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“E assim, depois de muito esperar, num dia como outro qualquer, decidi triunfar...
Decidi ndo esperar as oportunidades e sim, eu mesmo buscé-las.

Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solucao.
Decidi ver cada deserto como uma possibilidade de encontrar um oasis.

Decidi ver cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz.

Naquele dia descobri que meu Unico rival ndo era mais que minhas préprias limitacées
e que enfrenta-las era a Unica e melhor forma de as superar.

Naquele dia, descobri que eu ndo era o melhor e que talvez eu nunca tenha sido.

Deixei de me importar com quem ganha ou perde, agora, importa-me simplesmente
saber melhor o que fazer.

Aprendi que o dificil ndo é chegar la em cima, e sim deixar de subir.

Aprendi que o melhor triunfo que posso ter, é ter o direito de chamar a alguém de
‘Amigo’.

Descobri que o amor é mais que um simples estado de enamoramento, ‘0 amor é uma
filosofia de vida'.

Naquele dia, deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos passados e passei a
ser a minha prépria ténue luz deste presente.

Aprendi que de nada serve ser luz se ndo vai iluminar o caminho dos demais.
Naquele dia, decidi trocar tantas coisas...

Naguele dia, aprendi que os sonhos sédo somente para fazer-se realidade.

E desde aquele dia ja ndo durmo para descansar...

Agora simplesmente durmo para sonhar.”

Texto magnifico de Walt Disney.
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até que a sua unica alternativa é ser forte.”

Johnny Depp
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Resumo

Nos ultimos anos, os Liquidos Iénicos (LIs) tem sido considerados como meios
reacionais alternativos ecologicamente amigaveis, com inumeras propriedades
atrativas. Nesta Tese, os LlIs foram utilizados de forma eficiente na modificacéo
de ésteres e (acidos graxos) via aminodlise catalitica. Os produtos obtidos a
partir da modificacdo do 6leo de soja foram aplicados na Quimica do Biodiesel
sendo produzido um aditivo antioxidante e biocida. De forma eficiente, o LI
também foi aplicado na sintese de nanoparticulas magnéticas.Neste contexto,
o Capitulo 1 descreve a eficiéncia do sistema catalitico utilizando acidos de
Lewis (CdO ou SnCl, ou BF3OEty) suportados em LlIs imidazélios como
catalisadores na promocao de reacdes de amindlise (formacdo de amida) a
partir de ésteres e acidos carboxilicos. Relatamos a alta atividade catalitica
dos catalisadores SnCl, e CdO e este ultimo como o melhor catalisador
testado; o liquido ibnico desempenhando um importante papel na estabilizacdo
de intermediarios carregados e polares através de interacdes CH-m e
formacao de pares idnicos; um estudo mecanistico por meio da analise de ESI-
QTOF-MS(MS); a possibilidade de pelo menos oito reacfes de reciclo sem
perda de atividade do catalisador e com menos de 1 % de lixiviagdo para o
CdO e nenhuma lixiviagéo para o SnCl..

O Capitulo 2 descreve a eficiente aplicacdo da metodologia desenvolvida no
Capitulo 1 no preparo de amidas graxas em escala de grama a partir do 6leo
de soja e de &cidos graxos. Os produtos desenvolvidos apresentaram
propriedades fisico-quimicas favoraveis para serem utilizados como aditivos
antioxidantes. A avaliacdo bioldgica do material obtido mostrou que a mistura
de amidas produzida possui atividade microbicida, em diversas concentracoes,
tanto para fungos do tipo levedura e filamentoso quanto para bactérias, gram
negativas e positivas, podendo também ser utilizado com biocida em biodiesel.

O Capitulo 3 descreve a eficiente utilizacdo do Liquido idnico como meio
reacional na preparacdo de NPMs (Fe;O, e CoFe,0,4) funcionalizadas com
aminoacidos em uma Unica etapa. Foram obtidas particulas com tamanho
meédio que variam de 10 a 13 nm de acordo com andlises de DRX e
Microscopia de Transmissdao. O tipo de ferrita obtida foi identificado por
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espectroscopia Raman. Por meio de espectroscopia de absorcdo no
infravermelho pode-se verificar a funcionalizagcdo das NPMs obtidas por
aminoacidos. O meio reacional foi reutilizado pelo menos seis vezes. As
particulas foram dispersas tanto em agua quanto em pH fisiolodgico indicando

uma possivel aplicagdo biomédica dos nanomateriais obtidos.
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Abstract

lonic liquids (LIs) appear as environmentally friendly
alternative reaction media, with  many attractive  properties. In this work,
the LIs were used effectively in catalytic aminolysis (amide formation) from
esters and carboxylic acids. The products obtained from the modification of the
soybean oil were used in Biodiesel'schemistry with the production of an
antioxidant additive and biocide. Efficiently, the LI was also appliedin the
synthesis of magnetic nanoparticles.

In Chapter 1 is described the efficiency of a novel catalytic system using Lewis
acids (CdO or SnCl, or BF3-OEty) supported in imidazolium-based ionic liquids
to promote aminolysis reactions (amide formation) from esters and carboxylic
acids. We report the high catalytic activity of SnCl, and CdO as catalysts, and
the second one as the best. lonic liquid played an important role in the
stabilization of charged and polar intermediates through CH...n interactions and
ion-pairing formation. A mechanistic study through ESI-QTOF-MS(MS) and
NMR experiments was also performed. At least eight recycle reactions were
conducted with no loss of catalytic activity. ICP analyses showed less than 1%
of Cd leaching and no Sn leaching.

Chapter 2 describes the efficient application of the methodology used in
Chapter 1 for the preparation of amides on the scale of grams from soybean oil
and fatty acids. Products from these reactions showed favorable Physical-
chemistry properties for use as antioxidant additives. The biological evaluation
of the material obtained also showed that amides mixtures have microbicide
activity in various concentrations for both fungi and yeast and for filamentous
bacteria of gram negative and positive types, thus showing that the amide
derivatives can also be used as biocide additive for biodiesel blends.

Chapter 3 describes the efficient use of ionic liquids as reaction media in the
preparation of NPMs (Fe;O, and CoFe,0,) functionalized with amino acids and
in just one step. Particles were obtained with an average size ranging from 10
to 13 nm according to XRD analyses and MET. The synthesis of NPMs by
functionalization with amino acids could be confirmed by infrared absortion

spectroscopy. The type of ferrite obtained was identified by Raman
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spectroscopy. Recycle reactions were conducted at least six times. The
particles disperse well in water at physiological pH, thus indicating a possible
biomedical application of the obtained nanomaterials.
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Apresentacao da Tese

A busca crescente por fontes renovaveis de energia devido ao aumento
do consumo de combustiveis fésseis e a diminuicdo de suas reservas, aliados
a questbes politicas, sociais, econbmicas e ambientais. O principal biodiesel
produzido no Brasil, o biodiesel de soja, possui principalmente problemas
relacionados a estabilidade oxidativa. Alternativas para solucionar este
problema ja vém sendo tomadas. Porém, sao solucdes para utilizacdo em curto
prazo, sugerindo a necessidade de desenvolver metodologias envolvendo a
modificagdo quimica do biodiesel, de forma a obter um biocombustivel com
maior fluidez e estabilidade a oxidacdo, além de melhor desempenho a baixas
temperaturas.

Neste contexto, a idéia inicial da Tese era inserir nas moléculas de
biodiesel o grupo amina por meio de uma reacao de hidroaminacao (Esquema

1), conforme metodologia desenvolvida por Dupont et al.*

NH,
Lb . cat. 5mol% _
L BMI.NTY,
N 2 24h, 135 °C

H H,N
A5 Lb/@ A
+ + s~
\©\ X HIN
X
3 4 5
X

Esquema 1 - Reacéo de Hidroaminacéo e hidroarilagdo em liquidos iénicos."

1Lapis, A. A. M.; Neto, B. A. D.; Scholten, J. D.; Nachtigall, F. M.; Eberlin, M. N.; Dupont, J.
Tetrahedron Lett. 2006, 47, 6775.
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A utilizacdo da metodologia de hidroaminacgéo tinha por objetivo a busca
por um novo biocombustivel, o qual apresentaria ndo somente a sua
estabilidade oxidativa aumentada, mas também uma melhora significativa nas
suas propriedades a frio, jA que nas duplas presentes na estrutura do biodiesel
seriam trocadas pelo grupamento amina.

Em seguida, sabendo-se que recentemente em nosso grupo de
pesquisas, foi demonstrado que NPMs podem ser obtidas em uma Unica etapa
via decomposicéo térmica de precursores do tipo M"(Acac), (n =2 ou 3; M =
Fe, Co, Ni, Mn; Acac = acetilacentonato) empregando LIs como solventes e
oleilamina como agente redutor e modificador de
superficie,? a estratégia a ser adotada previa o uso dos produtos obtidos por
modificacdo quimica de biodiesel ou de acidos graxos do 6leo de soja. Assim,
esperava-se desenvolver materiais nanoestruturados baseados em
nanoparticulas (NPs) magnéticas derivadas de maguemita e ferritas do tipo
MFe,O, (M = Fe, Co, Ni, Mn, Cu, Zn), entre outras, funcionalizadas por
substancias sintetizadas pela modificacdo quimica de 6leo de soja, tendo em
vista a obtencdo de lubrificantes com propriedades magnéticas.

No entanto, sabendo-se da diferenca do substrato utilizado por Dupont
(norboneno) em relacdo ao utilizado neste trabalho, espera-se tanto o produto
de uma reacédo de hidroaminacdo quanto o de uma reagcdo de amindlise. Pelo
fato de a olefina utilizada neste trabalho ser menos reativa que a utilizada no
trabalho citado, obteve-se o produto de amindlise por meio do ataque
nucleofilico da amina a carbonila do éster ou acido carboxilico. Dessa forma,
resolveu-se investigar a fundo esse tipo de reacdo, devido a possibilidade de
desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a promoc¢ao de reacdes de
amindlises cataliticas (formagédo de amida) a partir de ésteres e acidos graxos,
envolvendo diferentes acidos de Lewis em liquidos iénicos.

Vale ressaltar que, como nao foram obtidos produtos da reacdo de
hidroaminacédo, que seriam utilizadas na producao de lubrificantes magnéticos,
resolveu-se ampliar a metodologia desenvolvida em nosso grupo de pesquisas
por Oliveira e colaboradores citada anteriormente. Dessa forma, foram

2 Oliveira, F. C. C.; Rossi, L. M.; Rubim, J. C. "Processo de obtencdo de nanoparticulas
magnéticas utilizando liquidos i6nicos como solventes e sua aplicacdo na preraracdo de
dispersfes estaveis em solventes ndo-polares.” (Prot. INPI: 012100000066). 2010.
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utilizados aminoacidos para a funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas
(NPMSs).

E importante ressaltar que a escolha por sintetizar NPMs do tipo Fesz04
(magnetita) funcionalizadas por aminoacidos se deu pelo fato de se buscar a
obtencdo de uma dispersdo estavel em meio bioldgico e/ou meio aquoso.
Levando-se em consideracdo que tanto o ferro quanto os aminoacidos estédo
presentes no organismo humano, a presenca do ferro e dos aminoacidos pode
indicar uma biocompatibilidade das NPMs formadas para com o organismo, de
forma a ndo causar danos e minimizar possiveis rejei¢cdes, possibilitando a
utilizacdo das NPMs obtidas na liberacdo controlada de farmacos, como

agentes de contraste e hipertermia, por exemplo.

18



1. Reac0es de amidacdo (aminolise) catalitica em
Liquidos I6nicos

1.1lIintroducéao

A construcédo de moléculas com aplicacao bioldgica ou tecnoldgica, bem
como a unido de fragmentos complexos sdo pontos chaves na sintese
organica. Dessa forma, estudos que possibilitem a formacéo da ligacdo amida
sdo de grande importancia. As amidas possuem grande aplicabilidade na
industria, seja na area farmacoldgica, estando presente em aproximadamente
25 % dos farmacos conhecidos,® seja em aplicacdes tecnolégicas, como por
exemplo, na Quimica do Biodiesel.* Em virtude de tantas aplicacdes, o
empenho em estudos metodoldgicos que visem a construcdo da ligacdo amida
por um sistema catalitico, ecologicamente mais amigavel, se torna um desafio.

Apesar das amidas, em especial as amidas graxas, estarem ganhando
um destaque bastante significativo quanto as varias aplicacdes biologicas que
possuem, pouco estudo vem sendo desenvolvido quanto a sintese destes
compostos.® De um modo geral, as reacdes de amindlise sdo efetuadas a
partir de derivados de &acidos carboxilicos que possuem carbonilas mais
reativas, para um posterior tratamento com amina e formacéo da amida.® Essa
alternativa de sintese se torna viavel a partir do momento em que é sabido que
a temperatura ambiente, aminas e acidos carboxilicos levam a formacéo de
sais.

Recentemente, D'Oca e colaboradores demonstraram a sintese de
amidas graxas em duas etapas.’ A primeira, sendo a transesterificacéo do 6leo

de mamona em ésteres metilico, pelo tratamento do 6leo com acido sulftrico e

® Ghose, A. K.; Viswanadhan, V. N.; Wendoloski, J. J. Comb. Chem. 1999, 1, 55.

* Serdari, A.; Lois, E.; Stournas, S. Int. J. Energ. Res. 2000, 24, 455.

® Farrell, E. K.; Merkler, D. J. Drug Discov. Today, 2008, 13, 558.

6 (a) Bender, M. L. Chem. Rev. 1960, 53. (b) kangani, C. O.; Kelley, D. E. Tetrahedron Lett.
2005, 46, 8917. (c) Won, J. E.; Kim, K. K.; Yim, J. J.; Kim, M. J.; Kang, S. B.; Chung, H. A.; Lee,
S. G.; Yoon, Y. J. Tetrahedron, 2008, 63, 12720. (d) Kumar, N.; Krishnan, M.; Azzam, T.;
Magora, A.; Ravikumar, M. N. V.; Flanagam, D. R.; Domb, A. J. Anal. Chim. Acta, 2002, 465,
257. (e) Guo, Z.; Dowdy, E. D.; Li, W. S.; Polniaszek, R.; Delaney, E. Tetrahedron Lett. 2001,
42,1843.

! Lopes, C. R.; D'Oca, C. D. R. M.; Duarte, R. C.; Kurz, M. H. S. ; Primel, E. G ; Clementin, R.
M.; Villarreyes, J. A. M.; D'Oca, M. G. M. Quimica Nova, 2010, 33, 1335.
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metanol. A segunda etapa ocorreu do tratamento dos ésteres metilicos

derivados do 6leo de mamona com metéxido de sodio e amina (Esquema 1.1).

o ; @]
)]\ Amina )]\
R™ ome CHONa o >\pe
OH
R = \M/:\(\’)/ \’\/))\/:\’\/)/
\/\‘\”1/2 \/\Ml/df 7 7 5 7

Esquema 1.1- Metodologia de sintese de amidas graxas desenvolvida por D’
Oca e colaboradores

Este trabalho é interessante, pois além de possuirem a ligacdo amida,
0s compostos obtidos possuem longas cadeias carbbnicas que sao bastante
Uteis na Quimica Medicinal e na Quimica do Biodiesel. Vale ressaltar que foram
obtidas amidas graxas a partir de aminas aciclicas e ciclicas por um processo
simples. A sintese, porém, ocorre em duas etapas e utiliza-se uma base forte
adicional.

Um outro método, desenvolvido por Jana e colaboradores, sintetiza
amidas a partir de alcoois secundarios e amina.® Nesta reacdo, a sintese é

mediada por cloreto de ferro (llI) em nitrometano (Esquema 1.2).

OH NH-R,

Ri * Ry-NHy FeCl; (5 mol%) Ri + H,0
CH3NO,

R = Alquil, Aril ou Alila
R, = PhCO, Ts, CH3CO ou CH,=CHCO

Esquema 1.2— Reacdo de amidacéo de alcoois alilicos e benzilicos catalisada
por FeCl;

Apesar de ser um método que utiliza um catalisador bastante pratico, a
metodologia € bastante restrita, ndo sendo utilizada para sistemas simples

como ésteres e acidos carboxilicos.

8 Jana, U.; Maiti, S.; Biswas, S. Tetrahedron. Lett. 2008, 49, 858.
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Em 2007, Hu e colaboradores sintetizaram amidas a partir do
acoplamento do &cido carboxilico e azida via formacdo de selenotriazolina
(Esquema 1.3).°

o]
o J\_ o o
A o O AR
R© 0 O
6 THF, 0 °C

Esquema 1.3- Reacdo de acoplamento de &cidos carboxilicos e azida via

formacéao de selenotriazolina

Nessa metodologia, os acidos carboxilicos sdo tratados com LiAIHSeH
para ativacdo do &cido carboxilico na forma de selenocarboxilatos. Em
seguida, esses reagem com azidas para a formacdo de amidas via formacéo
de selenotriazolina. Apesar de ser um método interessante, que ocorre de
forma one pot, ndo se trata de um método muito viavel por utilizar reagentes
caros.

Recentemente, em outro trabalho, D’Oca e colaboradores demonstraram
a sintese de amidas graxas com atividade antituberculose.'® Neste trabalho, os
autores demonstraram dois métodos de sintese. O primeiro método ocorre em
duas etapas, sendo a primeira de esterificacdo, seguida do tratamento dos

ésteres obtidos com amina em acetonitrila (Esquema 1.4).

9Wu, X.; Hu, L. J. Org. Chem. 2007, 72, 765.
10 D’'Oca, C. D. M.; Coelho, T.; Marinho, T. G.; Hack, C.R,L.; Duarte, R. C.; da Silva, P. A.;
D'Oca, M. G. M. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 5255.
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Aminas Benzilicas,
DCC, DMAP, EtsN
60 - 80%

O 'e) Alquil aminas o
BS MeOH, H,SO4 PY MeCN
R™ "OH 83-94% R OMe 55830, ~ R™ "NRiR;

Esquema 1.4- Sintese de amidas graxas

O segundo método ocorre pelo tratamento de acidos graxos com aminas
benzilicas, DCC, DMAP, EtsN em acetonitrila com rendimentos que variam de
moderados a bons (Esquema 1.4). Este trabalho apesar de ter levado a
diversas amidas com atividade antituberculose, sendo bastante significante na
area biolégica, faz uso de reagentes de custo elevado, o que € em muitos
casos limitante quanto a aplicabilidade da metodologia. Outro fator importante,
€ que em um dos casos, a metodologia necessita de duas etapas para sintese
de amidas graxas, ndo podendo ser utilizada diretamente a partir de acidos
graxos de 6leos vegetais e animais.

De um modo geral, véarias metodologias de amindlise foram
desenvolvidas. Nessas metodologias, sdo obtidos baixos rendimentos, utilizam-
se reagentes caros, o sistema ocorre com dificil separacdo do produto e a ndo
reutilizacdo do catalisador, ocorrem com o emprego de grande excesso molar
de reagentes, o uso de solventes organicos e, em alguns casos, a presenca de
uma base adicional tornam estes métodos ndo muito utilizados. Alguns
exemplos, sdo a utilizacdo de Sn (IV), Sm (Ill),*! enzimas,*? deoxo-reagente

fltor,*® ésteres ativados com benzotriazoéis,'* ou de solvente.®

** Chisholm, M. H.; Delbridge, E. E.; Gallucci, J. C. New J. Chem. 2004, 28, 145.

12 (a) Couturier, L.; Taupin, D.; Yvergnaux, F. J. Mol. Catal. B: Enz. 2009, 56, 29. (b) Aoyagi, N.;
Kawauchi, S.; lzumi, T. Tetrahedron Lett. 2003, 44, 5609. (c) Dhake, K. P.; Qureshi, Z. S.;
Singhal, R. S.; Bhanage, B. M. Tetrahedron Lett. 2009, 50, 2811.

13 Kangani, C. O.; Kelley, D. E. Tetrahedron Lett. 2005, 46, 8917.

4 (@) Carpino, L. A. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 4397. (b) Malow, M.; Wehrstedt, K.D.;

Neuenfeld, S. Tetrahedron Lett. 2007, 48, 1233.

'® (a) Karis, N. D.; Loughlin, W. A.; Jenkins, |. D. Tetrahedron 2007, 63, 12303. (b) Sabot, C.;

Kumar, K. A.; Meunier, S.; Mioskowski, C. Tetrahedron Lett. 2007, 48, 3863.
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Dentre os grandes problemas das metodologias citadas anteriormente,
esta o uso de solventes organicos. A busca por metodologias cada vez mais
eficientes deve estar aliada ao desenvolvimento auto-sustentavel. Com isso, é
crescente a preocupacao com o desenvolvimento de técnicas e metodologias
gue reduzam ou eliminem o uso de solventes ou a geracado de produtos e
subprodutos toxicos, 0s quais sdo nocivos a saude humana ou ao meio
ambiente. '® Apesar de alguns trabalhos na literatura contestarem pontos
relacionados a toxidez dos Lls,'” estes tém sido considerados como meios
reacionais alternativos ecologicamente amigaveis, com inumeras propriedades
atrativas, sendo em diversos casos, facilmente adaptado ao processo
industrial, se enquadrando perfeitamente na quimica sustentavel (LIs, Figura
1.1). 18

I\ X

1.1a X = InCl,, BMLInCl, (tetracloroindato de 1-n-butil-3-metilimidazol)

1.2b X = PFg, BMI.PFg (hexafluorofosfato de 1-n-butil-3-metilimidazol)

1.3c X = BF,, BMI.BF, (bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-n-butil-3-metilimidazol)
1.4d X = CI, BMI.Cl (cloreto de 1-n-butil-3-metilimidazol)

1.5e X = AlCl,, BMILAICI, (tetracloroaluminato de 1-n-butil-3-metilimidazol)

Figura 1.1. Liquidos ibnicos comumente utilizados

Por serem bons solventes para materiais organicos e inorganicos, os LIs
tornam viavel a utilizacdo de ambos materiais no mesmo meio reacional.
Possuem pressao de vapor desprezivel, o que os torna um excelente solvente
para quimica verde. Outras caracteristicas relevantes tornam ainda mais

atrativa a utilizagéo de Lls, tais como: s&o solventes ndo coordenantes; podem

'® Collins, T. Science 2001, 291, 48.

7 (@) Samori, C.; Sciutto, G.; Pezzolesi, L.; Galletti, P.; Guerrini, F.; Mazzeo, R.; Pistocchi,

R.; Prati, S.; Tagliavini, E. Chem. Res. Toxicol. 2011, 24, 392. (b) Ranke, J.; Stolte, S.;

Stormann, R.; Arning, J.; Jastorff, B. Chem. Rev. 2007, 107, 2183. (c) Pham, T. T. P.; Cho,

C.W.,; Yun, Y.S. Water Res. 2010, 44, 352.

18 (a) Schith, F Chem. Unserer Zeit 2006, 40, 92-103. (b) Reichhardt, C; Solvents and Solvent
Effects in Organic Chemistry, Wiley-VCH: Weinheim, 4™ Edition 2010. (c) Wasserscheid, P.;
Welton, T.; lonic Liquids in Synthesis, Wiley-VCH: Weinheim, 2" Edition 2007.
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ser utilizados em catalise heterogénea; ha diversos relatos na literatura de que
melhoram a seletividade e rendimentos de reacbes organicas;’® além de
promoverem reacdes que em meio de solventes organicos classicos séo
dificeis de ocorrer.?® Além disso, podem ser utilizados em reacgdes de reciclo,
as quais sao importantes devido a economia e a conservacgao de recurso. De
um modo geral, a importancia dos LlIs esté intimamente ligada a sua estrutura,
0 que possibilita a capacidade de co-promover a formacdo e/ou estabilizagéo
de intermediarios através da formacdo de diversos pares ibnicos
supramoleculares: é o chamado “efeito do liquido i6nico” (“ionic liquid effect”).?
Esses pares idnicos supramoleculares que os Lls apresentam sédo formados
por meio de interacdes do tipo: forcas de interacdo Coulombianas, ligacdes de
hidrogénio, interagcbes do tipo empilhamento T (Tr-stacking) entre anéis
aromaticos e interacdes do tipo van der Walls entre cadeias alifaticas.?

Mediante o exposto, e sabendo da importancia de se desenvolver
sistemas cataliticos para promocao de reacbes importantes como as reacdes
de amindlises de ésteres (e &cidos carboxilicos) que estdo entre as reacdes
mais bésicas e fundamentais,® especialmente na geracdo de amidas em
biomoléculas, torna-se altamente desafiador o desenvolvimento de uma
metodologia que alie a Quimica sustentavel, a formacéo da ligacdo carbono-
nitrogénio e a utilizacéo de sistemas cataliticos eficientes.

19 (a) Pilli, R. A.; Robello, L. G.; Camilo, N. S.; Dupont, J.; Lapis, A. A. M.; DaSilveira Neto, B. A.
Tetrahedron Let. 2006, 47, 1669. (b) DaSilveira Neto, B. A; Ebeling, G.; Gongalves, R. S;
Gozzo, F. C.; Eberlin, M. N.; Dupont, J. Synthesis 2004, 1155. (c) Neto, B. A. D.; Lapis, A. A.
M.; Alves, M. B., Nachtigall, F. M.; Eberlin, M. N.; Dupont, J.; Suarez, P. A. Z. J. Catal. 2007,
249, 154.

