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Resumo
VICTORIA, FRANCINE NOVACK. Novos Compostos Organosselénio Bioativos: Estudo

da Acdo Antimicrobiana Frente a Patdégenos de Importancia em Alimentos. 2010.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnhologia

Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O capim citronela (Cymbopogon nardus(L) Rendle) pertence ao género Cymbopogon,
0 Oleo essencial extraido da planta tem como principal constituinte o (+)-R-citronelal (3,7-
dimetil-oct-6-enal), predominantemente formado pelo metabolismo secundario das plantas. Os
Oleos essenciais e 0s extratos das plantas possuem um interesse crescente para a industria e
para a pesquisa cientifica devido a sua atividade antimicrobiana, assim como oS compostos
organosselénios que sao de grande interesse para a pesquisa cientifica devido ao seu grande
espectro de atividade biolégica. Desta forma, foi realizado um estudo da a-selenizagdo de
aldeidos e cetonas, incluindo o (+)-(R)-citronelal, principal componente do Oleo essencial de
citronela, utilizando PEG/KF/Al,O3, como meio reciclavel. Os derivados do (+)-(R)-citronelal
contendo organosselénio foram avaliados em relacdo aos seus potenciais antimicrobianos,
determinados pelas técnicas de difusdo do disco e concentracdo inibitria minima. Os
produtos 2-fenilselenocitronelal e 2-fenilselencitronelol apresentaram rendimentos de 71 e
73%, respectivamente. Nos ensaios de atividade antimicrobiana o produto 2-
fenilselenocitronelal apresentou os melhores resultados, inclusive melhores que o (+)-R-
citronelal. Logo, a adicdo de um grupamento de selénio ao composto (+)-R-citronelal
aumentou sua atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus e Salmonella Typhimurium.

Palavras-chave: Oleo essencial de citronela, citronelal, organosselénios e atividade
antimicrobiana.



Abstract

VICTORIA, FRANCINE NOVACK. Novos Compostos Organosselénio Bioativos: Estudo
da Acdo Antimicrobiana Frente a Patdégenos de Importancia em Alimentos. 2010.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnhologia
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Java citronella (Cymbopogon nardus (L) Rendle) belongs to the genus Cymbopogon
and the essential oil extracted from the plant is constituted mainly by the (+)-R-citronellal (3,7-
dimethyl-6-octenal), formed by the secondary metabolism plants. Essential oils and plant
extracts have a growing interest to industry and scientific research due to its antimicrobial
activity, and as well as compounds organosselénios that are of great interest for scientific
research because of its wide spectrum of biological activity. Thus, we performed a study of a-
selenation of aldehydes and ketones, including the (+)-( R)-citronellal, as a major component
of essential oil of citronella, using PEG/KF/Al;O3, as a recyclable medium. Derivatives of (+)-
(R)-citronellal containing organoselenium were assessed for their potential antimicrobial, the
antimicrobial activity was determined by the techniques of disk diffusion and minimum
inhibitory concentration. The 2-phenylseleno citronellal and 2-phenylseleno citronellol provided
yields of 71 and 73% respectively. The antimicrobial activity of 2- phenylseleno citronellal
showed the best results, soon the addition of a oraanoselenium to (+)-R-citronellal increased
the antimicrobial activity of (+)-R-citronellal against foodborne pathogenic bacteria Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus and Salmonella Typhimurium.

Keywords: essential oil of citronella, (+)-R-citronellal, organoselenium compounds and

antimicrobial activity.



Listade Figuras

Figura 1: Piramide que expressa a relacdo entre casos notificados e ndo notificados de

doencas transmitidas por alimentoS (DTAS).....covceciieieie e et et s e e e eree e creeeeaesee e e ee e e e e e o LD

Figura 2: Coloracdo Gram, aspecto morfolégico e movimento de tombamento de Listeria

(T el g o034 0 0 [T = TSRO TRROTRRRN Y 4
Figura 3: Coloracdo de Gram e andlise microscopica de Staphylococcus aureus...................18
Figura 4: Coloracdo de Gram e analise microscopica de Salmonella typhimurium..................19
Figura 5: Curva tipica de crescimento bacteriano ..........ccccceoveviceiverineieieiee e e 24
Figura 6: Estrura quimica de alguns componentes de 6leos essenciais ..........cccceeeevvevveiee e 29
Figura 7: Cymbopogon nardus (L) Rendle ..ot e e 031
Figura 8: Estrura quimica do (R)-citronelal 10 e (S)- citronelal 11 ..........cccccoevivieieiiiiiviee .32
Figura 9: Estrutura quimica dos isdmeros da vitamina K ...........cccccoeievinivcie e, 36
Figura 10: Estrutura quimica do disseleneto de difenila (PhSe€)z2 ....c.cocoevveiiviiiiiiiicicenn 42
Figura 11: Estrutura Quimica do €bSelen .........c.oocoeiiiiiiiiii e e A2
Figura 12: Estrutura quimica da seleno-imidazolina e seleno-tiazolidina ..................ccceve....43
Figural (artigo 2): Typical gas chromatograms of citronella oil ...........c..ccccceeeeiiviiiiiiiive e 61

Figura 2 (artigo 2): Chemical structure of 2-phenyiseleno citronellal 1, (+)-R-citronellal 2, 2-

phenylseleno citronellol 4 and (+)-R-citronellol 5 ... .03

Figura 13: Halos de inibi¢cdo do produto 2-fenilselenocitronelal contra as bactérias: (a) Listeria
monocytogenes, (b)S. aureus e (C) S. TYPhIMUIUM........couvuiiiiiii e e e . B4

Figura 14: Ensaio de determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima ..........cccccccce e e .85



Lista de Tabelas

Tabela 1: Resumo de alguns conservantes de alime ntos reconhecidos como seguros .........21
Tabela 1 (artigo 1): Optimization of the synthesis of a-phenylseleno pentanal 2a....................49
Tabela 2 (artigo 1): Synthesis of a-phenylseleno aldehydes and ketones 2a-h...................... 50

Tabela 1 (artigo 2): Antimicrobial activity of 2-phenylseleno citronellal 1, 2-phenylseleno

citronellol 4, (+)-R-citronellal 2 and (+)-R-citronellol 5...........coe i, 62

Table 2 (artigo 2): Minimum inhibitory concentration (MIC) of 2-phenylseleno citronellal 1, 2-

phenylseleno citronellol 4, (+)-R-citronellal 2 and (+)-R-citronellol 5.................c i iienne. 63



Lista de Esquemas

Esquema 1: Sintese do composto 3-tioorganoilcitronelal a partir do aldeido citral ..................26
Esquema 2: Sintese do selenogeraniol e selenolinalol .............cccoeovviei i 21

Esquema 3: Sintese de liquidos ibnicos a partir dos compostos quirais (R)-citronelal e (S)-

(ol 10 1= =1 PP TPPPTRTRTRPRPRPRRG 1
Esquema 4: Modificacdo do Citronelal tiosemicarbazonato com cobre e niquel......................34
Esquema 5: Ene-ciclizacdo do (R)-citronelal ...............cccoovoie i 34
Esquema 6: Sintese do isopulegol e seus is6meros a partir do (R)-citronelal .........................35
Esquema 7: Sintese da vitamina K a partir do (S)-citronelal...........cccccceeeeiiiiiiiiiiiiececiveee .. 36
Esquema 8: Sintese do a-tocoferol (vit. E) a partir do (R)-citronelal................cccccooeiiiininn .37
Esquema 9: Sintese das octahidrocridinas a partir do (R)-citronelal........................................38

Esquema 10: Sintese das octahidrocridinas, a partir do (R)-citronelal, utilizando liquido idnico

(0 LIS T] (=Y o Lo PP UPUPRPRPRRRRIRRC 1
Esquema 11: Estado de oxXidag&o do SEIENIO ..........cecveveviriiieiiiiicic e 40
Esquema 12: Sintese do compostos a-fenilselenohexanal ...........ccccccooviiiiiiiiiiii e 43
Esquema 13: Sintese dos compostos a-fenilselenoaldeidos e a-fenilselenocetonas ..............44
Esquema 14: Sintese do composto a-fenilseleno alcool ...........cccccoceeeieiiiiiiiiiiicciiiiceecenn45
Esquema 1 (artigo 1): Synthesis of 2-phenylseleno compound ...........ccccccccceviiiviceeieeeenennn. .48
Esquema 2 (artigo 1): Synthesis of 2-phenylseleno citronellol ..........cc...ccoooiiiiiiiiivenenn .51

Esquema 1 (artigo 1): Synthesis of 2-phenylseleno citronellal 1...................cceeeeeiieveeenene.. 59

Esquema 2 (artigo 1): Synthesis of 2-phenylseleno citronellol 4 ..ol .59



Lista de Abreviaturas
DMF — Dimetilformamida
DTAs — Doencas Transmitidas por Alimentos
FDA — Food and Drug Administration
GC - Cromatografia Gasosa
GC/MS — Cromatografia Gasosa com espectro de massa
GRAS - Generally Recognizec as Safe
ISO — International Standard Organization
MO — Micro-ondas
OHA — Octaidroacridinas
(PhSe), — Disseleneto de Difenila
PEG — Polietilenoglicol
RMN H™ - Ressonancia Magnética Nuclear

TLC — Thin Layer Chromatography (Cromatografia em camada delgada)



Sumario

I [ 0] 10T [0 Tox-> T S PPRPPPTRPIN! 24
2. ReVIiSA0 BIDIOGIAfiCa ... .. oo eiie et e e et et e e e esn e en e e aeneeae e ne e e e e L
2.1 Microrganismos Patogénicos em Alimentos .........cccccccvveiieiciivi v 14
2.1.1 Listeria MONOCYIOGENES ........ueueuriierieieseeeeee e et ee e n et ee st ee e e see e e s sre s sneneenenen 1O

2.1.2 StaphylOCOCCUS QUIBUS ........oieeiiiie e ee et e e eeeeeen e e e e e eeseee e LT

2.1.3 Salmonella TYphimuUIiUM .........ouoiiii e et e s e e ee e e e e e e e e L8

2.2 Controle Quimico de MIiCrorganiSMOS .......c.cceeererueueirieneesisneeeeeeeseeeseeieieen e s seneeenenen e 19
2.2.1 Conservantes utilizados na indUstria de alimentos ............cccccceeeevivee e 19

2.3 Atividade antimicrobiana de produtos naturais ou semi-sintéticos ..................ccce......23

2.4 OlE0S ESSEINCIAIS ......c.ecvieevivieeetieee et eee ettt ee et e e es e eet e et ee et ee et tee v e ens e eeerse e e 2D
2.4.1 Oleo essencial de Cymbopogon nardus (L) Rendle e (+)-R-Citronelal ........30

N O LU a Loz TV =T (o [PPSR 12

2.6 Sintese de 0rganoSSElENIOS .........cuvuiieiiiiiie e e e e e 40

3. Artigo 1 (KF/Al,O3 and PEG-400 as a recyclable medium for the selective a-selenation of

aldehydes and ketones. Preparation of potential antimicrobial agents)...........cc.cccccceeeevvn... .46
Y 0111 = T T RRPRRTIPY. ¥ §
ACKNOWIEAGEIMENTS .....uvie et e et s e ee e e e e e e e et e e s et sae e s e eeneneneesenee e DL
S (== 01 RPN o ¥

4. Artigo 2 (Antimicrobial activity of 2-phenylseleno citronellal and 2-phenylseleno citronellol

against foodborne pathogenic bacteria) ..........cccccvevir i ir e e e e e D
Y 0111 = T P PRPRPPRPRPR o 1o
0 I | 14 0 Yo 11 o1 1 [0 o PSPPSR - o

4.2 Material and MethOAS .......coiiie e e et e e e et ee e e e e ee e ae e ieeee e ee D8



4.2.1 Oil material and their CONSHtUENTS ..........ccceieiiiiiiiiir e 2. D8

4.2.2 Essential Oil @NalYSIS .......cooviiiiiiii e e 0D O

4.2.2.1 Gas Chromatography with mass specter (GC/MS) Analysis .................58

4.2.2.2 Gas Chromatography (GC)......cccoiieiiiiiiii e e e s v e er e er e e e e e e e 000 DO

4.2.3 Synthesis of 2- phenylseleno citronellal and 2- phenylseleno citronellol ........59

4.2.4 BACterial STraiNS .......cccoeieiiiieie et et e et sttt et et e e e e e e DD

4.2.5 Antimicrobial assay using a disc difusionmethod ...............cc.cceeeeiiiieeee.. .60

4.2.6 Minimum inhibitory concentration assay ..........c.cccccceeeeveeveeesicieveeeeneenenee e eee e .00

4.2.7 StatiStical ANAIYSIS .....coovii i ettt et e e 1 O

4.3 RESUIS @Nnd DiSCUSSION .....ceiiitieieieies e ettt et e e e e e s e e e snne e e e eene e e O
4.3.1 Chemical Analysis of the essential oil of citronella ...........ccccccccovecieveeevee e .61

4.3.2 Antimicrobial aCtiVIty ...........cocouiiiiiiiii e e e e e e e e DL

4.4 ACKNOWIEUAGEIMENTS ...ttt et et et et ettt et ettt e een e e et st be e e ee e e en e en OO

4.5 RETEIEINCES ... et e e e ettt et e e e s e e n e ne e e e 10D

5. CONCIUSBES GERIAIS ...ttt et ettt ettt ettt e e e et st et bt e et e st s s s sre e e e e e te e e e ee 20D
6. RETEIEINCIAS ...ttt ettt et sttt ettt et e e een e sa e e e s eeee e e enenenn s snensne e e [ O

A0 N =1 o L= PP o ' |



1.Introducéo e Objetivos

A atividade microbiana é uma das principais causas de deterioracdo em alimentos e &
muitas vezes associada a perda de qualidade e seguranca. A preocupac¢do com relagcédo a
bactérias e fungos patogénicos em alimentos vem crescendo devido ao aumento de surtos de
doencas transmitidas por alimentos. Com o aumento do nimero de bactérias resistentes aos
antibioticos existe um consideravel interesse na investigacdo dos efeitos antimicrobianos de
Oleos essenciais e de diferentes extratos de plantas, contra uma gama de bactérias, que
poderdo ser utilizados como agentes antimicrobianos naturais, na preservacao de alimentos e
controle de infeccbes. De acordo com Rahman & Kang (2009) os dleos essenciais e 0s
extratos de plantas sdo agentes antimicrobianos naturais que podem ser aplicados nas

industrias de alimentos e farmacéutica, para o controle de bactérias e fungos patogénicos.

