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RESUMO

SINTESE DE AMIDAS GRAXAS A PARTIR DO OLEO DENPATAUA (Oenocarpus
bataua) VIA CATALISE HETEROGENEA PARA AVALIACAO DE PROPRIEDADES
ANTIMICROBIANAS

Introducdo: A obtencdo de amidas graxas € um importante ramo da quimica organica
gue visa desenvolver novas substancias com caracteristicas bioativas e aplicabilidades
farmacoldgicas como antifingicas, fungicida, cosmética anti-inflamatoria, entre outros.
Objetivo: O objetivo deste trabalho foi a sintese de amidas graxas a partir de
triglicerideos presentes no 6leo de pataua (Oenocarpus bataua) e avaliar seu potencial
contra cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 33591) Metodologia: As amidas graxas
foram sintetizadas pelo método livre de solventes, utilizando-se 1,0 mL de éleo do pataua
e 3,0 mL de isopropilamina, variando-se os catalisadores (CAL-B, TiOz, SiO2 e Al203) por
24 horas, sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente (27 °C + 2 °C). Os compostos
foram purificados e caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
Carbono 13 - 13C, Espectrometria de Massas (CG-EM) e Infravermelho (IV) com
Transformada de Fourier. Os ensaios antimicrobianos foram realizados in vitro frente a
cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 33591), testando-se na forma in natura, o OP
(6leo de pataua), EE (etil ésteres do 6leo de pataud), e AG (amida graxa), tendo como
controle positivo a vancomicina (2 mg/mL). Resultados e discussao: Dentre as
condi¢cBes estudadas, o rendimento da reacdo da amidacdo direta e livre de solventes
apresentou o melhor resultado quando foi utilizado 5 % de Al203 como catalisador, com
uma conversdo de 94 % as 24 h de reacdo. Apds a configuracdo estrutural pela
caracterizacdo espectroscopica, 0s testes antimicrobianos das AG contra o
Staphylococcus aureus (ATCC 33591), mostraram uma atividade de MIC de 1,9612
mg/mL enquanto que os EE com MIC de 3,4125 mg/mL. Conclusdo: O processo de
amidacéao direta e livre de solventes mostrou-se vantajoso frente a literatura ja descrita,
onde os produtos foram obtidos de forma simples e eficiente, além disso, apresentaram
relativa atividade frente aos microrganismos selecionados, desta forma podendo ser
considerado uma sintese viavel e inovadora.

Palavras-Chave: Amidas graxas. Pataua. Atividade antimicrobiana.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF FATTY AMIDES FROM PATAUA OIL (Oenocarpus bataua) BY
HETEROGENEOUS CATALYSIS FOR ANTIMICROBIAL ASSAY EVALUATION

Introduction: Obtaining fatty amides is an important branch of organic chemistry that aims
to develop new substances with bioactive characteristics and pharmacological applications
such as antifungal, fungicide, anti-inflammatory cosmetics, among others. Objective: The
objective of this work was the synthesis of fatty amides from triglycerides present in the
pataua oil (Oenocarpus bataua) and to evaluate their potential against Staphylococcus
aureus strain (ATCC 33591). Methodology: The fatty amides were synthesized by the
solvent-free method, using 1,0 mL of pataua oil and 3,0 mL of isopropylamine, the
catalysts (CAL-B, TiO2, SiO2 and Al203) being varied for 24 hours under magnetic stirring
at room temperature (27 ° C = 2 ° C). The compounds were purified and characterized by
Carbon 13 - 13C Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Mass Spectrometry (GC-MS) and
Fourier Transform Infrared (IV). Antimicrobial assays were performed in vitro against the
strain Staphylococcus aureus (ATCC 33591), tested in natura form, OP (pataua oil), EE
(ethyl esters of pataua oil), and AG (amide grease), with vancomycin as the positive
control (2 mg/mL). Results and discussion: Among the conditions studied, the direct and
solvent-free amidation reaction yielded the best result when 5% Al2O3 was used as the
catalyst, with a conversion of 94% at 24 h of reaction. After the structural configuration by
the spectroscopic characterization, antimicrobial AG tests against Staphylococcus aureus
(ATCC 33591) showed a MIC activity of 1.9612 mg/mL while the ES with MIC of 3.4125
mg/mL. Conclusion: The solvent-free amidation process proved to be advantageous in
relation to the described literature, where the products obtained showed relative activity
against the selected microorganisms, thus being considered a viable and innovative
synthesis.

Keywords: Fatty amides. Patawa oil. Antimicrobial activity.

Acknowledgements: UNIFAP, CAPES, FAPEAP e USP.
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1 INTRODUGAO

1.1 OLEAGINOSAS AMAZONICAS

O Brasil contém em uma vasta area ambiental rica em matérias-primas renovaveis,
porém subaproveitadas, principalmente na regido Amazonica, onde existem inUmeras
espécies de vegetais produtoras de sementes oleaginosas, passiveis de extracdes fisico-
guimicas para a obtencéo de 6leos vegetais com diversas propriedades (PESCE, 2009).

Segundo Araujo (2008) a Floresta Amaz6nica consiste na maior floresta tropical do
mundo, equivalendo-se de 31 % do total de florestas do planeta e 5,05 % da superficie
terrestre, o que corresponde cerca 7,8 milhdes de Km? de imensuravel diversidade
bioldgica entre fauna, flora, microbiotas, ecossistemas, entre outros.

Logo, a grande area ocupada por toda a floresta € objeto de diversas possibilidades
de estudos cientificos que visam a manipulacdo direta ou indireta de produtos naturais
afim de aproveitar as propriedades fisico-quimicas que extratos, solucdes ou Oleos
podem fornecer em fungcdo das caracteristicas de suas substancias bioativas, produtos
do metabolismo secundério das plantas, que sao altamente eficazes no que se relaciona
com as areas de fisiologia, nutricional e medicinal (CAVALCANTI, 2009).

Consequentemente, h4 um crescente interesse por toda a comunidade cientifica,
governos e iniciativas privadas em estudar esses compostos provenientes de produtos
naturais dentre as mais diversas areas, principalmente pela elevacdo no consumo de
diversos tipos de oleaginosas que possuem diversas caracteristicas farmacologicas e
nutritivas relatadas, além de ser um produto considerado sustentavel, em funcéo de sua
biodegradacdo quando agredado em processos industriais.

Vérias caracteristicas funcionais podem ser atribuidas aos extratos brutos ou
constituintes quimicos de oleaginosas nativas, como, por exemplo, babacu, pataua, e
andiroba que apresentam atividades antioxidantes, anticarcinogénica, anti-HIV,
antimicrobiana, hipoglicémica, entre outras ja relatadas cientificamente (QUISPI-
CONDORI, 2005).

Geralmente os extratos oleicos brutos s@o provenientes de frutos das palmeiras
nativas da regido norte ou nordeste do Brasil, extraidos por populacbes de regides
ribeirinhas por apresentarem potencial nutrocénico e uma fonte de lipidios benéficos a

saude, visto que aumentam os niveis de HDL (Hig Density Lipoprotein) e reduzindo os
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niveis de LDL (Low Density Lipoprotein), o que confere as caracteristicas
cardioprotetoras desses compostos (HIDALGO, NUNOMURA, NUMORA, 2016). Varias
palmeiras tém sido alvo de pesquisas para aplicagbes farmacoldgicas, contudo as
principais em estudo que podem ser citadas sdo as de acai (Euterpe oleracea Mart.),
andiroba (Carapa guianensis Aubl.), buriti (Mauritia flexuosa L. f.), castanha-do-Brasil
(Bertholletia excelsa Bonpl.), a gordura obtida das sementes fermentadas do cupuacu
[Theobroma grandifolium (Willd. ex Spreng.) K. Schum.], babacu (Attalea speciosa) e
pataud (Oenocarpus bataua).

