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RESUMO

MARTINEZ, DEBORA MARTINS. Modificagdo estrutural e atividade
antioxidante de compostos derivados de linalol e eugenol. 2011. Dissertagédo
(Mestrado) — Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O objetivo desse trabalho foi sintetizar compostos organocalcogénios derivados
do linalol (1) e do eugenol (4) através de métodos sintéticos alternativos e avaliar
a atividade antioxidante in vitro dos compostos em estudo. A capacidade de
neutralizacdo dos radicais livres 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) e 2,2-
azinobis-3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS), e de inibicdo da oxidagéo
lipidica in vitro pela analise de TBARS dos compostos foi testada. Foi possivel
sintetizar compostos organicos de selénio derivados do linalol e compostos
organicos de enxofre derivados do eugenol utilizando glicerol como solvente. Os
compostos organicos de enxofre derivados (5 e 6) do eugenol exibiram melhor
atividade antioxidante de neutralizacdo de radicais em relacdo a todos os
compostos em estudo. Por outro lado, o tetraidrofurano (2) e a mistura com
tetraidropirano (3) de selénio derivados do linalol ndo exibiram atividade
antioxidante nos testes realizados.

Palavras-chave: atividade antioxidante, neutralizacdo de radicais, linalol,

eugenol, organocalcogénios.
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ABSTRACT

MARTINEZ, DEBORA MARTINS. Structural modification and antioxidant activity
of compounds derivatives of linalool and eugenol. 2011. Dissertacéo (Mestrado) —
Programa de Pods-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The aim of this work was to synthetize organochalcogens derivatives of linalool
(1) and eugenol (4) through alternative methods and to evaluate the antioxidant
activity in vitro of compounds. The capacity of neutralization of the free radicals
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azinobis-3- ethylbenzotiazoline-6-
sulfonic acid (ABTS), and the inhibition of lipid oxidation in vitro for the TBARS
analysis of compounds was tested. It was possible to synthetize organosselenium
compounds derivatives of linalool and organossulfur derivatives of eugenol using
glicerol as solvent. The organic sulphur compounds (5 e 6) eugenol derivatives
had better show antioxidant activity of neutralization of free radicals in relation to
all compounds in study. On the other hand, tetrahydrofuran (2) and mixture with
tetrahedropyran (3) compounds linalool derivatives had not shown antioxidant
activity in the carried through tests.

Key words: antioxidant activity, radical scavenging, eugenol, linalool,

organochalcogens.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

As alteracdes oxidativas em alimentos séo algumas das principais causas
da perda de qualidade dos produtos. A geracdo de compostos potencialmente
toxicos em sistemas alimentares devido a oxidagdo, promove a exposicdo da
saude do consumidor. Além disso as alteracdes de cor, odor, aroma e sabor
decorrentes da oxidagédo sdo efeitos que comprometem a aceitacdo sensorial de
produtos e promove muitas perdas econdmicas (ARAUJO, 2008).

A adicdo de antioxidantes é um meio eficaz para a prevencdo dessas
desordens, porém estudos envolvendo a investigacdo da seguranca de
antioxidante sintéticos apontam para alguns efeitos toxicos e mutagénicos em
determinadas concentracdes e condi¢cdes de exposicdo a esses compostos (ITO,
1986; WILLIAMS, 1999).

Nesse contexto, muitas pesquisas convergem para a identificacdo de
compostos naturais ou novas moléculas com propriedades antioxidantes, como
exemplo os 6leos essenciais e seus constituintes. As estruturas como o linalol e o
eugenol, um monoterpeno e um composto fendlico, respectivamente, sao
moléculas encontradas em 6leos essenciais de diversas espécies, sendo que as
fontes mais conhecidas e exploradas comercialmente sdo o 6leo essencial de
Ocimum basilicum (manjericdo) e de Eugenia Caryophillata (cravo-da-india).
Diversas propriedades biol6gicas sdo associadas ao linalol e ao eugenol,
incluindo a significativa atividade antioxidante.

Por outro lado, a aplicacdo direta em alimentos de 6leos essenciais ou
compostos constituintes tem uma série de limitagdes, variando entre estabilidade,
interacdo com ingredientes e outros aditivos e 0 impacto sobre as caracteristicas
sensoriais dos produtos (BURT, 2004).

Devido a influéncia econdbmica da deterioracdo de alimentos, o
desenvolvimento de novos agentes conservadores, como 0s antioxidantes, o
estudo relacionado a compostos semi-sintéticos continua sendo de interesse em
muitas pesquisas. Mais especificamente, a modificacdo quimica de compostos

naturais, como constituintes de 6leos essenciais através da funcionalizacdo com



grupos organocalcogénios (enxofre e selénio), pode ser uma alternativa aos
aditivos sintéticos atualmente utilizados.

A sintese de novas moléculas com o objetivo de modificar caracteristicas
quimicas ou obter novos compostos de interesse bioldgico sdo evidentes em
pesquisas, como € o caso dos estudos que demonstram os efeitos antioxidantes
de compostos organocalcogénios (ATMACA, 2004; NOGUEIRA, ZENI & ROCHA,
2004; TALAS, 2009).

Os compostos organicos contendo selénio e enxofre, de modo geral,
podem exibir propriedades antioxidantes em diferentes modelos experimentais,
sendo estas atribuidas possivelmente a habilidade desses compostos em
estabilizar radicais livres (ENGMAN et al., 2001b).

O presente trabalho teve como objetivos:

Objetivos gerais:

- Sintetizar compostos organocalcogénios derivados de linalol e eugenol,

constituintes de 6leos essenciais, utilizando métodos sintéticos alternativos.

- Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos compostos em estudo.

Objetivos especificos:

- Sintetizar compostos organicos de selénio derivados do linalol e
compostos organicos de enxofre derivados do eugenol utilizando métodos
sintéticos alternativos.

- Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos compostos em estudo
através da capacidade de neutralizacdo de radicais livres DPPH e ABTS

- Avaliar a atividade antioxidante dos compostos em estudo relacionada a
inibicdo da oxidacéo lipidica em substrato lipidico pela analise de substancias

reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Alteracdes oxidativas — aspectos relevantes

A deterioragdo de alimentos é inevitavel em razdo de sua natureza
biolégica e de diferentes tipos de intera¢des relacionados a fatores intrinsecos e
extrinsecos. Durante todas as etapas de processamento, distribuicdo e
armazenamento podem ocorrer diferentes tipos de reacdes quimicas e alteracdes
microbiolégicas. As rea¢Bes quimicas sdo representadas especialmente pela
oxidagcdo enzimatica e ndo-enzimética de lipidios e outros constituintes dos
alimentos. A oxidacdo lipidica é considerada, assim como as alteracdes
microbioldgicas, uma das principais reacdes que comprometem severamente a
qualidade geral e limita o tempo de conservagdo dos alimentos (SILVA, 1999;
CHOE e MIN, 2005).

As reacles oxidativas em alimentos ocorrem em funcdo de diversos
fatores, como a composicdo de acidos graxos, concentracdo de oxigénio,
umidade, presenca de metais, enzimas e o tipo de processamento envolvido na
producdo e durante armazenamento dos produtos. A formacgao de radicais livres
consiste na primeira etapa de uma série extremamente complexa de reacdes
guimicas na autoxidacao lipidica, que envolve acidos graxos insaturados na
presenca de oxigénio. As reacbes de decomposicdo ocorrem simultaneamente,
ocorrendo ao final a formagcéo de compostos como aldeidos, cetonas, alcoois e
hidrocarbonetos (Figura 1) (ARAUJO, 2008).

As mudangas mais acentuadas causadas pela oxidagcdo incluem a
alteracdo de cor, sabor e textura, o desenvolvimento de aromas indesejaveis, a
diminuicao do valor nutricional pela degradacéo de vitaminas, pigmentos e acidos
graxos essenciais, e a producdo de compostos téxicos prejudiciais a saude
(SILVA, 1999; SOARES, 2002).

A oxidacdo lipidica em sistemas alimentares € iniciada por mecanismos
envolvendo a formacdo de radicais livres e consequentemente uma série de
reacdes auto-cataliticas.

Ocorre simultaneamente a formacdo de compostos derivados que



dependem da composicdo do alimento e de fatores envolvidos na cadeia
produtiva. Os compostos gerados podem ser absorvidos pelo organismo e causar
danos oxidativos e mudancas deletérias no metabolismo de alguns grupos de

compostos no organismo (KUBOW, 1992).

I
HOOC—CH,{CHy-CH=CH—CHy[CH, CH; =g __C_C=C—

o
2
ERO Radical livre
luz UV, calor
pigmentos, metais.
02
woR

o-0°

Radical peroxil

|
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Triacilglicerol

H HH

. P . . - . | | |

Aldgldos, Amgos, Alcoois, Epo6xidos, R + —C—C=C
Polimeros, Hidrocarbonetos, outros - 6OH

Oxidacao secundaria
Hidroperéxido

Figura 1 — Representacao geral da oxidacdo do acido oléico (Adaptado de
ARAUJO,2008).

Os aspectos envolvidos na ingestdo de 6leos e gorduras alterados sao
representados pelos riscos a saude associados a presenca de compostos como
hidroperoxidos derivados de &cidos graxos, malondialdeidos e dimeros de
triglicerideos. Os efeitos nocivos sao atribuidos a atividade aterogénica,
carcinogénica, mutagénica e citotoxica causadas por exemplo por oxiesterois
(GUARDIOLA et al, 1996). Os compostos como aldeidos insaturados, os
malondialdeidos, sdo compostos secundarios da oxidagao lipidica associados a
efeitos degenerativos, pela capacidade de se ligarem ao DNA, peptideos e
proteinas, alterando o funcionamento dessas moléculas (HALLIWELL e
CHIRICO, 1993).
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Além disso, os produtos da degradacao de lipidios podem ser absorvidos
pelo figado e, mesmo ndo havendo absor¢cdo, representam risco a mucosa
intestinal.

Ainda em relacdo aos danos a saude, os peroxidos afetam a atividade
enzimatica, das lipoproteinas como proteinas de baixa densidade (LDL), agindo
dessa forma como promotores de carcinogénese. Além desses fatos, a interagéo
de peréxidos com as LDL pode ser a principal causa de doencas
cardiovasculares (ARAUJO, 2008).

O aumento da estabilidade oxidativa de alimentos e consequente inibicao
da formacao de compostos toxicos, sdo alcancados com 0 uso de substancias
antioxidantes, as quais promovem num contexto amplo, a protecdo a saude e
prevencao de perdas econdmicas (YANISHLIEVA et al., 1999).

