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RESUMO

GONGCALVES, Patricia Martins. Sintese e atividade fitotoxica de ésteres obtidos a
partir de fendis e do &cido fenoxiacético. 2020. Dissertagdo (Mestrado em
Agroquimica) — Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre, ES. Orientadora:
Patricia Fontes Pinheiro. Coorientadora: Vanessa Moreira Osorio.

Devido ao aumento da populacdo mundial e consequentemente o consumo de
alimentos, a demanda na produc¢ao agricola vem crescendo nos ultimos anos. Assim,
0 uso de agroquimicos em plantacbes tornou-se importante por favorecer a
produtividade. As plantas daninhas trazem varios prejuizos as lavouras, levando a
uma grande necessidade na utilizacdo de herbicidas nos cultivos. Assim, temos
alguns principais problemas nas plantacbes que utilizam agroquimicos de forma
continua: a resisténcia que as ervas daninhas vém desenvolvendo no decorrer dos
anos e o impacto que esses herbicidas tem gerado ao ambiente e a saude humana,
levando a necessidade da elaboracdo de substancias com potencial atividade
herbicida frente as plantas daninhas, e que gerem menor toxicidade aos
ecossistemas. Considerando esses fatores, objetivou-se com este trabalho sintetizar
esteres a partir de fendis do acido fenoxiacético partindo de alguns compostos que ja
apresentam potencial herbicida, visando obter compostos que possam ser menos
nocivos ao meio ambiente e & saude do homem e de animais. Para isso, incialmente
foi sintetizado o acido fenoxiacético (1) partindo do fenol e do acido 2-cloroacético, o
produto obtido foi purificado por extracéo liquido-liquido quimicamente ativa. O acido
1 foi usado na sintese de 8 moléculas pertencentes a classe das 2-fenoxiacetato de
fenilas por meio da esterificacdo de Steglich, usando DCC (N,N*-
dicicloexilcarboiimida) e DMAP (N,N-dimetilpiridin-4-amina), na presenca de fendis
naturais (carvacrol, timol, eugenol, guaiacol e vanilina) e do p-cresol, fenol e 8-naftol,
originando 0s seus respectivos ésteres [2-fenoxiacetato de 5-isopropil-2-metilfenila
(2), 2-fenoxiacetato de 2-isopropil-5-metilfenila (3), 2-fenoxiacetato de 4-alil-2-
metoxifenila (4), 2-fenoxiacetato de 2-metoxifenila (5), 2-fenoxiacetato de 5-formil-2-
metoxifenila (6), 2-fenoxiacetato de p-tolila (7), 2-fenoxiacetato de fenila (8) e 2-
fenoxiacetato de naftalen-2-ila (9)]. Todos os compostos sintetizados foram
caracterizados por espectrometria de massas, ressonancia magnética de hidrogénio
e de carbono (RMN de 'H e de 13C) e alguns foram submetidos a ensaios biolégicos
a fim de avaliar o potencial herbicida dessas substancias. Para a realizagéo dos testes

fitotoxicos, foram preparadas solugdes do acido (1), dos ésteres sintetizados (2,3, 6 e



8), do controle positivo: o herbicida 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) a 3 mmol. L
!, usando como solvente o diclorometano. Uma solucdo aquosa do herbicida glifosato
comercial a 1% (v.v'') também foi preparada para ser usada como outro controle
positivo, 4gua destilada e diclorometano (solvente) foram usados como controles
negativos. Esses compostos foram testados in vitro para avaliar a germinacdo e o
desenvolvimento radicular de sementes de sorgo (Sorghum bicolor) e de alface
(Lactuca sativa), plantas modelos usadas em ensaios fitotoxicos. Os ésteres 3 e 6
testados inibiram o crescimento radicular de sementes de alface e foram comparaveis
aos herbicidas 2,4-D e glifosato. Os resultados foram bastante promissores, 0s ésteres
da classe 2-fenoxiacetato de fenilas podem apresentar grande potencial fitotoxico e
poderdo ser Uteis na obtencado de novos herbicidas.

Palavras-chave: esterificacdo de Steglich, 2-fenoxiacetato de fenilas, herbicidas,

semissintéticos, fendis naturais.



GONCALVES, Patricia Martins. Synthesis and phytotoxic activity of esters obtained from phenols and
phenoxyacetic acid. 2020. Thesis (Dissertation in Agrochemistry) — Universidade Federal do Espirito
Santo, Alegre, ES. Supervisor: Patricia Fontes Pinheiro. Co-supervisor: Vanessa Moreira Osorio.

Due to the increase of the world population and consequently the increase of food consumption,
the demand in agricultural production has been growing in recent years. Thus, the use of agrochemicals
in plantations has become important for favoring productivity. Weeds bring several damages to the
plantations, leading to a great need for the use of herbicides in crops. Therefore, we have some main
problems in plantations that use agrochemicals continuously: the resistance that weeds have developed
over the years and the impact that these herbicides have generated on the environment and on human
health, leading to the need of preparing substances with potential herbicidal activity against weeds, and
which generate less toxicity to ecosystems. Considering these factors, the objective of this work was to
synthesize esters from phenols of phenoxyacetic acid starting from some compounds that already have
potential herbicide, aiming to obtain compounds that may be less harmful to the environment and the
health of man and animals. For this, first phenoxyacetic acid (1) was synthesized starting from phenol
and 2-chloroacetic acid, the product obtained was purified by chemically active liquid-liquid extraction.
Acid 1 was used in the synthesis of 8 molecules belonging to the phenyl 2-phenoxyacetate class by
means of Steglich esterification, using DCC (N, N'-dicyclohexylcarboiimide) and DMAP (N, N-
dimethylpyridin-4-amine), in the presence of natural phenols (carvacrol, thymol, eugenol, guaiacol and
vanillin) and p-cresol, phenol and -naphthol, giving rise to their respective esters [5-isopropyl-2-
methylphenyl 2-phenoxyacetate (2), 2 2-isopropyl-5-methylphenyl-phenoxyacetate (3), 4-allyl-2-
methoxyphenyl 2-phenoxyacetate (4), 2-methoxyphenyl 2-phenoxyacetate (5), 5-formyl-2- 2-
phenoxyacetate methoxyphenyl (6), p-tolyl 2-phenoxyacetate (7), phenyl 2-phenoxyacetate (8) and
naphthalen-2-yl 2-phenoxyacetate (9)]. All synthesized compounds were characterized by mass
spectrometry, hydrogen and carbon magnetic resonance (1H and 13C NMR) and some were subjected
to biological tests in order to evaluate the herbicidal potential of these substances. To carry out the
phytotoxic tests, solutions of the acid (1), of the synthesized esters (2,3, 6 and 8), of the positive control
were prepared: the herbicide 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) at 3 mmol. L-1, using
dichloromethane as the solvent. A 1% aqueous solution of the commercial glyphosate herbicide (v.v-1)
was also prepared to be used as another positive control, distilled water and dichloromethane (solvent)
were used as negative controls. These compounds were tested in vitro to evaluate the germination and
root development of sorghum (Sorghum bicolor) and lettuce (Lactuca sativa) seeds, model plants used
in phytotoxic tests. The tested esters 3 and 6 inhibited the root growth of lettuce seeds and were
comparable to the herbicides 2,4-D and glyphosate. The results were very promising, the phenyl class
2-phenoxyacetate esters may have great phytotoxic potential and may be useful in obtaining new
herbicides.

Keywords: Steglich esterification, phenyl 2-phenoxy acetate, herbicides, semi-synthetic, natural

phenols.
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1. INTRODUCAO

O uso de agrotéxicos nas lavouras tem grande importancia na manutencdo da
produtividade agricola e proporciona grandes beneficios econdbmicos aos agricultores.
Porém, essa aplicacao no controle de pragas nas lavouras acarreta sérios problemas
relacionados a salude do homem, de animais e prejudica 0 meio ambiente, podendo
contaminar aguas subterrdneas, o solo e até os proprios alimentos (CARVALHO,
2017; KHANNA, GUPTA, 2018).

Os herbicidas séo os agrotéxicos mais utilizados no campo, pois sdo de grande
importancia no controle de plantas daninhas, que sdo espécies vegetais invasoras que
competem com a cultura de interesse. Devido ao uso frequente e indiscriminado
dessas substéancias ao longo dos anos, sérios problemas vém sendo relatados, dentre
eles 0 aumento de espécies daninhas resistentes, o que pode vir a inviabilizar o uso
de diversos agroquimicos comerciais (CHRISTOFFOLETI, NICOLAI, 2016; LEAL,
SILVA, KARAM, 2012). Dessa forma, considerando todos esses fatores, existe uma
grande demanda por parte das industrias de agroquimicos no desenvolvimento de
compostos que tenham acao contra ervas daninhas, que sejam ainda mais eficientes
no controle dessas espécies e que causem menor impacto ambiental. Esses
compostos devem possuir sitios de acdo especificos (altamente seletivos), ter curta
meia-vida no ambiente, deixando menos residuos no solo, na agua ou na planta
(KRAEHMER et al., 2014).

