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RESUMO

Barboza, Henriqueta Talita Guimardes. Sintese de novas fosforilidrazonas
heterociclicas para controle de patégenos pos-colheita de mamacarica papaya L.).
2010. Tese (Mestrado em Quimica Organica, Sintese Organica). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2010.

Neste trabalho foram sintetizadas doze (12) novas dialquilfosforilidrazonas
heterociclicas. Esses compostos foram obtidos utilizando-se trés etapas de reagdo. A primeira
etapa consiste na sintese de diferentes fosfonatos de dialquila, obtidos por meio da reagéo do
tricloreto de fosforo (PG) com trés mols do alcool correspondente. A segunda etapa ocorre
por meio da reacdo dos fosfonatos de dialquila sintetizados com a hidrazina, formando as
dialquilfosforilidrazinas. A terceira e Ultima etapa €é a condensagdo destas
dialquilfosforilidrazinas com diferentes aldeidos heterociclicos. A analise dos espectros de
RMN-'H indica a formacdo de diastereocisdbmerds,e Z, com predominancia do
diastereisbmeros.E

Todos os compostos obtidos foram caracterizados por RMN'de & e P, IV,
analises de massas. Em seguida foram realizados itesié® para verificar se 0s mesmos
possuem atividade fungicida sobre os funglbsrnaria sp.,Colletotrichumsp.,Fusariumsp.

e Fusarium solaniconhecidos por serem patdgenos da cultura de maladicq papaya L.).

O composto 6 B foi o que apresentou o melhor efeito fungicida sobre o crescimento de
todos os fungos.

Finalmente foram realizados testes com a enzima acetilcolinesterase a fim de observar
a toxicidade dos compostos sintetizados frente a esta enzima.
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Figura 1- Estrututa genérica das dialquilfosforilidrazonas heterociclicas sintetizadas.

R — Etil; propil; isopropil e isobutil.
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ABSTRACT

Barboza, Henriqueta Talita GuimardesSynthesis of new Heterocyclic
phosphorylhydrazones to control Post-Harvest pathogens in papay&4rica papaya L.).
Seropédica, UFRRJ, 2010. (Master thesis, Master in Science, Organic Chemistry).

Twelve heterocyclic dialkylphosphorylhydrazones compounds were synthesized in
this work. Dialkylphosphorylhydrazones were obtained through 3 steps of reaction. The first
step consists on the synthesis of different dialkylphosphonates obtained by reaction of triethyl
phosphate (PG) with 3 mols of the corresponding alcohol. The second step occurs by the
reaction  with  dialkylphosphonates  synthesized and  hydrazine, producing
dialkylphosphorylhydrazines. The third and last step is the condensation reaction of these
dialkylphosphorylhydrazines with different heterocycle substituted aromatic aldehydes.

The analysis of théH NMR spectra allowed to observe the stereoisorieasid Z,
with the formation o diastereisomer preferencially. All the compounds were characterized
by *H, **C and®P NMR, IR and mass spectroscopy. Tdstsitro with, Alternaria sp.,
Colletotrichumsp., Fusariumsp. eFusarium solani known as patogenic in papaya (Carica
papaya L.) were performed in order to confirm if the compounds showed fungicide activity.

The substance 6 B was the one with the best performance in the inhibition of all fungal
growths. Finally, tests with acetylcholinesterase enzyme indicated that all substances did not
inhibit this enzyme.
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Figure 2 - General structures of dialkylphosphoryhidrazones synthesized.

R — Ethyl; propyl; isopropyl e isobuthyl.

X=0,Y,ZeW=CH;

S Y, ZeW =CH,;
NH,Y,ZeW =CH;

NH, Y=CH, Z=CH e W =N;
CH,Y=N,Z=CHe W=N,;

X=
X=
X
X

Key words: organophosphorus hydrazones, dialkylphosphorilhydrazones, biological
activity, fungicide activity, Carica papaya L., papaya.
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1. INTRODUCAO

A historia da humanidade é marcada por uma quantidade inacreditavel de prejuizos
causados por pragas agricolas. Relatos biblicos descrevem grandes periodos de escass
causados por invasdes de gafanhotos. Na Irlanda, por volta de 1845, milhares de pessoa
morreram de fome em consequéncia da requeimada-batata, doenca que dizimou a cultura d
batata daquela regido, causada pelo fuPiggtophora infestanfTURK, 1989). Em Bengala,
na india, a fome foi causa da morte de inimeras pessoas devido a doenca causada por fung
que infestou mais de 50% das lavouras de arroz. Em 1870, no Sri Lanka, a cultura de café foi
devastada pela ferrugem e teve que ser substituida pela de cha. O Brasil, na década de 2
sofreu consequéncias do virus do mosaico da cana de acgucar. A disseminacdo do virus fo
rapida, a reducdo do porte dos canaviais, marcante (MAFFIA & MIZUBUTI, 1999). O Brasil
também presenciou a devastacdo da cultura de cacau pela vassoura-de-bruxa na regiao c
Itabuna e llhéus, na Bahia. Esta doenca, além de consequéncias econdmicas, ocasionou Seéri
problemas sociais como o éxodo rural e o desemprego, assim como ecoldgicos, como a
destruicao de partes da Mata Atlantica (ZAMBOLIM, 1999).

A cada dia o homem vem modificando o0 meio em que vive e o desenvolvimento de
novas tecnologias possibilitaram a ampliagdo de sua influéncia sobre a natureza. O homem
utiliza o meio ambiente como fonte de matéria e de energia necessarias a sua vida ou comc
receptaculo de seus produtos e residuos (MOTA, 1981).

Os impactos ambientais agravam-se a medida que a populacdo humana aumenta. Com
consequéncia, aumenta a necessidade de uma crescente producdo alimentar que leva
producdo agricola intensificada (RUDNICK, 2004). Entretanto, a pratica da agricultura
intensiva requer, além do emprego adequado dos fertilizantes, protecdo das plantas contre
insetos, fungos e ervas daninhas (FELLENBERG, 1980). Para este fim, sdo utilizados
compostos quimicos denominados agrotéxicos ou pesticidas (SANTOS, 1996).

Héa muito tempo ja se utilizavam produtos quimicos no controle de pragas da agricultura
para que nao haja diminuicdo da produtividade agricola. No inicio, utilizava-se apenas um
pequeno numero de compostos inorganicos, principalmente aqueles baseados em formulacoe
envolvendo os elementos quimicos como cobre e arsénio (VEIGIA 2006)

Para combater essas pragas agricolas, como também as que surgiram na pecudria,
encontrar um novo equilibrio ecoldgico, foi introduzido o uso de certos produtos quimicos,
cujos numero e eficdcia ndo pararam de aumentar (SENENT, 1979).

Esses produtos, conhecidos como pesticidas, sdo substancias usadas na agropecuaria
na saude publica e abrangem os inseticidas, os herbicidas e os fungicidas (TORRES, 1998).