Doencas causadas devido ao consumo de alimentos contaminados tém um grande
impacto na saude publica e na economia. Microrganismos patogénicos representam uma
grande preocupacao para a industria de alimentos e para os 6rgéos de saude publica, visto
gue provocam intoxicacdes e infeccdes alimentares na populacdo e representam prejuizo
para as indUstrias de alimentos.

Os oOleos essenciais, também conhecidos como 6leos volateis e Oleos etéreos, séo
definidos como produtos obtidos de partes de plantas, através da destilacdo por arraste a
vapor. Sao misturas complexas de substancias volateis e lipofilicas, cujos componentes
incluem hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
acidos organicos, entre outros, em diferentes concentracdes, nos quais, um composto
farmacologicamente ativo é majoritario (SIMOES & SPITZER, 1999). Os 6leos essenciais e 0s
extratos das plantas possuem um interesse crescente para a industria e para a pesquisa
cientifica devido as atividades antimicrobiana, antioxidante, antifangica, antiviral e

antiparasitaria, o que os torna uteis como um aditivo natural para as industrias de alimentos,
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de farmacos e de cosméticos (BAKKALI et al., 2008; KAMEL et al., 2007; MABBERLEY et al,
1997).

Os compostos de organosselénio sdo atualmente de interesse em pesquisas cientificas
devido ao seu grande espectro de atividade biologica e de aplicacdes em perspectiva como
inibidores de enzimas, agente anti-inflamatério e antitumoral (MLOCHOWSKI et al., 2008).
Além disso, esses compostos sdo menos toéxicos que o selénio, com isso o interesse pela
sintese de compostos em enzimologia e quimica organica aumentou (BHATTACHARYA et al.,
2005).

Outro aspecto importante na sintese de organosselénios é a possibilidade de uso em
diversas reacgodes, incluindo a formacéo de ligacbes C-C, sob condi¢Bes reacionais brandas. A
maioria das metodologias sintéticas envolvendo organosselénios ocorre de maneira estéreo e

regiosseletiva com excelentes rendimentos (NOGUEIRA et al., 2003).

Este trabalho teve como objetivo realizar a sintese de selenocompostos, a partir do
aldeido (+)-(R)-citronelal, presente no 6leo essencial de Cymbopogon nardus (L) Rendle e,
avaliar a atividade antimicrobiana do aldeido e dos compostos sintetizados, frente a
patdgenos importantes em alimentos, como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e
Salmonella Typhimurium.



2. Revisao Bibliogréafica

2.1 Microrganismos patogénicos em alimentos

No periodo de transicdo entre os séculos XX e XXI, a economia se globalizou,
acarretando em um rapido movimento de pessoas e na incorporacdo de novos valores aos
habitos alimentares. Da mesma forma, houve um aumento significativo na contaminacédo dos
alimentos, tanto de ordem quimica quanto bacteriana. As contaminacfes tém extrapolado
fronteiras transnacionais na ocorréncia de doencas transmitidas por alimentos (DTAS). Entre
essas doencas se destacam as gastrenterites agudas de ocorréncias isoladas ou em surtos
epidémicos (ABRAHAO, 2005).

A estimativa anual sobre gastrenterites na América Latina, Africa e Asia, com excecdo
da China, atingiu um bilhdo de criangcas com idade inferior a cinco anos, resultando em mais
de cinco milhdes de O&bitos, sendo a maioria causada pelo consumo de alimentos
contaminados (BECKERS et al., 1998). Mesmo na Europa, a mortalidade causada por
doencas veiculadas por alimentos €& apenas superada pelas doencas respiratorias.
Anualmente, ocorrem 50 mil casos de gastrenterite aguda, por milhdo de habitantes. A cada
ano, os Estados Unidos da América experimentam varias DTAS, mas somente uma pequena
fracdo delas (menos de 10%) é registrada ou reconhecida. Desde 1980, inimeros estudos
tém mostrado que em torno de 6 a 80 milhdes de casos ocorreram anualmente em todo o
pais, evidenciando-se 10.000 6bitos. O custo envolvido nesse processo € de cinco bilhdes de
dolares (NOTERMANS & GIESSEN VAN DER, 2003).

As doengas de origem alimentar podem ser subdivididas em duas categorias:

1- Intoxicacdes alimentares: Causadas pela ingestdo de alimentos contendo a
toxina pré-formada ou o agente produtor da toxina; essas toxinas sdo produzidas durante a

intensa proliferacdo do microrganismo patogénico no alimento. Neste grupo estdo Clostridium
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botulinum, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus forma emética e os fungos produtores de
micotoxinas.

2- Infeccdes alimentares: Causadas pela ingestdo de alimentos contendo células
viaveis de microrganismos patogénicos. Estes microrganismos aderem a mucosa intestinal e
proliferam, colonizando o intestino. Em seguida, pode ocorrer a invasdo da mucosa e
penetracdo nos tecidos, ou ainda, a producdo de toxinas que alteram o funcionamento das
células do trato gastrointestinal. Entre as bactérias invasivas, destacam-se Salmonella,
Shigella, Escherichia coli enteroinvasora, Yersinia enterocolitica, entre outras. Entre as
toxigénicas, incluem-se Vibrio cholerae, Escherichia coli enterotoxigénica, Campylobacter
jejuni (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

De acordo com Forsythe et al. (2000) o nimero de casos notificados de doencas
transmitidas por alimentos (DTAS) representa apenas a ponta de um iceberg. Um estudo
realizado na Inglaterra em 1999 estimou a extensdo de casos nao notificados e constatou
gue, para cada caso notificado (detectado em laboratdrios oficiais de vigilancia), existe m mais
136 casos na comunidade, como mostra a Figura 1 (WHEELER et al., 1999, citados por
FORSYTHE, 2000).

1
caso
notificado

6,2 casos avaliados por
médicos, mas ndao
notificados

Fonte: Wheeler et al., citados por Forsythe (2000).

Figura 1: Piramide que expressa a relacao entre casos notificados e ndo-notificados de
doencas transmitidas por alimentos (DTAS)
A preocupacdo com relacdo a bactérias e fungos patogénicos em alimentos vem
crescendo devido ao aumento de surtos de doencas transmitidas por alimentos, como citado
anteriormente. Devido a esse aumento no numero de surtos de DTASs, causadas por bactérias

patogénicas e ao aumento do numero de bactérias resistentes aos antibioticos existe um
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consideravel interesse na investigacdo dos efeitos antimicrobianos de 6leos essenciais e de
diferentes extratos, contra uma gama de bactérias, para o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos naturais, para a preservacdo de alimentos e controle de infec¢des. Assim, 0s
Oleos essenciais e 0s extratos de plantas sdo agentes antimicrobianos naturais com
aplicacdes nas industrias de alimentos e farmacéutica, para o controle de bactérias e fungos
patogénicos (RAHMAN & KANG; 2009).

2.1.1 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes é um bacilo Gram positivo, psicrotréfico, ndo formador de esporos,
microaerofilo, movel devido a presenca de flagelos peritriquios e apresenta movimento
caracteristico denominado tombamento (FRANCO & LANDGRAFF, 1996).

E um patogeno intracelular facultativo, capaz de sobreviver e proliferar em macréfagos,
enterdcitos e outras células, diferente da maioria das bactérias patogénicas de alimentos. No
entanto as linhagens virulentas produzem uma substancia exocelular, formadora de poros e

ativada por grupamentos tiois, conhecida como listeriolisina (LLO) (JAY et al., 2005).

As infec¢des geralmente ocorrem apos a ingestao de alimentos contaminados, sendo o
trato intestinal o sitio principal de entrada no hospedeiro. No intestino, a bactéria adere a
mucosa intestinal e promove uma fagocitose induzida, podendo utilizar as células M ou as
criptas das células intestinais como porta de entrada. Uma vez no interior do fagossomo, o
microrganismo rompe a membrana e escapa para o citoplasma da célula hospedeira, onde
pode se dividir e invadir os enterocitos vizinhos. Através da formacédo de uma cauda polar de
actina, a bactéria se move em direcdo a membrana plasmética da célula infectada, formando,
entdo, projecbes na forma de pesudopodos, que sdo fagocitadas pela célula hospedeira
vizinha; a bactéria fica envolvida em uma dupla membrana. Em seguida, a dupla membrana é
dissolvida por enzimas bacterianas e a bactéria escapa outra vez para 0 citoplasma,
reiniciando o ciclo (TRABULSI et al., 2008). O segmento da populacao considerado de maior
risco de desenvolver listeriose de origem alimentar é constituido por criancas, mulheres
gravidas imunodeprimidos e idosos. Existem ainda outros grupos de risco menores como
individuos debilitados por outras doencas como cirrose, hepatite e cancer (OBLINGER et al.,

1988). A susceptibilidade individual depende de vérios fatores como imunodeficiéncia, estado
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nutricional e fisioldgico, infecgcBes concorrentes ou recentes, da condicdo do trato
gastrintestinal e da dose infectante (BAIRD — PARKER et al., 1994).

A importancia da Listeria monocytogenes (Fig. 2) para a saude publica esta no fato
dela causar uma severa infeccdo em humanos e nos animais caracterizada por meningite,
septicemia ou aborto, varios surtos da enfermidade tém sido descritos pelo mundo. Na Europa
e nos EUA diversos surtos de listeriose foram atribuidos ao consumo de leite pasteurizado e
produtos lacteos (FARBER & PETERKIN, 1991), vegetais crus e gqueijos de alta umidade
(TOBIA et al., 1997).

Fonte: (a) Kenneth Todar University of Wisconsin-Madison Department of Bacteriology (2004).
(b) University Of Wisconsin-Madison Dep. Bacteriology. Kenneth Todar(2005).

(c) Instituto Pasteur. 2004.
Figura 2: (a) Coloracédo Gram, (b) aspecto morfolégico e (c) movimento de tombamento de
Listeria monocytogenes

2.1.2 Staphylococcus aureus

S. aureus (Fig. 3) sdo cocos Gram positivos, mesofilos, produtores de enterotoxinas,
anaerobio facultativo, com melhor crescimento sob condicbes aerdbias, quando entédo
produzem catalase. E um microrganismo causador de intoxicacdo alimentar, a intoxicacéo
estafilocécica; os principais fatores de viruléncia dessa bactéria sdo os componentes de
superficie celular e as toxinas e algumas evidéncias sugerem que determinadas enzimas
também podem ser consideradas como fatores de viruléncia. Entre os componentes da
superficie celular estdo a capsula, os peptideoglicanos e acidos teicbicos, a proteina A e as

proteinas que se ligam a fibronectina, ao colageno e ao fibrinogénio. As toxinas produzidas
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por S. aureus podem ser citotoxinas, superantigenos ou toxinas que degradam moléculas de

adesdo das células epiteliais cutaneas (TRABULSI et al., 2008).

A intoxicagdo estafilococica é uma das principais causas de gastrenterite ao redor do
mundo, a qual € causada pela ingestdo de alimentos que contém a toxina pré-formada
(JABLONSKI et al., 2001). Essa espécie € importante devido ao seu uso como indicador de
higiene pessoal e € conhecida como produtora de enterotoxinas (EDWARDS et al., 2001). S.
aureus é uma das bactérias mais frequentemente isoladas de leite cru e de mastites bovinas,

maos humanas, equipamentos e ambiente da ordenha (LANGE et al., 1999).

