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partes por milhdo

Rendimento
Acido ribonucléico
Ressondncia Magnética Nuclear
Factor de retengdo
Massa Molar
Constante de velocidade observada
experimentalmente
Produto da constante de acidez

Nome Quimico
Metilditiocarbamato de sédio

2,3-Dihidro-2,2-dimetil-7- benzofuranil-
-metilcarbamato

Etil 4-( metiltio )-m-tolil isopropilfosforo-
-ditionato.

Metil N' N'-dimetil-N-[(metilcarbamoil Joxy]-
-1-thiooxamimidato
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Sintese de compostos Biologicamente Activos na Base de Sulfenamidas

1. Resumo
Foram sintetizados compostos orgénicos que apresentam actividade bioldgica e que sio
potencialmente antifingicos. Tais compostos, designados por N-Acetilarenossulfonamidas

apresentam a seguinte formula geral:

9 O
S

I
R S-N-{
0O

onde: R= H, CH;, Cl,HOOC; R’= CH,;, CH,Cl, CCl3, CN;

RI

Os compostos foram sintetizados a partir de sulfonamidas, através de reac¢des de acetilagdo
do nitrogénio sulfonamidico. A acetilagéo foi realizada por ésteres ( éster etilcianoacético ),
anidridos e cloretos dos dcidos: acético, monocloroacético e tricloroacético.

Foram sintetizados no total nove compostos potenciais antifingicos, cujas estruturas e
composi¢do quimica foram confirmadas através de espectros Infravermelho ( 1V ) e de
Ressonancia Magnética Nuclear ( RMN ) e por anilise de nitrogénio elementar e equivalente
de neutraliza¢do respectivamente. Foram realizados testes preliminares de actividade
antifingica cujos resultados foram satisfatorios.

Pretende-se que estes compostos sejam incorporados em ragc")es.animais de modo a inibirem
o crescimento de fungos e consequentemente as micotoxinas. A Faculdade de Agronomia

esta a estudar a possibilidade de os mesmos compostos serem usados como nematicidas.

Objectivos

1. Sintetizar potenciais compostos com actividade antifiingica a partir de
Sulfonamidas.

Realizagdo de testes preliminares de actividade antifungica.

Explorar a possibilidade de os mesmos compostos possuirem actividade
nematicida.

Leonildo Rogério Munguambe




Sintese de compostos Biologicamente Activos na Base de Sulfonamidas

2.Introdugao

2.1. Importincia do problema

Os fungos compreendem um largo e heterogéneo grupo de organismos heterotréficos
vivendo como seres sapréficos ou parasitas, ou ainda associados simbioticamente a outros
seres. Os fungos incluem organismos conhecidos na linguagem corrente como bolores, mofo
ou leveduras. Os fungos filamentosos ( bolores ) sdo caracterizados por uma estrutura
vegetativa filamentosa, tubular e multinuclear conhecida como Aifa.

As hifa, muitas vezes, ramificam-se formando um conjunto que se designa por micélio.

O material alimentar ¢ absorvido através da superficie do micélio.

Os fungos tém trés tipos de reprodugdo: a reprodugio vegetativa que ocorre quando o micélio
divide-se em duas ou mais partes; a reprodugfio assexuada quando ha rebentamento do
esporangio libertando esporos que uma vez encontrando condigdes favoraveis germinam
dando origem a novas plantas; a reprodugfio sexuada que ocorre quando ha fusfio de duas
gimetas dando origem a um reduzido esporo que se rodeia de uma membrana espessa e
rugosa de cor negra. Este zigosporo é muito resistente e ao rebentar saem muitos hifa com
esporingios na extremidade.

Na tradicional divisdo dos seres vivos por dois reinos: vegetal e animal, os fungos aparecem
agrupados no reino das plantas, ndo significando, no entanto, que estes sejam mais
semelhantes as plantas do que aos animais. Os fungos diferem fundamentalmente das plantas
no modo como obtém o material alimentar, As plantas sdo autotrdficas, isto €, utilizam a
energia solar para sintetizar substincias orgéinicas complexas e com alto conteddo energético
a partir de tdo simples materiais como o dioxido de carbono € 4gua, conjuntamente com uma
pequena quantidade de sais inorgnicos que providenciam nitrogénio ¢ fésforo. Elas
conseguem realizar este processo por causa do seu conteido clorofilico que actua como
catalisador no processo fotossintético. Os fungos nfio sfo fotossintéticos. Eles secretam

enzimas no substrato sobre o qual vivem.

Leonildo Rogério Munguambe
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As enzimas degradam complexas moléculas orginicas, encontradas em residuos animais e
organismos mortos, sendo as moléculas mais simples absorvidas.

Uma outra caracteristica dos fungos € a auséncia de limites definidos entre as células, como
resultado, grandes moléculas orgénicas e mesmo nucleos podem mover-se de célula para
célula.

A auséncia de mobilidade, tera sido a principal justificagfo da sua inclusdio no reino vegetal.
As plantas sfo, entfio, tdo diferentes dos fungos como das amebas unicelulares e bactérias [1].
Devido a estas diferengas, actualmente os cientistas usam um sistema de divis@o dos seres
vivos em c¢inco reinos um dos quais € o reino Fungi. A tabela 1, apresenta as caracteristicas

dos reinos de organismos.

Tabela 1. Caracteristicas dos cinco reinos de organismos [ 1 ]

Reino Tipo de Célula Organelas celulares Tipo de nutrigdo

Monera Procaridtica organelas sem membranas; plastos absortiva ou fotossintética

ausentes; mitocdndrias ausentes
Protista Eucaridtica todas as organelas celulares absortiva, ingestiva, fotossintética

Vegetal Eucariética com paredes  presentes, mas células mais principalmente fotossintética

simples
Fungi Eucaridtica plastos e pigmentos fotossintéticos ausentes absortiva

Animal  Eucaridtica sem paredes  plastos e pigmentos fotossintéticos ausentes ingestiva

Geralmente, os fungos que se desenvolvem nas sementes dividem-se em dois grupos: os
fungos do campo e do armazenamento. Esta divisdo baseia-se fundamentalmente na propria
ecologia dos fungos bem como nas suas necessidades em humidade. Os fungos de campo
invadem as sementes em maturagdo ainda na planta ou no momento da colheita.

Sao exemplos desta classe de fungos os seguintes: Alternaria, Helminthosporium,
Clasdosporium, Diplodium, e Fusarium. Todos requerem um substrato com um alto teor em

humidade ( 22-23%).

Leonilde Rogério Munguambe
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Os fungos do armazenamento desenvolvem-se em condigdes de humidade e temperatura
determinadas pelo armazém, a maioria destes fungos sdo os Penicillium e Aspergillus.

No processo do seu metabolismo, os fungos produzem adicionalmente ao didxido de
carbono, agua e todos os outros complexos materiais requeridos para a sua estrutura celular e
processos vitais, um largo nlimero de substéncias de variada complexidade cujas fungdes, de
algumas delas, ndo sdo ainda conhecidas. A benéfica actividade dos fungos na produgéo de
metabolitos de grande importancia comercial e industrial, como por exemplo, na indistria
panificadora, na indistria de bebidas, na indastria farmacéutica e outras, contrasta no entanto,
com o efeito nocivo e destrutivo de alguns destes metabélitos — as micotoxinas.

As micotoxinas sdo metabolitos toxicos dos fungos apresentando actividade biologica
( sfo carcinogénicas ) e quimica ( podem sofrer reacgdes de hidroxilagio ).
Causam graves doengas aos animais e ao Homem, tais como a cirrose do figado

- causada por aflatoxinas { 2 ] que sfio metabolitos dos fungos Aspergillus parasiticus e
flavus ; abortos, infertilidade, cegueira e outras doengas causadas por zearalenone e 0s
trichothocenes produzidas pelos fungos da espécie Fusarium.

A literatura apresenta uma grande variedade de micotoxinas cujos fungos dos quais provém
jé foram identificados.

Os trés principais géneros de fungos toxicogénicos sdo os Aspergillus, Penicillium e
Fusarium. As principais toxinas produzidas por estes fungos sdo as aflatoxinas, as
ochratoxinas, citrinina, trichothecenes e zearalanone ( anexo 1).

As micotoxinas siio compostos quimicamente estiveis e de elevada toxicidade mesmo a
concentragdes baixas ( na ordem dos ppm }. Podem infestar a maior parte das comodidades:
amendoim, milho, trigo, arroz, ragdes animais, frutos, sumos, carnes, leite e derivados, etc.
Por causa da sua estabilidade os seus residuos podem ser detectados nos tecidos animais

( carne e derivados ) e ainda em muitos produtos de origem animal ( ovos, leite ¢ derivados )
desde que os animais tenham consumido ragfo contaminada.

A contaminacfo das ragGes € evidente uma vez que, na maior parte dos casos, as ragdes sio
preparadas a partir de sementes deterioradas, as que normalmente sdo rejeitadas do consumo
humano. As micotoxinas resistem a temperatura na qual os alimentos sdo confeccionados,

por isso, podem entrar facilmente na dieta alimentar.

Leonilde Rogério Munguambe
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O interesse em micotoxinas ¢ micotoxicoses ( doengas causadas por micotoxinas ), foi
estimulado pela descoberta em 1960, de aflatoxinas no amendoim ( Arachis hypogaea }
infectado por Aspergillus flavus. [ 3,4 ] A importancia da descoberta tornou-se relevante
quando cedo reconheceu-se que a toxicidade ndo era confinada a amostras de uma restrita
proveniéncia, mas que podia ser detectada em amostras de amendoim de muitos Paises
produtores de amendoim. Além do amendoim, reconheceu-se que os Aspergillus flavus
também infectavam o milho. Teria entdo, na Englaterra, eclodido uma estranha doenga em
perus que foi denominada “ Turkey X disease” que causou uma perca de aproximadamente
cem mil aves. Mas, na mesma altura, eclosdes epidémicas semelhantes foram registadas em
patinhos e pintos. Blount (1961), examinou a incidéncia da doenga em perus ( pequenos ),
Asplin e Carnaghan (1961), em patinhos e galinhas em diferentes zonas, tendo observado que
o factor comum de intoxicagfo era a inclusio na ragfo, de farinha de amendoim proveniente
do Brasil. Blount, analisou cuidadosamente as investigagdes acerca da presenga de agentes
toxicos entdo conhecidos em amostras de farinha de amendoim realizadas por diversos
laboratérios, mas n#o pdde demonstrar a presenga de qualquer agente téxico especifico.
Nessa altura, uma semelhante doenga estava causando severas percas de patinhos no Kénia.
Exames no figado dos patinhos mortos mostravam que a doenga era semelhante a aquela
causada pela farinha de amendoim do Brasil. A rag¢do dos patinhos continha farinha de
amendoim produzida localmente. Quando esta farinha foi substituida as percas pararam.

Esta era a primeira indicagfio de que o problema néo se confinava apenas no amendoim
brasileiro.

As condigdes naturais favoraveis ao desenvolvimento de micotoxinas estdo ligadas aquelas
que favorecem ao crescimento de fungos: o alto teor em humidade ( acima dos 70% ), a
temperatura entre os 22 aos 23 °C, o pH entre 4 a 5, as condigdes de stress ( seca ou cheias ),
e a natureza do substrato.

O limite maximo de humidade ao qual as sementes devem ser secas € armazenadas ainda ndo

¢ conhecido, mas as evidéncias mostram que se situaentre 08 3a 15% [ 5].

" As aflatoxinas sdo derivados de difuranocoumarina. Existem na forma de quatro principais

metabdlitos fungais que s#o a aflatoxina B ( AFB1 ) e a aflatoxina B (AFB2 ) assim

designadas por causa da sua florescéncia azu! sub luz ultravioleta ( fig.1 e fig.2 do anexo 1).

Leonildo Rogério Munguambe
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A letra B significa Blue o que quer dizer azul na lingua inglesa. E aflatoxina G, ( AFGI1) e
aflatoxina G, ( AFG2 ) que fluorescem uma coloragio esverdeada.( fig.3 e fig.4 ).