Os frutos dessas palmeiras apresentam grandes concentracdes de micronutrientes,
principalmente vitaminas, sendo considerados alimentos organicos e naturais no cenario
mundial atual, que conferem agbes protetoras contra a evolugcdo de processos
degenerativos em sistemas biolégicos humanos, como a protecdo do sistema
cardiovascular, revestimento e protecdo do sistema respiratorio, antioxidantes, entre
outros. (HIDALGO, NUNOMURA, NUMORA, 2016).

Desta forma, vastas séo as propriedades que os produtos obtidos dessas palmeiras
citadas possuem, porém, um dos grandes desafios para agregar valores a
biodiversidade amazbnica € encontrar um modelo de prosperidade econbmica
objetivando o desenvolvimento regional e a exploracdo sustentavel dessas matérias-
primas (PESCE, 2009).

1.2 TRIGLICERIDEOS DE ORIGEM VEGETAL

De acordo com a Resolugcdo RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005, da ANVISA
os 6leos ou gorduras vegetais sao:

Os produtos constituidos principalmente de glicerideos de acidos graxos de
espécies vegetais. Podem conter pequenas quantidades de outros lipideos
como fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e acidos graxos livres
naturalmente presentes no 6leo ou na gordura. Os Oleos vegetais se
apresentam na forma liquida e as gorduras vegetais se apresentam na forma
sélida ou pastosa a temperatura de 25 °C.

O processo de extracdo de Oleos vegetais constitui um processo importante no
ramo da tecnologia, objetivando a obtencdo de oOleos sem alteracdes e o minimo de
impurezas com o maximo rendimento e qualidade. Solventes apolares e de baixo ponto
de ebulicdo sédo os mais empregados na extracdo de 0Oleos vegetais, pois permitem uma
recuperacao mais rapida do produto final sintetizado (SCHNEIDER, 2002).

Os extratos das oleaginosas amazonicas podem ser classificados quanto as suas

caracteristicas fisico-quimicas, descritos, assim, como O6leos volateis ou Oleos
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essenciais, que sao focos de industrias de aromas e fragrancias, sendo responsaveis,
principalmente, pela formulagéo de perfumes e cosméticos (PESCE, 2009).

Outra classe desses extratos, sdo classificados como 6leos ndo volateis ou 6leos
fixos que possuem suas principais aplicacdes nas industrias alimenticias e cosméticas,
afim de substituir componentes oriundos de fontes ndo-renovaveis, principalmente do
petroleo, possibilitando uma alternativa sustentavel para o desenvolvimento de novos
produtos (PESCE, 2009).

Quimicamente, os Oleos fixos sdo considerados glicerideos de acidos graxos — AGs
- de cadeia longa (Figura 1), sendo sollveis em solventes organicos usuais, como

cloroférmio, éter-etilico e hexano, porém insolliveis em agua (PEREIRA, 2009).

Figura 1 — Estrutua quimica geral de triglicerideos.

O O
h
R

Fonte: Acervo do Autor. (ChemBio Draw vs. 12).
R1, R2 e Rz =Grupos alquilas saturados e/ou inasturados

Segundo Moretto e Fett (1998) & Costa (2012) os AGs (Figura 2) que fazem parte
dos glicerideos das moléculas de 6leos vegetais sdo 0s responsaveis pela diferenciacao
entre a diversidade de 6leos que estdo presentes na natureza. Os AGs sdo considerados
acidos fracos, com valores de pKa variando entre 4 e 5, consequentemente diminuindo

seu indice de acidez.

Figura 2 — Férmula estrutural do acido Linoleico.

N U U

C1gH320,

Fonte: Acervo do Autor. (ChemBio Draw vs. 12).

Em vistas de suas caracteristicas metabdlicas a presenca de insaturacdes
depende diretemente da posicdo da utlima ligacdo dupla em funcdo de apresentarem
efeitos especificos no metabolismo humano. Os AGs séo classificados em insaturados,
qguando ha a presenca de ligagbes duplas, ou saturados, quando ndo ha, podendo ser
divididos em mono (uma ligacdo) ou poli-insaturados (duas ou mais ligagbes entre
carbonos — C=C) (SOUZA; MATSUHITA; VISENTAINER, 1998).
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Segundo Régo (2012) acidos graxos que apresentam mais de uma instauracdo sao
considerados especiais, contudo a dupla ligacado néo permite o empacotamento eficiente,
reduzindo a interacé@o entre as moléculas. Por outro lado, AGs saturados permitem uma
maior flexibilidade por serem linear, aumentando, assim, o estado de energia, fator de
empacotamento e a interacdo entre as moléculas pela maior proximidade.

Os acidos graxos insaturados naturais apresentam predominancia de ligacbes
isoméricas do tipo cis, e alguns ligacbes do tipo cis e trans, tais configuracdes
influenciam diretamente nas diferencas entre sabor, textura, ponto de fusdo, absorcéo e
atividade do &cido graxo (MITCHELL et al., 1978).

A presenca de poli-insaturacbes foi estudada por Bang e Dyeberg (1972) que
demonstraram a reducdo de ocorréncia de problemas cardiovasculares e principios de
aterosclerose em esquimés da Groelandia e pescadores Japoneses, ligada
principalmente com o consumo elevado de peixes que apresentam altas taxas de
lipoproteinas e lipidios plasmaticos.

Do ponto de vista nutricional, os acidos graxos apresentam valores energéticos
praticamente iguais, porém dietas experimentais visando a reducdo de doencgas
cardiovasculares foram estudadas por Singer et al. (1983), onde foi relatado que o
consumo de produtos ricos em dmega 3 sdo necessarios para as membranas bioldgicas,
retina, cortéx cerebral, tecido nervoso, além de apresentar efeito anti-hipertensivo e anti-
inflamatério (BECKER et al., 1981).

Contudo, quando o mesmo estudo foi comparado com uma populacdo que
consome elevados teores de gorduras saturadas, que tendem a elevar os niveis de
colesterol no organismo, mesmo com o0 consumo de insumos com altas taxas de 6mega
3 ndo é capaz de promover protecdo as doencas citadas, devendo-se, portanto, associar
0 consumo de tais alimentos com habitos de vidas saudaveis.

Logo, € importante ter o conhecimento prévio dos alimentos a serem consumidos
ou utilizados como base nutricional, pois a disponibilidade dos acidos graxos depende do
fornecimento alimentar, promovendo reac¢fes biologicas favoraveis ou desfavoraveis

frente aos sistemas humanos.
1.3 PATAUA (Oenocarpus bataua)
Pataua € o nome genérico dado ao fruto da palmeira Oenocarpus bataua (Figura 3)

pertencente a familia das Araceaes (Palmae) preferencialmente encontrada em zonas

umidas, principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil, variando de localidade e
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predominancia. Durante o cultivo, a palmeira necessita de sombra para o seu periodo de
desenvolvimento e de bastante luz durante a vida adulta (MOURA, 2013).

A palmeira é considerada uma planta oligarquica, de facil cultivo e manutencao,
produzindo cerca de 110 Kg de frutos por ano e podendo alcancar alturas entre 4 e 26
metros, o que confere uma alta utilidade junto as comunidades ribeirinhas e indigenas da
Amazbnia, pois podem gerar rendas significativas e sustentaveis (HIDALGO;
NUNOMURA; NUNOMURA, 2016).