@ (b)

Fonte: Infetious Disease Biomarker Database

(http://biomarker.korea.ac.kr/pathogen/pathogen_view_en.jsp?pclass=1&d=81)

Figura 3: (a) Coloracdo de Gram e (b) andlise microscopica de Staphylococcus aureus

2.1.3 Salmonella Typhimurium

S. Typhimurium (Fig. 4) sé@o bacilos Gram negativos, ndo produtores de esporos,
anaerobios facultativos, ndo produtores de gas a partir de glicose, capazes de utilizar citrato
como fonte de carbono, meséfilos, a maioria dos sorovares € moével através de flagelos
peritriquios e causadores de infeccdo alimentar. Os fatores de viruléncia do género
Salmonella incluem as fimbrias, que podem estar associadas a adesédo em diferentes células
epiteliais e possivelmente & matriz extracelular; e as proteinas efetoras/secretadas que estédo
ligadas a translocacao de proteinas bacterianas para o interior da célula eucariética, onde elas
desempenham diferentes funcées (TRABULSI et al., 2008).

O habitat natural de Salmonella € o trato intestinal de animais, com ciclos de infeccdo

entre 0s animais, 0s seres humanos e o meio ambiente. As infec¢cdes causadas por
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Salmonella spp. ocorrem, geralmente, devido ao consumo de alimentos ou agua
contaminados com células viaveis. As doencas causadas por Salmonella séo subdivididas em
febre tiféide, causada por Salmonella Typhi e Paratyphi, febres entéricas, causadas pela
Salmonella paratyphi A, B e C e gastrenterites ou salmoneloses, causadas por Salmonella
Typhimurium. Essas Ultimas tém sido relatadas como as mais frequentes (FRANCO &
LANDGRAF, 1996). Os principais alimentos responsaveis pela toxinfeccdo por Salmonella
spp. sao: carne de aves, saladas elaboradas com carne de aves, ovos e derivados, carne e
produtos carneos e outros alimentos protéicos. A transmissédo pode ocorrer diretamente por

via oral-fecal.

(@) (b)

Fonte: Rocky Mountain Laboratories/NIAID/NIH (http://www.sciencemuseum.org.uk/antennals pacebacteria/)

Figura 4: (a) Coloracdo de Gram e (b) andlise microscopica de Salmonella Typhimurium

2.2 Controle Quimico de Microrganismos

2.2.1 Conservantes utilizados na indUstria de Alimentos

Os conservantes sao substancias que sao utilizadas para prolongar a vida util dos
produtos alimentares protegendo-os da deterioragdo causada por microrganismos, evitando

ou retardando a deterioracdo nos alimentos.

Conservantes alimentares sdo quaisquer substancia ou misturas de substancias,
adicionada ao alimento com o objetivo de preservar este, em concentracdes controladas, que
nado fagam parte da composi¢édo do alimento. Os conservantes podem ser adicionados aos
alimentos durante as etapas de producéo, processamento, tratamento, embalagem, transporte
e armazenamento (MPOUNTOUKAS et al., 2008).
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Apesar de um grande numero de compostos quimicos ter sido descritos como
conservantes potenciais de alimentos, apenas uma parte relativamente pequena deles é
permitida em produtos alimenticios, sobretudo devido as regras de seguranca do Food and
Drug Administration (FDA) e também devido ao fato de que nem todos os compostos que
apresentam atividade antimicrobiana in vitro conservam-na quando adicionados aos

alimentos.

A Tabela 1 apresenta alguns conservantes de alimentos reconhecidos como seguros

(GRAS — generally recognize as safe)
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Tabela 1: Alguns conservantes de alimentos reconhecidos como seguros

Concentracdo Maxima ) ) )
Conservante Microrganismos Afetados Alimentos

Permitida

Paes, bolos, alguns
Acido queijos, inibidor de

0,32% Bolores e Leveduras ) .
viscosidade em massa de

propiénico/propionatos
pao
Queijos duros, figos,
Acido sorbico/sorbatos 0,2% Bolores e Leveduras xaropes, molhos para
salada, geléias e bolos

Produtos para

panificacédo, refrigerantes,

Parabenos 0,1%** Bolores e Leveduras
conservas e molho para
salada
Melado, frutas secas,
fabricagdo de vinho, suco
de liméo (ndo deve ser
SO,/sulfitos 200-300ppm Insetos e microrganismos utilizado em carnes e
outros alimentos
reconhecidos como fonte
de tiamina)
Etileno/éxido de Leveduras, blores, insetos Fumigante para
. 700ppm )
propileno*** daninhos temperos, nozes
o Bactérias lacticas, Certos queijos
Nisina 1% ) i
clostridios pasteurizados
. ] " Pesticida em morangos,
Acido deidroacético 65ppm Insetos
abdbora
) o o Preparag&o para carnes
Nitrato de sédio*** 120ppm Clostridios
curadas
Acido caprilico - Bolores Embalagem de queijo

Fonte: Tortora et al., 2005.
Nota: GRAS (normalmente reconhecido como seguro) pela se¢éo 201 (32) (s) do U.S. Food, Drug, and Cos metic Act.
**Heptil éster: 12ppm em cerv eja, 20ppm em bebidas de frutas nédo-carbonatadas

***Pode estar envol ido em mutagénese ou carcinogénese
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O crescimento microbiano e as reacdes de oxidacdo que ocorrem nos alimentos séao
as duas principais causas de deterioracdo e perda de frescor em alimentos sélidos
processados. Com o objetivo de estender a vida Util dos alimentos, os conservantes sao muito
usados em produtos como queijos e produtos carneos, em quantidades requeridas para o
controle da degradacao, como controle da microbiota e da oxidacdo de vitaminas nativas e
corantes, etc., em quantidades controladas pela legislacdo de aditivos de alimentos
(GUILLARD et al., 2009).

Estudos toxicologicos atuais apontam que determinadas concentracbes de
conservantes sintéticos e seu uso continuado, podem ser potencialmente téxicos e ter efeitos
carcinogénicos. Muitas pesquisas estdo sendo dirigidas no sentido de encontrar compostos
naturais com atividade antimicrobiana e antioxidante, que poderiam ser novas alternativas
para substituir os conservantes sintéticos comumente utilizados ou também fazer associacdes
entre eles, diminuindo sua quantidade em alimentos (RAMALHO & JORGE, 2006).

Nesse contexto, diversos estudos exploram a atividade antioxidante e antimicrobiana
de extratos de frutas e ervas, além de outras propriedades biolégicas como antimicrobiana e
antitumoral, de fontes ricas em compostos fendlicos como &acidos fendlicos, flavondides,
tocoferdis entre outros (ANWAR, 2008).

Em 2008, Mpountoukas et al. estudou a atividade genotdxica, citoestatica e o
potencial citotoxico de trés conservantes utilizados em alimentos, sorbato de potassio,
benzoato de sbdio e nitrato de potassio. De acordo com 0s resultados esses conservantes,
quando utilizados em concentracdes baixas, ndo apresentaram atividade genotéxica, porém
em concentracbes de 4 e 8 mM os conservantes sorbato de potassio e benzoato de sodio
apresentaram atividade. Estes mesmos dois conservantes, em concentracdes que variaram
de 0,02 mM — 2 mM, ndo apresentaram atividade citoestatica, mas em concentraces de 4 e 8
mM apresentaram fraca atividade. O nitrato de potassio ndo apresentou efeito nas
concentrages utilizadas e, além disso, nenhum conservante testado apresentou atividade

citotoxica.

Como mencionado anteriormente no item 2.1, os O&leos essenciais e seus
componentes sao conhecidos por possuirem atividade antimicrobiana (AZZOUZ &
BULLERMAN, 1982; DEANS & RITCHIE, 1987; AKGUL & KIVANC, 1989; HAMMER et al.,
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1999) e, muitas aplicacbes para o controle do crescimento de bactérias patogénicas e
deteriorantes de alimentos tém sido desenvolvidas usando Oleos essenciais como
conservantes naturais de alimentos (HAO et al., 1998). Alguns estudos reportam que a
atividade antibacteriana dos Oleos essenciais é derivada dos compostos terpendides e
fendlicos presentes nesses 6Oleos. Em geral, maiores quantidades de 6leos essenciais sao
necessarias em alimentos quando comparadas as quantidades utilizadas em meios de cultura
em laboratorio, portanto a aplicacdo préatica dos 6leos essenciais é restrita, ja que a adicao de
altas concentracdes de Oleos essenciais gera mudancas indesejadas na parte sensorial dos
alimentos (YAMAZAKI et al., 2004).

O controle quimico € usado para o controle do crescimento microbiano em tecidos
vivos e em objetos inanimados. Entre os agentes quimicos mais utilizados para o controle
microbiano estdo os fendis e os compostos fendlicos, bifendis, biguanidas, halogénios,
alcodis, metais pesados e seus compostos, agentes de superficie (tensoativos ou
surfactantes) (TORTORA et al., 2008).

Os alcodis, utilizados como conservantes quimicos eliminam efetivamente as
bactérias e fungos, mas ndo os enddsporos. O mecanismo de acdo normalmente é a
desnaturacdo das proteinas, mas o alcool também pode romper membranas e dissolver
muitos lipidios. Os &lcoois possuem a vantagem de agir e evaporar rapidamente, nao
deixando residuos. Os aldeidos estdo entre os antimicrobianos mais efetivos e dois exemplos
gue podem ser citados sao o formaldeido e o glutaraldeido. Eles inativam proteinas formando
ligacdes cruzadas covalentes com varios grupos funcionais organicos nas proteinas (-NH, -
OH, -COOH e — SH) (TORTORA et al., 2008).

2.3 Atividade Antimicrobiana de compostos naturais ou semi-sintéticos

Microrganismos, incluindo bactérias Gram negativas e positivas, além de fungos, séo
reconhecidos por serem causadores de diversas infeccbes e intoxicacdes em humanos.
Apesar de a indUstria farmacé utica produzir um expressivo e efetivo nimero de novos agentes
antimicrobianos e antibidticos nos ultimos anos, a resisténcia microbiana a essas drogas
também aumentou (MATASYOH et al., 2009).
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Em geral, as bactérias tém a habilidade genética de adquirir e de transmitir resisténcia
as drogas utilizadas como agentes terapéuticos. Medidas para enfrentar o problema sé&o
necessarias, entre elas, o controle no uso de antibidticos, o desenvolvimento de pesquisas
para uma melhor compreensdo dos mecanismos genéticos de resisténcia microbiana e
estudos acerca de novas substancias antimicrobianas, sintéticas, semi-sintéticas ou naturais
(LOGUERCIO et al., 2005).

Estudos tém demonstrado que as propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais
prolongam a fase lag (a) e reduzem a taxa de crescimento exponencial, assim como a
populacdo final das culturas (VALERO & GINGER, 2006). A Figura 5 mostra uma curva tipica
de crescimento bacteriano. A fase lag € o momento no qual esta ocorrendo a sintese de
enzimas; na fase log (b) as células ja estdo plenamente adaptadas e possuem uma alta
velocidade de crescimento; na fase estacionaria (c) tem inicio o acumulo de metabdlitos
toxicos e o término do substrato; a Ultima fase € a declinio (d) onde ocorre a redugdo do

crescimento celular e tem inicio a lise celular, consumo do material intracelular.

log do numero de
bactérias viaveis

tempo (h)
Figura 5: Curva tipica de crescimento bacteriano

Os 0leos essenciais e seus componentes foram previamente estudados em relacéo a
suas habilidades de proteger os alimentos contra bactérias patogénicas em suco de maca
(FRIEDMAN et al., 2004) e em outros alimentos (BURT et al., 2004; SEYDIM & SARIKUS,
2006), mas ndo existem muitos estudos sobre a incorporacdo de Oleos essenciais e seus
componentes em filmes comestiveis. Filmes comestiveis podem melhorar a vida Util e a
gualidade dos alimentos por servirem como uma barreira seletiva para transferéncia de

umidade, trocas de oxigénio, oxidacéo lipidica e perdas de aroma e sabores volateis.
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Rojas Grau et al. (2007) publicaram o primeiro estudo sobre a atividade
antimicrobiana de filmes comestiveis de puré de maca adicionados de alginato e de 6leos
essenciais e seus componentes, contra E.coli O157: H7. Os autores utilizaram os Oleos
essenciais de orégano, capim-imdo e canela, e 0s seus respectivos componentes
majoritarios, carvacrol, citral e cinamaldeido. Os resultados mostraram que os aditivos nao
tiveram efeito sobre o vapor de agua e sobre a permeabilidade de oxigénio, no entanto as
propriedades de tensdo foram significativamente afetadas pela adicdo dos 6leos essenciais e
seus componentes. Entre os 6leos essenciais e componentes utilizados o 6leo essencial de

orégano e o carvacrol foram os melhores agentes antimicrobianos utilizados.

Ohlan et al. (2008) estudaram a sintese e atividade antimicrobiana de complexos
contendo uréia. Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas cepas de
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Escherichia coli. Segundo o autor a maioria dos
complexos sintetizados apresentaram moderada atividade contra essas bactérias, destacando

os complexos de acido caprico, acido pamoéico e o acido 3-hidroxibenzdico.