Existem varios produtos quimicos que sao utilizados no controle de pragas. Mais de 300
principios ativos distribuidos em mais de 2.000 formulagcbes sdo empregados nas mais variada
culturas, finalidades e modalidades de uso. Dos compostos usados em grande escala
encontram-se, inicialmente, os organofosforados, carbamatos, piretréides e toda série de
derivados de triazinas, dentre outros (LARA & BATISTA, 1992).

Suas fungdes basicas na agricultura incluem a elevacdo da producdo com aumento de
produtividade, a melhoria da qualidade dos produtos e a reducao do trabalho e dos gastos cor
energia (COUTINHO et ak005).

A descoberta das propriedades inseticidas do DDT (1940) e do HCH (1940-1942) deu
grande impulso no combate aos insetos, de modo que, a partir da década de 1940, os inseticid:
organoclorados foram amplamente utilizados na agricultura, na inddstria pecuéria, nos
programas de combate a insetos transmissores de doencas e nas campanhas de saude publ
(BUOSI et al 2004).

Este notdvel progresso em relagédo a reducédo de perda de vidas humanas e animais e
aumento de rendimentos das culturas, teve éxitos comerciais imediatos nos Estados Unidos d.
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Ameérica e na Europa. Sempre que se manifestava uma escassez de mao de obra ou a mesma:
muito dispendiosa, o uso de herbicidas poupava o trabalho fatigante de controle das ervas
daninhas (infestantes). A partir de entdo, os pesticidas tém sido vastamente aceitos como send
essenciais na producado de alimentos para uma populacdo global em expansao (BEDBAND
2005).

Mais tarde, quando a comunidade cientifica passou a conhecer melhor 0s mecanismos
de atuacdo dos agrotéxicos organoclorados no meio ambiente e seus efeitos a saude human
foi que a utilizagdo dos mesmos comecgou a ser substituida por outros que ndo fossem
inibidores da enzima acetilcolinesterase. Esta enzima € responsavel pela hidrélise da
acetiltiocolina em colina e acido acético nas sinapses colinérgicas de vertebrados e
invertebrados. Quando é inibida ocorre acumulacdo de acetiltiocolina na fenda sinaptica
causando disrupcédo da fungédo nervosa que pode ter consequéncias letais para o organisir
(MAYER et al.; 1992). Os compostos organoclorados sédo caracterizados pela persisténcia no
meio ambiente e pela tendéncia de acumulacdo na cadeia trofica (NEMR & ABD-ALLAH,
2004).

Com essa evolugdo cientifica, os agrotoxicos organoclorados que até entdo cumpriam
um papel fundamental no controle de pragas, foram gradativamente substituidos por compostos
organofosforados e carbamatos (VEI6#al 2006). Estes ultimos, apresentam a vantagem de
serem mais biodegradaveis e terem menos persisténcia no ambiente (PEHKONEN & ZHANG,
2002).

A aplicacédo industrial e comercial de compostos organofosforados na agricultura
comegou com Schrader e colaboradores, que descobriram, em 1941, o inseticida
octametilpirofosforamida, Figura 3, que foi chamado de Scharadan. Depois deste, grande
namero de inseticidas ésteres organofosforados também foram descobertos, incluindo o
primeiro com praticas inseticidas, o tetraetilpirofosfato chamado de Bladan ou TEEP, Figura 3,
preparado na Alemanha em 1944. A sintese do tetraetilpirofosfato foi realizada pela primeira
vez por Moschine e entdo por De Clemont em 1854 sendo repetida por varios autores,
incluindo Nilén em 1930. Contudo, o TEEP causava perturbacdes como nauseas e dificuldades
supertéxicas e apesar disso foi muito usado na Alemanha, como substituto da nicotina para
matar pulgdes (SANTOS et,&007).

Octametilpirofosforamida (Scharadan) Tetraetilpirofosfato -TEEP (Bladan).

Figura 3-Inseticidas Octametilpirofosforamida (Scharadan) e Tetraetilpirofosfato
(Bladan).

Nos anos 80 e 90 a evolugdo dos produtos quimicos foi muito rapida. Nessas duas
décadas apareceram os produtos de segunda geracdo como os fosforados sistémico
carbamatos sistémicos, sulforados e piretroides, os produtos de terceira geragcdo como O¢
microbianos metharhizium, bacillus e baculovirus, os produtos de quarta e quinta geragao como
0os hormonios juvenis e anti-horménios, respectivamente. A evolucao dos agroquimicos tem
sido constante, procurando sempre minimizar os riscos da contaminagcdo aos seres humanos
ao meio ambiente. Ao analisar-se a evolucdo das doses de recomendacdo dos defensivc
agricolas atuais comparando com os defensivos utilizados nos anos 60 e 70, verifica-se ume
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reducdo das doses de aplicacdo em cerca de 80%. Quando aplicados de forma inadequada |
lavoura, essas substancias podem contaminar cursos de agua, além de gerarem residuos ¢
produtos agricolas. Animais que ingerem agua ou alimentos contendo essas substancias pode
deposita-las na gordura e musculos inclusive no leite. A presenca de residuos de pesticida:
nesse produto e em seus derivados € muito comum em todo mundo, sendo esses compost
considerados potenciais perigos a saude publica (NERQ280A).

No Brasil, o consumo de agrotoxicos cresceu bastante nas ultimas décadas. As conquista
do agronegdcio resultam do avanco tecnolégico que se verificou na agricultura brasileira. Os
sucessivos aumentos na produtividade agricola brasileira néo teriam sido alcancados sem :
correta e segura utilizacdo dos defensivos agricolas, setor que vem crescendo muito no Pais.
segmento vem apresentando faturamento crescente nos ultimos anos, atingindo US$ 7,1 bilha
em 2008, com alta de 30% em relagcédo a 2007 (US$ 5,4 bilhdo). Os numeros colocam o Brasil
na lideranca no consumo mundial de agroquimicos, posicdo antes ocupada pelos Estado
Unidos (ABIFINA?, 2009).

Desde o inicio da quimica dos organofosforados e das hidrazonas ha mais de 100 anos
até os dias de hoje foram sintetizados uma ampla gama de compostos com diferentes
substituintes, compreendendo as mais diversas estruturas. Apesar de quimicamente distintos
esses compostos possuem um amplo e semelhante espectro de aplicacdes. Esta afirmativa po
ser atribuida ao fato de ambos serem utilizados em areas variadas, compreendendo desde
ramo agricola, como pesticidas, passando pelo setor industrial, como, por exemplo,
antioxidantes, até a aplicacdo na medicina (TOY, 1977; KITAEV €1@r0).

Na area medicinal, tanto os compostos organofosforados quanto as hidrazonas tém sidc
destaque nas ultimas décadas, apresentando acdo contra as mais variadas patologias. Cor
exemplo, pode-se citar os bisfosfonatos, que tém sido utilizados com sucesso no tratamento d
doencas Osseas (NUGENdt al.; 1994; LANCAS et al.; 2005), assim como alguns
fosforamidatos e fosfatos, que tém apresentado acao eficaz como antiretrovirais (DE CLERCQ,
2001; UCKUN et al.; 2005). J& as hidrazonas tém sido relatadas como substancias com
potencial atividade analgésica, antimicrobiana, antitumoral, dentre outras (BARREBRQO
2000; BARREIRCet al.; 2002).