A letra G significa Greenish o que quer dizer esverdeado na lingua inglesa. As aflatoxinas M,
( AFM1) e M3 (AFM2 ) resultam da hidroxilagdo das AFB1 e AFB2 respectivamente e
podem ser encontradas no leite dai a designagdo M de Milk que significa leite na lingua
inglesa.( fig.5 e fig.6 do anexo 1 ). Dentre estas a AFBI ¢ a mais carcinogénica.

O mecanismo de acgio das aflatoxinas ¢ semelhante ao das outras micotoxinas. A literatura
indica que suprimem a sintese do RNA- mensageiro. A sua acgfio tem lugar principalmente
no nicleo ao inibir a acgédo do percursor a RNA dependente do DNA. Como resultado da
inibigdo do RNA-nuclear deduz-se que ha também alteragdo do RNA-citoplasmatico.

E provével que seja inibida a sintese proteica através da depressio na sintese do
RNA-mensageiro. A alteragéo da sintese proteica esta provavelmente relacionada com as
leses precoces observadas no figado dos animais e do Homem infectados por aflatoxinas.
As aflatoxinas influem na capacidade de resisténcia as infec¢des € no desenvolvimento de
imunidade adquirida [ 6 ]. :

As micotoxinas constituem um sério problema econémico e de saide publica em
Mogambique, embora n3o existam referéncias estatisticos oficiais que ilustrem tal situagio,
mas sio frequentes os casos de doenga de figado e cré-se que provavelmente estejam
relacionados com micotoxinas. Além disso, ha a salientar as percas economicas resultantes da
redugdo da capacidade germinativa das sementes bem como da morte de animais domésticos
motivada por micotoxinas. '

Nos Paises em desenvolvimento, o problema das micotoxinas e das micotoxicoses ainda
nio esté inteiramente estudado e'solucionado. Em muitos casos, a produgdo de ragdes € feita
com sementes deterioradas e provavelmente infectadas. Por outro lado, a maior parte da
populagdo ndo tem acesso a alimentos devidamente inspeccionados.

Torna-se necessario encontrar outras vias de solucionar o problema, nio bastando somente
analisar e rejeitar os alimentos contaminados.

Este trabalho surge da necessidade de investigagdo de potenciais compostos antifungicos a
serem incorporados em rag(es animais com o objectivo de inibirem o crescimento dos fungos

e consequentemente as micotoxinas.
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2.1.1. A competitividade entre os Fungos e os Parasitas do Solo

Os parasitas que vivem no solo, poderdo de uma forma significativa contribuir para a perca
da qualidade dos cereais, tal qual de outras culturas, parasitand(')-os precossemente antes da
colheita.

Por outro lado, sementes quebradas sdo mais susceptiveis ao ataque de fungos e
consequentemente das micotoxinas que as inteiras.

Entre outros, os nemdatodos sdio potenciais parasitas a considerar. Fazem parte do filo
Nemadtoda ( Nemathelminthes ).

Os nematodos caracterizam-se através de um corpo cilindrico, delicado, frequentemente
afilado nas extremidades. Coberto por uma cuticula dura, apresentando somente musculos
longitudinais, produzindo movimentos de flexdo, mas néo alongamento ou contracgo,
apresentam um anel nervoso anterior e seis corddes longitudinais, sexos separados [7 ].

Os nematodos de vida livre s30 encontrados no mar, na dgua doce e no solo.

Ocorrem desde as regides polares até as tropicais em todos os tipos de ambientes, incluindo
o do deserto, fontes de dguas termais, altas elevagdes montanhosas e grandes profundidades
ocednicas. A ampla maioria dos nematodos de vida livre ¢ constituida de animais
bent6nicos que vivem nos espagos intersticiais de algas e especialmente nos sedimentos
aquaticos e nos solos. Além das espécies de vida livre, existem muitos nematodos
parasitas. As formas parasitas apresentam todos os graus de parasitismo e atacam todos os
grupos vegetais € animais.

Os nematodos ja eram conhecidos desde os tempos remotos como parasitas dos seres
humanos, citam-se como exemplo, o parasita dos intestinos Ascaris; nos vasos linfaticos, a
filaria; nos muasculos, a loa loa; e a Onchocerca na vista.

Com o desenvolvimento de microscopios potentes ampliou-se a possibilidade de estudo
de uma larga populagiio de nematodos microscépicos dos quais fazem parte muitos
parasitas das plantas. Os nematodos das plantas habitam e desenvolvem-se em diversas
partes da planta tais como as flores, as folhas, a caule ¢ as raizes e tém uma grande

variedade de habitos alimentares. Algumas espécies alimentam-se somente da parte
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superficial do tecido da planta, outras penetram mais fundo enquanto outras induzem os
seus hospedeiros a produzirem fontes nutricionais especiais aos quais 0s parasitas
subsistem.

Os danos causados por-uma pequena populagio de nematodos sdo usualmente
insignificantes, mas uma larga populag¢do acaba inutilizando ou matando o seu hospedeiro.
Adicionalmente, alguns nematodos reduzem a capacidade das plantas resistirem a
infestagdio por fungos [ 8 ]. Muitas espécies de nematodos microscapicos vivem na parte
interna ou superficial das raizes das plantas. Algumas,.como o nematodo da beterraba de
agucar, Heterodera schachtii, sdo restritas a uma ou poucas espécies de plantas, mas outras
sdo menos especificas. Os nematodos comuns das raizes, normalmente depositam os seus
ovos nas raizes ou no solo e os jovens apos eclosdio penetram nas raizes pequenas para
alimentarem-se dos tecidos internos. As raizes reagem formando pequenas galhas de tecido
cicatricial — as ‘galhas de raizes’- ao redor dos vermes. O macho adulto € delgado

(1.2 a 1.5 mm de comprimento ) e a fémea toma a forma de uma gota esbranquigada

(0.8 po} 0.5 mm) com um corpo ditatado que produz de 500 a 1000 ovos. A fecundagdo
pode ocorrer mas € desnecessaria. Os ovos sdo postos em uma secregdio gelatinosa amarela.
O ciclo vital requer aproximadamente trés meses a uma temperatura de 15 °C ou menos de
um més no solo a 27 °C . As galhas das raizes causam enfraquécimento ou morte da planta
causando prejuizos econdmicos.

Os nematodos sdo levados para solos limpos com as plantas, solo, estrume, equipamento
agricola, ou mesmo agua de irrigagfio proveniente de fontes infectadas.

Torna-se praticamente impossivel evitar a sua dispersdo. Uma vez estabelecidos s3o de
dificil erradicagdo.

Durante os anos 1950, alguns compostos com propriedades nematicidas como ¢ o caso do
1,3-dicloropropeno ( D-D ) e do dibrometo de etileno ( EDB ) foram descobertos e
contribuiram no combate dos nematodos. Actualmente, o uso de nematicidas é uma pratica
comum na agricultura moderna, sendo no entando necessario encontrar um equilibrio
econdmico entre o aumento do custo de produgdo causado pelo uso de nematicidas e o
prego da colocagio do produto no mercado, tornando-o competitivo e rentavel. Muitas

vezes este equilibrio ndo é possivel ou a penas alguns agricultores com recursos financeiros
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estdveis poderdo usar nematicidas enquanto uma grande parte da populagéio que pratica
uma agricultura de subsisténcia, fica impossibilitada. Por isso, hé a considerar outros
métodos de prevengfio, como por exemplo a rotagio de culturas. Cada espécie de
fitonematodos tem uma gama de hospedeiros que pode ser larga, mas ndo significando no
entanto que sejam todas as plantas. Os agricultores devem fazer a rotagdo de culturas de
modo a manter a quantidade de fitonematodos abaixo dos niveis devastadores.
Os nematicidas dividem-se em dois grupos: os fumigantes e os ndo-fumigantes.
Os fumigantes sdo liquidos volateis que se volatilizam e dissolvem-se na solugio do solo.
A sua alta presséo de vapor distribue 0 gas em todas as direcgdes através dos poros do solo.
Sdo usados dois tipos de fumigantes:
Hidrocarbonetos alifaticos halogenados ( dibrometo de etileno, 1,3-dicloropropeno )
Metilisocisotiocianato e seus derivados ( metham sodium, brometo de metil )
Os ndo fumigantes também subdividem-se em dois grupos:
1. Organofosfatos ( fenamiphos )
2. Carbamatos ( oxamyl, carbofuran ).
Considera-se aqui a possibilidade de N-acetilarenossuifonamidas possuirem uma ac¢éo

nematicida.

3. Revisio bibliogrifica

3.1. As sulfonamidas

A literatura ndo referencia compostos com actividade antifiingica anteriormente preparados

na base de sulfonamidas, Mas, é referenciado que o grupo sulfonil possui propriedades

antifingicas [ 9 ], para além da actividade biolégica do grupo sulfanilamido

( p-NH,CsH,SO:NH-) [ 10]. A escolha de sulfonamidas como base de preparagéo de

compostos biologicamente activos com potenciais propriedades antifungicas deveu-se as
suas propriedades terapéuticas anteriormente demonstradas bem como a sua baixa

toxicidade para os animais e para o Homem.
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Tsyganov ( 1947 ), salienta que alguns derivados de sulfonamidas com baixa toxicidade
para os animais, apresentam no entanto, uma alta toxicidade para as bactérias e para as
plantas.

Alexander, at al ( 1960 ) apresentam compostos com actividade terapéutica na base de
sulfonamidas, tais como os derivados da sulfanilamida como sendo compostos de
reconhecida actividade contra infecgGes bacterianas [11]. As sulfonamidas sdo compostos

orginicos com a seguinte formula geral:

Sio derivadas do acido sulfanilico e existem tanto na forma idnica como na forma

molecular :

0]

I
S—OH
HzNO‘II

o)

O nitrogénio sulfonamidico e o nitrogénio anilinico sdo designados, respectivamente por N
eN*. O grupo para-aminobenzenosulfonil ( p-NH2CsH4SO,- ) é designado por sulfanil, o
grupo para-aminosulfanilamido ( p-NH;CsHsSO,NH- ), sulfanilamido e o grupo NH,SO,-

sulfamil.

As sulfonamidas sdo sélidos cristalinos com pontos de fusio bem definidos. Sdo muito
pouco soliveis em &gua. Apresentam propriedades dcidas fracas e dissolvem-se em bases

fortes formando sais solliveis em dgua:

C6H5802NHZ(S) + NaOH(aq) — CﬁHsSOzNH- Na+(aq)+ H20
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" Reagem lentamente com o 4cido nitroso ( HNO»), tal propriedade ¢ fundamental na

diazotagdo do nitrogénio anilinico (N*), sem atacar o nitrogénio sulfonamidico ( N'):

_ s H
H,N NH, _NaNO, _ crneN S—NH,
' HCI, 5°C 0

Virios pardmetros fisico-quimicos tém sido correlacionados com a actividade terapéutica das
sulfonamidas [ 12 ], por exemplo: o pKa, a ligagio com as proteinas, a distribui¢iio da carga
electronica, e outros. Infelizmente um Unico pardmetro ndo consegue explicar a acgdo das
sulfonamidas, por exemplo para o caso do pKa propde-se que a actividade maxima é

encontrada naquelas sulfonamidas que possuem valores de pKa entre 6.0 e 7.5
pKa =pH + log [HA] / [A-]

Quando a sulfonamida esta 50 % dissociada [HA]/[A-]J=1elog]=0; pKa=pH. De
acordo com alguns autores este € o pH de actividade maxima, pois as sulfonamidas penetram
na parede celular como moléculas ndo dissociadas, mas actuam na forma i6nica. Esta é
apenas uma hipétese, porque existem autores que defendem que muitas sulfonamidas com
valores de pKa fora do limite sugerido tém alta actividade terapéutica, especialmente aquelas
com substituentes que retiram electrdes ao nitrogénio sulfonamidico.