2.4 Oleos essenciais

As plantas contem uma variedade de substancias chamadas de fitoquimicos, que séo
derivados de seus componentes naturais. A preparacdo de fitoquimicos com dupla
funcionalidade, prevencdo da lipoxidacdo e atividade antimicrobiana, possui um grande
potencial para estender a vida 0til de produtos alimenticios. No entanto, ainda ndo estédo
claros quais os componentes das plantas que séo ativos. Os 6leos essenciais e 0s compostos
fendlicos recentemente vém recebendo uma grande atencdo, devido a novas descobertas
sobre suas atividades bioldgicas e, também por serem amplamente distribuidos em plantas
comestiveis (BAKKALI et al., 2008; KAMEL et al., 2007; ARCHANA et al., 2005).

O termo 6leo essencial é utilizado para desighar os liquidos oleosos volateis dotados
de forte aroma, extraidos principalmente de plantas, geralmente, por arraste a vapor, podendo
também ser empregados na extracdo outros processos fisicos. A International Standard
Organization (ISO) define os Oleos volateis como produtos obtidos de partes de plantas
através da destilagdo por arraste a vapor d’agua, e também como os produtos obtidos pela

expressao de pericarpos de frutos citricos.
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Os constituintes quimicos mais comuns nos Oleos essenciais sdo misturas de
terpenos, geralmente monoterpenos, sesquiterpenos e arilpropandides que podem apresentar
uma variedade de funcionalizagbes e, devido as diferentes funcionalizagcbes podem ser

utilizados como intermediarios de reacdes de sintese organica.

Lenardao et al. (2007) estudaram a sintese de organoenxofres a partir de aldeidos e
tidis, entre os aldeidos testados estava o citral 1, aldeido majoritario do éleo essencial de
capim-lim&o. O catalisador utilizado na reacado foi KF/Al,O3 e esta foi realizada na auséncia de
solventes e com microondas (MO), sendo assim uma “reagao verde”. O produto obtido a partir
do citral foi o 3-tioorganoilcitronelal 3 (Esquema 1). Os produtos sintetizados apresentaram

atividade antimicrobiana contra Staphylococcus spp.

RS
X CHO CHO
KF/Al,O3 (50%)
+  R-SH >

t. a. ou MO (548W)
| 2 |

R = CGHSV 0-C|C6H4, p-C|C6H4
n-C3H7,n'C12H25

Esquema 1: Sintese do composto 3- tioorganoilcitronelal a partir do aldeido citral

Ward & Cooper (2004) estudaram a hidrosselenacdo de alcoois alilicos e a sua
conversao em B-hidroxi-epoxidos via substituicdo de um grupamento de selénio. O objetivo do

estudo foi verificar se a posicdo do oxigénio do grupamento hidroxila facilita a entrada do
atomo de selénio do reagente na dupla ligacdo. Foram utilizados os alcoois geraniol 4 e linalol
7, provenientes dos 6leos de geranio e manjericdo, respectivamente. As reacfes foram
realizadas utilizando cloretos de fenilselenenila em uma solucdo de acetonitrila/agua (5:1) a
temperatura ambiente por 24 horas. Nos dois casos estudados (geraniol e linalol) os autores
ndo observaram seletividade da hidroxisselenacdo na dupla ligacéo alilica em relacdo a dupla
ligacdo isolada, e os produtos 5, 6 e 8, 9 foram formados a partir do geraniol e linalol,

respectivamente (Esquema 2).
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N PhSeCl
_—
| OH  acetonitrila/agua PhSe OH *
t. a., 24h " OH
5.7
4 5 6

OH

PhSeCl
—_—
acetonitrila/agua

t. a., 24h Phse\\‘

Esquema 2: Sintese do selenogeraniol e selenolinalol

Apesar das inumeras pesquisas envolvendo o potencial biolégico dos 6leos
essenciais, o seu potencial para o desenvolvimento de novas drogas tem sido pouco
explorado. Os constituintes dos Oleos essenciais e as suas concentracdes relativas no 6leo
podem variar de um Oleo para outro, e Oleos essenciais de diferentes plantas apresentam
atividade antimicrobiana variada. Nos Ultimos anos, devido a um aumento de infec¢Bes
transmitidas por microrganismos resistentes aos antibiéticos, a procura por novos prototipos
de drogas para combater infeccées € uma necessidade absoluta. O uso de 6leos essenciais e
extratos de plantas pode apresentar um grande potencial e boas perspectivas para pesquisas
nesta area (NGUYEN et al., 2008).

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciais e de extratos de plantas possui muitas
aplicacdes, sendo potenciais agentes para preservativos de alimentos, farmacéuticos,
medicina alternativa e terapias naturais (COSENTINO et al., 1999; BAKKALI et al., 2008).
Estudos prévios mostram que um grande numero de espécies de plantas ja foi testado em
relagdo ao seu potencial biologico, terapéutico e farmacéutico (COSENTINO et al., 1999;
ALCARADZ et al., 2000; ANTHONY et al., 2002; MAJHENIC et al., 2007; MATA et al., 2007,
BAKKALIletal., 2008).

No sentido de desenvolver um novo agente antimicrobiano de fonte natural, os

vegetais constituem uma enorme e importante fonte visto que possuem componentes
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biologicamente ativos, sendo que muitos destes podem ser utilizados como modelos para a
sintese de inimeros farmacos (WALL et al.,, 1996). Outros estudos tém demonstrado que
produtos naturais oriundos de plantas apresentam atividade antimicrobiana contra linhagens
de patégenos resistentes aos antibioticos (VANACLOCHA & CANIGUERAL, 2003).

Sandri et al. (2007) estudaram a atividade antimicrobiana, utilizando as técnicas de
difusdo do disco e determinacdo da concentracdo inibitoria minima, dos Oleos essenciais de
sete espécies brasileiras do género Cunila contra cinco bactérias patogénicas e formadoras
de esporos. Entre as cepas utilizadas nos ensaios estavam espécies de Bacillus,
Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Pseudomonas, Salmonella e Staphylococcus. Os
resultados das analises quimicas mostraram que 0s Oleos essenciais apresentaram
diferencas qualitativas e quantitativas nos componentes e, entre as espécies analisadas, o
Oleo essencial da espécie Cunila galioides, com maior contetdo de citral, foi a que apresentou

melhor atividade antimicrobiana contra os patégenos testados.

Em 2004, Friedman et al. analisaram a atividade antibacteriana de Oleos essenciais
de plantas e seus componentes contra Escherichia coli O157: H7 e Salmonella enterica em
suco de maca. Os componentes dos 6leos essenciais que apresentaram melhores resultados
contra E.coli O157: H7 foram: carvacrol, 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare),
geraniol, eugenol, 6leo essencial da folha e da casca de canela (Cinnamon zeylanicum), citral
e Oleo essencial de capim-limdo (Cymbopogon citratus). Para S.enterica os melhores
resultados foram obtidos com: 6leo essencial de melissa (Melissa oficinalis), carvacrol, 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare), terpeineol, geraniol, éleo de limao (Citrus leom),
citral e linalol. Segundo os pesquisadores, a acidez do suco de mac¢a nao alterou a atividade
bacteriana dos extratos. Na Fig. 6 estdo as estruturas de alguns componentes de 6leos

essenciais.
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AN X
CHO CHO
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Citral Citronelal Geraniol

-

Linalol Carvacrol Timol

Figura 6: Estrutura quimica de alguns componentes de 6leos essenciais

Muitos estudos avaliam a atividade antimicrobiana de diferentes 6leos essenciais in
vitro e isoladamente. Em 2008, Gutierrez et al. estudaram a atividade antimicrobiana de oleos
essenciais derivados de ingredientes alimenticios, combinados e também as interacdes
destes 6leos essenciais com proteinas, carboidratos, lipidios e niveis de pH no alimento, a fim
de otimizar a aplicacdo destes compostos em alimentos. Foram utilizados os éleos essenciais
de manjericdo (Ocimum basiculum L.), manjerona (Origanum majarona), orégano (Origanum
vulgare), alecrim (Lippia sidoides) e tomilho (Thymus vulgaris). De acordo com esse estudo a
combinacdo de Oleos essenciais pode reduzir as concentragcdes aplicadas e,
consequentemente, minimizar qualquer efeito sensorial adverso no alimento. Os resultados
também revelaram que os Oleos essenciais podem ser mais eficientes contra bactérias
patogénicas e formadoras de esporos, quando aplicados em alimentos com alto grau de

proteina e pH acido, assim como baixos niveis de lipidios e carboidratos.

Em um estudo realizado em 2006, Fisher et al. relataram que entre os Oleos
essenciais citricos de limdo (Citrus lemon), laranja doce (Citrus sinensis) e bergamota (Citrus
bergamia) e seus componentes, o0 0leo essencial de bergamota e seu componente majoritario
linalol, foram mais eficientes contra Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Escherichia coli e Campylobacter jejuni. De acordo com os resultados entre a

bactérias utilizadas, as bactérias Gram positivas foram mais susceptiveis a inibicdo do que
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bactérias Gram negativas e, todas as bactérias testadas foram menos susceptiveis a inibicao

em sistemas alimentares do que in vitro.

Os Oleos essenciais, nos Uultimos anos, tém atraido a atencdo de industrias e
pesquisas cientificas, devido a sua potencial utilizacdo como conservante natural, ja que estes
sao normalmente reconhecidos como seguros (GRAS — Generally Recognized as Safe) e
muitos deles possuem um grande espectro como agente antimicrobiano, com potencial para o
controle de bactérias patogénicas e deteriorantes em alimentos (GUTIERREZ et al., 2008). No
entanto, os Oleos essenciais possuem impacto sobre as caracteristicas sensoriais dos
alimentos como sabor, odor e, estes podem também exceder o limiar de aroma aceitavel em
cada alimento (HSIESH etal., 2001; NAZER et al., 2005).

Uma alternativa para minimizar os efeitos sensoriais negativos dos 0leos essenciais e
seus componentes nos alimentos é a utilizacdo da quimica combinatdria. A idéia central da
quimica combinatdria € a sintese de uma gama de compostos a partir de uma molécula de
interesse e a avaliacdo da atividade bioldégica dos compostos sintetizados. Esta estratégia
combinatéria pode ser aplicada como pesquisas nas areas de agricultura e alimentos,
incluindo seguranca alimentar, nutricdo, desenvolvimento de novos ingredientes,
processamento e conversdo de produtos naturais (WONG & ROBERTSON 1999). A
modificacdo da molécula por insercao de novos substituintes ou pela transformacéo de grupos
funcionais, consequentemente, ird modificar as caracteristicas dos compostos, podendo assim
diminuir o odor e sabor acentuado. Assim, é possivel evitar a alteracdo drastica nas

caracteristicas sensoriais do alimento.

2.4.1 Oleo essencial de Cymbopogon nardus (L) Rendle e (+)-R-Citronelal

O capim citronela (Cymbopogon nardus), planta originada do Sri Lanka (antigo Ceilao)
e da india, é utilizada na Indonésia, como cha calmante e digestivo. O género Cymbopogon
pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae. Este género € constituido de oitenta e
cinco espécies (CRAVEIRO, 1981). O 6leo essencial extraido da planta tem como principal
constituinte o citronelal (3,7-dimetil-oct-6-enal), predominantemente formado pelo

metabolismo secundario das plantas.
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O género Cymbopogon representa uma ampla variedade de relacdes filogenéticas e,
portanto as variagdes quimiotipicas nos 6leos essenciais de suas espécies sao geneticamente
rastreaveis. O Oleo extraido das folhas de Cymbopogon nardus (Fig. 7) é usado como
repelente de insetos, na perfumaria, como bactericida laboratorial, desinfetante doméstico e,
como matéria prima para a sintese de outros aromas (SHASANY, 2000; CASTRO & RAMOS,
2003). Essas propriedades sao atribuidas a presenca de substancias volateis em suas folhas,
como citronelal, eugenol, geraniol, limoneno, entre outros, denominados de monoterpenos
(SHASANY, 2000). Mahalwal & Ali (2002) identificaram os constituintes do 0leo essencial do
Cymbopogon nardus por cromatografia gasosa com espectro de massa (CG/EM),
encontrando dezesseis compostos monoterpénicos (79,8%) e nove compostos

sesquiterpénicos (11,5%). Os compostos monoterpénicos majoritarios foram o citronelal

(29,7%) e o geraniol (24,2%) e os compostos sesquiterpénicos majoritarios foram o (E)-
nerolidol (4,8%) e o B-cariofileno (2,2%).

Figura 7: Cymbopongon nardus (L) Rendle

O dleo essencial de C. nardus juntamente com os 0Oleos essenciais de Cymbopogon
citratus e Cinnamomum zeylanicum induzem 100% de mortalidade e causam significativa
reducdo na producdo da peste do arroz Sitophilus orizae e da traca de grados Sitotroga

cerealella, segundo Paranagama et al. (2001, 2002).