Dos frutos do pataua pode ser extraido uma bebida conhecida como “vinho de
pataua” e do mesocarpo um 6leo de cor amarelo esverdeado, transparente, com odor
fraco e gosto semelhante ao 6leo de oliva. Este 6leo € muito apreciado por comunidades
da regido Norte, visto que é comprovadamente rico em &cidos graxos insaturados,
predominando o acido oleico, o que concede interessantes propriedades quimico-
farmacéuticas (ARAUJO et al., 2007; MOURA, 2013).

Figura 3 — llustragéo da palmeira de Oenocarpus bataua.

Fonte: SHANLEY et al., 2005. (Adaptado)

A composicdo dos &cidos graxos presentes no extrato oleico varia de acordo com
local, safra e método de extracdo, porém mantém-se dentro da faixa: acido oleico (73 —
82,4 %), acido palmitico (6,0 — 14,9 %), acido esteérico (2,8 — 9,4 %), acido linoleico (2,7
— 8,8 %), acido palmitoleico (0,6%), acido miristico (0,4 %), acido linolénico (0,2 %) e
acido laurico (0,2 %) (ARAUJO et al., 2007).

A diversidade de acidos graxos presentes no Oleo de pataua confere as principais
caracteristicas farmacoldgicas, sendo potencializadas pela presenca dos acidos oleico e
estearico em alta concentracdo, responsaveis pelas propriedades umectantes e
hidratantes, pois formam uma camada lipofilica sobre a epiderme devido a afinidade entre
0 Oleo e a pele (SCOTTI; VELLASCO, 2003; SOUZA, 2003).
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Dentre as principais aplicacbes, o 0leo de pataud € utilizado na fabricacdo de
sabfes e cremes, apreciando-se o cuidado dérmico e do couro cabeludo. Na industria
qguimica, o 6leo pode ser aplicado como agente emulsionante e doador de consisténcia,
estabilizando processos reacionais (LEONARDI, 2004)

Outra caracteristica que deve ser ressaltada é que a polpa do pataua possui alto
poder nutritivo, apresentando uma diversidade de amino&cidos essenciais como a leucina,
treonina, valina, isoleucina e a tirosina, 0 que representa um potencial para a industria
alimenticia, seja na producdo de alimentos humanos quanto na producdo de racdes
animais (BALLICK, 1979).

A composigdo nutricional do 6leo foi descrita em 1980 por Aguiar e colaboradores
qgue relataram que a polpa de pataua possui 35,6 % de umidade e em 100 g de polpa
seca foram determinados 3,3 g de proteina, 12,8 g de gordura, 47,2 g de carboidratos, 1,1
g de cinzas e 31,5 g de fibras. Cada 100 g de polpa correspondem a 317,2 Kcal de
energia consumida.

Outras pesquisas descrevem o uso do extrato ultrassonico, com espécimes
coletados na Guiana Francesa, da polpa liofilizada a partir de uma solucdo de agua e
acetona frente a atividade antioxidante, apresentando resultados melhores quando
comparado ao extrato oleico de acai. Além disso, foi possivel determinar a composicao
polifendlica, implicando na presenca de antocianinas, taninos condensados, stilbenos e
acidos fendlicos, que possuem vastas atividades biologicas (REZAIRE et al., 2014).

Desta forma, o 6leo de pataua torna-se um atrativo para formulagdes quimicas para
o desenvolvimento de novos produtos farmacolégicos, cosméticos ou alimenticios que
visem explorar as propriedades que o0s constituintes graxos tém a fornecer, seja

isoladamente ou em conjunto.

1.4 PROCESSO DE CATALISE

1.4.1 Catalisadores enzimaticos

Para os catalisadores enziméticos em reacdes de amidacdo, as Lipases
(Triacliglicerol acil-hidrolases) sao as mais empregadas. Tratam-se de enzimas com a
capacidade de hidrolisar, esterificar e recentemente, epoxidar rea¢des in vivo através
de triglicerideos (SHARMA; CHISTI; BARNEJEE, 2001). O biocatalisador mais
utilizado em processos industriais € baseado na lipase B do fungo Candida antarctica
(CALB — Figura 5) (KLASS; WARWEL, 1996; LEAO, 2009).
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Figura 5 — Representacao da estrutura cristalografica da enzima CALB.
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Fonte: KHLAN et al., 2011.

A CALB é considerada uma enzima relativamente pequena, apresentando 317
residuos de aminoacidos e massa molar de 33 kDa, sua estrutura foi determinada em
1994 através de Difracdes de Raios — X e 0s primeiros estudos reacionais com esta
enzima foram publicados em 1998 (TEIXEIRA, 2006).

Os biocatalisadores enzimaticos podem ser divididos em duas grandes
categorias: (1) lipases extracelulares, a enzima é recuperada a partir do caldo dos
microrganismos vivo e em seguida purificada, os microrganismos de maior produgao sao
Mucor meihei, Candida antarctica e Pseudomonas cepacia; (2) lipases intracelulares, a
enzima ainda permanece no interior ou nas paredes celulares do microrganismo produtor
(FISCHER, 1994).

O processo de esterificacdo utilizando as lipases como catalisadores enziméaticos,
foi implantado com a finalidade de produzir ésteres de &acidos graxos com alto grau de
pureza, além de permitir a recuperacdo da enzima e sua reutilizacdo em reacdes
posteriores (PAULA et al., 2008). Ademais, outra tecnologia importante é a producéo de
ésteres, através das lipases, que apresentem aplicagbes como emulsificantes,
cosmeéticos e produtos farmacéuticos (WANG et al., 2005).

Outrora, o processo de amidacgéo foi introduzido com a finalidade de observar a
derivatizacdo de compostos graxos de cadeias longas em complexos semiapolares com
caracteristicas lipofilicas. Kuo e colaboradores (2016) descrevem a sintese peptidica
através da formacao de ligacbes amidas, um rendimento de 84,45 %, com tempo de
reacdo de 3,8 minutos e temperatura de 20,9 °C, além disso, a lipase evitou a hidrolise
secundéria do peptideo sintetizado sendo um método eficaz para a producdo de

dipeptideos.
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Dhake e colaboradores (2009) descrevem a sintese de acetamidas utilizando o
liquido ibnico [BMIm(PFs)] como um meio de reagdo mais verde. A reacdo ocorreu sobre
varias condi¢cbes reacionais, porém mais favoravel para a reacdo sob 60 °C, 20 mg de
catalisador CAL-B, 0,5 ml de liquido idnico e 24 horas de reacdo para 94 % de
rendimento, observando-se que a atividade, estabilidade e seletividade das enzimas sao
consideravelmente melhoradas ao mudar o meio de reacao.

No processo de amidacdo enzimatica (Figura 6) o0 mecanismo consiste
primeiramente na acetilacgdo do doador acil pelo &acido, formando um complexo
intermediario enzima-substrato (TS1), entdo o produto 1 € gerado, permitindo a formacao
do complexo enzima-acetilo. A CAL-B tem a capacidade de aceitar varios tipos de

doadores de acetilo como ésteres, acidos, tioésteres, carbonatos e carbamatos.

Figura 6 - llustracdo da sequéncia de reacdo da amidacdo enzimética de um

triglicerideo.
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Fonte: Acervo do Autor. (ChemBio Draw vs. 12).