Woods (1940), formulou as bases que permitiram ter-se uma compreensio clara
acerca do mecanismo de acgdo das sulfonamidas ao observar que a diminuigdo no
crescimento de certos microorganismos, pela accgdo da sulfanilamida era inibida peld
4cido p-aminobenzoico [ 13 ]. Ele concluiu que os dois compostos competiam
antagonicamente em algum processo metabélico essencial, devido a sua semelhanga
estrutural. ( fig 7 e 8 ). De facto, as distdncias interatdmicas nos dois compostos sdo
muito proximas: a distancia interatémica entre tomos de oxigénio é de 2.3A no grupo -
benzdico e de 2.4A no grupo sulfamil. A distincia interatémica entre os dtomos de
oxigénio do grupo benzéico e do hidrogénio do grupo amina € de 6.7A no 4cido
p-aminobenzoico. Na sulfanilamida, por seu lado, a distincia interatomica entre o 4tomo

de oxigénio do grupo sulfamil e o de hidrogénio do grupo amina ¢ de 6.9A
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RS
I~ 0

0
HO 0 NH,

Fig.7 Acido p-amino benzoico Fig.8 Sulfanilamida

Por isso, muitos compostos derivados da sulfanilamida ( por substitui¢do do dtomo de
hidrogénio ligado ao nitrogénio sulfonamidico ) foram preparados mantendo a
semelhanga deste metaboélito essencial: anel benzénico com apenas dois substituentes
orientados em posigio para um do outro.

De uma maneira geral, as sulfonamidas mostram-se eficazes no tratamento de doencas
causadas pelos seguintes microorganismos:

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pasteurella pestis, Diplococcus preumoniae,
Salmonella typhi, S. enteritidis, S. typhimurium, S. schoottimulleri, Staphylococcus
aureus, Streptococcus p}}ogenes, Shigrlla sonnei, S. Flexneri, literia monocytogeneses,
Pseudomonas aeruginosa, Brucella meliteuses, B. Abortus, B. Suis, Proteus vulgaris,
Vibrio cholerae, Bacillus autracis, B. Subllis, Corynrbacterium d-tphtheriae,
Haemoplillus infflenza, H. Duereyi, Francisella tulerensis, Neisseria gonorrheae e

N. meningitidis.[12]

A eficécia terapéutica mostrada pelas sulfonamidas no tratamento de doengas causadas
por estes microorganismos deve-se fundamentalmente 3 inibi¢do da produgéo do 4cido
félico (Fig.9) a partir do acido p-aminobenzdico, pelas bactérias. Por causa dessa
incapacidade a bactéria morre.

Qs seres humanos ndo sdo intoxicados pela terapia com sulfonamidas porque obtém o
acido félico a partir de fontes da dieta alimentar € nfo a partir do 4cido

p-aminobenzdico.
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H,N___N.__N
= ~
Yl :]\ O  CH,CH,COOH
N\ o |
H, H H
OH

I
COOCH

Fig.9 Acido Félico
Alguns exemplos de sulfonamidas [11] e sua aplica¢@o na medicina veterindria s&o

mostrados abaixo:
a. Sulfanilamida.

Possue acg¢do antiestroptomicida. Segundo Pauster ( 1936), o prontosil decompde-se no

corpo humano produzindo a sulfanilamida:

NH
2 0 0
I
H,N N=N@ﬁ—NH2 — HZNO'ﬁ"NHz
0

O

b. Sulfacetamida

Q 0
S—N
HZNO" H—<CH

o) 3

A sulfacetamida é um composto neutro. E usado como anti-séptico oftalmoldgico.
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¢. Sulfadimidina

E uma sulfonamida que se absorve rapidamente e elimina-se com relativa lentido.
Isto porque cerca de 80% da dose administrada, uma vez filtrada através do glamero

é reabsorvida nos tubos renais. E acetilada em menor proporgdo que a sulfanilamida.
O derivado acetilado é mais hidrosolavel.

Esta sulfonamida € (til na pratica veterinaria no tratamento de coccidiosi fecal das aves.

O tratamento € feito incorporando sulfamiridina sédica na d4gua do abeberamento.

d. Sulfadiazina

N ™
|
—N ~

Absorve-se facilmente no intestino. E acetilada em propor¢des variadas pelas diversas
espécies de animais e excreta-se facilmente pela urina.
A elevada concentragio que atinge na urina torna-a pratica no tratamento de infec¢des

do tracto urindrio. Os tubos renais absorvem uma propor¢do impcrtante dela.
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e. Sulfafurazol
O
—N

Tem propriedades similares as restantes sulfonamidas, tendo a vantagem de actuar
contra algumas bactérias Gram. negativas. Este composto resulta particularmente eficaz
contra infecgdes originadas por E. coli, Proteus vulgaris e Pseudomonas aeroginosa.
As infecgbes causadas por cocos ndo respondem positivamente ao tratamento com esta
sulfonamida . E também usada no controlo de infecgdes do tracto urindrio, uma vez que
os metabolitos procedentes da degradaciio desta sulfonamida sdo bem solaveis na urina

que os outros compostos desta série,

3.2. Sintese de Sulfonamidas

As sulfonamidas preparam-se pela reac¢do da anilina com o acido clorossulfonico

( CISO3H ) seguida da reacgiio com amoniaco ou com uma amina apropriada. Em primeiro
lugar protege-se o nitrogénio por acetilagdo, resultando um composto intermediario que por
hidrdlise acida ou alcalina d4 a sulfonamida pretendida. Os esquemas de reacgio vém
abaixo:

a. Protecciio do nitrogénio

0

HN—&

NH, CH,
(CH,C0),0 - + CH,COOH
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b. Reaccio do composto intermedidrio com o acido clorossulfonico

0
HN—<
' CH,

Cl

R = H ou anel heterociclico

d. Hidrélise acida

)

HN—&L

CH,
HOH + CH,COOH
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Provavel Mecanismo :

- protecgao do nitrogénio

o i o __|
N H 0 H—N- CH
’ Hac—< o 30 e
+ Q0
Hye—¢ CH, '
0 L _
0
HN—(
CH, '
CH,COOH

@ N

- reacgdo do intermediario com o acido clorossulfonico e hidrélise

0 QO - O
HN_/< HN—»’(. hn—<
CH, (|:|) CHa. CH,
Cl—S—O0OH .
v orgon —=(+ ] = >
O LCl
H™ 57 OH o=s>cl
o __ T
o] o jOH
M HN—4 |
Cl—5—OH CH, HN ZCH
3
0 RNH, - H.O+
—_H-CT_’- > Cl  —3
H.80 HOH
Y 4
Ci R—'I}It—H
H
0
S H2N©—ﬁ—NHR + CH,COCH
0
17
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3.3. Agentes de Acetilacio

O mecanismo de acetilagio do grupo sulfamil ( - SO;NH, ) n#o ¢ diferente do mecanismo de
acetilagdo das aminas primdrias ¢ secundarias. ‘

Os agentes de acetilagio podem ser os €steres, os cloretos de acido e os anidridos. Os cloretos
de acido reagem rapidamente que os ésteres e os anidridos [ 14 ], este facto foi observado
experimentalmente ao longo deste trabalho. A acetilagio do grupo sulfamil por ésteres

obedece ao seguinte mecanismo:

- o 0
o /! ’ "ROH o I}
0 R—S-N-y base 0
o

A literatura apresenta alguns métodos de preparagdo de ésteres ( derivados ) que podem ser
usados na acetilagio de sulfonamidas, por exemplo o trifluoroacetato de etil.
Reid ( 1947) , apresenta um método modificado de sintese do trifluoracetato de etil. [ 15 ]

Na pratica a acetilagio das sulfonamidas por ésteres devera ocorrer de seguinte modo:

O 0
I <

R—Q—ﬁ—NHz + CFCO0CH, <—= FsC_éQCsz -
O .

N-
R so.\ H

2 H
Q 0]
—> R s—N—4 +  CHOH
I H CF,

R =CH;, Cl, COOH .

18
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O mecanismo de acetilagdo do grupo sulfamil das sulfonamidas por haletos de 4cido é
semelhante ao dos ésteres, envolvendo um pré-equilibrio de formagdo de um intermediario

tetraédrico seguida pela sua decomposig¢do em produtos:

O O—
, I ,/O P
R—S—NH, + RCL == o R
N R'—S—N-
O' ’/S 'Tl H
H

X=F,CLBrl.

Bender e Jones (1962), estudaram o efeito da variagdo do haleto na velocidade da reacgdo.
Os resultados sdo sumariamente mostrados na tabela abaixo, e sugerem que o passo mais
lento é a decomposigo do intermedirio tetraédrico que envolve a quebra da ligagdo
carbono-haleto ( C-X).[ 14 ]

Tabela 2. Reacgiio entre haletos de benzoil ¢ morfolina | 14§

Composto Benzoil | Kobs( 1/mol.s)
Fluoreto 1.06

Cloreto 2.64 x 10°
Brometo 6.66 x 10°
lodeto 239x 10°

Barnett (1921) , apresenta um método de preparagédo de Cloreto de cloroacetil a partir de
acido monocloroacético e do cloreto de sulfurilo (SO,CL) [16 ]. A tentativa de sintese de
Cloreto de cloroacetil, usando este método néio produziu resultados satisfatérios. tendo-se
substituido o cloreto de sufurilo pelo cloreto de tionila ( SOCI;)( parte experimental).
Com o cloreto de tionila os resultados sio satisfatérios. Durante o processo ocorre a

libertagdo ¢ HCI
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e SO,, provavelmente o mecanismo da reaccfo € o seguinte:

0 0 0 |
C'—C—4 + cl—8—cl C'—C‘4
H2 O—H Hz /O

CI----ISl
O

Q
- C|““C_4
- S0, H, “ci

Os anidridos sfio menos reactivos que os cloretos de cido, mas mesmo assim sido usados
como agentes de acetilagio. Swarts (1922), apresenta um método de sintese de anidrido
trifluoracético a partir do 4cido trifluoracético [ 16 ] :

O anidrido trifluoracético é preparado tratando o acido trifluoracético com o pentéxido de
fosforo (semelhantemente como no caso da preparagdo do anidrido acético a partir do acido
acético) aos 100°C . O ponto de ebuli¢do é 39.5-40.5°C, solidifica numa mistura de Et,0-CO,

e seu ponto de fusdo € ~65°C.

3.4. Métodos de Confirmag¢io Composicional dos Compostos
Sintetizados

3.4.1. A partir do Ponto de Fusao

O ponto de fusdo de uma substincia organica pode ser determinado através da introdugio de
uma pequena quantidade de substincia num tubo capilar introduzindo-o no aparelho para
determinagfo do ponto de fusdio. Aquece-se lentamente e observa-se a que temperatura a
fusdio da substéncia inicia e a que temperatura ela é completa. As substincias puras tém
pontos de fusdo estreitos, isto ¢ a diferenga entre a temperatura na qual inicia a fusdo e aquela
na qual termina é muito pequena ( 0.5 a 1.0 °C ), mas as substincias impuras exibem uma

larga faixa de temperaturas de fusdo ( 10 a 20°C ). As impurezas baixam o ponto de fusio e
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alargam a faixa de fusdo. Se uma substincia A apresentar um ponto de fusdo de 142-143°C
contiver uma outra substincia B como impureza e que apresenta um ponto de fusdo de
120-121°C, a substdncia A tera finalmente um ponto de fusio abaixo de 142°C. O mesmo
acontece quando a substincia B contiver A como impureza , o ponto de fusio final sera
menor que 120°C. Uma dada substincia C pode ter o mesmo ponto de fusdo que a A, mas se
a0 misturem-se partes iguais das duas observar-se um abaixamento no valor do ponto de
fusdo conclui-se que as duas substancias ndo sdo as mesmas. Desta forma o ponto de fusdo
pode ser usado ndo a penas como critério de pureza mas também como critério de

identificagiio qualitativa.