Em funcdo do potencial dos compostos organofosforados e das hidrazonas para
atividade inseticida e em virtude da ampla versatilidade e aplicabilidade destes compostos,
decidiu-se sintetizar e investigar a atividade fungicidas de novas dialquilafosforilidrazonas
derivados de alguns compostos heterociclicos, através da reacdo de Todd-Atherton modificade
(ZHAO et al.; 1988), combinando as potencialidades dessas trés classes de compostos e con
base nos fungicidas comerciais Imazalil (1), Procloraz (2) e Tebupirinfés (3), Figura 4, por
apresentarem certa similaridade.

HZC/\/O N \ H4C. I N
T Yo ok
i o ) — H -

Imazalil (1) Procloraz (2) Tebupirinfés (3)

Figura 4 - Fungicidas comerciais atualmente utilizados.

! ABIFINA — Associacao Brasileira das Industrias de Quimica Fina.
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1.1. REVISAO DA LITERATURA

1.1.1. Defensivos agricolas

S&o produtos destinados ao uso nos setores de produgdo, armazenamento ¢
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens e na protecdo de florestas nativas o
implantadas e de outros ecossistemas. Também sdo usados em ambientes urbanos, hidricos
industriais, com a finalidade de alterar a composicao da flora e da fauna, de modo a preserva
las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como de substancias e produt
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do crescimentc
Exclui-se da definicdo de defensivo agricola os fertilizantes e o0s produtos quimicos
administrados a animais para estimular crescimento ou modificar comportamento reprodutivo
(ABIFINA, 2009).

Estudos e experiéncias exaustivas e continuas no campo da agronomia, saude, meic
ambiente e manuseio tem comprovado a eficiéncia e seguranca dos defensivos agricola
quando usados corretamente e adequadamente. (SANTOS, 2005).

Defensivos agricolas sdo chamados também de produtos agroquimicos ou,
preconceituosamente, de agrotoéxicos - este ultimo, inclusive, € o termo bastante utilizado no
Brasil em funcdo da definicdo equivocadamente dada em legislacdo nacional (ABIFINA,
2009).

Os pesticidas podem ser classificados em herbicidas, empregados no combate de ervas
daninhas, em fungicidas, utilizados no controle de fungos patogénicos, em nematocidas,
aplicados para matar nematodios parasitas e em inseticidas, usados no controle de inseto:
(MELLANBY, 1980).

As conquistas do agronegocio resultam do avanco tecnoldgico que se verificou na
agricultura brasileira. Os sucessivos aumentos na produtividade agricola brasileira ndo teriam
sido alcancados sem a correta e segura utilizacdo dos defensivos agricolas, setor que ver
crescendo muito no Pais (ABIFINA, 2009).

Produzir sem usar defensivos agricolas em 8 importantes culturas como arroz, milho,
batata, soja, algodao, café, trigo e cevada, significa perdas de até 70% de produtividade
causadas pela incidéncia de insetos, doengas e plantas daninhas.

O uso de pesticidas tornou-se parte integrante da agricultura moderna sendo necessario
para assegurar boas colheitas garantindo aumento da producdo e da produtividade. Seguno
WILSON e TISDELL, (2001) o consumo mundial de pesticidas tem chegado a 2,6 milhdes de
toneladas. Deste total, 85% sé&o utilizados na agricultura. No Brasil, 0 consumo ultrapassa 80
mil toneladas por ano (RUDNICK, C. A. M., 2004).

Os pesticidas podem combater as pragas e microorganismos prejudiciais por meio do
contato direto ou de outros tipos de exposicado durante as fases de crescimento da cultura. £
producdo da planta pode ser protegida durante as fases de conservacédo, armazenament
transporte, distribuicdo e processamento. Os produtos podem ser as culturas, os produto:
agricolas (depois da colheita), mercadorias agricolas ou ra¢des animais (BOLANEZDE63I

Originalmente, os defensivos quimicos possuiam baixa solubilidade e tinham um forte
poder de adeséo ao solo. Com a evolucéo tecnoldgica, os defensivos quimicos passaram a s
mais sollveis em agua, possuir baixa capacidade de adesédo e ser mais volateis. Essas inovagt
tecnoldgicas criaram defensivos quimicos cada vez mais potentes, persistentes e eficientes patr
combater as pragas (VEIGAt al 2006). Na Figura 5 pode-se observar a estrutura dos
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fungicidas mais utilizados em frutas e vegetais, como o carbendazim, muito utilizado no Brasil
(COUTINHO et a 2005).

o O

Carbendazin Thiabendazole
cl
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\j
N
Azoxystrobin Triflumizole

Figura 5 - Estruturas dos fungicidas utilizados em frutas e vegetais.

1.1.2. Compostos Organofosforados

O inicio da quimica dos compostos organofosforados remonta ao final do século XIX. O
fundador da quimica dos organofosforados foi A. Michaelis, que explorou a nucleofilicidade do
atomo de fosforo em fosfonatos de dialquila e fosfonatos de trialquila, descobrindo duas
importantes reacdes, que se constituem até os dias atuais nas rotas de sintese para a obtencac
fosfonatos de dialquila. Estas reagdes sdo, respectivamente, a reacdo de Michaelis-Becker, qu
data de 1897 e a reacdo de Michaelis-Arbuzov, estudada entre 1898 e 1906 (CADOGAN &
HODGSON, 1987).

Os compostos de fosforos sdo alguns dos precursores necessarios a vida e assim esté
presentes na natureza desde os primordios. No entanto, o estudo de sua quimica é relativamen
recente. Os compostos organicos de fosforo sdo os constituintes essenciais do protoplasmz
tecidos nervosos e 0ssos e sao de fundamental importancia para a manutengao da vida, corr
por exemplo, acidos nucléicos, coenzimas nucleotideos, intermediarios metabdlicos e
fosfatideos (KIRK-OTHMER, 1951).

O fosforo (P) é crucial no metabolismo das plantas, desempenhando papel importante na
transferéncia de energia da célula, na respiracdo e na fotossintese. As limitacdes na
disponibilidade de P no inicio do ciclo vegetativo podem resultar em restricbes no
desenvolvimento, das quais a planta ndo se recupera posteriormente, mesmo aumentando
suprimento de P a niveis adequados. (GRANT €G01).
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Muitos compostos organofosforados sédo produzidos artificialmente para usos praticos
como lubrificantes, plastificantes, estabilizantes, aditivos para combustiveis, antioxidantes,
agentes de flotacdo de minério, fertilizantes e pesticidas (FISHERLO64)

Os primeiros compostos organofosforados foram preparados por alquimistas na Idade
Média, mas seu estudo sistematico teve inicio no século XIX, por Lassaigne em 1820, com a
esterificacdo de &cido fosférico. Vinte cinco anos mais tarde, uma série de derivados de
fosfinas foi preparada por Thinard e colaboradores. A partir destes trabalhos o progresso da
investigacdo dos compostos de fosforo foi rapido. A descoberta das propriedades toxicas e
inseticidas de alguns compostos de fésforo por Shrader e colaboradores, em 1930, criou novo
compostos organofosforados nas industrias. A quimica destes compostos foi estudada, en
1949, por G. M. Kosolapoff e trabalhos mais recentes de revisdo podem ser encontrados ne
literatura de Coffey (DaCOSTA et,&007).