Além das alteracbes decorrentes de processos oxidativos em alimentos,
a exposicao excessiva a radicais livres em sistemas biolégicos, devido a fatores
exdégenos e ao desequilibrio entre a protecdo antioxidante do organismo,
contribuem para a decorréncia de danos celulares e o desenvolvimento de alguns
tipos de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (TALAS, 2009).

Os principais agentes promotores da oxidagdo em sistemas biolégicos
sdo as espécies reativas de oxigénio (ERO), como os radicais: anion superoxido
(O2"), hidroxil (OH), peroxil (ROO), alcoxil (RO’) e hidroperoxil (HOO). Espécies
nao-radicais sao o peréxido de hidrogénio (H20,), ozbnio (O3) e o oxigénio
singlete (*0,). As ERO s&o as principais promotoras da iniciacdo das reacgées
oxidativas e s&o formados durante o metabolismo normal no corpo humano,
como subprodutos da respiracdo celular e da sintese de estruturas mais
complexas. Essas espécies em determinadas condicdes podem causar a
oxidacao de lipidios, acidos nucleicos e proteinas, sendo correlacionadas com o
desenvolvimento de carcinogénese, doencas neurodegenerativas e inflamatorias
(VALKO et al., 2006; DE FLORA et al., 2007).

Os radicais livres, sdo moléculas que possuem elétrons ndo-pareados no
orbital externo, sdo muito instaveis e reativas sendo as principais causadoras de

danos oxidativos.
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Embora sejam associados muitos efeitos desfavoraveis causados por
radicais livres, essas moléculas sdo requeridas em muitos processos bioquimicos
normais, como no caso de atague a microrganismos patdogenos, na sinalizacéao e
controle do crescimento celular, na detoxicacdo de substancias estranhas e
toxicas presentes em alimentos e na oxidac&o do etanol (ARAUJO 2008).

O sistema antioxidante natural do organismo reage contra esses
desequilibrios através da acdo de uma série de enzimas antioxidantes como a
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPXx),
glutationa redutase (GSH-R), de moléculas como glutationa (GSH) e cisteina
(CIS) e de suplementos exdgenos como o acido ascorbico e tocoferol
(YOSHIHARA et al., 2010).

As enzimas antioxidantes e as respectivas reacdes envolvidas em suas

atividades em defesa antioxidante estéo representadas na Tabela 1.

_ SOD CAT
02 > H202 > Hzo
GPx
Detoxicacdo g GST GSH GSSG

de substancias

GR

Figura 2 — Enzimas antioxidantes. (SOD: Superoéxido dismutase; CAT: Catalase;
GPx: Glutationa peroxidase; GST: glutationa S-transferase; GSH: Glutationa
reduzida; GSSG: Glutationa oxidada; GR: Glutationa redutase). (Adaptado de
ARAUJO, 2008).
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2.2. Antioxidantes naturais

Os antioxidantes sao substancias ou compostos que atuam inibindo e/ou
diminuindo os efeitos desencadeados pela acdo de radicais livres e compostos
oxidantes. A importancia no setor alimenticio € associada a qualidade geral de
alimentos susceptiveis a oxidacdo (ARAUJO, 2008).

Os estudos envolvendo compostos com propriedades antioxidantes
apontam que alguns antioxidantes sintéticos podem apresentar efeitos toxicos e
mutagénicos em determinadas concentracoes e fatores de exposicao (ITO, 1986;
WILLIAMS, 1999). Nesse sentido, algumas pesquisas indicam que antioxidantes
comumente utilizados industrialmente como butilhidroxitolueno (BHT) e
butilhidroxianisol (BHA) apresentam efeitos carcinogénicos em alguns
experimentos in vivo (LINDENSCHMIDT et al.,1986).

Sob a perspectiva da investigagdo de fontes naturais de compostos e de
novas moléculas com propriedades antioxidantes, muitas pesquisas séao
direcionadas na busca por alternativas a substituicdo de antioxidantes sintéticos
comumente utilizados, ou na tentativa de fazer associacbes entre eles
objetivando a diminuicdo em suas aplicacdes industriais (FEJES et al., 1998;
NUNES et al., 2001; SAYADI, 2005).

Os efeitos desejados de compostos antioxidantes sdo a inativacdo de
radicais livres, a complexacdo com ions metalicos e/ou a reducdo de
hidroperoxidos a compostos estaveis que ndo produzam radicais livres ou
formem compostos de decomposigao toxicos. Os critérios como estabilidade sao
levados em consideracdo na escolha e incorporagdo de compostos antioxidantes
em alimentos, assim como o conhecimento das interacdo com ingredientes e
outros aditivos, o desenvolvimento de atributos sensoriais e sua eficiéncia
considerando as diversas etapas que envolvem o processamento de alimento
(BECKER, NISSEN e SKIBSTED, 2004).

Muitos compostos de ocorréncia natural sdo conhecidos por exibirem
largo espectro de atividade biolégica, destacando-se as propriedades
antioxidantes. Os 6leos essenciais sdo produtos naturais constituidos de diversas

moléculas de interesse devido aos efeitos antioxidantes. Sua importancia
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comercial e em pesquisas cientificas esta associada a sua viabilidade de usos e
aplicacdes como compostos naturais biologicamente ativos (MIGUEL, 2010).

Oleos essenciais sio definidos como uma mistura complexa de diversas
substancias volateis e lipofilicas, extraidas de diferentes partes de plantas.
Dentre 0s compostos organicos constituintes encontram-se hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, cetonas, fenodis, ésteres, acidos organicos entre outros, 0s
quais apresentam como principal caracteristica a volatilidade, o que os difere dos
lipideos (SIMOES & SPITZER, 1999).

Os interesses da utilizagdo de muitos 6leos essenciais sdo associados as
diversas potencialidades bioldégicas como atividade antibacteriana, antifungica e
antioxidante. Além disso, aspectos sensoriais como aroma e odor séo
interessantes para a utilizacdo desses produtos como aromatizantes na inddstria
farmacéutica e de alimentos (TEISSEDRE e WATERHOUSE, 2000).

A atividade antioxidante de Oleos essenciais e outras propriedades
bioldgicas despertam interesse devido a possibilidade de serem usados como
conservantes em alimentos e inibir efeitos téxicos relacionados a degradacéo
oxidativa dos substratos.

Da mesma maneira, a atividade antioxidante de 6leos essenciais e seus
constituintes pode ter papel importante na prevencao de doengas associadas ao
estresse oxidativo e danos celulares causados por radicais livres (MIGUEL,
2010).

Entre as classes de substancias quimicas encontradas em oOleos
essenciais, 0s monoterpenos, assim como 0s compostos fendlicos séao
considerados 0s principais responsaveis pela atividade biolégica de fontes
naturais (GRASSMANN, 2005). O potencial antioxidante dessas moléculas
depende da estrutura quimica, sendo o mecanismo de atividade antioxidante
mais comum de compostos fendlicos, por exemplo, relaciona-se diretamente a
habilidade de transferéncia de um atomo de hidrogénio da hidroxila fendlica aos
radicais livres da reacdo em cadeia de oxidagdo. Desta maneira esses
compostos inibem ou retardam a propagacdo da oxidacdo preservando o
substrato oxidavel (INGOLD, BURTON e WAYNER, 1986; KITAGAWA et al.,
1992).
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Dentre os constituintes de éleos essenciais mais estudados, destaca-se o
eugenol (4-alil-2-metoxifenol), um o-metoxifenol, é encontrado em diversos 6leos
essenciais sendo o composto majoritario (80-95%) do 6leo essencial de cravo-da-
india (Eugenia caryophyllata) de grande importancia comercial (SZABADICS e
ERDELYI, 2000; CHAIEB et al, 2007). A atividade antioxidante desse 6leo
essencial, assim como de O6leos que contenham alto teor de eugenol na
composicdo, € atribuida em maior parte a eficiéncia dessa molécula em
neutralizar radicais livres (TAIRA et al., 1992; OGATA et al., 2000; LEE, 2001;
SHAN et al., 2005; LEE, 2005a; CHAIEB et al., 2007). Outras funcdes biolégicas
sdo associadas ao eugenol, como anestésica, antisséptica, antifingica,
anticarcinogénica e antimutagénica (COSTA, 2000; LEE et al., 2005b).

Por outro lado, alguns estudos indicam que o-metoxifendis podem
apresentar efeitos pré-oxidantes dependendo de fatores como pH e solubilidade,
potencial redutor de metais e atividade quelante. Efeitos citotéxicos desse grupo
de compostos podem ser dependentes da atividade bioldgica e estabilidade do
radical fenoxil (2), um intermediario na estabilizacdo da carga gerada pela doacdo
do radical H da hidroxila fendlica do eugenol (Figura 3) (ATSUMI et al., 2000,
2001).

OH o* o)
H3CO H3CO H3CO
I
Eugenol Radical Fenoxil Quinona
1 2

Figura 3 — Estrutura quimica do eugenol e intermediarios em reacdes como
antioxidante. Fonte: ATSUMI et al, 2000.

O oleo essencial de Ocimum basilicum (manjericdo) também exibe
atividade antioxidante e ¢é fonte de linalol (57-70%), um monoterpeno
funcionalizado de importancia biologica e industrial (ANWAR, 2008; GAIO, 2008;
DUMAN et al., 2010; BASSOLE, 2010).
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Outros compostos como estragol, eugenol e 1,8-cineol, também séo
encontrados no 6leo essencial em quantidades expressivas (HASEGAWA et al.,
1997; LEE et al., 2005c).

O linalol tem grande importancia comercial, sendo 0 manjericio uma
fonte sustentavel para sua extracdo. Os processos envolvidos para a extracao do
produto desta planta sdo economicamente viaveis sendo possivel a preservagédo
da espécie Aniba rosaeodora, uma arvore nativa da Amazbnia que esta em
extincdo devido a exploracdo para a producéo de linalol (DOS SANTOS, 2005c).

O linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol) é encontrado em fontes naturais
em duas formas de isébmeros, o S-(+)-linalol e R-(-)-linalol. Os estereoisémeros
tem a mesma estabilidade, porém tem odores diferentes e contribuem para o
aroma de diversas plantas. A forma R(-)-linalol € a majoritaria no 6leo essencial
da espécie Ocimum basilicum (BACKTORP et al., 2006). A importancia biolégica
do linalol é representada pela capacidade antioxidante associada ao mecanismo
de neutralizacdo de radicais livres (SAWAMURA et al., 2000; ANWAR et al.,
2008) e também pelos efeitos antibacterianos e antifungicos (DUMAN et al.,
2010). Além disso, o linalol exibe diversas atividades bioldégicas em sistemas in
vivo, como atividade antiproliferativa de células tumorais (LOIZZO et al., 2008) e
anti-inflamatoria (PEANA et al., 2002).