Compostos de origem natural e seus derivados tem atraido grande interesse
nas pesquisas, sendo uma alternativa aos compostos sintéticos podendo servir de
material inicial na obtenc&o de novos herbicidas (ARAGAO et al, 2017). Considerando
assim, compostos fendlicos de origem natural representam uma classe que tem
grande potencial de acéo fitotoxica, muitos desses sdo encontrados em Oleos
essenciais de plantas e podem ser adquiridos comercialmente na forma pura, tais
como: timol, carvacrol, eugenol e guaiacol (DE ASSIS et al. , 2018). Esses compostos
podem ser usados como materiais de partida na sintese de compostos da classe das
2-fenoxiacetato de fenilas, compostos que podem apresentar efeito fitotdxico, por
apresentar a unido de um acido fenoxiacético, o qual pertence o herbicida 2,4-D (acido
2,4-dicloroacético), e de fendis, que sdo compostos que apresentam efeito inibitorio
de plantas (PINHEIRO et al., 2015).

Assim, objetivou-se com este trabalho obter 8 (oito) ésteres a partir do acido
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fenoxiacético de fenois naturais (carvacrol, timol, eugenol, guaiacol e vanilina), e de
outros fendis (p-cresol, fenol e B-naftol), por meio da esterificacdo de Steglich, usando
DCC (N,N-dicicloexilcarboiimida) e DMAP (N,N-dimetilpiridin-4-amina). Além disso,
outro objetivo foi utilizar os compostos sintetizados, in vitro, frente & germinacao e
desenvolvimento inicial de alface (Lactuca sativa) e sorgo (Sorghum bicolor), que sé&o

espécies modelos usuais em bioensaios.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar e avaliar a atividade herbicida de compostos contendo o nicleo 2-

fenoxiacetato de fenilas obtidos pela esterificagdo de Steglich.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar o acido fendxiacético (1) a partir do fenol,

o/\fo

i:l OH

(1)
- Sintetizar oito ésteres [2-fenoxiacetato de 5-isopropil-2-metilfenila (2), 2-
fenoxiacetato de 2-isopropil-5-metilfenila (3), 2-fenoxiacetato de 4-alil-2-metoxifenila
(4), 2-fenoxiacetato de 2-metoxifenila (5), 2-fenoxiacetato de 5-formil-2-metoxifenila
(6), 2-fenoxiacetato de p-tolila (7), 2-fenoxiacetato de fenila (8) e 2-fenoxiacetato de
naftalen-2-ila (9)], a partir do acido fenoxiacético (1) de fendis naturais (carvacrol,
timol, eugenol, guaiacol e vanilina) e de outros fendis (p-cresol, fenol e B-naftol), por
meio da esterificacdo de Steglich, usando DCC (N,N*-dicicloexilcarboiimida) e DMAP

(N, N-dimetilpiridin-4-amina).
OAOfO 0“?% o/\(fo oCH, o/\fo ocH,
<>(2) ? ©(3) © (;ij\/\ @ (5)\<>

O OOCH
T ~p

Sia. Clo gt O

(6 H O

- Purificar todos os produtos obtidos nas reagdes por cromatografia em coluna,
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utilizando solventes apropriados;

- Caracterizar todos 0os compostos sintetizados por métodos espectroscépicos e
espectrométricos (espectrometria de massas, RMN de 'H e de '3C);

- Realizar ensaios biolégicos para avaliar o efeito dos ésteres (2-9) em relacdo ao
desenvolvimento radicular de sementes de sorgo (Sorghum bicolor) e de alface
(Lactuca sativa).

3. REVISAO DE LITERATURA

3. 1. HERBICIDAS A PARTIR DE COMPOSTOS FENOLICOS NATURAIS

As plantas daninhas sdo quaisquer vegetais indesejados crescendo em meio a
cadeia produtiva de culturas, podendo causar-lhes danos, pois elas interferem no
cultivo competindo pelos recursos disponiveis como, agua, sol, nutrientes do espago
onde se encontram, podendo prejudicar a realizagdo de praticas agricolas, como
fertilizacbes e colheita, e impedir o controle de pragas e doengas. Os herbicidas sédo
compostos quimicos desenvolvidos para impedir o desencadeamento de plantas
daninhas que possam comprometer o rendimento das variadas culturas (CHICON,
PINHEIRO, 2017; SILVA et al., 2017). Por isso sdo denominados seletivos quando
destroem as plantas invasoras que se encontram no ambiente sem diminuir a
producéo e os beneficios dos produtos finais das plantagbées (BUNHOLA, SEGATO,
2017).

Quando esses compostos chegam ao solo, eles podem ser alterados por
transformacdes quimicas, biolégicas e fisicas que determinardo suas caracteristicas
de permanéncia no ambiente. Alguns tipos de agroquimicos podem permanecer
alojados ao solo, e se as plantas daquele ambiente ndo conseguirem absorver esses
compostos, 0s mesmos podem ser lixiviados por aguas das chuvas e alcancar até
mesmo lencgdis freaticos, aumentando a fracdo de contaminacdo e prejuizos aquele
ambiente. Considerando esses fatores, buscam-se compostos com origem natural,
gue ndo possuam caracteristicas prejudiciais a natureza e ao homem (DA SILVA et
al., 2017).

Existem diversos problemas relacionados a utilizacdo de agrotdxicos, além
da necessidade de busca continua pela sustentabilidade dos agroecossistemas,

assim o desenvolvimento de herbicidas de origem natural tornou-se um fator relevante
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de estudos (JUNIOR, 2017). Os compostos fendlicos fazem parte do metabolismo
secundario de diversas plantas e apresentam uma gama de propriedades, tais como:
antimicrobiana, antifingica, antioxidante, inseticida e herbicida. O nucleo principal dos
fendis é formado por no minimo um anel de fenol, por isso, em reacao de sintese o
hidrogénio do anel pode ser usualmente substituido por um residuo mais ativo como
o grupo hidroxila, metila ou acetila. Todas as propriedades biolégicas atribuidas aos
fendis irdo variar de acordo com as estruturas moleculares e o grau de grupos
substituintes presentes (DZIALO et al., 2016).

O timol e o carvacrol sdao compostos fendlicos monoterpenos isoméricos
encontrados como principais componentes dos 6leos essenciais de orégano e tomilho.
Esses fendis exibem diversos efeitos bioldgicos e farmacolégicos incluindo atividades
anticancerigenas, antiinflamatorias, antibacterianas, antifingicas,
anticolinesterasicas, inseticidas e antioxidantes. Diversos derivados de carvacrol e
timol foram sintetizados e apresentam atividade semelhante ou aumentada em
relacéo aos fendis de origem (BROTZMAN et al., 2019).

O oleo essencial presente no cravo, canfora e nas folhas de canela possui como
principal componente o eugenol. A literatura relata diversos estudos dos quais
confirmaram a atividade antimicrobiana do eugenol tendo como principal mecanismo
dessa propriedade o poder de aumentar a permeabilidade da membrana celular e
inibir as enzimas devido ao seu grupo OH (JU et al., 2020). Estudos modernos
destacam diversos beneficios do eugenol (4-alil-2-metoxifenol) para a industria de
cosmeéticos e alimenticia devidos as suas propriedades anticancerigenas,
antiespasmaodica, analgésica, antiviral, antiinflamatéria, antioxidante, antifangica,
antimicrobiana (ASHRAFUDOULLA et al., 2020). Além de sua estrutura molecular
possuir diversas atividades, encontra-se na literatura pesquisas atuais em que o
eugenol pode sofrer modificacdes e ser usado como precursor na obtencéo de outras
moléculas com potencial atividade fitotoxica e citotoxica, como por exemplo na
obtencdo de cumarinas a partir deste fenol para producdo de herbicidas comerciais
(GOVEA, 2020).

O guaiacol € um fenol volatil derivado da pirdlise da lignina durante o
processamento/degradacao desta Ultima nas industrias de papel e celulose (OZAGAC
et al., 2016). Esse composto pode ser usado na industria quimica como material de
partida na sintese de produtos de alto valor produzidos em milhares de toneladas

(SHEN et al., 2020). O guaiacol ou 2-metoxifenol € um composto de origem natural
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gue apresenta atividade antioxidante e antibacteriana (DULONG, KOUASSI, PICTON,
2020), quando presente na composicdo de 6leos essenciais também apresenta
atividade antisséptica (PELISSARI et al., 2010). O guaiacol pode romper a parede
celular de bactérias além de inibir a biossintese de prostaglandinas, conferindo a ele
efeito anti-inflamatério. Estudando os efeitos citotoxicos de diferentes compostos
fendlicos, o guaiacol foi testado em células obtidas da polpa dentaria de ratos, com
alta atividade de crescimento, e se observou que, conforme ocorria 0 aumento na
concentracdo de guaiacol aplicada nas células, os efeitos de toxicidade também
aumentavam, comprovando assim que 0 mesmo pode inibir o desenvolvimento celular
(ALVES et al., 2020).