Em um segundo momento, a enzima é desacetilada devido ao agente
nucleofilico, isopropilamina nesse caso, formando a respectiva amida como segundo
produto, nesta Ultima estapa o nucledfilo pode ser um alcool, uma amina ou qualquer
hemiacetal (ROTTICCI, 2000).

A triade catalitica (asparagina 187, histidina 224 e serina 105) promove a
catalise basica. A nucleofilicidade da serina 105 aumenta gracas a transmissao de carga
formada por Asp 187 e His 224. Enquanto a catalise acida € promovida pelo gap
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oxigénio-anidnico. Deve-se notar que dois estados de transicdo sdo apresentados
durante o mecanismo; TS1 e TS2, mas apenas o estado de transicao da segunda etapa
€ muito importante para a resolugdo cinética de misturas racémicas de aminas, dado que
a amina é faz parte da etapa secundaria do mecanismo (ROTTICCI, 2000).

Atualmente, algumas lipases comercializadas sdo produzidas com auxilio de
microrganismos pela facilidade de controle e aumento da produtividade de processos
fermentados, consequentemente, reduzindo seus custos de obtencdo (SILVA, 2012).
Imobilizar a enzima é uma pratica fundamental, pois contribui para reacdes sintéticas
com solventes organicos, consequentemente, favorecendo 0 processo enzimatico
(COSTA, 1999; SILVA, 2012).

Em geral as lipases sdo empregadas em condicbes mais brandas que o0s
catalisadores alcalinos e/ou acidos (o que implica em menor consumo de energia), em
diferentes oOleos de diferentes propriedades quimicas e fisicas (elevada acidez) e alto
teor de umidade. Além disso, as reacdes ocorrem com menos subprodutos durante as
etapas de sintese, reduzindo a necessidade de etapas secundarias como a purificacdo
do produto de interesse.

1.4.2 Catalise heterogénea com compostos inorganicos

Catalisadores heterogéneos sdo geralmente substancias sélidas porosas, que
arduamente se lixiviam em meio reacional, possiveis de serem recuperados mais
facilmente que os catalisadores homogéneos, pois formam reacfes polifasicas e podem
ser reutilizados ap6s um processo de purificacdo (SCHMAL, 2010).

A producao de catalisadores heterogéneos surgiu com a necessidade de diminuir,
ou até eliminar, as adversidades da utilizacdo de catalisadores homogéneos na sintese de
novos compostos. Eles se comportam de forma semelhante a eles, exibindo reacdes
rapidas e condi¢cdes brandas de temperatura e tempo reacional.

Segundo Schmal (2010) “o processo de catalise por via heterogénea ocorre com a
transferéncia de massa do fluido a superficie do catalisador e com difusdo dentro dos
poros, onde a concentragao varia de acordo com o percurso”.

Os catalisadores contém sitios ativos localizados dentro dos poros, por isso as
moléculas dos reagentes tém que ser difundidas através dos poros para que a reagao
guimica ocorra. A figura 7 demonstra o processo de reacdo de transesterificagdo a partir

da catalise heterogénea com 6xido de calcio e metanol.
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Figura 7 — Transesterificagéo via catélise heterogénea utilizando o CaO.
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Fonte: Santos; Viana; Souza, 2014.

A figura acima descreve que no primeiro passo os sitios basicos do catalisador
retiram um proton do alcool para formar o anion metoxido; em seguida o anion formado
ataca a funcao carbonila do triacilglicerol, formando o intermediario alcoxicarbonila; por
fim o intermediario é quebrado em duas moléculas: o éster alquilico e o diglicerideo, além
da recuperacao do catalisador.

Nos 6xidos de metais alcalinos terrosos, como € o caso do calcio, a fungéo catalitica
deles esta associada a eletronegatividade do cation conjugado, pois intensifica a forca de
atracao do elétron, o que promove as baixas caracteristicas basicas do oxigénio presente
na molécula de CaO, tais caracteristicas podem ser observadas em outros catalisadores
de Oxidos metdlicos como a alumina (Al203), 6xido de silicio (SiO2) e dioxido de titanio
(TiO2) (SANTOS; VIANA; SOUZA, 2014).

Catalisadores heterogéneos porosos possuem atividade catalitica consideravel
guando os tamanhos de suas particulas apresentam cerca de 30 um, pois favorecem seu
livre deslocamento no meio reacional, o que permite que a transferéncia de massa
através dos mesmos seja maior, sendo, também, um dos fatores que aumentam a
efetividade do catalisador.

Varios compostos tém sido propostos como catalisadores em potencial para a
sintese de compostos, o desempenho destes materiais como catalisadores esta
naturalmente relacionado com a natureza dos sitios &cidos ou basicos encontrados

nestes materiais. A atividade catalitica de sélidos que possuam sitios basicos de
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Bronsted-Lowry esta relacionada a fendbmenos de interacdo que permite a conversdo dos

reagentes em novos produtos (CORDEIRO et al., 2011).

1.5 AMIDACAO DE ACIDOS GRAXOS

Os primeiros trabalhos sobre a utilizagdo de amidas graxas em processos
bioguimicos teve inicio em 1950 quando Coburn, Graham e Heninger evidenciaram a
atividade anti-inflamatéria da N-palmitoiletanolamida (Figura 8), a primeira amida graxa
isolada, extraida de algumas fracdes do Oleo de amendoim, lecitina de soja e de gemas
de ovos (D’ORCA, 2010).

Figura 8 — Palmitoiletanolamida isolada do 6leo de amendoim e da lecitina de soja.
0
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Fonte: Acervo do Autor. (ChemBio Draw vs. 12).

O grupo funcional amida esta presente entre varias moléculas sintéticas e de
ocorréncia natural, podendo apresentar diversas finalidades farmacéutica, além de
estimar-se que cerca de 25% dos farmacos conhecidos possuem o grupo funcional
amida (Figura 9). Elas estdo presentes também nas moléculas essenciais a vida como
ceramidas e lipoproteinas (D’ORCA, 2010).

Figura 9 — Exemplos de farmacos que apresentam a funcédo amida.
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Fonte: D’ORCA, 2010. (Adaptado)

As amidas derivadas de acidos graxos, conhecidas comumente por amidas graxas
ou ceramidas, apresentam longas cadeias carbdnicas. S&o abundantemente utilizadas em

mistura de lubrificantes e surfactantes. O mercado de refino de amidas graxas é
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dominado pelas amidas insaturadas oleamidas (cis-9-octadecenamida) e erucamida (cis-
13-Docosenoamida) (Figura 10) que sao, principalmente, utilizadas pela industria na
confeccao de materiais plasticos (ZOETE et al., 1996).

Figura 10 — Representacdo da oleamida, erucamida e behenamida.
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Fonte: Acervo do Autor. (Chem Bio Draw vs. 12)

As amidas graxas podem ser encontradas com frequéncia na natureza, em vegetais
terrestres como sementes de aveia, cacau e nozes, em animais como humanos séo
encontradas em quantidade minimas nos tecidos e fluidos corporais e em micro-
organismos, tais como, algas Prymnesiumv parvum, cianobactérias Lyngbya semiplena
(BERTIN, et al., 2014; LADBROOKE, CHAPMAM, 1969).

Dentre as amidas graxas a anadamida, do tipo endocananabindide, €
neuromodulador (DI SCALA et al.,, 2017), também conhecida como “substancia da
felicidade, (Figura 11), substancia produzida pelo cérebro humano e descoberta em
1992,” supreendentemente apresentou efeitos vasorelaxante em artérias celebrais de
coelhos (STANLEY et al.,, 2016), desde entdo a anadamida passou a ser um dos
endocananabindide mais estudados ndo somente em atividades vasorelaxante mas
também em atividades analgésicas, ansioliticas e antidepressivas, anti-inflamatorias e
anti-carcinogénicas (OVERLOOP, VELDHOVEN, 2007).