O citronelal (3,7-dimetil-oct-6-enal) (Fig. 8) € um monoterpeno, predominante mente
formado pelo metabolismo secundéario de plantas. E tipicamente isolado como uma mistura
nado-racémica dos enantibmeros R e S por destilacdo com arraste de vapor ou extracao por
solventes dos Oleos de Corymbia citriodora (Hill e Johnson) e Java citronella, no 6leo

essencial de Cymbopogon nardus existe apenas o isdmero (+)-(R)-citronelal. Alternativamente
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€ também encontrado em outros 50 6leos essenciais; juntamente com citral, geranial, linalol e
citronelol, o citronelal € um dos mais importantes monoterpenos (PYBUS & SELL, 1999).

CHO CHO
| |
10 11

(R)-Citronelal  (S)-Citronelal

Figura 8: Estruturas quimicas do (R)-citronelal 10 e do (S)-citronelal 11

O citronelal € um material de partida quiral de facil acesso e barato, possui um grupo
funcional aldeido, o qual pode ser convenientemente usado em muitas transformacfes
quimicas para o desenvolvimento da estrutura de carbonos desejados. E extensivamente
utilizado no campo da sintese organica e é um importante precursor quiral na sintese de
varios produtos naturais (LENARDAO et al., 2007). A maior vantagem do citronelal como um
precursor quiral € a acessibilidade comercial de ambas as formas quirais (NAGESHWAR et
al., 2009).

Diversos artigos descrevem as biotransformacfes do citronelal na formacdo de
compostos industrialmente aplicaveis (JOGLEKAR & DAVLIKAR, 1969; BANTHORPE et al.,
1972; NOMA et al., 1991; NOMA et al., 1992; VANEK et al., 2003; VELANKAR & HEBLE,
2003), assim como o0 seu metabolismo em organismos vivos (GBOLADE & LOCKWOOD,
1990; ODA et al., 1996). Entretanto, além das aplicacdes destas substancias, principalmente
nas industrias de fragrancias, o citronelal e o citronelol sdo empregados como intermediarios
em sinteses de diversos terpenos naturais como o 1-mentol, a-tocoferol e ironas (SELL,
2003).

Nageshwar et al. (2009) sintetizaram liquidos ibnicos a partir de compostos quirais, no
caso (R)-citronelal 10 e (S)-citronelal 11. Para a sintese dos liquidos i6nicos o grupamento
aldeido do citronelal foi convertido em uma base de Schiff usando uma amina (dimetilamina
ou dietilamina). Apds foi realizado um tratamento com um haleto de alquila (iodeto de metila,

iodeto de etila, brometo n-propila, brometo i-propila e brometo n-butila), gerando o
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correspondente liquido i6nico (Esquema 3). De acordo com 0s autores, varios liquidos ibnicos
quirais podem ser sintetizados a partir dos isdmeros do citronelal (R e S) obtendo bons
rendimentos; a metodologia pode ser generalizada com outras dialquilaminas para

desenvolver liquidos ibnicos quirais para qualquer uso especffico.

dimetilamina, MeOH acetonitrila, R-X

_ =

H,, ta,16h ta

12 13

dimetilamina, MeOH acetonitrila, R-X
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H,, ta,16h t.a

XX XX X
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Esquema 3: Sintese de liquidos i6nicos a partir dos compostos quirais (R) e (S) — citronelal

Em 2010, Belichi-Ferrari et al. publicaram um trabalho sobre a modificacdo do
citronelal tiossemicarbazona com cobre e niquel e o estudo sobre a atividade antiproliferativa
e toxica dos compostos sintetizados. A primeira etapa teve inicio com a reacdo do (S)-
citronelal 11 e o composto etilmorfolina tiossemicarbazida 16. Apés esta etapa o produto 17
reagiu com acetato de cobre (Il) ou niquel (Il) gerando o produto 18 (Esquema 4). A adicao
dos novos grupamentos ao composto aumentou a solubilidade dos compostos e 0s ensaios
biologicos realizados revelaram que a atividade biolégica dos produtos contendo cobre e
niquel foi superior a atividade bioldgica do produto sem o fragmento morfolina, e que este

pode ser estudado como um potencial agente antitumoral.
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Esquema 4: Modificacéo do Citronelal tiosemicarbazonato com cobre e niquel

Jacob et al. (2003) propuseram a sintese do isopulegol a partir do (R)- citronelal 10. A
metodologia proposta para a sintese incluia principios da quimica verde, como auséncia de
solventes e utilizacdo de irradiacdo em micro-ondas, o catalisador utilizado na reacao foi
SiO,/ZnCl; (Esquema 5). A reacéo de ene-ciclizagdo do (R)-citronelal 10 levou a formagéao de
trés isdmeros: isopulegol 18 (75%), neoiso-isopulegol 19 (15%) e neoisopulegol 20 (10%).

PN AN

18 19

Si0,/ZnCl, (10%)

CHO
MO (488W)

10
OH

20

Esquema 5: Ene-Ciclizacdo do (R)-citronelal

Fatimah (2009) também estudou a ciclizacdo do citronelal, mas para isso utilizou

catalise heterogénea e solventes para a conversao de (R)-citronelal 10 em isopulegol 18. O

sistema catalitico utilizado foi dioxido de zirconio disperso em SiO, - montmorilonita, e a
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reacao formou quatro isdmeros: isopulegol 18, neoiso-isopulegol 19, neo-isopulegol 20 e iso-

isopulegol 21 (Esquema 6). Os resultados sugeriram que a dispersdo de ZrO, em SiO;-

para obtencao do isopulegol, 94,6%.

Acido de Lewis

montmorilonita aprimorou a atividade catalitica e promoveu uma maior seletividade da reagéo
CHO —>

AN AN
| Solvente

18 19
10 +
OH “OH
20 21

Esquema 6: Sintese do isopulegol e seus isbmeros a partir do (R)-citronelal

Os isbmeros R e S citronelal podem ser utilizados na sintese enantiosseletiva de trés
isdbmeros da vitamina K (SCHIMIDA et al., 1990), enquanto o (R)-citronelal pode ser utilizado
na sintese do a-tocoferol (vitamina E). Tanto a vitamina K quanto a vitamina E possuem um
anel polimetilado com multiplos centros quirais. O passo chave para a sintese dos isbmeros
da vitamina K (Esquema 7) é o acoplamento do tipo Schlosser entre o reagente de Grignard
24 e um benzoato alilico 25, gerando a vitamina K di-hidratada 26. A reacdo com
Ce(NH4)2(NO3)s converte o produto intermediario 26 ao isbmero 27a da vitamina K, com 77%
de rendimento (SCHIMIDA et al., 1990). Essa metodologia pode ser utilizada para sintetizar
trés isdbmeros da vitamina K (27a, 27b, 27c), o quarto isomero de ocorréncia natural 27d pode
ser obtido através de outras reacdes que possuem o fitol como material de partida. Na Figura

9 estdo os quatro isdbmeros da vitamina K.
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(a) NaBH,, EtOH, O°C; (b) 1 - Hy, Niquel-Raney, 2 - NBS, PPhg, CH,Cl,;
(c) 1 - Mg, THF, Li,CuCly , 2- EtOH, Py, TsOH, 60°C, 3- NBS, PPh3, CH,Cl;;
(d) Mg, THF, Li,CuCly ; (e) Ce(NH,4)2(NO3)s, CH3CN, benzeno, H,O

Esquema 7: Sintese da vitamina K a partir do (S)-citronelal

le} 27b

o 27d

Figura 9: Estrutura quimica dos isémeros da vitamina K

O (R)-citronelal 10 é utilizado na sintese convergente da vitamina E (tocoferol) natural

37, pela reacdo com acetato de metil (S)-(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-ila) 33. Durante
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a sintese é importante a resolucéo da atividade catalitica da lipase no controle do novo centro
quiral em 32. O a-tocoferol € o principal e mais estudado componente da vitamina E; muitos
estudos evidenciam sua atividade antioxidante in vitro e resultados epidemioldgicos indicam
que o uso do a-tocoferol como substancia medicinal e profilatica diminui substancialmente o

risco do desenvolvimento de muitos processos patoldgicos (MARTINEZ-FLORES et al., 2002).

: . %
OHC\/\/\)\ —— OW —b>

99%
10 28

a) Acetona, solugdo aquosa de KOH, 6h, refluxo;

b) (PrO);Al, 'PrOH, tolueno, 5,5h;

c) anidrido butirico, Py, DMAP, 5°C, 1h/t. a., 3h

d) hidrolase (lipase ex. P.fluorescens)

e) 1-"BuLi, THF, 90min, 2- cloroformato de metila,
t.a,12h;

f) NaH, Pd[P(CgHs)zls, THF, -78°C até t. a.;

g) 1- NaBH,4, MeOH, 48h, 2-NaOHag, THF, MeOH, refluxo,
12 h;

h) acetil tert-butildimetilformamida, tolueno, 60°C, 12 h;

i) 1-500psi H,, 5% de Pt/C, EtOACc, t. a., 4h, 2- 60psi H,, 10% de
Pd/C. EtOH, THF, 4h.

Esquema 8: Sintese do a-tocoferol (vit. E) a partir do (R)-citronelal
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O (R)-citronelal 10 é também utilizado na sintese de octaidroacridinas (OHA), uma
classe de compostos farmacologicamente interessantes. A sintese das OHAs tem inicio com a
reacao entre 10 e N-arilaminas 38 (Esquema 9). A reacdo imino-Diels-Alder catalisada por
acido de Lewis é o método mais atomicamente eficiente para obter OHAs 39 e 40, com altos
rendimentos e, em alguns casos com 100% de estereosseletividade. A reacdo pode ser
catalisada por SnCl; (LASCHAT & LAUTERWEIN, 1993), Cr(CO); (LASCHAT &
LAUTERWEIN, 1993) ou TiCls (MAYECAR et al., 2004). No entanto, o uso de trifluoretanol
(MAYECAR et al., 2004) ou liquido i6nico (YADAV et al., 2005) como solvente, eliminam a

necessidade do acido de Lewis.

NH,
R . R,
+ cat.
CHO
| R,
10 38

Esquema 9: Sintese de octaidroacridinas a partir do (R)-citronelal

39 40

Lenardao et al. (2006) utilizaram o liquido iénico de selenénio como catalisador para a
reacdo de sintese das octaidroacridinas (OHAs). Como materiais de partida foram utilizados o
(R)-citronelal 10 e anilina 41 e a reacao foi realizada utilizando temperatura ambiente ou
micro-ondas e o liquido i6nico de selénio, tetrafluoroborato de butiletilfenilselendnio, como
catalisador, formando os produtos 42 e 43. De acordo com os resultados pode-se observar
que a utilizacdo de micro-ondas melhorou o rendimento da reacdo. Além disso, o método é
considerado verde, pois ndo utiliza solvente, utiliza matéria-prima derivada de uma fonte
renovavel ((R)-citronelal 10), liquido i6nico como catalisador e é atomicamente eficiente. O
Esquema 10 mostra a sintese das OHAs utilizando o liguido ibnico de selendnio como

catalisador.
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Esquema 10: Sintese das octaidroacridinas, a partir do (R)-citronelal, utilizando liquido i6nico

selendnio

2.5 Quimica Verde

A quimica verde pode ser definida como o desenho, desenvolvimento e
implementacdo de produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar o uso ou geracao
de substancias nocivas a salde humana e ao ambiente (ANASTAS & WILLIAMSON, 1996;
DEVITO & GARRET, 1996, LENARDAO et al., 2003). Este conceito, que pode também ser
atribuido a tecnologia limpa, j& € relativamente comum em aplicagbes industriais,
especialmente em paises com industria quimica bastante desenvolvida e, que apresentam
controle rigoroso na emissdo de poluentes. O conceito de quimica verde vem,

gradativamente, sendo incorporado ao meio académico, no ensino e pesquisa.

A partir da década de 90, surgiram novas metodologias com enfoque na Quimica
Verde que eliminam ou diminuem a utilizacdo de substancias téxicas, que sao nocivas a
saude humana e ao meio-ambiente (ANASTAS & FARRIS, 1994). Nesta linha, novos estudos
estdo sendo realizados buscando contemplar alguns dos principios da Quimica Verde, como
por exemplo: reacdes em meio livre de solvente (TANAKA & TODA, 2000), utilizacdo de
solventes alternativos e sistemas cataliticos bifasicos (LI, 1993; HORVATH & JOO, 1995), uso
de fluidos supercriticos (JESSOP & LEITNER, 1999), utilizacdo de matérias-primas de fonte
renovavel (LIU et al., 2006), como por exemplo, a utilizacéo de citronelal (JACOB et al., 2003)
e uso de liquidos idnicos (WELTON, 1999).