Tanyildizi et al. (2009) evidenciaram o efeito antioxidante in vivo do linalol
associado a diminuicdo da formacdo de malondialdeidos (MDA) na peroxidacdo
lipidica induzida. Em outro estudo, Celik e Oskaya (2002) demonstraram que 0
efeito inibitorio da peroxidagéo lipidica in vivo atribuido ao linalol € comparéavel a
do a-tocoferol e do &cido lipdico, podendo dessa forma proteger acidos graxos
insaturados, com perspectiva de uso em terapias complementares aos danos
causados pelo estresse oxidativo.

A auto-oxidacao do linalol pode ser o mecanismo de acao antioxidante do
composto, onde os radicais gerados sdo formados devido a abstragdo de um
atomo de H da molécula na presenca de O,. Na molécula do linalol, os sitios de
ligacdo dos carbonos C5, C8 e C10 sao alilicos, C6 é vinilico e C4 é alquilico,

sendo que em todos os sitios existe a possibilidade de ocorrer a abstracdo de um
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atomo de H. Os radicais hidroperdxido mais comuns formados nesta reagdo
estdo representados na Figura 4.

O tipo de radical hidroperoxido formado depende da estabilidade e
energia de formacao (BACKTORP et al., 2006).
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Figura 4 - Estruturas do linalol e de diferentes produtos da autoxidacao.
Fonte: BACKTORP et al., 2006.

Segundo Backtorp et al. (2006) os hidroperdxidos formados mais

facilmente s&o os representados na Figura 5.

| \ OH / OOH
HOO

Figura 5 - Hidroperoxidos formados na oxidagao do linalol. Fonte: BACKTORP et
al., 2006.



A eficiéncia antioxidante de 6leos essenciais e seus constituintes variam
de acordo com a composicao e pureza dos compostos, sendo que a composi¢ao
depende de fatores ambientais, de processamento e conservacdo. As
caracteristicas como volatilidade, odor e os aspectos referentes a estabilidade
dos compostos e interagdes com outros compostos, quando aplicados em
diferentes sistemas, sdo fatores relevantes para o estudo de suas aplicacdes
industrial. Outros fatores como o impacto sensorial, conferéncia de odor e aroma
por exemplo, limitam as aplicacbes diretas desses compostos em alimentos
(BURT, 2004).

2.3. Compostos organicos de selénio

Conforme mencionou-se, o sistema antioxidante do organismo €
constituido de enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase (GPx) e de
moléculas como a glutationa (GSH) e a cisteina (YOSHIHARA et al., 2010).

O selénio é um importante elemento traco na dieta humana. Tem
importancia fundamental no funcionamento normal de organismos por fazer parte
da estrutura de selenoproteinas e selenoenzimas das defesas antioxidantes
endogenas. Além disso € um catalisador na producdo de hormdnio ativo da
tiredide (RAYMAN, 2000).

Mais especificamente, o elemento faz parte do sitio ativo da GPx sendo
constituinte da estrutura da selenocisteina. A GPx atua catalisando a reducao de
peroxidos através da GSH, em mecanismos de protecdo de membranas celulares
aos danos oxidativos (SINGH et al., 2005). No sitio catalitico da GPx no residuo
de selenocisteina de sua estrutura ocorre a formacéo do selenol (GPx-SeH) com
funcdo ativa na reducéo de hidroperoxidos e peroxidos. O GPx-SeH é oxidado a
acido selénico (GPx-SeOH), que reage com a glutationa reduzida (GSH)
formando o composto sulfeto de selenila (GPx-SeSG). Outra molécula de GSH
regenera o sitio ativo da enzima pela reacdo com o sulfeto para formar a
glutationa oxidada (GSSG) conforme a Figura 6 (SINGH et al., 2005).
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Com a compreenséo do mecanismo envolvido, estudos demonstram que
compostos organicos de selénio, podem mimetizar a acdo enzimatica da GPx in
vitro, como o ebselen (2-fenil-1,2-benzoisosselenazol-3-(2H)-ona), seus
analogos, selenamida, derivados relacionados e enzimas semi-sintéticas
selenossubstituidas (SIES, 1993).

ROH
GPx-SeOH
ROOH
GSH
GPx-SeH <
H,O
GSSG
GPx-SeSG
GSH

Figura 6 — Ciclo catalitico da atividade antioxidante da glutationa peroxidase.
Fonte: SINGH et al., 2005.

Em véarios estudos compostos organicos de selénio apresentam
importante atividade antioxidante in vitro e in vivo, relacionada ao potencial redox
do elemento. Essas atribuicbes incentivam pesquisas por compostos
antioxidantes apropriados para atuar como neutralizadores de radicais livres e
espécies reativas de oxigénio (ROSSATO et al., 2002).

Outro aspecto que contribui para o potencial antioxidante de compostos
organicos de selénio baseia-se no fato de que o elemento tem menor carater
eletronegativo contribuindo para a ocorréncia de transferéncia de elétrons a
radicais peroxila e alcoxila em processos oxidativos (ENGMAN et al., 2001b).
Umo mecanismo viavel na acdo antioxidante desses compostos é a reducao de
hidroperdxidos organicos aos alcoois correspondentes, assim como a capacidade
guelante de metais que alguns compostos exibem como mecanismo
complementar ao potencial de neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio
(BATTIN e BRUMAGHIM, 2009).

Por outro lado, Lin et al. (2005) ao avaliarem o potencial antioxidante in

vitro de ésteres polifendlicos derivados do éster do acido cafeico, compostos a e
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b funcionalizados com selénio e outros anélogos (Figura 7), observaram que a
adicdo do calcogénio ndo promoveu aumento da atividade antioxidante em
relacdo aos compostos de origem, sem modificacdo quimica. Os autores
associam este comportamento ao fato de que, embora o selénio possua potencial
de neutralizacdo de radicais livres e de decomposi¢cdo de peroxidos, alguns
métodos possuem limitacbes para avaliar a atividade antioxidante de
determinados compostos. Portanto faz-se necessario para a determinacdo da
relacdo estrutura-atividade de diferentes classes de compostos organicos de
selénio o uso de métodos adequados na investigacdo cientifica (BATTIN e
BRUMAGHI, 2009).

O O
HO s
R NN O/\/Se H\ AN o/\/ e
S
R HO
a: R=0Ac c: 2,4 0OH
b: R = OCH3 d: 2,5 OH
e: 3,4 OH
f:3,50H

Figura 7 — Estruturas quimicas de ésteres acidos polifendlicos contendo selénio.
Fonte : LIN et al, 2005.

Contribuindo para a investigacdo dos potenciais biol6gicos dos compostos
organicos de selénio, muitos pesquisadores avaliram seus efeitos em sistema
diferenciados, o que amplia as perspectivas de estudo e utilizacdo dos mesmos.
O disseleneto de difenila, por exemplo, exibe efeito antinociceptivo e
antiinflamatério (SAVEGNAGO et al., 2007a,b), antitlcera (SAVEGNAGO et al.,
2006), hepatoprotetor (BORGES et al., 2005), anti-hiperglicemiante (BARBOSA
et al., 2006) e pode retardar o desenvolvimento de cancer (BARBOSA et al.,
2008) segundo alguns estudos. Efeitos hipocolesterolémico e antioxidante in vivo
também ja foram relatados (DE BEM et al., 2009).

Além dessas propriedades, alguns compostos organicos de selénio
promovem inibicAo do desenvolvimento de algumas bactérias patogénicas,

fungos e virus (MLOCHOWSKI, 2008). Portanto, seguem crescentes as
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pesquisas por novos compostos dessa classe, desenvolvidas em diferentes areas
e sob novas perspectivas de investigacdo cientifica.

2.4. Compostos organicos de enxofre

O enxofre € um elemento essencial em funcdes fisiolégicas normais e
estd presente em aminoacidos, proteinas, enzimas e micronutrientes. O
suprimento das necessidades nutricionais do elemento na dieta humana é dado
pelo consumo de alimentos como vegetais, frutas e laticinios (ATMACA, 2004)

Alguns compostos biologicamente ativos contendo enxofre séo a cisteina
(CIS), metionina, taurina, glutationa (GSH), N-acetilcisteina (NAC) e outros que
apresentam varias evidéncias referentes as propriedades antioxidantes.

Os tidis sdo representados por moléculas como a cisteina (CIS) e
glutationa (GSH), enquanto que os dissulfetos sao representados pela cistina e
acido lipdico (Figura 8). Alguns desses compostos sdo encontrados naturalmente
em alimentos, como a glutationa e a cisteina em concentracdes variaveis em
vegetais e frutas (ERCAL et al., 2004; DEMIRKOL et al., 2004).
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AN (@) OH

o o)
O O\\ /OH )J\/\ /S
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Glutationa reduzida Taurina Cistina

Figura 8 — Estruturas quimicas de alguns compostos organicos de enxofre
bioativos.



A NAC tem potencial de neutralizagdo de radicais livres, resultante de
reacoes nucleofilicas com ERO e pode interagir diretamente com os residuos de
cisteina nas proteinas mantendo o estado reduzido dessa molécula, o qual &
fundamental para a preservacao de sua atividade (ARUOMA et al., 1989).

O acido lipéico, na forma oxidada, um dissulfeto, pode atuar como
neutralizador do radicais hidroxil e do oxigénio singleto, além de apresentar efeito
guelante de metais de transicdo (DENEKE, 2000).

A glutationa reduzida e a cisteina (Figura 7) sdo importantes
antioxidantes que protegem as células de alguns danos causados pelo estresse
oxidativo, sendo o mecanismo atribuido a regulacédo biolégica do estado redox
tiol/dissulfeto. Neste sentido, torna-se importante o entendimento dos processos
de oxi-redugcdo em sistemas complexos na presenca de compostos bioativos
como outros compostos organicos de enxofre (DENEKE, 2000).

Assim como 0s compostos organicos de selénio, os compostos contendo
enxofre apresentam multiplos e complexos mecanismos de atividade
antioxidante, dentre eles a capacidade de neutralizar ERO e capacidade quelante
de metais (BATTIN & BRUMAGHIM, 2009).