20 (&) Chauvin, Y.; Mussmann, L.; Olivier, H. Angew. Chem. Int. Ed. 1996, 34, 2698. (b) Dullius,
J. E. L.; Suarez, P. A. Z.; Einloft, S.; de Souza, R. F.; Dupont, J. Organometallics 1998, 17,
815. (c) Carmichael, A. J.; Earle, M. J.; Holbrey, J. D.; McCormac, P. B.; Seddon, K. R. Org.
Lett. 1999, 1, 997. (d) de Bellefon, C.; Pollet, E.; Grenouillet, P. J. Mol. Catal. A: Chem. 1999,
145, 121.

2 Dupont, J. J. Braz. Chem. Soc. 2004, 15, 341.

2 Consorti, C. S.; de Souza, R. F.; Dupont, J.; Suarez, P. A. Z. Quim. Nova, 2001, 24, 830.

% llieva, S.; Galabov, B.; Musaev, D. G.; Morokuma, K.; Schaefer, H. F. J. Org. Chem. 2003,

68, 1496.
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1.20bjetivo

Desenvolver uma metodologia de amindlise cataliica em meio

ecologicamente amigéavel (liquidos idnicos - LIs).

1.2.1 Metas

e Sintese dos LIs imidazélios;

e Estudo de condi¢des reacionais envolvendo variagbes do meio,
aminas, catalisadores, ésteres e acidos carboxilicos utilizados;

e Viabilizac&o de reacdes de reciclo;

e Estudo do efeito do LI na reacao;

e Estudo mecanistico da reacdo de amindlise.

25



1.3Resultados e Discusséo
1.3.1 ReacOes de amidacéo catalitica em liquidos i6nicos

A primeira etapa do trabalho foi a sintese do LI imidazoélio (BMI.NTf,) de
acordo com a metodologia desenvolvida por Dupont e colaboradores (Esquema
1.5).24

T2\ s Me~cl__MecN J\ el )

— p7 — ~

Me™ ™ goec.agh  Me T B HO € o
1.6 1.7 93% 18 Cl t.a. 40 min 1.9  TNTf,

89%

Esquema 1.5- Preparacéo do bis-(trifluorometilsulfonil)imida de 1-n-butil-3-

metilimidazolio (1.9).

De acordo com o Esquema 1.5, o composto (1.8) foi obtido pelo
tratamento de N-metilimidazol (1.6) com 1-cloro-butano (1.7) a 80 °C em
acetonitrila anidra por 48 h, obtendo-se o produto em 93% de rendimento. Em
seguida, o composto (1.8) foi tratado com LiNTf, em agua por 40 min a
temperatura ambiente para a obtencdo do LI (BMI.NTf;) em 89% de
rendimento. O LI obtido foi caracterizado por analise de Ressonancia
Magnética Nuclear (*H e *C RMN). Vale ressaltar que para compreender a
troca ibnica para a formacdo do LI dois fatores devem ser levados em
consideracdo: a estabilidade do anion (a formag&o do par idnico BMI* e NTf, é
energeticamente mais favoravel em relagdo ao par i6nico BMI® e CI) e a
solubilidade (efeito salting-out - o LiCl formado se solubiliza na agua diminuindo
a solubilidade do LI formado, que fica na fase organica).?

AplGs a sintese do LI, testou-se uma reacdo utilizando-se oleato de

metila (1.10) como substrato modelo, principalmente devido a aplicacédo de

diversos de seus derivados na indistria quimica®® (Esquema 1.6).

24 Dupont, J.; Consorti, C. S.; Suarez, P. A. Z.; de Souza, R. F. Organic Syntheses, Coll. Vol.
2004, 10, 184 e 2002, 79, 236.

% Hey, M. J.; Jackson, D. P.; Yan, H. Polymer 2005, 46, 2567.

%% satyarthi, J. K.; Srinivas, D.; Appl. Catal., A 2011, 401, 189.
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Esquema 1.6 - Reagdo teste de aminolise catalitica utilizando oleato de metila.

Utilizando-se Schlenk selado, foram adicionados o LI, o oleato de metila
(1.10), a pirrolidina e o BF3.OEt; (acido de Lewis, 0,05 mol%). ApoOs o sistema
ser mantido por 24 h a 135 °C, o produto foi extraido do meio reacional com
hexano e em seguida isolado em 95 % de rendimento e caracterizado por
HPLC, IV, 'H e *C-RMN.

Como pode ser observado na Figura 1.2, os espectros de absor¢cao no
infravermelho do éster e da amida apresentam as bandas referentes ao
estiramento C=0 do éster e da amida com 0s numeros de onda diferenciados:
1744 cm™ para o éster e 1639 cm™ para a amida. Essa diferenca de
deslocamento pode ser explicada por dois fatores: a forca de ligacdo C-O é
maior que a da ligacdo C-N e a doacdo do par de elétrons nao ligante do
nitrogénio para o orbital n*.-, € mais efetiva do que a doacao do par de elétrons

livre do oxigénio.
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Figura 1.2- Espectros de FTIR-(ATR) do oleato de metila puro e da amida

derivada da reagéo entre o oleato de metila e a pirrolidina.

Outro ponto relevante € que, apds o isolamento do produto, a presenca
de hidrogénios olefinicos (acima de 3000 cm™, como indicado pela seta na
Figura 1.2) ainda continua sendo observado. A presenca desses hidrogénios
pode ser confirmada pela Figura 1.3 que apresenta os espectros de RMN 'H e
13C para oleato de metila (1.10) e para o composto (1.11).
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RMN *H (300 MHz, CDCl3): Composto (1.10) - & (ppm) 5,34 (m, 2H); 3,66 (s, 3H); 2,30 (t, J= 7,5 Hz, 2H); 2,00 (m, 2H); 1,62 (m, 2H); 1,26 (m, 22H); 0.88 (t, J= 6,7 Hz , 3H).
Composto (1.11) 8 (ppm) 5,28 (m, 2H); 3,36 (m, 4H); 2,18 (t, J = 7,3 Hz, 2H,); 1,86 (m, 4H); 1,57 (qt, , J = 7,3 Hz, 4H); 1,23 (sl, 20H); 0,80 (m, 5H).

Figura 1.3- Espectros de RMN *H dos compostos (1.10 e 1.11).
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De acordo com a Figura 1.3, pode-se perceber a permanéncia dos
hidrogénios olefinicos em 5,28 ppm para o composto (1.11) o que indica que o
catalisador testado € quimiosseletivo. Outros pontos importantes que podem
ser observados nos espectros da Figura 1.3 sdo: o desaparecimento do sinal
em 3,66 ppm referente a metila do grupamento ester do oleato de metila (1.10)
e 0 aparecimento de sinais na regiao de 3,36 ppm referentes aos hidrogénios
pirrolidinicos. Esses sinais, juntamente com os espectros de RMN *C e

infravermelho, confirmam a formacéo do produto.

De forma a dar continuidade ao trabalho, a reacédo foi estudada sob
diferentes condi¢cdes reacionais e variagdes dos substratos (Esquema 1.7).

X
-Me
R™ "0 R o
N«
R” H
. AN R
Acido de Lewis |:\2
o Liguido lénico
Mk
R O
R = Diferentes grupos alquilas e arilas

Esquema 1.7- Reacdo geral de amidacdo (aminolise) catalitica.

Primeiramente, variou-se o0 meio reacional com o uso de diferentes LlIs
(BMI.NTf,, BMI.BF, e BMI.PFg), tolueno e na auséncia de catalisador em meio

ibnico. Os resultados séo apresentados na Tabela 1.1.

Tabela 1.1- Reacdo de amidacdo (amindlise) com e sem catalisador em
diferentes meios reacionais. Oleato de metila (1,00 mmol), pirrolidina (2,00 mmol) e
catalisador (0,05 mmol) a 135 °C por 24 h.

Entrada Catalisador Liquido lénico/Solvente Rendimento (%)

1 BF3-OEt, Tolueno 17
2 Nenhum BMI.NTf, 56
3 BF;-OEt; BMI.NTf, 99
4 BF;-OEt; BMI.BF, 94
5 BF;-OEt; BMI.PFg 98
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De acordo com a Tabela 1.1, o LI desempenha um papel fundamental na
reacdo de amindlise. Na Entrada 1, quando utilizado o solvente organico
(tolueno), obteve-se apenas 17 % de rendimento, mesmo na presenca de um
acido de Lewis. Por outro lado, na mesma reacdo realizada sem nenhum
catalisador e em meio i6nico (BMI.NTf,), o produto desejado foi obtido com 56
% de rendimento (Tabela 1.1, Entrada 2) - o que mostra um efeito significativo
do LI para formacédo do produto desejado. Acredita-se que este efeito do LI
pode ser atribuido a natureza i6nica dessa classe de compostos, que € capaz,
em muitos casos, de co-promover a formacdo e a estabilizacdo de
intermediarios ibnicos e polares, como seréa discutido ao longo do trabalho.

A mesma reagdo, com BF3;.OEt, como acido de Lewis e em meio iénico
(BMI.NTf,), forneceu a amida com 99 % de rendimento, apresentando uma
combinacado favoravel entre o LI e o &cido de Lewis (Tabela 1.1, Entrada 3).
Outros LIs (BMI.BF; e BMI.PFs) também foram utilizados na presenca de
BF;.0OEt, como catalisador, obtendo-se o produto desejado com 94 % e 98 %
de rendimento, respectivamente (Tabela 1.1, Entradas 4 e 5).

Apés a andlise da influéncia do LI nas reacbes de amidacbes, foi
investigada a influéncia do grupo alquila e arila de diferentes aminas para um
maior entendimento da reacdo. As aminas utilizadas estdo apresentadas na
Figura 1.4 (butilamina, pirrolidina, dietilamina e anilina).

NH,
NH
PN
HoNT > Q N
Butilamina Pirrolidina Dietilamina Anilina

Figura 1.4- Aminas utilizadas nas reacGes de amidacdes catalitica.

Nestas reacfes utilizou-se BF3;.OEt, como acido de Lewis e BMI.NTf;
como meio ibnico. Os resultados obtidos com estas reacdes estédo
apresentados na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2- Variacao das aminas na reacao de amidacao catalitica.

Entrada Amina Rendimento (%)
1 Butilamina 89
2 Pirrolidina 99
3 Dietilamina -
4

Anilina -

Conforme a Entrada 1 da Tabela 1.2, observa-se um 6timo rendimento
guando utilizada a butilamina, que € uma amina primaria. Quando utilizada uma
amina secundaria ciclica (pirrolidina), observa-se uma conversao total do
substrato para o produto (100 %, Tabela 3, Entrada 2). No caso do emprego da
dietilamina, que também é uma amina secundaria, observa-se que ndo ha
sequer tracos de produto (Tabela 1.2, Entrada 3). A utilizacdo da anilina, uma
amina aromatica (Entrada 4), também nao levou a formacdo de produto. De um
modo geral, acredita-se que o efeito estéreo seja predominante na taxa de
converséo da reagao: quanto mais impedida, maior a dificuldade de ocorrer um
ataque a carbonila do éster. Comparando-se a pirrolidina e a dietilamina, sabe-
se que a primeira é mais nucleofilica.?” A anilina, por sua vez, é menos
nucleofilica, justificando a auséncia de produto formado nas condicdes
testadas.

ApOs a analise da influéncia do LI nas reagbes de amindlises, foi
investigado o perfil da reacdo em relacdo a temperatura (a variacdo da
temperatura ocorreu de 70 a 135 °C) por 3h. Para isto, foi utilizado oleato de
metila como substrato, BMI.NTf,, pirrolidina como amina e CdO como
catalisador (Tabela 1.3).

" Menezes, F. G.; Ricardo, J.; Dias, R.; Bortoluzzi, A. J.; Zucco, C. Quim. Nova. 2007, 30, 356.
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Tabela 1.3- Variacgédo do rendimento em fungéo da temperatura.

Entrada Temperatura Rendimento (%)

1 70 30
2 80 45
3 90 52
4 100 63
5 110 67
6 120 74
7 130 96
8 135 99

Conforme a Tabela 1.3, a partir de 100 °C, ja se obtém um rendimento
razoavel. No entanto, rendimentos quase que quantitativos sao obtidos a partir
de 130 °C. De acordo com o Grafico 1.1, é perceptivel a relacdo do aumento da

temperatura resultando no aumento do rendimento.

100+ TaY
90 —
80 —
70
60 —

50 IS

Rendimento (%)

401

30 4 N
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Gréfico 1.1- Relacdo entre a temperatura e o rendimento da reacdo de
amidacao.

Essa relacdo apresentada no Gréfico 1.1 indica que € necesséaria uma
guantidade grande de energia para se transpor a energia de ativagdo com um

namero consideravel de moléculas com energia cinética minima para ocorrer a
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reacdo. Em virtude desses resultados, para as proximas variacdes de
parametros em busca de melhores condi¢cdes reacionais, fixou-se a
temperatura em 135 °C.

Em seguida, decidiu-se investigar a melhor condicao reacional quanto a
diferentes catalisadores suportados em meio ionico (Tabela 1.4). O LI padréao
utilizado nestas reacdes foi o BMI.NTf,, devido a degradacédo do anion dos Lls
BMI.BF, e BMI.PF; sob diferentes condicbes de catdlise (formacdo de HF)®.
Os acidos de Lewis e de Br@nsted utilizados nas reac¢des foram CdO, InCls,
Ce(NOg3)3, SNCl, e H,S0O,4. Apds executado 0 mesmo procedimento reacional
descrito anteriormente, as reacfes foram encerradas e os produtos isolados

com os rendimentos estdo sumarizados na Tabela 1.4.

Tabela 1.4- Reacdo de amindlise com diferentes catalisadores e BMI.NTf,
oleato de metila (1,00 mmol), pirrolidina (2,00 mmol) e catalisador (0,05 mmol) a
135 °C por 24 h.

Entrada Catalisador Rendimento (%)

1 CdO 98
2 InCls 75
3 Ce(NO3)s 97
4 Sncl, 99
5 H,SO, 99
6 HCI 99

Conforme descrito na Tabela 1.4, a utlizacdo dos &cidos CdO,
Ce(NOa3)3, SnCl,, H,SO4 e HCI como catalisadores resultou em rendimentos
guase que quantitativos (Tabela 1.4, Entradas 1, 3, 4, 5 e 6). No entanto, as
reacdes promovidas pelos sais Ce(NOgs); foram de dificil extracdo do produto,
jA que se observou a formacdo de emulsdes e turbidez na mistura reacional.
No caso da reacdo envolvendo os acidos de Bronsted H,SO4 e HCI apesar do
elevado rendimento reacional, a lixiviacdo do catalisador para o produto € algo
gue inviabiliza algumas aplicacdes dos compostos obtidos (Tabela 1.4, Entrada
5 e 6). O emprego do CdO na promocgao da reacdo resultou em excelente

rendimento, podendo também ser utilizado em reagdes de reciclo (Tabela 1.4,

%8 Dupont, J.; Spencer, J. Angew. Chem., Int. Ed. 2004, 43, 5296.
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Entrada 1). Ja com o InCl3, obteve-se apenas um bom rendimento (Tabela 1.4,
Entrada 3).

A fim de se verificar a generalidade da metodologia, decidiu-se testar os
acidos de Lewis SnCl,, BF3;-OEt, e CdO nas reacdes de amindlise, utilizando-
se diferentes ésteres e aminas. Na Tabela 1.5 estdo dispostos os resultados
obtidos utilizando-se BF3;-OEt, como catalisador.

Tabela 1.5- Reacbes de aminolise utilizando-se BF;-OEt, (0,05 mmol) como
catalisador em BMI.NTf, a 135 °C.

Ester Amina _ _
Entrada Amida — Rendimento (%)
(1,00 mmol) (2,00 mmol)
o
1 QN—H 92
/U\OEt
(0]
2 N TN 82
/U\OEt ?
o
3 ©)k0/\© CN—H 67
4

o
doﬁ HNT TN 70
o
5 ©iu\ow|e QN—H 81
OH

(0]

6 @L% TN 93
OH

Oleo de soja QN—H 98

~

Os resultados da Tabela 1.5 indicam um sucesso na variacdo dos
ésteres, pois foram obtidos rendimentos de bons a excelentes (67-98%). De um
modo geral, ambas as aminas apresentaram eficiéncia na reagdo, sendo o
melhor resultado obtido na entrada 7, quando do emprego do triglicerideo.

Na Tabela 1.6, resolveu-se substituir o catalisador utilizado por SnCl, e

avaliar a influéncia deste nas reacoes.
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Tabela 1.6- Reagdes de amindlise utilizando-se SnCl, (0,05 mmol) como

catalisador em BMI.NTf, a 135 °C.

Entrada Ester Amina Amida — Rendimento (%)
(2.00 mmol) (2.00 mmol)
o
1 CN—H 82
/U\OEt
o
2 N TN 74
/U\OEt ’
o
3 ©)k0/\© CN—H 73
o
4 d&“@ N NN 89
o
5 ©iu\ow|e QN—H 67
OH
o
6 ©iu\OMe HzN/\/\ 72
OH
7 Oleo de Soja QN—H 98

Conforme a Tabela 1.6, utilizando-se SnCl, como catalisador, observou-

se que ao se utilizar benzoato de benzila (Entradas 3 e 4) como substrato,

obteve-se melhores rendimentos quando comparados com BF;.OEt,. Na

Tabela 1.7, utilizou-se o CdO como catalisador e o0s resultados estao

apresentados a seguir.
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Tabela 1.7- Reacfes de amindlise utilizando-se CdO (0,05 mmol) como
catalisador em BMI.NTf, a 135 °C.

Entrada Ester Amina Amida — Rendimento (%)
(2.00 mmol) (2.00 mmol)
o
1 CN—H 95
/U\OEt
o
2 N TN 90
/U\OEt ’
o
3 do/ﬁ CN—H 75
4

o
doﬁ HNT TN 92
o
5 ©iu\ow|e QN—H 85
OoH

(0]

° @L% HA SN 94
OH

Oleo de Soja QN—H 99

~

Os resultados apresentados na Tabela 1.7 mostram que as reacdes
ocorreram em excelentes rendimentos. Quando comparados com outros acidos
de Lewis utilizados, observa-se claramente que o CdO foi 0 mais ativo. Os
rendimentos obtidos na Tabela 1.5 — Entradas 1, 6 e 7- e na Tabela 1.6 -
Entrada 7 - foram semelhantes aos obtidos com CdO. Isso indica que todos os
trés catalisadores foram ativos, podendo ser utilizados em reacdes de
amindlise catalitica. Com todos os trés catalisadores utilizados, as reacfes
envolvendo o par 6leo de soja e pirrolidina levaram a rendimentos quantitativos.
Este resultado é interessante, principalmente do ponto de vista tecnoldgico,
pois abre um leque para a obtencéo de derivados de biomassa.

Por existir um interesse em amidas provenientes de 6Oleos e gorduras,
gue sera explicado no préximo capitulo, e para avaliar a eficiéncia dos sistemas
cataliticos, reacbes de amindlises utilizando acidos carboxilicos também foram

realizadas nas mesmas condi¢cdes (Tabela 1.8). Para isto, utilizou-se como
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substratos nas reagfes o acido oléico e também uma mistura de acidos graxos

preparados a partir da hidrolise do 6leo de soja.

Tabela 1.8- ReacOes entre &cido oléico e &cido graxo(1,00 mmol) com
pirrolidina (2,00 mmol) e Catalisador (0,05 mmol) em BMI.NTf; a 135 °C por 24 h.

Entrada Catalisador Acido Carboxilico Amida
(0,05 mmol) (1,00 mmol) Rendimento (%)
1 Cdo 4cido oléico 95
2 CdO acidos graxos® 97
3 BF;-OEt, acidos graxos® 92
4 SnCl, acidos graxos® 89
5 Cdo Acido benzoico 82

% Acido graxo obtido a partir da hidrolise do dleo de soja. Mistura de &cido oléico (24 %),
linoléico (52 %), palmitico (14 %) e linolénico (5 %).

Conforme a Tabela 1.8, os trés acidos de Lewis (CdO, SnCl; e BF3.0Et,)
foram capazes de promover a formacdo de amida pelo tratamento dos &cidos
carboxilicos nas condi¢bes desenvolvidas. Mais uma vez, CdO mostrou ser o
catalisador mais ativo entre todos os testados. Além disso, a metodologia pode
ser entendida como um método de amidacdo muito interessante, quando
levado em consideracdo a possibilidade de se utilizar tanto o 6éleo de soja,
guanto ésteres simples e acidos graxos. Na Entrada 5 da Tabela 1.8, tem-se
um resultado para um acido carboxilico aromatico, 0 que comprova a
versatilidade da técnica.

Vale ressaltar que o 6leo de soja possui em sua estrutura trés diferentes
cadeias alquilas provenientes dos acidos graxos: oléico, linoléico e linolénico
(Esquema 1.8). Os grupos ésteres da estrutura do 6leo de soja foram

totalmente convertidos a amidas, j& que nenhum traco de éster foi verificado.
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Esquema 1.8— Reac¢do de amindlise catalitica utilizando 6leo de soja

Um ponto bastante explorado na atualidade, devido a busca pelo
desenvolvimento sustentavel, é o desenvolvimento de novas metodologias que
possibilitem a reutilizagdo do catalisador e/ou do meio reacional (reacdes de
reciclo). Neste sentido, foi avaliado o reciclo do sistema LI/CdO e LI/SnCl..
Para as reacfes de reciclo, o produto é decantado e separado. Quando
necessario, o produto €& extraido com hexano ou acetato de etila,
permanecendo no Schlenk apenas o catalisador suportado no meio idnico.
Depois disso, acrescentou-se apenas 0s substratos reacionais (0 éster e a
amina) e novamente promoveu-se a reacdo de aminodlise nas condicdes

desenvolvidas. A Figura 1.5 apresenta as eficiéncias das reacdes de reciclo.
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Figura 1.5- Reag0es de reciclo em BMI.NTf; a 135 °C utilizando dleo de soja
(1,00 mmol) ou é&cido graxo proveniente da hidrolise do 6leo de soja (1,00 mmol) e
pirrolidina (2,00 mmol) como amina por 24 h. (A / B) CdO (0,05 mmol) e (C / D)
SnCl; (0,05 mmol) como catalisadores.

Os gréficos da Figura 1.5 indicam que 0s meios reacionais suportados
com os catalisadores CdO e SnCl, podem ser utilizados pelo menos oito vezes
com a mesma atividade catalitica. J& o uso de BF3OEt, resultou em bons
rendimentos, conforme esperado, mas vale ressaltar que nesse caso 0
catalisador ndo é reutilizavel, necessitando de quantidades adicionais para a
promogdo da reacgdo. ISso mostra que apenas 0 meio iGnico pode ser
reutilizado, ndo ocorrendo reacdes de reciclo.

O fato de nédo ocorrer perda da atividade catalitica esta diretamente
relacionado ao fato de um ancoramento eficiente dos catalisadores no meio
reacional. Analises de ICP-OES do produto isolado da reacdo catalisada por
CdO revelou a presenca de menos de 44 ppm de Cd, correspondente a menos
de 1% de lixiviagdo. Para o produto da reacdo catalisada por SnCl, nao foi
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detectado Sn nos produtos de reacao, indicando também que ndo houve a
lixiviagdo do catalisador deste sistema.

Outra analise feita da metodologia de amindlise catalitica em LI foi
relacionada ao perfil da reacdo versus o tempo reacional, envolvendo
diferentes acidos de Lewis (Figura 1.6). Para a obtencado do perfil da reacéo, as
reacdes foram montadas e a cada hora de reacdo completa uma aliquota foi
retirada para andlise, até que se completaram 24 h de reacao.

107 107
80 80|
(%) 60 %) 60|
s
40 40|
CdO (0.05 mmol SnCl; (0.05 mmol
20 Plrr0|$dl a (2. OOI)n I) 20 B @. Aol
Oleato de metila (1.00 mmol) Oleato de me a(1.00 mmol)
0-1 T LI T T T T T T LA T 0-1 T T T T T T T T T T T T
0123456 7 89101 12 01 23456 7 89 101 12
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 1.6— Perfil do rendimento da reagdo versus o tempo reacional
envolvendo CdO (esquerda) e SnCl; (direita) como catalisadores.

Como pode ser observado na Figura 1.6, a reacdo promovida por CdO é
mais rapida do que a promovida por SnCl,. Sdo necessarias apenas 3 h para
atingir um rendimento quantitativo com o primeiro acido de Lewis, enquanto a
reacdo promovida por SnCl, necessita de 12 h para atingir o0 mesmo
rendimento. A reagao envolvendo BF;.OTf, como catalisador necessitou de 23
h para atingir rendimento quantitativo (grafico ndo mostrado), além do fato da
inviabilidade de reacdes de reciclo com esse catalisador.

O perfil da reacdo, TON (turnover Numbers) vs tempo e o TOF (turnover
frequencies) instantaneo vs tempo correspondentes as reacdes promovidas

pelos catalisadores SnCl, e CdO sédo apresentados na Figura 1.7.
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Figura 1.7- TON (x10%) e TOF instantaneo das reacées catalisadas por CdO
(A com ajuste sigmoidal da curva) e SnCl, (I com ajuste linear da curva) foram
calculadas como mols do substrato convertido em produto por mol em catalisador.
TOF instantdneos sdo representados pela derivada de primeira ordem da curva
ajustada. Linha tracejada para SnCl, e linha pontilhada para CdO.