Michaelis executou muitos trabalhos e forneceu um alicerce para este campo,
particularmente para a quimica de compostos contendo a ligacdo P-N (MICHAELIS, 1903).

A utilidade de reagentes organofosforados, em sintese organica geral, baseia-se na
facilidade com que é possivel progredir de um nimero de coordenacdo mais baixo para um
namero de coordenacdo mais elevado [PEH)P(IV) — P(V) — P(VI)] e, ocasionalmente,
retornar [P(VI)— P(V)]. Isto se deve a alguns fatores: (a) a elevaddeofilicidade de
compostos contendo fosforo trivalente para uma ampla classe de eletrofilos; (b) as fortes
ligagBes que o atomo de fosforo forma com o oxigénio (particularmente P=0 e P-O), enxofre,
nitrogénio, halogénio e carbono; (c) e a capacidade do atomo de foésforo estabilizar anions
adjacentes (CADOGAN, 1979).

Dentre os compostos de fésforo, o tricloreto de fosforo PS8 apresenta como o
reagente fosforado mais utilizado na sintese de compostos organofosforados e demais outro
compostos por ser extremamente reativo, possuindo diversas aplicacdes sintéticas (COTTON,
1988).

A ligacdo P-N, que caracteriza as fosforamidas, dlvaosso trabalho, € geralmente
formada por reacdes de cloretos de fosforo{P€lbreto de fosforila ou compostos trivalentes
de fésforo com diferentes aminas ou aménia (TOY, 1976; FISHER & VAN WAZER, 1961),
Esquema 1.

X X
RNH,.HCI Il RNH,.HCI I
PXCl, —— 22> RNHPCL, — === (RNH),PCI

-2HCI

Cloreto fosforamidic
X=0ouS

Esquema 1 Reacédo de cloretos de fésforo com aminas.

Os métodos de sintese de fosforamidas foram desarjpartir de 1945 com uma série
de trabalhos realizados por ATHERTGH al(1945). Nas publicacdes iniciais eram usados
fosforilcloridratos de dialquila como agentes de fosforilagho em meio anidro, conforme
descrito no Esquema 2.
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(KENER, 1952)

(RO) I SQOLCI, I HNR R,/CCI, I
2 (ATHERTON, 1948) ("Q)2 P—Cl 0 (RO2PTNRIR,
Cl,
(COMBIE, 1945)
R = isopropila, benzila R, R, =H, alquila, arila

Esquema 2Sintese de fosforoamidas a partir de fosfito de cloridrato de dialquila.

Posteriormente descobriram que os fosfonatos de dialquila reagiam diretamente com
aminas e tetracloreto de carbono em meio basico, de modo mais brando e com resultados
igualmente satisfatérios (ATHERTONet al.;1945). Foi desenvolvida, com pequenas
modificacdes nos métodos de ATHERT@Nal(1945) uma nova reacdo de fosforilacdo de
aminas, Esquema 3. Estas modificagcdes melhoram, principalmente, os rendimentos das reacgde
com aminoacidos e com aminas insollveis em tetracloreto de carbono (&tAdD
(1984;1988)).

(”) NaOH ou NE§/ H,O (|)
(RORLP—H + HNR;R, CCW/EIOH _ (ROLP—NR;R,
ta./4-16h R,R, = H, alquila, arila

R =isopropila; benzila

Esquema 3Fosforilagdo de aminas em sistema bifasico com fosfonato de dialquila.e CCI

Os fosfonatos de dialquilas reagem suavemente com aminas primarias, secundarias ou
amonia em tetracloreto de carbono para fornecer fosforoamidatos de dialquila em excelentes
rendimentos (ATHERTON al.;1945).

Os compostos organofosforados também se destacam na bioguimica e medicina, como
o ciclofosfamida (Endoxan) mostrado na Figura 6, ativo como agente antitumoral (ARNOLD
et al.; 1961).

Cl
Figura 6- Endoxan, utilizado como agente antitumoral.

Os organofosforados possuem vasta gama de aplicacbes, dentre as quais pode se
destacada a acdo como pesticidas (inseticidas, acaricidas, herbicidas, nematicidas e fungicidas
plastificantes, estabilizantes, antioxidantes e fertilizantes. Além disso, estes compostos S&o
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constituintes do sistema biolégico, como por exemplo, o ATP (trifosfato de adenosina). No
entanto, além deste universo de aplicac@gsiela que tém despertado nos ultimos anos
interesse maior na quimica dos compostos de fésforo € a acdo farmacologica. YUDELEVICH e
colaboradores classificam, dentre os compostos de fésforo, especificamente os compostos
organofosforados em diferentes categorias, dentre as quais se tém os compostos com atividad
anticolinesterasica; compostos com atividade antiglaucoma; compostos para o tratamento e
profilaxia de doencas cardiovasculares; compostos com atividade fungicida; compostos com
atividade antiblastoma; compostos com atividade neurotrépica; compostos com atividade anti-
helmintica; compostos com atividade antiviral; compostos com atividade antiartereoesclerose;
compostos com atividade antibacteriana; compostos com atividade analgésica; compostos con
atividade antiartrite; compostos com atividade anti-hipoglicémica; compostos com atividade
antialérgica; compostos com agdo contra anemias, e ainda h& os compostos de fésforo que sé
classificados como vitaminas e analogos a estas (YUDELE&ICH, 1986; LANCASet al,

2005; DOS SANTO®t al, 2007).

Quanto aos efeitos toxicologicos, os organofosforados sdo considerados inibidores da
enzima acetilcolinesterase. Esta enzima é necessaria para o controle normal da transmissao c
impulsos nervosos de fibras nervosas para os musculos e células glandulares e também patr
células nervosas em ganglios do sistema nervoso autbnomo e no cérebro.

A acetilcolinesterase (AChE) possui a atividade enzimética de catalisar a hidrolise da
acetilcolina em colina e acido acético, Figura 7. A acetilcolina permite a propagacao
bioquimica do potencial de acdo entre 0os neurdnios e entre esses e as placas motoras, senc
logo apés a transmissdo do estimulo, degradada pela AChE. A inibicdo da AChE pelos
compostos organofosforados € a principal causa das anormalidades relacionadas a transmissé
neuromuscular, sendo 0s sinais e sintomas da intoxicacdo proporcionais ao nivel de atividade
da enzima (RUDNICK, 2004).