A vanilina tem sido amplamente usada como aroma artificial em bebidas,
alimentos e produtos farmacéuticos, ela € o principal componente extraido da semente
de baunilha apresentando dentre varias atividades, potencial antitumoral (JANTAREE
et al, 2017). Entretanto, a vanilina natural a partir da baunilha ndo alcanga o percentual
necessario para abastecer seus consumidores fazendo com que sua obtencao seja a
partir de matéria-prima petroquimica, como por exemplo a partir do guaiacol ou da
lignina as quais ja possuem a estrutura aromatica como base (WANG et al. , 2018).

O p-cresol também € um composto pertencente a categoria de fendis. Uma
analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas realizada em
um estudo identificou que o componente mais abundante foi o p-cresol (40,1%) dos
28 componentes isolados da Gastrodia elata (Asparagales Orchidaceae), ha
evidéncias de que ele possui atividade antibacteriana e citotdéxica (CAO et al., 2018;
PASSMORE et al., 2018;SAITO et al.,, 2018), enquanto também ¢é utilizado em
misturas que compdem aditivos quimicos utilizados no condicionamento de carvbes
minerais (SANTIAGO e LADEIRA, 2017).

O fenol € um composto de média solubilidade em agua, sendo também solavel
em glicerol, cloroférmio, etanol, benzeno, éter etilico, dissulfito de carbono e hidroxido
de sodio, normalmente € encontrado em forma de cristais brancos, com um odor
bastante caracteristico. Possui um teor levemente &cido devido ao grupamento
hidroxila ligado ao anel. No entanto, o hidrogénio presente na hidroxila pode ser
transferido para uma base, fazendo com que suas propriedades acidas sejam
suficientemente reconhecidas, mesmo sendo um &cido fraco. Em solucédo aquosa, o
fenol forma o ion fendxido, o qual apresenta maior estabilidade, devido a estrutura de

ressonancia formada pelo par de elétrons livre presente no oxigénio apds a ruptura do
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hidrogénio. Na indUstria, esse composto possui grande importancia por se tratar de
um precursor para producao de diversos produtos como nylon (fibra sintética), resinas
para indUstria automotiva e revestimento de superficies, resinas termoplasticas, etc.
Ele pode ser obtido por diversas rotas tecnoldgicas sintéticas, das quais as principais
sdo obtencdo a partir do carvdo, pelo processo de oxidacdo do tolueno e pelo
processo de oxidacdo do cumeno, sendo que mais de 90% da produgcdo mundial de
fenol ocorre através do processo de oxidacdo do cumeno (SILVA, 2017).

As abordagens para o p-naftol (2-naftol) na literatura trazem propostas
interessantes sobre aplicagbes dessa substancia, como por exemplo a
desaromatizacdo catalitica de naftéis geralmente categorizados em procedimentos
oxidativos e ndo oxidativos para diversas aplicacdes (AN et al., 2018). Com base em
trabalhos e investigacdes experimentais, um possivel modelo catalitico foi proposto
pela reacdo de desaromatizacdo hidroxilativa enantiosseletiva de 2-naftéis com
oxaziridinas usando um catalisador complexo N, N'-diéxido / escandio (lIl). Varios orto-
quinol substituidos podem ser obtidos com altos rendimentos (até 99%), esta
metodologia pode ser aplicada na sintese de lacinilenos bioativos (ZHANG et al.,
2017).

Assim, nota-se que, a partir de compostos fendlicos, é possivel obter outras
classes de compostos, que tém atraido interesse na area de sintese organica, pois
tém demonstrado uma variedade de atividades biologicas (RAFFA et al., 2001).
Embora o uso de herbicidas existentes seja considerado um método de controle eficaz
para um numero consideravel de espécies de plantas daninhas, tem sido questionado
guanto ao seu impacto ambiental e a resisténcia que essas ervas daninhas
desencadearam devido a utilizacdo inadequada dessas substancias. Portanto, a
busca de herbicidas naturais ou semissintéticos com novas propostas de acéo sobre
as plantas é de fundamental importancia para a agricultura mundial (SOUZA FILHO
et al., 2006).

3.2. PROPRIEDADES GERAL DOS ESTERES

Os ésteres sao classificados como compostos organicos oxigenados oriundos
de acidos carboxilicos, sdo naturalmente encontrados em flores, frutos e oOleos
vegetais, tendo seu odor agradavel associado a presenca desses compostos, além
de serem encontrados na sua forma de ésteres graxos, em gordura animal. Existem

diversas aplicacfes para os ésteres no setor industrial, como por exemplo no ramo
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farmacéutico fazendo parte da composi¢do quimica de varios principios ativos, na
fabricacdo de tecidos como o poliéster, de tintas (éster polivinilico), fibras,
plastificantes, no setor alimenticio como flavorizantes de bebidas e alimentos, além
da vasta utilizagdo como intermediarios de sintese organica (FERREIRA, 2018). Um
exemplo de éster utilizado no cotidiano é o acido acetilsalicilico apresentado na Figura
1, que tem um principio ativo do grupo dos anti-inflamatérios ndo esteroides que
possui indicagfes para o alivio de cefaleia, inflamacdes, febre, sendo também usado
para a profilaxia de infarto do miocardio e diabetes (SOUSA et al., 2018).

Figura 1. Estrutura molecular do acido acetilsalicilico.

Sy

Fonte: a autora.

Tratando-se das propriedades fisico-quimicas, os ésteres com grande massa
molecular apresentam-se em estado sélido, possuindo seu carater volatil reduzido.
Entretanto, quando se trata de ésteres de baixa massa molecular o que se encontra
sdo substancias de aroma consideravelmente agradavel e incolores. Os ésteres
possuem baixa polaridade, sdo solUveis em muitos solventes organicos e insolaveis
em agua, exceto ésteres derivados de alcoois de cadeia curta e acidos carboxilicos.
Normalmente possuem temperatura de ebulicdo menor do que de alcoois ou acidos
carboxilicos com massa molecular semelhante, pois as moléculas de éster podem néo
ter ligacBes de hidrogénio fortes entre si (FERREIRA, 2018).

3.3. ESTERIFICACAO DE STEGLICH

Existem varios métodos para realizacéo da reacéo de esterificacéo, dentre eles
esterificacdo de Fischer, esterificacdo com haletos, reacdo de Mitsunobu e a reacéo
de Steglich (RICARTE, 2017). Algumas propostas exemplares de reacdo de
esterificacdo de Steglich foram abordadas na sintese de uma nova classe de cera ndo
polimérica inibidora de deposicdo de petrdleo bruto (Figura 2), uma reacdo entre

juglona com &cidos graxos de cadeia longa. A pesquisa apresentou a sintese de
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ésteres de cadeia longa de juglona baseado na esterificacéo de Steglich utilizando um
acido de Lewis de baixo custo como co-catalisador. Os rendimentos obtidos foram
consideravelmente maiores do que os reportados por outras metodologias para
obtencéo de ésteres. Diante da importancia dos ésteres de naftoquinona, abordou-se
a reacao de esterificacado Steglich empregando CeCls e condi¢cdes suaves de reacao,
que permitiu a sintese de ésteres de juglona de cadeia longa com rendimentos
superiores aos descrito na literatura. Na esterificacdo de Steglich, os reagentes de
acoplamento ativam o grupo carboxila e séo, portanto, amplamente utilizados em
sintese direta de ésteres alquilicos, geralmente incluem 1,3-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) com quantidades cataliticas de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (GILLES et al.,
2015).

Figura 2. Reacao de esterificacdo de juglona com acido palmitico, nas condi¢cdes: DCC, DMAP, THF,
t.a., 72 h.
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Fonte: GILLES et al, 2015.

A historia dos ésteres relata que no ano de 1978 a reacdo de steglich foi
desenvolvida por Wolfgang Steglich e Bernard Neises, apropriada para esterificacdes
e amidac0es, aplicando o catalisador nucleofilico conhecido como 4-(dimetilamino)-
piridina (DMAP) e a diciclohexilcarbomidina (DCC) como agente ativivante e de
acoplamento, normalmente as reacdes sdo realizadas usando diclorometano como
solvente sob agitacédo e temperatura ambiente (FERREIRA, 2018).