A atividade catalitica de ambos o0s sistemas € elevada, com valores de
TON de aproximadamente 20 mol/mol. A atividade catalitica instantanea de
acordo com o TOF é de aproximadamente 1500 h* para o CdO como
catalisador no periodo mais ativo da reacdo. A atividade catalitica instantanea
para 0 SnCl, mostrou um valor constante de 150 h™,

Como visto anteriormente (Tabela 1.2), é perceptivel a influéncia do LI
nas reacdes de amindlise catalitica, mostrando-se necessario um estudo mais
aprofundado, de modo a explicar este efeito. Para isto, foi utlizada a
espectroscopia de H RMN e '3C RMN. Todos os experimentos foram
executados utilizando uma mistura de BMI.NTf,, oleato de metila, pirrolidina e
CdO em tubo selado contendo CDCI; como solvente de referéncia. A escala
externa de referéncia utilizada foi de 77,0 ppm e a razdo molar da mistura
utilizada foi 1,00:1,00:1,00:0,10 (LI: oleato de metila: pirrolidina:CdO). Os dados
obtidos com os espectros de **C RMN s&do apresentados na Tabela 1.9 e as

ampliacdes dos espectros na Figura 1.8.
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Tabela 1.9- Deslocamento quimico do espectro de RMN *C (75 MHz) das
ligagdes C=0 e C=C da amida e das misturas. O CDCl; foi utilizado como solvente de

referéncia e a escala de referéncia utilizada foi 77,0 ppm.

Oleato de metila, Amida,
Oleato de )
Oleato de ) BMI.NTf,, Amida  BMILNTf,
Entrada BMI.NTf, ) metila ) o
Metila pirrolidina e
e BMILNTf,
e CdO Cdo
1 - 173,7 174,0 172,2 173,5 172,3
2 135,2* - 135,2* 134,8* - 135,0*
3 125,7** 129,6 129,4 128,5 129,8 128,7
4 123,1** 129,4 129,2 128,3 129,6 128,5
5 121,9* - 123,2* 122,3* - 122,6*
6 121,5** - 121,9* 121,0* - 121,3*
7 117,2** - - - - -
8 112,9** - - - - .

* Deslocamento quimico do céation imidazoélio. ** Sinais referentes ao acoplamento do carbono

com os atomos de F da porgéo CF; do anion.
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Figura 1.8—- Ampliagdes dos espectros de RMN - **C para os sinais referentes
ao carbono da carbonila (esquerda) e para os sinais referentes aos carbonos da
ligacdo C=C (direita). (A) e (D) Mistura de oleato de metila e BMI.NTf,. (B) e (E)
Mistura de oleato de metila, BMIL.NTf,, pirrolidina e CdO. (C) e (F) Oleato de metila
puro. O CDCI; foi utilizado como solvente de referéncia e a escala de referéncia

utilizada foi 77,0 ppm.

Em 2006, Dupont e colaboradores propuseram a ativacdo de aldeidos
pelo cation imidazélio baseado em LIs como co-catalisadores para a reacdo de
Baylis-Hillman 2 Em 2009, Yadav e colaboradores propuseram que o
hidrogénio acido do anel imidazdlio da posicdo C2 (NCHN) interage com os
pares de elétrons da carbonila de forma a ativar o carbono da carbonila para

um ataque de um nucleéfilo.*

2 Santos, L. S.; Neto, B. A. D.; Consorti, C. S.; Pavam, C. H.; Almeida, W. P.; Coelho, F.;
Dupont, J.; Eberlin, M. N. J. Phys. Org. Chem. 2006, 19, 731.
% yadav, L. D. S.; Rai, V. K.; Yadav, B. S. Tetrahedron 2009, 65, 1306.
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Como visto na Figura 1.8 (ver A e C), na presenca de BMI.NTf, ocorre
um deslocamento no sinal referente ao carbono da carbonila, suportando as

proposicoes de Dupont e Yadav (Figura 1.9).

Figura 1.9- Ativacdo do carbono da carbonila na presenca de BMI.NTf,.

Interacdo entre o oleato de metila e o cation imidazolio.

Considerando a baixa habilidade de coordenagéo do anion NTf,, espera-
se que o cation BMI esteja mais disponivel para coordenar com 0 grupo
carbonila do oleato de metila. Além disso, a Tabela 1.1, Entrada 2, permite uma
melhor compreenséo sobre a origem da eficiéncia da reacao realizada em meio
de LI, quando a reacao é testada sem qualquer acido de Lewis, na qual mesmo
sem catalisador a reagao ocorreu com rendimento moderado, apesar do tempo
de 24 h ser elevado.

No entanto, um efeito de blindagem magnética é notério na mistura de
reacdo (Figura 1.8B e 1.8E). Esse efeito pode ser atribuido & interagdo do
acido de Lewis (cadmio) e o grupo C=0. Interacdo que resulta em uma alta
polarizacao da ligagdo dupla. O resultado é a formag&o de pareamento iénico,
como consequéncia da polarizagao e formacdo da carga parcial apresentada
na carbonila (Figura 1.10).
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Figura 1.10- Proposta da interacio ocorrida na mistura reacional (oleato de
metila, BMI.NTf,, pirrolidina e CdO).

Nessa fase, a presenca de anions e cations de BMI.NTf, em torno da
ligacdo C=0 a fim de estabilizar as cargas parciais € mais do que razoavel. O
resultado dessas interacdes é uma blindagem magnética observada nos
espectros de RMN *3C. Como observado (Figura 1.8C), o carbono da carbonila
do oleato de metila puro possui um deslocamento quimico de 173,7 ppm.
Quando se adiciona BMI.NTf,, observa-se uma desblindagem desse mesmo
carbono, que passa a apresentar um deslocamento de 174,0 ppm (Figura
1.8A) devido a interacdo sugerida (Figura 1.9). A adicdo de quantidades
cataliticas de 6xido de cadmio (Figura 1.8B), leva a uma blindagem magnética,
em que o carbono da carbonila apresenta um deslocamento de 172,2 ppm
devido a um arranjo supramolecular nas proximidade da ligacdo C=0.

Outro dado relevante a ser extraido dos espectros da Figura 1.8D-F, € a
relacéo entre as interagdes apresentadas na Figura 1.10 com o deslocamento
guimico dos carbonos da dupla ligacao do oleato de metila, em que a presenca
do LI e do CdO provocam uma blindagem nestes carbonos.

Ja foi demonstrado que a interagcdo CH---n entre o cation imidazodlio e o
anel fenila do anion tetrafenilborato causa 0 mesmo efeito de protecdo.* Tais

interagcdes CH---m podem ser mais pronunciadas para as ligacdes C=C do que

3 Dupont, J.; Suarez, P. A. Z.; De Souza, R. F.; Burrow, R. A.; Kintzinger, J. P. Chem.-Eur. J.
2000, 6, 2377.
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para ligacbes C=0 em que a estabilizacdo parece ser, preferencialmente, por
meio da formacdo de pares ibnicos devido a presenca de cargas parciais
(Figura 1.10).

A formacdo de carga parcial no carbono da carbonila (Figura 1.10),
como consequéncia da presenca de acido de Lewis no meio reacional, permite
ao LI desempenhar um papel importante na estabilizacdo dos intermediarios.
Dessa forma, a formacdo da espécie reativa ocorre facilmente, devido a sua
estabilizacdo adicional através do chamado efeito do liquido iénico (formacédo
de pares idnicos), o que explica o maior rendimento obtido utilizando o sistema
catalitico desenvolvido.

Um efeito similar foi observado para o carbono da carbonila e também
para os carbonos da ligacgdo C=C quando realizado o experimento com a
mistura contendo a amida derivada da pirrolidina em vez de oleato de metila
(Tabela 1.10).

Tabela 1.10- Deslocamento quimico do espectro de RMN *C (75 MHz) das
ligagdes C=0 e C=C da amida e das misturas. O CDCl; foi utilizado como solvente de

referéncia e a escala de referéncia utilizada foi 77,0 ppm.

Amida derivada da pirrolidina Amida derivada da pirrolidina +
BMIL.NTf, + CdO

173,5 172,3
135,0*
129,8 128,7
129,6 128,5
122,6*
121,3*

*Deslocamento Quimico do Carbono referente ao cation BMI.

Conforme a Tabela 1.10, o carbono da carbonila da amida, apés adicao
de amina, LI e CdO, sofre uma blindagem magnética, diminuindo o
deslocamento quimico de 173,5 ppm para 172,3 ppm. No caso dos carbonos
da dupla, o mesmo efeito se manifesta, pois os deslocamentos quimicos que
aparecem em 129,8 ppm e 129,6 ppm, mudam para 128,7 ppm e 128.5 ppm,

respectivamente.
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Como forma de reunir informacdes para uma proposta de mecanismo
catalitico para a nova metodologia desenvolvida, utilizando o CdO como
catalisador, foi realizada uma série de experimentos envolvendo espectrometria
de massas com ionizacdo por electrospray — ESI-QTOF-MS(MS). A
espectrometria de massas foi escolhida para o estudo por ser uma técnica com
potencial de aplicacdo em diversas areas e de ionizacao branda, mostrando
coerentemente e, em muitos casos, um perfeito paralelo entre a realidade da
solucdo e o que é transferido para fase gasosa.** A sua aplicacdo em estudos
mecanisticos € de extrema importancia, visto que auxilia na busca por
melhores condi¢cbes de reacgao, favorecendo a obtencdo de bons rendimentos e
seletividades das mesmas. Dentre tantas técnicas de ionizagdo, a ionizagéo
por electrospray (ESI-MS), como uma forma branda e eficiente de transferir
ions da fase liquida para a gasosa, possibilita a caracterizacéo e o isolamento
destes ions permitindo a deteccdo de espécies transientes em solugédo. O
monitoramento da reacdo em solucdo de metanol por infusdo direta via ESI-
QTOF-MS permitiu a deteccdo e caracterizacdo estrutural (ESI-QTOF-MSMS)
alguns ions interessantes que foram fundamentais a proposta mecanistica que

serd apresentada ao longo do texto (Figura 1.11).

%2 Coelho, F.; Eberlin, M. N . Angew. Chem., Int. Ed. 2011, 50, 5261.
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Figura 1.11- ESI(+)-QTOF de alta resolugéo da mistura de CdO, pirrolidina

e oleato de metila em solucgéo de &cido metandico (&cido formico 0,01%). (A) Espectro

completo da mistura, (B) Expansdo da regido de m/z 649-660 do espectro real. (C)
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Espectro simulado do ion [C24H47NOsCd;]", (D) Expanséo da regido m/z 451-458 do
espectro real, (E) Espectro simulado do ion [CxoH3,0,Cd]".

Todos os adutos de cadmio mostraram-se bastante estaveis e um ion
muito interessante de m/z 649-660 foi interceptado (Figura 1.11). Esse ion é
atribuido a um complexo contendo dois atomos de Cadmio, uma molécula de
oleato de metila, uma de pirrolidina e uma de formiato, conforme proposto
(Figura 1.12).

Figura 1.12— lon interceptado de m/z 649-660.

A perda de 201 Da (Figura 1.11A) é atribuida a perda de CdC4Hy(OH),
gue corresponde a uma molécula de pirrolidina adicionada ao CdO. A perda de
160 Da pode ser atribuida a um complexo de Cd (formiato), resultando em
oleato de metila protonado de m/z 297,2761 (Simulado para CigH3702N, m/z
297,2794). Com base no que foi observado e discutido do espectro de massas
da Figura 1.11, fica evidente a presenca de oleato de metila e pirrolidina
associados com o centro metalico.

Outro ion interessante € o de m/z 752-771 (espectro ndo mostrado).
Este ion, mostra duas perdas consecutiva de 201 Da resultando no ion de m/z
360, atribuido a um dimero de Cdy(formiato);. Esse resultado indica que é
possivel a participacdo de duas moléculas de pirrolidina no estado de transicédo
e também explica a importancia do excesso da amina no meio reacional. Além
disso, nossos resultados indicam que a espécie cataliticamente ativa pode ser
mais complexa do que apenas um centro metalico e pode incluir a participacao

de dois ou mais atomos de cadmio.
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Com base nos resultados experimentais descritos e discutidos acima, e
em alguns relatos anteriores da literatura citados a seguir, apresenta-se abaixo
uma proposta de ciclo catalitico para explicar os resultados da metodologia
desenvolvida para formacao de amida (Esquema 1.9).
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Esquema 1.9- Proposta de ciclo catalitico para reacdes de aminoélise em
liquidos iénicos imidazolios.

No ciclo catalitico proposto, observa-se que na etapa (I) o catalisador é
capaz de passar por uma coordenacdo dupla entre o substrato e a amina,
como ja descrito para a reacdo de amidacdo catalisada por zirconio.*® Os
experimentos de RMN discutidos anteriormente corroboram com esta hipotese,
apontando firmemente para a formacdo do primeiro intermediario (I). Em

seguida, o intermediario (I) passa por um estado de transicdo de quatro

% Stephenson, N. A.; Zhu, J.; Gellman, S. H.; Stahl, S. S. J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 10003.
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membros (ll), levando ao intermediério (lll), proposto com base em um trabalho
publicado anteriormente para catalisadores de aluminio.**

Tuulmets e colaboradores® também discutiram a possibilidade de uma
formacdo dos anéis de seis membros e a importdncia de uma molécula
adicional de amina, mostrando o porqué da exigéncia de pelo menos dois
equivalentes da amina na reacdo. De acordo com os resultados obtidos com a
analise de espectrometria de massas, acredita-se que um estado de transicao
de 6 membros também pode acontecer em nosso ciclo catalitico (Esquema
1.10).

RL_ _R2
NHR1R2 N . .
| Segunda Molécula de Amina
M
\ O—R4
| o=
R3
L ¥
R1 |
\/ N
RZ

OR* = 4cido carboxilico ou éster

M = Metal

Esquema 1.10- Estado de transi¢do de seis membros proposto para reacédo de

amindlise.

Dando continuidade ao ciclo (Esquema 1.9), o intermediério (Ill) elimina

o alcool (ou agua), resultando no intermediario (IV) que, prontamente, libera a

% Hoerter, J. M.; Otte, K. M.; Gellman, S. H.; Cui, Q.; Stahl, S. S. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130,
647.

% (a) Talvik, A. T.; Tuulmets, A.; Vaino, E. J. Phys. Org. Chem. 1999, 12, 747. (b) llieva, S.;
Galabov, B.; Musaev, D. G.; Morokuma, K.; Schaefer, H. F. J. Org. Chem. 2003, 68, 1496.
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amida, restaurando a espécie catalitica M. Vale ressaltar que a presenca de
intermediarios polares e carregados pode ser eficientemente estabilizada pela
presenca do ion imidazélio no meio reacional, através do efeito do liquido
ibnico que, como discutido anteriormente, desempenha o papel de promover
melhorias nos tempos de reacao e nos seus rendimentos.

Com base na diferenca nos perfis de reacdo para os catalisadores de
metal utilizado (CdO e SnCl, — ver a Figura 1.7) é possivel indicar que estes
catalisadores podem sofrer a reacdo através de caminhos diferentes.
Possivelmente, a diferenca esta na formacéo do estado de transicéo que leva a
amida desejada. O catalisador SnCl, prefere sofrer a reacao através de um
estado de transicdo de quatro membros (Il no Esquema 1.8), enquanto CdO
um estado de transi¢éo de seis membros (Il 'no Esquema 1.9).
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1.4 Conclusoes

Em resumo, foi demonstrada a eficiéncia do sistema catalitico utilizando
acidos de Lewis (CdO ou SnCl,; ou BF3-OEt,) suportados em Lls imidazélios
como catalisadores na promocao de reacdes de amindlise (formacédo de amida)
a partir de ésteres e acidos carboxilicos. O CdO foi o melhor catalisador
testado, fornecendo produtos em um menor espaco de tempo do que as
reacdes envolvendo SnCl, e BF3;-OEt; como os catalisadores.

Também foi demonstrado que o liquido ibnico desempenha um papel
importante na estabilizacdo de intermediarios carregados e polares através de
interacdes CH---n e formacé&o de pares idnicos.

Andlise de ESI-QTOF-MS(MS) contribuiu para uma melhor compreenséao
da transformacéo, indicando a possibilidade de dois ou mais centros metélicos
para promover a reacao. Além disso, a analise ajudou a compreender a
necessidade do excesso de aminas no meio reacional.

Por meio da analise do perfil da reacdo, TON (turnover tumbers) vs
tempo e o TOF (turnover frequencies) instantaneo vs tempo correspondente
promovido pelos catalisadores SnCl, e CdO verificou-se alta atividade
catalitica, sendo ainda maior para o CdO.

O reciclo do sistema catalitico Ll/acido de Lewis pode ser realizado
constatando que o reciclo pode ser realizado pelo menos oito vezes sem perda
notavel de atividade e em rendimentos quase que quantitativos, tornando o
sistema catalitico, aqui descrito, um dos melhores ja relatados em relacdo a
reacdo de amindlise, envolvendo ainda um meio ecologicamente amigavel.

Andlises de ICP apresentaram menos de 1 % de lixiviagdo para o CdO e
para o sistema envolvendo SnCl, n&o foi detectado tragos de Sn. Isso mostra a
manutencdo da elevada atividade catalitica e a eficiéncia do sistema nas
reacoes de reciclo.

Os resultados presentes neste capitulo estdo publicados no periédico
internacional ChemCatChem com o DOI 10.1002/cctc.201100221. O artigo esta
disponivel online e é intitulado “Catalytic Aminolysis (Amide Formation) from
Esters and Carboxylic Acids: Mechanism, Enhanced lonic Liquid Effect, and its
Origin”.
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2. ModificagcGes quimicas do biodiesel de soja em meio
de liquidos idGnicos

2.1Introducéao

Em meio a tantos avancos cientifico-tecnolégicos, uma atencao especial
vem sendo dada a busca por fontes renovaveis de energia. O aumento do
consumo de combustiveis fosseis e a diminuicdo de suas reservas, aliados a
guestbes politicas, sociais, econbmicas e ambientais sdo fatores que vém
impulsionando essa nova busca.*® Vale ressaltar que entre as alternativas
estudadas até o momento, o biodiesel é o grande destaque no cenario
brasileiro. A prova disso é que, em 2004, foi langado no Brasil, pelo governo
federal, um projeto que, em médio prazo prevé a substituicdo parcial do diesel
pelo biodiesel. De acordo com o projeto, em janeiro de 2013 seria obrigatéria a
adicao de 5% de biodiesel ao diesel de petréleo. Porém, essa porcentagem ja
vem sendo utilizada desde janeiro de 2010. Desta forma, busca-se, em um

primeiro momento, a substituicdo parcial do diesel por biodiesel.*’

Sabe-se que
o Brasil € um importante produtor e exportador de alcool e, ao que tudo indica,
espera-se que o mesmo ocorra em relacdo a exportacdo de biodiesel. Assim, o
desenvolvimento da industria do biodiesel podera gerar riquezas ao pais. Além
disso, para que isso venha a ser viavel, o Brasil precisa adequar o seu produto

as exigéncias técnicas internacionais.

2.1.1 Biodiesel

A obtencdo de biocombustiveis a partir de 6leos e gorduras de origem
vegetal ou animal pode ocorrer por processos tais como craqueamento,
esterificacdo e transesterificagdo. Esse Ultimo é o mais utilizado na produgéo
de biodiesel e consiste na reacdo de tri-acilglicerideos com um mono-alcool
(normalmente etanol ou metanol), na presenca de um catalisador, tendo como
produtos ésteres (etilicos ou metilicos) — o biodiesel — e glicerina (Esquema
2.1).

3% Farrell, A. E.; Plevin, R. J.; Turner, B. T.; Jones, A. D.; O’'Hare, M.; Kammen, D. M. Science
2006, 311, 506.
% pousa, G. P. A. G.; Santos, A. L. F.; Suarez, P. A. Z; Energ. Policy 2007, 35, 5393.
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Esquema 2.1- Reacédo de transesterificagdo na formacao de biodiesel.

A reacdo de transesterificacdo para obtencdo de biodiesel tem sido
bastante estudada.®® Sabe-se que, para um melhor rendimento reacional, uma
guantidade elevada de alcool é requerida. A reacdo deve ocorrer na auséncia
de agua para evitar a hidrélise e, consequentemente a formacdo de acidos
graxos. Catalisadores basicos como o KOH e acidos como HzPO4, H,SO4 e
HCI sdo bastante utilizados. No caso de catalisadores basicos, a presenca de
elevada concentracdo de acidos graxos livres pode levar a formacéo de sabao
durante a reagdo. Este € um inconveniente, pois além de baixo rendimento o
sistema apresenta dificuldades para a separacéo do biodiesel do glicerol.*

Vale destacar que, uma das formas de se aumentar a competitividade do
biodiesel (j& que hoje este ainda é considerado de preco elevado) seria a
minimizacdo dos custos de producdo através da venda dos co-produtos
gerados durante o processo de producao, tais como a glicerina, adubo e ragéo
protéica vegetal. A glicerina obtida ainda € um inconveniente, ja que apesar de
varios estudos em busca de uma aplicacdo, ndo se tem um destino que
absorva toda glicerina gerada na producéo de biodiesel.

Os tri-acilglicerideos, dos quais é obtido o biodiesel, sdo derivados de
acidos graxos naturais, que se encontram na forma esterificada com o glicerol.
As propriedades fisicas e quimicas do biodiesel sdo diretamente relacionadas a
matéria-prima utilizada para sua producdo, em especial os acidos graxos

%8 (&) Ma, F.; Hanna, M. A.; Bioresour. Technol. 1999, 70, 15. (b) Lang, X.; Dalai, A. K;
Bakhshi, N. N.; Reaney, M. J; Hertz, P. B. Bioresour. Technol. 2001, 80, 62. (c) Pinto, A. C,;
Guarieiro, L. L. N.; Rezende, M. J. C.; Ribeiro, N. M.; Torres, E. A.; Lopes, W. A,; Pereira, P. A.;
de Andrade, J. B.; J. Braz. Chem. Soc. 2005, 16, 1313.

¥ Ma, F.; Clements, L. D.; Hanna, M. A.; Ind. Eng. Chem. Res. 1998, 37, 3768. (b) Liu, K. S.; J.
Am. Oil Chem. Soc. 1994, 71, 1179.
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presentes nos tri-acilglicerideos.*® Esses acidos graxos possuem geralmente
um namero par de atomos de carbono disposto em uma cadeia linear longa.
Este fato é devido a biossintese, onde ocorrem sucessivas rea¢des de grupos
malonil coenzima A com unidades de acil-coenzima A com eliminacdo de COa.

Devido as particularidades do mercado produtor brasileiro, a principal
matéria-prima utilizada na producéo de biodiesel é a soja. O percentual dessa
matéria prima varia de acordo com a época do ano e se situa entre 80 e 90 %.
O 6leo de soja possui 50 % de sua composicdo em acido linoléico, que contém
duas insaturacbes em sua cadeia alquilica.** Isto torna o &cido linoléico
bastante suscetivel a oxidacdo, o que acarreta problemas de armazenamento,
formacdo de depdsitos e coqueificacdo em sistema de injecdo e em motores. O
biodiesel com estas caracteristicas aumenta a necessidade de manutencédo e
diminui a vida atil do motor. Neste cenario, os paises que introduziram o
biodiesel em sua matriz energética tém criado legislacdes estabelecendo o teor
de insaturag6es maximo permitido. Esse teor é geralmente medido através do
teste de indice de iodo, mas também através de testes de estabilidade a
oxidacao. Uma opcao quanto ao controle de oxidacdo € o uso de antioxidantes,
mas estes ndo sdo suficientes para atender essas especificacdes quando
também € exigida a realizagdo do teste de indice de iodo. Costuma-se também
combinar o uso de aditivos com a mistura de biodiesel de soja e de outra
matéria-prima com baixo teor de insaturacdo, como, por exemplo, 0 sebo
bovino, que no Brasil chega a corresponder a 15 % do total. Essa solugéo tem,
porém, o inconveniente de, com o aumento do teor de cadeias saturadas,
aumentar a temperatura de cristalizacdo do biodiesel, prejudicando suas
propriedades a frio.’

E importante destacar que, para utilizacdo do biodiesel, € necessario
gue esse esteja enquadrado em normas internacionais, as quais estao
diretamente ligadas as propriedades fisico-quimicas do biodiesel, sendo esse
um grande desafio tecnoldgico.

40 Rodrigues Jr., J. de A., Cardoso, F. de P.; Lachter, E. R.; Estevdo, L. R. M.; Lima, E.;
Nascimento, R. S. V.; J. Am. Oil Chem. Soc. 2006, 83, 4.

