por recristalizacao;

e Determinacdo da pureza dos compostos sintetizados através da medi¢do dos respectivos

pontos de fusdo e da cromatografia de camada fina;

e Confirmacdo da estrutura de 2-benzoxazolinona através de espectrofotometria no

infravermelho;

e Elaboracdo do relatério final.

S —
Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
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3. OBJECTIVOS DO TRABALHO

Objectivo geral

O objectivo deste trabalho de Licenciatura é de elaborar uma técnica de sintese de benzoxazois e
preparar 3 (trés) analogos de 6-Metoxibenzoxazolinona como novos potenciais meios de

proteccdo de plantas contra pragas.

Objectivos especificos

e Realizar o estudo sobre os factores de resisténcia bioquimicos pré e pds formados das

plantas;
e Realizar um estudo sobre os métodos de sintese de benzoxazodis e seus derivados;

e Escolher e adoptar um método de sintese de fitoalexinas com base em benzoxazol.

e Sintetizar 2-benzoxazolinona, 5-nitrobenzoxazolinona usando solventes adequados,

tolueno e n-butanol respectivamente;

e Sintetizar Arilhidrazona de 2-benzoxazolinona a partir de 2-benzoxazolinona, em

solvente etanol.

S —
Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Factores de resisténcia bioquimicos

Resisténcia é a capacidade da planta em impedir ou retardar a entrada e/ou subsequentes
actividades do patdgeno em seus tecidos (Nicholson & Hammerrschmidt, 1992).

As reaccOes bioguimicas que ocorrem nas células do hospedeiro produzem substancias
que mostram-se téxicas aos patdgenos ou criam condi¢cBes adversas para o crescimento do
mesmo no interior da planta. Embora os mecanismos estruturais possam actuar, em diferentes
niveis, na defesa das plantas contra alguns patdgenos, pesquisas mostram que, na maior parte das
interaccdes, sdo as substancias produzidas nas células do hospedeiro, antes ou apés a infecgéo,
que contribuem significativamente para a resisténcia. Os factores bioquimicos de resisténcia
podem ser subdivididos em pré-formados ou pds-formados, em func¢do da chegada do patdgeno
nos tecidos da planta. De maneira geral, as substancias pré ou pés-formadas, para contribuirem
na resisténcia, devem estar presentes e/ou ser acumuladas em concen tracdes adequadas nas
partes invadidas e em formas acessiveis ao patogeno. Além disso, alteragdes na concentracao
dessas substancias devem ser correlacionadas com mudancas na expressdo da doenca (Nicholson
& Hammerrschmidt, 1992).

4.1.1. Factores de resisténcia bioquimicos pré-formados

Inmeras substancias pré-formadas que exibem actividade antimicrobiana estéo
envolvidas na resisténcia das plantas contra fitopatdgenos. Geralmente, essas substancias estao
presentes em altas concentragdes nos tecidos sadios da planta e, em alguns casos, como resultado
da infeccdo, podem ser convertidas em substancias altamente toxicas. Dentre as substancias pré-
formadas, cuja natureza quimica pode envolver, por exemplo, fendis, alcal6ides, lactonas,
terpendides e até mesmo, proteinas; pode-se citar acido Clorogénico, acido Protocatecoico e
Catecol, o-Tomatina, Avenacinas, Tuliposideos, Glicosideos Fenolicos, Glicosideos

Cianogénicos, B-1,3-Glucanases e Quitinases (Nicholson & Hammerrschmidt, 1992).

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
4
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Acido clorogénico

O 4cido Clorogénico (figura 1) é um composto fendlico caracterizado como um éster de
4cido caféico e acido quinico. E amplamente distribuido em diferentes partes de muitas plantas e,
geralmente, ocorre nos tecidos em quantidades facilmente detectaveis (Nicholson &
Hammerrschmidt, 1992).

HO NN

H COOH

o
HO HO OH

Figura 1: Estrutura do acido Clorogénico

Pode ser oxidado por enzimas do tipo polifenoloxidases, usando O, como receptor de

electroes, dando origem a quinonas altamente tdxicas aos microrganismos (figura 2).

0 0
HO
0
X COOH X
Q oxidagio 0-Q
HO HO OH 0

Figura 2: Oxidacdo do acido clorogénico com a consequente producdo de quinonas

fungitoxicas.

As quinonas actuam em processos enzimaticos vitais de fungos e bactérias, inibindo, por
exemplo, a ac¢do de fosforilases, desidrogenases, carboxilases e coenzimas. O &cido clorogénico
pode também funcionar nas plantas como um intermediario metabdlico na formacdo de
compostos fendlicos insoltveis (lignina e polimeros semelhantes a lignina) associados com a
resisténcia. Em funcdo dessas caracteristicas, o acido clorogénico tem sido apontado como um

composto importante na resisténcia das plantas contra fitopatdgenos. Como exemplo classico,

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
5
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pode-se citar a resisténcia da batata contra Verticillium albo-atrum. O conteudo de &cido
clorogénico nas raizes de plantas de batata estd directamente relacionado com a resisténcia a
murcha de Verticillium. Os cultivares resistentes exibem maior concentracdo do acido que 0s
cultivares inicialmente resistentes, a medida que o conteudo de acido clorogénico diminuia nas
raizes, em funcdo da idade, o tecido comecava a exibir um aumento na susceptibilidade
(Nicholson & Hammerrschmidt, 1992).

a-Tomatina

E um alcaloide glicosidico encontrado em plantas de tomate. Alcaldides sdo compostos
aromaticos nitrogenados encontrados em muitas plantas, sendo que normalmente o atomo de
nitrogénio localiza-se em um anel heterociclico. A tomatina (figura 3) pode ser incluida no
grupo das saponinas (glicosideos contendo, por exemplo, agliconas do tipo alcaloide ou
triterpendide; provavelmente o maior grupo de compostos antifingicos pré-formados), tem sido
envolvida na resisténcia de tomates a Corticium rolfsii. O sitio de accdo desse alcaldide envolve
a membrana plasmatica fungica. Como as saponinas em geral, a tomatina reage com 0s esterois
da membrana, formando complexos insollveis, facto que leva a alteracdo dos poros existentes na
mesma. Em funcdo dessa mudanca irreversivel na permeabilidade selectiva da membrana, o
conteddo celular extravasa para 0 meio externo, ocasionando a morte da célula fangica. Alguns
patdgenos mostram-se pouco sensiveis ou mesmo insensiveis a tomatina, o que explica o sucesso
dos mesmos como patdgenos do tomateiro. A tomatina ndo exibe ac¢do fungicida em pH menor
ou igual a 4,5. Para ser efectiva o pH necessita ser maior ou igual a 6,0. Alguns dos patégenos
causadores de podriddo do fruto como, por exemplo, Botrytis cinerea, C. Rolfsii e Monilinia
fructigena, podem diminuir o pH do meio, inibindo a ac¢do desse alcaldide. Por outro lado,
patdgenos sensiveis a tomatina podem ser capazes de inactivar esse alcaloide. O fungo possui
uma enzima extra-celular, constititutiva, que promove a hidrolise de glicose da molécula de
tomatina, dando origem a tomatidina. Este Gltimo mostra-se inactivo e tem baixa solubilidade
(Nicholson & Hammerrschmidt, 1992).
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Figura 3: Estrutura da a-Tomatina

Avenacinas

A avenacina (figura 4) é uma saponina encontrada em plantas de Aveia. As plantas de aveia
contém dois tipos de saponinas. Nas raizes sdo encontradas as avenacinas (triterpendides
glicosidecos), enquanto que na parte aérea ocorrem os avenacosideos (derivativos do furostanol).
As avenacinas comecaram a ser estudadas 40 anos atras, em funcdo do possivel envolvimento na
resisténcia de plantas de aveia a Gaeumannomyces graminis. Esse patdgeno causa o mal-do-pé
do trigo. Isolados os patdgenos ao trigo (G. Graminis var. Tritici) ndo se mostram aptos a
colonizar os tecidos de plantas de aveia. Entretanto, as raizes de plantas de aveia mostram-se
susceptiveis ao G. Graminis var. Avenae. Estudos envolvendo o uso de extractos de raizes de
aveia sobre o crescimento de varios fungos in vitro demonstraram que G. Graminis var. tritici
era inibido enquanto que G. Graminis var. avenae crescia normalmente no meio. O extrato
obtido a partir de um apice de raiz, colocado em 2 mL de agua, mostrava-se capaz de causar uma
reducdo de 50% no crescimento de G. Graminis isolado do trigo. Esse principio téxico foi
isolado e caracterizado quimicamente, sendo denominado de avenacinas, visto possuir quatro

componentes (Nicholson & Hammerrschmidt, 1992).
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Figura 4: Estrutura da Avenacina

A capacidade de G. Graminis var. Avenae mostrar-se insensivel as avenacinas e colonizar
os tecidos de aveia deve-se a producdo, pelo fungo, de uma glicosidase extra celular,
denominada de avenacinase, que efectua a remocao do acucar terminal da cadeia de carboidrato
dessas moléculas, dando origem as avenaminas, as quais ndo exibem actividade bioldgica
inibitoria. Assim a patogenicidade de G. Graminis var. Avenae em plantas de aveia é dependente
da sua habilidade especifica em hidrolisar os compostos toxicos, atraves da accdo da

avenacinase, dando origem as agliconas inactivas (Nicholson & Hammerrschmidt, 1992).

Tuliposideos

Tuluposideos (figura 5) sdo ceto-hidroxi-acidos ocorrendo como glicosideos em tecidos de
plantas de tulipa. Aparentemente, os tuliposideos sdo armazenados nos vacuolos das células.
Estes compostos mostram-se instaveis em pH maior que 5,0 e sdo facil e rapidamente
convertidos em lactonas insaturadas, em funcdo de aumentos no pH (7,5) ou pela ac¢do de B-

glicosidases.
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Figura 5: Estrutura dos Tuliposideos A e B.