Figura 11 — Formula estrutural da anandamida.

Anandamida

Fonte: Acervo do Autor. (Chem Bio Draw vs. 12)

Assim como os &cidos graxos poli-insaturados, que estdo associados com efeitos
benéficos a saude do homem, tais como, anti-inflamatorio, antioxidante, combate a
doencas cardiovasculares as amidas graxas também possuem algumas dessas
propriedades ja identificadas (TREMBLAY et al., 2014).
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Um dos fatores importantes para o desenvolvimento de compostos amidados esta
relacionado com estabilidade metabdlica da ligacdo entre Nitrogénio (N) e o Carbono (C)
pode conferir a molécula, possibiltando interagbes com o Hidrogénio (H),
consequentemente, aumentando a solubilidade dos compostos (D’'ORCA, 2010;
OLIVEIRA, 2011).

Estudos recentes demonstram que as amidas graxas estdao sendo consideradas
como uma nova familia de lipidios que possuem atividades biologicas e aplicacbes
tecnoldgicas, com diversas propriedades como a “regulagdo do sistema cardiovascular,
nervoso, digestivo, metabdlico, reprodutivo e imune, correlacionados diretamente com a
presenga de cadeias graxas” (BOGER et al., 2000; LEVINSON, KUO, KNOTHE, 2008;
D’ORCA, 2010).

Experimentos realizados por Santos et al. (2014), com as amidas graxas derivadas
dos acidos palmitico, estearico, oleico, ricinoleico e linoleico, demostraram a efetividade
destes compostos na inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas derivadas dos
sistemas enddcrinos, reprodutivos e respiratorio.

D’orca et al. (2010) verificaram a atividade antibacteriana frente as cepas de
Mycobacterium tuberculosis, observando-se os melhores resultados para as amidas
graxas derivadas de cadeias insaturadas e de aminas ciclicas, caracterizado pela
orientacdo dos centros assimétricos dos dados observados.

Logo, pode-se afirmar que estudos de novas metodologias envolvendo a sintese de
tais compostos podem trazer resultados promissores, além de demonstrar que produtos
de diversas origens, vegetal ou sintética, sdo capazes de aduzir significancias quando se

refere a sua possivel atividade biologica.

1.5.1 Sintese de amidas graxas

Para a sintese de amidas graxas a partir dos sais dos correspondentes acidos
formados graxos, geraimente é necessario a utilizacdo de altas temperaturas (Figura 12),
incompatibilizado com a manutencéo de outros grupos funcionais, bem como as ligacbes
duplas (-C=C), que acaba por deteriord-los e diminuir suas caracteristicas
farmacobioldgicas (JONES, 1994). Logo, estudos que procurem a conversao dos acidos
carboxilicos em grupos funcionais mais reativos, como anidridos ou ésteres, sdo

necessarios.
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Figura 12 — Sintese de amidas a partir sais de acidos.
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Fonte: D’ORCA, 2010. (Adaptado)

Contudo, € necessario o desenvolvimento de novas técnicas que evitem a formacéao
desses tipos de sais para 0 maximo aproveitamento das matérias-primas utilizadas.
D’orca e colaboradores (2010) desenvolveram o processo de amidagdo de &cidos graxos
em duas etapas.

Em um primeiro momento foi realizado um processo de transesterificacdo metilica
dos acidos graxos presentes no 6leo de mamona em seguida foi realizada a amindlise
com a formacdo de compostos amidados pelo tratamento com metéxido de sodio e

amina (Figura 13).

Figura 13 — Amidacéo dos ésteres metilicos de acidos graxos.
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Fonte: OLIVEIRA, 2011. (Adaptado)

O desenvolvimento deste tipo de processo é necessario e viavel, visto que além de
serem observados a formacao dos compostos amidados, sdo obtidas moléculas com
longas cadeias carbénicas longas que sédo de grande utilidade para Quimica Medicinal
(OLIVEIRA, 2011).

Em estudos realizados por Burstein e Salmonsen (2008), diferentes tipos de amidas
graxas foram sintetizadas utilizando-se de diversos acidos graxos como percussores da
reacdo, para avaliar o potencial antitumoral desses compostos para linhagens para
células tumorais de mama, cervical e embrionaria de pulmao. Os resultados foram
promissores para inibir a proliferacdo de linhagens celulares diferentes, com maior
atividade para a N-palmitoil-dopamida com 80% de inibicdo para células tumorais de

mama.
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Serra e colaboradores  (2012) relataram a sintese do penta-
acetilgalactosiltiazolidina com a derivatizagdo de 4 acidos graxos com cadeias
carbOnicas diferentes, todas saturadas. A citoxicidade dos compostos foi avaliada frente
a células tumorais de mama e de melanoma e comparadas com células de fibroblastos
nao tumorais. Os compostos com maior numero de carbonos apresentaram a maior
atividade, sendo capazes de diminuir a viabilidade celular.

Desta forma, grupos de estudos vém desenvolvendo pesquisas afim de modificar
biolégica ou quimicamente compostos, aumentando a lipoficilidade dos mesmos atraves
da introducdo de grandes cadeias carbdnicas que as amidas graxas contém, onde tais
processos tornem esses Novos compostos mais potentes ou especifico para determinada

atividade que ainda ndo se tem possivel resposta.

Introducéo 25



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar amidas graxas derivadas de triglicerideos do 6leo de pataua (Oenocarpus

bataua) via catalise heterogénea e avaliar as propriedades antimicrobianas do produto
obitdo.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um novo método na obtencéo direta de amidas graxas;

Quantificar os acidos graxos presentes no Oleo de pataua por derivatizacdo pelo
método de transesterificacdo por CAL-B;

Estudar a influéncia do tempo de reacdo, quantidade de catalisador e o tipo de
catalisador na sintese das amidas graxas;

Caracterizar as estruturas dos compostos semi-sintetizados por técnicas
espectroscopicas, tais como, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 13C,
Espectrometria de Massas (CG-EM) e Infravermelho (1V);

Realizar estudos da atividade antimicrobiana dos compostos semi-sintetizados frente

as cepas das bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 33591).
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16. Abstract

Pedro H. F.Aratjo™?- Pedro H. da S. Barata'- Inana F. AratGjo™?- Jhone M. Curti3- Raquel R. Amaral®- Didier

The amidation of fatty acid is an important reaction for synthesis of fatty alkolamines with a variety of pharmacological

activities. The objective of this paper was to demonstrate the am

inolysis direct and solvent of the triglycerides from the patawa

oil by heterogeneous catalysis. The results of the amidation direct free solvents were favorable using 5% Al,O3 as catalyst,
with a conversion of 94% at 24 h of reaction. After spectroscopic characterization, we decided explore the antimicrobial tests
of the fatty amides (FAA) against the Staphylococcus aureus strain (ATCC 33591), showing a MIC activity of 1.9612 mg/
mL and the fatty ethyl esters (FAEE) a 3.4125 mg/mL MIC. Therefore, the synthesis direct free solvents of FAA by Al,0Os

from patawa oil was viable and innovative.
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1 Introduction

The amidation of fatty acid is an important reaction for
synthesis of fatty alkanolamines, these compounds have a
variety of commercial applications [1], are used as ingre-
dients for detergents, lubricants [2], fungicides [3], cor-
rosion inhibitor, agrochemicals [4], cosmetic [5] and as
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pharmaceutically active compounds, such anti-carcinogenic
[6], anti-tuberculosis [7], anti-inflammation [8] and activity
against the Alzheimer disease [9].This class of amides can
be naturally found in restricted organism and
microorganisms [10]. Thisis amides are considered a
neuromodulatory lipid that belongs to a family of signaling
molecules collectively termed endocannabinoids [11], which
activate receptors of the type CB1 or CB2, as
palmitoylethanolamide, and oleoylethanolamide, similar

to anandamide (Fig. 1), but characterized by saturated or
monounsaturated acyl chains [9].
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Fig. 1 Chemical structures of
endocannabinoids
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Fatty alkanolamines are typically synthesized by use of fatty
acid ester with an alkanolamine in the presence of a metallic
catalyst, as such CaO, ZnO, TiO, SiO; [12] or bio- catalysis,
as CAL-B [13], for example normally involves two steps
reaction at high temperatures [14] with incomplete product
formation, which increases the cost of production and
consequently require more steps of purification.