“1 Abreu, F. R.; Lima, D. G.; Hamu, E. H.; Wolf, C.: Suarez, P. A. Z.; J. Mol. Catal. A. 2004, 2009,
29.
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O processo de obtencdo do biodiesel de soja que é realizado no Brasil
tem como produto um éleo combustivel bastante viscoso, com ponto de fusédo
alto e um poder de combustdo menor que o diesel de petréleo. No entanto,
antes do biodiesel chegar as bombas é necessario que o combustivel tenha
passado por analises para controle de qualidade, propriedades a frio, dentre
outras. A analise do biodiesel é realizada a partir de uma amostra
representativa do mesmo, obtida segundo métodos ABNT NBR 14883, ou
ASTM D 4057, ou ISO 5555. De acordo com a resolugcdo da ANP N° 7, DE
19.3.2008 - DOU 20.3.2008, a Tabela 2.1 apresenta as caracteristicas
constantes de Especificacdo que o biodiesel devera obedecer.
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Tabela 2.1- Especificacdes exigidas pela ANP de acordo com a resolugéo
ANP N° 7, DE 19.3.2008 - DOU 20.3.2008. *Os dados presentes nesta tabela foram
retirados do site da Agéncia Nacional do Petrdleo e estdo disponiveis no endereco:
http://www.anp.gov.br, acessado em 12 de outubro de 2011.

Caracteristica Unidade Limite
Aspecto - LIl (1)
Massa especificaa20°C kg/m3 850-900
Viscosidade Cinematica a 40 °C Mmz/s 3,0-6,0
Teor de Agua, Max. mg/kg 500
Contaminacéao Total, max. mg/kg 24
Ponto de fulgor, min. °C 100,0
Teor de éster, min % massa 96,5
Residuo de carbono % massa 0,050
Cinzas sulfatadas, max. % massa 0,020
Enxofre total, max. mg/kg 50
Sodio + Potéassio, max. mg/kg
Célcio + Magnésio, max. mg/kg
Fosforo, méax. mg/kg 10
Corrosividade ao cobre, 3 h a 50 °C, max. - 1
Nimero de Cetano - Anotar
Ponto de entupimento de filtro a frio, °C 19 (7)
max.
indice de acidez, méx. mg KOH/g 0,50
Glicerol livre, max. % massa 0,02
Glicerol total, max. % massa 0,25
Mono, di, triacilglicerol % massa Anotar
Metanol ou Etanol, max. % massa 0,20
indice de lodo 9/100g Anotar
Estabilidade a oxidacdo a 110 °C, min H 6

Para verificar se o biodiesel estd de acordo com as especificacdes
exigidas, analises padrao, com protocolos disponibilizados pela ANP, devem
ser executados em laboratérios autorizados por essa Agéncia.*? As principais

“2 Métodos de andlise: densidade NBR7148; viscosidade ASTM D 445; estabilidade
oxidativa_EN 14112; entupimento a frio D 6371; indice de acidez AOCS; residuo de carbono
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andlises séo: andlise de densidade, viscosidade, teste de estabilidade
oxidativa, entupimento a frio, indice de acidez, determinacdo de percentagem
de residuo de carbono (coque); determinacdo do ponto de fulgor; analise do
indice de cetano; andlise de teor de enxofre; andlise de corrosividade. Essas
analises visam, de um modo geral, verificar e evitar possiveis falhas de
escoamento do combustivel através de dispositivos que contenha filtros; saber
guanto do produto é vaporizado e quanto fica no interior das camaras de
combustdo como carbono na forma alotrépica coque; evitar excesso de energia
nas camaras de combustdo e o mau funcionamento dos pistdes e problemas
com os motores; além de evitar corrosdo aos motores.

Vale ressaltar que, o principal biodiesel produzido no Brasil, o biodiesel
de soja, possui principalmente problemas relacionados a estabilidade oxidativa.
Conforme relatado anteriormente, medidas como adicao de aditivo antioxidante
e mistura de biodiesel a partir de sebo bovino ao biodiesel de soja vem sendo
utilizadas para que o biocombustivel esteja enquadrado nas especificacdes
exigidas pela ANP. Porém, sabe-se que, em curto prazo estas medidas séo
validas, mas de certa forma, a necessidade de toma-las sugere estudos
envolvendo a modificacdo quimica do biodiesel, de forma a obter um
biocombustivel com maior fluidez e estabilidade a oxidacédo, além de melhor
desempenho a baixas temperaturas.

2.1.2 Modificacdo Quimica do Biodiesel

Apesar desse grande desafio da modificacdo quimica do biodiesel,
foram desenvolvidos poucos estudos visando a eliminacdo de problemas
quanto a estabilidade a oxidacdo. Moser e colaboradores propuseram a
epoxidacao das ligacbes duplas com posterior substituicdo nucleofilica com
abertura de epéxido gerando grupos éteres® e hidroxilas na cadeia (Esquema

2.2).

ASTM D189; Ponto de Fulgor D93; Indice de Cetano D 4737; Analise Teor de Enxofre;
Determinacgédo da corrosividade ao cobre D130.
a3 Moser, B. R.; Erhan, S. Z. Eur. J. Lipid Sci. Tech. 2007, 109, 206.
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Esquema 2.2—- Modificacdo Quimica do biodiesel com geracdo de grupos

éteres e hidroxilas na cadeia.

Essa estratégia mostrou ser extremamente promissora, pois, além de
aumentar a estabilidade a oxidacao, também melhorou as propriedades a frio,
uma vez que a presenca desses grupos na cadeia dificulta 0 empacotamento e
a cristalizacdo do biodiesel. Porém, observou-se a elevacédo da viscosidade e
da densidade do biodiesel, devido ao grupo hidroxila formado durante a reacéo
de epoxidacao.

Em outro trabalho, Doll e colaboradores promoveram a epoxidagdo com
posterior formacao de hidroxiésteres* nas cadeias (Esquema 2.3).

* Doll, K. M.; Sharma, B. K.; Erhan, S. Z. Ind. Eng. Chem. Res. 2007, 46, 3513.
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Esquema 2.3- Modificacdo Quimica do biodiesel com geracdo de grupos

ésteres e hidroxilas na cadeia

Conforme o trabalho de Moser, este trabalho trouxe resultados similares,
melhora nas propriedades a frio e estabilidade e comprometimento da
viscosidade e densidade.

Visando também a melhora na estabilidade oxidativa, outros grupos
propuseram a hidrogenacdo parcial do biodiesel, aumentando o teor das
cadeias oléicas e eliminando as cadeias linoléicas.* A estabilidade & oxidacéo
e indice de iodo do biodiesel foram melhorados. No entanto, com a
hidrogenacdo e a consequente formacdo de cadeias saturadas, acarretou
problemas de propriedades a frio.

Um trabalho recente de Suarez e colaboradores envolveu a
hidrogenacéo parcial do biodiesel com catalise heterogénea em liquido idnico.*
Com este trabalho, foi possivel observar a hidrogenacao seletiva, evitando a

geracdo de compostos completamente saturados. Como vantagem da

** Moser, B. R.; Haas, M. J.; Winkler, J. K.; Jackson, M. A.; Erhan, S. Z.; List, G. R. Eur. J. Lipid
Sci. Technol. 2007, 109, 17.

*® Carvalho, M. S.; Lacerda, R. A.; Ledo, J. P. B.; Scholten, J. D.; Neto, B. A. D.; Suarez, P. A.

Z. Catal. Sci. Technol. 2011, 1, 480.
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metodologia desenvolvida, destaca-se a reutilizacdo do catalisador suportado
em meio ibnico sem perda significativa de atividade.

Em linhas gerais, o trabalho desenvolvido por Suarez e colaboradores
também abre uma perspectiva bastante interessante, a incorporacdo da
Quimica sustentavel no desenvolvimento de metodologias para a modificacdo
Quimica do biodiesel. A possibilidade de se utilizar LI, conforme ja destacado
no capitulo anterior, ocorre aliada a diversos beneficios, tais como:
possibilidade de utilizacdo em catélise heterogénea; melhora na seletividade e
rendimentos de reacfes organicas; ndo utilizacdo de solventes organicos
classicos; podem ser feitos reciclos do catalisador suportado, as quais sao
importantes devido a economia e a conservacgao de recurso.

E importante salientar, que além de problemas envolvendo as
propriedades fisico-quimicas do biodiesel, problemas como contaminacao
microbiana também sdo observados. Este problema esta diretamente
relacionado as etapas de transporte do combustivel, recebimento e

armazenamento.

2.1.3 Contaminag&o microbiana de diesel e biodiesel

Os primeiros relatos de contaminacdo de combustiveis por
microorganismos ocorreram nos anos 50. No Brasil, o primeiro relato de
estudos envolvendo a contaminacdo microbiana em combustiveis foi realizado
em um tanque com querosene de aviacdo de onde foi isolado o fungo
Cladosporium resinae.*’

O biodiesel, em relacdo ao diesel apresenta, duas caracteristicas
importantes: € mais higroscépico e possui maior degradabilidade. Em virtude
dessas caracteristicas, a adicdo de biodiesel ao diesel potencializa problemas
como a contaminacdo microbioldgica, a oxidacao, a deterioracdo e surgimento
de impurezas. Consequentemente, pode trazer problemas como o bloqueio de

mangueiras, valvulas e filtros, aumento do conteddo de agua, formacao de

*" Gutheil, N. G. Ocorréncia de Cladosporium resinae (lindau) de Uries em Querosene de
aviacdo no Brasil. Porto Alegre, Instituto tecnoldgico de Rio Grande do Sul. 1966, 9.
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sedimento, corrosao de tanques e tubulacdes, producao de solidos suspensos,
degradacéao dos hidrocarbonetos e bloqueio de injetores.

Esses problemas gerados podem ser minimizados caso cuidados
estabelecidos pela norma NBR 15512, que estabelece os requisitos e
procedimentos para 0 armazenamento, transporte, abastecimento e controle de
qgualidade de biodiesel e/ou mistura 6leo diesel/biodiesel, sejam obedecidos.
Além disso, um método quimico também pode ser utilizado, sendo ele a adicdo
de aditivos. Vale ressaltar que, apenas nos EUA e na Alemanha ocorre essa
adicao.

A presenca de agua é fundamental para o desenvolvimento microbiano.
No Brasil, a especificacdo para o 6leo diesel permite uma quantidade maxima
de 0,05 % de agua. No entanto, alguns microlitros no combustivel sao
suficientes para permitir o crescimento inicial de microorganismos.*® Vale a
pena ressaltar que, uma vez iniciado o processo de crescimento microbiano,
esse metabolismo celular resulta na producdo de mais agua agravando a
contaminagao.

E sabido que os microorganismos podem até sobreviver na auséncia de
agua, devido a estruturas de resisténcia, mas ndo se desenvolvem caso a
disponibilidade de nutrientes minerais seja limitada. Assim, além da &agua,
nutrientes como fésforo, potassio, magnésio e outros também sao limitantes
em sistema de armazenamento.*® Alguns microorganismos podem utilizar
hidrocarbonetos como Unica fonte de energia para seu crescimento.®* O
crescimento de microorganismos pode gerar aldeidos, cetonas e acidos assim
como o processo de oxidacdo em um sistema de estocagem de diesel e

biodiesel .>*

Uma populagéo microbiana, ao encontrar condigbes adequadas de
agua e nutrientes, € capaz de se desenvolver em um tanque de

armazenamento em uma ampla faixa de temperatura (4 a 60 °C) e pH (4 a 9).>

8 Gaylarde, C.C.; Bento, F.M. Braz. J. Microbiol. 1999, 30, 01.

* Bento, F.M. and Gaylarde, C.C. Int. Biodeterior. Biodegrad. 2001, 2, 107.

% Davis, J.B. Petroleum Microbiol. 1967, 604.

°: Dunn, R.O. Fuel Process Technol., 2005, 86, 1071.

52 (&) Yemashova, A. N; Murygina, V. P; Zhukov D. V; Zakharyantz, A. A; Gladchenko, M. A;
Appanna, V.; Kalyuzhnyi, S. V. Sci. Biotechnol. 2007, 4, 315. (b) Leung, D. Y. C.; Koo, B. C. P;
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O oxigénio estd normalmente presente em quantidades suficientes em
combustiveis, e € continuamente reabastecido quando o0s tanques sao
recarregados. Sua presenca no sistema favorece o crescimento microbiano
aerdbico. No entanto, mesmo que o combustivel torne-se anaerdbico, ndo esta
protegido contra uma contaminagcdo microbiana, uma vez que 0S organismos
facultativos, como Bacillus, e anaerodbios, tais como bactérias redutoras de
enxofre (BRS), continuam a proliferar.

Dessa forma, para que aconteca a contaminacdo microbiana em
combustiveis, é necessario que esses microorganismos sejam capazes de
utilizar o diesel e o biodiesel como fonte de carbono. Muitas espécies de
bactérias, leveduras e fungos filamentosos ja foram isoladas e ja é conhecida
sua capacidade de crescer em sistemas de estocagem de combustiveis. O
crescimento de bactérias anaerdbias do tipo redutoras de sulfato e nitrificantes
também ja foi detectado. Apesar de, na maioria dos casos, os problemas
relativos a contaminacdo microbiana, especialmente no diesel, somente serem
investigados quando comegam a ocorrer danos nos equipamentos, o problema
da contaminacdo microbiana € atual e sugere um desafio tecnoldgico: estudos
gue envolvam a obtencdo de um biodiesel modificado que procure melhorar as

propriedades fisico-quimicas e que ao mesmo tempo atue como um biocida.

Guo, Y. Bioresource Technology, 2006, 97, 2, 250. (¢) Chung, Y. C.; Chen, H. C.; Shyu, Y. T.;
Hua, J. Fuel 2000, 79, 1525.
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2.20bjetivos

Modificar quimicamente o biodiesel por meio de rea¢des de amindlise
cataliica em meio ecologicamente aceitavel, conforme metodologia
desenvolvida no Capitulo 1. Desenvolver um biocombustivel que atue de forma
a melhorar a estabilidade a oxidacdo, as propriedades a frio e ao mesmo tempo
como biocida.

2.2.1 Metas

e Determinar as condi¢des ideais de reacdo de modificacdo do biodiesel
em LlIs utilizando o oleato de metila como sonda;

e Determinar as propriedades fisico-quimicas (densidade, viscosidade,
estabilidade a oxidacao, entupimento de filtro a frio) do oleato de metila
modificado;

e Modificar o biodiesel de soja em condi¢cdes otimizadas e avaliar as
propriedades fisico-quimicas (densidade, viscosidade, estabilidade a
oxidacao, entupimento de filtro a frio);

e Avaliar por meio do teste de perfuracdo em agar a atividade biocida
(fungicida e bactericida) do biodiesel modificado em varias

concentracgoes;

2.3Resultados e Discussao

A primeira etapa deste Capitulo foi a escolha do tipo de modificacdo que
seria feita no biodiesel. A escolha pela sintese de amidas ocorreu pelo fato de
as amidas graxas possuirem um importante papel na tecnologia do biodiesel.
Tem sido demonstrado que as amidas derivadas de acidos graxos tém um
comportamento de ignicdo muito melhor do que os ésteres simples dos &cidos
graxos.>® Pelo fato das amidas derivadas de Acidos graxos ndo conterem
enxofre ou aromaticos em sua estrutura, esses compostos podem também
ajudar a aliviar o efeito estufa (também porque a matéria-prima é derivada de
biomassa que esta envolvida tanto no ciclo natural do carbono quanto no

fendmeno da fotossintese)."’

%% Serdari, A.; Lois, E.; Stournas, S. Int. J. Energ. Res. 2000, 24, 455.
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Lois e colaboradores prepararam amidas graxas derivadas de cloretos
de &cidos graxos (derivados do acido palmitico e do &cido laurico) e aminas
secundarias (dietilamina e dibutilamina).>* A reacéo ocorreu com excesso de
amina (trietlamina) em hexano por 48 h a temperatura ambiente (Esquema
2.4).

Q R.R
PRI \MJ\ H
H N - SN
e + / " 1
O ou e} + / ©

_— Cl
\(\a)k RN R Hexano, t.a \MJ\NRR'
10 ©! H T 10

R =etil
R" = butil

Esquema 2.4— Sintese de amidas derivadas de cloretos de &cidos em meio

bésico.

Os autores demonstraram um bom indice de cetano para os compostos
obtidos. Porém, a metodologia ndo se apresenta como uma metodologia viavel,
visto que exige um longo periodo reacional e um grande excesso de amina,
tendo que ser neutralizado ao término da reacéo.

Em outro estudo, Canoira e colaboradores obtiveram amidas a partir de
6leo de soja refinado e 6leo de soja apds a fritura.> Para isto, os autores
trataram o 6leo de soja com 6,2 equivalentes de dietilamina e utilizaram sédio
metalico e trietanolamina em quantidades cataliticas em autoclave a 175 °C
(Esquema 2.5). Apés 48 h de reacdo foi obtido um produto com 75 % de
conversao e apresentando melhora na propriedade de ingnicdo como nameros

de cetanos.

* Stournas, S.; Lois, E.; Serdari A. J. Am. Oil Chem. Soc. 1995, 72, 433.
% Alcantara, R.; Amores, J.; Canoira, L.; Fidalgo, E.; Franco, M.J.; Navarro A. Biomass and
Bioenergy, 2000, 18, 515.
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Esquema 2.5- Sintese de amidas a partir de 6leo de soja.

Em relacdo as metolodogias apresentadas na literatura, percebe-se que
ambas apresentam melhoras no indice de cetano. Porém, as reacdes sao
demoradas, utilizam um grande excesso de base, e em um dos casos
utilizando-se uma segunda base. E importante ressaltar que uma das
metodologias anteriormente citadas utilizou um derivado de acido graxo, nédo
podendo ser utilizado diretamente o 6leo de soja na reacdo. J4 a metologogia
de Canoiras (Esquema 2.5) em que utilizou diretamente o 6leo de soja, a
metodologia ndo leva a uma conversdo total do 6leo em amida, o que
juntamente com o grande excesso de base e a elevada temperatura reacional
torna a metodologia inviavel industrialmente.

Mediante o exposto, escolheu-se modificar o biodiesel gquimicamente
para a formacdo de amida por saber da excelente propriedade de ignicéo
dessa classe de compostos. Além disso, visionou-se uma metodologia rapida e

eficiente, que levasse a uma total conversdo do 6leo de soja em amidas
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graxas. Na primeira reagdo executada em escala de grama obteve-se uma
amida graxa a partir da reacdo entre o oleato de metila e a pirrolidina em meio

a LI e utilizando o CdO como catalisador 135 °C (Esquema 2.6).

CdO
BMI.NTf,

Me

Me

Esquema 2.6- Reacdo de aminolise catalisada por CdO em BMI.NTf, na
temperatura de 135 °C.

O oleato de metila foi escolhido como substrato por estar presente em
torno de 25 % no biodiesel de soja. A escolha da pirrolidina ocorreu em virtude
de se buscar obter uma amida terciaria diferente das ja obtidas na literatura
para a Quimica do Biodiesel, além de ter o conhecimento de compostos que
possuem a porcdo pirrolidilamida apresentarem atividades biolégicas
relevantes.” O CdO e o BMI.NTf, foram utilizados por, na metodologia
desenvolvida no capitulo 1, ser a condi¢do reacional que levou a melhores
rendimentos.

O produto da reacdo em escala de grama foi obtido em 97 % de
rendimento sendo caracterizado por *H RMN, *C RMN e IV. Apés a obtencao

do produto, passou-se para a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas.
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2.3.1 Anaélise fisico-quimica da amida graxa derivada de oleato de metila.

A primeira andlise feita foi a de viscosidade cinemética das amostras,
sendo obtido o valor de 22,5 cSt para amida graxa, que apresentou um
aumento de aproximadamente 16 cSt em relacéo ao oleato de metila (6,5 cSt).

Em seguida, foram executadas andlises de calorimetria diferencial de
varredura (DSC), para verificar a temperatura de fusdo tanto para o Biodiesel
guanto para blendas de biodiesel com adi¢des crescentes da amida: 0 %, 1 %,
3 %, 5 %, 10 %, 25 % e 50 %. Os perfis para a analise de calorimetria
diferencial de varredura estdo dispostos no Gréafico 2.1 e os valores estdo

sumarizados na Tabela 2.2.
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Gréfico 2.1- Perfis para a analise de calorimetria diferencial de varredura.
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Tabela 2.2— Valores referentes a analise de calorimetria diferencial de

varredura.

Amostra 1 estagio (°C) 2 estagio (°C)

Biodiesel - -48,44
1 % amida -49,51
3 % amida -52,03
5 % amida -52,97
10 % amida -62,79 -52,33
25% amida -60,87 -52,60
50% amida -62,05 -48,67

E possivel observar na Tabela 2.2 que para todos os valores obtidos o
pico correspondente ao biodiesel estd em uma temperatura menor que para o
biodiesel puro, o que é excelente para o trabalho. Outro fato interessante, € que
ao serem adicionadas porcentagens de 1 a 5 de amida ao biodiesel verifica-se
uma diminuicdo significativa da temperatura de fusdo em relagédo ao biodiesel
puro. Percebe-se também que a partir de 10 % os valores vao aumentando, o
gue mostra que a adicdo da amida s6 é viavel até certo ponto. No caso das
blendas com 10 e 25 %, também foi possivel observar um aumento da
temperatura de fusdo, mas o0s valores apresentaram-se praticamente
constantes, mostrando que um aumento na propor¢cdo de oleato de metila
modificado acima de 5 % nao acarreta em significativas mudancas. No entanto,
para 50 % observou-se um decréscimo significativo da temperatura de fuséo
em relagdo aos valores de 10 e 25 %. Para 10, 25 e 50 % foram observados
dois valores de temperatura de fusdo: os valores do primeiro estagio
(relacionado a temperatura de fusdo da amida) e do segundo estagio
(relacionado a temperatura de fuséo do biodiesel).

Em seguida, foram executadas andlises de Rancimat para verificar a
estabilidade oxidativa da amida graxa formada e de blendas de biodiesel com
adicbes crescentes da amida: 1 %, 3 %, 5 %, 10 %, 25 %, 50 % e 100 %
(amida graxa) e biodiesel, de acordo com a norma EN 14112, e os resultados

estdo sumarizados na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3- Anélise de oxidacdo acelerada de acordo com a norma EN 14112,

Tempo de Tempo para atingir a

Amostra inducéao condutancia de

(h) 200 puS cm™(h)
Biodiesel 1,6 3,7
1% de amida 7,4 11,4
3 % de amida 9,3 13,5
5% de amida 10,9 17,1
10 % de amida 14,0 23,3
25 % de amida 0,1 0,9
50 % de amida 0,03 0,14
100 % de amida 0,02 0,07

Os resultados dispostos na Tabela 2.3 mostram que com o aumento da
propor¢cdo de amida graxa no biodiesel ha um aumento da estabilidade
oxidativa do material, sendo o melhor valor obtido o referente a adicdo de 10
%. A partir de 25 %, percebe-se um decréscimo drastico do tempo de inducao,
0 que pode indicar que todo o material foi oxidado imediatamente. Desta forma,
acredita-se a amida produzida esta atuando como um agente antioxidante, mas
qgue a partir de 10 % ndo é viavel, jA que uma grande quantidade de amida
levaria a uma rapida oxidacdo. Ja que esta se oxida primeiramente que 0
biodiesel.

Uma vez que tanto o Rancimat quanto o DSC indicam uma boa
eficiéncia na melhoria das propriedades fisico-quimicas para a blenda com
adicao de 5 % (Tabelas 2.2 e 2.3), a mesma foi submetida a novas analises.

A viscosidade cinemética a 40 °C para a adicdo de 5 % de amida
apresentou um valor de 4,2 cSt e a andlise de entupimento de filtro a frio
forneceu o valor de -1 °C (estes valores estdo dentro das especificacbes
exigidas pela ANP para o Biodiesel). A determinacédo do ponto de entupimento
a frio ocorreu de acordo com a norma ASTM D 6371. Mediante os resultados
obtidos, percebe-se que a adicdo de 5 % de amida ao biodiesel mostrou uma
maior estabilidade oxidativa em relacdo ao biodiesel de soja, sem aumentar a
viscosidade e a temperatura de entupimento de filtro a frio. Os valores das
propriedades fisico-quimicas da blenda com 5 % de amida encontram-se nos
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padrbes de especificacdo que correspondem a parte da qualidade exigida para
o biodiesel, podendo ser utilizado com um aditivo para o biodiesel.

Apéds as analises fisico-quimicas do material obtido a partir do oleato de
metila, partiu-se para a reacao de amindlise para a obtencdo de uma mistura

de amidas derivadas de &cido graxo.

2.3.2 Sintese de amidas graxas a partir de 6leo de soja.

Nesta parte do trabalho havia duas possibilidades: transesterificar o 6leo
de soja para a obtencao de biodiesel e posteriormente submeté-lo a reacéo de
aminodlise; ou utilizar diretamente o 6leo de soja para a obtencdo de uma
mistura de amidas graxas. Escolheu-se entdo a segunda alternativa, como uma
forma de diminuir o nimero de etapas e aumentar a eficiéncia da reacao

(Esquema 2.7).

Oléico (18:1)
0O

OJJ\/\/\/\N"‘\/\/\/\/\
Linolénico (18:3) o O\[]/\/\/\/%M

/\/%/\w\/%/\/\/\)\o o Linoléico (18:2)

R"

R "H

Acido de Lewis
Liquido 16nico

(@]
/\%%/\N%/\/\/\)J\N,R' + ﬁ/OH
}

Esquema 2.7- Reac¢do de amindlise catalitica utilizando 6leo de soja.