Os tuliposideos mostram-se envolvidos na resisténcia de bulbos de tulipa a Fisarium
oxysporum f. sp. Tulipae e de pistilos a Botrytis cinerea. No caso de bulbos em desenvolvimento,
estes sdo atacados por Fusarium oxysporum somente algumas semanas antes da colheita, mesmo
que o bulbo-mée plantado esteja infectado ou contaminado com conideos. Durante esse curto
periodo de susceptibilidade, a escama branca externa, que normalmente possui uma alta
concentracdo de tuliposideos e mostra-se resistente ao fungo, muda sua coloracdo para marrom
palha e fica praticamente desprovida de substancias antimicrobianas. Coincidentemente, as
escamas brancas internas que mostram-se temporariamente susceptiveis a colonizacdo pelo
fungo, exibem um baixo conteddo de tuliposideos. Entretanto, alguns dias ap0s colheita, a
concentracdo de tuliposideos aumenta rapidamente nas escamas brancas, que se tornam

novamente resistentes a infec¢do (Nicholson & Hammerrschmidt, 1992).

Floridizina.

E um glicosidio fendlico (figura 6a). A floridizina contribui na resisténcia de macieiras contra
Venturia inaequalis, agente causal da sarna. Sob acc¢do de B-glicosidades, a floridizina origina a
aglicona floretina. O glicosideo fendlico bem como a sua aglicona (Floretina), através da accao
de polifenoloxidases, sdo oxidados e convertidos, via o-difendis, em o0-quinonasaltamente
instaveis e fungitoxicas, a qual passam a exibir actividade antibacteriana (Nicholson &
Hammerrschmidt, 1992).
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Figura 6: Estrutura de Floridizina (a) e Floretina (b)

Glicosideos cianogenicos

Linamarina e Durina

Estes compostos séo classificados como glicosideos cianogénicos (figura 7). Os glicosideos
cianogénicos, de maneira geral, ocorrem em muitas espécies de plantas, sendo encontrados nas
raizes, ramos, folhas, flores e frutos. Sdo, aparentemente, armazenados no vacuolo das células.
Em decorréncia, os glicosideos entram em contacto com as enzimas hidroliticas como, por
exemplo, R-glicosidase e oxinitrilase em plantas de trevo (Lotus corniculatos) contendo
linamarina (figura 7a). O HCN libertado mostra-se altamente toxico a maioria dos organismos e
microrganismos devido a accdo inibitdria sobre enzimas contendo metal como co-factor,
interferindo principalmente na cadeia respiratoria. Varios estudos tém demonstrado liberacéo de

HCN em plantas cianogénicas em resposta a infeccdo por fungos necrotroficos. Porém, com
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relagdo ao papel dos glicosideos cianogénicos, na resisténcia dessas plantas, ndo se observa uma
correlacdo consistente entre o nivel dos mesmos e a resisténcia a patdgenos especificos. Suporte
para a posterior contribuicdo dos glicosideos na resisténcia é fornecido pela descoberta de
patdgenos fungicos de plantas cianogénicas que sdo tolerantes ao HCN. Os patdgenos produzem
a enzima formamida hidroliase, que converte o0 HCN para a formamida nao téxica (figura 7b).
No caso de plantas de sorgo, quando as folhas dessa graminea sdo inoculadas com
Gloeoserscopora sorghi, observa-se um aumento de aproximadamente 20 vezes de actividade de
R-glicosidase durante as primeiras 24 horas, actividade esta permanece elevada e constante por
72 horas. Esse aumento na actividade enzimatica é correlacionado com a elevacdo do contetdo
de HCN no tecido foliar da planta. Por sua vez, nas primeiras 18 horas ap6s a inoculacéo, a
actividade da formamida hidroliase produzida pelo patégeno comeca a se elevar nos tecidos
atingindo, 36 horas mais tarde, um valor 200 vezes maior do que o valor inicial. Em funcéo desse
aumento na actividade da formamida hidroliase, pode-se observar o acimulo de formamida nos
tecidos da planta, o que evidencia a capacidade do fungo em inactivar o HCN e colonizar o
hospedeiro (Nicholson & Hammerrschmidt, 1992).
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Figura 7: (a) Hidrdlise do glicosideo cianogénico linamarina com a consequente producéo de
glicose, acetona e cianeto de hidrogénio; (b) Mecanismo de desintoxicacdo do HCN, com a
producdo de formamida, através da ac¢do da enzima formamida hidroliase, produzida por fungos

que atacam as plantas cianogénicas.

Inibidores proteicos

Quitinases e 3-1,3-glucanases

S&o enzimas liticas que hidrolisam a quitina (a um polimero acetilglucosamina) e as R-1,3-
glucanas, respectivamente. Essas hidrolases ocorrem normalmente nas plantas (flores, folhas,
raizes) e podem estar envolvidas na defesa da mesma contra fungos, uma vez que os polimeros
acima mostram-se como 0s principais constituintes da parede celular fungica. Alem disso, a

actividade dessas enzimas também pode ser elevada nos tecidos vegetais em resposta a infeccéo
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e tratamentos hormonais (etileno) e quimicos (metais pesados). As quitinases e 3-1,3-glucanases
sdo agrupadas dentre as “proteinas relacionadas a patogénese” (proteinas-RP) e exibem formas
acidas e basicas. As formas basicas ocorrem, de modo geral, intra celularmente (nos vacudlos) e
as acidas, extra celularmente (nos espacos intercelulares). Varios trabalhos indicam que as
formas extra celulares possuem uma funcdo imediata na defesa das plantas, com acgédo directa
sobre as hifas invasoras (accdo fungica). Esta ac¢do provoca a liberacdo de elicitores
oligossacaridicos a partir de paredes fungicas, os quais podem levar a activacdo de outros
mecanismos locais sistémicos de resisténcia nas plantas. As formas intracelulares parecem actuar
tardiamente nas reacgdes de defesa das plantas. As quitinases mostram-se importantes na
resisténcia de Stylosanthes guianensis a Colletotrichum gloeosporio enquanto que o0 aumento na
actividade total da R-1,3-glucanase em milho correlacionado com a expressdo da resisténcia dos
tecidos a Exserohilum turci. Essas hidrolases parecem, também, actuar em tecidos de ervas

contra fungos invasores (Linthorst, 1991).

4.1.2. Factores de resisténcia bioquimicos pos-formados

Os factores bioquimicos pos-formados mostram-se ausentes ou estao presentes em baixos
niveis nas plantas antes da infeccdo. Sdo produzidos ou activados em resposta a presenca de
patdgenos. Por uma questdo didactica, sdo incluidas nesta categoria apenas substancias
sintetizadas a partir de percursores remotos apos infec¢do, como as fitoalexinas. Substancias do
tipo glicosideos fenolicos, cianogénicos e enzimas hidroliticas (pde exemplo, quitinases e 1,3-
glucanases), que sdo simplesmente activadas ou exibem aumento na actividade apos a infecgéo,

sdo colocadas na categoria de factores de resisténcia bioquimica pre-formados (Paxton, 1981).
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4.2 Fitoalexinas

e O mecanismo de defesa das plantas

S&o definidas como compostos antimicrobianos de baixo peso molecular que sé&o sintetizados
pelas plantas e que se acumulam nas células vegetais em resposta a infecgdo microbiana. Estes

compostos sdo produzidos em funcdo de estimulos (Paxton, 1981).

Por serem organismos sedentarios representam um substrato extremamente atractivo para
0 desenvolvimento de patdgenos, que pode comprometer seu desenvolvimento normal causando
inclusive a sua morte. A ideia de que as plantas possuem um sistema de defesa semelhante ao
sistema imunologico dos animais bastante antiga, tendo surgido no final do século IX.
Entretanto, evidéncias de que elas respondem ao ataque de microrganismos, alterando seu
metabolismo e sintetizando substancias capazes de protegé-las de doencas, s6 foram obtidas por
volta de 1940. Estas substéncias foram denominadas de fitoalexinas (do grego phyton = planta e
alexin = composto que repele) e sua descoberta causou profundas mudangas no conceito de

resisténcia de plantas & patégenos.*

As estratégias de defesa também podem ser fisicas. Os tipos de barreiras fisicas podem
ser: Espinhos e pélos, ceras nas superficies dos Orgdos, espessura e dureza da cuticula e da

parede externa das células epidérmicas, etc. *

Acredita-se que a maioria das plantas sejam capazes de sintetizar fitoalexinas, mas
algumas a fazem de maneira muito lenta, permitindo que o microorganismo complete a infeccéo
antes que haja acimulo dessas substancias em quantidades suficientes para inibi-lo. 1sso significa
que a velocidade de acumulo das fitoalexinas é um dos factores decisivos para o estabelecimento
ou ndo da infeccdo na planta. Por outro lado, algumas espécies conhecidas ndo produzem
fitoalexinas, como é o caso do café, ja possuem naturalmente outras substancias de defesa e que
sdo suficientes para impedir o ataque de patdgenos. Isto indica que a producdo de fitoalexinas
parece ter sido seleccionada como principal estratégia de defesa apenas de algumas plantas,
sendo outros mecanismos de resisténcia encontrados em plantas que ndo acumulam fitoalexinas
(Harborne, 1999).

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
14



Evaristo Pedro Luis Jinior Trabalho de Licenciatura 2011

Durante a tentativa de infeccdo da planta por um patégeno, o estimulo para a sintese de
fitoalexinas provém do microrganismo invasor e normalmente é representado por moléculas,
sinais liberadas ou secretadas por ele. Essas moléculas usualmente fazem parte da estrutura do
proprio microrganismo e sdo conhecidas como elicitores 0s quais podem ser de origem
microbiana (elicitor exdgeno) ou da prépria planta (elicitor endogeno). Quimicamente, 0s
elicitores bidticos sdo formados, de modo geral, por moléculas complexas, englobando
carboidratos, glicoproteinas, polipeptideos, enzimas ou lipidos. Os elicitores de origem
microbiana podem ser compostos estruturais intactas ou partes de fungos, células bacterianas,
particulas virais, homogenatos livres de células, etc. No caso dos elicitores enddgenos, 0s
mesmos sdo formados por fragmentos de material constituinte da parede celular da planta, os
quais sdo liberados pela accdo de enzimas degradadoras da parede. As fitoalexinas podem
também acumular-se nos tecidos em resposta a elicitores abioticos, como luz ultravioleta ou

metal pesado (HgCl,), os quais normalmente causam alguma forma de stress nas plantas.