Durante os testes de aplicacao da reacao de Esterificacdo de Steglich, a acéo
catalitica favoravel da piridina em tais reacfes sugeriu-se que o catalisador de
acilacéo 10 vezes mais eficaz a 4-(dimetilamino)-piridina (DMAP) pode provar ser um

agente util nos estudos sobre a esterificagdo de &cidos carboxilicos. Percebeu-se que
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determinadas concentagcbes de DMAP adicionadas aceleravam a esterificacédo
ativada por DCC de &cidos carboxilicos com éalcoois ou tibis a tal ponto que a formacao
de produtos colaterais eram suprimidos e até mesmo ésteres estericamente
impedidos eram formados com bons rendimentos a temperatura ambiente (NEISES,
STEGLICH, 1978).

Na Figura 3 é apresentado uma proposta de mecanismo para esterificacdo de
Steglich via DCC/DMAP, inicialmente na etapa a acontece uma reacado acido-base
entre o acido carboxilico e o DMAP (base), obtendo-se e o nucledfilo (1) e o acido
conjugado DMAP. Na etapa b, o nucledfilo realiza um ataque ao carbono central da
molécula de DCC, que possui carater eletrofilico devido a proximidade aos dois
nitrogénios, assim o par de elétrons da ligagdo C=N vai para o nitrogénio (2) que retira
um proton do acido conjugado do DMAP que gera o intermediario da reacao (3) e
reestabelece o catalisador. Na etapa d, o DMAP realiza uma adi¢cdo ao carbono da
substancia (3) formando o intermediario (4) e o grupo acila (5). Em seguida, na etapa
e, 0 intermediario (4) retira um proton do alcool utilizado formando o grupo alcoxido
(6) e a diciclohexiureia (DCU) que é o subproduto da reacdo e pouco soluvel em
diclorometano. Na etapa f, o alcoxido (6) ataca o carbono da carbonila do componente
(5) formando o éster e liberando o DMAP (FERREIRA, 2018).

Uma outra proposta relatada em outro estudo foi a sintese de uma série de
novos compostos hibridos (Figura 4) a partir de reacfes entre a vanilina e derivados
do acido cinamico, em que se avaliou suas atividades citotoxicas e leishmanicida.
Para a sintese dos ésteres cinamatos derivados da vanilina, inicialmente realizou-se
a preparacao de diferentes derivados do acido cinamico, em seguida, a metodologia
chave empregada para a obtencédo dos ésteres consistiu nha reacédo de Esterificacédo
de Steglich entre a vanilina e os diferentes derivados do acido cinamico. Assim, um
total de seis cinamatos foram obtidos com rendimentos variando de 54%-99% (SILVA,
2018).
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Figura 3. Mecanismo da rea¢éo de esterificacdo de Steglich via DCC/DMAP.
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Fonte: Adaptado de FERREIRA, 2018.
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Figura 4. Etapa de formacao de ésteres em uma reacdo de sintese de novos compostos hibridos.
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3.4. ALELOPATIA

As interagbes bioquimicas consideradas negativas entre as plantas ocorrem
pela competicdo por recursos naturais como agua, luz e nutrientes. Essas interacoes
sdo chamadas alelopéaticas, e nem sempre sdo causadas por toxicidade dos
aleloguimicos, mas também podem ser induzidas por modificacfes estruturais bioticas
ou abidticas. O processo de duas plantas interagirem entre si pela liberacdo de
compostos derivados do metabolismo secundario para o ambiente com intuito de
aumentar ou interferir no crescimento uma da outra também é denominado de
alelopatia. Assim, classifica-se como fitotoxicidade a capacidade do aleloquimico de
impedir a germinacédo de sementes ou o crescimento de plantas (KUEH et al., 2019).

Existem também fungos ou autotoxicidade que sdo exemplos de alelopatia
intraespecifica, em que a prépria planta produz aleloquimicos quando comeca a
decompor no solo e esses aleloquimicos impedem o desenvolvimento de novas
mudas da mesma espécie (GHOLAMI et al.,, 2014). As plantas sdo ricas em
compostos bioativos que podem ter um efeito terapéutico ou téxico em humanos,
animais e plantas. De maneira mais especifica, a alelopatia também inclui a interacéo
de uma planta sobre uma espécie-alvo como outras plantas, algas, bactérias ou
fungos (FUENTES-GANDARA et al., 2019).

Os aleloquimicos também podem ser usados na elaboracédo de herbicidas de
origem natural. Dentre as vantagens da utilizacdo de herbicidas naturais, estédo
incluidas sua baixa solubilidade em agua, a auséncia de moléculas halogenadas,
diversas opcdes de acdo, interacdo mais especifica com ervas daninhas,

concentracfes mais baixas necessarias para a atividade e menores danos ambientais
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(FUENTES-GANDARA et al.,, 2019; OKADA et al.,, 2019). Esses compostos,
conhecidos como aleloquimicos, sdo excelentes propostas para o desenvolvimento
de bioherbicidas (SCAVO et al., 2019).

Diversos aleloquimicos estédo presentes nas ervas daninhas, as quais podem
interferir em outras plantas de varias maneiras, inibindo ou melhorando a germinacgéo
e crescimento de plantas receptoras (SIYAR et al.,, 2018). Atuando como plantas
invasoras, elas promovem a liberacédo de produtos quimicos no solo, afetando assim
as espécies vizinhas. Durante a atividade alelopética, as substancias séo liberadas
diretamente da planta para o meio ambiente por meio de exsudacéo radicular,
lixiviacdo e decomposicao de residuos vegetais (ninhada ou raizes mortas) seguido
de sua lixiviacao, e também por volatilizacdo através das folhas (CARVALHO et al.,
2019; PEREZ-PERALTA et al., 2018).

As substancias aleloguimicas podem vir de varias partes da planta, como
folhas, caules, sementes e flores, entre outros. Os aleloquimicos conseguem
influenciar de maneiras diferentes, por exemplo, afetando o ciclo de nutrientes e
intervindo nas propriedades do solo. Influenciam os processos fisioldégicos das
espécies receptoras, inibindo ou estimulando a taxa de germinacdo e o crescimento
de plantulas. Eles inibem a fotossintese por meio de interacbes com 0s componentes
do fotossistema Il (PSIl), dentro de comunidades microbianas, afetam fungos
micorrizicos, bactérias e agentes fixadores de nitrogénio presentes no solo (PEREZ-
PERALTA et al., 2018).

Um protocolo € sugerido durante os estudos para evidenciar os efeitos
alelopaticos de algum organismo seguindo algumas etapas. Primeiramente,
apresentar a interferéncia usando controles satisfatérios, descrever o0s sinais e
guantificar a diminuicdo no crescimento. Em seguida, realizar ensaios com o
aleloquimico preferencialmente em espécies que foram afetadas anteriormente e
identificar a substancia quimica. Posteriormente, aplicar as toxinas, nos estagios
apropriados, em quantidades semelhantes aquelas presentes na natureza, a fim de
simular interferéncias naturais. Por fim, o monitoramento da liberacdo da substancia
aleloquimica pela espécie doadora, detectando a sua manifestacdo no meio, e sua
absorcao pela espécie receptora. Todos os estudos que tratam da alelopatia estardao
em conjunto com a técnica do bioensaio. O bioensaio baseia-se na resposta biolégica
de um organismo vivo, além de se destacar por ser util e importante na determinacao
do potencial alelopatico de um organismo (PIRES E OLIVEIRA, 2001).
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3.5. BIOENSAIOS VEGETAIS

A toxicologia baseia-se grandemente nas areas de biologia e quimica, estuda
os varios efeitos que determinados compostos podem apresentar sobre os
organismos vivos, procura compreender detalhadamente a toxicidade e as formas
para erradica-la ou reduzi-la (SHIBAMOTO, BJELDANES, 2014).

A toxicidade desvenda os maleficios que determinados compostos podem
fornecer a um organismo. Esses danos podem variar de acordo com as propriedades
das substancias e o tempo de exposicdo (RAND, 2000). Diversas analises sao
realizadas com intuito de detectar os efeitos toxicoldégicos desses compostos sobre
animais e plantas, contudo os vegetais apresentam maior sensibilidade. Além disso,
€ possivel realizar simultaneamente analises de variados mecanismos de acao
considerando que algumas plantas sao 6timas indicadoras de genotoxicidade e
mutagenicidade (GRANT, 1994; FERNANDES et al., 2009; LEME, MARIN-MORALES,
2009; ARAS et al., 2012; LYUBENOVA et al., 2012; PEREIRA et al., 2013). O periodo
de desenvolvimento da planta e fatores genéticos também podem contribuir para a
intoxicacdo da mesma (GICHNER et al., 2000).

Os testes de fitotoxicidade sédo analises realizadas com a utilizacido de plantas,
e sao caracterizados por tardar a germinagéo de sementes, impedindo o crescimento
do vegetal por meio de alguma substancia. Destaca-se pela facilidade no
desenvolvimento e aplicagcao além de possuir baixo custo (BELLATO et al., 2015). As
raizes sao as primeiras partes das plantas a sofrerem os efeitos da toxicidade
(SANDALIO et al., 2001).