3.4.2. A partir da determinac¢io de Nitrogénio elementar
Comparando o valor tedrico composicional do nitrogénio elementar com o valor
determinado experimentalmente, pode-se chegar a uma conclusio acerca da composigio
quimica do composto sintetizado. Se 0 composto sintetizado ¢ o esperado entdio os dois
valores ndo deverfio diferir em mais de 10 % .
Neste trabalho, usou-se o método de Kjeldahl [ 17, 18 ]
O método baseia-se na oxidagdo de compostos organicos pelo dcido sulfirico, na presenga de
um catalisador, dando diéxido de carbono e agua, libertando nitrogénio na forma de
amoniaco. O amoniaco libertado € recolhido numa solugio de acido borico que depois é

titulada com uma solugéo padrdo de icido sulflrico .

Composto orgﬁnico + H,S0; =»  CO; + HyO + (NH,),.S0, (aqy T SO,
NH4+ +NaOH —» NHOH s NH;+ H;O

Consideracdes:
a. Catalisador. A adigfo do catalisador ¢ essencial na redugdo do tempo de
digestdo, evitando a perca de amoniaco, para isso ¢ adicionado selénio na mistura
catalitica. O sulfato de potassio embora esteja em maior propor¢do a sua fun¢éo

nio ¢ catalitica, mas sim, elevar o ponto de ebuli¢do da mistura de acido sulfirico

Leonildo Rogério Munguambe




Sintese de compostos Biologicamente Activos na Base de Suffonamidas

¢ acido fosférico ( acima dos 380 °C ) favorecendo desse modo as condigdes de
degradagio.
Tempo e temperatura. Uma temperatura baixa de digestdo causa uma baixa
conversio de nitrogénio em sulfato de amoénia e uma temperatura muito alta, ou
longo periodo de digestdo por sua vez provocam a perca de amoniaco.,

Material:

1. Unidade de Digestio

2.Unidade de Destilagdo

3. Tubos de digestdo Kjeldahl de 500ml

4. Erlenmayers de 250 ml

5. Baldes Volumétricos de 1000 e 2000 ml

6. Balanga analitica.

Reagentes

Todos os reagentes devem ser de qualidade analitica reconhecida e isentos de

nitrogénio ou seus compostos. A agua deve ser destilada ou de pureza equivalente.

Catalisador:
Misture 138 g de sulfato de potéssio anidro, com 12 gramas de sulfato de cobre
pentahidratado, e 50 gramas de selénio em po ( catalisador de Kjeldahl )

. Acido Sulfiirico conc.- Acido ortofosférico conc. (9:1)
Solugdo de Hidréxido de Sédio- Dissolva 450 g de hidréxido de sédio em 1000 m! de
dgua destilada.
Solugfio de acido Borico- Dissolva 80 gramas de acido bérico num volume de 2000 ml
de 4gua destilada.
Solugdo do Indicador: Misture partes iguais de uma solugio 0.16 % deVermetho de
metilo em etanol e outra de 0.04% de verde de bromocresol em dgua.

- Pode usar-se o ‘Mixed indicator 5 for Nitrogen titrations se houver’.
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6. Preparar uma solu¢fio padronizada de 4cido sulfiirico 0.2 N. Use uma ampola de 1IN ou

0.5 M de acido sulfirico para um volume de 1000ml. Dessa solugio ( 0.5 M ) pipete

200 ml e prefaga o volume de 1000 ml com dgua destilada.

Procedimento:
1. Pese 0.5 gramas da amostra num baldo de digestio.
2. Adicione aproximadamente 5 g de catalisador e 15 mlde H2SO4-H3804 (9:1)
{ pode ser um pouco mais).
3. Aqueca no digestor a 420 °C at¢ a obteng@o de uma mistura verde transparente
clara. ( 45 minutos sdo suficientes }
4. Deixe arrefecer e adicione 50 ml de dgua.
5. Prepare a solugdo para recolher o destilado: deite 7.5 ml de indicador (5) para cada
litro de acido borico (4) . Deite num erlenmayer de 250 ml, 100 ml desta solugdo.
7. Adicione cuidadosamente 20 a 25 ml da solug¢fio de hidréxido de sddio (3 ), pelas
paredes do tubo de digestio e destile, até obter um volume final de 200 ml.
8. Titular com a solug¢dio de cido sulfirico 0.2 N até a mudanga de cor, de verde para
vermelho. A diferenga entre os valores dos volumes obtidos na titulagio da mesma
amostra, feita pelo mesmo analista na mesma altura nfo deve exceder 0.2 ml,

caso contrario € preciso repetir o teste.

Nota: depois de padronizar o acido, certifique o método todo bem como os instrumentos
analisando ureia { NH;CONH; , N =46.65 % ).

Calculo:
1000 ml de NHsOH IN 1000 ml de H,SO4 IN
1 ml de NH4OH IN 1 ml de H,SO4 IN
mas 1000 ml de NH,OH contém 14 g de nitrogénio. Isto € | m] conterd 14g de N /1000
entdo Iml de HSO, = 14gde N/ 1000
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V¥V ml de H2SO4 de conc. normal iguala A = 14xAxV/ 1000'
Logo :

%N= 14x VxA/W

Onde:
V € o0 volume de H,SO, 0.2 N gasto na titulagao
A ¢ a normalidade do H280,, neste caso 0.2 N

W é o peso da amostra, neste caso 0.5 g

Simplificando: Yo N= 0,56 x V

3.4.3. A partir do equivalente de Neutralizacio

E uma determinaglo indirecta da massa molar. Para os casos em que o composto estudado
tem um hidfogénio substituivel, pode se confirmar facilmente a sua massa molar através da
determinagdo do equivalente de neutralizagfio ( Eg ).

O equivalente de neutralizagio determinou-se pesando exactamente 0.3 g do composto em
estudo € dissolvendo em 50 ml de etanol aquoso 50 % Y/, e titulando a solugdo com
hidréxido de sédio 0.1 N com indicador de fenolftaleina [ 19 ].

Célculo:
Epiy = mx1000 / ViyxN =M/n°H'
Onde:
Eg.w € 0 equivalente de neutralizagio
m € a massa da amostra
Vo € 0 volume de NaOH em ml gasto na titulagio
N € a normalidade do NaOH
M é a massa molar

n.® H" nimero de hidrogenides substituiveis
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3.5. Métodos Espectrais de Confirmagao Estrutural

3.5.1. A partir de espectros de Infravermelho

Os compostos organicos absorvem energia electromagnética na regido do infravermelho,
dando espectro infravermelho . A radiagdo infravermelha ndo tem energia suficiente para
causar a excita¢do de electrdes, mas ela faz com que os 4tomos e os grupos funcionais vibrem
em torno das ligagSes quimicas que as unirem, absorvendo energia. Contudo, nem todas as
vibragdes moleculares resultam em absor¢do de energia infravermelha, para tal é preciso que
o momento dipolar da molécula varie ao mesmo tempo que a vibragdo ocorre. As vibrages
mais usuais em quimica organica ocorrem na regido compreendida entre 2.5 a 20 pum

(1 pm = 10™* ¢m ) coberta por muitos espectofotémetros. A posigdo de uma banda de

absorgdo no espectro pode ser espessa em microns ( um ), mas usualmente expressa-se em
termos de reciproco do comprimento de onda, cm™. A regifio usual de um espectro de
infravermelho ¢ entretando, entre 4000 cm™ a alta frequéncia e 500 cm™' a baixa frequéncia.
O espectro infravermelho, ¢ uma propriedade caracteristica de um composto organico, ajuda
a identificar a estrutura de um novo composto, através da identificagdo dos grupos estruturais
presentes, porque os diferentes grupos estruturais ddo origem a bandas de absorgio
caracteristicas, quer dizer, cada um destes grupos absorve luz em certas frequéncias que
pouco variam de composto para composto. A absor¢do de radiagdo na regido do
infravermelho é causada por rotagdes e vibragdes da molécula as quais condicionam uma
série de bandas de absor¢do a baixa energia, cujas posigdes sdo caracteristicas para alguns
elementos estruturais de cada molécula. Estas bandas fazem com que estas vibragdes com
frequéncias abaixo de 1500 cm™ sejam pouco usuais na identificagiio de compostos organicos
por causa da semelhanga de umas com as outras. Frequentemente observam-se bandas que
ndo correspondem a nenhuma das vibragdes fundamentais da molécula. Ocasionalmente s3o
Gteis na identificagio de compostos organicos, mas as mais usuais sio aquelas que
constituem a regidio acima dos 1500 cm™. A decifragio de um espectro infravermelho, nio ¢

tarefa facil.

Leonilde Rogério Munguambe




!

r

Sintese de compostos Biologicamente Activos na Base de Sulfonamidas

E preciso preocupar-se acima de tudo com a atribui¢do das bandas caracteristicas,
normalmente estas aparecem na mesma posi¢do ou pouco variam de posigio numa série de
compostos organicos da mesma familia. Os dados sobre a posigdo de bandas caracteristicas
podem ser consultados na bibliografia, mas mesmo assim persistem dificuldades por causa
da sobreposigdo de bandas sendo muito frequente confundir bandas caracteristicas com nio
caracteristicas. Por isso, no ¢ necessario nem possivel atribuir a um especifico grupo
estrutural cada uma das bandas que aparecem no espectro infravermelho.

A tabela 3 mostra frequéncias caracteristicas de alguns elementos estruturais.

Tabela 3. freguéncias caracteristicas de al% ggs estruturais ! 20 !

Grupo Banda ( vem1)
m
Amidas: N-H v¥=13440 - 3420
vei=3180- 3140
V™ = 3960-3440
VIESEE = 3100-3070
C=C VT = 1525 - 1475

C-H o V™= 3080-3030
-CHy- V= 2940-2915
vi™ = 2870-2845
-CH; V= 2975-2950
ViT = 28852860
R-SO,-N= V™= =1370 -1300
vi™ = 1180-1140
C=0 ( Amidas ) v =1570 -1515
v'=1680- 1630

3.5.2. A partir de Espectos de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Alguns nucleos atomicos tém um spin nuclear ( S ), e por isso, esses nicleos comportam-se -

como barras magnéticas.

S=(I(I+1))*h . (1)
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onde I € nimero quéntico de Spin et = constante de planck dividida por 2 isto ¢
6.625x 107 /21 Js

Em presen¢a do campo magnético aplicado, os nicleos magnéticos podem orientar-se em
21+ 1 posigdes. No campo de aplicagio da RMN, o niicleo de hidrogénio 'H e o de *C sdo
0s mais importantes, cada um deles tem Spin igual a 2. Entretanto estes niicleos podem
tomar uma das duas ortentagSes possiveis: uma orientagio na qual o Spin alinha-se com o
campo magnético aplicado e outra na qual a orienta¢do do Spin é contraria ao campo

magnético aplicado. A diferenga em energia entre estas orientagdes ¢ dada pela formula:

AE=hyBo/2n (2)

Sendo y uma constante caracteristica do niicleo denominada relagio magnetogirica, cujo
valor é 2,675 x 10° Hz T para o protdo. Bo é a intensidade do campo magnético exterior
estatico aplicado [ em Tesla ‘T" ou *™/m? ; 1T=10* G ( gauss ) ].

O numero do niicleo no estado de baixa energia ( Na ) e no de alta energia ( Np) diferirdo
numa magnitude determinada pela constante de distribuigao de Boltzmann ( k ):
k=R/N=1138x102JJK  (2)
Onde R ¢ a constante dos gases ideais = 8.314 J/ ( mol.K)
e N niimero de Avogadro = 6.022 x 10% mol”

NB/Na =exp(- AE/KT) (3)

Quando um sinal de radio frequéncia é aplicado ao sistema, esta distribuigfio ¢ mudada se
a radio frequéncia coincide com a frequéncia na qual os niicleos magnéticos estdo
presentes naturalmente no campo magnético Bo: alguns dos niicleos no estado Na sdo
promovidos do estado de baixa energia, para o estado de alta energia, e N aumenta. A

frequéncia é dada por: v =yBo /2% (4)

E depende tanto do campo magnético aplicado como da natureza do niicleo em questdo,

isto & do ambiente electronico deste nicleo.
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4. Parte Experimental

Experiéncia 1

Sintese de Cloreto de Cloroacetil ( CICH,COCIl)

Reagentes:

1. Acido monocloroacético ( CICH,COOH ), M = 94.50 g/mol

2. Cloreto de tionila ( SOCl ), p = 1.631 g/em® , M = 118.97 g/mol

3. Cloreto de Sulfurila ( SO,Cly ), AR, p=1.680 g/cm3 » MM = 134.97 g/mol
Material:

1. Baldes de 250 ml

2. Condensadores

3. Adaptadores ( conforme a necessidade )

4

. Banho-maria com termostato regulavel

Procedimento:

Considerando a modificagfo feita no método de Barnett, a sintese de cloreto de cloroacetil
processou-se de modo seguinte:

Misturam-se 95 g ( 1.00 mol ) de 4cido monocloroacético ( CICH,CO,H )

€ 130g (0.963 mol) de cloreto de tionila ( SOCIy) e refluxa-se durante 2 a 3 horas em
banho-maria até que a libertagdo de SO, e HCI torne-se lenta. O cloreto de cloroacetil

formado € separado do acido que ndo reagiu por destilagfio ( P.E. = 108-110°C).