O dleo de soja possui em sua estrutura trés diferentes cadeias alquilas
provenientes dos acidos graxos: oléico, linoléico e linolénico (Esquema 2.7). Os
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grupos ésteres da estrutura do 6leo de soja foram totalmente convertidos a
amidas, j& que nenhum traco de éster foi verificado em um rendimento de 95

%. Apds a obtencdo do produto, este foi submetido as analises fisico-quimicas

2.3.3 Analises fisico-quimicas da mistura de amidas graxas obtidas a
partir do 6leo de soja.

A primeira analise feita do biodiesel modificado por meio de amidacao
catalitica com pirrolidina foi a de viscosidade cinematica. Ap6s a execucao do
procedimento de acordo com a norma ASTM D 445, obteve-se um valor de
24,5 ¢St que quando comparado ao valor da viscosidade do 6leo de soja (36,5
cSt), percebe-se que ocorreu uma diminuicdo do valor. Quando comparado o
valor da viscosidade da mistura de amidas obtidas em relacdo a viscosidade
exigida pela ANP para o biodiesel (de 4 a 6 cSt), verifica-se um aumento no
valor.

Em seguida, foi analisada a densidade do produto obtido, de acordo com
o procedimento de andlise descrito na norma NBR7148. O procedimento foi
efetuado em triplicata e o valor de densidade obtido a 15 °C foi de 1,049 g/cm?®.
Quando realizado a 20 °C, o valor médio da densidade foi de 1,046 g/cm’.
Comparativamente com o valor obtidos na literatura,®® 0,922 cm® a 20 °C para
o 6leo de soja, observa-se um pequeno aumento. Quando comparados ao
biodiesel, de acordo com a ANP (Tabela 2.1), o biodiesel deve ter uma
densidade entre 0,850 e 0,900 g/cm®. Os valores obtidos revelam que a amida
obtida possui um valor maior que o exigido pela ANP.

Em seguida, partiu-se para a avaliacdo da propriedade oxidativa do
material obtido. Novamente, foram preparadas blendas da mistura de amidas
obtidas a partir do 6leo de soja, com o biodiesel. As blendas preparadas
possuiram um aumento gradual da mistura de amida graxa obtida a partir do
Oleo de soja (1 %, 3 %, 5 %, 10 %, 25 %, 50 %) ao biodiesel. Os resultados

estdo sumarizados na Tabela 2.4.

% http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/482 99.htm. Acessado em 30 de outubro de 2011.
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Tabela 2.4- Anélise de oxidacdo acelerada de acordo com a norma EN 14112,

Amostra Tempo de Tempo para atingir a

inducao conduténcia de

(h) 200 puS cm™(h)
Biodiesel 1,6 3,7
1 % de amida 3,5 6,4
3 % de amida 4,1 7,4
5% de amida 51 9,0
10 % de amida 6,8 11,6
25 % de amida 0,03 0,2
50 % de amida 0,03 0,1

Como pode ser observado na Tabela 2.4, os valores obtidos a partir da
analise de estabilidade oxidativa pelo método Rancimat de acordo com a
norma EN14112, indicam um aumento da estabilidade oxidativa das blendas
analisadas a partir da adicdo de 1 a 10 % de amida ao biodiesel. A adicao
superior ao valor mencionado diminui drasticamente a estabilidade das blendas
(25 e 50 %), de modo similar as analises obtidas com a amida proveniente do
oleato de metila. Esses valores mostram que a mistura de amidas obtida a
partir do 6leo de soja podem ser utilizadas como um aditivo antioxidante ao
biodiesel, até 10 %. Comparativamente aos resultados obtidos a partir da
Tabela 2.3, percebe-se que a amida obtida a partir do oleato de metila possui
maior propriedade antioxidante do que a mistura de amidas a partir do 6leo de
soja. Isto se deve ao fato de que a amida obtida a partir do 6leo de soja possui
maior quantidade de ligacfes duplas que sao derivadas dos acidos linoléico e
linolénico do 6leo de soja, 0s quais possuem, respectivamente, duas e trés
ligacOes duplas presentes em sua estrutura. Essas ligacdes estdo presentes na
cadeia em disposicao capaz de estabilizar intermediarios radicalares de reacao
de oxidacao o que confere uma baixa estabilidade oxidativa ao biodiesel.

Os resultados indicam que tanto a amida derivada do oleato de metila,
guanto do Oleo de soja podem ser utilizadas como aditivos antioxidante.
Contudo, a amida derivada do oleato é mais ativa neste papel. Conforme
verificado na Tabela 2.4, a maior estabilidade a oxidacdo foi obtida com a
blenda contendo 10 % de amida em biodiesel. Com isso, como forma de
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verificar se o biodiesel aditivado com 10 % de amida est4 de acordo com as
normas exigidas pela ANP, essa blenda passou novamente por andlises fisico-
guimicas.

Em um primeiro momento, foi analisada a densidade da blenda nas
temperaturas de 15 e 20 °C. A 15 °C, de acordo com a norma NBR 7148, a
densidade obtida foi de 0,891 g/cm® e a 20 °C o valor obtido foi de 0,887 g/cm?®.
Os valores obtidos estdo dentro das normas exigidas pela ANP, que determina
um valor entre 0,850 e 0,900 g/cm®.

Outra andlise feita com a blenda contendo 10 % de amida foi a
viscosidade cinematica de acordo com a norma ASTM 445, obtendo-se um
valor de 4,67 cSt. Este valor esta dentro dos padrées exigidos pela ANP, que
exige uma viscosidade entre 4 e 6 cSt.

A analise de entupimento a frio, de acordo com a norma ASTM D 6371,
forneceu uma temperatura de -1 °C. Esta temperatura esta dentro do limite
exigido pela ANP, que exige um valor de até 19 °C. Além disso, a temperatura
aferida do ponto de entupimento a frio € a mesma obtida para o biodiesel puro,
-1 °C. Com isso, verifica-se a possibilidade da blenda com 10 % de amida
derivada do 6leo de soja ser utilizada como um aditivo antioxidante

2.4 Ensaios microbioldgicos — Teste de perfuracdo em agar

Para o teste de perfuracdo em agar foram utilizadas cepas de bactérias
e fungos padronizadas ATCC (American Type Culture Collection). Os
organismos utilizados nos testes foram escolhidos por serem comuns no ar, no
solo e nos seres humanos. Sao eles: as bactérias Escherichia coli (ATCC
8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC
31488), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), e os fungos Candida albicans
(ATCC 10231), Microsporum canis (ATCC 36299) e Trichophyton rubrum
(ATCC 10218).

Nos reservatorios presentes no agar foram adicionados 10 uL das
blendas. As propor¢des da mistura de amidas graxas obtidas a partir do 6leo
de soja em biodiesel utilizadas nas blendas foram de 1 %, 3 %, 5 %, 10 %, 25
%, 50 % e 100 %. Apds o tempo de incubacdo foram medidas as zonas de
inibicdo (onde ndo houve crescimento). Os halos de inibicdo foram medidos,
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incluindo o diametro da perfuracdo, com o auxilio de projetor ético e um
paquimetro. O calculo foi feito a partir da média das leituras em triplicatas das
amostras em teste e os dados estao dispostos na Tabela 2.4.

Tabela 2.5- Valores médios das dimensdes dos halos de inibicdo em

milimetros.
Microorganismo Amostras
1% 3% 5% 10% 25% 50% 100%
Escherichia coli* -[-1- 13 -[-- 21 -[-I- -[-- 19
Pseudomonas -[-1- -[-1- -[-- -[-- -[-I- 17 15

aeruginosa*
Klebsiella -I-/- -I-/- -I-/- -I-/- -I-/- --I- --I-

pneumoniae*

Staphylococcus -/-1- -/-1- -I-1- -I-1- -/-1- -I-1- -I-1-
aureus*

Microsporum -/-1- -/-1- -/-1- -/-1- -/-1- 9 17
canis**

Candida albicans** -/-1- -/-1- -I-1- -/-1- 10 10 16
Trichophyton -I-/- -I-/- -I-/- --1- -I-/- -I-I- 19
rubrum**

* Bactéria; ** Fungos.

Como pode ser observado na Tabela 2.5, foram utilizados quatro
bactérias e trés fungos. Dentre as quatro bactérias as amostras analisadas
apresentaram atividade para duas. Para a bactéria Escherichia coli, a blenda
contendo 3 % em massa de amida ja apresentou atividade, com um halo de
inibicdo de 13 mm. As blenda contendo 10 e 100 % de amida apresentaram a
média dos halos de inibicdo de 21 e 19 mm, respectivamente. Outra bactéria
utilizada nos testes foi a Pseudomonas aeruginosa, e para ela as blendas
contendo 50 e 100 % da mistura de amidas graxas apresentaram valores de 17
e 15 mm, respectivamente para as médias dos halos de inibicao.

Para os trés fungos utilizados o material analisado apresentou inibigao.
Para o teste com o fungo do tipo levedura, Candida albicans, com 25 % de
amida em biodiesel j& foi possivel observar atividade. Os valores das médias
dos halos obtidos para as blendas contendo 25, 50 e 100% de amida foram de
respectivamente, 10, 10, 16 mm. Com relacdo ao fungo Microsporum canis as
amostras contendo 50 e 100 % da mistura de amidas graxas apresentaram
halo de inibicdo de 9 e 17 mm, respectivamente. Para o Trichophyton rubrum

apenas a amida graxa pura apresentou inibicdo, com um halo de 19 mm.
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Outro ponto interessante observado durante os testes € que nas
proximidades dos reservatorios houve uma diminuicdo do crescimento,
podendo as blendas com misturas de amidas serem consideradas biostéticas,
ou seja, nao inibe, mas diminui o crescimento. Cabe destacar, que o fato de as
blendas terem apenas diminuido o crescimento ao redor do meio de cultura
pode ser devido ao material nao ter difundido de forma adequada no meio de
cultura. Dessa forma, isto sugere que sejam realizados testes em outros meios
ou utilizando outra técnica, como a microdilui¢ao.

De um modo geral, estes resultados sao bastante interessantes, pois
mesmo nos ensaios que ndo foram formados halos pode ser observada uma
diminuicdo do crescimento de fungos e bactérias, 0 que ja € interessante para
a Quimica do Biodiesel.

2.5 Concluséao

A metodologia desenvolvida no Capitulo 1 se mostrou bastante eficiente
para o preparo de amidas graxas em escala de grama a partir do 6leo de soja.
Dessa forma, foi possivel obté-las a partir do 6leo de soja, ndo necessitando a

prévia preparacdo do biodiesel.

Os resultados obtidos com as analises fisico-quimicas tanto para a
amida derivada do oleato de metila, quanto para a mistura de amidas obtidas a
partir do 6leo de soja, mostraram propriedades fisico-quimicas interessantes,
indicando que o material obtido possa vir a ser utilizado como um aditivo

antioxidante.

Além disso, a avaliacdo biol6gica do material obtido mostrou que a
mistura de amidas produzida possui atividade microbicida, em diversas
concentragdes, tanto para fungos do tipo levedura e filamentoso quanto para
bactérias, gram negativas e positivas. O material obtido, mesmo quando nao
apresentou halos definidos de inibicdo mostrou diminui¢do no crescimento dos
microorganismos sendo essa atividade do tipo biostatica. Desse modo, a
mistura de amidas se apresenta como possivel utiliza¢do biocida em biodiesel.

Os resultados descritos neste capitulo serdo publicados em periddico

internacional.
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3. Sintese One-pot de nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com aminoacidos.

3.1Introducéo

A Nanotecnologia ndo € uma ciéncia recente. Ja& em 1959 os primeiros
conceitos de Nanotecnologia foram formulados por Richard Feynman®’ e em
1974 Norio Taniguchi introduziu o termo “nanotecnologia”. *® Nas ultimas
décadas, a crescente preocupacdao em desenvolver equipamentos e técnicas
para o entendimento da matéria em escala nanométrica se torna constante.
Este fato se deve a ampla aplicacdo dessa Ciéncia e a possibilidade de uniéo
de diversas éareas. Atualmente, a nanotecnologia esta presente em todo o
cotidiano, desde chips de computadores até na medicina.>

Neste contexto, as nanoparticulas (NPs) surgem com imensa
importancia devido as diversas aplicacdes, seja na nanomedicina (prevencao,
diagnético e tratamento de doencas), seja no aspecto tecnolbgico
(desenvolvimento de selos de vedacdo, fluidos magnéticos e materiais
nanoestruturados). Em busca de uma linguagem comum, de acordo com 0O
documento PAS71,%° sdo consideradas NPs, particulas com o tamanho de até
100 nm.

Dentre as NPs, as nanoparticulas magnéticas (NPMs) tém ganhando
bastante atencdo no meio cientifico. Uma caracteristica importante das NPMs é
a magnetizagcdo, que ocorre de uma forma muito especial, pela unido do
ferromagnetismo de muitos spins atbmicos e um Unico monodominio,
denominado superparamagnetismo. A grande é&rea superficial e a
magnetizacdo das NPMs aliadas a possibilidade de funcionalizacdo com

" Em palestra para a Sociedade Americana de Fisica em 1959.
S\ Taniguchi, Proc. Intl. Conf. Prod. Eng. Tokyo, Part Il, Japan Society of Precision
Engineering, 1974).

% Gewin, V. Nature 2009, 460, 540.
® pAS71 - Esta Especificacdo Publica (do inglés Publicy Available Specification - PAS) foi

comissionada pelo Departamento inglés de Comércio e Industria (UK Department of Trade and
Industry) - DTI) em colaboracdo com a Instituicdo BritAnica de PadrBes (British Standards
Institution - BSI) com a finalidade de desenvolver e encorajar o uso de uma linguagem comum
para as tecnologias de nanoparticula. Consultado em (www.bsi-global.com/en/). Acessado
em 12 de outubro de 2011.

79



diferentes ligantes tornam as NPMs passiveis de serem utilizadas em diversos
campos da ciéncia. Sabendo-se que as propriedades fisicas e quimicas das
NPs estdo relacionadas a sua morfologia e tamanho, e com o intuito de
melhorar as propriedades desses materiais, varias metodologias de sintese e
modificacéo de NPs tém sido desenvolvidas.®*

No caso das nanoparticulas magnéticas (NPMs), que sdo constituidas
por 6xido metalico superparamagnético, a busca por dispersées estaveis se
torna necessaria, visto que as caracteristicas das NPMs séo fornecidas ao
sistema e sua morfologia e tamanho estdo relacionados as possiveis
aplicacdes, como, por exemplo, a utilizagcdo desses fluidos em processos de
fixacdo, separacao, transporte, marcacao ou selecéo dos alvos em aplicacbes
terapéuticas.®? Cabe ressaltar, que em processos envolvendo transformacéo de
energia, catalise ou funcionalidade de dispositivos mecéanicos, tais como,
sensores, atuadores e armazenadores de dados, entre outros, caracteristicas
eletrdnicas diferenciadas podem ser Uteis.

Em meio a tantas possiveis aplica¢cfes, varias rotas foram desenvolvidas
e podem ser utilizadas para obtencdo de NPMs, seja por reacdes de co-
precipitacdo,®® por reacées envolvendo reducéo® ou por reagbes de sintese
em elevadas temperatura e pressdo.® Dentre essas rotas, a co-precipitacéo e
a decomposicao térmica sdo as mais utilizadas para a obtencédo de 6xidos de
ferro. Estes Oxidos possuem estrutura cristalina que variam de acordo com a
fase de Oxido de ferro a qual pertencem. Existem 16 diferentes fases de ferro.
No entanto, as fases mais utilizadas em aplicacdes biomédicas sdo a magnetita

(FesO4) e a maguemita (y-Fe;Os3), as quais apresentam estrutura do tipo

61 (a) Jain, T. K.; Richey, J.; Strand, M.; Leslie-Pelecki, D. L.; Flask, C. A. Biomaterials, 2008,
29, 4012. (b) Yuanbi, Z.; Zumin, Q.; Jiaying, H. Chinese J. Chem. Eng. 2008 16(3), 451. (c)
Bonder, M. J.; Zhang, Y.; Kiick, K. L.; Ppapafthymiou, V.; Hadjipanayis, G. C. J. Magn. Mater.
2007, 311, 658.

62 (a) Ehrlich, P. Em Collected Studies on Immunology; Ehrlich, P., ed.; John Wiley & Sons:
Londres, 1906, 404. (b) Choi, S. J.; Oh, J. M.; Choi, J. H. J. Phys. Chem. Solids. 2008, 69,
1528.

% yuanbi, Z.; Zumin, Q.; Jiaying, H. Chinese J. Chem. Eng. 2008 16(3), 451.

* Bonder, M. J.; Zhang, Y.; Kiick, K. L.; Ppapafthymiou, V.; Hadjipanayis, G. C. J. Magn. Mater
2007 311, 658.

65 Lim, Y. T.; Cho, M. Y.; Lee, J. M.; Chung, S. J.; Chung, B. H. Biomaterials 2009, 30, 1197.
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espinélio cubica. Dentre todas as fases, a mais estavel é a hematita (a-Fe,O3)
com estrutura hexagonal romboédrica.®® A partir de outras fases, (FesO4) e (y-
Fe,03), por meio de processos oxidativos ou térmicos, pode-se obter a
hematita.

Nas reacdes de co-precipitacdo, a formacdo do O6xido ocorre sob
atmosfera inerte, pela adicdo de uma base a uma mistura de solucdes de sais
de Fe*" e Fe*, conforme a equagéo 3.1.

Fe? + 2 Fe®* + 80H > Fe304+4 H,O (3.1)

Neste processo, a natureza da base tem papel fundamental nas
propriedades fisico-quimicas das NPs formadas. Porém, esse método ocorre
sem grande controle de morfologia e tamanho. Para aplicacdes biomédicas, a
co-precipitacdo pode ser utilizada de forma viavel, visto que permite a
funcionalizacdo direta com ligantes hidrofilicos.

No caso da decomposicao térmica, ndo se sabe ao certo 0 mecanismo
da reacdo. Porém, € observado que as elevadas temperaturas em que as
reacdes ocorrem (100 a 350 °C) levam a formacgédo de estruturas cristalinas
regulares.

A decomposicdo do precursor pela temperatura leva a formacédo de
nacleos. Em seguida, a agregacédo destes leva a formacao de nanocristais. O
controle reacional envolvendo temperatura, tempo de reagdo e precursor
escolhido permite o controle do tamanho e forma, os quais afetardo
diretamente nas propriedades magnéticas. Como geralmente o solvente
utiizado neste tipo de reacdo € apolar, para aplicacdbes biomédicas é
necessaria a troca do ligante ou uma segunda etapa para funcionalizacdo com
um ligante hidrofilico.

Existe uma variedade de processos de obtencdo de NPMs

funcionalizadas, os quais envolvem a presenca de aminoacidos, °’

66 Wonterghem, j. V.; Mgrup, S.; Charles,S. W.; Wells,S. J. Colloid Interface Sci. 1988, 121,
558.

67 (a) Durmus, Z.; Kavas, H.; Toprak, M. S.; Baykal, A.; Altingeki¢, T. G.; Aslan, A.; Bozkurt, A.;
Cosgun, S. J. Alloy. Compd. 2009, 371. (b) Duan, L.; Jia, S.; Wang, Y.; Chen, J.; Zhao, L. J.
Mater. Sci. 2009, 4407. (c) Tie, S. L.; Lin, Y. Q.; Lee, H. C.; Bae, Y. S. Lee, C. H. Coll. Surf. A
2006 75. (d) Park, J. Y.; Choi, E. S.; Baek,M. J.; Lee, G. H. Mater. Lett. 2009, 379. (e)
Marinescu, G.; Patron, L.; Culita, D. C.; Neagoe, C.; Lepadatu, C. |.; Balint, I.; Bessais, L.;
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% proteinas, *

surfactantes, ®® poligis, ® polimeros naturais e sintéticos, ’
fosfolipidios,’® entre outros. Nos processos descritos na literatura, em que se
utilizam aminoacidos, um dos maiores inconvenientes € o envolvimento de
duas etapas no preparo das NPs, sendo a primeira etapa de sintese e a
segunda de modificagcdo. Em outros processos as rea¢des sao conduzidas em
meio altamente alcalino, com a geracao de residuos téxicos devido a utilizacao

de solventes organicos ou precursores instaveis.

3.1.1 Sintese de Nanoparticulas funcionalizadas com aminoéacidos

De acordo com a literatura, poucos trabalhos envolvem o preparo de
NPs na presenca de aminoacidos. Zhan e colaboradores reportaram a
formacdo de NPs do tipo magnetita funcionalizada com L-arginina. Neste
trabalho, as ferritas s@o preparadas na presenca de glicerol e 4gua a uma
temperatura de 200 °C por 6 h.”

Lee e colaboradores por meio do método de co-precipitagdo em meio
basico, envolvendo duas etapas, obtiveram NPMs funcionalizadas com leucina
(Leu), arginina (Arg), cisteina (Cys), cistina, acido aspartico (Asp) e tirosina
(Tyr). Primeiramente ocorreu a preparacdo da NPM funcionalizada com oxalato

em pH 9. Em seguida ocorreu a troca do ligante oxalato por aminoacidos em

Cizmas, C. B.; J. Nanopart. Res. 2006 1045. (f) Viota, J. L.; Arroyo, F. J.; Delgado, A. V.; Horno,
J. J. Coll. Int. Sci. 2010, 144.

&8 Wong, H. L.; Bendayan, R.; Raucht, A. M.; Li, Y.; Wu, X. Y. Adv. Drug Deliver. Rev. 2007, 59,
491.

% Chan, J. M.; Zhang, L.; Yuet, K. P.; Liao, G.; Rhee, J.; Langer, R.; Farokhzad, O. C.
Biomaterials, 2009, 30, 1627.

70 (a) Langereis, S.; Dirksen, A.; Hackeng,T. M.; Van Genderen, M. H. P.; Meijer, E. W. New j.
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pH 5.7 Como desvantagem, este método ocorre em duas etapas em meio
alcalino.

Hegman e colaboradores sintetizaram NPMs funcionalizadas com L-
acido Glutamico e L-arginina utilizando Fe(acac); como precursor e NaBH,4
como agente redutor.” Primeiramente os aminoacidos foram adicionados a
solucdo com Fe(acac)s ap6s desoxigenacao e rotacdo de 1000 rpm por 15 min.
Para a formacao das nanoparticulas foi adicionado NaBHy,.

Cizmas e colaboradores, prepararam nanoparticulas magnéticas na
presenca de aminoacidos (L-acido-aspartico, L-acido glutadmico, cloridrato de
arginina, L-prolina, DL-triptofano) pelo método de co-precipitacdo em meio de
hidroxido de aménio. "® Esta sintese possui dois inconvenientes, utiliza meio
basico e um grande excesso de aminoacidos, sendo a proporcdo utilizada de
Fe(lll):Fe(ll):AA igual a 2:1:4 e 2:1:8.

O mesmo grupo de pesquisas, publicou outro trabalho em que NPs
funcionalizadas com L-tirosina e L-histidina foram sintetizadas pelo método
relatado anteriormente. Neste trabalho os autores demonstraram que a reacéo
requer uma grande quantidade de hidréxido de ambnio para a obtengéo de
NPs magnéticas. Apesar da obtencao das particulas magnéticas, este método
€ praticamente inviavel pois ocorre em meio fortemente basico e com um
grande excesso de aminoacidos.”’

Um trabalho bastante interessante e também intrigante € o de Yang e
colaboradores, intitulado “One-pot green synthesis of biocompatible arginine-
stabilized magnetic nanoparticles”. ® Segundo os autores, foram obtidas
nanoparticulas do tipo Fe3O., CoFe,O, e MnFe,O, funcionalizadas com
arginina. As NPs de magnetita foram obtidas utilizando FeCl, como um
precursor e o procedimento adotado por estes autores foi a mistura de uma

™ Tie, S. L.; Lin, Q.; Lee, H.C.; Bae, Y-S, Lee, S-H. Colloids and Surfaces A: Physicochem.
Eng. Aspects 2006, 273, 75.

" Yathindranath, V.; Rebbou, L.; Moore, D.F; Miller, D. W.; Hegmann, T. Adv. Funct. Mater.
2011, 21, 1457.

® Marinesc, G.; Patron, L.; Culita, D. C.; Neagoe, C.; Lepadatu, C. I.; Balint, J.; Bessais, J.;
Cizmas, C. B. Journal of Nanoparticle Research, 2006, 8, 1045.

" Culita, D. C. Marinescu, G.; Patron, L.; Carp, O.; Cizmas, C. B. Diamandescuc , L. Materials
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solugcdo aquosa 20 mM FeCl, com igual volume de uma solucdo aquosa
arginina 20 mM sob um atmosfera de nitrogénio a 15 °C com agitacéo vigorosa.
Transcorridas 3 h de reacdo, as NPs foram submetidas a separacdo magnética
e lavadas com agua trés vezes. O material sélido resultante foi lavado com
etanol e secos em um forno a vacuo a 50 °C."