Os testes precisam ser desenvolvidos em condi¢des controladas no laboratério,
onde os organismos sdao submetidos a aplicagdo em diversas concentracbes da
substancia usada para teste. Os efeitos sdo analisados e quantificados tanto quanto
os riscos gerados a natureza e a saude humana (DORNFELD, 2002; RIBO, 1997;
ARRAES, LONGHIN, 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. PROCEDIMENTOS DA ETAPA INICIAL

Os solventes usados nas reacgdes e nas purificacbes dos compostos, tais como:
diclorometano, acetona, hexano e acetato de etila, foram de grau P.A. Carvacrol, timol,
eugenol, guaiacol, p-cresol, acido 2-cloroacético, DCC (N,N’-dicicloexilcarboiimida) e
DMAP (N,N-dimetilpiridin-4-amina) foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich®. A
vanilina, o fenol e B-naftol usados foram todos P.A. da marca Neon.

Todas as etapas das reagOes foram analisadas por cromatografia em camada
delgada (CCD), empregando-se placas cromatograficas de silica-gel impregnadas
sobre aluminio (espessura de 250 p). As separagOesu por cromatografia em coluna
foram feitas utilizando-se silica-gel (70-230 mesh e 230-400 mesh) como fase
estacionaria, e os solventes utilizados como eluente foram a mistura de hexano e
acetato de etila em diferentes proporcgdes (3:1 ou 8:1). As placas de CCD, depois de
observadas sob luz ultravioleta, foram reveladas com solucédo alcoodlica de acido
fosfomolibdico ou solucédo aquosa de permanganato de potassio.

Na primeira etapa, foi obtido o acido fenoxiacético (1), que foi usado na reacao
de esterificacdo de Steglich com diferentes compostos fendlicos, usando DCC e

DMAP, para a obtencao dos ésteres (2-9), conforme mostrado na Figura 5.

Figura 5. Rota sintética utilizada para o preparo dos ésteres (2-9), com os compostos fendlicos
carvacrol, timol, eugenol, guaiacol, vanilina, p-cresol, fenol e p-naftol.
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i. NaOH4q,), agitagdo por 20 min. o i DCC/DMAP
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(2-9)

M

Fonte: a autora.
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4.2. TECNICAS UTILIZADAS NA CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS
SINTETIZADOS

Os espectros de massas foram obtidos em um Cromatégrafo a Gas com
detector de Espectrometria de Massas (CG-EM) QP Plus 2010 da Shimadzu, usando
0 modo de ionizacéo eletrdnica de 70 eV. A coluna cromatogréafica utilizada foi a Rtx-
5MS (30 nm de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 pm de espessura
do filme), utilizando hélio como gas de arraste. A temperatura do injetor foi de 220 °C
e do detector de 300 °C. A temperatura inicial da coluna foi de 60 °C, sendo
programada para ter acréscimos de 3°C a cada minuto, até atingir a temperatura
méxima de 240 °C (PINHEIRO et al., 2015).

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e de *°C foram realizadas no
Laboratério LabPetro da UFES (Vitoria-ES) no espectrometro Varian®, modelo
VNMRS 400, operando com um campo magnético de 9,4 T, utilizando uma sonda 5
mm Broad Band1H/19F/X a temperatura de 25°C. O solvente usado nas analises foi
o0 CDCIz da Sigma Aldrich® e o cloreto de tetrametilsilano (TMS) como padrdo de
referéncia interna (ox = 0). As constantes de acoplamento escalar (J) foram expressas

em Hertz (Hz).
4.3. PROCEDIMENTOS SINTETICOS

4.3.1. ACIDO FENOXIACETICO (1)

Para o preparo do acido fenoxiacético (1), Figura 6, inicialmente, preparou-se
uma solucdo de cloroacetato de sodio (220 mmol; 38 @), dissolvendo o acido 2-
cloroacético (400 mmol; 38 g) em agua destilada (20 mL), e seguidamente resfriou-se
a solucdo em banho de gelo. Posteriormente, adicionou-se hidroxido de sédio (NaOH)
sob agitacéo, até o pH ser ajustado em 9-10. Em seguida, usando um baléo bitubulado
de fundo redondo, preparou-se uma mistura de NaOH (220 mmol; 8,8 g), agua
destilada (110 mL) acetona (46 mL) e o fenol (200 mmol; 18,82 g ou 31 mL). A referida
mistura foi agitada por vinte minutos sob aquecimento a 100 °C. Apés o aquecimento,
o cloroacetato de sédio preparado previamente foi adicionado gota a gota a mistura.
A solucéo reagente foi mantida sob aquecimento e deixada sob refluxo por 24 h. Apos

o resfriamento a temperatura ambiente, o valor de pH da mistura foi acidificado para
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1-2 com acido cloridrico (HCI) diluido, sob banho de gelo (YAN et al.,2014 com
adaptacoes).

ApGs essa etapa, o material obtido foi purificado por extracao liquido-liquido
com solventes quimicamente ativos. O material foi dissolvido em 30 mL de éter etilico,
em seguida, colocado em um béquer de 250 mL, resfriado em banho de gelo e entéo,
adicionou-se uma solucao saturada de bicarbonato de sdédio (NaHCO3) até pH
alcalino. Essa mistura foi transferida para um funil de separagdo, onde foram
separadas as fases organica e aquosa. Foi realizada nova extracdo, usando 30 mL
de éter dietilico e, novamente, foi coletada a fase aquosa. A fase organica foi
devidamente descartada e as fases aquosas foram agrupadas em um erleynmeyer,
gue foi colocado sob banho de gelo e, em seguida acidificada com HCI concentrado
até pH entre 1 e 2. O material obtido foi novamente levado para um funil de separacao
onde foi lavado com 2 x 20 mL de agua destilada. A fase aquosa foi descartada e a
fase organica obtida foi secada com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente foi

evaporado.

Figura 6. Molécula do acido fenoxiacético.
@]
0"

{__OH
6 2
5@3
4
Acido fenoxiacético (1)

Fonte: a autora.

Caracteristica: soélido branco.
Rendimento: 96%
Temperatura de fusao (Tf): 97-99 °C (Tf literatura: 98-100 °C).

RMN de H (400 MHz, CDCl3) du(J/Hz): 4,62 (s, 2H, CH>); 6,89-6,96 (m, 3H, H-2, H-
3 e H-6); 7,23-7,27 (m, 2H, H-3 e H-5).

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) & 68,3 (O-CHy); 118,1 (Cz € Cs); 125,0 (Ca); 133,0 (Cs
e Cs) 162,0 (C1); 175,3 (COOH).
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EM, m/z (%): 153 ([M+1]* , 8); 152 (CsHgO3, [M]*, 92); 108 (8); 107 (100); 94 (22);
79 (28); 77 (84): 65 (14); 51 (21); 39 (11).

4.3.2 SINTESE DE ESTERES (2-9)

Para a sintese dos oito ésteres (2-9), Figura 7 a Figura 14, foi utilizada a
esterificacdo de Steglich a partir do acido fenoxiacético (1) e de fendis naturais
(carvacrol, timol, eugenol, guaiacol e vanilina), além de outros fendis (p-cresol, fenol
e B-naftol).

Como exemplo sera detalhada a sintese do composto (2) a partir do (1) e o
carvacrol. Os demais compostos 3-9 foram sintetizados por um procedimento similar
ao descrito nesta secdo, em alguns casos o material de partida foi consumido em 2 h
e assim a reacao foi terminada nesse tempo para os ésteres: 3, 5 e 7, para os demais
a reacao foi de 24 h.

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado o acido fenoxiacético 1 (0,96
mmol, 0,145 g), DCC (dicicloexilcarbodiimida) (1,248 mmol, 0,257 g), DMAP (4-
dimetilaminopiridina) (0,192 mmol, 0,0234 g) e 10 mL de diclorometano (DCM) anidro,
a mistura foi deixada sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 30 minutos.
Em um béquer, adicionou-se carvacrol (0,48 mmol, 0,0447g) em 5mL de
diclorometano, que foi adicionado ao baldo bitubulado onde continha a mistura
reagente. Apds essa etapa, a reacdo foi mantida sob agitacdo magnética, a
temperatura ambiente por 24 h. O material obtido foi purificado por meio de
cromatografia em coluna usando como eluente uma mistura de hexano e acetato de
etila (8:1).

Figura 7. Molécula de 2-fenoxiacetato de 5-isopropil-2-metilfenila (2).

2-Fenoxiacetato de 5-isopropil-2-metilfenila (2)

Fonte: a autora.
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Caracteristica: 6leo incolor.