Lopes et al. [10] described the obtaining of fatty amides
employing an excess of ethanolamine in a proportion of 1:6
(fatty ester: ethanolamine) at temperatures of 90-130 °C,
with a final yield of 88% when sodium methoxide was used
as catalyst.

Other studies reports the use of pre-prepared catalysts with
high amine ratios, increasing the cost of the process [15] or
using alkali metals such as Li or Na supported in crystalline
and nanoparticulate CaO at 90 °C [16].

Therefore, the search for new forms of fatty amide syn-
thesis becomes essential for the study of these compounds
and the different ways of obtaining products with different
pharmacological properties.

The Amazon forest is very rich in oily fruits, which rep-
resents a great economic potential for the region. Oeno-
carpus bataua Mart., commonly called patawa, is another
Amazonian palm fruit, frequently used by local communi-
ties an important source of oil with biological activity [17]
traditionally used for medicinal, culinary, and cosmetic pur-
poses, including for hair and skin care [18]. The chemistry
composition of oil from seed patawa is being chemically
comparable to olive oil, rich in monounsaturated fatty acids,
particularly oleic acid (C18:1) [19].

Knowing the need to improve existing chemical meth- ods
for the transformation of organic substances, with bio-
logical activity, at low cost and free solvents, in this article
we showed the use of Al,O3 as a heterogeneous catalyst in
the reaction direct aminolysis of triglyceride from of the
patawa oil and evaluation of the anti-bactericidal activity of
the obtained product.

2 Materials and Methods

18. 2.1 Extraction of the Patawa 0Oil (OP)

The extraction of the oil was made from the pulp of patawa
acquired in Saint-Laurent in French Guiana (Western zone

Oleoylethanolamide

of the country). Hexane was used as the drag solvent by
soxhlet extraction for 4 h from 5 to 6 cycles with a mass of
78.0 g of pulp and 300 mL of solvent.

2.2 Chemicals and Reagentes

Isopropylamine (99.5%) was purchased from Sigma-Aldrich,
Lipase acrylic resin from Candida antarctica (CAL-B >5000
U/g) expressed in Aspergillus niger was purchased from
Sigma Aldrich. Hexane (98%) was purchased from Synth
(SP, Brazil) and ethanol (99%) was purchased from Solven
(SP, Brazil). Deuterated chloroform purchased was from
Cambridge Isotope Laboratories. Al,Os (99%) was pur-
chased from VETEC—Sigma Aldrich.

2.3 Gas Chromatography-Mass Spectrometry
(GC-MS)

The reactions analyses (fatty ethyl ester = FAEE and fatty
amide = FA) were conducted using a gas chromatograph
(GCMS-QP 2010) equipped with an auto-sampler injec- tion
AOC-20i (Shimadzu). Electron imapct detection used as
detector (Shimadzu MS2010 Plus), electronic impact of 70
eV and fragments detected from 50 to 550 Da. Sepa- rations
were performed on a fused silica capillary column (RTX-
5MS with i.d. = 0.25 mm, length = 30 m and film thickness
= 0.25 um) in a stream of helium 1.03 mL/min. The sample
was solubilized in dichloromethane (2 pg/mL) and 1.0 pL of
the solution was subjected to following experi- mental
conditions: injector temperature, 210 °C; detector
temperature, 250 °C; carrier gas, Helium; flow rate 3.0 mL/
min; split injection with split ratio 1/15. The column tem-
perature was programmed from 90 °C, with an increase of 6
°C/min to 250 °C, ending with a 5 min isothermal at this
temperature, the total analysis time was 33.67 min.

2.4 Fourier Transform Infrared Analysis (FTIR)

FTIR spectra were recorded on a Shimadzu IRAffinity spec-
trometer samples (OP, FAEE and FA) were prepared as thin
films on KBr disks. The transmittance was expressed in cm™
! of band between 4000 and 400 cm™ ! with resolution

of 4 cm™ 'and 64 scans.
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2.5 Nuclear Magnetic Resonance (NMR)

13C NMR spectra (OP, FAEE and FAA) were recorded on
an Agilent Technologies 500/54 Premium Shielded
spectrometer. The samples were solubilized in CDCl; and
chemical shifts expressed in ppm relative to internal stand-
ard TMS or deuterated solvents. The chemical shifts were
given in ppm.

2.6 Transesterification Reaction of PO by CAL-B

The reaction followed the method described by Ferreira et
al. [20] with some modifications. In a vial (3 mL) was added
the patawa oil sample (1.0 mL), 10% (10 mg) of the lipase
from C. antarctica B and 3.0 mL of ethanol on magnetic
stirring (300 rpm, 27 = 2 °C) by 24 h. After this period, the
enzyme was filtered and washed with acetone (3 x 1.0 mL).
The filtrate was evaporated under reduced pressure and
purified by column chromatography on slica gel using
hexane:ethyl acetate (9:1) as eluente. The prod- uct, fatty
acid ethyl esters (FAEE), obtained were analyzed by
spectrometric methods.

2.7 General Procedure for Reaction of Aminolysis
of Triglycerides from Oenocarpus bataua
(Patawa) Oil

First, the amidation reaction was conducted between iso-
propylamine (3.0 mL-2.166 g), PO or FAEE (1.0 mL) and
10% Al,Q3, SiO,, TiO, or CAL-B as catalyst on magnetic
stirring (300 rpm, 27 = 2 °C) by 24 h. After this period, the
enzyme was filtered and washed with acetone (3 x1.0 mL).
The filtrate was evaporated under reduced pressure and
purified by column chromatography on slica gel using
hexane:ethyl acetate (9:1) as eluente. Other experiments
were performed varying catalyst concentration and reaction
time (Table 1).

Table 1 Variations of direct aminolysis reaction with isopropilamine

Entry Catalyst Propor- Time (h) Conversion (%)?
tion (%)
1 Al203 10 24 98
2 Al203 10 12 90
3 Al,03 5 24 94
4 CAL-B 10 24 82
5 SiO2 10 24 90
6 TiO2 10 24 92
7 Free catalyst - 24 Traces

Conversion by analysis

2.8 CatalystReusabilityon Amylolysis Reaction

At the end of each reaction cycle, the catalyst was filtered
and washed with acetone (3 x 1 mL) for later reuse. The reac-
tion conditions were the same as described above (entry 3,
Table 1).