O que parece surpreendente neste processo é que a sintese de NPs de
magnetita ocorreu a partir de sais de Fe (Il) sem uso de qualquer agente
oxidante. E sabido que a magnetita tem sitios de Fe (Il) e Fe (lll) em sua
estrutura cubica. Portanto, varios relatos na literatura mostram que a magnetita
foi obtida a partir de precursores de Fe (lll) com o uso de agentes redutores, ou
pelo uso de uma mistura na proporcdo de 1:2 de sais de Fe (ll): Fe (Il).”
Poderia ser argumentado que parte do Fe (ll) é oxidada a Fe (lll) pelo oxigénio
atmosférico. No entanto, a reacdo foi conduzida sob atmosfera de N,. Durante
a discussao sobre o mecanismo de reacdo, os autores mencionam o trabalho
de Aslam e colaboradores,®® que obtiveram NPs do tipo magnetita utilizando
como precursor Fe (l) e dodecilamina. No entanto, Aslam et al. afirmam que o
sal Fe (Il) utilizado ja continha uma certa quantidade de Fe (lll), ja que Fe (ll) é
facilmente oxidado a Fe (lll), mesmo na presenca de vestigios de oxigénio.
Além disso, na obra de Aslam et al. a reacao foi conduzida a 85 °C uma vez
gue € muito maior do que a 15 °C, temperatura utilizada no artigo comentado.

Existem alguns estudos que relatam a sintese de NPs de magnetita a
partir de sais de Fe (Il) na atmosfera de Ar. No entanto, nestes estudos a
sintese foi realizada sob sonicacdo.?* Sob sonicacado, bolhas de solventes s&o
formadas e, durante seu colapso, espécies reativas de radicais sdo formadas,
como a hidroxila radicalar, que pode entao reagir para formar H,O,, que por
sua vez, promove a oxidacao de Fe (Il) para Fe (lll). Além disso, € sabido que

& (a) Park, J.; Joo, J.; Kwon, S. G.; Jang, Y.; Hyeon, TAngew. Chem. Int. Ed. . 2007, 46, 4630.
(b) Laurent, S.; Forge, D.; Port, M.; Roch, A.; Robic, C.; Elst, L. V.; Muller, R. N.; Chem. Rev.
2008, 108, 2064. (c) Shylesh, S.; Schinemann, V.; Thiel, W. R.; Angew. Chem. Int. Ed. 2010 49
3428.

8 Asla, M.; Schultz, E. A; Sun, T.; Meade, T.; Dravid, V. P. Cryst. Grow. Des. 2007, 7, 471
8 Kumar, R. V.; Koltypin, Y.; Xu, X. N.; Yeshurun, Y.; Gedanken, A.; Felner, I. J. Appl. Phys.
2001, 89, 6324. Theerdhala, S.; Bahadur, D.; Vitta, S.; Perkas, N.; Zhong, Z. Y.; Gedanken, A.
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aminoacidos como a L-arginina sdo agentes redutores. Por exemplo, eles sédo
capazes de reduzir os sais de prata ou de ouro para prata metalica ou ouro
metalico.®? Portanto, é dificil acreditar que a magnetita pode ser obtida pelo
procedimento descrito pelos autores no artigo citado. Também € sabido que
para a obtencao de ferritas como CoFe,O, e MnFe,O,4 é preciso de sais na
proporgdo 2:1 (Fe (lll): M (ll), M = Co, Mn). De acordo com o procedimento
relatado no artigo comentado, os autores utilizaram um sal Fe (lI) misturado
com sais de Co (II) ou Mn (lI).

Outra metodologia interessante emprega a sonicagédo para a formacéo
de magnetita. Na primeira etapa é utilizado como precursor o acetato de Ferro
(I) para a formagédo do oxido de ferro. Em seguida, ocorre a funcionalizagao
em solucdo de L-arginina por 48 h. Apesar de muito interessante, a reacao é
demorada, néo sendo viavel para producéo industrial 2

Recentemente, foi demonstrado que NPMs podem ser obtidas em uma
Unica etapa via decomposicéo térmica de precursores do tipo M"(Acac), (n = 2
ou 3; M = Fe, Co, Ni, Mn; Acac = acetilacentonato) empregando LIs como
solventes e oleilamina como agente redutor e modificador de superficie.®* No
entanto, as NPMs formam dispersdes estaveis apenas em solventes apolares.
Para aplicacbes biomédicas, as solucbes coloidais estaveis devem ocorrer em
meio polar fazendo-se necessario uma segunda etapa, envolvendo a
substituicdo da oleilamina por outro agente modificador de superficie. Para se
obter dispersdes estaveis em diferentes meios, faz-se necessario que a NPM
seja funcionalizada por outras moléculas com diferentes polaridades. Neste
contexto, obtengcdo de NPMs funcionalizadas com aminoacidos, em uma so
etapa, pelo método de decomposicdo térmica em meio ecologicamente
amigéavel (LI), e que formem dispersdes estaveis em meio biolégico, se torna

um desafio.
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3.1.2 Efeito da funcionalizacdo das NPs

E sabido que todos os sistemas tendem a permanecer em sua forma
menos energética. No caso das NPs, a aglomeracao ou bulk metélico, diminui
a energia de superficie, que é elevada devido a grande area superficial das
NPs. Quando ocorre a funcionalizacédo, geralmente por moléculas organicas de
cadeia longa, ocorre uma repulsédo entre as moléculas dos ligantes por meio do
efeito estéreo e eletrbnico, evitando a aglomeracdo e a oxidacdo de NPs
metalicas.

Além disso, o ligante possui um papel importante para a formacdo de
dispersdes estaveis. Para fins biomédicos, € necessaria a incorporacdo de um
ligante hidrofilico que permita a estabilizacdo em pH fisiolégico em torno de 7,2.
Outra possibilidade é a incorporacdo de moléculas bioativas, as quais além de
evitar a aglomerag&o poderéo ser utilizadas como agentes ativos no tratamento

de doencas.

3.1.3 Aplicagdes Biomedicas

De acordo com a definicAo do Instituto Nacional do Céncer (INCA),
cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os
tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do
corpo.® Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas
e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores (acumulo de células
cancerosas) ou neoplasias malignas. Estas células malignas deixam de
responder aos mecanismos de controle e defesa do organismo, multiplicando-
se continuamente e desordenadamente para criar os tumores. O cancer pode
ser causado por fatores internos (e.g.; mutacdes inerentes, hormonios,
condicdes imunoldgicas) e externos (e.g.; tabaco, substancias quimicas,
radiacdo, alimentacdo, agentes infecciosos), sendo que ambos os fatores
podem atuar simultaneamente ou sequencialmente para a iniciagdo ou
promocdo da carcinogénese. A proliferacdo celular anormal é associada a
alteracbes genéticas em etapas-chave de regulacdo do ciclo celular. Na

8 http://www.inca.gov.br/ acessado em 18 de outubro de 2011.
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maioria dos tumores, os mecanismos de regulacdo sao desarranjados, de
maneira que a proliferagéo celular ocorre de maneira independente aos fatores
mitogénicos externos.

De acordo com dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA),
aproximadamente 600 mil novos casos de cancer sédo diagnosticados no Brasil
a cada ano, sendo a segunda maior causa de morte por doenca no pais.*
Dentre os tipos de cancer pelo INCA, o de mama € segundo tipo de cancer
mais frequente no mundo. Foram estimados 49.240 mil novos casos de cancer
de mama no Brasil em 2010. Cerca de 30% dos pacientes com diagndstico
precoce de cancer podem ser curados utilizando medidas locais como a
cirurgia ou a radioterapia. No restante dos casos, entretanto, had o
desenvolvimento precoce de micrometastases, sendo necessaria uma
abordagem sistémica concomitante.?’

E sabido que a principal forma de tratamento para o cancer é a
qguimioterapia, que ocorre de forma invasiva, acarretando diversos efeitos
colaterais. A baixa seletividade dos medicamentos utilizados faz com que uma
grande quantidade de medicamento seja administrada, acarretando muitas
vezes a morte de células sadias e de células de crescimento acelerado, como
as células capilares. Dessa forma, sabe-se que a cura esta relacionada ao
diagnéstico precoce e a terapias eficientes. Com isso, a aplicacdo da
nanotecnologia a saude em busca da prevencdo, do diagnostico e do
tratamento, ndo sé do cancer, mas de diversas doencas, vem sendo bastante
estudada. A nanomedicina vem explorando as propriedades bioldgicas,
quimicas e fisicas dos materiais em escala nanométrica na busca por novas
formas de diagndsticos e terapias, de forma a aliviar o sofrimento das pessoas
com cancer e daquelas que possuem outras doencas.

Mediante o exposto, as NPMs vém sendo um dos principais alvos do
estudo. Apesar de nao existir um protocolo com as caracteristicas ideais que
estas particulas devem possuir para que sejam utilizadas na nanomedicina,
sabe-se que elas possuem tamanhos comparéveis a genes (2 nm de largura e
10 a 100 nm de comprimento); proteinas (5 - 50 nm); virus (20 - 450 nm); e

8 Estimativa 2010 — Incidéncia de Cancer no Brasil. http://www.inca.gov.br. Acessado em 18
de outubro de 2011.

8 ACS, American Cancer Society (2007). Cancer Facts & Figures 2007. http://www.cancer.orqg.
Acessados em 18 de outubro de 2011.
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células (10 - 100 um). A dimensdo similar das NPMs as dimensdes das
unidades biologicas citadas, tornam as NPMs passiveis de utlizacdo em
aplicacdes biomédicas. Em virtude de diversas aplicacfes existentes, sabe-se
gue outras caracteristicas como propriedade superparamagnética, tamanhos e
formas uniformes e a possibilidade de funcionalizagdo com agentes
biologicamente ativos que evitem também a formacdo de aglomerados e as
tornem dispersas em meio bioldgico, contribuem positivamente para as
aplicacdes como suporte de biomoléculas,® em hipertermia,®® sistema de
liberacdo controlada de drogas (Drug Delivery Systems)® e como agentes de
contrastes por imageamento por ressonancia magnética (IRM).

Dentre as NPMs mais utilizadas nestes tratamentos estdo os 6xidos de
ferro, sendo a magnetita e a maghemita as mais utilizadas. Isso se deve ao fato
de combinarem a ndo toxicidade com a excelente magnetizacao. Além disso,
cabe ressaltar que no corpo humano tem-se ferro e que as NPs formadas por
oxido de ferro podem ser utilizadas apdés a sua quebra para formar a
hemoglobina sanguinea.®*

A hipertermia envolve o processo de destruicdo de células doentes por
meio de um aumento na temperatura.®? A utilizacdo de NPMs na hipertermia é
denominada magneto-hipertermia e pode ocorrer da seguinte forma: a
incidéncia de campo magnético na NPMs causa a oscilacdo do momento
magnético, seja devido tanto a relaxacdo de Neel (quando a NPM rotaciona ao
redor do nidcleo magnético) quanto pela relaxacdo browniana (rotacédo

magnética ao redor da vizinhanca), 0 que ocasiona o aumento da temperatura

8 Arruebo, M.; Fernandez-Pacheco, R., Ibarra, M. R., Santamaria, J. Nano Today 2007, 3, 22.
8 Huff, T. B.; Tong, L.; Zhao, Y.; Hansen, M. N.; Cheng, J. X.; Wei, A. Nanomedicine-UK,
2007, 1, 125.
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e a morte de células doentes.*® Esta técnica é interessante, pois geralmente as
células mais sensiveis a temperatura sdo as células doentes, como as
cancerosas, que sofrem destruicao a partir de 42 °C. Dessa forma, as células
sadias sdo preservadas. Esta preservacao pode ainda ser aumentada quando
a NPM possuir em sua superficie moléculas que sejam especificas em relacao
as células doentes, evitando assim eventos nocivos as células saudaveis
adjacentes.

Outra técnica bastante utilizada, principalmente em relacdo ao cancer, é
o sistema de liberacdo controlada de farmacos, que ocorre mediante
estimulos.” Neste sistema, podem ser utilizadas tanto particulas que possuem
as drogas em sua superficie, quanto encapsuladas. As NPMs recobertas por
farmacos sdo levadas por meio de um campo magnético até o local especifico
e sofrem um estimulo para a liberacao do farmaco. Este estimulo pode ser por
meio de variacdo de temperatura (hipertermia), variagdo do pH (visto que a
doenca afeta o pH do sistema bioldgico, o tumor sélido apresenta pH em torno
de 6,5 enquanto que o pH sanguineo é de 7,2); sonicacdo (ocorre em sistemas
envolvendo farmacos encapsulados), dentre outros. Cabe ressaltar, que o
estimulo aplicado é de extrema importancia

A utilizacdo de NPMs como agente de contraste € muito importante,
visto que estas ao se ligarem a células patolégicas emitem luz.** Em outros
casos, isso sO ocorre mediante irradiacdo. E importante ressaltar que no caso
do céancer, essa técnica permite identificar a ocorréncia de metastase.

Quanto a utilizacdo das NPMs na biomedicina, a maior vantagem que se
verifica € a possibilidade de proporcionar um maior conforto ao paciente

durante o tratamento. Por permitirem atuacdo diretamente nas células

% Ciofani, G.; Riggio, C.; Raffa, V.; Menciassi, A.; Cuschieri, A.; Med. Hypotheses. 2009, 73,
80.
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Rafiei, P.; Adv. Drug Deliver. Rev. 2008, 60, 1638. (c) Singh, R.; Lillard JR., J. W. Exp. Mol.
Pathol. 2009, 86, 215. (d) Shekhar, C. Chem. Biol. 2009 , 16, 349. (d) Ganta, S.; Devalapally,
H.; Shahiwala, A.; Amiji, M. J. Control. Release. 2008, 126. 187. (e) Hans, M. L.; Lowman, A.
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Unidos, 2006.
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patoldgicas, ocorre a diminuicdo dos efeitos colaterais e a potencializacdo do
principio ativo, levando a administracdo de medicamentos de doses mais
espacgadas e com baixa concentragdo de farmacos. Além disso, a possibilidade
de encapsulamento e de funcionalizagdo da nanoparticula pode levar a
utilizacdo de farmacos que anteriormente eram descartados por sua toxicidade,
jA que o contato com partes saudaveis do organismo passa a ser peguena ou
até mesmo nenhuma.

Vale ressaltar também, que ainda existe um impasse quanto ao tamanho
das NPs na utilizagdo em biomedicina: alguns estudiosos acreditam que um
menor tamanho das particulas pode vir driblar a fagocitose, permitindo a
difusdo das particulas entre os espacos intracelulares dos tecidos e
aumentando o tempo de circulacdo no sangue;* Outros, acreditam que as NPs
devem possuir um tamanho entre 5-100 nm para aplicacdes biomédicas, isto
por que acredita-se que sendo inferiores a este tamanho as particulas podem
ultrapassar a via sanguinea e chegar ao sistema nervoso central causando
danos.®® Neste sentido, deve haver cautela na utilizacédo de NPs em aplicacdes
biomédicas e ao mesmo tempo deve-se aprofundar os estudos relacionados

aos processos que acontecem apos a sua utilizacao.

3.2 Objetivo

Obtencdo de NPMs funcionalizadas com aminoacidos, em uma sO
etapa, pelo método de decomposicdo térmica em meio ecologicamente
amigéavel (LI), tendo em vista a formacdo de dispersGes estaveis em meio

biolégico.
3.2.1 Metas
e Sintetizar o Liquido I6nico;

e Sintetizar NPMs funcionalizadas com aminoacidos por meio do
método de decomposicao térmica;

% (a) Berry, C. C.; Curtis, A. S. G. J. Phys. D: Appl. Phys. 2003, 33, 198. (b) Gupta, A. K.;
Gupta, M. Biomaterials 2005, 26, 3995.
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e Caracterizar as NPMs por meio de andlises de Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET), difracdo de Raio-X (DRX),
espectroscopia de absorcdo no infravermelho (FTIR),
espectroscopia RAMAN, analise termogravimétrica (TGA), dentre

outras;
e Dispersar as NPs em meio fisiologico pH 7,2 e agua.

3.3 Resultados e Discusséao

Primeiramente, é importante ressaltar que a escolha por sintetizar NPMs
do tipo Fe3O,4 (magnetita) funcionalizadas por aminoacidos se deu pelo fato de
se buscar a obtencdo de uma dispersdo estavel em meio biol6gico e/ou meio
aquoso. Levando-se em consideracao que tanto o ferro quanto os aminoacidos
estdo presentes no organismo humano, a presenca do ferro e dos aminoacidos
pode indicar uma biocompatibilidade das NPMs formadas para com o
organismo, de forma a ndo causar danos e minimizar possiveis rejeicoes,
possibilitando a utilizacdo das NPMs obtidas na liberacdo controlada de

farmacos, como agentes de contraste e hipertermia, por exemplo.

O estudo foi iniciado utilizando-se como aminoacido a L-arginina. A L-
arginina foi escolhida para o passo inicial pelo fato de ja existir trabalhos na
literatura que possam servir como forma de comparagéo entre as técnicas de
caracterizacdo.’**> '8 2 para obtencdo das NPMs funcionalizadas com L-
arginina, inicialmente o LI (BMI.NTf;), o Fe(acac); e o aminoacido foram
adicionados a um Tubo tipo schlenk selado e o meio reacional foi mantido sob
vacuo. Apo6s 3h a 200 °C a reacéo foi encerrada pela adicdo de acetona e as
NPMs foram separadas por meio de imantacdo (Figura 3.1). Em seguida, as
NPMs foram lavadas com agua para a retirada do excesso de aminoacido.
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Figura 3.1- Representacao esquematica da sintese do tipo One Pot de NPMs

funcionalizadas com aminoécidos.

A sintese das NPMs funcionalizadas com L-Arginina ocorreu por uma
sintese do tipo one pot, pelo método de decomposicao térmica do Fe(acac)s e
com o aminoacido atuando no meio como agente redutor. Apos a sintese das
NPMs funcionalizadas por L- Arginina partiu-se para as caracterizacoes.

A primeira analise feita foi a de Microscopia Eletrénica de Transmisséo
(MET) que permite a andlise de defeitos e fases internas dos materiais, como
discordancias, defeitos de empilhamento e pequenas particulas de segunda
fase. Essa microscopia € importante, pois o conhecimento detalhado da
microestrutura dos materiais permite o entendimento e, em muitos casos, até a
previsdo das propriedades e do comportamento dos mesmos. A Figura 3.2(a)
apresenta as imagens de MET das NPs de Magnetita funcionalizadas com
aminoacido L-arginina e a Figura 3.2(b) apresenta um histograma da

distribuicdo de tamanhos obtidos a partir da imagem de MET.

Fraguencia (%)

4 5 B 7 8 9 10 1 1213 4
Diametro da particulainm

Figura 3.2- (a) Imagem MET e (b) Histograma da distribui¢do de tamanho de

Fe3;0,4 funcionalizadas com L- Arginina.
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A imagem de MET mostra uma morfologia esférica das nanoparticulas e
a distribuicdo do tamanho médio das particulas indica que as mesmas
possuem diametro na faixa de 4 a 14 nm, possuindo um didmetro médio de 8,9
nm.

Outra analise consistiu nas medidas de difracdo de Raios-X das NPMs
utilizando um equipamento D8 Focus da Bruker AXS, com o gerador operando
a 40 kV/30 mA e a radiacdo Cu-Ka em 1.5406 A selecionada por um
monocromador de grafite. Essa técnica foi escolhida porque, na maior parte
dos sélidos, os atomos se ordenam em planos cristalinos separados entre si
por distancias da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos
raios X, o que permite a determinacdo das fases cristalinas e também do
tamanho das particulas. O difratograma de Raio-X est4 apresentado na Figura
3.3.

Intensidadelu.a.
(220)
(311

20 30 40 50 60 70 80

Figura 3.3- Difratograma de Raios-X (método do pd) para a NPM

funcionalizada com L- Arginina.

O espectro de Raios-X (Figura 3.3), medido na geometria de Bragg-
Bentano, € composto por picos largos correspondentes as nanoparticulas de
magnetita de tamanhos reduzidos. Na Figura 3.3 sdo apresentados picos em
30.1°, 35.6°, 43.3°, 53.7°, 57.2° e 62.7°. Esses picos correspondem a difracdes
nos planos (220), (311), (400), (422), (511) e (440) respectivamente, para
ferritas do tipo espinélio de simetria cubica.”” O tamanho médio das NPs foi

" Oliveira, F. C. C.; Rossi, L. M.; Jardim, R. F.; Rubim, J. C. J. Phys. Chem. 2009,113, 8566.
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calculado com base na equacdo de Scherrer que correlaciona o tamanho
aparente do cristalito (L) com a largura integral B1/2 na escala 6.%

Assumindo que as particulas apresentam uma forma esférica e que 0s
diametros médios podem ser obtidos através da equacdo de Scherrer,

L :L, onde:

S, cosf

2

q_ . ...‘.
p12"\
h1/2 T

L € o didmetro médio das nanoparticulas;

B12 € a largura da banda medida a meia altura do pico de difracdo de
maior intensidade;

cos 6 é o angulo de Bragg para um conjunto {h k I} de planos;

A € o comprimento de onda da radiacdo (1,5406 A) e;

K = 0,893 para esferas.

Com base na largura do pico (311), a meia altura, e aplicando a equacédo
de Scherrer, obteve-se um didmetro médio de 10,7 nm, ligeiramente superior
ao obtido por MET. Essa diferenca entre os diametros médios obtido pelas
técnicas (MET e DRX) pode ser atribuida a leve deformacédo apresentada no
difratograma (indicada em vermelho). Essa deformacdo pode ser devido a
presenca de componente amorfo no material, provavelmente residuo de

aminoacido.

Comparativamente, conforme citado anteriormente, existem trabalhos na
literatura envolvendo a sintese de nanoparticulas funcionalizadas com
L-arginina. Em um deles,™ foram obtidas particulas no tamanho médio de 13
nm. Em outro, particulas com tamanho médio de 2 a 12 nm, dependendo da
proporcdo de Fe?'/L-Arginina utilizada na sintese, e em alguns dos casos com
forma irregular. Em um terceiro trabalho, obtiveram particulas com tamanho de
4 a 18 nm, com uma variacdo e tempo de 1 a 6h. Vale ressaltar que particulas
com tamanho menores do que 5 nm ndo devem ser utilizadas em aplicacdes

biomédicas, ja que particulas muito pequenas podem migrar pelo organismo

% Scherrer, P. Nachr. Ges. Wiss. Gottingen. 1918, 98.
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sem que haja barreira biolégica ocasionando problemas toxicologicos. Desta
forma, nosso trabalho permite obter nanoparticulas com tamanho adequado e
forma regular para aplicacdes biomédicas, o que em dois dos outros trés
trabalhos existentes na literatura, dependendo da condi¢céo reacional, iSso nao

ocorreu.

Em seguida, decidiu-se investigar o tipo de NPM formada, utilizando a
espectroscopia Raman. Apesar de muito Util este método, ndo é comum a
utilizacdo dele em artigos que tratam das caracterizacbes de NPMs
funcionalizadas com aminoéacidos. Os espectros Raman (Figura 3.4) foram
obtidos num sistema InVia da Renishaw equipado com microscopio Leica. A
radiacdo laser (785 nm) foi focada na amostra por meio de uma objetiva com
aumento de 50x. Os espectros Raman apresentados na Figura 3.4 mostram as

principais bandas da L-Arginina e da NPM funcionalizada.
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Figura 3.4— Espectros Raman: (a) L- Arginina e (b) FesO,4 funcionalizada

com L- Arginina.

No Espectro Raman apresentado na Figura 3.4 observa-se uma banda
em 664 cm™, que é caracteristica da ligacdo Fe-O presente na estrutura do
oxido metalico de magnetita e pode ser atribuida aos fénons com simetria

Alg.% Essa técnica é muito importante, sendo complementar a andlise de

difracdo de Raio-x, ja que essa Ultima ndo discrimina a qual o tipo de ferrita o

% shebanova, O. N.: Lazor, P. Solid State Chem. 2003, 174, 424.
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material pertence. No caso da espectroscopia RAMAN isto ja é possivel,
conforme observado nos espectros, as bandas apresentadas em 312 e 664 séao
caracteristica de magnetita.

A Figura 3.5 apresenta os dados obtidos através da andlise de DRIFT-
IR, registrados em um espectrOmetro Equinox 55 (Bruker) equipado com
detector de Germanio. A partir desta analise, observa-se a formacao do 6xido
de ferro, caracterizado como sendo magnetita, a partir da banda em 582 cm™

referente a ligagdo Fe-O presente na estrutura do éxido metalico.

4 |FTIR
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... 1730, v, (C
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Figura 3.5- DRIFT-IR para (a) Arginina e (b) FesO4 funcionalizada.

As bandas em 1582 e 1395 cm™* caracterizam a presenca do aminoacido
na superficie da nanoparticula, indicando que o mesmo liga-se ao O6xido
metalico via interacédo pelo grupo COOQO'. Isso é perceptivel pelo deslocamento
da banda referente ao grupo carboxilato. Na Tabela 3.1, estdo dispostos os
resultados obtidos por Yang e colaboradores a partir da espectroscopia de

absorcado no infravermelho comparativamente com os resultados obtidos na

Figura 3.5.

96



Tabela 3.1- Bandas vibracionais dos espectros de absor¢éo no infravermelho

da magnetita funcionalizada com L-arginina descritas na literatura e obtidas neste

trabalho.
FesO4/Arg® FesO4/Arg™ Fes04/Arg
. 3298 vour) 3329 vour)
1629 vascoo) 1630 vascoo) 1582 vascoo)
1416 vsicoo) 1400 vsicoo) 1395 vcoo)
587 Ve, 580 Ve 582 Ve
Vas(coo) - Vs(coo )= 213 Vas(coo ) - Vs(coo )= 230 Vas(coo )~ Vscoo )= 187

De acordo com a Tabela 3.1, os resultados obtidos mostram que a
banda referente ao vascoo’) encontra-se com deslocamento de 48 cm™, com
relacdo aos trabalhos j& publicados que constam na Tabela 3.1, o que é
considerado um valor distante do observado no espectro da Figura 3.5. Na
coluna 2, os autores sugerem que o aminoacido estad ligado a magnetita.
Baseando-se no trabalho de Lee e colaboradores, '® eles sugerem que o
aminoédcido estd ligado pelo carboxilato de forma monodentada ao Fe. De

acordo com propostas feitas por Nakamoto,***

acredita-se que nos trés casos,
devido a diferenca entre o estiramento antissimétrico e simétrico do grupo
carboxilato a interacdo metal L-carboxilato ocorre na forma de estrutura de

ponte bidentada (Figura 3.6).