Alguns autores procuraram, em seus trabalhos, definir os principais pontos ou 0s

principios elementares da quimica verde. Basicamente, ha doze topicos que precisam ser
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almejados quando se pretende implementar a quimica verde: prevencdo, economia de
atomos, sintese de produtos menos perigosos, desenho de produtos seguros, solventes e
auxiliares mais seguros, busca pela eficiéncia de energia, uso de fontes renovaveis de
matéria-prima, evitar a formacao de derivados, catalise, desenho para a degradacédo, analise
em tempo real para a prevencdo da poluicdo e quimica intrinsecamente segura para a
prevencao de acidentes (ANASTAS & WARNER, 1998).

2.6 Sintese de Organosselénios

Desde a década de 30, os compostos organocalcogénios tém sido alvo de interesse
para a quimica devido a descoberta de suas aplicacdes sintéticas (COMASSETO, 1983),
como importantes intermediarios e reagentes muito utilizados em sintese (PAULMIER, 1986;
BRAGA et al., 1996).

O elemento quimico selénio foi descoberto em 1817 pelo sueco Jons. J. Berzelius,
pertence ao grupo 16 da tabela periddica, pode apresentar-se sob quatro estados de
oxidagdo: -2 (seleneto), 0 (Se elementar), +4 (selenito), e +6 (selenato) (Esquema 11).
(CHASTEEN & BENTLEY, 2003).

Se? «=—» Se¥ «—> Se0;?=<—> Se0,?

seleneto elementar selenito selenato

Esquema 11: Estado de oxidacao do selénio (Se)

Selénio (Se) € um micronutriente essencial necessario em pequenas quantidades
para o funcionamento normal das fungfes biolégicas, mas é toxico para os vertebrados em
guantidades levemente acima dos niveis requisitados, no entanto o nivel toxico do selénio
varia com as espécies (HEINZ et al., 1989; SPALLHOLZ & HOFFMAN, 2002; OHLENDOREF,
1996). Os niveis diarios recomendados de selénio sdo de 70 pg Se/dia para homens e 55 ug
Se/dia para mulheres, além disso, estudos demonstraram que quantidades de
aproximadamente 200 ug Se/ dia ndo provocam efeitos adversos nos humanos (FOOD AND
NUTRITION BOARD, 1989).

As crescentes atividades antropogénicas tém aumentado a liberacdo e o emprego do

selénio de suas fontes naturais (rochas e solos), tornando-o disponivel principalmente para o
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meio ambiente aquatico e consequentemente para o homem. A principal via de exposicao
tanto do homem quanto dos organismos aquaticos ao selénio € através da dieta alimentar.
Nos alimentos o selénio esta presente em carnes, ovos, peixes, graos e cereais (SEIXAS &
KEHRIG; 2007). Algumas pesquisas mostraram que leveduras enriquecidas com Se e
algumas plantas como cebola, alho e chas podem atuar como suplementos organicos de Se
(IP etal., 1992, WHANGER et al., 2000, DUMONT et al., 2006).

Nas plantas, o Se é incorporado aleatoriamente na sua forma organica e encontra-se
como analogo de aminoacidos sulfurados, ou seja, selenometionina e selenocisteina.
Atualmente 30 selenoproteinas j& foram identificadas, das quais 15 foram purificadas a fim de

permitir caracterizacdo de sua funcéo biologica (STEEN et al., 2008).

As propriedades farmacolégicas do selénio forma evidenciadas a partir da descoberta
da presenca do elemento selénio, como selenocisteina, no centro ativo de enzimas
antioxidantes como a glutationa peroxidase de hidroperéxidos lipidicos (ROTRUCK et al.,
1973; NOGUEIRA et al., 2004), a tiorredoxina redutase (HOLMGREN, 1985) e a
selenoproteina P (URSINI et al., 1990).

O papel biolégico do selénio tem recebido consideravel atencdo ha muitos anos e
suas funcgdes bioldgicas estdo associadas com a sua atividade antioxidante (BARCELOUX,
1999; BRENNEISEN et al., 2005).

O selénio age como cofator das enzimas da classe da glutationa peroxidase, que sao
enzimas que agem contra o0 estresse oxidativo, especificamente a enzima glutationa
peroxidase ligada ao atomo de selénio reduz a peroxidacao lipidica pela catalise da reacao de
reducdo dos peréxidos. Em geral, todas essas enzimas no seu estado reduzido catalisam a
quebra de hidroperoxidos e do peroxido de hidrogénio em células humanas (NAVARRO-
ALCARON & LOPES-MARTINEZ, 2000; VAN-CAUWENBERG et al., 2004; HARTIKAINENM,
2005; NAVARRO-ALCARON et al., 2005). A glutationa peroxidase e a selenoproteina P
também atuam na regulacdo da resposta inflamatéria (VAN CAUWENBERG et al., 2004).

Dentre os compostos organicos mais estudados atualmente destacam-se o ebselen e
o disseleneto de difenila (PhSe),. O disseleneto de difenila (PhSe), (Fig. 10) € um composto
organico de selénio que apresenta efeitos antilicera (SAVEGNAGO et al., 2006),
antiinflamatorio, antinociceptivo (NOGUEIRA et al., 2003), hepato-protetor (BORGES et al.,
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2006) e antioxidante em alguns modelos experimentais para a avaliacdo de estresse oxidativo
(NOGUEIRA et al., 2004; SANTOS et al., 2005; BORGES et al., 2006; LUCHESE et al., 2007).

O

Figura 10: Estrutura quimica do disseleneto de difenila (PhSe),

O ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3[2H]-ona) (Fig. 11) é um composto organico
de selénio que tem sido extensivamente estudado na Ultima década, que possui como
interesse principal sua atividade mimética (NOGUEIRA et al., 2002; KLOTZ & SIES, 2003).
Este composto reage com grupos tidis, como a glutationa (ULLRICH et al., 1996) e apresenta
uma série de propriedades farmacolégicas, tal como inibicdo da peroxidacéo lipidica e da
atividade de lipoxigenase (PARNHAN & GRAF, 1987), blogueia a produgdo do &anion
superoxido e desempenha um papel protetor contra o peroxinitrito (MASUMOTO & SIES,
1996). Além da atividade antioxidante, o ebselen apresenta propriedades antiinflamatorias,
antinociceptiva, neuroprotetora e antitlcera em varios modelos experimentais ex Vivo
(MAIORINO et al., 1992; NOGUEIRA et al., 2004).

@)

oY

Figura 11: Estrutura quimica do ebselen

Deidda et al. (1997) estudaram as atividades antibacteriana e antifangica de novos
compostos contendo selénio e enxofre, seleno-azois e selenotiazois. Para avaliar a atividade
antibacteriana foram utilizadas cepas de duas bactérias: Staphylococcus aureus e Escherichia
coli; a atividade antifungica foi avaliada contra fungo Candida albicans. A atividade bacteriana
e antifungica dos compostos contendo selénio foi detectada em alguns casos apenas em
concentracfes proximas das concentracfes consideradas toxicas para humanos. A Figura 12
mostra a estrutura quimica dos compostos contendo selénio e enxofre utilizados para as

avaliacOes biologicas.
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Figura 12: Estrutura quimica da seleno-imidazolidina e seleno-tiazolidina

O impacto da quimica dos organosselénios na quimica organica moderna € evidente
(BACK, 1999; LIOTTA, 1987). Uma vez que um &atomo de selénio é incorporado a um
substrato este pode ser removido facilmente via eliminacdo “syn” do selen6xido ou um
rearranjo sigmatréopico do tipo [2,3]. Além disso, a ligacdo carbono-selénio pode ser
substituida por ligacdes carbono-hidrogénio, carbono-halogénio, carbono-litio e carbono-
carbono. Assim, em geral espécies de organosselénios podem ser introduzidas
eficientemente, manipuladas e removidas de varias formas sob condi¢cfes reacionais amenas
(NAZARI & MOVASSAGH, 2009). Além disso, varios estudos relatam o importante papel
bioldgico dos organosselénios em diferentes processos bioquimicos como agente
antioxidante, anticancerigeno e antiviral (MUGESH et al., 2001; MALMSTRON et al., 2001;
NOGUEIRA et al., 2004).

Nazari & Movassagh (2009) reportaram seus resultados sobre a sintese de a-
fenilselenoaldeidos e a-fenilselenocetonas catalisada por KF/Al,O3. O aldeido hexanal 44 foi
utilizado para otimizar as condicbes reacionais, como solvente, tempo e temperatura. O
Esquema 12 apresenta a reagdo basica envolvida na sintese, entre o aldeido hexanal 44 e o
(PhSe), na presenca de uma base e solvente, levando a formacdo do composto a-
fenilselenohexanal 45. A melhor condigéo reacional foi na presenca de KF/Al;,O3 (38% m/m)
como base, temperatura ambiente e dimetilformamida (DMF) como solvente. O Esquema 13

apresenta a reacgao realizada na melhor condi¢éo reacional para aldeidos e cetonas.

SePh

HBC\/\/\CHO base, (PhSe), HsC cHo
solvente, ta 79%
44 45

Esquema 12: Sintese do composto a-fenilselenohexanal
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R® = H, alquil, aril
R2 = H, alquil

Esquema 13: Sintese dos compostos a-fenilselenoaldeidos e a-fenilselenocetonas

a-Fenilselenoaldeidos e cetonas sdo importantes intermediarios na sintese organica
(LIOTTA, 1987; BACK, 1999), os quais podem ser convertidos nos correspondentes aldeidos
ou cetonas a,p-insaturados, através de uma reacdo de eliminacdo do anion selendéxido
(SHARPLESS & YOUNG, 1975), formando compostos muito Uteis para a quimica sintética.
Além disso, esses compostos podem sofrer uma oxidacdo e formar &lcoois alilicos
(LEROUGE & PAULMIER, 1984) e aminas (FITZNER et al., 1985).

Compostos carbonilicos a-selenilados (REICH, 1979; PAULMIER, 1986; BACK, 1999)
possuem uma significativa importancia na sintese organica devido a facilidade com a qual sao
convertidos em compostos sinteticamente valiosos como compostos carbonilicos a-B-
insaturados (REICH et al., 1973; REICH et al., 1975), arizidinas terminais (BOIVIN et al.,
2000), éster- a-hidroxilado (LEROUGE & PAULMIER, 1984), aminas alilicas (SHEA et al.,
1986) e a-aminoacidos (FITZNER et al., 1985).

Sundén et al. (2007) relatou a primeira sintese altamente enantiosseletiva de
aldeidos, formando produtos com 63-93% de rendimento com 99% de estereosseletividade. O
Esquema 14 apresenta a reagdo da sintese geral, onde o aldeido 48 e N-fenilselenoftalimida
49 foram misturados a 0 °C na presenga do catalisador protegido TMS a-a-difenil-2-
pirrolidinemetanol (TMS-DPP) 50. Ap6s a formacdo do aldeido 51, este foi reduzido ao

correspondente alcool com NaBH,4, formando o produto 52, com 40% de estereosseletividade.
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Esquema 14: Sintese do composto a-fenilselenoalcool
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Abstract— 2-Phenylseleno aldehydes and ketones were selectively obtained using solid

supported catalyst (KF/Al,O3) and PEG-400 as clean, recyclable medium in good to excellent

yields. The method was applied in the preparation of highly functionalized 2-phenylseleno

citronellal and citronellol, potential bactericide agents. The catalytic system KF/Al,O3; and PEG-

400 can be re-used up 4 times without previous treatment. © 2010 Elsevier Science. All rights

reserved

The synthesis of a -phenylseleno
aldehydes and ketones has attracted the
attention of synthetic organic chemists
because they can be converted to very
useful compounds, such as a, pB-
unsaturated carbonyl,! a-amino acids,® a-
hydroxy esters® and allylic amines,*
aziridines® and alcohols.® In a general way,
the methods to access a -phenylseleno
carbonyl compounds consists in the

reaction of an enolate with an electrophilic

Keywords: a-selenylation; green chemistry; KF/ALOs;
PEG-400; citronellal; citronello|

“Corresponding author: Tel./fax: +55-53-3275-7533; e-
mail: lenardao@ufpel.edu.br

organoselenium species or by substitution

reactions involving nucleophilic
organoselenium.! Most of the employed
methods use strong bases, such as LDA at
-78 °C,'2P or moisture sensitive zirconium,
aluminum’ and selenium-containing
tributylstannyl reagents.® More recently, the
amines as

use of secondary

organocatalysts for the o-selenylation was
described.’ In recent years, the use of
green recyclable systems in organic
syntheses, such as solid-supported
catalysts and non-volatile solvents has

10

been growing.”™ In this line, the use of



potassium fluoride supported on alumina
(KF/Al,O3) as a green catalytic system for a
number of transformations has been
increased.’* By using KF/AlLOs;, the
products can be easily isolated by filtration
and the generation of large amounts of salts
at the end of the synthesis, as well as the
use of stoichiometric strong bases, can be
avoided. On the other hand, polyethylene
glycol (PEG-400) is a non-toxic, non-volatile
and recyclable solvent whose use in
organic synthesis have been raised in
recent years.!® Our major research goal
has been the development of new and
cleaner protocols for the preparation and
synthetic applications of
organochalcogenium compounds.'**® More
recentlyy, we have described several
efficient approaches using KF/Al;Os and

recyclable solvents.*®

In continuation to these studies, here we
describe the results on the synthesis of [I-
phenyliseleno aldehydes and ketones, using

KF/Al,O3 and PEG-400 (Scheme 1, Table
1)_14,15

Initially, we chose pentanal (1a) and
diphenyl diselenide as standard starting
materials to perform the optimization
studies (Table 1). We examined the

temperature, amounts of KF/Al,Os; (40%)
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and solvent and the use of N, atmosphere.
When a mixture of l1a (1.0 mmol) and
(CeHsSe), (1.0 mmol) was stirred in
presence of 0.32g of KF/Al,O3; (40%) and
PEG-400 (1.0 g) at room temperature under
N, atmosphere, no product of «a-
selenylation was observed after 24 hours
(Table 1, entry 1). However, when the same
mixture was heated at 60 °C, 2-
phenylseleno pentanal 2a was obtained in
97% vyield after stirring for 3 hours (Table 1,
entry 2). The atomic efficiency of the
reaction was improved using 0.5 mmol of
(CsHsSe)2, giving similar yield of 2a (Table
1, entry 3). Smaller amounts of the solid
supported catalyst give poor yields of 2a

even after longer reaction times (Table 1,

entry 4).
o o
R q + (CaHgSe), KFIAROs 60°C r. L o
PEG-400, Ny CsHSSJ—:‘

1a-h 2a-h

Scheme 1.