Devido as atribui¢cdes de funcionalidades desses compostos, ha um forte
interesse em sua aplicacdo como conservantes de sistemas complexos, como de
alimentos. A adicdo de compostos organicos de enxofre lipofilicos, como dialil
sulfeto (DAS) e dialil dissulfeto (DADS) e hidrofilico, como N-acetilcisteina (Figura
7) em carne demonstra o potencial antioxidante desses compostos em baixas
concentracdes no que se refere a diminuicdo da formacédo de metamioglobina e
diminuicdo da oxidacao lipidica. Segundo Yin e Cheng (2003), estas espécies
tem efeitos superiores ao a-tocoferol na inibigdo da oxidagéo lipidica.

A capacidade de DADS e de outros compostos de neutralizar radicais
superoéxido foi evidenciada por Kim et al (2006). Além disso, DAS e DADS exibem
efeito antimicrobiano sobre o crescimento de algumas bactérias patogénicas e de
bactérias aerobias (YIN e CHENG, 2003).

Por outro lado, existem algumas evidéncias de que compostos organicos

de enxofre promovam efeitos adversos e toxicos a saude devido a
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comportamentos pro-oxidantes (SAHU; WLODEK, 2002). Muitos desses efeitos
s8o atribuidos a formac&o de radicais RS originados na autoxidacéo de tidis

catalisada por metais. Além disso pode ocorrer a formacéo de tiilperéxidos, os
quais podem promover dano celular. A diminuicdo da toxicidade desses radicais
pode ocorrer com a formacgéo de dissulfetos (DENEK, 2000).

A formacéo de ligacdes dissulfeto é importante na sintese de proteinas
em sistemas biologicos e na sintese organica de moléculas poliméricas (TAM et
al., 1991). O mecanismo de formacao desse tipo de ligacdo envolve uma série de
trocas tiol/dissulfeto que pode ser mediada por enzimas ou por reagentes
oxidantes como cistina, glutationa oxidada, oxigénio, iodo, dimetilsulfoxido e
outros (TAM et al., 1991). Nesse sentido, nhovos métodos vem sendo estudados a
fim de promover o acoplamento oxidativo de tidis para dissulfetos de interesse no

ponto de vista sintético e bioldgico.

2.5. Modificacdo quimica de compostos antioxidantes

O interesse na sintese de compostos de ocorréncia natural e analogos é
crescente aliado ao aprimoramento e desenvolvimento de novos métodos e
estratégias sintéticas (DAVIES, 2009). Nessa linha de pesquisa, a modificacdo
quimica de algumas moléculas de fontes naturais tem como objetivos modificar
algumas caracteristicas como estabilidade quimica, oxidativa e térmica, assim
como de solubilidade visando ampliar seus usos e aplicacdes. A sintese de
compostos semi-sintéticos ligada a esses interesses incentiva a busca por novas
moléculas bioativas com possivel aplicacdo industrial. A sintese de compostos
derivados de produtos naturais pode ter impacto ndo somente na producdo de
agentes conservadores, como 0s antioxidantes, mas também de compostos
funcionais de alimentos (PLOU et al., 2008).

Na perspectiva de modificar quimicamente e potencializar fungdes
biologicas de moléculas organicas de origem natural em muitos estudos relata-se
a sintese de varios compostos organocalcogénios (ROBILLARD e INGOLD et al.,
1986; ENGMAN et al., 2001a; SHANKS et al., 2005).
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A modificagdo quimica de compostos de ocorréncia natural pode ser
exemplificada pela a-selenacédo do (R)-citronelal, um terpeno quiral constituinte
majoritario do Oleo essencial de citronela (Cymbopogon nardus (L) Rendle),
originando os compostos 2-fenilseleno citronelal a e 2-fenilseleno citronelol b
(Figura 9) (LENARDAO et al., 2009). Segundo 0 mesmo estudo, 0S compostos
sintetizados exibiram atividade antimicrobiana superior ao (R)-citronelal frente a
bactérias patogénicas como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Salmonella enteridis.

\SeCgHs SeCgHs

COH OH

a b
Figura 9 — Estrutura quimica do 2-fenilseleno citronelal (a) e do 2-fenilseleno
citronelol (b).
Fonte: LERNARDAO et al. 20009.

Considerando o potencial antioxidante de muitos produtos naturais como
os compostos fendlicos, estudos correlacionam sua eficiéncia através da
avaliacao da taxa de transferéncia de hidrogénio aos radicais peroxil pela entalpia
de dissociacéo da ligagcdo O-H, e com isso aumentando a eficiéncia antioxidante.
Grupos elétron doadores substituintes em posi¢cdes orto e para em compostos
fendlicos, em geral diminuem a entalpia de dissociacdo da ligacdo O-H (BRIGATI
et al, 2002).

Diversos autores pesquisaram a influéncia de organocalcogénios na
atividade antioxidante de compostos organicos. Como exemplo tem-se a sintese
de derivados (Figura 9) do a-tocoferol 4, os quais diferem do composto de partida
pela substituicdo do atomo de oxigénio da molécula por um atomo de selénio 4a
(SCHIESSER et al, 2001) ou de enxofre 4b (ROBILLARD e INGOLD et al, 1986)

(Figura 10), sendo necessarias diversas etapas reacionais para sua sintese.
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Figura 10 — Estrutura quimica de analogos do a-tocoferol contendo enxofre e
selénio. (Adaptado de SCHIESSER et al, 2001; e ROBILLARD e INGOLD et al,
1986).

Nesses estudos, o composto 4a derivado do tocoferol mostrou-se menos
eficiente que o tocoferol (SCHIESSER et al, 2001) e o andlogo 4b néo
apresentou diferenca significativa na atividade antioxidante comparativamente ao
composto de partida 4 (SHANKS et al, 2005).

A funcionalizagdo do butilidroxianisol BHA 5, um antioxidante sintético
empregado industrialmente em diversos produtos, com a substituicdo do oxigénio
do grupo metoxila (Figura 11) por organocalcogénios S, Se e Te foi estudada por
Shanks et al. (2005) em relacdo a entalpia de dissociacdo da ligacdo O-H.

Os compostos orto-substituidos com enxofre e selénio (6 e 7) ricos em
elétrons, apresentaram leve decréscimo na energia de dissociacao da ligacédo O-
H, diferente do efeito da substituicio com telario 8 o qual proporcionou

significativo decréscimo nesse parametro em relagéo ao BHA 5.

OH OH
X.
- . CgHi6
O _0O

5 6 X=S
7 X=Se
8 X=Te

Figura 11 — Compostos organocalcogénios derivados do BHA. Fonte: SHANKS

et al., 2005.
De modo geral, considera-se que o enxofre seja mais eficiente que o
oxigénio em estabilizar espécies radicalares (LUEDTKE e TIMBERLAKE, 1985).
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Grupos substituintes que contenham o elemento, na posi¢ao para de compostos
fenolicos podem aumentar a atividade antioxidante dos compostos devido a
diferentes efeitos (SHANKS et al., 2006). Esses efeitos sao relatados na literatura
para fendis contendo grupos contendo enxofre como substituintes, devido a
possibilidade de atuarem como antioxidantes pela neutralizacdo de radicais
peroxidos através da transferéncia de um atomo de H do grupo OH e pela
decomposicdo de hidroperéxidos aos alcoois correspondentes, por uma reacao
gue envolve o ataque nucleofilico do enxofre ao oxigénio (SHANKS et al., 2006).
A sintese de compostos organicos de selénio derivados do linalol (3) &
relatada na literatura, porém os efeitos da adicdo de grupos contendo Se a
molécula, em relacéo a atividade antioxidante, ndo foram investigados (WARD e
COOPER, 1995, 2004; URONES et al, 1995). Como exemplo, tem-se a obtencéo
de di-idroxisselenetos a partir de alcoois alilicos, incluindo o linalol, foi estudada
por Ward e Cooper (2004). Nesse estudo a modificacdo quimica do linalol foi
realizada utilizando como espécie eletrofilica de selénio, 0 CgHsSeCl, acetonitrila
e dgua como solventes e temperatura ambiente por um tempo relativamente

longo (24 h), dando origem a uma mistura de enantibmeros (9 e 10) (Esquema 1).

| C6H589C|

| Acetonitrila/H,0O (1:5)

CgHsSe
24 h, ta 6

3

Esquema 1 — Sintese de di-idroxisselenetos derivados do linalol. Fonte: WARD e
COOPER, 2004.

Outro tipo de reacado envolvendo a funcionaliza¢do de alcoois insaturados
€ a fenilselenoeterificagdo, um tipo de reacdo relativamente simples para a
obtencdo de tetraidrofuranos, diidrofuranos e tetraidropiranos contendo selénio
(PETRAGNANI, STEFANI e VALDUGA, 2001). Tetraidrofuranos e

tetraidropiranos substituidos sao interessantes por serem moléculas de
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ocorréncia natural, e em sintese organica terem importante funcéo na sintese de
alguns compostos organicos bioativos (PAQUETE et al., 1995).

O mecanismo reacional da fenilselenoeterificacdo de alcoois alilicos
envolve o ataque da ligacdo dupla (C=C) mais substituida do alcool a espécie
eletrofilica de selénio, levando a formacg&o do ion selendnio como intermediario.
Em seguida o grupo OH reage intramolecularmente levando a formacéo do
heterociclo (GRUTTADAURIA et al. 2001).

A fenilselenoeterificacdo de alguns alcoois terciarios, como o linalol 3, foi
estudada por Mojsilovic e Bugarcic (2001). Os autores verificaram que 0 uso de
piridina, facilita a formacdo do composto tetraidrofurano 11 em relagdo ao
tetraidropirano 12 derivados do linalol (Esquema 2). Adicionalmente, os
rendimentos e seletividade obtidos com o uso de espécies eletrofilicas de selénio
como CgHsSeBr e CgHsSeCl na presenca de piridina ndo foram significativamente
diferentes (MOJSILOVIC & BUGARCIC, 2001).

b
/Z\
— \> —

CeHsSe™”
/ \
SeCgHg
j?\{SeCG% /j(otg

11 12

2

\!

Esquema 2 — Esquema geral da sintese de tetraidrofurano e tetraidropirano na
selenoeterificacao do linalol. (Adaptado de MOJSILOVIC e BUGARCIC, 2001).

Em &lcoois terciarios com ligacdo dupla terminal dissubstituidos, embora
a regra de Markovnikov indique que o grupo CgHsSe™ seja adicionado ao carbono
menos substituido formando o carbocation mais estavel, a reacdo ocorre
preferencialmente envolvendo o ataque do oxigénio ao carbono menos

substituido em funcédo de efeitos estereoeletrénicos, produzindo como derivados
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principalmente o tetraidrofurano 11 (Esquema 2) (MOJSILOVIC e BUGARCIC,
2001).