2.9 Preparation of Bacterial Suspension

The reference strain used in the study was Staphylococcus
aureus ATCC 33591. The microorganism was obtained
from the Laboratory of Reference Materials of the National
Institute of Health Quality Control (Oswaldo Cruz Foun-
dation—FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) and reac-
tivated according to the reactivation protocol of the same
laboratory. In a test tube (16 x 160 mm) containing 10 mL
of Mueller-Hinton broth the strain Staphylococcus aureus
ATCC 33591 was inoculated and then incubated at 37 °C for
24 h. After incubation, the bacterial suspension was adjusted
with saline (0.9% NaCl) to give a turbidity standard of 0.5
McFarland.

2.10 Susceptibility Test—Minimum Inhibitory
Concentration (MIC)

The broth microdilution test was performed in triplicate.
Sterile 96-well acrylic plate with 500 pL each, arranged in 12
columns of 8 wells. In the first well was added 100 uL of the
FAA dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSQ) at a concentra-
tion of 30 uL/70 pL, and successive dilutions were performed
with 100 pL of solution in the 6 consecutive wells and the
latter was used as a discard. Then, 20 pL of the previously
prepared bacterial suspension was added in each well and
the plate incubated at 37 °C for 24 h [21]. After this period,
an aqueous solution of 2 mg/mL of tetrazole salt was added
and incubated for an additional 4 h to reveal bacterial growth
[22]. The MIC was defined as the lowest concentration of
the sample capable of inhibiting bacterial growth, detected
by the naked eye. The positive control of the experiment was
performed with 0.5 Mac Farland bacterial suspension culture
medium. Negative controls were the culture medium added
with vancomycin and bacterial suspension and culture
medium inoculated with bacteria and DMSO, which was the

solvent used for the dissolution of the test substance.

The data were tabulated in the Graph- Pad Prism 6.01
program (PraphPad for Windows program, San Diego, CA—
USA), by which the statistical analysis was derived by the
Kruskal-Wallis test and Dunn post-test, adopt- ing a
significance level of 95%.
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3 Results and Discussion
3.1 Synthesis de FattyAmides

The patawa oil extracted from the seeds, showed that its
main physico-chemical properties are in agreement with the
parameters already reported in the literature [23].
Saponification index of 200 mg KOH/g; free acidity of

5.07 mg KOH/g; melting point 33-36 °C and a bulk den-
sity 0.9650 g/cmq. Failure to observe the standard in the
physico-chemical characteristics may unnervice the reac-
tion process through the formation of unwanted sub prod-
ucts. The solvent free direct aminolysis reaction from the
patawa oil was performed with various catalysts at room
temperature for 24 h. The catalyst bets for convention of
FAA by direct aminolysis free-solvents from OP was the
Al,03 (5%) at 27 + 2 °C for 24 h, with 94% yield (Table 1,
entry 3). The yield of the FAA decreased with decreasing at
time for 12 h (Table 1, entry 2) and remained unchanged
with increasing amount of the catalyst at 5% (Table 1, entry
1). The others Lewis acid as SiO,, TiO, and CAL-B were
examined, however the results were inferior to those
obtained using Al,Os from OP free solvents.

Based on the principles of Green Chemistry, such as, lower
energy expenditure, higher atomic yield and smaller amount
of the catalyst used in the reaction [24], we con- clude that
5% of the catalyst in 24 h is the optimized con- dition for
this direct amidation reaction from patawa oil.

Some authors described the obtainment of quantitative
yields in the reaction of direct amylolysis of cotton oil with
diethanolamine in the presence of 3.5% Ca(OH), with Na*
ions, 5% Ni/CaO or NaC/CaO (3 wt% Na impregnated in
Ca0) used as catalyst. However, in all cases, the direct
aminolysis reaction was realized at high temperatures (>
100 °C) and the used catalysts were prepared from the
calcination process (650 °C) [15, 16, 25, 26].

It is believed that the high catalytic Al,Os activity is due to
its specific area in relation to the other catalysts used.
Catalytic studies report a larger specific area and a more
stable porous face for Al,O3 [27, 28] when compared to the
catalysts other, as TiO; [29] and SiO; [30], this aspect
directly influences the formation of final products, as in
works reported in the literature [31, 32]. The Al,Os stability
of Al" 3 allows a greater selectivity of the active sites
besides that the metallic surfaces are restructured when
chemisorbed during the reaction process, but with a
restructuring only in the superficial region, which char-
acterizes the loss of catalytic activity during the synthesis
recycle with the AlOs; [28]. On the other hand, CAL-B,
because it is an enzymatic catalyst, has demonstrated the
lowest yield due to the lack of the same reaction stability
during the reported process, as was the case with metallic

catalysts. The enzyme used is a lipase with a geometric region
restricted by the nanostructure [33].

The Fig. 2 below shows the response surface graph, using
Statistica 7.0 ® software [34], for the parameters used dur-
ing the amidation process using isopropylamine for conver-
sion of PO into their respective FAAs. The percentage of
catalyst (Al.O3) to be used during the reaction process can
be calculated by the equation described in the image. It is
notorious to say that the reaction time is the main influent in
the reaction yield followed by the percentage of the catalyst,
which end up influencing linearly in the total percentage of
synthesized fatty amides.

Purified products from the FAEE and FAA were ana- lyzed
by GC-MS. The Fig. 3 showed the GC chromatogram
analysis of fatty acids ethylic ester (FAEE) of the PO next of
the transesterification reaction by CAL-B. The fatty acid
composition was found to be 18% palmitic (1), 2.5% linoleic
(2), 70% oleic (3), 5.1% stearic (4) and 4.4% other not iden-
tification (5 and 5a). This composition of fatty acid of the
OP was according with Oliveira et al. [19] which described
oleic acid (78.88%) as the majority and palmitic (13.7%),
stearic (4.76%) and linoleic (2.12%) as the main constituents
of patawa oil. The relative percentage of fatty acid esters
was calculated from total ion chromatography by integra- tor
area and identified using a MS database (NIST 5.0) and
literature. The Table 2 show that after the treatment of PO
with isopropylamine all the fatty acids were converted into
respective FAA, and major fatty acid amides were N-isopro-
pylpalmitamide (1a) and N-isopropyloleamide (3a).

Catalyst (%) = 112,5-1,25"x+0,8333"y

) SAERD

Fig. 2 Response surface graph for getting FAA
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Table 2 FAEE and FAA identified in the analysis by GC-MS
FAEE R. T."(min) FAA R. T."(min)
i /\/\/\/\/\/\/\)OJ\ J\
A/\/\/\/\/\/\)R;& 16.93 N 21.00
ethyl palmitate (1) N-isopropylpalmitamide (1a)
o} (e}
= O/\ = NJ\
H
19.52 | 23.35
ethyl linoleate (2) (92,122)-N-isopropyloctadeca-9,12-dienamide (2)
ethyl oleate (3 N-isopropyloleamide (3)

i /\/\/\/\/\/\/\/\i J\

H
ethyl stearate (4) N-isopropylstearamide (4a)

* Retention time (Method described in item 2.3).