HsC, . ,CH3 0 HsC , CHs o

) N - AC he N F\-l - | |
Hyc” (CH)—O—C—CH;s H,c© “(CH)—OH + HO—C—CHy
Aceticolina Colina Acido Acético

Figura 7- Reacao de hidrdlise da acetilcolina

Os compostos organofosforados inativam a acetilcolinesterase pela fosforilacdo no sitio
ativo da enzima (NATH & KUMAR, 1999). O processo de inibicdo da AChe depende muito da
estrutura quimica do organofosforado inibidor (STORM et al.; 2000; SOGORB &
VILANOVA, 2002), conforme descrito no Esquema 4. A interacdo entre a acetilcolinesterase e
seu inibidor organofosforado parece envolver somente o sitio esterasico, formando um
complexo bastante estavel, sendo esta estabilidade relacionada fundamentalmente com
estrutura quimica do inibidor. A inibicdo da acetilcolinesterase é irreversivel, desta forma a
acetilcolina é impedida de reagir com o sitio esterasico, ocorrendo acumulo da mesma onde ¢€
normalmente liberada, resultando em conseqiéncia, toda a sintomatologia da intoxicacao potr
compostos organofosforados (KOZAKI, 2001; Sithal; 2001).
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Esquema 4 -Mecanismo de Inibicdo da acetilcolinesterase por inseticidas organofosforados

Além do amplo emprego como pesticidas, alguns organofosforados tém potencial
medicamentoso, com a¢des que 0s tornariam passiveis de serem utilizados no tratamento d
glaucoma e da miastenia gravis, embora sejam subutilizados, por serem medicamentos de riscc
tendo sua dose toxica proxima a dose terapéutica Estes compostos sdo ainda utilizados er
saude publica no controle de vetores como o da malaria e vetores de outras doencas, como
dengue (CARLTONet al, 1998).

1.1.3. Hidrazonas

Como esta classe de substancia faz parte de uma porgédo dos compostos sintetizados nes
trabalho, far-se-4 uma breve introducdo mostrando algumas aplicacdes desta classe de
compostos.

Diversas substancias contendo as func¢des hidrazida e hidrazona sédo descritas ne
literatura, apresentando inUmeras e pronunciadas atividades biologicas. A funcionalidade
hidrazona consiste no grupo farmacoférico de varias substancias, induzindo as atividades
analgésica, antiinflamatéria, anticonvulsivante (LIMAAI.;2000).

As Hidrazonas, em geral, possuem diversas atividades biol6gicas, como
antiinflamatéria, antitrombdética e analgésica (BARREIBCal.; 2002). Compostos do tipo
nitrofurfural hidrazona tém apresentado atividade antiparasitaria e antimicrobiana in vivo. A
literatura técnica indica que algumas oximas e seus complexos exibem atividade antiviral e
citotoxica. As hidrazidas e seus complexos podem atuar como agentes fungicidas e
antibacterianos (DODOF&t al1995).
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As hidrazonas foram descobertas por Emil Fischer em 1883, quando este estava
sintetizando um derivado inddlico a partir da reacdo de fenilidrazina com propanona.
Inicialmente, Fischer atribui ao intermediario da reacdo, a hidrazona, uma estrutura ciclica,
formada por um anel de trés atomos envolvendo os dois 4&tomos de nitrogénio e o atomo de
carbono. Porém, em 1888 a estrutura correta das hidrazonas foi elucidada (EO&TA
2003).

As hidrazonas sdo iminas derivadas da hidrazina. O nitrogénio iminico possui
hibridizacdo spe pode ocorrer isomeria em torno da ligacdo dupla carbono-nitrogénio. H& um
crescente interesse por esses compostos em funcdo de suas diversas aplicacdes. Em sinte
organica, sao empregados na analise qualitativa de grupamentos carbonila, em quimica
analitica podem ser usados na elaboracdo de padrbes para espectrofotometria. Na industria sé
empregadas como plastificantes, estabilizadores de polimeros e iniciadores de polimerizagac
(PACANSKY et al 1990). Biologicamente atuam como herbicidas, inseticidas e estimulantes
de crescimento de plantas (ROBINSON,1963).

As hidrazonas sado compostos derivados da condensacao de hidrazinas com composto:
carbonilicos, aldeidos e cetonas. As hidrazonas sdo conhecidas por sua ac¢do quelante. Est
compostos podem mostrar efeitos antituberculose baseado na tendéncia que possui de forme
quelatos com os ions metalicos de transi¢do (SELEEA) 2006)

Compostos cujas moléculas contém a funcdo hidrazona pertencem a classe das
azometinas, na qual também estdo as iminas e oximas e se diferenciam destas pela presenca
dois atomos de nitrogénio interligados. Na literatura as hidrazonas ndo sédo discutidas
separadamente, mas citadas como derivados de compostos carbonilicos ou como identificado
de aldeidos e cetonas (KITAE al.; 1970). S&do consideradas hidrazonas todas as moléculas
contendo o fragmento triatbmico N-N=C, Esquema 5, no qual o nitrogénio aminico e o carbono
podem formar um heterociclo ndo aromaético.

R e R' = H, alquila, arila, acila, heterociclo;

Y = H, alquila, arila, heterociclo, acila, -P(O)(GQR)

X = H, alquila, arila, acila, heterociclo, halogénio, OR", SR, CN,
SOR, NO,, NHNR"R™, NHNHR", N=NR", COOR", CONR"R"".

Esquema 5 Fragmento triatdmico minimo que caracteriza as hidrazonas.

As hidrazonas tém uma larga aplicacdo na sintese de moléculas com as mais variada:
estruturas. Sao aplicadas como plastificantes e estabilizadores para polimeros, iniciadores de
polimerizacdo e até mesmo antioxidantes. Porém, a mais valiosa propriedade das hidrazonas é
sua grande atividade fisiologica, entre elas, reguladores de crescimento de plantas, comc
atividade farmacoférica, hipotensiva, antileucemia, antisarcomas e outros neoplasmas
malignos. S&o investigadas as acfes farmacoforica para tratamento de esquizofrenia,
hanseniase e outras doencas (BARRE&RE.; 2002; KITAEV & BUZYKIN, 1972).

Uma importante aplicacdo das hidrazonas é a sintese de heterociclos, como pirazéis
sintetizados a partir de hidrazonas monosubstituidas e nitroolefinas e oxazoéis a partir de
acilidrazonas e isocianatos (AWADALLAH, 2006), como apresentadésqoema 6 e 7.
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Esquema 7 -Sintese de oxazbis a partir de acilidrazona e isocianatos.

1.1.4. Mamao (Carica papaya L.)

Como o foco principal deste trabalho € a sintese de novas dialquilfosforilidrazonas que
possa apresentar potencial fungicida para aplicacdo em cultura de mamao, sera feita breve
descricdo do problema que afeta produtores e que causa grande prejuizo para o pais.

Dentre as mais importantes frutas tropicais atualmente cultivadas no mundo, o0 mamao
ocupa, evidentemente, um lugar de destaque.

O mamoeiro Carica papaya L), originario da América Central, € uma planta cultivada
em regifes tropicais e subtropicais estando disseminado praticamente em todo o territorio
nacional, onde existem milhares de hectares propicios ao seu desenvolvimento. (OL&/EIRA
al.; 2004). Ele pertence a familia Caricaceae, da qual fazem parte 31 espécies, compreendida
em quatro géneros, sendo o Carica 0 mais conhecido, destacandtaseaopapaya L.o0
anico de valor comercial (VIEIRAt al.; 2003).