Outros tipos de modificacBes quimicas em compostos naturais, como a
introducdo de um grupo polar hidroximetila (CH3OH) ao anel benzénico de
compostos fenolicos, como carvacrol, timol e eugenol foram estudadas por
Mastelic et al (2008). O composto derivado 13 com grupo substi/;tuinte
apresentou neste estudo melhor atividade antioxidante de neutralizacdo de
radicais DPPH que o composto de partida. A contribuicdo do grupo CH3OH na
transferéncia de um &tomo de H ao radical livre (DPPH) é demonstrada no

Esquema 3.
opPH’ ) ‘
CH .
oy O)
HOH,C OCH3 HOH,C OCHg
DPPH-H
13
DPPH.—\
o
H
HO—Cy_ OCH; Hofg\r OCH,
ﬁ H

DPPH-H

Esquema 3 — Efeito do substituinte hidroximetila na estrutura do eugenol na
atividade antioxidante de neutralizacdo de radicais DPPH. Fonte: MASTELIC et
al., 2008.

Fujisawa et al. (2007) sintetizaram compostos organicos de enxofre
derivados do isoeugenol 14, conforme o Esquema 4. Os compostos 14a e 14b

exibiram alguns efeitos antioxidantes superiores aos do isoeugenol.
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OH OH
O— O—
RSH
CF3S03Si(CHa)3
= SR
14 14 aR = C,Hg
14bR= CGH:,

Esquema 4 - Sintese de compostos organicos de enxofre derivados do
isoeugenol. Fonte: FUJISAWA et al, 2007.

Em diversos estudos nota-se que a sintese de compostos organicos de
enxofre e de selénio e a perspectiva de avaliagdo das propriedades quimicas e
biolégicas conduz a novas investigacdes para a ampliagdo de seus usos e

possiveis aplicacdes industriais.

2.6 Métodos alternativos em sintese organica

O desenvolvimento de métodos para a sintese e modificacdo quimica de
compostos bioativos, assim como em diferentes processos quimicos de
investigagdo em escala laboratorial e industrial ttm aumentado no sentido de se
obter processos sustentaveis e que promovam a reducdo do impacto ambiental.
Este tipo de pesquisa esta em franco crescimento incluindo novos métodos
sintéticos adotando os principios da Quimica Verde (LENARDAO et al., 2003).

O conceito de Quimica Verde é relacionado a tecnologia limpa pelo
desenvolvimento e implementacdo de produtos quimicos e processos que
reduzam ou eliminem o uso ou geragdo de substancias nocivas a saude e ao
ambiente. Essas medidas podem ser classificadas em categorias que consistem
no uso de fontes renovaveis ou recicladas de matéria prima, no aumento da
eficiéncia de energia e na abstracdo do uso de substancias toxicas e
biocumulativas em processos quimicos (LENARDAO et al., 2003).

Os métodos mais limpos em sintese organica sdo desenvolvidos
especificamente a partir de alguns parametros como a substituicdo de solventes
organicos volateis e o uso de fontes alternativas de energia. Os requisitos para

gue um solvente seja alternativo ou verde sao a disponibilidade, baixa toxicidade
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e apresentar condicbes de ser reciclavel. O glicerol, obtido como co-produto no
processamento de obtencdo do biodiesel, € obtido de fonte renovavel e
apresenta estas caracteristicas. O uso do glicerol como solvente é relatado na
literatura em diferentes reacdes, como na tioacetilacdo de grupos carbonilicos,
publicado recentemente por Perin et al. (2010). O glicerol também é empregado
como solvente e doador de hidrogénio a varios compostos organicos insaturados
em reacOes cataliticas apresentadas por Wolfon et. al. 2009. Além disso, sua
utilizacdo como solvente permite facilmente a reciclagem de catalisadores e a
separacao de produtos (WOLFON et al., 2009).

Assim como o glicerol, os liquidos ibnicos apresentam estas
caracteristicas e vantagens na utilizacdo como solventes em métodos mais
limpos, como a baixa pressdo de vapor e alto ponto de ebulicdo
(NARAYANAPERUMAL et al., 2009, 2010; GU e JEROME, 2010). Por definicdo
os liquidos ibnicos sdo sais fundidos a temperatura ambiente com diversas
combinac¢des possiveis de cations organicos e anions inorganicos. Seus usos
como solvente podem ser exemplificados na sintese de compostos organicos de
enxofre, apresentada por Lanza et al. (2009) com alta eficiéncia na adicéo de tibis
em alcenos e alcinos. Os autores apresentam também a possibilidade de
reciclagem do meio reacional mantendo a eficiéncia do método alternativo.

O uso de fontes alternativas de energia, como a irradiacdo de micro-
ondas, torna-se eficiente na sintese de compostos organicos de selénio e teldrio
(PERIN et al., 2006). A utilizagcdo de meios livres de solvente apresenta-se como
meétodo apropriados para a adicédo de tiois em alcenos com uso de CeClz como é
demonstrado no estudo realizado por Silveira et al. (2010). Em outro estudo, Das
et al. (2010) também apresentam um método sintético alternativo na obtencéo de
B-hidroxissulfetos em meios livres de solvente.

No presente trabalho, foram contemplados varios principios da Quimica
Verde, especificamente o uso de fontes renovaveis de matéria-prima, com o uso
de dleos essenciais e constituintes isolados das plantas das espécies Ocimum
basilicum (manjericdo) e Eugenia caryophyllata (cravo-da-india). Outros
principios adotados foram o uso de solvente inécuo como o glicerol e a busca

pela eficiéncia de energia sob diferentes condi¢des reacionais.
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Abstract

The aim of this work was to synthetize organochalcogens derivatives of linalool
(1) and eugenol (4) through alternative methods and to evaluate the antioxidant
activity in vitro of compounds through the methods of neutralization of the free
radicals 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azinobis-3-
ethylbenzotiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), and through the inhibition of the lipid
oxidation in vitro for the TBARS analysis. It was possible to synthetize
organosselenium compounds derivatives of linalool and organossulfur derivatives
of eugenol using glicerol as solvent. The organic sulphur composites (5 e 6)
eugenol derivatives had better shown antioxidant activity of neutralization of free
radicals in relation to all the compounds in study. On the other hand, tetrahedron
(2) and mixture with tetrahedropyran (3) compounds linalool derivatives had not
shown antioxidant activity in the carried through tests.

Key words: antioxidant activity, radical scavenging, eugenol, linalool,
organochalcogens.



1. Introduction

Lipid oxidation, which is the main cause of quality deterioration in many
food systems, may lead to a significant loss of a food’s nutritional quality and
cause off-flavors and the formation of toxic compounds. Then the application of
proper agents with both antioxidants activities may be useful to maintain safety,
extend shelf-life of products and prevent economic loss. Due to undesirable
influences of oxidized lipids on the human organisms, it is essential to decrease
lipid peroxidation products in food (Hur, Park & Joo, 2007; Tawata et al, 2008;).
In fact, autoxidation of lipids has long been recognizes as major deterioration
process affecting both sensory and nutritional qualities of foods. The high
oxidation stability of lipids can be ensured by addition of antioxidants (Mastelic et
al., 2008). The most common natural antioxidants are vitamin E (a-tocoferol),
vitamin C (ascorbic acid) and various phenol compounds. Phenols are able to
donate H atoms of phenol hydroxyl groups in reaction with peroxyl radicals that
can produce stabilized phenoxyl radicals, thus terminating lipid peroxidation chain

reactions.

In this context, many phenols (i.e thymol, carvacrol, eugenol and others)
belong to the most active natural antioxidants found in the essential oils (Ruberto
& Baratta, 2000; Sokmen et al., 2004; Singh et al., 2007; Sharififar et al. 2007). In
fact, essential oils and their components are know to posses potential as natural
agents for food preservation  associated with antioxidant potential and
effectiveness against many microorganisms (Baratta et al., 1998; Burt et al.,
2004; Ebrahimabadi et al.,, 2010). Besides this activity many essential oil have
been qualified as natural antioxidants and proposed as potential substitutes of
synthetic antioxidants in specific sectors of food preservation (Ruberto & Baratta,
2000; Tawata et al., 2008; Zeng et al., 2011; Kossah, Zhang & Chen et al, 2011).

Although many essential oils present recognized biological properties,
many factors influence the effectiveness activity and use as variation of their



constituent, characteristics as volatility and instability involving oxidation, light,
temperature limit at storage influencing their stability. Moreover, sensorial
characteristics as odor and flavor and using compounds isolated, limit its

applicability in foods, depending on the used concentration (Burt, 2004).

The possibility to modify constituents essential oil molecules to promove
changes in many aspects, we have been interested in the attainment
organochalcogens derivatives based in the antioxidant potential of these
compounds. Several studies have demonstrated the antioxidant effects of
organochalcogens compounds (Atmaca, 2004; Nogueira, Zeni & Rocha, 2004;
Talas, 2009). Selenium- and Sulfur-containing compounds show promising
antioxidative properties in different models and can also function as chain-
breaking donating antioxidants (Engman et al., 2001b).

As example of synthesis of organoselenium compounds, the cyclization
reactions of unsaturated alcohols and monoterpenes using of selenoorganic
compounds have been employed (Gruttadauria et al., 2001; & Rafinski,
Scianowski & Wojtczak, 2008). This reactions was well documented in the
literature in the synthesis of natural products and related compounds (Petragnani,
Stefani & Valduga, 2001). Selenoetherification of monoterpene,as linalool is
possible and documented by differents authors but the effect on the antioxidant
activity of the products had not been investigated (Urones et al., 1995; Mojsilovic
& Bugarcic, 2001).

The chemical modification of phenolic compounds and the synthesis of
organochalcogen compounds derivatives is showed by differents studies and their
influence on antioxidant capacity was research (Shanks et al, 2005; Valgimigli et
al., 2010)

Our group comes working with synthesis of organochalcogens following
principles of green chemistry, using alternative methods as conditions solvent-
free, and use of solvents no flammability, high availability, obtaining from
renewable sources, and biodegradability as glycerol (Lenardéo et al., 2009; Perin
et al, 2010a, 2010b).

Some of the compounds in this study are natural compounds and others

have been chemically synthetized. We report on the synthesis of
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organochalcogens derivatives of linalool and eugenol. Chemical modifications,
such as selenofunctionalization of linalool and thiofunctionalization of eugenol,
can change antioxidant activity in comparison with the starting compounds. Their
efficiency as radical scavengers was evaluated by their activity towards a stable
free radical, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS). In addition, their potency as
antioxidants in food was evaluated in egg yolk at species reactive thiobarbituric
(TBARS) assay.