Rendimento: 56%

EM, m/z (%): 285 (M+1]*, 6) 284 (C1sH2003, [M]**, 29); 256 (25); 163 (100); 133 (25);
107 (68); 77 (40); 51 (6): 41(3).

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) du(J/H2): 1,22 (d, 6H, CH(CHa)2); 2,10 (s, 3H, CHs):
2,85 (sept, 1H, , CH(CHs)2); 4,90 (s, 2H, CH.); 6,87-7,35 (m, 8H, H-3’, H-4’, H-6’ e
H-2" e H-6").

RMN de 23C (100 MHz, CDCl3) & 15,7 (CHs); 23,8 (CH(CHs)2); 38,5 (CH(CHs)2); 65,3

(O-CH,): 114,2 (C2” e C.6”); 119,5 (C.6),122,0 (C-4"); 124,5 (C.4’); 127,0 (C2’); 129,6
(C-3” e C-5”), 131,0 (C.3); 148,2 (C.5"); 148,6 (C.1’); 157,7 (C-17); 167,4 (C=0).

Figura 8. Molécula do fenoxiacetato de 2-isopropil-5-metilfenila (3).

2-fenoxiacetato de 2-isopropil-5-metilfenila (3)

Fonte: a autora.

Caracteristica: 6leo incolor.

Rendimento: 57%

EM, m/z (%): 285 (M+1]* , 6) 284 (C1gH2003, [M]*, 27); 163 (100); 147 (15); 135 (44);
108 (11); 107 (54); 77(20); 77 (44); 51 (6); 41(4).

RMN de H (400 MHz, CDCls) sx(J/Hz): 1,14 (d, 6H, CH(CHa)2); 2,31 (s, 3H, CHa);
2,90 (sept, 1H, , CH(CHs)2); 4,90 (s, 2H, CH,): 6,83-7,35 (m, 8H, H-3’, H-4’, H-6’ e
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H-2" e H-6").

RMN de 23C (100 MHz, CDCl3) & 20,8 (CHs); 23,0 (CH(CHa)2); 27,0 (CH(CHs)2); 65,4
(O-CHy); 114,7 (C-2” e C.6”); 122,0 (C-4”),122,4 (C.6); 126,5 (C.3); 127,5 (C.4’); 129,5
(C-3” e C-5”), 136,7 (C.5); 136,9 (C.2'); 147,2 (C.1’); 157,7 (C-1"); 167,8 (C=0).

Figura 9. Molécula de 2-fenoxiacetato de 4-alil-2-metoxifenila (4).
0/2\(0 OCH,
1" O_ 4 2'
6" AN 3

5" 3" g h
. p A
2-fenoxiacetato de 4-alil-2-metoxifenila (4)

Fonte: a autora.
Caracteristica: 6leo incolor.
Rendimento: 27%

EM, m/z (%): 299 ([M+1]*, 7) 298 (C1gH130a, [M]*, 32); 270 (56); 177(100); 162 (64);
131 (10); 107 (87); 77(20); 94 (19); 79 (38); 77 (74); 51 (13); 39 (9).

RMN de H (400 MHz, CDCls) 64(3/Hz): 3,34 (d, 2H, CH,-CH=), 3,87 (s, 3H, OCHs),
4,80 (dd, 1H, =CH>), 4,90 (dd, 1H, =CH>), 5,10 (m, 2H, O-CHs), 5,97 (m, CH=CHy),

6,65-7,35 (m, 8H, H-3", H-5", H-6’ e H-2" e H-6").

RMN de *C (100 MHz, CDCl3) & 39,9 (CH,-CH=), 55,9 (OCHs), 64,9 (O-CH), 112,8
(C3), 114,3 (C.2” e C.6”), 115,5 (=CHy), 121,2 (C-3” e C-57), 202 (C=0).

Figura 10. Molécula de 2-fenoxiacetato de 2-metoxifenila (5).

0
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2-fenoxiacetato de 2-metoxifenila (5)
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Fonte: a autora.

Caracteristica: 6leo incolor.
Rendimento: 37%

EM, m/z (%): 259 ([M+1]*, 4) 258 (C15H1404, [M]*, 27); 230 (44); 137(100); 122 (46);
124 (20); 107 (81); 77 (73); 65 (9); 51 (12).

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) s1(J/Hz): 1,14 (d, 6H, CH(CHz3)2); 2,31 (s, 3H, CHz3);
2,90 (sept, 1H, , CH(CHs)2); 4,90 (s, 2H, CH»); 6,83-7,35 (m, 8H, H-3’, H-4’, H-6’ e
H-2" e H-6").

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) & 55,6 (OCHs), 64,9 (O-CHy); 114,6 (C2” e C6");
129,5 (C-3” e C-5”), 158,1 (C.1°); 167,1 (C-1"); 202,6 (C=0).

Figura 11. Molécula de 2-fenoxiacetato de 5-formil-2-metoxifenila (6).

0
o/ZY OCHs
1" e} 2
u " 1 3'

6

2-fenoxiacetato de 5-formil-2-metoxifenila (6)

Fonte: a autora.
Caracteristica: 6leo incolor.

Rendimento: 69%

EM, m/z (%): 287 ((M+1]* , 2) 286 (C16H140s, [M]*, 11); 258 (26); 165 (10); 152 (10);
108 (9); 107 (100); 79 (26); 77(46); 65 (5); 51 (9).
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RMN de H (400 MHz, CDCl3) sx(J/Hz): 3,87 (s, 3H, OCHa); 4,92 (s, 2H, CH2); 6,99-
7,48 (m, 8H, H-3', H-4, H-6’ e H-2” e H-6"): 9,92 (s, 1H, CHO).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & 56,1 (OCHs); 65,0 (O-CH,); 111,0 (C.3'), 114,8 (C.

2" e C6”); 122,0 (C.6'),123,0 (C-4”); 124,7 (C5'); 129,6 (C-3” e C-5"), 135,5 (C.4');
144,1 (C.2’); 151,7 (C.1); 157,5 (C-1"); 166,5 (C=0, éster), 191,0 (C=0, aldeido).

Figura 12. Molécula de 2-fenoxiacetato de p-tolila (7).

2-fenoxiacetato de p-tolila (7)

Fonte: a autora.

Rendimento: 35%

EM, m/z (%): 243 ((M+1]* , 6) 242 (C15H1403, [M]*, 33); 214 (44); 121 (100); 108 (25);
107 (86); 93 (19); 91 (30); 79 (29); 77(68); 65 (8); 51 (13); 39 (6).

Figura 13. Molécula de 2-fenoxiacetato de fenila (8).

2-fenoxiacetato de fenila (8)

Fonte: a autora.

Caracteristica: 6leo incolor.

Rendimento: 58%

EM, m/z (%): 229 ((M+1]* , 4) 228 (C14H120s, [M]**, 23); 200 (22); 107 (100); 77 (52);
51 (11); 39 (9).
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RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) su(J/Hz): 4,87 (s, 3H, OCHs); 6,98-7,40 (m, 10H, H-
3-H-6' e H-2"-H-6").

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) & 65,5 (O-CHz); 114,8 (C.2” e C67); 121,2 (C.2' e C8);
122,0 (C4”), 126,2 (C4’); 129,5 (C-3' e C-5'); 129,7 (C-3” e C-5”),150,1 (C.1'); 157,7
(C-1"); 167,5 (C=0).

Figura 14. Molécula de 2-fenoxiacetato de naftalen-2-ila (9).

2fenoxiacetato de naftalen-2-ila (9)

Fonte: a autora.

Caracteristica: 6leo incolor.

Rendimento: 46%

EM, m/z (%): 279 ([M+1]* , 12) 278 (C1sH1403, [M]* , 57); 250 (42); 157 (100), 144
(31), 129 (30), 127 (33), 115 (40), 107 (99); 79 (28), 77 (63); 51 (10); 39 (5).

5. ENSAIO BIOLOGICO

Para avaliar o efeito dos compostos da classe das 2-fenoxiacetato de fenilas
frente & germinacdo de sementes de alface (Lactuva sativa) e de sorgo (Sorghum
bicolor), foram preparadas solu¢cdes em diclorometano dos compostos 2,3,6, 8 e para
efeito de comparacéao foi preparada uma solucéo do &cido 1, todos na concentracéo
de 3 mmol. L (concentragdo mais eficaz relatada na literatura). Esses compostos
foram escolhidos para o teste de fitotoxicidade devido as estruturas 2 e 3 serem
originadas do carvacrol e timol, que jA tem conhecida atividade fitototdxica, o

composto 6 foi escolhido por apresentar mais grupos funcionais e o composto 8 foi
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escolhido por ndo apresentar grupos substituintes nos anéis aromaticos. Sendo assim,
com base nos resultados seria possivel direcionar a sintese de compostos com melhor
atividade fitotoxica. Foi preparada também uma solug¢édo do herbicida 2,4-D nessa
mesma concentracdo, também em diclorometano e uma solucéo aquosa do glifosato
a 1% (v.vl). As solucdes dos herbicidas comerciais foram usadas como controles
positivos e a agua destilada e o diclorometano puro foram utilizados como controles
negativos.