Reacgdo:

o o)
I
C|CH2—4 + Cl—s-cl —> C|CH2_< + SO,
OH - HCI Cl

28
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Resultado:

Obteve-se 91.26 g de Cloreto de Cloroacetil, o que corresponde a um rendimento de 80.8% .
Experiéncia 2

Sintese de N-Cloroacetilbenzenossulfonamida ( C¢HsSO,NHCOCH,Cl)

Reagentes:
1. Cloreto de Cloroacetil ( preparado na exp.1 )
2. Benzenossulfonamida
Procedimento:
Pesam-se 20.72 g ( 0.132 mol ) de benzenossulfonamida e junta-se num baldo de 250 ml com
0.15mol ( 16.95 g) de Cloreto de cloroacetil.
Refluxa-se durante 3 a 4 horas ¢ deixa-se repousar durante a noite. Formam-se cristais.
Filtra-se por sucgdo lavando com éter de petroleo. Os cristais obtidos sfo reprecipitados em
hidrogenocarbonato de sédio a 10% e recristalizam-se em etanol aquoso com carvio
activado.

Reacgdo:
O
0 .
+ cich—< —p{—[(
Cl

Reprecipitagdo: .
O N-cloroacetilbenzenossulfonamida foi dissolvido em bicarbonato de sodio a 10%,

observa-se a libertagdo de didxido de carbono de acordo com o esquema de reacgdio abaixo:

i NaHCO,
= S—N=CCH,Cl ———>
I -HC!I

impuro
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0
I
S—N=r—CH,CI | N
@—1 —[— a + CO,

O término da libertagéo de diéxido do carbono indica o fim da reacgio.

Adiciona-se 0.25g de carvio activado, aquece-se a fervura durante 5 minutos e filtra-se
gravitacionalmente. Acidifica-se o filtrado com acido acético ou cloridrico até a formagio

do precipitado:

0
+  CHCOOH _ @ _/(
—~N=—CH,C! | Na
Q ol“ 2 -NaCI I

purificado

Deixam-se secar os cristais e recristaliza-se em etanol aquoso ¢ determina-se o ponto de
fusdo.

Resultados:

P.F.=104-105°C

Obteve-se 22.51 g de N-Cloroacetilbenzenossulfonamida, o que corresponde a um
rendimento de 73.08 %.

A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl é igual a
6.05 %., a percentagem teorica € igual 2 5.99 %.

A massa molar experimental (Eqqiv exp ) € igual a 230.80, a tedrica (Eqyy teor ) € igual a
231.0

O valor de Ry determinado em placa de silica gel 60 Fas4 usando como eluente
acetona-cloroformio 1:1 € igual a 0.91 .

A sintese do mesmo composto substituindo o cloreto de cloroacetil pelo dcido acético e

pentacloreto de fésforo da um rendimento comparativamente inferior.
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Reaccdo :

0
Il
S—NH, + CH,COOH + PCl, —
I ® - POCI,

o - HCI

Procedimento:

Pesam-se para um baldo de destilagdo 1.57g ( 0.01 mol ) de benzenossulfonamida e 2.08g
(0.01 mol ) de pentacloreto de fosforo e deitam-se 0.6 g ~ 1 mi ( 0.01 mol ) de 4cido glacial
acético ( densidade =1.05 g/ cm’ ). Deitam-se 40 ml de dicloroetano seco e refluxa-se
durante 3 a 4 horas. Reprecipita-se em NaHCO; 10% e recristaliza-se em etanol aquoso.
Resultados:

P.F.=104-105°C
Obteve-se 0.79g de N-Cloroacetilbenzenossulfonamida, o que corresponde a um rendimento
de 33.83 %. ‘

A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl ¢ igual a
6.05 %., a percentagem tedrica € igual a 5.99 % .

A massa molar experimental (Eq,iy exp ) € igual a 230.80 , a tedrica (Equiv teor ) é igual a
231.0 . O valor de R¢ determinado em placa de silica gel 60 F154 usando como eluente

acetona-cloroformio 1:1 é igual a 0.91 .

Experiéncia 3
Sintese de N-cloroacetil-p-toluenossulfonamida
( p-CH3-C6H4802NHCOCH2Cl )

Pesam-se 16.84g ( 0.098 mol ) de p-toluenossulfonamida e juntam-se num bal3o de

.destilagdo com a capacidade de 250 ml, com 33.36g ( 0.295 mol ) de cloreto de cloroacetil e

refluxa-se durante 3 a 4 horas.Reprecipita-se e recristaliza-se.

Resultados:

P.F.=96-98 °C

Obteve-se 20.22g de N-cloroacetil-p-toluenossulfonamida, o que corresponde a um
rendimento de 82.97 %.

A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl € igual a
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5.71 %., a percentagem teodrica € igual a 5.65 % .

A massa molar experimental (Eqyv exp ) € igual a 247.90 , a tedrica (Egiy teor ) € igual a
248.0 . O valor de R; determinado em placa de silica gel 60 Fas4 usando como eluente
acetona-cloroformio 1:1 € igual a 0.82 .

A repetigdo da sintese deste composto substituindo o cloreto de cloroacetil por quantidades
molares equivalentes de p-toluenossulfonamida, acido glacial acético e pentacloreto de
fosforo, como na experiéncia 2, também resulta num rendimento inferior, de

aproximadamente 35.00 % .

Experiéncia 4

Sintese de N-cloroacetil-p-clorobenzenossulfonamida
(p-C1-CsH,SO,NHCOCH;Cl)

Reacgio:
0

. 0O 0
i
C|—< >—S-—NH + cicH—4 ——-)-CI—< >— N4
: CIeh; c| - HCl H TCHLCI

Procedimento:

Para um baldo de destilagiio pesam-se 46,86g (0.245 mol) de p-clorobenzenossulfonamida,
deitam-se 45.63g ( 0.40 mol ) de cloreto de cloroacetil e refluxa-se durante 3 a 4 horas.
Reprecipita-se e cristaliza-se do mesmo modo que nas experiéncias anteriores.
Resultados:

P.F.=138-139°C

Obteve-se 22.37g de N-cloroacetil-p-clorobenzenossulfonamida, o que corresponde a um
rendimento de 35.03 %.

A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl € igual a
5.29 %., a percentagem tedrica é igual a 5.22 % . |

A massa molar experimental (Equiv exp ) € igual a 267.90, a tedrica (Equiv teor ) é igual a
268.0 . O valor de Ry determinado em placa de silica gel 60 Fasq usando como eluente

acetona-cloroférmio 1:1 € igual a 0.61 .
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Experiéncia 5
Sintese de Cloreto de Tricloroacetil ( CC1;COCI)

Reacgdo:

0
CCIL,COOH + S— - + POCI
3 PCl, el CI:’C_<C| 3

Procedimento:

Pesam-se 32.7g ( 0.2 mol ) de 4cido tricloroacético, para um baldo de destilagio e juntam-se
41.65g ( 0.2 mol ) de pentacloreto de fosforo. Adiciona-se 40 ml de tetracloreto de carbono e
refluxa-se em banho Maria durante duas horas. Devera ocorrer uma dissolugio total dos
reagentes acompanhada de libertagdo de HCI. Separa-se o oxitricloreto de fosforo ( POCl3 )
do cloreto de tricloroacetil por destilagdo.

O P.E. de POCl; € 107.2 °C enquanto o CC1;COCI tem P.E. igual a 117-118 °C.

Resultado:

Obteve-se 16 g de CCI;COCI, o que corresponde a um rendimento de 43.96%.
Experiéncia 6

Sintese de N-tricloroacetil-p-toluenossulfonamida

( p-CH;C¢H,;SO;NHCOCCL)

Procedimento: .
Num baldo de 250 ml, introduzem-se 40 ml de etanol absoluto e langam 1.84g

(0.08 mol ) de sédio metalico. Quando a dissolugdo do sédio metalico terminar, adicionam-
se 13.68g ( 0.08 mol ) de p-toluenossulfonamida e aquece-se brandamente com refluxo
durante 10 minutos. Evapora-se o excesso de etanol na estufa e tritura-se o sal sédico de
p-toluenossulfonamida.

Reacgdes:

CH3CH20H+ Na — CH;CHZONa + % H;_)

0 0

I [}
HacO—S—NHZ + CHCHONa ——> HSCOS—NHNa

A - CH,CH,OH !

o) 0]
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Colocam-se 6.55g ( 0.036 mol ) de CCl;COCI com 30 ml de berizeno num funil de
separacgo e ajusta-se num baldo de trés bocas contendo 6.948g ( 0.036 mol ) de sal sddico de
p-toluenossulfonamida. Aquece-se refluxando durante 3 a 4 horas a uma temperatura de 40 a
45 °C enquanto goteja-se a suspensdo CCl;COCI-benzeno. Deixa-se esfriar e filtra-se lavando
com éter de petréleo frio. O produto € extraido no aparelho de Soxihet com éter de petréleo.
Reacgio:

O 0
I

H,C S—NH, + cgc—( ——> HC
I Cl - NaCl

Resultados:

P.F.=125-130°C

Obteve-se 1.80g de N-tricloroacetil-p-toluenossulfonamida, o que corresponde a um
rendimento de 14.00 %.

A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl € igual a
4.87 %., a percentagem teérica € igual a4.42 % .

A massa molar experimental (Eqivexp ) ¢ igual a 316.20 , a tedrica (Equiy teor ) € igual a
316.5 . O valor de Ry determinado em placa de silica gel 60 F,s4 usando como eluente

acetona-cloroférmio 1:1 € igual a 0.89 .

Experiéncia 7
Sintese de N-Acetilbenzenossulfonamida ( C¢HsSO,NHCOCH; ) [ 19]

Procedimento:
15.7 g ( 0.1mol ) de benzenossulfonamida sdo refluxadas com 15.63g ( 0.25mol = 17.8 ml)

de cloreto de acetil durante 3 a 4 horas. ( Adicionam-se mais 0.25 mol de 4cido glacial
acético para cobrir toda a sulfonamida ) Depois da remogdo do excesso de cloreto de acetil,
por destilagdo, a mistura reaccional fria ¢ adicionada gelo. Filtra-se o produto, lavando com
dgua fria. O produto € dissolvido em NaHCO3; 10% morno com carvio activado filtra-se e

acidifica-se até a reprecipitagio.
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Reacgio:

O wl L
S—NH, + —_— —
2 L o -HC Oﬁ N “cH
O O 3

Resultados:

P.F.=124-125°C

Obteve-se 12.50 g de N-Acetilbenzenossulfonamida, o que corresponde a um rendimento de
62.81%.

A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl € igual a

7.00 %., a percentagem tedrica ¢ igual a 7.03 % .

A massa molar experimental (Equivexp ) € igual a 198.70 , a tedrica (Equiv teor )} € igual a
199.0 . O valor de Ry determinado em placa de silica gel 60 Fys4 usando como eluente
acetona-cloroformio 1:1 ¢ igual a 0.91 .

S#o necessédrias 5 a 6 horas para conseguir a acetilagdo de benzenossulfonamida com
anidrido acético, entretanto o rendimento é 0 mesmo. .