2. Experimental

2.1 Solvents and Chemicals

1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) and Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethyl chroman-2- carboxylic acid) were purchased from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA).

Linalool and eugenol was isolated by chromatography colun of essential oil
of Ocimum basilicum (LINAX, Brazil) and Caryophillus aromaticus (DELAWARE,

Brazil) respectively. All other chemicals used were of analytical grade.
2.2 Synthesis of compounds
2.2.1 Organochalcogens derivatives of linalool

To a magnetically stirred solution of linalool (1 mmol) in glycerol (2 mL) was
added N-phenilselenosuccinimide (NSeS) (1 mmol). The mixture was allowed to
stir for 4 hours at 100°C and was then extracted with etil acetate. The extract was
dried (MgSO,) and the solvent was evaporated.). The compounds was purification
by column chromatography over silica gel (hexane/ethyl acetate 98:2).

The products were characterized and identified on the basis of their

spectral data. The cyclic ether products were known compounds, and their
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spectral data had been given previously (Konstantinovic et al., 1992; Liotta &
Zima, 1984).

2.2.2. Organochalcogen derivative of eugenol

To a solution of eugenol (1 mmol) in glycerol (2 mL) was added thiophenol
(2mmol). The mixture was allowed to stir for 6 hours at 80°C and was then
extracted with etil acetate, the combined dried with (MgSO,4) and the solvent
evaporated. The product was purification by column chromatography over silica
gel (hexane/ethyl acetate 98:2). The products were characterized and identified

on the basis of their spectral data.

Antioxidant Activity

In vitro antioxidant tests are designed to mimic oxidation-reduction
popularly occurring in the live biological systems and are used to estimate the
antioxidant potentials of various chemical and biological samples. In this research,
three most widely used such assays namely 2,2-azinobis-3- ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid (ABTS), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and thiobarbituric
acid reactive species (TBARS) in egg yolk were applied to evaluate the

antioxidant capacities of compounds.

2.3.1. Radical scavenging activity

2.3.1.1. ABTS radical cation scavenging activity

Radical cation scavenging capacity of compounds was examined against
ABTS + generated by chemical methods (Erel, 2004) that involves the generation

of radical ABTS'+ chromophore by the oxidation of ABTS with potassium
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persulfate. The ABTS radical cation was generated by reacting 7 mM stock
solution of ABTS with 2.45 mM potassium persulfate (final concentration) and the
mixture to stand in the dark for at least 12 h at room temperature before use.
Followed this, the sample of 10 puL (from 0.1 — 500 uM of eugenol and mixture of
thioeugenol 5 and 6 (in the ratio 92:8), 1-500 uM of linalool and 10-500 pM of
linalool derivative 2 and of the mixture of compounds 2 and 3 in the ratio 90-10
were mixed with ABTS radical cation and absorbance was measured 30 min after
the initial mixing. Synthetic antioxidant (Trolox) was used as a reference

standard. The ABTS" scavenging capacity was calculated according the equation:
% ABTS- * Scavenging Capacity = [(Ac — As / As) x 100],

where A; is the absorbance of the control and As is the absorbance of the

sample in the presence of compounds.

2.3.1.2. DPPH free radical scavenging activity

The scavenging effect of DPPH radicals was performed to determine the
possible mechanism by which compounds exhibit antioxidant property. The DPPH
assay was performed as described by Sharma and Bhat (2009). Briefly, 50 pM
DPPH was added to a medium containing eugenol and eugenol derivative, linalool
and linalool derivatives at different concentrations (0.1- 500 uM). The absorbance
of the resulting solutions and the blank were recorded after 30 min at 37 °C. The
disappearance of DPPH was read spectrophotometrically at 517 nm. Trolox, a
hydrophilic analog of vitamin E, (0.1 uM — 500 uM) was used as a positive control
to determine the maximal decrease in DPPH absorbance. The values are
expressed in percentage of innibition of DPPH absorbance in relation to the

control values without compounds, calculated from the following equation:

where I= DPPH inhibition%; A. is the absorbance of the control reaction
mixture excluding the test compounds and As is the absorbance of the test

compounds in different concentrations.
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2.3.2. Lipid peroxidation assay

A modified thiobarbituric acid reactive species (TBARS) assay ((Wong,
Hashimoto & Shibamoto, 1995) was used to measure the lipid peroxide formed
using egg yolk homogenates as lipid-rich media (Ruberto, Baratta, Deans, &
Dorman, 2000). Briefly, 40 pL of compounds of different concentrations was
added to mixture that contained 200 pL of solution 1% (w/v) of egg yolk emulsified
with distilled water. Next, 20 pL of solution FeSO, (positive control for lipid
peroxidation, 0.07M) (prepared immediately before use) was added and the
mixture was incubated at 37 °C of 60 min. After was added 600 uL of 30% acetic
acid (pH 3.5) and 600 puL of 0.8 % (w/v) thiobarbituric acid (TBA) in 1.1% (w/v)
sodium dodecyl sulphate (SDS) solution and the resulting mixture was vortexed,
and then heated at 95 °C for 60 min. After cooling in ice, 2 ml of butan-1-ol was
added to each tube and centrifuged at 2000 g for 20 min to remove the
precipitated protein. The absorbance of the organic upper layer was measured

using a spectrophotometer, set at 532 nm.

The percentage antioxidant index (Al%) calculated using the equation:
Al% = [(1- (As/Ac) x 100]

where A is the absorbance value of the fully oxidized control and As is the

absorbance of the test sample.

2.4 Statistical analysis

The results as means = standard deviation (SD) for in vitro
experiments the data were performed using one-way analysis of variance followed
by Newman—Keuls' test when appropriated. All tests were performed al least
three times in duplicate. The ICsy values (concentration of sample required to
scavenge 50% free radical or to prevent lipid peroxidation by 50%) were

calculated form the graph of scavenging effect percentage against compounds
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concentration. The p values less than 0.05 (p < 0.05) were considered as

indicative of significance.

3. Results and discussion

3.1  Synthesis of organochalcogen derivatives of linalool and eugenol

Initially, we chose to perform the optimization of conditions for
synthesis of linalool derivatives according Table 1. We examined the time,
temperature, solvent and organoselenium compounds wish electrophilic specie of
selenium (CgHsSeBr and N-phenilselenosuccinimide - NSeS).

Using the alternative method was obtained a mixture of tetrahydrofuran 2
and tetrahydropyran 3 derivatives of selenocyclization of linalool. In Table 1
showed conditions tested for optimization the synthesis of 2 and 3. According
Scheme 1, the better condition for synthesis this compounds was using glycerol
as solvent, temperature of 100°C and time of 4 h with 67.4% yield.

It was possible to isolate compound 2 in chromatography column to carry
through the tests of antioxidant activity, but the isolate of compound 3 did not
possible, then the mixture in the ratio of 90:10 of products also was tested.

For synthesis of eugenol derivatives, we chose to perform the
optimization of conditions for synthesis of organossulfur compounds according
Table 2. According Entry 3 (Table 2) and Scheme 2, the better condition for
synthesis of eugenol derivatives 5 and 6 was using glycerol as solvent,
temperature of 80°C during 6h. The yield was 51%. An inseparable mixture of
thioeugenol 5 and 6 in the ratio 90:10 was obtained in this condition.

For evaluation of antioxidant activity we considered the mixture of

compounds in the ratio of 92:8.
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Table 1 — Conditions tested for optimization of synthesis of linalool derivatives 2
and 3.

Entry CeHsSe” Solvent Time (h) Temperature Products Yield
SeCgHsg
1 CsHsSeBr  CH,Cly/Pyridine 0.25 rt ) .

44,8 %

(89:11)

2 CesHsSeBr Glycerol 0.25 rt 33%

(82:18)

39.3%

3 CesHsSeBr Glycerol 24 rt (98:2)

45.5 %

4 NSeS Glycerol 0.25 rt (99:1)

o 67.4 %

5 NSeS Glycerol 4 100°C (89:11)
o 53 %

6 NSeS Glycerol 4 60°C (89:11)
o 52 %

7 NSeS Glycerol 1.66 100°C (86:14)

R 20.3%

8 NSeS Glycerol 0.25 MW 100°C (99:1)

o 29.3%

9 NSeS Glycerol 0.5 MW 100°C (90.10)
- 26 %

10 NSeS Glycerol/Pyridine 24 rt (88:12)

0,
11 NSeS Glycerol/Pyridine 5 100°C 56 %

(87:13)




51

OH NSeS SePh
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67,4%

(89:11)

Scheme 1 — Synthesis of linalool derivatives 2 and 3.

OH OH OH

o
> CHsSH o~ ~

glycerol / 80°C

6h SCgH
N, SCgHs es

51%
(90:10)

Scheme 2 — Synthesis of thioeugenol 5 and 6.

Table 2 - Conditions tested for optimization of synthesis of thioeugenol 5 and 6.

Entry CgHsSH Solvent Time (h) Temperature (°C) Product Yield

1 1 mmol Glycerol 20 rt 25%
(87:12)
28 %
2 1 mmol Glycerol 18 60 (92:8)
3 2 mmol Glycerol 6 80 51%

(90:10)




3.2. Antioxidant activity

3.2.1 Radical scavenging activity

Radical scavengers may directly react with and quench peroxide
radicals to terminate the peroxidation chain reaction and improve the quality
and stability of food products (Soares et al., 2007). Assays based on the use of
DPPH and ABTS'" radicals are among the most popular spectrophotometric
methods for the determination of the antioxidant capacity of food, beverages
and vegetable extracts (Bendini et al., 2006). Both the chromogen radical

compounds can directly react with antioxidants.

Moreover, DPPH and ABTS'+ scavenging methods have been used
evaluate the antioxidant activity of compounds due to their simple, rapid,
sensitive and reproductible procedure (Ozcelik et al., 2003). However, Awika et
al., (2003) have recently reported superiority of ABTS-* assay over DPPH, as
ABTS'" assay is operable over a wide range of pH, is inexpensive, and more

rapid than DPPH assay.

ABTS" radicals are more reactive than DPPH radicals and unlike the
reactions with DPPH radical which involve H atom transfer, the reactions with
ABTS + radicals involve electron transfer process (Kaviarasan et al., 2007).
Generation of the ABTS radical cation forms the basis of one of the
spectophotometric methods that have been applied to the measurement of total

antioxidant activity of substances (Miller et al., 1996).