Os experimentos foram conduzidos em placas de Petri de 8 cm de diametro,
nas quais colocou-se uma folha papel de filtro. Em cada placa adicionou-se 2mL de
cada solucédo, que foram deixadas a temperatura ambiente até evaporacao total do
solvente. Em seguida, adicionou-se 2,5 mL de agua, seguido por 20 sementes da
planta teste. As placas foram incubadas a 25°C, sob luz fluorescente (8 x 40 W), por
um periodo de trés dias (72 horas), quando os comprimentos das raizes foram entéo
medidos usando um paquimetro digital (EINHELLIG, LEATHER, 1988).

5.1. ANALISE ESTATISTICA

No teste biologico, para cada tratamento, foram realizadas cinco repeticdes, 0s
resultados foram analisados no software GENES (Genetics and Statistical Analysis -
UFV), utilizando o teste de Tukey (P < 0.05).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. SINTESE DO ACIDOS FENOXIACETICO (1)

O acido fenoxiacético (1) foi sintetizado com 96% de rendimento, sendo superior
aos rendimentos ja relatados na literatura para &acido eugenoxiacético e acido
guaiacoxiacético, com rendimentos que variaram de 52% a 85% com reacdes de até
5h de duracéo, o resultado também foi melhor que o das sinteses elaboradas a partir
de outros tipos de fendis (ALVES et al., 2020).

Inicialmente, esse acido foi caracterizado pela analise de seu espectro de
massas (Figura 15), pelo o aparecimento do ion m/z em 152, referente a massa

molecular desse composto.
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Figura 15. Espectro de massa do acido fenoxiacético (1).
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Fonte: a autora.

A confirmacéo estrutural do &cido 1 foi possivel pela anéalise do espectro de RMN
de 'H (300 MHz, CDCIs), apresentado na Figura 16. O sinal em &/ppm: 4,62 (s, 2H)
refere-se aos hidrogénios do grupo CH>-COOH e os outros sinais observados na
regido de hidrogénios ligados ao carbono do anel aromatico (H-2 a H-6) também

corroboraram na identificagcdo do acido.
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Fonte: a autora.
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Os sinais dos carbonos do acido 1 foram encontrados no espectro de RMN de
13C (Figura 17), confirmando a sua formagcéo (SILVERSTEIN, WEBSTER E KIEMLE,
2013).

A estrutura do 4cido 1 faz parte do esqueleto carbdnico dos herbicidas 2,4-D
(acido 2,4-dicloroacético), 2,4-DB (2,4-diclofendxibutirico) e 2,4,5-T (&cido
triclorofenoxiacético) (Figura 18). O herbicida 2,4-D foi desenvolvido por britanicos
durante a Segunda Guerra Mundial (1939-1945) devido a necessidade de aumentar a
producdo de alimentos no periodo da guerra, esse composto junto com o 2,4,5-T foi
usado como agente laranja na Guerra do Vietna (1954-1975) (PETERSON et al.,
2016).

Figura 17. Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDs0OD) do acido fenoxiacético (1).
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Fonte: a autora.

Os herbicidas da classe dos fenoxiacidos sdo usados na agricultura em forma de
sais de aménio quaternario (sal de dimetilaménio do 2,4-D) ou de ésteres, como por
exemplo o éster 2,4-D-isooctil (nome comercial) (Figural8), que podem ser mais
facilmente absorvidos pelas plantas. Os herbicidas que contém ésteres derivados do
2,4-D tém o nome comercial “2,4-D Ester’. Geralmente, os derivados dos 2,4-D séao

sais ou ésteres contendo um grupo alquila de cadeia longa, para que ndo apresentem
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grande volatilidade, visando evitar danos ao meio ambiente (SOARES, VIEIRA,
PINHEIRO, 2018).

O desenvolvimento de novos herbicidas com potencial para comercializagao,
geralmente, baseia-se em produtos analogos aos ja existentes (ARNASON et al.,
1989), dessa forma o &cido 1 foi usado na sintese de 8 compostos contendo o nucleo
2-fenoxiacetato de fenilas por meio da esterificacdo de Steglich, usando DCC (N,N*-
dicicloexilcarboiimida) e DMAP (N,N-dimetilpiridin-4-amina) na presenca de fendis
naturais (carvacrol, timol, eugenol, guaiacol e vanilina) e do p-cresol, fenol e B-naftol,
originando 0s seus respectivos ésteres [ 2-fenoxiacetato de 5-isopropil-2-metilfenila
(2), 2-fenoxiacetato de 2-isopropil-5-metilfenila (3), 2-fenoxiacetato de 4-alil-2-
metoxifenila (4), 2-fenoxiacetato de 2-metoxifenila (5), 2-fenoxiacetato de 5-formil-2-
metoxifenila (6) , 2-fenoxiacetato de p-tolila (7), 2-fenoxiacetato de fenila (8) e 2-
fenoxiacetato de naftalen-2-ila (9)].

Figura 18. Estruturas do herbicida 2,4-D e de seus derivados.
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Fonte: a autora.

A pesquisa relatada a seguir é semelhante a proposta que foi abordada para
este trabalho, em que a Reacdo de Esterificacdo de Steglich é realizada usando a
metodologia DCC/DMAP (N,N’- diciclohexilcarbodiimida/4-dimetilaminopiridina). Em
solucéo, o DCC juntamente ao acido carboxilico formam um intermediario reativo, que
facilita o ataque nucleofilico da hidroxila no carbono deficiente de elétrons da amida

formada gerando assim o éster correspondente. O DMAP é um nucledfilo forte que é
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responsavel por duas fungcbes em solucdo: primeiramente age como reagente de
transferéncia de acilo, onde suprime reacgdes laterais responséaveis pela formacéo de
subprodutos indesejados na reacao de Steglich. A segunda é formar um intermediario
amida muito mais reativo que o intermediario formado pelo DCC adicionado,
facilitando o ataque nucleofilico da hidroxila na carbonila. Para a obtencdo de um bom
rendimento nesta etapa, é importante manter o sistema sem a presenca de agua, pois
a dgua competira no ataque nucleofilico junto a hidroxila, fazendo com que haja um
deslocamento no equilibrio quimico para a formacao do reagente de partida (ABATTI,
2015).

Figura 19. Mecanismo geral para reacéo de esterificacdo de Steglich.

HN CY““' “H

0]

o =0 . Ry HN

© O e
(DHU)

Fonte: ABATTI, 2015.

Figura 20. Mecanismo para a formacao do éster via catalisador DMAP.
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43

Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por espectrometria de
massas, ressonancia magnética de hidrogénio e de carbono (RMN de 'H e de '3C) , a
discussdo em relacéo a caracterizagdo do éster 2 segue abaixo, a caracterizacdo dos
outros ésteres 3-9 foi realizada de modo similar e 0s respectivos espectros se
encontram no apéndice A, B e C.

A formula molecular do composto 2 (C1sH2003) esta em acordo com o pico do
em m/z igual a 284 (29 %), presente no espectro de massas da Figura 21. O
aparecimento do sinal em m/z em 256 pode ter sido a perda de uma molécula de
monodxido de carbono (CO) que tem massa igual a m/z=28, em espectrometria de
massas a perda de moléculas neutras € favoravel (SILVERSTEIN, WEBSTER E
KIEMLE, 2013). Devido esse fragmento ter massa par e ter sido originado de um ion
de massa par, possivelmente ocorreu um rearranjo, na Figura 22 foi feita uma proposta
de mecanismo para explicar a fragmentacdo do éster 2. O pico base (100%) é
observado em m/z igual a 163, esse sinal pode estar relacionado com a formacéo do
fon [C11H150] ¥, estabilizado por ressonancia, assim como o pico em m/z=107 pode

ser devido a formacao do ion fenoximetilio também estabilizado por ressonancia.

Figura 21. Espectro de massas do composto: 2-fenoxiacetato de 5-isopropil-2-metilfenila (2).
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Fonte: a autora.

Com relacéo ao espectro de RMN 'H do composto 2 (Figura 23), destacam-se
os sinaison 1,21 (dupleto, integrado para seis atomos de hidrogénio, 2xCH3z) e em 2,86
(septeto, integrado para um atomo de hidrogénio, CH); confirmando a presenca do
grupo isopropila e o simpleto eméd:4. 2,10 (simpleto, integrado para trés hidrogénios)
referente ao grupo CHs. O sinal em 64 4,90 (simpleto, integrado para dois atomos de
hidrogénio) referente ao grupo O-CH>-C=0O, confirmado pelo espectro de DEPT

(Figura y), em que este sinal apresenta-se voltado para baixo. Os sinais emdn 6,87-
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7,35 (multipleto, integrado para oito &tomos de carbono) referem-se aos hidrogénios

ligados aos dois anéis aromaticos (H3', H4’,H6’ e H2”a HG6”).