Experiéncia 8

Sintese de N-acetil-p-toluenossulfonamida ( p-H;C-C¢H,SO,NHCOCH; )
Procedimento:

42.75 g ( 0.25 mol ) de p-toluenossulfonamida, sio refluxadas durante 3 a 4 horas com
49.06g ( 0.625 mol = 44.6 ml ) de cloreto de acetil. Depois da remogdo de excesso de cloreto
de acetil procede-se como na experiéncia 7 .

Resultados:

P.F.=135-137°C

Obteve-se 40.00 g de N-acetil-p-toluenossulfonamida, o que corresponde a um rendimento de
75.12 %.
A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl ¢ igual a
6.59 %., a percentagem teorica € igual 2 6.57 %..
A massa molar experimental (Equiv exp ) € igual a 212.80 , a tedrica (Equiv teor ) é igual a

213.0. O valor de Ry determinado em placa de silica gel 60 Fas4 usando como eluente

35
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acetona-cloroférmio 1:1 € igual a 0.93 .
Experiéncia 9
Sintese de N-acetil-p-carboxibenzenossulfonamina

(p- HOOC-C4H,SO;NHCOCHj; )

Procedimento:

14 g ( 0.07 mol ) de p-carboxibenzenossulfonamina, sio refluxadas com 35.7 g ( 0.35 mol =
33ml ) de anidrido acético, durante 5 a 6 horas. Adiciona-se uma gota de acido sulfiirico
concentrado. Deixa-se arrefecer e langa-se gelo na mistura raccional. Filtra-se por sucgdo o
precipitado formado e dissolve-se em NaHCO; 10%. Recristaliza-se em etanol aquoso.

Reacgiio:

I H,S0,
HOOC ~NH, + (CH,C0),0 ——  HOOC -N—4
f - CH,COOH | H CH,

Resultados :

P.F.=187-189°C

Obteve-se 13.6 g de N-acetil-p-carboxibenzenossulfonamida, o que corresponde a um
rendimento de 80.33 %.

A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl ¢ igual a
5.99 %., a percentagem tedrica € igual a 5.79 % .

A massa molar experimental (Equiv €xp ) € igual a 242.0, a te6rica (Equiv teor ) € igual a
243.0 . O valor de Ry determinado em placa de silica gel 60 Fas4 usando como eluente
acetona-cloroférmio 1:1 € igual a 0.87 .

Experiéncia 10

Sintese de N-acetil-p-clorobenzenossulfonamida

( p-CI-CcH;SO,NHCOCHj; )

Realizou-se esta sintese do mesmo modo que na experiéncia 9. Pesam-se 0.07 mol de

p-clorobenzenossulfonamida.
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Reacgdo:

0O
Il

0 - CH,COOH

Resultados

P.F.=194-195°C

Obteve-se 14.30 g de N-acetil-p-clorobenzenossulfonamida, o que corresponde a um
rendimento de 87.52 %.

A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl é igual a
6.05 %., a percentagem teorica ¢ igual a 5.99%. '

A massa molar experimental (Equiv €xp ) € igual a 232.60, a tedrica (Equiv teor ) € igual a
233.5. O valor de Ry determinado em placa de silica gel 60 F»s4 usando como eluente
acetona-cloroférmio 1:1 € igual a 0.86 .

Experiéncia 11

Sintese de N-cianoacetil-p-toluenossulfonamida

( p-CHs-CsH, SO, NHCOCH,CN )

Procedimento:

Introduz-se num baldo de destilagdo, 34.2g ( 0.2 mol ) de sal sodico de
p-toluenossulfonamida ( que se obtém como descrito na experiéncia 6 ) e adicionam-se
0.2 mol de éster etilcianoacético ( densidade = 1.06 g/cm® ) mais um excesso em 25%.
Adicionam-se 50 ml de metanol absoluto e refluxa-se durante 4 a 5 horas. Obtém-se uma
cor vermelha intensa. Destila-se 0 metanol absoluto, € o residuo € dissolvido em agua.
Neutraliza-se. Filtra-se a sulfonamida que ndo reagiu. O filtrado acidifica-se e deixa-se
repousar. Forma-se um precipitado vermelho. Recristaliza-se varias vezes em etanol
aquoso com carvio activado.

Reacgio:

Hac—Q—I—NHNa + C,HOCOCH,CN ——> HC
- C,H,ONa
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Resultados

P.F.=186-187°C

Obteve-se 12.0 g de N-cianoacetil-p-toluenossulfonamida, o que corresponde a um
rendimento de 30.23 %.

A % de Nitrogénio determinada experimentalmente pelo método de Kjeldahl é igual a
6.59 %., a percentagem teérica € igual a 6.57 % .

A massa molar experimental (Equiv exp ) € igual a 212.80 , a teérica (Equiv teor ) € igual a
213.0 . O valor de Ry determinado em placa de silica gel 60 Fas4 usando como eluente

acetona-cloroférmio 1:1 € igual a 0.29 .

Experiéncia 12

Obtenc¢io de Arenossulfonilacetimidoil cloreto

As sulfacetamidas obtidas foram posteriormente utilizadas na sintese de amidinas:
misturam-se quantidades molares iguais de sulfacetamida ¢ pentacloreto de fésforo em
tetracloreto de carbono e refluxa-se durante 40 minutos, ocorrendo uma dissolugéo total
dos compostos iniciais. Filtra-se, rapidamente a solug#o a quente por sucg¢do. Transfere-se
o filtrado para um erlenmayer e adiciona-se n-hexano até o aparecimento de turvagdo.
Deixa-se na geleira durante 10 horas. Filtram-se os cristais formados lavando com

n-hexano frio. Guarda-se o produto no excicador com secagem a vacuo.

O 0
{
— + PCl, ——>» R —N——¢CH
Ol e e O
0 CH 3 Cl

3 -HCI

O imidoil cloreto formado é muito reactivo ¢ pode facilmente reagir com aminas

primdrias e secundarias dando amidinas:

O

[l
R S—N—/—CH "R R ~N=1—CH
e ¢ e g

O Cl NR“ R“I
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4.1. Teste Preliminar de Actividade Antifingica

1. Faz-se o cultivo de Fungos. ( Aspergillus, Fusarium, etc );
Preparag¢do da solugdo mde- Pesam-se 10 g de ragio animal para um erlenmayer
seco e esterilizado e deitam-se 90 ml de agua peptonada. Agita-se durante 5 minutos e
fazem-se diluigdes. A 4dgua peptonada prepara-se dissolvendo 1 g de peptonae 8.5 g

de NaCl em um litro de dgua destilada.

Diluicées:
a- lml de solugfio mae para 9 ml de dgua peptonada, agita-se
b - 1ml de solugéo ‘a’ para 9 ml de 4gua peptonada, agita-se

¢ - Iml de solugfo ‘b’ para 9 ml de dgua peptonada, agita-se.

I ml da diluigdio ‘¢’ (conc. = 107 g/ml ) é distribuido em 4 placas de petri
( 0.25 ml cada ) que contém o meio de cultivo Cooke Rose Bengal Agar ( meio

sintético). Incuba-se a 22 °C durante 4 dias.
Composigio do meio:

Bacto soytone

Bacto Dextrose

Dihidrogeno fosfato de potassio.. 1g
Sulfato de Magnésio

Bacto Agar

Rose Bengal

2. Prepara-se o0 meio Potato Dextrose Agar ( PDA ) contendo diferentes concentragdes

do composto cuja actividade antifiingica pretende-se testar.
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Cozem-se 200g de batata em 1 L de 4gua destilada, filtra-se através de gaze, prefaz-se o
volume até¢ 1 L E adiciona-se 20 g de glicose e 15 a 20 g de agar. Distribui-se 0 meio em
5 tubos, cada um com 6 ml.

3. Prepara-se uma solugfio do composto em estudo com a concentrago de 40 mg / L.

Pesam-se 2 mg de composto em estudo e dissolvem-se em 50 ml de bicarbonato de sédio
a 10 %.

C=m/V=2mg/50.10° L =40 mg/L = 40 ppm
Donde C € a conc. em mg/L, m é a massa em mg e V é o volume em litros.
Desta solugdo pipitam-se 5 ml e diluem-se em 5 ml de bicarbonato de sédio a

10 %, obtendo-se uma concentragdo final de 20 mg/L,

Ci=dxCie d=V,/V, Ce=(5/10) x40 =20 mg/L

Donde: C¢= conc. final
d = factor de dilui¢do
C; = conc. inicial
V, = volume pipitado cuja conc. € C;

V.= volume total da solugio

em seguida pipitam-se 0.32 ml e deitam-se no tubo com 6 ml de PDA, agita-se e deixa-se
secar em posi¢lo inclinada. Neste tubo a concentrag@io do composto em estudo em PDA é
igual a 1 mg/L:

V,=032ml

V=032ml+6ml=6.32ml

d=0.32/6.32=0.05

Cr=0.05x20mg/L=1mg/L
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Pipetam-se 0.86 m! da solugdo de 40 mg/ L para o Segundo tubo, a concentrago final é 5
mg/ L ; pipetam-se 2 ml da solugao de 40g/ L para o treceiro tubo e 3.6 ml para o quarto
tubo.( O quinto tubo serve de teste em branco. )

N.? do tubo de ensaio 1 2 3 4 5

Conc. do composto emestudo (ppm) 1 S5 10 15 0
Depois da secagem dos tubos em posigdo inclinada, inoculam-se, em condigdes de
acépcia, quantidades iguais de fungo da mesma espécie.
Incuba-se a 22° C durante 4 dias.
Resultado:
No tubo em branco houve crescimento de fungos.
Nos tubos onde a conc. é de 1 ppm e 5 ppm verificou-se um ligeiro crescimento de

fungos. A partir dos 10 ppm ndo se regista nenhum crescimento de fungos.

4.2. Interpretacio de espectros de Infra'vernielhé (1V)

A decifragdo de espectros de Infravermelho faz-se comparando os dados bibliograficos
referentes aos grupos estruturais esperados no compdsto analisado e cuja formula
estrutural hipotética é conhecida com os dados espectrais do mesmo.
4.2.1.Decifrac§o do espectro IV de N-Cloroacetilbenzenossulfonamida ( 1).

1 i I L 1 i t L1 1 L ! 1
T aaaao°ac EEEE )
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Oﬁ—u-«c_ﬂpl \ \LLE
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Tabela 4.
Banda ( vem™ ) grupo estrutural;

3472.8 (larga) OH das formas tautoméricas II e II1*
3367.7 (cis, trans ) NH-
3302.0 ( trans ) NH- |
3075.0 ( Aromético, para ) C-H
3015.0 ( Aromatico, meta ) C-H
2966.0 ( Aromético, orto ) C-H
2844.0 ( simétrica ) CH,-
1718.0 ( primeira banda amidica ) C=0
1575.3 ( Aromatico ) C-C
1453.0 ( Aromatico ) C-C
1418.0 ( Aromatico ) C-C
1160.0 ( Aromético, no plano ) C-H
1346.0 ( assimétrico ) *R-SO;N<
1191.0 ( simétrica ) ‘ R-SO;N<
1084.0 ( Aromatico, no plano ) C-H
775.0 ( Aromético, fora do plano ) C-H
748.0 ( Aromatico, fora do plano ) C-H
720.0 ( Aromatico, fora do plano ) C-H
680.0 ( Aromatico, fora do plano } C-H

* ver estruturas tautomericas na pagina 49

A atribui¢do de algumas bandas do composto 1 com a estrutura esperada :

O 0

(
Ohl,
L H o “chel

O

Sugere que de facto tenha se sintetizado o composto esperado, uma vez detectadas as

bandas que caracterizam os principais grupos estruturais do mesmo. Mas, nfio podemos

42
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ainda, tomar uma decisdo conclusiva acerca da estrutura deste composto, por exemplo
n3o sabemos quantos protdes aromaticos existem ou se de facto o anel benzénico é
monosubstituido. Estas e outras questdes serdo devidamente explicadas através dos

dados espectrais de Ressondncia Magnética Nuclear.