3.2.1.1 ABTS radical cation scavenging activity

The ABTS radicals are commonly used to evaluation the in vitro
antioxidant activity of differents substrates. In this study, total antioxidant capacity

was determined by the assay based on the preformed radical monocation ABTS ™.



As show in the Table 3, eugenol and mixture of thioeugenol 5 and 6
tested in this study exhibited more potent radical scavenging activities than trolox.
In fact, 1Cso values were: 2.7, 5.1 and 10.2 uM for eugenol, mixtures of
thioeugenol 5 and 6, and, trolox, respectively. According Table 4, the mixture of
eugenol derivatives 5 and 6 show better antioxidant activity that parent

compound.

Our findings also demonstrating that linalool presented significant ABTS
radical cation scavenging activity with 1Cso of 50.1 UM, and this capacity is better
from 100 uM as show in Table 4.

Table 3 — Antioxidant activity of compounds in this study, values of ICsxy.
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DPPH ABTS

Compounds ICso ICso I-IC-:SOA(\EI;)
(UM) (LM)
Trolox 20.0 10.2 34.0
Linalool 106.0 50.1 308.0
Eugenol 10.2 5.1 158.0
Théozzge;o' 16.1 27 *

* Thioeugenol 5 and 6 showed activity in TBARS assay but less 50% of inhibition formation of
TBARS in egg yolk.



Table 4 — Scavenging ABTS capacity of eugenol and mixture of
thioeugenol 5 and 6.
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Concentration % scavenging ABTS
(LM) Eugenol Thioeugenol 5 and 6
0.1 2.39+0.8 3.8+1.3
0.5 581+33* 7.06+£2.3
1 1473 £ 1.3 *** 19.78 £ 2.8 **
2.5 23.10 £ 5.0 *** 48.03 + 16.3 ***
5.0 56.07 + 3.4 *** 86.27 £ 12.3 ***
10 05.98 + 3.8 *** 97.76 + 2.3 ***
50 100 + 0.0 *** 100 £ 0.0 ***

The values are expressed in percentage of inhibition of ABTS absorbance in relation to the control value
(100%). The control is a tube without compounds tested. (*) Denote p<0.05; (**) p<0.01; (***) p< 0.001 as
compared to the respective control samples (one way ANOVA//Neuman-Keuls).

Furthermore, the ICsy values of the compounds decrease in the order:
thioeugenol 5 > eugenol > and linalool. The thioeugenol 5 showed better
antioxidant activity in comparison with all compounds, including trolox (ICsp 10.2
UM). The better potential antioxidant in this assay of mixture of eugenol
derivatives 5 and 6 in comparison with eugenol, is associated to the fact the
thioeugenol compounds possess groups electron donate S-CgHs as substituent,
considerable organochalcogen as element electron rich. The behavior of this
compound was observed in this assay, because neutralization ABTS™ radicals
involves electron transfer process (Kaviarasan et al., 2007).

Although the selenium group substituent also can present the ability to
electron transfer (Engman et al., 2001; Rossato et al., 2002), compound 2 and the
mixture of linalool derivatives (2 and 3) did not showed scavenger activity ABTS
radical. On the other hand, linalool showed antioxidant activity in this assay

according Table 5.



Table 5 — Scavenging ABTS capacity of linalool.

Concentration (uM) % scavenging ABTS
25 17.07£0.9
50 49.93 + 33.5 **
100 98.46 + 0.6 ***
250 95.16 + 8.3 ***
500 97.21 + 4.8 ***

The values are expressed in percentage of inhibition of ABTS absorbance in relation to the
control value (100%). The control is a tube without compounds tested. (**) Denote p<0.01; (***) p< 0.001 as
compared to the respective control samples (one way ANOVA/Neuman-Keuls).

3.2.1.2 Scavenging of DPPH radicals

The stable radical, DPPH, has been used as a convenient method for
the antioxidant assay of biological materials, such as cysteine, glutathione,
ascorbic acid, tocopherol, and polyhydroxy aromatic compounds (Nishizawa et
al. 2005). DPPH has been investigated as a reactive hydrogen acceptor
(Braude et al. 1954), and the mechanism of DPPH-scavenging activity involves
reductive hydrogen transference between donors and DPPH. Antioxidants, on
interaction with DPPH, either transfer an electron or hydrogen atom to DPPH,
thus neutralizing its free radical character (Naik et al., 2003). The colour
changes from purple to yellow and its absorbance at wavelength 517

decreases.

In this study, free radical-scavenging activity caused by compounds
measured by DPPH assay is show in tables 5 and 6. Our results demonstrating
that linalool, eugenol and mixture of eugenol derivatives 5 and 6 showed a
significant DPPH radical scavenging activity at concentrations equal or greater
than 50, 2.5, and 2.5 pM, respectively (Table 3).



Table 6 - Scavenging DPPH capacity of linalool
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Concentration % scavenging DPPH

(1M)
25 9.98+6.8
50 22.15 + 8.3 ***
100 37.03 + 6.8 ***
250 65.32 + 5.1 ***
500 80.56 + 3.0 ***

The values are expressed in percentage of inhibition of DPPH absorbance in relation to the
control value (100%). The control is a tube without compounds tested. (***) Denote p< 0.001 as compared to
the respective control samples (one way ANOVA/Neuman-Keuls).

Table 7 - Scavenging DPPH capacity and of eugenol and mixture of
thioeugenol 5 and 6.

Concentration % scavenging DPPH
(UM) Eugenol Thioeugenol 5 and 6
1 595+25 570+ 3.9
2.5 1141 +49* 12.90 £ 4.4 ***
5.0 24.79 £ 5.3 *** 29.61 £ 6.7 ***
10 49,15 £ 7.8 *** 40.17 £ 6.7 ***
25 68.78 +10.2 75.62 + 0.86 ***
50 79.11 £ 2.2 *** 82.81 £ 4.2 ***
100 83.74 + 3.8 *** 86.87 + 3.1 ***
500 87.74 £ 2.2 *** 90.97 £ 2.0 ***

The values are expressed in percentage of inhibition of DPPH absorbance in relation to the control
value (100%). The control is a tube without compounds tested. (*) Denote p<0.05 and (***) p< 0.001 as
compared to the respective control samples (one way ANOVA/Neuman-Keuls).

The 1Cs values were 10.2, 16.1 and 106 uM, for eugenol, eugenol
derivative and linalool respectively (Table 3). Thus, the DPPH radical
scavenging activity caused by eugenol, thioeugenol 5 and linalool appeared as
superior, similar and lower than that of trolox (ICso value= 20 yM). In addition,
the thioeugenol 5 shown to be more potent than all compounds tested in the

DPPH radical scavenging activity.



On the other hand, linalool derivatives 2 and 3 did not showed effect in
the DPPH radical scavenging activity (data not shown). This result can be
related to the fact the linalool derivatives 2 and 3 not to possess the site for

hydrogen atom abstraction in the vicinity of the C6-C7 double bond where

generally the oxidation of linalool (Backtorp et al., 2006).

3.2.2. Lipid peroxidation assay

The assay was carried out to determine the ability of the compounds to
inhibit peroxidation of phospholipids present in egg yolk and thus to assess the
potential of the compounds as a source of food system. Egg yolk lipids undergo
rapid non-enzymatic peroxidation when incubated in the presence of ferrous
sulphate. Lipid peroxides are likely involved in numerous pathological events,
including inflammation, metabolic disorders and cellular aging (Ames et al.,
1993; Wiseman et al., 1996).

As it is known that lipid peroxidation is the net result of any free radical
attack on membrane and other lipid constituents present in the system, the lipid
peroxidation may be enzymatic (Fe/NADPH) or non-enzymatic (Fe/ascorbic
acid). Here we have used egg yolk as a substrate for mediated lipid

peroxidation, which is a non-enzymatic method.

In our study, the effects of compounds on non-enzymatic peroxidation
are shown in Tables 8 and 9. ICsy values for the inhibition of lipid peroxidation
induced by ferrous sulfate in egg yolk homogenates were 308 and 158 uM, for
linalool and eugenol, respectively (Table 3). Although in the tested
concentrations the compound 5 did not inhibition 50% of TBARS but this
compound showed inhibition of TBARS according results of Table 9.

In this assay, the compounds tested showed lower potential of inhibition
TBARS that Trolox. This behavior can be related by the variation of mechanisms
involved in lipid peroxidation and the stability of compounds in action as

antioxidants.



Table 8 — Percentage of Inhibition TBARS of linalool.

Concentration 0
% |
(M) i
100 11.85+ 6.4
250 33.07+246*
500 68.61 + 14.98 ***

The values are expressed in percentage of inhibition of TBARS absorbance in relation to the
control value (100%). The control is a tube without compounds tested. (*) Denote p<0.05 and (***) p< 0.001
as compared to the respective control samples (one way ANOVA/Neuman-Keuls).

Table 9 — Percentage of Inhibition TBARS of eugenol and mixture of

thioeugenol 5 and 6.
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Concentration %l
(M) Eugenol Thioeugenol
H 5and 6
10 10.05 + 254 +0.42
7.2 *
50 17.06 + 741+09*
5.4 **
100 34.08 + 16.29+0.7
38 *%k% *%%
250 62.72 + 29.63+4.3
47 *%k% *%%
500 75.08 + 38.53+55
66 *%k% *%%

The values are expressed in percentage of inhibition of TBARS absorbance in relation to the
control value (100%). The control is a tube without compounds tested. (*) Denote p<0.05 and (***) p< 0.001
as compared to the respective control samples (one way ANOVA/Neuman-Keuls).



Espectral data

Linalool derivative 2

RMN *H, CDCl3, 200 MHz, & (ppm): 7.69-7.64 (m, 2 H); 7.36-7.26

(m, 3 H); 5.86 (dd, J = 10.6 e 17.3 Hz, 1 H); 5.17 (dd, J =16 e

f[}\l(secws 17.3 Hz, 1 H); 4.88 (dd, J = 1.5 e 10.6 Hz, 1 H); 3.94 (t, J = 7.0

: Hz, 1 H); 2.01-1.65 (m, 4 H); 1.36 (s, 3 H); 1.33 (s, 3 H); 1.31 (s,3
H).

Thioeugenol 5 + Thioeugenol 6

RMN tH, CDCls, 200 MHz, & (ppm): 7.33 — 7.14 (m, 5

o oH H); 6.84 — 6.80 (m, 1 H); 6.68 — 6.63 (m, 2 H); 5.26 (s |,
EErE; . ) 1 H); 3.84 (s, 0.3 H); 3.82 (s, 2.7 H); 2.92 (sext., J = 6.7
Cafla atts Hz, 0.1 H); 290 (t, J = 7.4 Hz, 1.8 H); 2.68 (t, J = 7.4

5 5 Hz, 1.8 H); 2.73 — 2.51 (m, 0.2 H); 1.92 (quint., J = 7.4

Hz, 1.8 H); 1.22 (d, J= 6.7 Hz, 0.3 H).