1% park, J. Y.; Choi, E. S.; Baek, M. J.; Lee, G. H.; Mater. Lett 2009, 63, 379.
101 Nakamoto, K. Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination Compounds;

Wiley: New York, 1986.
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Figura 3.6— Estruturas propostas por Nakamoto para compostos metal
carboxilato.

Em seguida, foram feitas analises termogravimétricas (TG). Esta analise
€ interessante por permitir quantificar a presenca de aminoacido adsorvido na

superficie da nanopatrticula (Figura 3.7).

100 =
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60 — Fe0,

40+ )

20+

Perda de massa /%
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T/°C
Figura 3.7- Termograma para a amostra de Fe;O, , Fe3O4 funcionalizada e o
funcionalizador (L-Arginina).

O termograma apresentado na Figura 3.7 apresenta a curva de perda de
massa da magnetita ndo funcionalizada, da magnetita funcionalizada e do
funcionalizador (L-Arginina). A quantidade de funcionalizador presente na
superficie das NPMs foi determinada por TG. O termograma apresenta uma
faixa de perda de massa de 240 a 550 °C referente decomposicdo da L-

arginina, conforme a literatura.®A Tabela 3.2 apresenta os resultados de perda

98



de massa atribuidos a decomposicéo do funcionalizador, bem como as massas

residuais das ferritas.

Tabela 3.2— Dados obtidos com as analises de TGA das NPMs

funcionalizadas.

Amostra d (g/cm’) Mo (Mg) Mt (mg) Avunc.s Anpwme

Fes0, 5,15 6,7 0,4 1,6

d = densidade, M, = massa de ferrita funcionalizada, Mf = massa do funcionalizador. *
Quantidade de monocamadas formadas calculada pela razdo entre a &area equivalente a

guantidade de funcionalizador (Aqnc.) € a area das NPMs (Anpw).

A Tabela 3.2 também apresenta as densidades das NPs, com os quais
se calculou a quantidade de funcionalizador, em monocamadas, presente na
superficie das NPs. Para a realizagdo destes calculos foi utilizada a massa
molar do funcionalizador. Esses dados revelam que as NPs estdo recobertas
por mais de uma monocamada de funcionalizador, como sugerido pela andlise
dos espectros FTIR.

ApOs estas andlises e mediante o sucesso da sintese, outras reagdes
para sintese de NP funcionalizadas com aminoécidos foram executadas.
Mediante ja ter sido utilizado a L-arginina, que € um aminoacido com cadeia
lateral basica, decidimos variar os aminoacidos de forma a abranger toda a
diversidade de cadeias laterais existentes entre os aminoacidos. Dessa forma,
escolhemos outros 9 aminoacidos e um dipeptideo (Figura 3.8).
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Figura 3.8— Aminoacidos e dipeptideo utilizados na sintese de NPMs.

As reacdes para obtengdo de NPMs funcionalizadas com os diferentes
aminoacidos foram executadas da mesma forma quando utilizado o aminoacido
L-arginina. ApGs serem encerradas, observou-se que todas as reagdes levaram
a material particulado. No entanto, apenas a rea¢do envolvendo o L-acido
glutdmico ndo levou a obtencdo de material magnético. Este fato € bastante
interessante, visto que a diferenca entre a estrutura desse aminoécido e do L-
acido aspartico € apenas um CH; na cadeia.

Em seguida, partiu-se para as caracterizagbes dos materiais obtidos.
Primeiramente foram feitas analises de DRX de amostras de magnetitas
funcionalizadas com dois aminoéacidos diferentes (Glicina, L-serina). Estas
ferritas foram escolhidas pelo fato de anteriormente ter sido feitas analises com
a magnetita funcionalizada com o aminoacido L-arginina que possui cadeia
lateral basica. Dessa forma, escolhemos a L-serina, que possui cadeia lateral
polar neutra e a glicina, que se trata de um aminoacido especial por possuir
apenas um H como cadeia lateral. A Figura 3.9 apresenta os difratogramas de

Raios-x dos materiais obtidos.
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Figura 3.9- Difratograma de Raios-X (método do pd) para a NPM

funcionalizada com L- serina e glicina.

Conforme os difratogramas apresentados na Figura 3.9, pode-se inferir
gue se trata de ferritas do tipo espinélio de simetria cubica. Com base na
largura do pico (311), a meia altura, e aplicando a equacdo de Scherrer,
obteve-se um diametro médio de 9,6 e 12,1 nm para as ferritas funcionalizadas
com L-serina e glicina, respectivamente. Vale ressaltar, que novamente estes
tamanhos de particula sédo adequados para aplicacdes biomédicas.

Para se comprovar que se trata de ferritas do tipo magnetita, foram feitas
andlises de RAMAN para identificar as bandas caracteristicas. Dessa forma,
foram analisadas as ferritas obtidas a partir dos aminoacidos L-serina e Glicina
(Figura 3.10). Nesta etapa de andlise, um cuidado especial foi tomado quanto a
poténcia do laser utilizada. Quando utilizadas poténcia a partir de 0,5 % foi
observada a transformacéo das ferritas magnetita para hematita. A magnetita
possui propriedades ferrimagnéticas, quando submetidas a poténcias muito
altas do laser elas passam para a fase a-Fe,0O3, conhecida como hematita, que
€ estavel e antiferromgnética, portanto sem as propriedades magnéticas
desejadas. Por isso, a poténcia utilizada nestas andlises foi de 0,1 %.
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Figura 3.10- Espectros Raman de magnetitas funcionalizadas com L-serina e
Glicina.

De acordo com os espectros Raman da Figura 3.10, foi possivel verificar
bandas caracteristicas de ferritas do tipo magnetita que estdo dispostas na
Tabela 3.3 de forma comparativa com resultados reportados anteriormente.

Tabela 3.3- Bandas de Raman de Magnetitas funcionalizadas com L- serina e

Glicina.
Fes0,™ Fes0./Ser Fes04/Gly
193 185 184
306 319 308
450-490 455
538 545 532
668 670 664

Conforme a Tabela 3.3 e baseando-se em dados ja existentes na
literatura, a espectroscopia Raman nos possibilitou identificar o tipo de ferrita
obtida, sendo elas do tipo magnetita. Em seguida, foram feitas analises de
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (IV) para identificar se realmente ocorreu a funcionalizagcdo das
particulas formadas com aminoécidos (Figuras 3.11 a 3.13).

92 Chamritski, 1.; Burn, G. J. Phys. Chem. B 2005, 109, 4965.
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Figura 3.11- Espectros de absor¢do no Infravermelho para (a) L-acido

aspartico e (b) Fe;O, funcionalizada com L-acido aspartico.
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Figura 3.12- FT-IR para (a) Glicina e (b) Fe3O4 funcionalizada com Glicina.
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Figura 3.13—- FT-IR para (a) L-serina e (b) Fe3;O4 funcionalizada com L-

serina.

Os espectros de absorcdo no IV apresentados nas Figuras de 3.11 a
3.13 indicam que, apés a reacdo, as bandas caracteristicas dos aminoacidos
permaneceram no material particulado obtido, indicando a funcionalizac&o
esperada. Na Figura 3.11, observamos um fato interessante: a banda de
absorcéo referente a carbonila do acido aspartico ainda permanece apos a
reacdo. Isso se deve ao fato de que por possuir em sua estrutura duas
carboxilas, apenas uma foi utilizada na funcionalizag&o, o que explica o fato da
permanéncia da banda em 1717 cm ™

Ao analisarmos as bandas referentes aos estiramentos simétricos e
antissimétricos das magnetitas funcionalizadas € possivel montar uma tabela,
de forma a obter a diferencas entre os estiramentos e inferir a forma em que os

aminoécidos estao ligados ao ferro (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4- Nameros de onda (cm™) observados para os modos de estiramento
simétrico e antissimétrico de magnetitas funcionalizadas com Glicina, L- serina e L-

acido aspartico em seus respectivos espectros de 1V.

i i A
vas(CO2 ) vs(CO2 )
Fe3O4/GIy 1575 1418 157
Fe304/Ser 1584 1423 161
Fe304/Asp 1598 1406 192

De acordo com a Tabela 3.4 e com a proposta de Nakamoto, a
diferenca de estiramento de 157 a 192 cm™ indica uma funcionalizac&o a partir
do grupo carboxilato em forma de ponte bidentada (Figura 3.6).

Em virtude de algumas andlises, tais como MET e DRX ndo serem de
facil acesso, as outras nanoparticulas sintetizadas neste trabalho foram
analisadas por espectroscopia Raman e por espectroscopia de absor¢cdo no
infravermelho. No entanto, durante as analises por meio da espectroscopia
Raman, obteve-se dificuldade experimental. Por a NPM estar recoberta por
aminoacido a utilizacdo de uma baixa frequéncia do laser nédo leva a obtencéo
de um perfil da fase 6xido de ferro do tipo magnetita e sim de um fundo de
fluorescéncia referente ao aminoacido. Para contornar isso, foi aumentada a
frequéncia do laser e consequentemente, ocorreu a passagem do oxido de

ferro para a fase de hematita (Figura 3.14).
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Figura 3.14—- Espectro Raman obtido da amostra de Fe;O, funcionalizada com

Glicina ap6s o aumento da frequiéncia do laser.

Pode-se verificar na Figura 3.14, que as bandas referentes a hematita
possuem perfil diferente do observados para as NPMs do tipo magnetita. Com
isso, devido ao fundo de fluorescéncia apresentado referente ao aminoacido ea
utilizacdo do aumento da frequéncia do laser para contornar este problema,
nem todas as amostras apresentaram o perfil de FesO4. Em virtude disso,
analises de espectroscopia na regido do infravermelho foram feitas para que
fosse identificado a funcionalizacdo das NPMs por aminoacidos, bem como o

estiramento referente a ligacao Fe-O (Figura 3.15).
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Figura 3.15- Espectro de FTIR (a) magnetita funcionalizada com D-L-
alanina; (b) magnetita funcionalizada com L-fenilalanina (c) magnetita

funcionalizada com L- prolina.

Por meio das analises dos espectros de IV apresentadas na Figura 3.15
€ possivel observar que as nanoparticulas obtidas foram funcionalizadas com
0s respectivos aminoacidos. Isso € evidente pelo fato de serem visualizadas
bandas na regido dos compostos organicos correspondentes ( D-L-alanina, L-
fenilalanina e L-prolina). Na regido de 580 pode-se verificar a banda
caracteristica da ligacdo Fe-O o que juntamente com as outras bandas
evidenciadas nos espectros indica a funcionalizagdo das NPMs por
aminoacidos.

Um resultado bastante significativo é o fato de se ter sintetizado
nanoparticulas funcionalizadas com um peptideo (glutationa). A Figura 3.16
apresenta a formacao da ligacdo Fe-O e as banda caracteristicas ao peptideo

glutationa.
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Figura 3.16- Espectro de FTIR magnetita funcionalizada com glutationa.

Com base nestes resultados, podemos inferir que a metodologia
desenvolvida para obtencdo de magnetitas ocorreu de forma satisfatoria,

permitindo a obtencdo direta de particulas funcionalizadas com ligantes

hidrofilicos.

3.3.1 Sintese de Ferritas de Cobalto (CoFe,0,) funcionalizadas com
aminoacidos.

Apls a sintese das magnetitas funcionalizadas com aminoéacidos,
resolvemos expandir a viabilidade da metodologia desenvolvida. Dessa forma,
partiu-se para as reacdes de formacédo das Ferritas de Cobalto (CoF,0,)

funcionalizadas com aminoacidos (Figura 3.17).
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Figura 3.17— Representacdo esquematica da sintese do tipo One Pot de NPMs
do tipo CoFe,0, funcionalizadas com aminoéacidos.

Estas reacbes foram executadas com pequenas alteracées quando
comparadas as reacdes para formacdo de magnetita. No preparo das
magnetitas utilizou-se uma proporcao de 2:1 de aminoacido em relacdo ao
Fe(acac)s;. Para a formacéo de ferritas de cobalto utilizou-se uma propor¢ao de
aminoacido:Fe(acac)s:Co(acac), de 2:1:0,5, respectivamente. Outros
parametros como tempo reacional e temperatura permaneceram 0S mesmo.

Para estas reacdes foram utilizados quatros aminoéacidos (Glicina, L-
serina, L-acido aspartico e L-acido glutamico). Os trés primeiros aminoacidos
foram utilizados por possuirem cadeias laterais com diferentes estruturas. Ja o
guarto aminoacido foi escolhido por ndo ter formado material magnético
durante a sintese de magnetitas, de forma a estudarmos o porqué deste fato.

Apdbs os experimentos, todas as reacbes deram origem a um material
particulado. Porém, apenas a reacdo envolvendo o L-acido glutdmico nédo
forneceu material magnético. Vale ressaltar que este fato se repetiu também
durante a preparacdo de magnetitas funcionalizadas, sendo um fato intrigante
gue merece investigagao.

Apds a obtencdo das ferritas, partiu-se para as analises de DRX para
identificar se realmente se trata de ferritas do tipo espinélio de simetria cubica.
Na Figura 3.18 estéo dispostos os difratogramas de raio-x.
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Figura 3.18- Difratograma de Raios-X (método do pd) para a NPM do tipo

CoFe,0,4 funcionalizada com L-acido aspartico, L- serina e glicina.

Conforme as difragdes obtidas nos planos (220), (311), (400), (422),
(511) e (440), conclui-se que as ferritas de cobalto obtidas sdo do tipo espinélio
de simetria cubica. Para confirmar o tipo de ferrita foram feitas analises de

Raman (Figura 3.19).
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Figura 3.199- Espectro RAMAN: (a) CoFe;O4/Ser (b) CoFe,04/Gly.

Os deslocamentos das bandas obtidas a partir dos espectros de Raman
presentes na Figura 3.18 estdo dispostos na Tabela 3.5 comparativamente com
resultados obtidos na literatura.

Tabela 3.5- Nameros de onda (cm™) observados para as bandas referentes a
ferrita de cobalto e para as ferritas de cobalto funcionalizadas com L- serina e
Glicina em seus respectivos espectros de absorg¢éo no IV.

CoFe, 0, CoFe,04/Ser CoFe,04/Gly
188 186 189
300 306 304
471 469 469
563 549 548
617 608 612
683 676 672

De acordo com os valores de deslocamento apresentados para as
bandas das ferritas na Figura 3.19 e na Tabela 3.5, é possivel inferir que as
NPMs formadas sao do tipo ferritas de cobalto (CoFe,0O,4) e que os dados sdo

108 Wang, Z.; Downs, R.T.; Pischedda, V.; Shetty, R.; Saxena, S. K.; Zha, C. S.; Zhao, Y. S,;
Schiferl, D.; Waskowska, A. Phys. Rev. B 2003, 68, 094.
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condizentes com os da literatura. Para verificar se realmente ocorreu a
funcionalizagdo das particulas com aminoacidos, foram realizadas andlises de

espectroscopia de absorcgéo no infravermelho (Figura 3.20).

1,01 ‘;
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Figura 3.20- Espectro de FTIR (a) CoFe,O4/ASP (b) CoFe,O4/Ser (c)
CoFe,04/Gly.

A partir da Figura 3.20 é possivel concluir com a presenca das bandas
caracteristicas dos aminoacidos que ocorreu a funcionalizacdo das ferritas.
Com base nos estiramentos antissimétrico e simétrico do grupo carboxilato em
cada ferrita é possivel identificar a forma como ocorre a funcionalizagéo.
Analisando os dados da Tabela 3.6 é possivel perceber que a variagdo entre 0s
estiramentos antissimétrico e simétrico do COO™ estd na faixa de 162 a
200 cm™, que de acordo com a proposta de Nakamoto, como no caso das
magnetitas funcionalizadas, os aminoéacido estao ligados as ferritas pelo grupo
carboxilato em forma de ponte bidentada.
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Tabela 3.6—- Numeros de onda (cm™) observados para os modos de estiramento
simétrico e antissimétrico de ferritas de cobalto funcionalizadas com Glicina, L-

serina e L-&cido aspartico em seus respectivos espectros de absorcéo no 1V.

) ’ A
vas(CO2 ) vs(CO2 )
Co Fe204/Ser 1580 1418 162
Co Fe204/GIy 1602 1414 188
Co Fe204/Asp 1602 1402 200

Apds a obtencdo das magnetitas e ferritas de cobalto funcionalizadas
com aminoacidos, vale ressaltar que o LI foi recuperado e reutilizado em 6
sinteses subsequentes, o que mostra uma grande vantagem na sintese: a
possibilidade de reciclo, que proporciona a economia e a conservacado de

recursos.

3.3.2 Dispersédo de Nanoparticulas funcionalizadas com aminoacidos.

Para que as NPs sejam utilizadas em aplicacbes biomédicas é
necessario que as particulas formem, com uma solucdo tampdo em pH
fisiologico e/ou agua, uma dispersao coloidal. Dessa forma, as particulas
dispersas ndo se sedimentam e podem ser levadas até ao local onde irdo

atuar.

Mediante o exposto, as particulas foram dispersas primeiramente em
agua (Figura 3.21). Para isto, foram pesados 1 mg de cada NPM
(CoFe,04/Glicina, Fe3z0,4/Glicina, CoFe,04/Ac. Aspartico, FezO4/Ac. Aspartico,
CoFe;04/Serina, Fes;04/Serina, Fe304/Tirosina, Fes04/Prolina e
FesO4/Fenilalanina, respectivamente) e dispersas em 5 mL de agua. Em
seguida, elas foram submetidas a sonicacdo por 15 min e transcorridos este
tempo as dispersdes foram deixadas em repouso Figura 3.21(a). Apos uma
hora as NPs ainda permaneciam dispersas (Figura 3.21(b)).
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Figura 3.21- (a) Nanoparticulas dispersas tempo zero. (b) Nanoparticulas apos
uma hora.

Este resultado € bastante interessante, visto que as NPs precisam ficar
dispersas em um tempo suficiente para que elas cheguem ao local de atuacgéo.
Em virtude o pH fisiolégico ser de aproximadamente 7,2 foi preparada uma
solucdo tampdo com esse valor de pH. Em seguida, as nanoparticulas foram
dispersas nessa solucao. Apds mais de 1 h as NPs ainda estavam dispersas
(Figura 3,22).

- - : i, e LR e

Figura 3.22—- (1) Fe3O4/Ser; (2) CoFe,O4/Ser; (3) FesOs/Ac.Asp; (4)
CoFe,04/Ac.Asp; ( 5)Fes04/Gly; (6) CoFe,04/Gly.

Apbs a precipitacdo, as NP podem ser facilmente dispersas novamente
por meio de agitacdo ou sonicacao. Estes resultados séo interessantes, visto
gue as NPs precisam estar dispersas no liquido carreador até chegarem ao
local onde irdo atuar. No entanto, vale ressaltar que para um melhor
entendimento da dispersao dessas particulas, faz-se necessario o uso de uma
técnica de espalhamento dinamico de Luz (DLS).

114



3.4Perspectivas

As sinteses das NPMs ocorreram de forma esperada, levando a
particulas do tipo magnetita e ferrita de cobalto funcionalizadas com um
aminoacido (ligante hidrofilico) por meio de decomposicao térmica em apenas
uma etapa. Estes resultados s&o bastante interessantes, visto que um dos
grandes problemas das sinteses de NPMs para fins biomédicos € que
geralmente ocorrem em quatro etapas: sintese da ferrita, funcionalizacdo com
ligante hidrofébico, troca do ligante hidrofébico pelo hidrofilico e ligacdo com

moléculas bioativas.

Essa troca de ligante ocorre quando o ligante substituinte se liga
facilmente a metais, como por exemplo, o acido meso 2,3-dimercaptosuccinio
(DMSA) que é utilizado como agente quelante em processos de desintoxicacao
de metais pesados.'® Em seguida, os ligantes hidrofilicos (como por exemplo o
DMSA) sao utilizados para se fazer ligacdes com moléculas bioativas para

serem entao utilizados em biomedicina.

Mediante o exposto, acredita-se que com a sintese desenvolvida neste
trabalho, em que é possivel se obter NPMs funcionalizadas diretamente com
moléculas hidrofilicas, seja possivel dois novos tipos de variacdo dessa
sintese: 1) sintese de NPMs funcionalizadas diretamente com moléculas
bioativas, como por exemplo farmacos, escolhendo para isto, moléculas que se
liguem ao ferro de forma que ainda possuam o grupo farmacoforico livre para
atuar em aplicacdes biomédicas; 2) Sintese de NPMs funcionalizadas
diretamente com o ligante hidrofilico e posterior ligacao de moléculas bioativas.

Com estas variacdes, seria possivel a diminuicdo de etapas nas sinteses
de NPMs para aplicagdes em biomedicina, diminuindo custo e aumentando a

eficiéncia.

%% 3un, Y.; Hun, Y.; Choi, J.; Lee, J.; Song, H. Kim, S.; Yoon, S.; Kim, K.; Shim, J.; Sun, J.;
Cheon, J. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 5732.
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3.5 Conclusodes

O uso de LI mostrou-se eficiente como meio reacional na preparacao de
NPMs funcionalizadas com aminoacidos em uma Unica etapa. Tanto particulas
do tipo magnetita, quanto ferritas de cobalto foram obtidas de forma eficiente.
Além disso, o LI foi utilizado em reacdes de reciclo por pelo menos 6 vezes, as

quais sao de extrema importancia devido a economia e a conservacdo de

recurso.

De acordo com analises de DRX, foram obtidas particulas com estrutura
espinélio cubica. O tamanho das particulas foi caracterizado por meio de DRX
e MET, com tamanho médio que variam de 10 a 13 nm.

As analises Raman foram eficientes, sendo uma analise complementar
analise de DRX, pois com ela pode-se caracterizar o tipo de ferrita obtida:
magnetita e ferrita de cobalto.

As analises de absorcdo no infravermelho mostraram que realmente
houve funcionalizagdo com aminoécidos, e a forma como ele esté ligado ao

ferro: pelo ion carboxilato e em forma de ponte bidentada.

As particulas foram dispersas tanto em agua quanto em pH fisiolégico
indicando uma possivel aplicacdo biomédica dos nanomateriais obtidos.
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4. Parte Experimental

4.1 Reagentes utilizados

Os reagentes e solventes a seguir foram adquiridos a partir de fontes
comerciais (Acros, Aldrich e Synth) e utilizados sem prévia purificacdo: hexano,
éter etilico, acetato de etila, metanol, &cido fosférico, LiNTf,, cloreto de saodio,
acido oleico, oleato de metila, salicilato e metila, benzoato de metila,
acetilacetonato de Ferro (Ill), acetilacetonato de cobalto (Il), acetona, L-
arginina, L-serina, L-tryptofano, L-acido aspartico, L-acido Glutamico, L -prolina,
DL- alanina, L-fenilalanina, glicina, glutationa, hidréxido de sodio, CdO, CeNOs,
SnCly, HCI, H,SO4 e InCls.

Os reagentes, da marca Aldrich, a seguir passaram por prévia purificacao
do tipo destilacdo simples e a pressao reduzida: BF3.OEt,, clorobutano, N-
metilimidazol, butilamina, anilina, dietilamina e pirrolidina. O 6leo de soja foi

submetido a vacuo para retirada de agua.

4.2 Métodos cromatograficos

Para purificacdo dos intermediarios e produtos obtidos foi utilizada
cromatografia de adsorcdo em coluna (cromatografia flash), cuja fase
estacionaria foi silica-gel Aldrich (230-400 mesh) e a fase movel esta descrita
nos procedimentos experimentais. O método utilizado para o acompanhamento
das reacdes foi cromatografia em camada delgada, utilizando placas obtidas a
partir de cromatofolhas de aluminio impregnadas com silica gel 60 Fzs4 (Merck).

4.3 Métodos de analises
4.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de
'H) e de carbono (RMN de **C) foram obtidos no aparelho Varian Mercury 300
do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia. Os deslocamentos
qguimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) tendo como
referéncia interna o cloroformio deuterado ou TMS (7,26 ou 0,00 ppm,
respectivamente) para o RMN de *H e 77,0 ppm para RMN de **C utilizando o
CDClzcomo padréo. A multiplicidade das bandas de absorcdo dos hidrogénios

nos espectros de RMN de 'H foi indicada segundo a converséo: s (singleto), sl
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(singleto largo), d (dubleto), dlI (dubleto largo), apd (aparente dubleto), t
(tripleto), tl (tripleto largo), apt (aparente tripleto), q (quarteto), dd (duplo
dubleto), ddd (duplo duplo dubleto), dt (duplo tripleto), td (triplete de dubletos),
ddt (duplo duplo tripleto), dg (duplo quarteto), qd (quarteto de dubletos), gt
(quinteto), st (sexteto), sp (septeto), dsp (duplo septeto) e m (multipleto). Os
dados espectroscopicos referentes aos espectros de RMN de 'H estio
organizados segundo a convencao: & deslocamento quimico (multiplicidade,

namero de hidrogénios, constante de acoplamento em Hz).