O mamoeiro é uma das fruteiras mais comuns em quase todos os paises da Ameérice
tropical, amplamente conhecido no Oriente jA no inicio do século XVII, sendo agora
largamente cultivado na india, Sri Lanka, Arquipélago Malaio e em muitos paises da América
do Sul, América Central e Antilhas, bem como na Africa tropical, Havai e Australia (S3LVA
al.; 2007) . E usado para abastecer os mercados locais e de exportacio de fruta fresca e també
como fonte importante de papaina, enzima proteolitica de acdo semelhante a da pepsina
empregada para os mais variados usos nas industrias téxteis, farmacéuticas, de alimentos e ¢
cosmeéticos.

27



Responséavel por 47,5% da producdo mundial de mamao, o Brasil se destaca entre os
trés maiores exportadores desta fruta, com 3,3 milhdes de toneladas/ano. Os paises que ocupa
os primeiros lugares sdo Nigéria e india, respectivamente (TATAGIBA; 2007).

A producao concentra-se fortemente no extremo Sul do estado da Bahia e no Norte do
estado do Espirito Santo. Estas duas regides sdo as principais produtoras de mamao do mund
Os dois Estados produzem, em conjunto, mais de 85% de todo 0 mamao brasileiret @NO
2004).

No Estado do Espirito Santo, 0 mamao é uma das principais culturas produzindo cerca
de 330.000 ton.afp gerando renda bruta de R$ 50 milhdes/ano e empregando cerca de 9.000
pessoas no processo de producdo e comercializagdo (RUGGIER{2003).

Os frutos frescos séo parte essencial de uma dieta humana balanceada. S&o ricos er
vitamina C, carotendides (provitamina A), sais minerais e carboidratos e, apreciados por suas
excelentes propriedades sensoriais, em particular por sua cor, aroma e sabor (SANBANA
2004).

O mamao € um fornecedor de acido ascérbico, variando de 40 a 90 mg por 100 g de
polpa. O &cido ascérbico, ou vitamina C, € uma substancia muito importante para o organismo
humano com diversas acfes benéficas, tais como: participacdo na formacao de colageno, n
absorcao do ferro inorganico, atuando na manutencgdo do sistema imunolégico e reagindo cornr
radicais livres (oxigénio singleto e outros) (WILESal.; 1984).

Em 2006, o Brasil produziu 1.573.819 t de mamao numa area de 32,559.00 ha. obtendo
rendimento médio de 48.337 t . h&dCAMPOSet al, 2007).

Apesar de ser o segundo maior produtor, o estado do Espirito Santo apresenta a maiol
produtividade da cultura, 66,12 thea é um dos principais fornecedores de mamao ao mercado
interno (MARINHOet al.; 2007).

Embora o Brasil seja o 1.° maior produtor mundial, exporta menos de 1% de sua
producédo, que correspondeu a 11% do comércio internacional de mamao, em 1999. Um dos
principais fatores limitantes a exportagdo de mamao sdo as doencas poés-colheita,
principalmente a antracnose causada famlletotrichum gloeosporioidese a podridao
peduncular, causada por diversos fungos, principalmenteCpaloeosporioidese Phoma
caricae-papayaéTar) Punith. (= Ascochyta caricae Pat.).

As perdas que ocorrem na fase pos-colheita de frutos em funcdo do aparecimento de
podriddes, normalmente oriundas do campo, sdo um dos principais problemas enfrentados
pelos produtores de frutas e hortalicas.

No Brasil, as perdas pds-colheita de frutos tropicais como o0 mamao, sdo muito
variaveis, dependendo do clima, época do ano e de infestacdo de pragas e doencas nos frutc
comercializados. Essas perdas sdo da ordem de 30% dos produtos comercializados conform
estudo feito na cidade de S&o Paulo, considerando apenas o0 processo de comercializagéo e
quitandas, supermercados e feiras livres (NERY-SILVA, 1999).

Em geral, os agentes causadores de podridées poés-colheita apresentam uma
caracteristica comum, que é a capacidade de se estabelecerem no fruto imaturo e permanecere
em estado latente, sem o aparecimento de sintomas, até que haja condi¢fes para que 0 proces
de infeccdo tenha lugar. A podriddo peduncular também apresenta essa caracteristica e o
sintomas normalmente aparecem com o amadurecimento do fruto, fato que parece ocorrer con
todos os patdgenos associados a essa doenca.

O mamao é um fruto que se caracteriza por uma vida pés-colheita relativamente curta,
completando o seu amadurecimento em aproximadamente uma semana sob condicdes
ambientais. No entanto, varios fatores de pré e pdés-colheita como patdgenos ou fatores
abidticos podem reduzir a sua vida pos-colheita. Esses fatores podem se manifestar nos fruto:
isoladamente ou em conjunto, proporcionando perdas quantitativas e/ou qualitativas nas
diferentes fases da comercializacdo (CO®TAI.; 2002).
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Dentre as doencas de pds-colheita, aquelas que ocorrem no mamao séo responsaveis p
perdas significativas durante o armazenamento, transporte e comercializagdo. Prejuizos de 10
40% em embarques terrestres e de 5 a 30% em embarques aéreos sS40 comuns, porém, te
perdas podem variar de 1 a 93% dependendo do manejo de pés-colheita e dos processos
acondicionamento dos frutos. (RIBEIR®Dal.; 1999).

A antracnose do mamao é causada pelo f@aletotrichum gloeosporioidd8enz, que
€ 0 mais importante agente causal de doencas pos-colheita em frutos. O patdgeno, além di
infectar frutos maduros, pode também infectar frutos imaturos pela penetracdo direta da
cuticula (TAVARES & SOUZA, 2004).

O desenvolvimento d&. gloeosporioides favorecido por temperatura e umidade
relativa elevadas. Seus conidios sao liberados e disseminados quando os acérvulos s
encontram Umidos. Eles podem ser disseminados por respingo das chuvas, vento, insetos
ferramentas, etc. Os conidios germinam na presenca de agua; apos a germinacao, produzem
apressorio e iniciam a penetragdo no tecido do hospedeiro.

As hifas crescem muito rapidamente, tanto de forma intercelular como intracelular, mas
ocorre pouco ou nenhum sintoma nos tecidos. A doenca € mais severa quando os frutos
comecam a amadurecer (AGRIOS, 1998). O fungo sobrevive em peciolos e folhas velhas, de
onde se dissemina pela chuva ou pelo vento para as flores e frutos novos e permanece laten:
até a maturacao dos frutos. Por ser a antracnose uma doenca em que 0s sintomas sao percebic
na fase avancada de maturagéo dos frutos, recomenda-se que o controle seja efetuado antes
fase de maturacado. O principal tratamento indicado para o controle de doencas pés-colheita, nc
caso de mamdo, é o tratamento hidrotérmico (48/490 minutos, em seguida ©020
minutos) de acordo com Venturt al (2003). Mas, concomitantemente ao uso desse
tratamento, recomenda- se a aplicacdo de ceras e fungicidas para garantir uma maior sobrevid
ao fruto.