Recently, we described the use of glycerin
as an efficient recyclable solvent in
KF/ALOs promoted reactions.® Thus, we
decide to evaluate this renewable feed-
stock as a possible solvent in the a-
selenylation of pentanal. Unfortunately, no

reaction took place at room temperature
and low yield of 2a was obtained after long



reaction time at 60 °C (Table 1, entries 5
and 6).

Table 1. Optimization of the synthesis of a-
phenylseleno pentanal 2a according

to Scheme 1.2

Entry (C¢HsSe), KF/ALO; Temp. Time Yield®

(equiv)  40% (@) (°C) () (%)

1 1.0 0.32 r.t. 24 NR°

2 1.0 0.32 60 3 97
3 0.5 0.32 60 3 95
4 0.5 0.10 60 3 60

5 0.5 0.32 r.t.

6 0.5 0.32 60 48 10¢

24 NR°d

& Reaction conditions: pentanal (1a, 1.0
mmol); PEG-400 (1.0 g); N, atmosphere. °
The reaction was followed by TLC and GC
until complete consume of l1a. © No product
was detected by GC. ¢ Glycerin (1.0 mL)

was used as solvent instead PEG-400.

It was also observed that the -catalytic
system can be re-used for additional 4
cycles, just by washing it with hexanes and
drying under vacuum. The product 2a was
obtained in 95, 86, 66, 62 and 59% yields
after successive cycles.
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Using the optimized conditions, the protocol
was extended with good results to other
aldehydes and ketones (Table 2, entries 2-
8). It was observed that the reaction yields
was slightly lower when aliphatic butanal 1b
and propanal 1c were used as aldehydes,
probably due their fast auto-condensation
under the reaction conditions (Table 2,
entries 2 and 3). We also noted that
ketones 1d-g require a longer reaction time
to afford the respective 2-phenylseleno
derivatives 2d-g (Table 2, entries 4-7).
Because our interest in the development of
new, cleaner synthetic methods using
renewable, easily available
polyfunctionalyzed starting materials, we
use this new protocol in the a-selenylation
of (R)-citronellal 1h, a chiral natural terpene
isolated from citronella 0il.!® In this case, a
1:1 mixture of syn and anti 2-phenylseleno
citronellal 2h was obtained in 80% yield

(Table 2, entry 8).

The method described in Scheme 1 was
successfully used in the direct preparation
of 2h starting from the essential oil of
citronella (Cymbopogon nardus (L) Rendle).
The major component of the essential oil of
citronella, extracted from the plant grew in
southern Brazl (Trés Passos-RS), was
found to be (+)-R-citronellal 1h (40-51%).""

2-Phenylseleno citronellal 2h was obtained



in 71% vyield and unreacted geraniol,
citronellol, geranyl acetate and others minor
constituents of the starting oil were
recovered. The protocol was applied in the
one pot preparation of 2-phenylseleno
citronellol 3 (Scheme 2). Thus, after
formation of 2h, was added 2 equivalents of
NaBH, and the mixture was stirred at room
temperature for additional 2.5 h, affording
the alcohol 3 in 73% overall yield (Table 2,
entry 9).

Table 2. Synthesis of a-phenyiseleno

aldehydes and ketones 2a-h.
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Entry Aldehydes Product Time Yield®
or ketones 2 (h) (%)
1
1 > ">CHO CeHsSe 3 95
la /\)Z\CHO
2 \/\CHO CgHsSe 3 67
1b CHO
2b
3 /1:CH0 CeHsSe 3 70
CHO
2c
o o
o, o
4 v z 21 96
O (o]
ij ij/SeceHs
5 > 21 70
le e
(0] (0]
é é/SeCEH5
6 1 2f 6 69
o o
ij ij/SeCBHE,
1g 29
7 145 81
SeCgHs
CHO CHO
\ \
1h 2h
8 3 80
SeCgHs
‘ CHO ‘ OH
1h 3
9 55 73

2Yields of pure products isolated by column

chromatography (hexanes/AcOEt) and



identified by mass spectrometry, *H and 3C
NMR.l,S,Q,llb

1*1 1. KFIAILCO, 60 °C SeCsHs

CHO + (CeHsSe)s PEG-400, N, \li
| 2. NaBH,, r1, \u\ OH

i

1h 3

Scheme 2.

2-Phenylseleno citronellal 2h and 2-
phenylseleno citronellol 3 were screened for
their antibacterial activity and preliminary
studies showed activity against Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus
and Salmonella enteridis. 2-Phenylseleno
citronellal 2h was the more active against
the three tested microorganisms, even
compared with the parent citronellal 1h. The
antimicrobial activity presented by 2h was
L. monocytogenes > S. enteridis > S.
aureus and for 3 it was S. aureus > S.

enteridis > L. monocytogenes.

In conclusion, several 2-phenylseleno
aldehydes and ketones, could be prepared
using the reusable catalytic system
KF/Al,O; and PEG-400. This eco-friendly
protocol can be successfully applied to the
direct synthesis of bactericide agent 2-
phenylseleno citronellal 2h from crude

citronella oil.
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ABSTRACT

Microbial growth and oxidation reactions occurring on food surface are two of the main
causes of deterioration in food products. Plant essential oils are attracting interest for their
potential as natural food preservatives as they have Generally Recognised as Safe (GRAS)
status and many of them display a wide spectrum of antimicrobial activity, with potential for
control of foodborne pathogens and spoilage bacteria. A number of novel pharmaceutical
agents, which are selenium-based are under development due to a variety of organoselenium
compounds that possess pharmacological activity. The synthesis of 2-phenylseleno citronellal
1 and 2-phenylseleno citronellol 4 was carried out according to the methodology proposal by
our research group (Victoria, Radatz, Sachini, Jacob, Perin, Silva, & Lenarddo, 2009). The
agar diffusion method was employed for screening the antimicrobial activities of the products
and the minimum inhibitory concentration was determined by the broth macrodilution method,
according to the methods of National Committee of Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2007). The activity of organoselenium compounds derived form (+)-R-citronelal were between
0,03mM and 1mM for Salmonella Typhimurium. This results showed that the addition of
organoselenium increased the antimicrobial activity of (+)-R-citronelal against foodborne
pathogenic bacteria Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus, between the tested

products 2-phenylseleno citronellal showed the best results.

Keywords: (+)-R-citronellal, organoselenium compounds, antimicrobial activity
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4.1Introduction

Plants contain a variety of substances called “phytochemicals” that come from naturally
occurring components present in plants. The phytochemical preparations with dual
functionalities in preventing lipid oxidation and antimicrobial properties have tremendous
potential for extending the shelf life of food products. Although it remains unclear which of the
compounds of plants are the active ones, essential oils and phenolics recently have received
increasing attention because of some interesting new findings regarding their biological
activities, and are widely distributed in edible plants (Bakkali, Averbeck, Averbeck & Idaomar,
2008; Kamel et al., 2007; Archana, Dasgupta, & De, 2005).

Microbial growth and oxidation reactions occurring on food surface are two of the main
causes of deterioration and loss of fresh in food products. In order to extend food sheflf life,
preservatives are widely added to many food at the quantity required to control the degradation
phenomena such as growth of natural microflora or oxidation of native vitamins colorants,
flavors etc., in amounts regulated by food additive legislation (Guillard, Issoupov, Redl, &
Gontard, 2009). Nowadays, the consumer is aware that he may daily ingest non-negligible
guantity of preservatives from different food sources which may have with time an impact on
his health (Davidson & Juneja, 1990).

Plant essential oils (EOs) are attracting interest for their potential as natural food
preservatives as they have Generally Recognized As Safe (GRAS) status and many of them
display a wide spectrum of antimicrobial activity, with potential for control of foodborne
pathogens and spoilage bacteria (Gutierrez, Rodriguez, Barry-Ryan, & Bourke, 2008).
However, if EOs are expected to be widely applied as natural antimicrobials, the organoleptic
impact should be considered as the use of naturally derived preservatives can alter the taste of
food or exceed acceptable flavor thresholds (Hsieh, Mau, & Huang, 2001; Nazer, Kobilinsky,

Tholozana, & Dubois-Brissonneta, 2005).

The increased demand for safe and natural food, without chemical preservatives, provokes
many researchers to investigate the antimicrobial effects of natural compounds. Numerous
investigations have confirmed the antimicrobial action of essential oils (EOs) in model food
systems and in real food (Koutsoumanis, Tassou, Taoukis, & Nychas, 1998; Tsigarida,

Skandamis, & Nychas, 2000). In addition, many natural compounds found in dietary plants,
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such as extracts of herbs and fruit extracts, possess antimicrobial activities against foodborne
pathogenic bacteria (Cowan, 1999; Hao, Brackett, & Doyle, 1998; Kim, Marshall, & Wei, 1995).
Several constituents of EO exhibit significant antimicrobial properties when tested separately
(Kim et al., 1995; Lambert, Skandamis, Coote, & Nychas, 2001).

A number of novel pharmaceutical agents, which are selenium-based or which target
specific aspects of selenium metabolism, are under development due to a variety of
organoselenium compounds that possess pharmacological activity (Nogueira, Quinhones,
Jung, Zeni, &Rocha 2003; Nogueira, Meotti, Curte, Pilisséo, Zeni, & Rocha, 2003; Nogueira,
Geni, & Rocha 2004). In fact, organoselenium compounds were found to have antioxidant
(Meotti, Stangherlin, Zeni, Nogueira, & Rocha, 2004), anticancer, antiviral, antimicrobial and
antiinflammatory properties (Sies, 1993; Nogueira, Quinhones, Jung, Zeni, &Rocha, 2003;
Zasso, Gongales, Jung, Araldi, Zeni, & Rocha, 2005; Savegnago, Pinto, Jesse, Alves, Rocha,
& Nogueira, 2007).

Microbial activity is one of the major causes of the food deterioration and often associated
with loss of quality and safety. The concern about food pathogenic bacteria and fungi has
increased because the increasing of outbreaks of foodborne illness. With the increasing on
number of bacteria that are antibiotic-resistant bacteria there is a considerable interest in the
investigation of the antimicrobial effects new compounds. Microbial contamination of food is a
major concern for the food industry, regulatory agencies and consumers. An estimated 76
million people contract foodborne illnesses each year in the United States; the estimated costs
related to foodborne diseases in the United States is between $10 bilion and $83 billion
annually (USFDA, 2001)

In a previous study we reported the synthesis of nhew organoselenium compounds derived
from the (+)-R-citronellal, the major constituent of the essential oil of citronella (Cymbopogon
nardus (L) Rendle) (Victoria, Radatz, Sachini, Jacob, Perin, Silva, & Lenarddo, 2009). The aim
of this study is determine the antimicrobial activity of the organoselenium compounds
synthesized by our research group, against the food pathogenic bacteria Listeria
monocytogenes (ATCC 19117), Staphylococcus aureus (ATCC 27664) and Salmonella
Tiphymurium (ATCC 14028).
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4. 2Material and Methods

4.2.1 Oil material and their constituents
Essential oil of citronella (Cymbopogon nardus (L) Rendle) was extracted from the plant
grown in southern Brazil (Trés Passos-RS) and the major component was found to be (+)-R-
citronellal (40-51%). The (+)-R-citronellal was isolated of the essential oil by steam distillation

with reduced pressure.