4.3.2 Anélise de HPLC

A andlise de HPLC foi realizada em um equipamento modelo CTO-20A
da marca Shimadzu no Laboratério de Materiais e Combustiveis. Utilizando-se
um detector de radiacdo ultravioleta (UV), fixado em 205 nm. Todas as
amostras foram dissolvidas em acetonitrila para serem injetadas. O volume de
injecdo € de 10 pL e a vazdo do fluxo do solvente de 1 mL/min. Os
cromatogramas foram gerados pelo software LabSolutions da Shimadzu. A
corrida foi de 23 minutos utilizando-se metanol e isopropanol:hexano (5:4)
como eluentes de forma gradiente, iniciando-se com o metanol, atingindo 50:50
de eluentes em 15 min. Em seguida, ocorreu um aumento da quantidade de

metanol a 100% em 17 min.

4.3.3 Anélises de ICP-OES

As andlises de ICP-OES foram efetuadas em um aparelho iCAP 6000
Series ICP Spectrometers, no Laboratério de Materiais e Combustiveis, com
fonte de Plasma de arg6nio indutivamente acoplado. O padrdo utilizado nas
analises foi S-21 + K500 ppm. A amostra foi preparada da seguinte forma: 0,2

g da amostra para 3,8 g de Querosene.

4.3.4 Difracao de Raios-X

Os difratogramas de Raio-x foram obtidos das amostras em pé no
aparelho da Bruker, modelo D8-Focus Discover, do Instituto de Quimica da
UnB (IQ-UnB), com o gerador operando a 40 kV/30 mA. O comprimento de
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onda de excitacao selecionado foi de 1,540562, com um incremento de 0,05 e
uma velocidade de 0,25°/min.

4.3.5 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos em um aparelho Renishaw Raman
System 3000 equipado com um microscopio Leica, empregando-se uma
objetiva 50x, do Laboratério de Materiais e Combustiveis (LMC). Os espectros
foram excitados pela linha 785 nm de um laser de He/Ne resfriado a ar
(Spectra Physics). A poténcia do laser foi ajustada de modo a garantir a néo
oxidacdo térmica da amostra. A resolucdo espectral utilizada foi de 6 cm™*. O
tempo de exposicdo ao laser utilizado foi de 6 segundo e foram feitas 200

acumulacdes de cada espectro.

4.3.6 Espectroscopia de Absorcao no Infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos no aparelho IR PRESTIGE-21 da
Shimadzu do Laboratério de Materiais e Combustiveis. Utilizou-se uma célula
de ATR, (Reflectancia Total Atenuada) cujo modelo é MIRACLE, com prisma
de ZnSe, variando a faixa da anélise de 450 a 4000 cm™ . O ndmero de

interferogramas acumulados foi 32.

4.3.7 Andlise Térmogravimétrica (TGA)

As curvas de decomposicao térmica foram obtidas no aparelho TG-60 da
marca Shimadzu no Laboratério de Materiais e Combustiveis (LMC). O sistema
foi purgado com gas nitrogénio a uma taxa de 50 mL/min. A rampa de
aquecimento utilizada foi de 25 a 800 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C

por minuto.

4.3.8 Espectrometria de massas

O aparelho utilizado foi um SynaptHDMS Waters de alta resolucédo, da
marca Manchester, UK) pertencente a Central Analitica do Instituto de Quimica

da UNICAMP. As andlises de espectrometria de massas com ionizacdo por
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electrospray (ESI-QTOF-MS(MS)) foram realizadas em modo positivo
(utilizando um intervalo m/z de 50 a 2000). A reacé&o foi monitorada em solucéo
de metanol por linha direta de infuséo ESI-QTOF-MS. Todas as amostras
foram dissolvidas em acetonitrila ou metanol na concentracdo de 50 mM
contendo 0,01 % de acido férmico. As amostras foram injetadas diretamente na
fonte ESI em uma vazéao de 5 mL por minuto. As condi¢des da fonte ESI foram:

tensao do capilar de 3,0 kV, cone de amostra 30 V e cone extrator 3 V.

4.3.9 Anélise de densidade de acordo com a norma NBR 7148

Primeiramente o tubo enchimento do densimetro digital da marca DMA
35n foi seco e limpo com ciclohexano. Em seguida a amostra foi levada a
temperatura do ensaio. O tubo do densimetro foi inserido dentro do béquer
contendo a amostra e o botdo de succao foi apertado. Depois que a parte
interna ficou cheia de amostra aguardou-se a estabilizacdo do sistema
anotando os valores de densidade nas temperaturas de 15 e 20 °C. O
densimetro possui uma incerteza na medida de densidade igual a + 0,01 g/cm®
e temperatura igual a £ 0,2 °C. As medidas foram feitas em triplicata e o

resultado uma média aritmética dos trés valores.

4.3.10 Determinagé&o do ponto de entupimento a frio ASTM D 6371

Filtrou-se aproximadamente 50 mL da amostra a ser analisada a
temperatura ambiente utilizando-se papel de filtro. Utilizando o equipamento
descrito na norma da ASTM D 6371 (disponivel no LMC-UnB), encheu-se o
frasco de teste com amostra até a marca de 45 mL. O frasco de teste foi
inserido na jaqueta do equipamento e a cada grau foi medido o ponto de
entupimento a frio. A medida deste ponto consiste no resfriamento da mostra
sob condi¢des especificas e, em intervalos de 1 °C, seu derrame ocorre em
uma pipeta sobre vacuo controlado. Esse procedimento se repete até que
cristais (graxa) formados sejam suficientes para interromper ou atenuar a
vazéao, de modo que o tempo para encher a pipeta exceda 60 segundos ou que
o combustivel congele ao retornar a pipeta quando se diminui a temperatura
em1 °C.
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4.3.11 Viscosidade ASTM D445

As andlises de viscosidade dessa amostra foram feitas utilizando-se um
viscosimetro de Ubbelohde (Figura 4.1) a temperatura de 40,0 + 0,1 °C,
mantida constante por um banho termostatizado, conforme a norma ASTM D
445,

a B

.0

&

v g

Figura 4.1- Viscosimetro de Ubbelohde e banho termostatizado

A viscosidade cinemética, v € igual a razdo entre a forca de
cisalhamento aplicada e a taxa de cisalhamento do liquido. Para o célculo de v,
temos:

v = C X thuxo, (4.2)

Sendo:
C = constante de calibragdo do viscosimetro.

A unidade de v é mm?/s (cSt).

Para esta andlise, o banho foi estabilizado a 40 °C e depois de
colocados aproximadamente 25 mL do material no viscosimetro este foi
inserido no banho. Apdés 30 minutos, foi feita uma succdo com uma péra.
Quando o material atingiu o bulbo mais alto, vedou-se o outro tubo com o dedo
e em seguida a péra foi desconectada. No instante em que se retirou o dedo, 0
material comegou a descer, quando o material atingiu a marca D (Figura 4.1) o

cronémetro foi acionado e ao atingir a marca E, verificou-se o tempo em que o
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material gastou para atravessar todo o bulbo de D até E. Esse procedimento foi
feito em triplicata e o valor médio adicionado na equacéao (1).

4.3.12 Estabilidade oxidativa EN14112

Foram executadas analises de Rancimat para verificar a estabilidade
oxidativa da amida graxa formada e de blendas de biodiesel com adi¢des
crescentes da amida: 1%, 3%, 5%, 10 %, 25 %, 50 %, 100 % (amida graxa) em
biodiesel de acordo com a norma EN 14112 utilizando o aparelho Biodiesel
Rancimat 873 (Figura 4.2).

Figura 4.2- Aparelho 873 Biodiesel Rancimat

Essa técnica consiste em uma oxidacdo acelerada em temperaturas
elevadas com exposicédo a um fluxo de ar, utilizando o aparelho apresentado na
Figura 4.2 que pode ser explicado pelo sistema apresentado na Figura 4.3.
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Figura 4.3- Esquema geral do sistema de oxidag&o acelerada do biodiesel

De acordo com o esquema apresentado na Figura 4.3, no método
Rancimat, a amostra é colocada em um tubo de reacao que € inserido em um
bloco de aquecimento. Nesse tubo de reagédo ocorre a entrada de ar a uma
temperatura constante de 110 °C. A medida que ocorre a oxidagdo do material
com a formacdo de produtos de oxidacao, esses produtos volateis vao sendo
transferidos para o recipiente de medida por um fluxo de ar, onde sao
absorvidos na solucdo de medida (dgua destilada). Nesse recipiente a
condutividade é continuamente monitorada por um condutivimetro. A presenca
de acidos orgéanicos nesta solugdo promove um aumento da condutividade. O
tempo até a ocorréncia das reagbes secundarias da amostra é chamado de
tempo de inducdo ou periodo de inducdo, que é um bom indicador da
estabilidade a oxidacdo. A andlise termina quando é atingida uma
condutividade de 200 puS cm™. O resultado de uma andlise Rancimat é
expresso em termos da variacdo da condutividade em funcdo do tempo. Por
meio das curvas obtidas com as andlises pode ser observado o tempo de
inducdo (momento em que o material em analise comeca a oxidar) e o
momento em que se atinge a condutancia de 200 puS cm™ (que indica o término
do experimento).
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4.3.13 Avaliacdo Biocida — Testes de Perfuracdo em Agar.

Para as avaliagbes antimicrobianas foram utilizadas cepas da American
Type Culture Collection (ATCC). As bactérias sdao mantidas em agar BHI
inclinado em geladeira a 4 °C. Os fungos sao mantidos em &gar batata-
dextrose.

Para os ensaios foram utilizados microrganismos com crescimento de 24
horas. Os organismos utilizados nos testes foram escolhidos por serem
comuns, no ar e no solo, e que podem contaminar o biodiesel. Os organismos

utilizados foram:

e Bactérias: Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae, (ATCC
31488), Staphylococcus aureus (ATCC 6538).

e Fungos: Candida albicans (ATCC 10231), Microsporum canis
(ATCC 36299) e Trichophyton rubrum (ATCC 10218).

Para se obter coldnias isoladas, cada cultura foi testada em meio nao
inibitério, como o &gar infusdo cérebro-coracdo, para se obter coldnias
isoladas. As culturas de bactérias foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Em
seguida, selecionou-se de 4 a 5 colbnias bem isoladas com uma alca
bacteriolégica, e as transferiu para um tubo de ensaio contendo solucéo salina
estéril 0,85 %. A suspensdo bacteriana foi comparada com o padrdo 0,5 da
escala McFarland. O tubo foi agitado imediatamente antes do uso.

Para o inoculo de fungos uma subcultura/repique foi realizada 48 h antes
do teste. No dia do teste, uma pequena aliquota da levedura foi transferida
para um tubo de ensaio contendo solucédo salina estéril 0,85%, até atingir o
grau de turbidez de 0,5 na escala de McFarland (10° unidades formadoras de
colénias, UFC/mL). A concentracéo de células variou de 5,0 x 10% a 2,5 x 10°
células/mL.

Em seguida, para os testes de perfuracdo em agar utilizou-se um orificio
no agar como reservatério. Esse orificio foi preparado com uma pipeta de

Pasteur estéril (Figura 4.4 (a)).
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Figura 4.4- (a) Placa de Petri contendo agar-sangue e preparo dos
reservatorios. (b) Aplicacdo de cultura de fungo em placa de Petri contendo agar
Sabouroud-maltose

Conforme a Figura 4.4, para cultura de fungos foi utilizado Agar
Sabouraud maltose e para bactérias agar-sangue de coelho. Os reservatoérios
preparados possuem capacidade para 10 microlitros da substancia a ser
testada (blendas de Biodiesel/mistura de amidas graxas). Com o auxilio de um
swab as culturas de fungos e bactérias foram aplicadas ao agar (Figura 4.4
(b)). Para as analises foram utilizadas as seguintes blendas de 1 %, 3 %, 5 %,
10 %, 25 %, 50 % e 100 % de amida. Estas foram colocadas no meio de
cultura e as placas foram entdo incubadas a uma temperatura de 32 a 37 °C.
(Figura 4.5).

Figura 4.5- Etapa de incubacéo
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Durante a incubacédo, as substancias difundem-se dos orificios para o
meio de cultura. Apés 48 h foram medidas as zonas de inibicdo (onde nao
houve crescimento). Os halos de inibicdo foram medidos, incluindo o diametro
da perfuracdo, com o auxilio de projetor 6tico e um paquimetro. O calculo foi
feito a partir da média das leituras em triplicatas das amostras em teste.

4.4 Procedimentos Experimentais das Reacgbes
4.4.1 Sintese do Liquido 16nico BMI.NTf, 1%

Sintese do cloreto de 1-butil-N-metilimidazol

Em um balédo de trés bocas de fundo redondo de 500 mL foi acoplado
um condensador de bolas. Sob atmosfera de nitrogénio foram adicionados 1,85
mol de N-metilimidazol e 2,5 mol de clorobutano previamente destilados. O
sistema foi mantido a uma temperatura de 80 °C por 48 h. Transcorridos este
tempo, a reacéo foi levada a temperatura ambiente e o excesso de clorobutano
foi retirado em rotaevaporador. Em seguida, o 6leo amarelado foi lavado com
acetato de etila para formagéo de cristais. Os cristais formados sdo dissolvidos
em acetona para recristalizacdo. O produto foi obtido na forma de um sélido

branco cristalino em 93 % de rendimento.

Sintese do bis-(trifluorometilsulfonil)imida de 1-butil-3-metilimidazélio

Em um béquer foi dissolvido 1,74 mol de trifluorometanosulfonilimidato
de litio em 25 mL de agua. Em seguida, uma solucéo de 1,65 mol de cloreto
de 1-butil-N-metilimidazol em 65 mL de agua foi adicionada a solu¢édo contida
no béquer. A reacdo permaneceu sob agitacao vigorosa por 45 min. Apés 45
min, ocorreu o aparecimento de duas fases. A fase superior foi separada e a
inferior (fase aquosa) foi extraida com 3 por¢cdes de 50 mL de CH,Cl,. As fases
organicas foram reunidas a parte superior (LI) e em seguida filtrado em uma

coluna contendo celite e alumina basica. O solvente foi evaporado e o LI

195 () Cassol, C. C.; Ebeling, G. Ferrera, B.; Dupont, J. Adv. Synth. Catal. 2006, 348, 243. (b)
Dupont, J.; Consorti, C. S.; Suarez, P. A. Z.; de Souza, R. F. Organic Syntheses.Coll.2004, 10,
184. 2002, 79, 236.
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permaneceu sob vacuo por 12 h. O LI foi obtido como um liquido transparente

viscoso em 89 % de rendimento.

4.4.2 Reacdo geral de amidagdo catalitica

Em um tubo tipo schlenk selado foram adicionados o LI (0,5 mL), o éster
ou acido carboxilico (1,0 mmol), a amina (2,0 mmol) e 0,05 mmol de
catalisador. O sistema permaneceu de 3 a 23 h sob agitacdo a 135 °C
dependendo do catalisador utilizado. Transcorrido o tempo reacional, a reacao
foi resfriada a temperatura ambiente e apds separacdo das fases, a fase
superior foi reservada. Em seguida, a fase do LI foi extraida 3 vezes com 4 mL
de hexano ou acetato de etila, dependendo da polaridade do produto formado.
Os produtos obtidos foram purificados por cromatografia em coluna do tipo
gradiente.

4.4.3 Sintese do Biodiesel

Em um Becker, diluiu-se 1 g de hidréxido de potassio em 40 mL de
alcool metilico com o auxilio de agitagcdo magnética. A mistura obtida (met6xido
de potassio em alcool) foi adicionada em um béquer contendo 80 g de 6leo de
soja previamente seco em bomba de vacuo. O sistema permaneceu sob
agitacao vigorosa por 2 horas. Em seguida, o sistema foi deixado em repouso,
até a separacdo em duas fases. Com o auxilio de um funil de separacéo, a
parte inferior, glicerina, foi retirada, e a fase superior, o biodiesel, foi levado ao
rotaevaporador para a retirada do excesso de metanol. Em seguida, o biodiesel
foi extraido com uma solucao de acido fosforico 5%, para que fosse retirado o
sabdo produzido na reacdo, e posteriormente, trés vezes com salmoura. O

biodiesel foi obtido em 86 % de rendimento.
4.4.4 Sintese de Nanoparticulas na presenca de aminoéacidos.
Sintese de Fe30O,4 funcionalizada com aminoacidos

Em um tubo tipo schlenk selado foram adicionados 0,2 mmol de
Fe(acac);, 0,4 mmol de aminoacido e 2 mL de BMI.NTf,. Em seguida foi
adicionado 1 mL de acetona para homogenizagcdo da mistura. O solvente

(acetona) foi retirado em bomba de ultra vacuo. A reacdo permaneceu sob
agitacdo por 3 h a uma temperatura de 200 °C. Transcorrido este periodo,
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foram adicionados 5 mL de acetona e as particulas formadas foram separadas
do meio por imantacao e lavadas 3 vezes com agua para a retirada completa
de residuo de aminoacido. O solvente foi evaporado e o LI foi reutilizado mais
10 vezes gerando NPs de magnetita funcionalizadas.

Sintese de CoFe,0, funcionalizada com aminoacidos

Em um tubo tipo schlenk selado foram adicionados 0,1 mmol de
Co(acac),, 0,2 mmol de Fe(acac)s, 0,4 mmol de aminoacido e 2 mL de
BMI.NTf,. Em seguida foi adicionado 1 mL de acetona para homogenizacdo da
mistura. O solvente foi retrado em bomba de ultra vacuo. A reacgao
permaneceu sob agitacdo por 3 h a uma temperatura de 200 °C. Ap6s 3h,
foram adicionados 5 mL de acetona e as particulas formadas foram separadas
do meio por imantacdo e lavadas 3 vezes com agua. O solvente foi evaporado
e o LI foi reutilizado mais 10 vezes gerando NPs do tipo ferrita.

4.5 Caracterizacdo dos compostos obtidos nas reacdes de
amidacao catalitica.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 8 (ppm) 3,46 (t, J = 6,68 Hz, 2H): 3,42 (t, J =
6,84, 2H): 2,06. RMN C (75 MHz, CDCls): & (ppm) 168,6; 46,9; 45,0:
25.6; 24,1; 22,0. IV-ATR: (v cm-1) 3387, 2970, 2874, 1601, 1456, 1426,

1187, 989. (Produto descrito na literatura).*®®

iml

N
H

l°6Gnanaprakasam, B.; Milstein, D. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 1682.
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RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 3,47 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 3,42 (t, J =
6,8 Hz, 2H); 2,18 (s, 1H); 2,06 (s, 3H); 1,91 (m, 6H), RMN **C (75 MHz,
CDCls): & (ppm) 169,0; 47,4; 45,5; 26,1; 24,6; 22,4. IV-ATR: (v cm™?)
3420, 3154, 1630, 2882, 1596, 1353, 1199, 1138, 1063, 866. (Composto

descrito na literatura)'®’

e

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 5,28 (dd, 1H, J = 1,4 Hz e 3,8 Hz);
5,26 (dd, 1H, J = 1,5 Hz e 3,8 Hz); 3,36 (m, 4H); 2,18 (t, 2H, J = 7,32
Hz); 1,86 (m, 4H); 1,57 (qt, 4H, J = 7,3 Hz); 1,23 (sl, 20H); 0,80 (m, 5H).
RMN C (75 MHz, CDCls): & (ppm) 172,0; 129,8; 129,6; 46,5; 45,5;
34,7, 34,7, 31,8; 31,8; 29,6; 29,4; 29,3; 29,2; 29,2; 29,0; 27,0; 27,1; 26,0;
24.8; 24,3; 22,5; 14,0. IV-ATR: (v cm™) 2924, 2853, 1628, 1452, 1362,
1186, 1136, 1057, 724. (Composto descrito na literatura).’*®

\/\/\/\/Z\/\/\/\/&N/\/\

H

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 6,29 (sl, 1H); 5,35 (m, 2H); 3,28 (q,
J = 6,9 Hz, 2H); 2,17 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 2,02 (g, J = 6,2 Hz, 4H); 1,61
(m, 2H); 1,48 (m, 2H); 1,26 (sl, 23H); 0,89 (m, 5H). RMN *C (75 MHz,
CDCl3): & (ppm) 173,4; 129,7; 129,5; 39,1; 36,6; 31,7; 31,5; 29,6; 29,5;
29,4; 29,4; 29,2; 29,1; 29,0; 27,0; 27,0; 25,8; 25,7; 22,5; 19,9; 13,9; 13,6.
IV-ATR: (v cm™) 3292, 3005, 2967, 2922, 2853, 1645, 1544, 1458, 1362,
1194, 1138, 1068, 788.

197 steffel, L. R.; Cashman, T. J.; Reutershan, M. H.; Linton, B. R. J. Am. Chem. Soc. 2007,
129, 12956.

% D'Oca, C. D. M.; Coelho, T.; Marinho, T. G.; Hack, C. R. L.; da Duarte, R. C. ; da Silva, P. A;
D’'Oca, M. G. M. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 5255.
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eesl

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 11,22 (s, 1H); 7,46 (dd, J=1,6 Hz e
7,9 Hz, 1H); 7,33 (dd, J=1,6 Hze 7,4 Hz, 1H); 6,99 (dd,J=10Hz e 7,4
Hz, 1H); 6,84 (dd, J=1,2 Hz e 7,4 Hz, 1H); 3,71 (t, J = 6,4 Hz, 4H); 1,95
(t, J = 6,6 Hz, 4H). RMN C (75 MHz, CDCls): & (ppm) 170,0; 160,4;
132,8; 128,2; 118,0; 117,8; 117,2; 48,5; 29,5. IV-ATR: (v cm™) 3139,

2974, 2879, 1587, 1573, 1454, 1340, 1296, 1249, 1195, 1195, 850.
109

(Composto descrito na literatura).

O
N/\/\
H

OH

RMN *H (300 MHz, CDCls3): & (ppm) 12,54 (s, 1H); 7,49 (m, 1H); 7,34 (m,
1H); 7,07 (sl, 1H); 6,96 (dd, J = 2,8 Hz e 8,52 Hz, 1H); 6,80 (m, 1H); 3,41
(m, 2H); 1,57 (qt, J = 7,3 Hz, 2H); 1,36 (qt , J = 7,3 Hz, 2H); 0,90 (t, J =
7.3 Hz, 3H), RMN *C (75 MHz, APT, CDCl3): & (ppm) 169,9; 160,9;
133,9; 125,8; 118,8; 118,0; 114,5; 39,3; 31,3; 19,9; 135.
IV-ATR: (v cm™) 3371, 3018, 2960, 2933, 1639, 1593, 1491, 1454, 1362,
1215, 1147, 1060, 667.

ol

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 7,30 (m, 5H); 2,49 (t, J = 6,1 Hz,
4H); 1,75 (qt, J = 2,9 Hz, 4H), RMN *3C (75 MHz, APT, CDCls):: & (ppm)
138,9; 128,8; 128,0; 126,7; 53,9; 23,2. IV-ATR: (v cm™) 2964, 2785,

19 9'Mahony, G.; Pitts, A. K. Org. Lett., 2010, 12 ( 9), 2024.
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1629, 1452, 1375, 1348, 1269, 1124, 1028, 906, 875, 736. (Composto

descrito na literatura).**

L
©)J\N/\/\
H
RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 7,74 (m, 2H); 7,34 (m, 3H); 6,61 (s,
1H); 3,37 (m, 2H); 1,56 (m, 2H); 1,38 (m, 2 H); 0,92 (t, J = 7,4, 3H).
RMN *3C (75 MHz, APT, CDCl3): d (ppm) 168,3; 134,6; 131,2; 128,3;

126,8; 39,7; 31,5; 20,1; 13,7. IV-ATR: (v cm™) 3325, 3028, 2968, 2931,
2872, 1645, 1541, 1454, 1352, 1195, 1136, 1058, 736. (Composto

descrito na literatura).”

Mistura e amidas derivadas de acidos graxos e 6leo de soja .

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm) 5,35 (m, 3H); 3,43 (t, J = 7,0 Hz, 4H); 2,77
(t, J = 6,0 Hz, 1H); 2,52 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 1,95 (m, 7H); 1,64 (qt, J = 7,2 Hz,
2H); 1,26 (s, 18H); 0,88 (m, 3H). RMN *3C (75 MHz, APT, CDCls): d (ppm)
171,8; 171,7; 171,7; 130,0; 129,9; 129,8; 129,6; 127,8; 127,8; 46,5; 45,5; 34,7;
34,7; 31,8; 31,8; 31,4, 29,6; 29,6; 29,6; 29,6; 29,5; 29,5; 29,4, 29,4, 29,4; 29,4,
29,4; 29,2; 29,2; 29,2; 29,0; 27,1; 27,1, 26,0; 25,5; 24,8; 24,3; 22,6, 22,5; 14,0;
14,0. IV-ATR: (v cm™) 2906, 2854, 1635, 1458, 1354, 1192, 1060.

119 Ren, W.; Yamane, M. J. Org. Chem. 2010, 75, 8410.
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