Na exportagdo do mamao brasileiro para fins quarentenérios, o tratamento fitossanitario
pods-colheita visa a limpeza e o controle da antracrioslefotrichum gloesporioidése de
outras doencas que ocorrem nesta fase e, principalmente, a eliminacdo de ovos da mosca-da:
frutas. Esse procedimento ird depender das exigéncias impostas pelos paises importadore
dessas frutas (TATAGIBAt al.; 2000).

1.1.5. Doencgas Pds- Colheita

O Ataque por microorganismos tais como fungos, bactérias e, em menor extensao, virus,
€ provavelmente uma das causas mais sérias de perdas pos-colheitas dos produtos perecive
(CHITARRA & CHITARRA, 2005).

Nas duas ultimas décadas, dentre as mudancas que acompanharam a modernizacao c
agricultura destacam-se na irrigacdo, na mecanizacédo, na aplicacdo de fertilizantes e no uso d
agroquimicos destinados a combater pragas, doencas e ervas daninha. A nocividade deste
altimos é muito grande, pois ha estimativas de que 20 a 30% da producao agricola brasileira
sdo consumidas por pragas. A falta de técnicas alternativas que sejam seguras para
produtividade da maioria das culturas e a necessidade de expansdo da producdo agricol
permite concluir que haverd uma dependéncia do uso de agroquimicos por longo tempo.
(ZAVATTI & ABAKERLI, 1999).

O mamoeiro pode ser afetado por diversas doengas, que constituem o principal fator
limitante da cultura, exigindo medidas adequadas de controle, sem as quais podem ocorrel
grandes danos na producdo e na comercializacdo (QUIMIO, 1973). Os niveis de incidéncia e
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severidade sdo usualmente tdo altos que o controle das doencas € imprescindivel para se obt
producdes rentaveis e aceitveis pelo mercado (BOLK®R 1976).

Em frutos de mamao, Figura 8, esses fitopatdbgenos causam consideraveis perdas pos
colheita, podendo atingir 75% na fase de comercializagdo do mamao (P&UHLL 1997),
estando associadas a efeitos fisicos ou danos mecanicos, a causas de origem fisiologica
bioquimica e a agdo de agentes microbianos (DAN&®es.; 2003).

Figura 8 - Destrui¢cdo interna dos tecidos pelo ataque de patégenos em mamao.

As doencas poés-colheita podem iniciar no campo e ficarem latentes, manifestando-se
somente apos a colheita em condi¢cdes ambientais favoraveis (GOMES, 1996). A penetracao dc
hospedeiro pelo patdbgeno pode ocorrer diretamente via epiderme, pela cuticula intacta, bem
como por ferimentos ou aberturas naturais na superficie dos frutos, como as lenticelas
(ECKERT, 1980; ZAMBOLIMet al.; 2002). O padréo de ataque, usualmente, € uma infeccao
inicial por um ou varios patégenos, o qual pode subsequentemente, ser potencializado por ume
infeccdo secundéria, decorrente do ataque de microorganismos sapréfitas ndo especificos
Estes, embora sejam fracamente patogénicos, podem sobreviver no tecido doente ou morto, &
se instalando desde a infec¢cdo priméria; aumentando os danos aos tecidos (CHITARRA &
CHITARRA, 2005).

As infeccBes latentes podem iniciar em qualquer estadio do fruto na planta, ocorrendo a
inibicdo do desenvolvimento do patogeno através de condi¢des fisioldgicas impostas pelo
hospedeiro até que o estaddio de maturagdo do fruto tenha sido alcancado e/ou iniciada ¢
respiracao climatérica (PRUSKY, 1996).

Os patogenos em geral diferem em suas respostas ao hospedeiro, ao ambiente, as varic
medidas de controle, no tempo e forma de infeccdo. Portanto, o sucesso do controle
fitossanitario depende do conhecimento desses fatores, em cada situacdo em particular. C
crescimento de fungos produz um numero variavel de efeitos deteriorativos que incluem
descoloragéo, producdo de odores desagradaveis e redugcédo na qualidade do produto. Mesmo «
produtos consideraveis “duraveis” podem reabsorver umidade da atmosfera e sofrer o ataque d
patdgenos, a menos que sejam armazenados em ambientes selados. As perdas por ataq
fungico sdo usualmente mais comuns nos tropicos, onde o crescimento € também estimuladc
pelas elevadas temperaturas e umidades relativas (CHITARRA & CHITARRA, 2005).

Doencas fungicas podem provocar a podridao interna dos frutos e sdo prevenidas com a
aplicacdo de fungicidas, com tratamentos que se iniciam na época da floracdo dos frutos €
durante o periodo de armazenamento e maturacéao ¢EAl; 2005).

Por se tratar de uma doenc¢a em que 0s sintomas nem sempre sdo percebidos até a fa:
avancada de maturacdo dos frutos, é recomendado que o controle, nesse caso, seja efetua
antes da fase de maturacao desses frutos (NERY-SILVA, 1999).

As doencas de pos-colheita, principalmente a antracnose, a mancha-chocolate e a
podridao-peduncular sdo responsaveis por maiores danos. Na auséncia de medidas de control
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a incidéncia pode chegar a 91% de antrachose e 100% de podriddo peduncular, em frutos apé
a colheita (LIBERATO & COSTA, 1997).

A antracnose constitui-se na mais importante doenca incidente sobre frutos maduros em
regides produtoras do mundo, Figura 9. Sendo problema tanto em frutos nédo refrigerados para ¢
comércio interno, como em frutos refrigerados para exportacdo. Sua nocividade para a
economia é grande, pois os frutos atacados pela antracnose tornam-se imprestaveis para
comercializacdo e consumo. Ainda que estes ndo apresentem os sintomas quando colhidos,
doenca se manifesta posteriormente na fase de embalagem, transporte e amadurecimento
comercializacdo, causando grandes perdas (DICKMAN, 1994).

Figura 9 - Antracnose em mamades causados por patdogenos.

As podridées pedunculares ocorrem quando a regido do pedunculo é afetada e nela
ocorre o sintoma da podridao. Séo atribuidas a fungos dos g8udlieistrichum, Phomopsis,
Fusarium e Phoma entre outros (ALVAREZet al.; 1987). A doenca ocorre quando esses
fungos invadem o fruto, apos a colheita, através do peddnculo cortado. Ja foi constatada
incidéncia de 68,5% a 100% de antracnose e podridao-peduncular, respectivamente, em frutos
apos a colheita (LIBERATQet al.; 2002) quando na auséncia de quaisquer medidas de
controle. Essas doencas s&o as causas principais pelos danos durante o armazenamento
transporte do fruto, principalmente quando destinado a exportacao (ALVAREZ1987).

O mamao se desenvolve durante aproximadamente cinco a seis meses, sendo, na maic
parte desse tempo, susceptivelCalletotrichum gloeosporioidesque pode afetar frutos
fisiologicamente imaturos e permanecer no estado quiescente até o fruto atingir a fase
climatérica. Assim, a infeccdo que ocorreu no campo dificilmente € detectada até a colheita,
pois os sintomas da antracnose normalmente surgem durante ou apés o transporte dos fruto
para os mercados consumidores (TAVARES & SOUZA, 2004; DURBAAI.; 1999).