Apesar de cerca de 300 fitoalexinas ja terem sido isoladas, menos de 1% das plantas
foram estudadas quanto a capacidade de producao de fitoalexinas, sendo em sua maioria espécies
cultivadas pelo homem. Assim, o estudo da sintese de fitoalexinas, especialmente em espécies
nativas de ambientes tropicais, abre enormes possibilidades para a descoberta de substancias
naturais com actividade antimicrobiana, que possam ser utilizadas como fungicidas naturais ou
ainda cuja estrutura possa servir como modelo para a sintese quimica de novos defensivos
agricolas. A analise da producéo dessas substancias de defesa representa uma oportunidade Unica
de estudar eventos metabdlicos e novas rotas de biossintese e de compreender como 0s vegetais,
gue sdo organismos sedentarios, sobrevivem em um ambiente altamente competitivo e resistem

ao ataque de microrganismos causadores de doencas (Hahn, 1996).
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Figura 8: Mecanismo de geracdo de Fitoalexinas'.

A accdo desses compostos de resisténcia de plantas a fitopatégenos tem sido estudada através de
experimentos envolvendo tubérculos de batata e racas de Phytophthora. A primeira fitoalexina
caracterizada quimicamente foi a pisatina, isolada de plantas de ervilha (Pisum sativum) (figura
9), permanecendo até hoje como uma das fitoalexinas mais estudadas. Desde a sua descoberta,
diversas outras fitoalexinas tém sido obtidas de plantas cultivadas como feijdo, soja, ervilha,

batata, tomate, alface, algod&o, arroz, cevada e banana (Cruichshank & Perrin, 1960).

@)
OH

Figura 9: Estrutura da Pisatina
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Hoje, um grande nimero de fitoalexinas j& foi caracterizado e muitas estruturas quimicas
diferentes determinadas, a partir de plantas de mais de 20 familias (por exemplo, Leguminosae,
Solanaceae, Orchidaceae) envolvendo desde arvores até arbustros. Esses compostos foram
isolados principalmente, de dicotiledoneas (50% deles a partir de leguminosas). Das
monocotiledoneas até o presente, foram identificadas fitoalexinas somente de plantas de aveia,
arroz, cana-de-agucar e sorgo. Quimicamente, a fitoalexina mais simples &€ o acido benzoico,
formado em macieira, em resposta a infecgdo por Nectria galligena. As fitoalexinas pertencem a
diferentes classes quimicas que incluem fendis do tipo flavonoide (pisatina, faseolina, gliceolina,
luteolodina e apigeninidina), poliacetilenos (wierona) e isoprenos, incluindo terpendides
(rishitina e gossipol) e esteroides (figura 10).
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Figura 10: Estrutura de algumas fitoalexinas.
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4.2.1. Fitoalexinas e resisténcia de plantas as doengas

Inimeras evidéncias relacionam a producéo de fitoalexinas em plantas com expressao da

resisténcia a fitopatdgenos (Keen, 1990):

e As plantas resistentes, invariavelmente, produzem altos niveis de fitoalexinas quando
comparadas a plantas susceptiveis. O aumento na concentracdo das fitoalexinas é
acompanhado de alteracGes nas enzimas-chaves das vias biossintéticas da producdo das

mesmas;

e A remocdo de fitoalexinas de um sitio de infeccdo diminui a resisténcia da planta,

enquanto que a aplicacdo de fitoalexina aumenta a resisténcia;

e A liberacdo de moléculas que actuam como supressores da producéo de fitoalexinas, por

fitopatdgenos, diminui a resisténcia da planta;

e A aplicacdo de inibidores quimicos da sintese de proteinas ou inibidores de enzimas das
vias biossintéticas de fitoalexinas diminui a producao destas e compromete a resisténcia

da planta;

e Elicitores especificos, isolados a partir de uma raca do patdgeno, mostram-se capazes de

induzir a sintese de fitoalexinas na planta de uma forma eficiente;

e As fitoalexinas acumulam-se no local e no tempo apropriados para causar inibicdo do

patdgeno nos tecidos do hospedeiro.
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4.2.2. Papel das Fitoalexinas na interaccao Planta-Patdgeno

Para melhor entender o papel das fitoalexinas nas interacgdes planta-patogeno, alguns
aspectos devem ser destacados. As fitoalexinas sdo sintetizadas nas células vivas afectadas pelo
ingresso do patdgeno, e a medida que a doenca progride, esses metabolitos acumulam-se nas
células mortas ou nas que estdo morrendo. Na maior parte das interacces, as fitoalexinas sdo
encontradas nos tecidos que circundam o sitio original de infecgdo, mas ndo necessariamente nas
células que foram as primeiras a entrar em contacto com o patdgeno. Como a maioria das
fitoalexinas sdo invisiveis, a localizacdo celular das mesmas mostra-se dificil. Fitoalexinas
identificadas a partir de tecidos de plantas de sorgo, sdo flavonoides da classe da
deoxiantocianidinas e incluem luteolinidina, apigeninidina e um éster do acido caféico com

arabinosil 5-o0-apigeninidina (figura 11) (Nicholson & Hammerschmidt, 1992).
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Figura 11: Estrutura de Ester do acido caféico com arabinosil 5-O-apigeninidina

Através de bioensaios in vitro, esses metabolitos mostraram-se altamente inibitério a
Colletotionacea graminicola, agente causal da antracnose do sorgo, em concentracdes menores
que 9 uM. Como essas fitoalexinas sdo coloridas, o acimulo das mesmas pode ser visualizado no
interior de uma das trés células em folhas vivas de sorgo, 0 que corresponde a uma area de
aproximadamente 2300 pm®. Essas fitoalexinas sequem um padrdo especifico de acimulo no
interior das células individuais, associadas ao sitio de infeccdo. Por exemplo, quando C.
Graminicola era colocado nos tecidos, a formacdo dos opressores estava completa 20 horas ap06s
inoculacdo. Logo apo6s formacdo de opressorio, vesiculas (inclusdes) incolores (inicialmente

menores que 1um em didmetro) apareciam no citoplasma da célula sob ataque e comegcavam a
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coalescer (chegando a atingir diametros em torno de 15-20 um) e a locomover-se em direc¢éo ao
ponto de adesdo do opressorio. Durante esse processo, as vesiculas passavam a exibir uma
coloracdo vermelha intensa, que corresponde a pigmentacdo de uma mistura dessas fitoalexinas.
A seguir, essas inclusdes estouravam, liberando o contetdo no interior do citoplasma da célula
da planta, o que resultava na morte da célula. Além disso, as fitoalexinas também extravasavam
para o exterior da célula, entrando em contacto com o opressério e matando o fungo. Esses
eventos ocorriam de maneira sincronizada e requeriam apenas 5 a 8 horas ap6s a formacao de um
opressorio maduro no tecido do hospedeiro. Analises microespectrofotométricas indicaram que a
concentracdo das fitoalexinas no interior das vesiculas mostrava-se ao redor de 150 mM, e que o
acumulo tem uma Unica célula individual que podia chegar ao nivel de ng. Essas concentracfes
dentro de uma Unica célula sob ataque do patdgeno excedem aquelas necessarias para a inibicdo
do crescimento do fungo in vitro (Nicholson & Hammerschmidt, 1992).

As observacgdes acima demonstraram que a sintese de fitoalexinas em sorgo ocorre antes
da morte celular, que a mesma ocorre primeiramente no sitio de penetracdo e que as
concentracdes dos metabdlitos excedem aquelas necessarias a inibicdo do fungo. Finalmente,
com base no aparecimento das vesiculas nos tecidos de sorgo e na mudanca de coloracdo das
mesmas, pode-se concluir que a sintese das fitoalexinas ocorre no interior das vesiculas, a
medida que as mesmas se movem em direc¢do ao sitio de ades@o do opressorio. Dessa maneira,
as enzimas e 0s substratos necessarios a sintese das fitoalexinas estardo empacotados no interior
das inclusGes, o que pode sugerir uma maneira a qual a célula do hospedeiro evitaria o contacto

com as fitoalexinas toxicas que ela mesma produz (Nicholson & Hammerschmidt, 1992).

A importancia das fitoalexinas na resisténcia de plantas a patdgenos pode também ser
evidenciada pela habilidade do parasita em inactivar esses compostos a medida que 0 mesmo
coloniza o hospedeiro. Inimeras evidéncias apontam para a capacidade dos patdgenos,
principalmente fungos necrotéficos em transformar as fitoalexinas em substancias com menor ou
nenhuma accdo téxica. Varios mecanismos podem estar envolvidos no processo. No caso de
fitoalexinas do tipo isoflavonoides, por exemplo, hidroxilacdo e a dimetilacdo simultanea
aumentam a solubilidade desses compostos em agua e tornam 0S anéis aromaticos mais
susceptiveis a quebra oxidativa, com a eventual producdo de fitoalexina medicarpina, produzida

em trevo (“sweet-clover”), e um metabolizado pelo fungo Botrytis cinerea como mostrado na
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figura 12. Essa fitoalexina exibe elevada actividade antifingica. O produto de metilacdo flngica
6a-hidroximedicarpina, porém, exibe baixa actividade antifungica. Uma segunda oxidacdo, a
qual é efectuada por Colletotrichum coffea mas ndo por Botrytis, produz o metabdlito 6a,7-
dihidroximedicaroina, desprovida de propriedades fungitdxicas (Nicholson & Hammerschmidt,
1992).

| tmedlcft:lrplrlifl 6a-hidroximedicarpina 6a, 7-dihidroximedicarpina
(altamente activa) (fracamente activa) (inactiva)

Figura 12: Desintoxicacdo da fitoalexina Medicarpina por Botrytis sp. E Collectrichum
sp. (adaptado de Harborne, 1988).
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4.3.BENZOXAZOIS

Benzoxazol é um composto orgénico aromatico com a formula molecular C 7 H 5 NO.

Sendo um composto heterociclico, encontra 0 uso na pesquisa como uma matéria-prima
para a sintese de estruturas bioactivas. Ele é encontrado dentro da estrutura quimica de farmacos
(René Milcent, 2003).

J 1
5 a_0
2
/
S 3a N
3

Figura 13: Estrutura Quimica do Benzoxazol.

Propriedades do benzoxazol

Formula
C,;HsNO
molecular

Massa molar 119,12 g mol *

. Branco a luz
Aparéncia i
continua amarela
Ponto de
) 27-30°C
fusdo
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4.3.1. Métodos de sintese de Benzoxazdis

e A partir de o-aminofenol ou o-, m-cloroanilina.

O método mais comum para a sintese de Benzoxazois é a desidratacéo ciclizante de o-

acilaminofendis (René Milcent, 2003).
NH-CO-R'
N
A
H o)

Em muitos casos, simplesmente o o-aminofenol é aquecido com o anidrido de acido, ureia,

cloreto de &cido, com um éster, um nitrilo ou uma amida (René Milcent, 2003).