4.2.2. Decifracio do espectro IV de N-cloroacetil-p-toluenossulfonamida (2)

Fig.10 espectro Infravermetho de N-cloroacetil-p-toluenossulfonamida
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Tabela 5.
Banda(vem' ) ' , grupo estrutural:

3500.0 (larga) ' OH das formas tautoméricas Il e I11**
3358.7 ( cis, trans )

3211.0 (trans)

3152.0 (cis)

3009.0 ( Aromatico, meta )
2958.0 ( Aromitico, orto )

Leonildo Rogério Munguambe




Sintese de compostos Biologicamente Activos na Base de Sulfonamidas

continuagdo da tabela 5.
Banda ( vem' ) grupo estrutural:

2920.8 (assimétrica ) CHl;-
2891.0 ( simétrica ) CH;-
1706.0 ( primeira banda amidica ) C=0
1595.0 ( segunda banda amidica ) Cc=0
1457.0 ( Aromatico ) C-C
1346.0 ( assimétrico ) ‘ R-SO;N<
1187.0 ( simétrica ) R-SO;N<
1084.0 ( Aromético, noplano) . C-H

** ver formas tautomeéricas na pagina 51

4.2.3. Decifraciio do espectro IV de N-acetil-p—foluenossulfonamida (3)

Fig.11 espectro Infravermelho de N-acetil-p-toluenossulfonamida
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Tabela 6.
Banda (vem™ ) grupo estrutural:

3437.5 (larga ) OH das formas tautoméricas Il e [I[***
3302.0 (trans ) NH-
3243.0 (cis) NH-
3132.0 (aromitico ) C-H
1718.0 ( primeira banda amidica ) C=0
1595.0 ( segunda banda amidica ) =0
1445.0 ( Aromatico ) C-C
1425.0 ( Aromaético ) C-C
1381.0 (assimétrico )

1326.0 ( assimétrico )

1187.0 ( simétrica )

1164.0 { Aromatico, no plano )

1088.0 ( aromatica no plano )

*** ver estruturas tautomeéricas na pagina 54

Observa-se que determinados grupos estruturais comuns aos compostos 1, 2 e 3 suas
bandas aparecem quase na mesma posi¢ao, isto €, sdo bandas de frequéncias
caracteristicas as que pertecem aos seguintes elementos estruturais: NH- ¢ C-H.

As ndo caracteristicas, mas inalteraveis nos trés compostos s3o as pertencentes aos

seguintes grupos estruturais: C=0 ; R-SO:N< ¢ C=C .

4.3. Interpretagéo de espectros de Ressonéincia Magnética Nuclear
Num espectro de RMN, a intensidade do campo magnético ¢ representada, ao longo do
espectro, na parte inferior através de uma escala delta (8 ) cujas unidades sdo dadas em
partes por milhdo ( ppm ). A intensidade do campo magnético cresce de esquerda para a

direita, contrariamente a escala de deslocamento quimico que decresce no mesmo sentido

45
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(Fig.12)) Os sinais a esquerda do espectro ocorrem em campo baixo e aqueles a direita,
estdo em alto campo magnético, por exemplo, um sinal observado a § = 3 ppm ocorre a
um campo magnético mais alto do que o observado a 8 = 6 ppm.

Os aspectos que sdo tomados em consideragiio na interpretagiio de espectros de RMN sio
dentre muitos os seguintes:

1. Identifica¢do dos diferentes tipos de protdes ( aromaticos e alifaticos ).
Contrariamente aos espectros de infravermelho, onde aparecem bandas ndo
caracteristicas, nos espectros de RMN ¢ fundamental que todos os sinais no espectro do
composto estudado sejam decifrados porque todos eles caracterizam os grupos funcionais
ou elementos estruturais do composto em estudo. Através de uma analise comparativa
entre os deslocamentos quimicos no espectro do composto registado e os dados
bibliograficos, pode se chegar a importantes conclusdes acerca da estrutura do composto.
O nimero de sinais deveré ser concordante com os diferentes tipos de protdes que o
composto apresenta. A sua intensidade integral ¢ proporcional ao nimero de protdes no
grupo correspondente, A multiplicidade dos sinais revela uma informagdo importante
acerca do numero de protdes dos grupos vizinhos. Os efeitos de acoplamento spin-spin
sdo transmitidos primariamente, através dos electrdes de ligagdo € comumente nio sfo
observados quando os protdes acoplados se acham separados por mais de trés

ligagGes o.

Para o caso dos compostos aqui sintetizados, a prova da presenca do anel benzénico na
sua estrutura € a existéncia e o numero de protdes aromaticos. Os deslocamentos

quimicos dos protdes aromaticos situam-se entre 7.00 a 8.30 ppm.

2. Decifracio de sinais de RMN através dos seus deslocamentos quimicos
Os deslocamentos quimicos sdo medidos em referéncia a absor¢@o dos protdes de
compostos padrdes, os quais sdo usados para a calibrag@o dos instrumentos. Neste

trabalho foi usado como composto de referéncia o resto de cloroférmio ( CHCl; )

resultante da dissolugfio do composto analisado em cloroférmio deuterado (CDCl3).
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Nos espectros de RMN aqui analisados, podemos verificar o sinal protonico de
cloroférmio ( CHCl; ) com o deslocamento quimico 6= 7.25 ppm.

E comum usar o tetrametilsilano ( Si(CHs)4 ) como composto de referéncia, devido a
grande diferenga de electronegatividades dos atomos de silicio e de carbono 6c0rre um

sinal mensuravel e com deslocamento quimico 8=0 ppm .

4.3.1. Decifragio do espectro de RMN de N-Cloroacetilbenzenossulfonamida ( 1).
Fig.12 espectro de RMN de N- Cloroacetllbenzenossulfonarmda

Q—S_H_‘«CH,CI

A existéncia do anel benzemco no composto sintetizado ¢é confirmada pela presenga no

seu espectro de sinais de cinco protdes aromaticos. O grupo de atomos ligado ao anel
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benzénico ¢ director meta. A distribui¢do de carga orienta-se de acordo com o esquema

abaixo:
8—
8- g+ ®)
IISQ- S" O
Y
s+ O CH20I
&

Um excesso de carga negativa (5-) origina um deslocamento quimico no sentido do
campo magnético aplicado mais forte, tal como um excesso de carga positiva (5+)
originard um deslocamento no sentido do campo magnético mais fraco. Por isso,
atribuem-se os seguintes deslocamentos para os protdes aromaéticos deste composto:
0s protdes orto apresentam &= 8.15 ppm, o protdo para apresenta 6= 7.71 ppm ; 0s protdes
meta apresentam 8= 7.62 ppm. Comparando com os dados bibliograficos dos
deslocamentos dos protdes arométicos no anel benzénico monosubstituido temos:
3= 8.22 ppm , 8, =7.41 ppm, 8, = 7.50 ppm e o nimero de componentes de sinais
indicam que Jmp = Jom, isto ¢, a multiplicidade dos sinais de meta ¢ para protdes €

tripleto e a de orto protdes é dupleto.

m o
o
m o]

O sinal do grupo metilénico (8= 4.05 ppm ) aparece deslocado para um campo mais
fraco, devido a influéncia do grupo carbonilo e do cloro. Se analisarmos os dados .
tabelados [ 20 ], verificamos que o sinal do grupo metilénico ligado ao grupo carbonilo
aparece tabelado com 8= 2.47 ppm, o sinal do mesmo grupo ligado ao cloro esta tabelado
com 8= 3.57 ppm. Tanto o grupo carbonilo como o cloro tém efeito indutor negativo,
ambos retiram electrdes da ligagdo C-H reduzindo a densidade dos electrdes 5. O
resultado é que o protdo desprotegido absorverd em campos aplicados mais baixos, por
isso o deslocamento do grupo metilénico é 8=4.05 ppm. No espectro observamos um
singleto com uma intensidade igual a 2.00, o que indica a auséncia de 4tomos adjacentes

protonados.
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Para o N-Cloroacetilbenzenossulfonamida dissolvido em solvente polar ( cloroférmio
deuterado ) coexistem duas formas tautoméricas: tautomeria sulfonil-sulfénica ( estrutura

I1T } e tautomeria cetoendlica ( estrutura I )

ﬁ 0
e )4,
i CH,CI

|

A tautomeria sulfonil-sulfénica origina um protfio com propriedades 4cidas mais
acentuadas do que o protdo originado pela tautomeria cetoendlica, isto devido a
influéncia dos dtomos de oxigénio e do enxofre na atracfio de electrdes, por isso, o sinal
do protdo do grupo estrutural correspondente encontra-se deslocado para campos mais
fracos , & = 8.88 ppm. No caso da tautomeria cetoendlica o deslocamento proténio € igual
a 1.65 ppm. O sinal do grupo N-H nfio ¢ mensuravel, por isso nio aparece neste espectro.
Por causa da ocorréncia de formas tautoméricas, o sinal proténico, por exemplo dos
protdes orto sera dado pela soma das contribuigdes individuais de cada forma. Se
dividirmos esse valor pelo niimero total de protdes correspondentes obteremos o valor do
sinal de cada protfio. Neste caso, o sinal proténico ndo € o mesmo para todos os protdes,
como havemos de demonstrar :

L™= (I + Iy + I,P™) 1 5= 1.860 + 2.887 / 5 = 0.95 ( unidades arbitrarias)
M=0"+ L+ 1 = 1,005 40435+ 0 = 1.44
I=1.44/0.95=1.52 este ¢ o valor médio do sinal do protio mével neste composto.

Iy""™™ - intensidade total dos protdes aromaticos
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I, L™ | IP™™ = intensidades integrais de orto, meta e para protdes respectivamente
lidas no espectro.
Ii™"= intensidade do protao alifitico
Iy"" = intensidade do sinal proténico do grupo HO — S = O da forma tautomérica I11
I" = intensidade do sinal protdnico do grupo HO- C=N- da forma tautomérica II
Iy' = intensidade do sinal proténico do grupo —N-H na forma tautomérica I
A percentagem das formas tautoméricas I , II e 11 calculada a partir do valor de /' , /"
e Iu'" considerando que estas intensidades tém coeficiente igual em relagdo a
percentagem do protdo movel ( Iy ) distribuido entre os sinais, é a seguinte
% AT =157 4 * 100 % = 69.79 %

% A" - 100 % - 69.79 % =30.21 %

% A' = 0 % ( ndo é mensurével )
4.3.2. Decifraciio do espectro de RMN de N-cloroacetil-p-toluenossulfonamida ( 2 )

Fig.13 espectro de RMN de N—cloroacetil-p-tolﬁe_nossﬁlfonamida
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Consideremos a ocorréncia de trés formas tautoméricas em solugdo deste composto:
Q o)

I
H.C S"'N—4
3 OII H TCHLCI

0]

7N
Ol ey 10

OH Il
i CH,CI

Il

No espectro deste composto, ¢ mensuravel o sinal do protdo movel da forma I com
deslocamento quimico 8= 4.78 ppm, e a0 mesmo tempo aparecem os sinais 6= 7.85 ppm,
8=7.35 ppm e 6= 2.44 ppm que pertencem logicamente aos sinais de orto e meta protdes
respectivamente e ao grupo CHs-Ar da forma I, pois este sinal, ndo aparece no espectro
do composto 1, onde ndo ¢ mensuravel o sinal proténico do grupo N-H da forma [.

A confirmag@io evidente da existéncia do anel benzénico dissubstituido, ¢ a presenga de
dois sinais de protdes aromaticos orto ¢ meta .
No espectro, o 5= 8.05 ppm corresponde aos protdes orto das formas tautoméricas II e Il
cuja intensidade integral € igual a 1.174 ( unidades arbitrarias ) e 0 6= 7.42 ppm
corresponde aos protdes meta das formas Il e I11. A
A densidade electrénica da ligagdo N-H é maior neste composto que no primeiro,
tornando o aparecimento da forma I detectavel.
O sinal do grupo metilénico ligado ao cloro aparece no espectro com 8= 4.05 ppm para as
formas I e Il € 6=4.20 ppm para a forma [.