4.2.2 Essential oil analysis

4.2.2.1 Gas Chromatography with mass specter (GC-MS) analysis

The identification of the chemical components of the oil was performed by the GC-MS
analysis. The oil was dissolved in hexane and the volume of the injected sample was 1.0 pl. A
Shimadzu GC-MS QP2010 was used for the analysis. The capillary column DB-5
(30 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 ym) was used and the temperature was first held a
40 °C, and then raised to 250 °C (10 min) at rate of 20 °C/min. The carrier gas was N, at a flow
rate of 3 mL/min. The components of the oil were recognized by the comparison of their

retention time with that of as mass spectra databases.
4.2.2.2 Gas chromatography (GC)

GC analyses of the major constituent of the essential oil, (+)-R-citronellal, were performed
using a Shimadzu GC-2014, 230V series gas chromatograph equipped with a FID and a DB-5
fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 um). Initial oven
temperature was held at 40 °C for 3 min, then increased up to 200 °C with 20 °C/min
increments and held at this temperature for 1 min, then remained at 10 °C/min to 250 °C for
10 min. Injector temperature was set at 280 °C. Carrier gas was N (80 KPa) at a flow rate of
1.1 ml/min, sample size, 1.0 pl; split ratio, 50:1. Percentage composition of the individuals
components were obtained from electronic integration using flame ionization detection (FID) at
280 °C.

4.2.3 Synthesis of 2-phenylseleno citronellal and 2-phenylseleno citronellol
The synthesis of 2-phenylseleno citronellal 1 was carried out according to the methodology

proposal by our research group (Victoria, Radatz, Sachini, Jacob, Perin, Silva, & Lenardao,
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2009), Scheme 1. To a mixture of (R)-citronellal 2, diphenyl diselenide 3 and PEG-400 under
N, atmosphere, Al,O3/KF was added at room temperature. Then, the temperature was slowly
raised to 60 °C. The reaction progress was followed by TLC, and after 3 h the product 1 was

isolated.

KF/AL,O4, 60 °C H
+ (CgHsSe); »

PEG-400, N,

CHO

2 3 1

Scheme 1.
Synthesis of 2-phenylseleno citronellal 1

The protocol was applied in the one-pot preparation of 2-phenylseleno citronellol 4. Thus,
after the formation of 1 was added 2 equiv of NaBH4 and the mixture was stirred at room

temperature for additional 2.5 h affording the alcohol 4, scheme 2.

1.KF/ALOs, 60 °C o
PEG-400, N
+  (CeHsSe), 2
| CHO 2. NaBH,, r.t. | SePh
2 3 4

Scheme 2.
Synthesis of 2-phenylseleno citronellol 4

424 Bacterial strains
Bacterial strains used in all antimicrobial assays were: Listeria monocytogenes (ATCC
19117), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), and Staphylococcus aureus (ATCC 27664),
all strains were obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA). The

bacteria were maintained in soft Tryptic Soy Agar (TSA) at4 °C.
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4.2.5 Antimicrobial assay using a disc diffusion method

The agar diffusion method was employed for screening of the antimicrobial activities of the
products. The antimicrobial test was done according to the methods of National Committee of
Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2007). Freshly cultures of S. aureus and S.
Typhimurium were inoculated and grown in BHI broth (Brain Heart Infusion) and L.
monocytogenes on TSB-YE broth (Tryptic Soy Yeast Extract). After 24 h the cultures were
standardized to a cell density of 1,5x108 UFC/mL (McFarland 0,5). Briefly the suspension of
the tested microorganism was spread on the MHA (Muller-Hinton Agar). Filter paper discs (6
mm in diameter) were soaked with 25 pL of the concentrations of the product tested and
allowed to dry and placed on the inoculated plates; the plates were incubated at 37 °C for 24 h.
The diameters of the inhibition zones were measured in milimeters. Discs with solvent
(DMSO) used for dissolution were used as negative control. The organoselenium compounds
were tested in concentrations ranging from 64 mM — 16 mM, the solvent used was DMSO

(dimethilsulfoxide). All experiments were performed in triplicate.

4.2.6 Minimum inhibitory concentration assay

The minimum inhibitory concentration was determined by the broth macrodilution method,
according to the methods of National Committee of Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2007) with a slight modification. A series of two-fold dilution of each product, ranging from 8
mM — 3,5 uM, were prepared in BHI broth (Staphylococcus aureus and Salmonella
Tiphymurium) and in TSB-YE broth (Listeria monocytogenes). The cultures were adjusted to
1,5 X 108 UFC/mL (McFarland) and after diluted to 5x10° UFC/mL with saline solution (0,85%).
A 1mL of each dilution of the products and of each culture of the bacteria strains were added
to test tube agitated and incubated at 37 °C for 24 h. After the time of incubation a 100uL of
resazurin solution was added to the tubes and incubated again at 37 °C/ 30 min, positive and
negative controls were used. Resazurin is an oxidation-reduction indicator and has been used
to assess viability and bacterial contamination and to test antimicrobial activity (Smith &
Towsend, 1999). The minimum inhibitory concentration (MIC) of an antimicrobial is defined as
its lowest concentration of the product that no demonstrated visible growth in 24 h of

incubation.



61

4.2.7 Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using ANOVA, to compare means followed by Tukey
testing at p < 0,05 in order to follow changes over time as well as differences between

treatments.

4.3 Results and Discussion
4.3.1 Chemical Analysis of the essential oil of Citronella

The GC-MS analysis of the essential oil led to the identification of four major components,
the components and retention index (RI) are showed in Fig. 1.The major constituents of the
essential oil were identified how (+)-R-citronellal 2, (+)-R -citronellol 5, geraniol 6 and limonene
7. (+)-R-citronellal was found to be the major constituent of the essential oil of citronella with
45,4 % of the total composition of the oil. This component was isolated of the essential oil by

steam distillation with reduced pressure, and their purity was confirmed by GC.
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Fig.1 Typical gas chromatograms of citronella oil
4.3.2 Antimicrobial activity

In a first set of experiments, antimicrobial activity was evaluated by the disc diffusion
method. The in vitro antimicrobial activities of compounds 1 e 4 were compared with 2 e 5 and
the chemical structure of the tested compounds are showed in Fig. 2. The assays against L.

monocytogenes, S. aureus and S. Tiphymurium were qualitatively and quantitatively assessed
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by the presence or absence of inhibition zones (zone diameters) and MIC. The results of the

antimicrobial activity and of the minimum inhibitory concentration are given in Table 1 and 2,

respectively.

0 o
H H OH OH
SePh SePh
| | | |
1 2 4 5

Fig. 2 Chemical structure of 2-phenylseleno citronellal 1, (+)-R-citronellal 2, 2-phenylseleno

citronellol 4 and (+)-R-citronellol 5

Table 1.

Antimicrobial activity of 2-phenylseleno citronellal 1,

citronellal 2 and (+)-R-citronellol 5.

Inhibition zone* (mm)

L. monocytogenes S. aureus S. Typhymurium
64mM 32mM 16Mm 64mM 32mM 16mM 64mM 32mM 16mM
14,3

1| 18a,A 16,7b,D 148¢c,F 17 4d,1 14,7 e,L 12,8f,N 16 g,P ghR 14 h,U
4|11h,B 97hE 87hG | 11,3iJ 10 i,M 9,3i,0 13,0 11 R 10,V

2 13,31, 12,71,D, 10,31,G, 13.0m.J 11,7 8300 | 13pP.Q 12,7 10
C E H n,L,M a,R.S p,uV
5| 170 163D 1l1sFH | 153113 150t  83u0 Vls’é 77xT  7,0xU

* Results are the mean of three repetitions.

2-phenylseleno citronellol 4, (+)-R-

**Means follow by different small letters in horizontal are significantly different (p < 0,05) for each bacteria between the

concentrations.

***Means follow by different capital-etter in vertical are significantly different (p < 0,05) for each concentration between the

products.
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Table 2.
Minimum inhibitory concentration (MIC) of 2-phenylseleno citronellal 1, 2-phenylseleno

citronellol 4, (+)-R-citronellal 2 and (+)-R-citronellol 5.

MIC values (mM)**

L.monocytogenes S.aureus S.Typhimurium

(5x10° UFC/mL) (5x10° UFC/mL)  (5x10° UFC/mL)

1

0,12 a, A 0,5b, E 0,03 ¢c, |
4 8d, B le F le,J
2 >8f, C >8f, G 49, L
5 2h, D 4i,H 8j, M

** Results are the mean of two repetitions

**Means follow by different small letters in horizontal are significantly different (p < 0,05) for each bacteria
between the concentrations.

***Means follow by different capital-letter in vertical are significantly different (p < 0,05) for each
concentration between the products.

As shown in Table 1, the antimicrobial activity of 2-phenyiseleno citronellal 1 was the higher,
but statistically the effect of 1 wasn’t different of (+)-R-citronellol against the Gram-positive
bacteria L. monocytogenes and S. aureus and the Gram-negative S. Typhimurium, in almost
all concentrations, the both products were statistically different of 2-phenylseleno citronelol 4
and (+)-R-citronelal 2 (p < 0,05). When we compared the function aldehydes and alcohols its
possible concludes by the statistics data that in Gram-positive and negative bacteria the effect
of this functions wasn’t different in almost all concentrations for S. aureus and S. Typhimurium.
According to Morton (1983) alcohols and aldehydes with long chain were particularly active
against Gram-positive bacteria, and the antimicrobial activity of alcohols is known to increase
with molecular weight. But in our works this doesn’t happened because in product 4, adding of

organoselenium compound the antibacterial activity of 5 has decreased for L. monocytogenes
and S. aureus (Gram-positve) and increased for S. Typhimurium (Gram negative). According
to the literature the mechanism of action of alcohols and aldehydes without modification is

different, alcohols acting on protein denaturation and disruption of membranes and can thus
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dissolve various lipids in the cytoplasm, aldehydes inactivating proteins to form covalent cross-
linking with various organic functional groups (-NH;, -OH, -COOH and —SH) (Tortora, Funke,
Case, 2008).

Comparing the sensitivity of the bacterial strains to the chemical modification of the
aldehyde 2 with the functionalized selenium aldehyde 1, there is significantly difference
between then in L. monocytogenes and S. aureus (Gram-positives bacteria). In fact the
addition of diphenyl diselenide to (+)-R-citronelal increased the antimicrobial activity of this
compound against Gram-positives and Gram-negative bacteria. Some studies suggesting that
Gram-positive bacteria have been found to be more sensitive to essential oils and their
constituents than Gram-negative bacteria, which, it has been suggested, may be due to the
relatively impermeable outer membrane that surrounds Gram-negative bacteria (Smith-Palmer,
Stuart, & Fyfe, 1998). Although this explanation has been generally well accepted (Delaquis,
Stanich, Girardi, & Mazza, 2002; Burt 2004), there have also been studies that suggest there is
only a time delay in the growth of Gram-negative bacteria, but our results do not comprove this
fact because the Gram-negative bacteria Salmonella Typhimurium was more sensitive to
inhibition by the (+)-(R)-citronellal and by the (+)-(R)-citronellal modified by the addition of

organoselenium that the Gram-positive bacteria L. monocytogenes and S. aureus.

The high antimicrobial activity of the 2- phenylseleno citronellal 1 was confirmed by the
minimum inhibitory concentration assay (table 2), exhibiting minimal inhibitory concentration
values of 0,12mM (L. monocytogenes), 0,5mM (S. aureus) and 0,03mM (S. Typhimurium). In
little concentrations the product 1 was stronger against Gram-negative bacteria,
S.Typhimurium. According to the statistics data 1 was different of all other products tested (p <
0, 05), and the action of 1 was different for each bacteria tested. The MIC assay has to led saw
the advantages of addition of organoselenium group at (+)-R-citronelal. The biological effects
of selenium including antioxidant, antiinfamatory and antiviral activities, however, little
information exists about the antimicrobial activity of selenium compound. More studies about
the action of product 1 against other foodborne bacteria, antioxidant activity and toxicity will be

done.

In summary, this study has demonstrated the antibacterial activity of organoselenium

compounds derived form (+)-R-citronelal and showed that the addition of organoselenium
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increased the antimicrobial activity of (+)-R-citronelal against foodborne pathogenic bacteria

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and Salmonella Typhimurium.
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5. Conclusbes Gerais e Perspectivas

Foi possivel sintetizar varios compostos organosselénio a partir de aldeidos e
cetonas, incluindo o aldeido (+)-R-citronelal, principal componente do Oleo essencial de
citronela, uma fonte renovavel. Foi utilizada uma nova metodologia mais limpa, empregando o

meio reciclavel PEG e KF/Al,/O3, com bons rendimentos.

Os compostos sintetizados apresentaram atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes, S. aureus e S. Typhimurium, porém o composto 2-fenilselenocitronelal
mostrou melhores resultados como agente antimicrobiano contra bactérias patogénicas em
alimentos. Estudos sobre a atividade in vivo, toxicidade e testes sensoriais, serdo realizados

visando a utilizacdo industrial dos produtos como agentes antimicrobianos.
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7. Apéndices

(b)

(©)

Figura 13: Halos de inibicdo do produto 2-fenilselenocitronelal contra as bactérias: (a) Listeria monocytogenes,
(b)S. aureus e (c) S. Typhimurium



Figura 14: Ensaio da determinacdo da Concentra¢&o Inibitdria Minima
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