NH, N
R'COY; R'CN; CO(NH
R (NHz)2 R A\ R’
Y=0H, OCOR,
OH Cl, OR", NH, 0

O o-aminofenol também reage com ortoformiato etilico quente, na presenca de resinas de troca

idnica na formacdo da benzoxazdis (René Milcent, 2003).

NH>» N
R@; _HCOENs R@[ -
H O

Duas reac@es podem estar relacionadas a esta sintese. O primeiro é fazer um rearranjo de
Beckmann de oximas de o-hidroxibenzofenonas, que fornece um primeiro o-fenol (N-

aroilamino), que é entdo seco(René Milcent, 2003).
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R
H .
N R
R N  PPA N
H OH H o

Em segundo lugar, consiste em tratar uma N-benzoil o- (ou m-) cloroanilina com uma amida de
potassio em amoniaco liquido. Foi demonstrado o produto intermediario, € uma amidina, e 0
produto foi isolado (René Milcent, 2003).

H-CO-Ar
KNH,
@\‘ NH; ||qUId0 4@ T @ Ar
Cl

4.3.2. Accao de reagentes nucleofilicos

A accdo de bases e ides alcoxidos no benzoxazol a frio ndo levam a abertura do anel. Os sais
quaternarios resultantes da ac¢éo de halogenetos de alquil sdo facilmente abertos, na presenca de
sodio ou de potassio. Quanto ao 1,3-az0is correspondentes, o hidrogénio localizado nesta posicéao
é acido e facilmente atacado nessas reac¢fes. Uma adicdo destes resulta na abertura do eterociclo
e na producdo de N-alquilformamidafendl. A hidrolise requér duas mole de hidréxido alcalino
(René Milcent, 2003).
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CHs CH3 CH3 CH3

s @[\x “ LY =LY

4.3.3. Propriedades

4.3.3.1.Propriedades do grupo halogéneo na posicéo 2.
Os halogéneos no C-2, favorecem o ataque de reacgdes nucleofilicas sobre este carbono.

Os derivados clorados na posicéo 2 dos benzoxazdis sdo obtidos a partir benzoxazolinonas ou
por acao do oxicloreto de fosforo ou ainda cloreto de tionilo. O 2-clorobenzoxazol origina 2-

metoxi-benzoxazol na presenca de metoxido de sodio (René Milcent, 2003).

N N
> POCI3 AN al OMe -~ \> OMe
ou SOCI2 -Cl
o)

(0]

No caso do tetrafluoroborato de N-alquil-2 clorobenzoxazol, a reatividade do cloro é
particularmente elevada. Esta propriedade permite a desidratacéo de arilalquilcetonas, levando a
alcinos (A) e um 3-alquilbenzoxazolona (B), ou amidas com a formacao de isonitrilo (C). Esta
reaccao também pode activar os acidos, transformando-os em cloretos de acido (E) (René
Milcent, 2003).
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4.3.3.2.Propriedades do grupo alquil na posigao 2
O 2-metilbenzoxazol se condensa com o benzaldeido na presenca de cloreto de zinco, na

producdo de 2-stirilbenzoxazol, via forma tautomérica (René Milcent, 2003).

N N
A\ e b, PICHO \
0 o

Os 2-metiilbenzoxazois séo oxidados por 6xido de selénio em acido benzoxazol-2-carboxilico
(René Milcent, 2003).

N
SeO, N
CHy ————» >—COOH
O 0

4.3.3.3.Substituicdo nucleofilica do hidrogénio na posicao 2
A substituicdo nucleofilica no ciclo oxazélico é muitas vezes desenvolvida. No entanto, 0 2-

aminobenzoxazol pode ser preparado a partir de benzoxazolinona por acc¢ao de hidroxilamina
(René Milcent, 2003).

N
% = K OO

NH,OH
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As primeiras moléculas de benzoxazois foram descobertas em plantas de centeio,

verificando-se a relacdo de resisténcia das plantas a infeccdo por fungos, sdo encontrados,
geralmente, nas gramineas (milho, centeio, trigo, Tritico secale e cevada) e praticamente em
todas as partes da planta, menos nos exsudados do Xilema, no liquido de gutacdo e nas sementes
(Niemeyer, 1988). Em geral, estes compostos sdo ausentes nos gréos, surgindo, na forma
glicosidica, na germinacdo das plantulas (milho, trigo e centeio) e aumentando a sua
concentracdo até nivel maximo em poucos dias ap6s sua germinacao, diminuindo com o passar
do tempo (Niemeyer, 1988).
Os compostos do grupo dos benzoxazois, normalmente, ndo causam prejuizos as plantas que os
sintetizam, pois estes compostos se encontram na forma de glicosideos e, assim, ndo sao
fitotoxicos. A toxicidade, principalmente para 0s organismos externos, se inicia quando ocorre
dano nas celulas da planta e a enzima (benzoxazione glicosidase) que promove a hidrolise do
glicosideo é liberada de sua compartimentalizagcdo. Ocorre, entdo, a separacdo da glicose e
benzoxazinona, esta ultima por possuir grande toxicidade, exerce a funcdo de proteccdo a planta
(Nair et al., 1990).

4.4.Aplicacdo dos Benzoxazobis no sector agricola

e A ssua principal utilizacdo € na defesa das plantas contra fungos, tais como, Fusarium
nivale, contra bactérias, como Ostrinia nubilalis, Staphylococcus aureatus, Escherichia
coli e Candida albicans e pulgéo do trigo (Metopolophim dirhodum) (Nair et al., 1990).
Exercem um efeito toxico para numerosas larvas nos cereais. Por exemplo, as larvas de
furnacalis Ostrinia, género asiatico Lepidoptera, demoram muito mais tempo para atingir
0 nucleo da planta quando seus tecidos segregam DIMBOA. Além disso, a presenca de
DIMBOA parece diminui seu apetite (Grombacher & al., 1989).

e Os benzoxazOis se apresentam como excelentes candidatos para sua utilizagdo como
herbicidas. Além disso, algumas dessas moléculas mostram uma relativa selectividade.
Assim, DIBOA é uma molécula particularmente activa para as monocotiledéneas,

enquanto que BOA é para as dicotiledéneas (Barnes & Putnam, 1987).

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
29



Evaristo Pedro Luis Jinior Trabalho de Licenciatura 2011

Estudos realizados concluiram que BOA e DIBOA inibem a germinacdo das espécies de
sementes pequenas como Amaranthus palmeri, Digitaria sanguinalis, Equinochloe indica,

Lactuca sativa e Lycopersicum esculentum (Burgos et al. 1999).

Contudo estudos mostram que nem todo o tipo de herbicidas é favoravel a producéo de
de um herbicida (glifosato) em cultivares de soja. Neste caso este herbicida torna-se sensivel ao
fungo Phytophthora megasperma que por sua vez origina doenca a planta em 48 horas (Alves,
2001).

Quanto a sua accao fitotdxica contra algumas culturas e plantas daninhas, se requerem
alguns pre-requisitos para manifestacdo destes efeitos. Para aléem de certos pardmetros do solo,
abidticos e clima tambem é necessaria uma predisposicdo genética da espécie, uma vez que estes
compostos devem estar presentes em quantidade suficiente. Em pequenas quantidades ndo tém
nenhum efeito inibitério, pois a baixas concentracbes sdo rapidamente degradadas por
microrganismos a 2-aminofenol e outros derivados, ou sdo absorvidos pelas particulas do solo. O
controlo de plantas daninhas por benzoxazolinonas € unicamente possivel quando as plantas
respondem a compostos com a viabilidade reduzida, que finalmente resultard em ferimentos

graves e morte da planta (Gierle & Frey, 2001).
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4.5. Modo de acc¢édo dos compostos fendlicos

O modo de accdo dos compostos fendlicos na resisténcia de plantas contra agressdes de
multiplos microrganismos, podem ser antimicrobianos directos ou indirectos.

Nos efeitos directos, os fendis manifestam uma acc¢do inibidora sobre a actividade das
enzimas hidroldgicas dos microrganismos, como as pectinases, celulases e proteases; podem
também inibir a produgdo de enzimas hidroliticas e a biossintese de toxinas parasitarias; causam
inibicBes a nivel da cadeia de transporte de electrdes na biossintese de ARN e ADN (Scalbert,
1992); afectam a sintese de proteinas e acidos nucléicos diminuindo a incorporacdo de
aminodcidos (Baziramakenga et al., 1997).

Nos efeitos indirectos os fendis por oxidacao se transformam em produtos muito toxicos.
A oxidacdo de compostos fenolicos, particularmente dos orto-difendis, por accdo de
polifenoloxidases e peroxidases produz orto-quinonas muito toxicas para inlmeros organismos.
Estas orto-quinonas podem polimerizar-se originando produtos ainda mais toxicos que sdo as
melaninas que aparecem como forma de pigmentos escuros no interior das células.

Entre os efeitos secundarios se encontram a reducao da fotossintese e metabolismo do carbono;

aumento de niveis de acido abcisico; reducao da transpiracao etc. (Blum & Rebbeck, 1989).
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4.6.Determinacédo do ponto de fusdo como critério de pureza @

No processo de identificacdo sistematica de compostos organicos a determinacdo das
constantes fisicas, tais como, ponto de fusdo e ponto de ebuli¢cdo constitui um passo primordial,
pois ndo so fornece informagOes Uteis na caracterizacdo de um composto bem como pode ser
fundamental na avaliacdo do grau de pureza do mesmo. Um ponto de fusdo nitido é uma
evidéncia de pureza da amostra.

Embora sejam envidados todos os esfor¢os para que as amostras dos compostos
fornecidos tenham elevado grau de pureza, deve-se ter em consciéncia de que muitas substancias
orgénicas decompdem-se ou reagem com 0 oxigénio, com a humidade ou com o diéxido de
carbono quando estocadas durante muito tempo. Estas substancias terdo um amplo intervalo de
fusdo ou ebulicdo, frequentemente mais baixo que os valores tabelados. Por isso, no trabalho de
identificacdo de uma amostra desconhecida, deve-se fazer uma determinacgdo preliminar do seu
ponto de fusdo ou de ebulicao.