4. Conclusions

Alternative methods it was develop to synthetize organochalcogens
compounds derivatives of eugenol and linalool using glycerol as solvent. The
insertion of CgHsS group into eugenol molecule increase antioxidant activity
significantly in free radical models. The compounds derivatives of linalool
tetrahedrofuran and tetrahedronpyran did not showed antioxidant activity in the
assays, but will be studied antioxidant activity in others models to investigate
biological activity and toxicity of this compounds. In conclusion was synthetize
novel antioxidants compounds with hability of neutralization free radicals

derivatives of chemical modification of eugenol.
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Abstract— We present here the results on the use of 1-n-butyl-3-
methylimidazolium methylselenite, [bmim][SeO,(OCHj3)], in the synthesis of
symmetrical disulfides starting from thiols. This efficient and improved method is
general for aromatic, aliphatic and functionalized thiols, affording the disulfides in
good to excellent yields after easy work up. The use of microwave accelerates the
reaction and the [bmim][SeO,(OCHj3)] was reused for further oxidation reactions.

© 2011 Elsevier Science. All rights reserved

! Thiols and disulfides are important in there are a large number of

both, biological' and chemical process.?
Disulfides are useful reagents in organic
synthesis? and essential moieties of
biologically active compounds for
peptide and protein stabilization.! As
disulfides are relatively more stable
toward organic reactions such as

oxidation, alkylation and acylation,
compared to the corresponding free
thiols, the thiol group can conveniently

be protected as a disulfide. Besides,

Keywords: Selenium ionic liquid, disulfides, oxidation.
“Corresponding author. Tel./fax: +55 5332757533,
E-mail: lenardao@ufpel.edu.br.

commercially available thiols and the

interconversion between thiols and

disulfides is easy.®> These aspects are
responsible for the continuous interest
in development of new, selective and
efficient protocols for the preparation of

2,45

disulfides. Recently reported

procedures to obtain symmetrical

disulfides involve the use of anhydrous
phosphate,*?

potassium potassium

permanganate,” molecular bromine
silica  gel,* N-

VO(acac),,*

supported  on

phenyltriazolinedione,*



trichloroisocyanuric acid,*" nitric acid,*

1,3-dibromo-5,5-dimethylhydantoin,*"
CsF-Celite” and

K10.%*  Additionally,

protocols under

basic alumina,”
montmorillonite
cleaner solvent-free
conditions were described.*™® These
methods use N-phenyltriazolinedione,*®
pyridinium chlorochromate,®® 1,3-
dibromo-5,5-dimethylhydantoin,®
SO,Cl,,%
KMnO4/MnO,,%® KMnO, supported on

montmorillonite K10,% catalytic amount

trichloronitromethane,

of iodine and CeCl;-7H,0 in graphite,®
and KF/AlL,Os®" as catalysts. Thus, there
is still an attention in developing green
methods that would produce the

desirable disulfides in high yields.

In this way, ionic liquids (ILs) constitute
an interesting alternative for this
reaction. Because product isolation or
catalyst recycling is very easy in ILs
and, in some cases, rate accelerations
and/or selectivity improvements are also
observed,

they are regarded as

environmentally friendly green
solvents.” In this context, the use of
[bmim][BF,4] as solvent for the oxidation
of thiols in the presence of a base was
described.® Recently, we have reported
the use of the new cationic selenium-
based acidic ionic liquid phenyl butyl
selenonium

ethyl tetrafluoroborate,

[pbeSe][BF,4], as an efficient catalyst in

several acid-catalyzed reactions.’
Besides, the application of the ionic
liquid containing anionic selenium-

based [bmim][SeO,(OCH3)] in the
oxidative carbonylation of aniline was
also  described.’® The selenium-
containing ionic-liquids shown superior
catalytic performance and were reused
without losing their initial activity.’® Due
to our interest in new applications for
selenium-based ionic liquids,” we
decide to
[bmim][SeO2(OCH3)]*° as solvent in the
oxidation of

disulfides (Scheme 1).

study the use of

thiols to symmetrical

[bmim][Se0,(OCHs)]

AR 60 °C or MW at 30 °C, air ROl
R = Ar, HetAr, Alkyl
Scheme 1. General Scheme of
Reaction.

Initially, we chose benzenethiol as a
substrate to establish the best condition

for the air oxidation reaction in the

presence of 1.0 mL of
[bmim][SeO,(OCHzg)]. Thus, a mixture of
benzenethiol (2.0 mmol) and

[bmim][SeO,(OCH3;)] was stirred for 12
h at
diphenyl disulfide 1a in 45% vyield. This

unexpected, new result showing the

room temperature furnishing

ionic liquid acting both, as solvent and



catalyst, encouraged us to investigative
the effect of the temperature in this
base-free oxidation. To our satisfaction,
at a gently heating (60 °C), the reaction
proceeded slowly furnishing the desired
diphenyl disulfide la in 98% isolated
yield after 12 hours. In order to obtain
an efficient protocol in terms of energy
economy, we make a study to establish
the minimum time associated with a
good reaction rate under the optimized
and the

conditions, results are

summarized in Figure 1.

Analyzing the Figure 1, total conversion
of benzenethiol was observed after 3
hours of reaction. A further decreasing
in the reaction time was followed by a
considerable reduction in the

conversion rate of benzenethiol.

Under the optimized conditions (Method
A),* a variety of organothiols were
oxidized smoothly to produce disulfides
la-r in good to excellent yields (Table
1). Diphenyl disulfide 1la was obtained
in 98% isolated yield after 3 hours at 60
°C (Table 1, entry 1).

Table 1. Synthesis of disulfides 1a-r using [bmim]SeO,(OCHjs)] according method A.?

Time

Time

Entry Product Yield 1] Entry Product Yield [Lt]
(h) (h)
©\s/s S/s
1 3 10 5
la 1]
98964 8805201
S
/©\ .S N /S—<\ j@
2 2 S \©/ 11[b] 2 (:ES%S N
1b 1k
999%!*°! 99041211
5 S
3 4 ©\ 12 4 @A
1c 1]
999514 980414
Meo\©\ \/©/C|
S/S\©\ /@AS/S
4 3 o 13 4 y
1d 1m
999%™ 8704122

Next page



Cl
S/S\ i - Sag~—

14 3 1n
1e 999!

1f 84914

s <
™3 QC. 16 4 X

\©\ HOS~g>on
[b]
8 3 . 17 18 1q

1h 85%°°!
9996!*®
CI\Q\ NH, NH, 0o
s HO\H/'VS\ A‘)k
S S OH
9 14 NH, 18 8 0 NH,
cl
1i 1r
0/,[20]
780419 87%
Yields are given for pure isolated products. ” Reaction was performed at 100 °C.
, ©/SH [bmimégssgzégcm)] 3\s/© obtained using 2-amino-4-
@ 1a chlorobenzenethiol and 2-
) 97 oY . .
]:2 R naphthalenethiol (Table 1, entries 9 and

60
40

20 obtained with 2-mercaptobenzothiazole,

10). Excellent yield of disulfide was

Conversion (%)

0 0,5 1 1.5 2
Time (h)

2
[

but this reaction was performed at 100
°C (Table 1, entry 11). Satisfactory

Figure 1. Plot of conversion vs. time for
the oxidation of benzenethiol results were achieved using benzylic or

(determined by GC). alkylic thiols yielding the corresponding
Diaryl disulfides containing electron disufides 1l-g in a range of 80-99%
donating (Table 1, entries 2-4) and (Table 1, entries 12-17). Additionally,
electron withdrawing groups (Table 1, the amino acid L-cysteine, which is
entries 5-8), could be obtained in high involved in a large number of biological

yields. Good yields of oxidation were



processes, is converted into cystine 1r
with 87% yield (Table 1, entry 18).

In order to obtain an efficient protocol in
terms  of

energy economy, we

performed these reactions under
microwave irradiation. Thus, the mixture
of benzenethiol (1.0
[bmim][SeO,(OCH3)] was

under stirring and fortunately, after 15

mmol) and

irradiated

minutes at 30 °C, diphenyl disulfide la
was obtained in 98% (Method B).* To
extend the scope of Method B, other
irradiated  with

organothiols  were

microwaves and the corresponding
disulfides showed in Table 2 were
obtained in excellent yields.

Finally, a study regarding the recovering
and reusing of the ionic liquid was also
performed using the Method B. After the
total oxidation of benzenethiol, the
product was extracted with petroleum
ether (3 x 5 mL). The upper phase was
dried and the solvent evaporated. The
inferior, ionic liquid phase was dried
reused. The

under vacuum and

selenium ionic liquid maintained its
good level of oxidation activity even
after being recycled four times as
shown in Figure 2. The product 1la was
obtained in 98%, 98%, 96%, 96%, and

94% yields after successive cycles.

In conclusion, [bmim][SeO,(OCHz)] has
proved to be an efficient medium for the
oxidation of aromatic, aliphatic and
functionalized thiols. The Se-ionic liquid
acts both, as solvent and catalyst, and
is easily recovered and utilized for
reactions. The

further  oxidation

reactions are accelerated by
microwaves and the desired disulfides

were obtained in good to excellent

yields.
SH " [bmim][Se0,(OCHy)] s /©
2©/ T MW.0°C.ar @/ s
la
100
80
Yield 60
la (%)
40
20
0
Runs
Figure 2. Reuse of

[bmim][SeO,(OCHs)] under microwave
irradiation.




Table 2. Synthesis of disulfides
according Method B.?

Entry Time Product Yield

1 15

(min.)
©\S/S\©

la
98%

6 15

95%

“ Yields are given for pure isolated
products.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foram atingidos os objetivos propostos para a sintese de compostos
organocalcogénios derivados de linalol e eugenol utilizando métodos sintéticos
alternativos com o uso de glicerol como solvente. Os compostos organicos de
enxofre derivados do eugenol (tioeugenol 5 e 6) apresentaram alta capacidade
antioxidante de neutralizacdo de radicais ABTS e DPPH em relagdo a todos os
compostos estudados. Os compostos organicos de selénio derivados do linalol n&o
exibiram atividade antioxidante nos testes realizados. Pretende-se investigar a
atividade antioxidante em outros modelos experimentais, assim como avaliar a

toxicidade dos novos compostos antioxidantes sintetizados neste trabalho.
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