Figura 22. Proposta de fragmentacdo de massas do 2-fenoxiacetato de 5-isopropil-2-metilfenila (2).
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30D) do 2-fenoxiacetato de 5-isopropil-2-metilfenila
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No espectro de RMN de 13C, (Figura 24), os sinais referentes aos carbonos sp?
foram observados emédc 15,7 foi atribuido ao carbono do grupo CHs, o sinal emo&c¢ 23,8
referente aos carbonos de dois grupos metilas e o sinaldc do CH presente no grupo
isopropila. O sinal observado emdc 65,3 foi atribuido ao CH> ligado ao oxigénio e ao
grupo carbonila, o que justifica esse sinal ser mais desblindado do que os outros
carbonos sp3. Os sinais emdc 114,8 a 157,7 foram atribuidos aos carbonos dos grupos

benzilidénicos e emdc 167,4 o sinal foi atribuido ao carbono da carbonila.

Figura 24. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CD30D) do 2-fenoxiacetato de 5-isopropil-2-metilfenila
2).
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Fonte: a autora.

Além do acido 1 fazer parte do esqueleto carbénico dos herbicidas 2,4-D, 2,4-
DB e 2,4,5-T, alguns dos fendis usados nas reacfes de esterificacdo de Steglich,
foram escolhidos por apresentarem potencial fitotoxicos ja relatados por nosso grupo
de pesquisa (PINHEIRO et al., 2015; ALVES et al., 2018; ALVES et al., 2020) tais
como: carvacrol, timol, eugenol e guaiacol. Existem citacbes sobre as atividades
bioldgicas relacionas aos fendéis usados como material de partida, como por exemplo

a vanilina atividade antitumoral (JANTAREE et al, 2017), p-cresol possui atividade
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antibacteriana (PASSMORE et al., 2018) e citotoxica (SAITO et al., 2018). Nado ha
relatos na literatura a respeito da atividade fitotoxica dos compostos fendlicos vanilina,
p-cresol, fenol e B-natfol, entretanto diversos estudos tratam dos compostos fendlicos
detectados como um tipo de autotoxinas que exercem efeitos prejudiciais no
crescimento das plantas. Os compostos fendlicos afetam as comunidades
microbianas do solo sendo potenciais autotoxinas podendo alterar as condi¢des
microbianas do solo (ZHANG et al., 2018). Diante das atividades destacadas, realizou-

se os testes de atividade fitotdxica para estes compostos fendlicos.

6. 2. TESTE BIOLOGICO

A fim de verificar se os ésteres sintetizados também apresentam potencial
herbicida, foi realizado um ensaio para verificar o efeito dos compostos 2,3,6 e 8 frente
ao desenvolvimento e crescimento radicular de sementes de sorgo e de alface. Para
isso, foram preparadas solucdes desses compostos na concentragéo de 3 mmol. L
usando como solvente o diclorometano. Agua destilada e diclorometano (solvente)
foram usados como controles negativos e os herbicidas 2,4-D a 3 mmol. Lt e o
glifosato a 1% (v.v!) foram usados como controles positivos no ensaio fitotéxico. Na
Tabela 10, foram apresentados os comprimentos das raizes medidos apos 72h de

exposicao das sementes de alface e sorgo as solu¢cdes supracitadas.

Tabela 1. Fitotoxicidade dos ésteres 2,3,6 e 8 (3 mmol. L?) frente & germinacéo e

desenvolvimento inicial de sorgo (Sorgo bicolor) e de alface (Lactuca sativa).

CR
Tratamento  Sorgo Alface
Acido 1 4 01bc 6,24a
Ester 2 591b 2,80bc
Ester 3 242cd  0,80cd
Ester 6 489bc  1,89cd
Ester 8 526bc  2,59bcd

24-D 0.42d 0d
Glifosato 1,00d 0,91cd
Agua 9.65a 6,21a

DCM 990a  4.70ab
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Fonte: a autora.
*As médias seguidas pelas mesmas letras representam semelhanca significativa, de
acordo com o teste de Tukey a 5% e médias seguidas por letras diferentes
representam diferenca, de acordo com o teste. Em que: CR representa o crescimento
radicular, DCM = diclorometano.

O acido 1 apresentou acao inibitéria em relacdo ao sorgo, quanto a alface nédo
houve inibicdo, o efeito foi similar aos controles negativos. Os efeitos dos ésteres
testados (2,3,6 e 8) diferiram estatisticamente dos controles negativos, tanto para
sorgo, quanto para alface, tendo como destaque os ésteres 3 e 6 que apresentaram
efeito inibitério na germinacdo e crescimento radicular de alface similares ao efeito
dos herbicidas testados (2,4-D e glifosato).

Percebeu-se que a inibicdo foi mais expressiva em relacdo ao alface, isso
devido ao fato de que eudicotiledoneas (plantas cujas sementes contém
dois cotilédones desenvolvidos para a nutricdo do embrido) sdo mais sensiveis aos
fendis, diferente das monotiledéneas (sé@o representadas por plantas cujas sementes
possuem apenas um cotilédone com reservas nutritivas para o embrido). Da mesma
forma que o0 2,4-D, os ésteres se mostraram com carater seletivo, pois apresentaram
atividade mais efetiva na eudicotiledénea (ALVES et al., 2018).

Em outro estudo que relaciona os efeitos dos compostos aromaticos timol e
carvacrol apresentou essas substancias com amplo espectro de acdo, como anti-
inflamatorio, antioxidante, antibacteriano, antifingico, anticarcinogénico e por suas
caracteristicas favoraveis, por possuirem atividade bioherbicidas (ALMEIDA, 2015).
Apesar de as moléculas derivadas do guaiacol ndo terem sido testadas nesta etapa
da pesquisa, a atividade citotoxica do guaiacol é relatada em diversos estudos, e pode
estar relacionada com sua agao sobre as paredes celulares que culmina na perda de
moléculas essenciais, e com 0 comprometimento de processos metabdlicos como
transportes de nutrientes e respiracao celular (ALVES et al., 2020).

As moléculas semissintéticas que apresentaram efeito semelhante ao herbicida
comercial 2,4-D podem ser devido a proximidade quimica entre as estruturas dessas
substancias, devido a esse fator ja se esperava este mesmo padrao de selecdo para
os ésteres formados. Portanto, os resultados encontrados neste estudo podem estar
relacionados, basicamente, com a capacidade que os fendis apresentam de atuar na

integridade da membrana celular, provocando uma mudanca no estado de fluidez da
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membrana (ALVES et al., 2018).

7. CONCLUSOES

O acido fenoxiacético 1 foi obtido com rendimento de 96% e foi usado na
obtencédo de oito compostos contendo o nucleo 2-fenoxiacetato de fenila, que foram
sintetizados com rendimento de 27 a 69%.

Os ésteres 2, 3, 6 e 8 foram testados frente a germinagéo e ao crescimento
radicular de alface e de sorgo, sendo que todos apresentaram efeito inibitorio e a
classe das 2-fenoxiacetato de fenilas pode ser util na obtencéo de novos herbicidas.
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APENDICES

APENDICE A: Espectros de massas dos ésteres
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Espectro de massas do composto: 2-fenoxiacetato de 2-isopropil-5-metilfenila (3).
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APENDICE B - Espectros de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) e de RMN de 3C (100

MHz, CD30D) de (3a9)

2-fenoxiacetato de 2-isopropil-5-metilfenila (3)
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2-fenoxiacetato de 4-alil-2-metoxifenila (4)
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2-fenoxiacetato de 2-metoxifenila (5)
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2-fenoxiacetato de 5-formil-2-metoxifenila (6)
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2-fenoxiacetato de p-tolila (7).
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2-fenoxiacetato de fenila (8)

64

PROTON_O1

- L 1400

L1300

1200

1100

= 141000

| @0
| s00
700
600
H¥-HE" e H2"a HE”
|00
L300
200

- 1410

0

il
W
o

(CARBON_D1

LT

LR

c1”

c1'

125,65

=120

LT
1255
=~ 12620

£
cocl,

=110

3" e C5"
3 eCy
Cc2' e e
c2"e Ce"

]

=]

&0

O-CH,-C=0

o

ol

&0

|30

L0

2

10

T
3D 270

T
Z1a

F00

T
1an

T
LB

T
1

T
LEQ

T T
150 140

T T 7T T T T T T
170 114 o an ED Fa (=] L] 4 an 0 i L1} in
1 {ppm}

T
130




2-fenoxiacetato de naftalen-1-ila (9)
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