A propriedade de uma substancia organica sélida que é mais frequentemente usada como critério
de pureza é o ponto de fusdo. O ponto de fusdo de uma substancia corresponde ao intervalo de
temperatura em que a fase sdlida se transforma na liquida. Posto que frequentemente
acompanhado por decomposi¢édo, o ponto de fusdo pode ndo corresponder a uma temperatura de
equilibrio, mas a uma temperatura de transi¢do de solido para liquido. A maioria dos compostos
organicos funde abaixo de

350°C. Quando o ensaio de pirolise (teste de ignicdo) indica que o solido funde com facilidade
(entre 25 a 300°C), o ponto de fusdo pode ser determinado pelo método do tubo capilar. No caso
de intervalos mais elevados (de 300 a 500°C), usa-se equipamento especial. Os compostos que
fundem entre 0 e 25°C podem ser analisados pelo método do ponto de cristalizacao.

Na teoria, 0 ponto de fusdo de um sélido puro deve ocorrer sempre a mesma temperatura. Na
pratica, entretanto, equilibrio entre solido e liquido quase nunca € atingido, devido a factores
como quantidade da amostra, tamanho do cristal, razdo de aquecimento, tipo de equipamento
usado, etc. Em geral, podemos dizer que um composto puro tem um ponto de fusdo bem definido
(a substancia funde-se inteiramente dentro da faixa de 1 a 2°C), enquanto uma substancia impura

tem o ponto de fusdo indefinido e, portanto, funde-se lenta e gradualmente numa faixa de varios

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
32



Evaristo Pedro Luis Jinior Trabalho de Licenciatura 2011

graus. Por isso, o procedimento de determinacdo do ponto de fusdo de um composto impuro
deverd ser repetido apos purificacdo, normalmente, a recristalizacao.

Um ponto de fusdo suficientemente preciso para a determinacdo da identidade e pureza de um
composto pode ser obtido com facilidade utilizando-se instrumentos simples e pequenas
quantidades de amostra. O ponto de fusdo pelo método capilar é realizado em tubos de vidro

com x1mm de didmetro, fechado em uma das extremidades.

4.7 Purificacdo de amostras organicas sélidas. Recristalizaco®

A recristalizacdo € um dos processos mais utilizados para purificacdo de substancias
solidas e se baseia na diferenca de sua solubilidade em um dado solvente ou mistura de
solventes.

Os procedimentos reais de recristalizacdo podem ser bastante complexos. A primeira
consideracdo, ao se planejar uma recristalizacdo, € a escolha do solvente. Além do requisito
Obvio de que ndo deve reagir com a amostra outros factores, como a facilidade de manipulacéo, a
volatilidade, a inflamabilidade e o custo devem ser também considerados. Um bom solvente para
recristalizacdo deve dissolver grande quantidade da substancia em temperatura elevada e
pequena quantidade em temperaturas baixas. Uma regra pratica sugere que a amostra solida seja
pelo menos cinco vezes mais soldvel no solvente quente do que frio. O solvente deve, também,
dissolver as impurezas mesmo a frio, ou entdo nao dissolve-las mesmo a quente.

Uma técnica usual para a recristalizacdo a partir de um par de solventes envolve a
dissolucéo inicial da amostra no solvente em que ela é mais solivel, com aquecimento, seguida
pela adicdo lenta do segundo solvente até o ponto em que se espera que no resfriamento a
solucdo provoque a cristalizacdo da amostra. Quando a adi¢do do segundo solvente provoca a
turvacdo da solucdo, que sO desaparece lentamente com agitacdo, € possivel que se tenha em
médos a combinacdo apropriada de solventes. Em qualquer situacdo, normalmente, fazem-se
necessarias diversas tentativas experimentais.

Por vezes as tentativas de recristalizacdo levam a formacdo de um dleo em lugar do
produto cristalino. A formacdo de Gleo se deve, com frequéncia a presenca de impurezas muito

polares e/ou humidade. Quando existem motivos para acreditar nesta eventualidade, a amostra é
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dissolvida num solvente volatil no qual a solubilidade é facil (éter, por exemplo) e a solugéo
tratada com carvao absorvente seguida de um agente dessecante (por exemplo, sulfato de
magnésio ou de sodio anidros). O solvente é entdo removido (evaporador rotatorio) e a tentativa
de recristalizacdo repetida. Os 6leos podem persistir mesmo depois de purificacdes repetidas. O
fato pode ser proveniente da dificuldade intrinseca da amostra cristalizar-se ou da presenca dos
ultimos tracos de impureza.

Amostras mais recalcitrantes podem ser induzidas a cristalizacdo por atrito das paredes

do recipiente de cristalizacdo (Erlenmayer) com bastéo de vidro.

4.8.Controlo de pureza através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

4.8.1. Cromatografia em Camada Delgada

Cromatografia em camada delgada (CCD) € uma técnica muito simples e conveniente para a
separacdo, identificacdo de substancias quimicas, para averiguar a pureza de produtos de reac¢édo
e para seguimento qualitativo do andamento de reaccbes. E igualmente aplicavel para
substancias quimicas na forma pura, extractos de formulacGes farmacéuticas, materiais
ilicitamente manufacturados, amostras bioldgicas e produtos naturais. Esta técnica tem sido
usada como método analitico primario por ser de facil execucdo, baixo custo e boa selectividade
(Browning, 1971).

Na CCD a amostra € aplicada como um ponto (mancha) na base da placa. Como a fase
mével se ascende pela placa, a amostra € com ela arrastada. Cada componente move-se
reactivamente a fase movel, dependendo da sua afinidade com a fase estacionaria e a fase movel.
Os componentes que tém grande afinidade com a fase mdvel mover-se-do rapidamente, enquanto
que os com elevada afinidade com a fase estacionaria ndo irdo longe da origem. Isto permite que
a amostra seja separada em manchas individuais. Os coeficientes de distribuicdo sdo dificeis de
calcular, contudo, a distancia percorrida pelas manchas e pela fase movel pode ser medida e dada

pela relacéo:

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
34



Evaristo Pedro Luis Jinior Trabalho de Licenciatura 2011

Rf = Distancia percorrida pela mancha/ Distancia percorrida pela frente de solvente.

A reprodutibilidade de Rf para um determinado solvente depende de alguns factores como da
consténcia de actividade do adsorvente, a saturacdo da cdmara de cromatografia, da espessura da
camada e a temperatura (Becker et al., 1965).

Adsorventes

Os materiais adsorventes usados na CCD incluem silica-gel, alumina, celulose em po e outros. A
silica-sel é o adsorvente mais comum usado na CCD. A escolha do adsorvente deve ter em conta
0 tipo de composto a analisar, a técnica de visualizacdo, a espessura do suporte e as

caracteristicas da fase movel (Browning, 1971).

Aplicacdo das amostras

Os produtos a examinar devem ser dissolvidos num solvente, o0 menos polar possivel e séo
colocados na placa sob forma de solu¢do a 1%. E aconselhavel determinar, numa experiéncia
prévia, a qualidade de substancia a sujeitar a separacdo. Concentraces demasiadamente elevadas
conduzem a menos eficiéncia de separacdo, o que se traduz pela formacdo de << caudas>>. As
solucdes das substancias sdo colocadas, com ajuda de um capilar fino em pontos que distem 1,5 a

2 cm do bordo inferior ou lateral da placa e distando entre si 1 & 2 cm (Becker et al., 1965).

Desenvolvimento das placas

Faz-se normalmente pelo método ascendente, numa camara que se possa fechar perfeitamente,
cuja atmosfera esta saturada com vapores do solvente. Para satura-la, reveste-se a camara
inteiramente com tiras de papel de filtro e deixa-se repousar com solvente durante 30 minutos: a

placa deve mergulhar 5a 7 mm no liquido (Becker et al., 1965).
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Estudo do cromatograma

A placa com o cromatograma desenvolvido é seca ao ar. As substancias incolores podem tornar-
se visiveis, observando-se a luz ultravioleta, por tratamento com vapor de iodo ou bromo. Por
pulverizagdo com reagentes adequados (&cido sulfdrico concentrado, &cido cromico,
permanganato de potassio, etc), ou por carboniza¢do da substéncia (aquecimento da placa ate
300-400 °C) (Becker et al., 1965).

Vantagens da CCD

Esta técnica leva algumas vantagens em compara¢cdo com os outros métodos cromatograficos:
e Rapidez;
e Superior eficiéncia de separacdo com trajectos de migracdo mais curtos;

e Possibilidade de identificacdo de substancias, por intermedio de reagentes agressivos ou

por carbonizacgdo sobre a placa;

e Menor consumo de substancias, visto ainda ser possivel identificar quantidades de

substancias cerca de 10 vezes menor que na cromatografia de papel (Becker et al., 1965).

4.9.Método para a confirmacao da estrutura quimica

4.9.1. Espectroscopia de Infravermelho
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De todas as propriedades de um composto organico, € o respectivo espectro de infravermelho
que, em si, fornece mais informacgdes acerca da estrutura do composto. Uma molécula estad em
constante vibracdo: as suas ligagdes contraem-se e distendem-se relativamente umas as outras.
Modifica¢des nas vibra¢cdes duma molécula resultam de absorcdo de luz infravermelha: luz para
além da radiacdo vermelha do espectro visivel, possui menor frequéncia, maior comprimento de

onda e menor energia.

Analogamente ao espectro de massas, 0 espectro de infravermelho é uma propriedade
altamente individualizada dos compostos organicos que se pode utilizar tanto para estabelecer a
identidade de dois compostos, como para ajudar a revelar a estrutura de um novo composto, ja
que indica 0s grupos que estdo presentes ou ausentes na molécula. Os diversos grupos atdmicos
déo origem a bandas de absorc¢éo caracteristicas, quer dizer, cada um destes grupos absorve luz a

certas frequéncias, que pouco variam de composto para composto.

A interpretacdo de um espectro de infravermelho ndo tem sido facil, existem bandas que
podem ser eliminadas devido a sobreposicdo de outras bandas. A banda de absor¢do de certo
grupo pode ser devido a varias caracteristicas estruturais (conjugacao, atraccao de electrbes por
um grupo substituinte vizinho, tensdo angular, tensdo de Van der Waals e ligacdes por pontes de

hidrogénio) e tomada por uma banda de um grupo inteiramente diferente (Solomons, 1983).
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Consideracgdes Gerais

Neste trabalho foram utilizados solventes e reagentes obtidos de fontes comerciais. As
sinteses de 2-benzoxazolinona, 5-nitrobenzoxazolinona e Arilhidrazona de 2-benzoxazolinona
em tolueno, n-butanol e etanol respectivamente foram realizadas no nicho, sob refluxo e

aquecimento a 105°C em manta eléctrica (electromantle, 300W, 230V, 50Hz).