The fatty amides from isopropylamine and triglycerides of
patawa oil were characterized by MS spectrum with typi- cal
peak at m/z 101 and m/z 114, resultants from McLaffery

rearrangement and y-cleavage, respectively (Fig. 4). For N-
isopropyloleamide (323.32 g mol™ '), in mass spectra the
base peak was at m/z 101 with molecular ion at m/z 323 [10].
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Fig. 4 Mass Spectrum of the FAEE (a) and FAA (b)

The corresponding spectra of the infrared analyzes are
shown in Fig. 5. Such spectra show high similarity because
they are the saturated and unsaturated alkyl chains derived
from the OP triglyceride. The peak in 3005 cm™ !
corresponds to the stretching of the —-C—H (sp2) and 2924 and
2854 cm~ ! to the stretching of the ligation —-C—H (sp3):
another characteristic peak of triglyceride derived

compounds appeared in 1745 cm™ !, related to the stretch-
ing of the ligation —C=0 of the PO, FAEE and for the FAA.
Signals of the amidated compound are listed as the peaks in
3385 and 3304 cm™ ! which correspond to the stretch —NH;
and the peak in the 1647 and 1658 cm™ ! correspond to the
folding of the ligation —N—H, characteristics of the fatty
amide synthesized. In the past, the peak for the double band
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Fig. 6 3C NMR spectrum of the

PO (a), FAEE (b) and FAA (c) A
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in 3385 cm™ ! it refers to the grouping —NH free in amides
and the peak 1558 cm ! referring to —NH, corresponding to
the symmetrical angular deformation in the plane, confirm-
ing the result of the compound.

By analyzing the 3C NMR spectrum corresponding to

FAA, it is possible to notice an absence that the characteris-
tic signals of the glycerol peaks in 68.9-62.1 ppm, present in
the spectrum corresponding to the PO (Fig. 6a). Other signs
that evidence the formation of the FAA appear in 41.2 and
37.1 ppm (Fig. 6¢), corresponding to the carbons —CH and —
CHa— of the amide (isopropyl).

Figure 7, below, shows the reaction yield of the amidation
process using the Al,Os catalyst through four cycles for 24 h
by cycle. It is possible to observe the decrease of the yield,
this aspect can be characterized by the wear of the active
sites present in the pores of the catalyst, consequently, reduc-
ing its conversion capacity in function of structural collapse

T T T T - T T T T T
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f1 (ppm)

98%
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Convertion (%)
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o o
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o
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Fig. 7 Reuse of the catalyst in the amidation process
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and loss of surface area [27]. Once, the selection of the par-
ticulate sizes, to about 30 uM, may favor the increase of the
catalytic performance, since particles with smaller sizes have
a greater specific area of action, because the improve- ment
of the microstructure of the catalyst through the forma- tion of
nanoparticles allows a stability of the surface area, with
optimized crystalline faces, which avoids the diversity of
active sites and, consequently, the low selectivity [28].
However, the catalyst proved to be efficient and favorable
for use through the methodology used, observing that there
was a decrease of only 8% of the catalytic activity even after
use for 4 consecutive cycles.

3.2 Antimicrobian Activity

Table 3, demonstrates the minimum inhibitory concentration
(MIC) calculated for the antimicrobial tests against Staphy-
lococcus aureus strain ATCC 33591.

The methodology employed in this study was validated by the
absence of microbial growth for the control of sterility and
positive control (1% azithromycin—1 mg/mL), as well as by
the presence of microbial growth control. Knowing that oils
are chemicals insoluble in water and chemical com- plexes
[35], the inconsistency of the results obtained was
minimized using the broth microdilution technique in order
to provide greater contact between the products tested with
the bacterial surface. DMSO solvent was also used to allow
the dilution of the oils and amides in aqueous medium. The
absence of bacterial growth against Azithromycin demon-
strates the susceptibility of the samples to a synthetic anti-
microbial. Although there was no consensus on the level of
inhibition allowed for natural products when compared with
standard antibiotics, Aligianis et al. [36] proposed a
classification for plant materials based on MIC results,
considering as: strong inhibition—MIC up to 500 pg/mL;
inhibition—MIC between 600 and 1500 pug/mL and as weak
inhibition—MIC above 1600 pg/mL. Therefore, the MIC
results of the three products present medium and weak inhi-
bition for the products synthesized from the patawa oil and
do not have significant differences in the bacterial inhibition
capacity of Staphylococcus aureus ATCC 33591. Kabara et
al. [37] showed the relation of lauryl N,N-dimethylamide
with bacterial inhibition capacity of Staphylococcusaureus

Table 3 MIC of synthesized products

Concentration Concentration

Product
(mL/mL) (mg/mL)
PO 3.125% 0.8484
FAA 6.25% 1.9612
FAEE 12.5% 3.4125

in 0.109 umol/mL. For Bakalova et al. [38] fatty amides
with alkyl chains up to 10 carbon atoms all showed higher
antibacterial activity at pH 9.1 as compared to pH 7.1 for
Escherichia coli.

4 Conclusion

It was observed that direct aminolysis of the OP with 5%
Al>,O3 and 24 h of reaction showed a hight yield of 94%. The
chemical analyzes of GC-MS, IR-TF and NMR confirmed
the chemical structure of the formed fatty amides, making
possible the described process. The decrease in the amount
of Al,O3 catalyst and the reaction time influenced directly
and linearly the amount of product formed, as observed in
the response surface graph. The antimicrobial analysis
showed that the products synthesized have an activity against
Staphylococcus aureus strains (ATCC 33591) with a MIC of
1.9612 mg/mL for amides and 3.4125 mg/mL for esters,
which when compared to the literature is considerable com-
pared to extracts from other Amazonian oleaginous plants. It
is noteworthy that this is the first work that describes the
direct synthesis of fatty amides from the solvent-free patawa
oil in the Amazon region, without the formation of by-prod-
ucts and with a mild methodology, facilitating the reaction
process and replication in new chemical or pharmacological
studies of this type of product.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados para amidacdo direta se mostrarm favoraveis frente a todos os
catalisadores utilizados, com rendimentos superiores a 80 % e equiparados a literatura
adotada, porém mais eficiente para o Al2O3 com conversdes na faixa de 98 %, o que
demonstra a real capacidade de 6xidos metéalicos em reatividade catalitica heterogénea.

A analise de superficie de resposta mostrou que o rendimento reacional depende
diretamente da quantidade de catalisador e do tempo de reacdo, com a atividade
atingindo seu ponto 6timo para 5 % de Al2Os durante um tempo de 24 horas. A
inexisténcia do intermediario catalitico demostra a inexequibilidade de deslocamento da
reacao, desfavorecendo a formacédo das amidas graxas.

Outrora, a lipase CAL-B apesar de difundida para alguns tipos especificos de
amidacdo, como € o caso de formacdo de ligacdes polipeptidicas, ndo foi capaz de
converter eficientemente, quando comparada ao O6xido de aluminio, os triglicerideos de
acidos graxos presentes no 6leo de pataua em amidas.

O dleo utilizado para o processo de amidacdo direta apresentou caracteristicas
similares aos da literatura adotada, portanto sendo considerado adequado para o
processo descrito. Os constituintes graxos estdo de acordo com o comparativo literéario,
sendo evidenciado pelas analises de CG-EM e IV-TF.

As analises espectométricas evidenciaram as suspei¢cfes inerentes ao processo de
sintese por amidacdo direta, demonstrando diretamente os principais diferenciais
encontrados em cada tipo de molécula sintetizada, como é o caso da analise de
Ressonancia Magnética Nuclear.

As atividades antimicrobianas mostraram que o 6leo in natura possui relativa
atividade frente as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 33591), e as amidas graxas
mostraram uma atividade de MIC de 1,9612 mg / mL superior aos monoésteres do 6leo
de pataud sintetizados MIC de 3,4125 mg / mL.

Desta forma, pode-se afirmar que a sintese de amidas graxas via catalise
heterogénea, livre de solventes, € um processo viavel, e a aplicacdo dos compostos semi-
sintetizados possuem relativa bioatividade frente as cepas selecionadas, indicando que de
fato o grupo amida pode exercer relativada atividade farmacélogica em determinados

sistemas de organismos bioldgicos.
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