Neste espectro € possivel observar um sinal originado pelo grupo metil na posicgio para
do anel benzénico ( CH;-Ar ). Pode-se chegar facilmente a conclusdo de que este sinal é

originado por trés protdes fazendo uma relagdo entre a intensidade deste sinal cujo
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&= 4.05 ppm ¢ a intensidade do grupo CHyCl, isto é 2.00/ 1.235 = 1.62 que € um valor

muito préximo ao da relag@o do nimero dos seus protdes, quer dizer3/2=1.5 .

Da mesma maneira, a intensidade de um prot3o aromatico € a contribuigio das

intensidades das trés formas tautoméricas;

"= (1™ + ™) 14

"™ =(1.174+0.119+1.243)/4=0.634
L™ = Iy + Iy + I = 0.655 + 0.139 + 0.432 = 1.226
Isto prova que em Ressonédncia Magnética Nuclear protonica de impulsos, os sinais a
partir de um protéo sfo diferentes o que nfio permite calcular certamente as percentagens
das formas I, Il e III.

Calcula-se a nivel semiquantitativo a percentagem da forma tautomérica I:

1.226 -----100 %
0.139 - %A’
%Al =11.26 %

Calculando da mesma maneira tem-se que a % A"=3524% ¢ % A"M=53.50%.
A percentagem quase real da forma I € calculada através da média das intensidades dos
orto protdes, do grupo metilénico e do grupo CHj3-Ar:

a) através das intensidades dos orto protdes :

Iyw+h=1174+0.119=1293
100 %
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b) através do sinal do grupo metilénico ( CH>Cl ):
I'nwm+5H=0.116+1.235=1.351
1.351 ---- 100 %
0.116 -y
y=859%
¢) através da altura ( H ) do sinal { medida no espectro } do grupo CHs-Ar
Hyn= 149 mm ; H;=12.81 mm; '
149 mm 100 %
12.81mm ---- z
z=8.60 %
A percentagem real sera a média dos trés valores (x ,yez):
% A'=(9.20% +8.59% +8.60 % )/ 3 = 8.80 %
% A = 100% - 8.8% = 91.20 %

Calcula-se % A" e % A" separadamente :

% A" +% A" 20.655 +0.432 = 1.087

1.087 91.20 %
o5 All

% A" 236.25%

| e % A" =91.20 % - 36.25 % = 54.95 %

Comparando os dados semiquantitativos das formas I, [l e IIl e os quase reais
( em parénteses ) podemos chegar a conclusdo de que o célculo semiquantitativo, reflecte

bem a percentagem das formas tautoméricas I, Il e 11I:

%A'=11.34%(8.8%)
% A" =35.24 % (36.25% )
% A™ =53.43 % (54.95 %)
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“’-\
L

4.3.3. Decifracio do espectro de RMN de N-acetil-p-toluenossulfonamida ( 3 )
Fig.14 espectro de RMN de N-acetil-p-toluenossulfonamida

1, ;
H:.CO_g-ﬁ—”\cpg o LRy (Lf,ﬂ)

Consideremos as formas tautoméricas possiveis para este composto:

: (I:I’ (o)
e~ )4
0 CH
I

3

Neste espectro, ndo temos o sinal do grupo CH,Cl, mas sim o do grupo acetil ( -COCH; )

cujo =2.08 ppm que correspondente as trés formas. A sua intensidade integral é igual
a2.749
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Podem fazer-se as mesmas interpretagdes que no espectro do composto 2.
Como nos casos anteriores calculamos a intensidade de um protdo aromaitico e alifatico.
I = (I + Iy™") /4= (1.678 +0.378 + 1.916 ) / 4 = 0.993
L™= Iy + Iy + 1 = 0.890 + 0.536 + 0.775 = 2.201
Pela diferenga dos resultados podemos perceber que protdes de natureza quimica
diferente tém diferentes intensidades.
Para cada forma tautomérica calcula-se semiquantitativamente a percentagem respectiva
das formas I, [T e 1Il :
2.201---- 100 %
0.536 ---- % A'
% A' =24.4%
Da mesma formatem se % A" =352 % e % A" =404 %
Calcula-se a percentagem real da forma tautomérica I com base em orto protdes das
formas I, Il e I1I:
1.678 + 0.379 = 2.057
2.057 ----- 100 %
0379 - % A
%A'-184% ; % A" =100%-184%=81.6%

Mas, Iy + Iy = 0.890 + 0.775 = 1.665
Entiio as percentagens reais % A™ e % A" podem ser calculadas :
1.665 ----- 100 %
0.890 ---- % AM
% A''=43.62 %
e %A"=81.6%-43.62%=3798%
Comparativamente :
% A'=24.4% (184 %)
% A" =352%(37.98%)
% AM=40.4%(43.62%)
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Observamos que as percentagens das formas tautoméricas calculadas pelo método
semiquantitatiizo sdo proximas das percentagens reais { em parénteses ). Portanto,
conclui-se que o célculo semiquantitativo pode ser usado para tomar uma decisdo pratica
sobre a forma tautomérica que possue actividade biolégica. Foi observado que a forma
tautomérica Il aparece em maior percentagem em ambos compostos ( 1, 2 ¢ 3 ). Além,

deste facto o teste preliminar de actividade antifiingica foi realizado dissolvendo os

composto numa solugdio basica. A forma Ill apresenta propriedades écidas mais

acentuadas que a II, sendo por isso, mais provavel a sua actividade em meio basico.

5. Calculos e Resumo dos Resultados

3.1. Demonstra¢io do Calculo de Rendimento

Tomando como exemplo, para o calculo do rendimento experimental, dos compostos
aqui sintetizados, a sintese de N-cloroacetilbenzenossulfonamida, descrita na

experiéncia 2:

9 0 Rop
Orbm vl o Ot
0 ' el -HC| a8 CH,CI
MM (g/mol} 157.0 113.0 2335
massa reagente 20.72 g 16.95¢g -
n°demoles  0.132 moles 0.15 moles
massa obtida - - 22.51 g (0.096 moles )

Rend; = (20.72x233.5)/157.0=30.82g

11 = (massa obtida / Rend, ) x 100 % = (22.51 g/ 30.82 g)x 100 % = 73.04 %

onde Rend; ¢ o rendimento teodrico e n) € o rendimento experimental.
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5.2.Tabela 7. Compostos Sintetizados

i
hn H
o)

P.F. M teor
( °C ) E v teor

124 -125

193.7- 1945

-COCH; | 135-137

-COCH,CI | 104-105

-COCH,CI | 138-139

-COCH,Cl

125-130

182-187

187-189
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6. Conclusdes e recomendacdes

Os compostos sintetizados correspondem as estruturas esperadas, isto €, as

sinteses descritas na parte experimental decorreram com sucesso.

Através da determinagdo do nitrogénio elementar € do equivalente de
neutralizagdo, foi possivel avaliar qualitativamente a composigdo dos compostos
sintetizados: analisando os dados da tabela 7, € possivel notar que ndo existe uma
diferenca significativa entre os teores de nitrogénio tedricos e os experimentais,

assim como entre os valores da massa molar.

Através da determinago do ponto de fusdo e do Ry ( pela técnica de TLC )

confirmou-se a pureza dos compostos sintetizados.

Os espectros de Infravermelho ¢ de Ressonéncia Magnética Nuclear, confirmam a

identidade estrutural destes compostos.

No decurso da analise de espectros de RMN, foi possivel verificar que a forma
tautomérica sulfonil-sulfénica era a que manifestava predominantemente

propriedades antifingicas.

Através do teste preliminar de determinagio da actividade antifingica, foi
possivel, concluir que de facto os compostos sintetizados possuem actividade
antifiingica, esperando-se entretanto a confirmagdo da sua actividade nematicida,

pela Faculdade de Agronomia da U.E.M.,
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7. A toxicidade destes compostos para o Homem, nio foi ainda estudada,
recomenda-se que um estudo profundo seja realizado antes do seu uso como

agentes antifingicos.

8. Recomenda-se que o Departamento de Quimica, colabore com institui¢des que ja
possuem experiéncia na area de Toxicologia Alimentar, nomeadamente na area
de Micotoxinas, através da elaboragdo e realizagio de pfojectos conjuntos, de
modo a incentivar a investigagio e formagéo de quadros nacionais neste campo e
reactivar a ramo opcional de Quimica Alimentar. O Instituto Nacional de
Investigagdo Veterindria, € uma institui¢iio com potenciais capaéidades neste
campo, devido ao crescente apoio que tem recebido de instituigdes internacionais,
como por exemplo, a Agéncia Australiana de Desenvolvimento Internacional,

pelo que é um parceiro recomendavel.
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Anexo 1. Propriedades fisico-quimicas de algumas micotoxinas

Fungo : Aspergilus flavus e Aspergillus parasiticus

Metabolitos : AFB1, AFB2, AFM1, AFM2, AFG1, AFG2.
Toxicidade : 7.2 mg/ kg

Efeito: cirrose de figado, cancro de figado.

Ocorréncia: Amendoim, mitho, ragdes animais, leite e derivados.
Estruturas moleculares :

O
! N
lOJ\O l = oM

fig.1AFB1

e

fig.4 AFG2

0]
(‘)H

_LO O|

fig.5 AFM!1 fig.6 AFM2
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Anexo 1. Propriedades fisico-quimicas de algumas micotoxinas

Pardmetros espectofotométricos

Micotoxina For. Mol. M.M. Solv., Abs(e) Amix.(nm)

AFBI C7H120s 31228 benz-acetonitrilo 19800 353
(98:2 Viy)

AFB2 C { 7H|405 314.30 Cloroférmio 20600 353

AFB2 . HiuOe 31430  benz-acetonitrilo 20900 355
(98:2 V1v) :

AFG1 C7H,,04 328.28 benz-acetonitrilo 17100 355
(98:2 Viv)

AFG2 Ci7H 1404 330.30  benz-acetonitrilo 18200 357
(98:2 Viy)

AFMI1 Ci7H20; 32828 . Cloroférmio 19950 357

OTA CyoH1gNOg  403.82 benz-acetonitrilo 5550 333
(98:1 Yiv)

OTB Cs0H1sNOg  369.38 benz-acetonitrilo 6000 320
(98:1 V/y)

Patulin CsHe04 154.12  alcool absoluto ‘14540 276
Patulin C7HO4 154.12  Metanol 12880 275
Zearalenone  C;gH3:0s5 318.31 alcool etilico 29700 236
Zearalenone C;3H;,05 318.31 alcool etilico 13909 274
Zearalenone C;3H2205 318.31 alcool etilico 6020 316

Esterigmatocistina C;gH140¢ 326.31  benz 15200 325

benz = benzeno




Anexo 1. Propriedades fisico-quimicas de algumas micotoxinas

Fungo : Aspergillus ochraceus

Metabolitos : Ochratoxina A ( OTA ) e Ochratoxina B (OTB)
Toxicidade: 20 mg/ kg

Efeito: destrui¢do pulmonar
Ocorréncia : Cevada, milho, ragdes animais
Estruturas moleculares :

O

Fungo : Aspergillus clavatus e Penicilum urticae

Metabolitos : Patulin

Toxicidade: 35 mg/kg

Efeito: hemorragia cerebral.
Ocorréncia: Sumos e fruta em putrefagdo
Estrutura molecular :

fig.9 Patulin




Anexo 1. Propriedades fisico-quimicas de algumas micotoxinas

Fungo : Fusarium graminearum

Metabolitos : Zearalenone
Toxicidade : 0.1 mg/ kg
Efeito : Estrogenismo, infertilidade, abortos, cegueira.
Ocorréncia: ragdes animais, cereais
Estrutura molecular :
OH O CH,

fig.10 Zearalenone

Fungo : Aspergilus visicolor
A. nidulans
Metabdlitos : Esterigmatocistina
Toxicidade: 120 mg/kg
Efeito: cancro de figado
Estruturas moleculares :

OMe

fig.11 Esterigmatocistina