As reaccOes foram acompahadas por CCD com mistura eluente composta por
cloroférmio e acetato de etilo (1:1) respectivamente e reveladas nos vapores de iodo e no

ultraviloeta a 366nm.

Procedeu-se a medicdo dos respectivos pontos de fusdo dos produtos brutos e purificados no
medidor de ponto de fusdo (Gallenkamp 200/240V, 0.3A, 50Hz), sendo feita a purificacdo de cada

um por recristalizagéo.

O espectro de infravermelho de 2-BOA purificado foi obtido através de um aparelho
Shimadzu FTIR-8400s. As frequéncias de absorcdo apresentadas neste trabalho foram
expressas em cm™. N&o foi possivel obter os espectros de 5-nitrobenzoxazolinona e

Arilhidrazona de 2-benzoxazolinona devido a falta de aparelho em funcionamento.
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5.1.Procedimento

5.1.1. Sintese de 2- Benzoxazolinona.
OH ')
105% ¢
N
H

Num bal&o de fundo redondo de 50mL coloca-se 0,05 moles (5,45g) de o-aminofenol, 0,05

NH>

moles (3,03g) de ureia e adiciona-se 25 mL de tolueno. De seguida adiciona-se pedras de
ebulicdo e submete-se a reaccdo sob refluxo. Observa-se que a solugdo passa de incolor para
castanho-avermelhada e ocorre deposicdo de cristais nas paredes do baldo. Esta reaccéo
desenvolveu-se sob refluxo até o fim da libertagdo de NH3, detectado por papel indicador de pH.
A reaccgdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando-se como
fase estacionéaria Silica Gel 60 GF 254 (Merck). Utilizou-se como eluente a mistura binaria de
cloroférmio e acetato de etilo, na proporc¢éo de (1:1). A cromatoplaca foi observada sob luz UV,

em comprimento de onda de 366 nm, e paralelamente a mesma foi revelada em vapores de iodo.
5.1.2. Sintese de 5-nitrobenzoxazolinona.

O,N OH O,N o

n-butanol
+ NH,CONH, W> O

NH, N

Num baldo de fundo redondo de 50mL coloca-se 0,01 moles (1,541g) de 2-amino-5-
nitrofenol, 0,01 moles (0,6g) de ureia e adiciona-se 25 mL de n-butanol. De seguida adiciona-se
pedras de ebulicdo e submete-se a reaccdo sob refluxo. Observa-se que a solucdo passa de
incolor para laranja e ocorre deposicdo de cristais nas paredes do baldo. Esta reaccdo

desenvolveu-se sob refluxo até o fim da libertacdo de NH3, detectado por papel indicador de pH.
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A reaccdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando-se como
fase estacionaria Silica Gel 60 GF 254 (Merck). Utilizou-se como eluente a mistura binaria de
cloroférmio e acetato de etilo, na proporcdo de (1:1). A cromatoplaca foi observada sob luz UV,

em comprimento de onda de 366 nm, e paralelamente a mesma foi revelada em vapores de iodo.

5.1.3. Sintese de Arilidrazona de 2- benzoxazolinona.

NaHCO3
0] PhNHNH,.HCI 0
Etanol
>:O > >:N-NH-Ph
N N
H H

Num copo de 25 mL de capacidade coloca-se 0.01 moles (1,44g) de
fenilhidrazinohidrocloreto e adiciona-se 5 mL de &gua. A dissolucdo é incompleta. Adiciona-se a
esta solucdo 0,012 moles (1,008g) de hidrogenocarbonato de sodio, e a dissolucdo de
fenilhidrazinohidrocloreto completa-se acompanhada pela libertacdo da base fenilhidrazina. De
seguida adiciona-se 0,01moles (1,35g) de 2-BOA e 25 mL de etanol, transfere-se para um baldo
de fundo redondo de 50mL, adiciona-se pedras de ebulicdo e submete-se a reaccao sob refluxo.
Observa-se que a solucdo passa de incolor para castanho-alaranjada e ocorre deposicdo de
cristais nas paredes do baldo. A reaccdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada
(CCD), utilizando-se como fase estacionaria Silica Gel 60 GF 254 (Merck). Utilizou-se como
eluente a mistura binaria de cloroférmio e acetato de etilo, na proporcdo de (1:1). A
cromatoplaca foi observada sob luz UV, em comprimento de onda de 366 nm, e paralelamente a

mesma foi revelada em vapores de iodo.

Observacoes:

Tabela 1: Informacéo da cor dos produtos brutos sintetizados antes da recristalizagéo.
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Produto Solvente Cor

2-BOA Tolueno Castanho-escuro
5-nitro-BOA n-butanol Amarelo-escuro
Arilhidrazona de 2-BOA | Etanol Laranja-escuro

5.2.Recristalizagdo dos produtos sintetizados

Procedimento:

e Transferiram-se pequenas quantidades de produtos impuros para tubos de ensaios e

adicionaram-se solventes em cada tubo com vista a dissolver os produtos a uma

temperatura proxima a temperatura de ebulicdo dos solventes seleccionados. Para 2-BOA

usou-se tolueno (10 mL), para 5-nitro-BOA usou-se mistura binaria de agua e

cloroférmio (6 mL: 4 mL) e para Arilhidrazona de 2-benzoxazolinona usou-se mistura

binaria de agua: cloroférmio (1:1);

e Filtraram-se as soluc@es ainda quentes de modo a eliminar qualquer impureza insolavel,

e Resfriamento das solucGes a temperatura ambiente;

e Resfriamento das solucbes na geleira;

e Filtracdo a vacuo no funil de Buchner;

e Finalmente secagem na estufa por 20 minutos.

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos

41



Evaristo Pedro Luis Jinior Trabalho de Licenciatura 2011

Observacoes.

Tabela 2: Informacéo da cor dos produtos sintetizados ja purificados.

Produto Solvente Cor

2-BOA Tolueno Castanho-palido
5-nitro-BOA n-butanol Amarelo-palido
Arilhidrazona de 2-BOA | Etanol Laranja-péalido

5.3.Medicéo dos pontos de fuséo

Procedimento:

e Colocou-se o produto pulverizado e seco em um vidro de reldgio, e recolheu-se uma
pequena quantidade na extremidade aberta do tubo capilar. De seguida golpeou-se o
fundo do capilar numa superficie dura, deixando-o cair por uma vara de vidro;

e O produto foi compactado no fundo do capilar, ocupando cerca de 2 a 3 mm da altura do
tubo;

e Finalmente o capilar contendo o produto foi levado ao aparelho e leu-se o seu ponto de
fusdo. Este procedimento foi seguido para a medicdo dos pontos de fusdo de todos os

produtos, tanto brutos como purificados.
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5.4.Analise cromatografica

Foram solubilizadas pequenissimas quantidades dos 3 (trés) produtos ja purificados em 3
vidros de relégio com a adicdo de certa quantidade de tolueno. Cada cromatoplaca apresentou 1
(uma) unica mancha. De seguida os cristais foram submetidos & anélises de espectrofotometria

no Infravermelho.

Para a identificagdo dos produtos obtidos, a metodologia utilizada foi a de cromatografia de
camada delgada (CCD), utilizando-se como fase estacionéria a Silica Gel 60 GF 254 (Merck).
Utilizou-se como eluente a mistura binaria de cloroférmio e acetato de etilo, na propor¢éo de
(1:1). A cromatoplaca foi observada sob luz UV, em comprimento de onda de 366 nm, e

paralelamente a mesma foi revelada em vapores de iodo.

Os produtos foram recristalizados e calcularam-se os valores de Rf’s destes. O passo seguinte

seria a analise de espectrofotometria no infravermelho.

5.5.Espectrofotometria no Infravermelho
No procedimento de analise para a caracterizagdo quimica dos produtos em

espactrofotometria no infravermelho utilizou-se como suporte pastilhas de Kbr (brometo de
potassio). Procedeu-se a calibracdo do equipamento, com KBr puro visando equilibrar a leitura

de absorcéo.

5.5.1. Substancia tida como padrao para identificacdo de 2-BOA

O produto 2-benzoxazolinona (2-BOA) foi adquirido de Aldrich Chemical Co., Milwaukee,
Wisconsin — USA pelo laboratério de Quimica Orgéanica do departamento de Agricultura na
Universidade Federal de Lavras no Brasil, (Alves, 2003) e utilizado como padrdo na comparagao

com 2-BOA sintetizado no laborat6rio.

Em seguida, a substancia 2-BOA (padrdo comercial) foi submetida a andlise para

caracterizacdo de suas bandas de absorvancia, sendo o espectro utilizado como padrdo na
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comparagdo com o espectro de 2-BOA sintetizado e também a calculos de valor de Rf usando-se

mistura binéria de cloroférmio e acetato de etilo na proporcao de (1:1) e fase estacionaria a Silica

Gel 60 GF 254 (Merck). O Rf de 2-BOA encontrado foi de 0,470. A cromatoplaca foi observada

sob luz UV, em comprimento de onda de 366 nm, e paralelamente a mesma foi revelada em

vapores de iodo.

BOA (B)

Figura 14: Cromatografia de camada delgada de 2-BOA tida como padrdo (Alves, 2003).

Na tabela 3 estéo dispostos as frequéncias de absorcdo pelo autor encontradas.

Tabela 3. Valores das principais frequéncias de absorcdo no infravermelho de 2-BOA

padréo.
BOA v N-H v C-H v C=0 6 C-H 6 N-H-R | Aromatico
seas seas seas
(cm™+5) | (cm?45) | (cm?45) |(cm™+5) | (cm™+5) | (cm™+5)
2-BOA 3502-3440 | 3250 1735 1479 800700 | 741
padrdo 3200
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.RESULTADOS

No ambito deste trabalho foram analisados os dados bibliogréaficos relacionados aos meios de
auto defesa das plantas, nomeadamente Fitoalexinas, biossintetizados pelas plantas como
resposta contra a invasdo de bactérias e outros microrganismos. Como resultado da analise
foi proposta a ideia de sintetizar os analogos de 6-Metoxibenoxazolinona. Esse fitoalexina foi
encontrado no milho e no trigo e caracteriza-se por forte accdo microbiana, antifungica e mesmo
insecticida (Virtanen, 1958).

A técnica elaborada é baseada na interaccdo de o-Aminofenol e 5-Nitro-o-aminofenol com

ureia nas condi¢oes de refluxo.
6.1.1. Sintese de 2- Benzoxazolinona.
OH
+  NHy CO NH, —1oleno >:
105% ¢
NH,

6.1.2. Sintese de 5-nitrobenzoxazolinona.

O,N OH
+ NH-CONH __N-butanol -butanol >:
2 2 105°Cc

NH,

Foi também sintetizada a Arilhidrazona de 2-Benzoxazolinonas nas condi¢des de refluxo.
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6.1.3. Sintese de Arilidrazona de 2- benzoxazolinona.

NaHCO3
0] PhNHNH,.HCI 0
Etanol
>:O > >:N-NH-Ph
N N
H H

E com base no procedimento de sintese apresentado no presente trabalho, com a purificacao
por recristalizacdo e determinados os pontos de fusdo, temos os dados a seguir:

6.1.4. Sintese de 2- Benzoxazolinona.

Terminada a reaccdo deixa-se a solucdo numa placa de Petri até o dia seguinte, para
assegurar a precipitacdo completa. No dia seguinte, filtra-se a solucdo e lava-se 2 vezes com
porcdes de tolueno e 1 vez com éter de petrdleo, seca-se na estufa e obteve-se 6,759 (79,59%)
com P.f. 137-145°C. O meétodo de purificagdo do produto foi a recristalizacdo, usando-se 10 mL
de tolueno e obteve-se 6,0699 (71,59%) e P.f. 138-141°C.

Tabela 4. Informacdo dos reagentes e quantidades para a sintese de 2-BOA.

Reagentes Mr. N°mmol(mmol) | Massa Volume [Ponto de

(g/mol) (0) (mL) fuséo (°C)
o-aminofenol 109,13 50 5,45 - [181-184]
Ureia 60,6 50 3,03 - [134-138]
Tolueno - - - 80 -
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Tabela 5. Informacéo do produto (2-BOA).
Prod | Mr. Massa | Ponto | Massa Ponto de Rf Rendimento | Rendimento | Temp
uto (o/mol) | Bruta | de Purificada | fusdo (°C) Bruto (%) Purificado o (h)
(9) fusdo | (°C) Purificado (%)
(°C)
Bruto
2- 135,12 | 6,75 [137- | 6,069 [138-141] | 0,47 | 79,59 71,56 62
BOA 145]

6.1.5. Sintese de 5-nitrobenzoxazolinona.

Terminada a reaccdo deixa-se a solucdo numa placa de Petri até o dia seguinte, para

assegurar a precipitacdo completa. No dia seguinte, filtra-se a solucdo e lava-se 2 vezes com

porcdes de n-butanol e 1 vez com éter de petrdleo, seca-se na estufa e obteve-se 1,954g (91,3%)

com P.f. 163-170°C. O método de purificacdo do produto foi a recristalizacao, usando-se mistura
binaria agua-cloroférmio (6 mL: 4 mL) e obteve-se 1,298g (66,5%) e P.f. 163-167°C.

Tabela 6. Informacao dos reagentes e quantidades para a sintese de 5-nitrobenzoxazolinona.

Reagentes Mr. N°mmol(mmol) | Massa Volume |Ponto  de
(g/mol) (0) (mL) fuséo (°C)

Ureia 60,09 10 0,69 - [134-138]

2-amino-5- 154,13 10 1,54 - [198-202]

nitrofenol

n-butanol - - - 25 -
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Tabela 7. Informagéo do produto (5-nitrobenzoxazolinona.).
Produto | Mr. Massa | Ponto | Massa Ponto de Rf Rendimento | Rendimento | Tem
(g/mol) | Bruta | de Purificada | fuséo (°C) Bruto (%) Purificado po
(9) fusdo | (°C) Purificado (%) (h)
(°C)
Bruto
5-NO2- | 180,12 | 1,954 [163- | 1,298 [163-167] 0,42 | 91,3 66,5 78
BOA 170]

6.1.6. Sintese de Arilidrazona de 2- benzoxazolinona.

Terminada a reaccdo deixa-se a solucdo numa placa de Petri até o dia seguinte, para

assegurar a precipitacdo completa. No dia seguinte, filtra-se a solucdo e lava-se 2 vezes com

porcdes de etanol e 1 vez com éter de petrdleo, seca-se na estufa e obteve-se 3,094g (81,45%) e

P.f. 172-177°C. O método de purificacdo do produto foi a recristalizacdo, usando-se mistura
binaria agua-cloroférmio (1:1) e obteve-se 2,798g (73,6%) e P.f. 175-178°C.

Tabela 8. Informacdo dos reagentes e quantidades para a sintese de Arilhidrazona de
benzoxazolinona.

Reagentes Mr. (g/mol) | N°mmol(mmol) | Massa (g) Volume Ponto de
(mL) fuséo (°C)

2-BOA 135,12 10 1,35 - [138-141]

NaHCO; 84,01 12 1,008 - [57-60]

PhNHNH,.HCI | 144,60 10 1,44 - [254-258]

H,O - - - 5 -

Etanol - - - 25 -
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Tabela 9. Informacdo do produto sintetizado (Arilhidrazona de 2-benzoxazolinona).

Produto | Mr. Mass | Ponto | Massa | Ponto de Rf Rendime | Rendi | Tempo (h)
(g/mol) |a de Purifica | fuséo (°C) nto mento
Brut | fusdo | da (°C) | Purificado Bruto Purific
a(g) |(°C) (%) ado
Bruto (%0)
Arilhidraz | 225,10 | 3,094 |[172- | 2,798 [175-178] 0,52 | 81,45 73,6 28
ona de 2- 177]
BOA
Observagoes:

Foram testados outros solventes tais como: Isopropanol e Dimetilformamida durante a

realizacdo das experiéncias. Contudo estes ndo mostraram-se eficientes para a sintese dos

benzoxazdis, o que ndo aconteceu com Tolueno, n-Butanol e Etanol.

S —
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6.1.7. Espectroscopia de Infravermelho

Espectro de 2-BOA

O espectro de Infravermelho de 2-BOA sintetizado foi tirado no estado solido em forma de

comprimidos de KBr com um aparelho da marca Shimadzu FTIR-8400s.

Figura 15: Espectro Infravermelho de 2-BOA sintetizada com o uso de solvente tolueno.

il - -
ﬁ__-—L-'_ =l =] =
Sy y B
e — —_.I.[r.l'l ] -
- : ~LLOD&" -
e e S L -
_—\.—.—.:-_.l—_'--: -, LS s =
= O B :
. i - N
....................................... — S e T D FRRRRPRPRpRR R PR T
T 0'E0LL L
J — :. £ -
— = —
' i
1 -
N ¥ N
................................ e e e .
LI -
] L
b -
e N
vl =
: i, N
; it R
h e -
- - Pl L
............................................... o e e e e e e e e e S e
v -
B e e e e e e E e e e e T e e e e e .
rrr[vyrrr|rrrr |11 [t
=
=2 =2 = =

750 500
1fem

1500 1250 1000

1750

2250 2000

2500

3250 3000 2750

3500

3740

Benzoxazolinona b

4000

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antiflngicos

50



Evaristo Pedro Luis Jinior

Trabalho de Licenciatura

2011

Tabela 10. Valores principais das frequéncias de absor¢do no Infravermelho do produto
sintetizado (2-BOA).

Produto | vN-H vC-H vC=0 6 C-H 6 N-H-R | Aromatico
seas seas seas
(cm®45) | (cm™45) | (ecm™#5) |(cm™#5) | (cm™#5) |(cm™ £5)
2-BOA 3502-3440 | 3250- 1735,81 1479,30 800-700 740,61
3200

v — Estiramento; 8 — Deformacéo angular; s — Simétrico; as — Assimétrico;

* Frequéncias de absorcao obtidas por Alves et al., (2003) com o 2-BOA padrao.

Nesta tabela faz-se uma analise comparativa das bandas caracteristicas correspondentes a valores

das principais frequéncias de absorcéo no Infravermelho de 2-BOA sintetizado e 2-BOA padréo.

S&o apresentados os valores das frequéncias absorcdo de 2-BOA sintetizado que mostram-se ser

muito proximas aos de 2-BOA padrao.

e A 740,61 cm™ ocorre uma banda de intensidade forte que pode ser atribuida & vibracio

do grupo Aromatico.

e No intervalo de 800-700 cm™ ocorre uma banda de intensidade forte que pode ser

atribuida a vibracdo de deformacéo angular do grupo N-H-R.

e A 1479,30cm™ ocorre uma banda de intensidade forte que pode ser atribuida a vibracio

de deformacédo angular do grupo C-H.

e A 173581cm™ ocorre uma banda de intensidade forte que pode ser atribuida a vibracio

de estiramento simétrico e assimétrico do grupo C=0.

e No intervalo de 3250 — 3200cm-1 ocorre uma banda de intensidade forte que pode ser

atribuida a vibracéo de estiramento simétrico e assimétrico do grupo C-H.
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e No intervalo de 3502-3440cm™ ocorre uma banda de intensidade forte que pode ser
atribuida a vibracao de estiramento simétrico e assimétrico do grupo N-H.

N&o foi possivel obter e interpretar os espectros infravermelhos de 5-nitrobenzoxazolinona e

Arilhidrazona de 2-benzoxazolinona devido a falta de aparelho em funcionamento.

S —
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6.2.DISCUSSAO

Ao contrario de anticorpos sintetizados pelos animais, as fitoalexinas ndo sdo proteinas, nao
apresentam especificidade e ndo imunizam a planta. S&o produtos naturais, ausentes na planta
sadia, acumulados temporariamente no local e nos arredores da infeccdo. Possuem actividade
inibitoria sobre bactérias, fungos, nematdides e efeito toxico para animais e para as préprias
plantas. Podem ser acumulados em resposta a VAarios microrganismos, mas também como
consequéncia de factores que causam stress na planta, como ferimentos e exposicdo a varias

substancias toxicas.

Foi elaborado um método simples de sintese de analogos sintéticos de fitoalexinas com base
de benzoxazol com rendimento bruto da ordem de 79,59% a 91,3 % e purificado da ordem de
66,5% a 73,6%. Os compostos sintetizados foram sintetizados a partir de o-aminofendis e ureia,
desenvolvendo-se estas reaccdes através da tecnica de refluxo. Todavia, o0 amplo intervalo de
rendimento reflecte, em parte, o estado obsoleto dos reagentes assim como o facto de as reac¢cdes
terem levado muitas semanas devido a falta de agua favorecendo, deste modo, a possibilidade de

ocorréncias de reaccdes secundarias.

Tabela 11. Informacgédo dos Analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol sintetizadas.

Nome Formula Rend. Pf. Bruto Rend. Pf. Recrist.
Molecular Bruto Recrist.
(°C) (°C)
(%) (%)

2-BOA C7Hs02N 79,59 [137-145] 71,56 [138-141]

5-nitro- | C/HsOsN 91,3 [163-170] 66,5 [163-167]
BOA
Hidrazona | CsHiON; | 81,45 [172-177] 73,6 [175-178]
de BOA
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Os valores de pontos de fusdo dos produtos obtidos apresentaram intervalos de variagéo de ponto
de fusdo elevado. A purificacdo destes atraves da recristalizacdo, fez baixar o intervalo de
variagdo dos pontos de fuséo.

O decurso das reaccOes e a pureza dos compostos sintetizados foi monitorado pela
cromatografia de camada delgada usando placas de silica gel como material adsorvente assim
como pela libertacdo de amoniaco detectado por papel indicador de pH e devido ao seu cheiro

caracteristico.

Foi verificado uma aproximagdo entre os valores de pontos de fusdo dos compostos
sintetizados brutos com os valores de pontos de fusdo dos compostos sintetizados purificados
pela técnica de recristalizagcdo. Todavia, o intervalo de variagdo de temperaturas de fusdo dos
compostos purificados por recristalizagdo da ordem de 3-4°C, deveu-se as particularidades e
falhas do aparelho assim como do utilizador (método visual de controlo).

O abaixamento dos intervalos de temperaturas de fusdo da mistura de porcGes iguais de
cada um dos 3 (trés) produtos de sintese € devido a diferenca dos niveis de pureza dos mesmos.
O intervalo de temperatura de fusdo dos produtos brutos € maior (da ordem 5-8°C) que o dos

produtos ja purificados, isto € devido a impurezas contidas nos produtos brutos.

N&o houve formacéo instantanea de cristais em formato de agulha nem dissolucdo dos
reagentes mesmo depois de 3 (trés) dias de aquecimento com o uso de Isopropanol e
Dimetilformamida durante a realizacdo das experiéncias, facto que se verificou com o uso de
Tolueno, n-Butanol e Etanol. Devido a esse facto, as experiéncias desenvolvidas com o uso de
Isopropanol e Dimetiformamida foram anuladas uma vez que a reac¢do de formacédo do ciclo
benzoxazdlico ocorre no meio de solventes organicos e 0s rendimentos dependem

fundamentalmente destes.

S —
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6.2.1. Andlise Cromatografica

A separacgdo cromatografica das manchas dos 3 (trés) produtos de sintese utilizando-se a mistura
binaria cloroférmio e acetato de etilo na proporg¢éo de (1:1) e fase estacionaria a Silica Gel 60 GF
254 e reveladas sob luz UV, em comprimento de onda de 366 nm apresentaram valores de
factores de retencdo de 0,47 para 2-BOA, 0,42 para 5-nitrobenzoxazolinona e 0,52 para

Arilhidrazona de 2-benzoxazolinona.

O cromatograma de 2-BOA tida como padrdo eluida em mesma mistura binaria
cloroférmio/acetato de etil (1:1) e mesmo tipo de fase estacionaria silica gel 60 GF 254 (Merck)
teve um Rf de 0,470 observada sob luz ultravioleta, em comprimento de onda de 366 nm e
paralelamente revelada em vapores de iodo de acordo com Alves et al (2003).

O valor de Rf de 2-BOA sintetizado é semelhante o valor de Rf tida como padrdo (Alves, 2003),

eluida em mesma fase estacionaria e mesma fase eluente.

Tabela 12. Valores de indice de retencdo (Rf) dos compostos sintetizados.

Nome Formula Valor de Fase movel
Molecular Rf

2-BOA C7Hs02N 0,47 CH3CIl — AcOet
(1:1)

5-nitro-BOA | C;H4OsN 0,42 CH3CIl — AcOet
(1:1)

Arilhidrazona | C13H1:0N3 0,52 CH3Cl — AcOet
de 2-BOA (1:1)

S —
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6.2.2. Espectroscopia de Infravermelho

Observou-se uma grande aproximacéo entre os valores de frequéncias de absor¢do de 2-BOA

padréo e 2-BOA sintetizado, o0 que permite a comprovacao estrutural do composto sintetizado.

Todavia, € de salientar que houve pequenos desvios em algumas bandas, dai em jeito de resumo,

dé-se a saber dimensdo destes desvios com a ajuda da (tabela 13) dada a seguir:

Tabela 13. Valores principais das frequéncias de absor¢do no Infravermelho de 2-BOA padréo e
do produto sintetizado (2-BOA).

Produto vN-H vC-H v C=0 6 C-H 6 N-H-R | Aromatico
Sseas seas seas
(cm™+5) | (cm™+5) | (cm?+5) |(cm™+5) | (cm™+5) | (cm™ +5)
2-BOA 3502- 3250 1735 1479 800 — 700" | 741°
padrdo 3440" 3200"
2-BOA 3502-3440 | 3250 1735,81 | 1479,30 | 800-700 | 740,61
3200

e A 740,61 cm™ ocorre uma banda de intensidade forte para 2-BOA sintetizado e a 741

cm™ para 2-BOA padréo que pode ser atribuida & vibracio do grupo Aromatico.

e No intervalo de 800-700 cm™ ocorre uma banda de intensidade forte para 2-BOA

sintetizado e 2-BOA padrdo que pode ser atribuida a vibracdo de deformacéo angular do

grupo N-H-R.

e A 1479,30cm™ ocorre uma banda de intensidade forte para 2-BOA sintetizado e a 1479

cm™ para 2-BOA padrdo que pode ser atribuida a vibracdo de deformacdo angular do

grupo C-H.
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e A 1735381cm™ ocorre uma banda de intensidade forte para 2-BOA sintetizado e a 1735
cm™ para 2-BOA padrdo que pode ser atribuida a vibragdo de estiramento simétrico e
assimétrico do grupo C=0.

e No intervalo de 3250 — 3200cm™ ocorre uma banda de intensidade forte para 2-BOA
sintetizado e 2-BOA padrédo que pode ser atribuida a vibracdo de estiramento simétrico e
assimeétrico do grupo C-H.

e No intervalo de 3502-3440cm™ ocorre uma banda de intensidade forte para 2-BOA
sintetizado e 2-BOA padrédo que pode ser atribuida a vibracdo de estiramento simétrico e
assimeétrico do grupo N-H.

S —
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7. CONCLUSOES E RECOMENDACAO

7.1.CONCLUSOES

As fitoalexinas sdo somente um dos componentes dos varios mecanismos de defesa para a
resisténcia de plantas a doencas. A tentativa de infeccdo dos tecidos de uma planta por um
patdgeno inicia uma progressdo complexa de interacgdes bioldgicas que culmina nos sintomas
visuais associados com resisténcia ou susceptibilidade. A natureza, tempo e coordenagédo
espacial das acc¢des de qualquer um dos organismos envolvidos mostram-se cruciais na definicdo

do resultado final de qualquer interacgéo.

2- Benzoxazolinona

Obteve-se 6,759 (79,59%) com P.f. 137-145°C. O método de purificacdo do produto foi a
recristalizagdo, usando-se 10 mL tolueno e obteve-se 6,069g (71,59%) e P.f. 138-141°C. O valor
de Rf de 2-BOA sintetizado foi de 0,47. Os dados espectroscopicos de 2-BOA sintetizado se

encontram a seguir:

BOA v N-H vC-H v C=0 o C-H o N-H-R Aromatico
seas seas seas

(cm™+5) | (cm?45) | (cm?+5) |(cm™+5) | (cm™+5) | (cm™+5)

2-BOA 3502-3440 | 3250- 1735 1479 800 —-700 | 741
padrédo 3200

5-nitrobenzoxazolinona.

Obteve-se 1,954g (91,3%) com P.f. 163-170°C. O método de purificacdo do produto foi a
recristalizacdo, usando-se mistura binaria agua-cloroformio (6 mL: 4 mL) e obteve-se 1,298¢g
(66,5%) e P.f. 163-167°C. O valor de Rf de 5-nitrobenzoxazolinona sintetizado foi de 0,42.

Sintese de analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol como potenciais agentes antibacterianos e antifingicos
58



Evaristo Pedro Luis Jinior Trabalho de Licenciatura 2011

Arilidrazona de 2- benzoxazolinona.

Obteve-se 3,094g (81,45%) e P.f. 172-177°C. O método de purificacdo do produto foi a
recristalizacdo, usando-se mistura binaria dgua-cloroférmio (1:1) e obteve-se 2,798g (73,6%) e
P.f. 175-178°C. O valor de Rf de Arilhidrazona de benzoxazolinona sintetizado foi de 0,52.

e Com base no método de sintese proposto no presente trabalho foi possivel sintetizar
analogos de fitoalexinas com base de benzoxazol com bons rendimentos. A pureza dos
compostos sintetizados foi desenvolvida pelas técnicas de determinacdo de ponto de
fuséo e pela técnica de cromatografia de camada delgada (CCD).

e A confirmagéo da estrutura de 2-benzoxazolinona foi feita com auxilio da espectroscopia
de infravermelho, medi¢do do seu ponto de fusdo e a posterior comparacdo com a 2-
benzoxazolinona padrao.

e A semelhanca dos espectros de 2-benzoxazolinona tida como padrdo com o sintetizado
pelo método proposto no presente trabalho e consequentemente, os valores aproximaveis
das suas principais bandas de absorcdo (vide tabela 13) serviu de comprovativo da

estrutura quimica do composto.

Contudo espera-se que estes novos pesticidas com base de benzoxazol venham a ser aplicados
contra bactérias e outros microrganismos em cooperacdo com a Faculdade de Agronomia e

Departamento de Proteccao vegetal.

7.2.RECOMENDACAO

Os compostos sintetizados apresentam interesse cientifico e pratico devido a sua actividade
potencial antimicrobiana, dai: Recomenda-se investigar as propriedades antibacterianas e
antifangicas das fitoalexinas com base de benzoxazol sintetizadas em parceria com o

Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Eduardo Mondlane.
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