O estabelecimento do fungo nos frutos verdes se d& através da penetracdo pela cuticula
A infeccdo permanece latente, mostrando atividade apenas sobre os peciolos e folhas qu
apresentam ferimentos e frutos no periodo de maturacdo. Os frutos jovens quando atacado
cessam o0 seu desenvolvimento, mumificam e caem (DICKMAN & ALVAREZ, 1983;
OLIVEIRA, 1994).

Com o aumento da precipitacdo e da umidade relativa, aparecem na casca dos frutos
peguenos pontos pretos que aumentam de tamanho formando manchas deprimidas, que pode
medir até 5 cm de didametro. Em torno das manchas, forma-se um halo de tecido aquoso, con
coloracao diferente da parte central. Quando em grande quantidade, as manchas coalescen
espalham-se pela superficie do fruto, penetram e aprofundam-se na polpa, ocasionandc
podriddo-mole.

A contaminacéo fungica em mamao pode ser causada por Varias espécies que colonizan
os tecidos e causam perdas significativas, destacam-se, entre dddetptrichum
gloeosporioide® Cladosporium cladosporioide€olletotrichum gloeosporioides o principal
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agente causador de perdas em poés-colheita de mamao, seja na forma de podriddo peduncule
seja na forma de antracnose na casca, alcancando até a polpa do fruto (\GEARAQ06).

Outras doencas, como a podriddo causada pelo flgmaria alternata Figura 10,
pode ser um problemas em areas secas como lIsrael e parte do Havai. Os sintomas séo les®
redondas e elipsoidais pretas no fruto seguidas pela podriddo dos tecidos subjacentes. Se c
mamdes forem comercializados poucos dias apds a colheita, a podridao por Alternaria nédo é
problema. No entanto, quando o armazenamento refrigerado € utilizado para aumentar a vide
pés-colheita do fruto, este se torna muito mais susceptivel ao ataque (ALVBREZ977).

A podriddo causada pelo funfmsariunsp. foi relatada em Israel, india, Filipinas e
Havai. Varias espécies podem causar esta perda, dentre Falaaraun solani(Mart.) Saac.
Tantos os frutos novos quanto os fisiologicamente maduros séo resistentes a infeccéo desde gt
o fruto ndo apresente injarias. Durante o armazenamento, fintasatura podem,
eventualmente, se tornarem susceptiveis a contaminacdo através da penetracdo direta d
fungos. Os tratamentos hidrotérmicos podem dar bons resultados no controle desta doeng:
(PATHAK et al.; 1976).

Figura 10 - Podriddo causada pelo fungtiernaria alternata

1.1.6. Acetilcolina

A acetilcolina (ACh) foi o primeiro neurotransmissor descoberto, Figura 11. E uma
amina produzida no citoplasma das terminacdes nervosas. Sua precursora € uma vitamine
pertencente ao complexo B, a colina que € obtida a partir da alimentacdo ou da prépria
degradacédo da acetilcolina por uma enzima especifica (acetilcolinesterase).

A acetilcolina é o mediador quimico necessario para a transmissao do impulso nervoso
nas fibras pré-ganglionares do sistema nervoso autbnomo (SNA), nas fibras parassimpaticas
pés-ganglionares e algumas do sistema nervoso simpatico, na juncdo neuromuscular e en
algumas sinapses interneuronais do sistema nervoso central (SNC).

A~X

Para que haja transmissao sinaptica € necessario que a acetilcolina seja libertada na fend
sindptica e se ligue a receptores poés-sinapticos. Mas esta transmissao tem que ser controlad
tendo a acetilcolinesterase um papel fundamental neste controle, pois impede acumulacdo de
acetilcolina na fenda sinaptica, impedindo assim a hiperestimulacdo dos receptores da

Figura 11 - Acetilcolina.
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acetilcolina. Para que exerca sua funcdo corretamente, a acetilcolina deve ser removida oL
inativada de acordo com as demandas de tempo para cada resposta sinaptica especific
pretendida. A enzima acetilcolinesteraseatua nesse processo catalisando a hidrélise de
acetilcolina, liberando colina no liquido extracelular, que pode ser reaproveitada para 0s
processos se sintese neuronais, Figura 16. Dessa forma, essa enzima € capaz de modular
intensidade da resposta sinaptica. (GOODMAN, L. S. & GILMAN, A, 1996). A toxicidade
provocada pelos organofosforados deve-se essencialmente a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (sindrome colinérgico) sendo esta a a¢do mais relevante e que trac
consequéncias mais nefastas para o organismo. A sindrome colinérgica deve-se a ume
estimulacdo excessiva dos receptores da acetilcolina.
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2. OBJETIVO
Sintese de novas dialquilfoforilidrazonas com potencial fungicida para controle de

podriddes poés-colheita, em mamao, que minimizem os danos a saude do homem e ao meic
ambiente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ®ONSIDERACOESGERAIS

Nas sinteses das dialquilfosforilidrazonas e seus intermediarios, os solventes utilizados
nas reagdes e nos métodos de purificacdo foram previamente destilados, quando necessério.

Os pontos de fuséo, nédo corrigidos, foram determinados em aparelho Buchi 510.

A técnica de cromatografia em camada fina foi realizada utilizando-se placas de
aluminio Kiessel Gel 60 F 254, com 0,2 mm de espessura, sendo reveladas em lampade
ultravioleta com comprimento de onda em 254 nm.

Na técnica de cromatografia em coluna aberta utilizou-se como adsorvente gel silica 60,
Merck, com particulas de 35-70 mesh.

A remocao dos solventes foi feita em evaporador rotatério Fisatom modelo 820.

Os aparelhos utilizados para a caracterizacdo dos compostos foram:

1. Cromatografo de fase gasosa acoplado a espectrdmetro de massas, modelo
Saturn 2000-Varian. As condi¢des de analise foram: coluna VF-5ms (30 x 0,25 x 0,25mm);

temperatura 150-18G/1’-10°C/min — 296C/10’; injetor 276C; EM trap 226C, manifold
60°C trxline 250C ionizacdo El (70eV) e Cromatégrafo de fase gasosa acoplado a
espectrdmetro de massas Agilent 6890 acoplado a detector seletivo de massas 5973N. A:
condi¢des de analise foram: coluna capilar HP5-MS (30m X 0,25mm X 0,25um), operando
com programacdo de temperatura de 60 a 240°C a 3°C/min, usando hélio (1,0mL/min)
como gas carreador, tempo inicial zero (0) min e tempo final 10 min; injetor com divisao de
fluxo (split) de 1:20; 250°C. Os espectros de massas foram obtidos no modo ionizacao
eletrénica com fonte operando em 70eV.

2. Espectrometro de ressonancia magnética nuclearHdg400MHz) e 'H
(200MHz)*C (100MHz) e*®*C (50MHz) e3P (162MHz) Bruker modelo AC-200 e
Avance, e os espectros foram obtidos utilizando-se tetrametilsilano (TMS), ou o proprio
solvente como referéncia para os nicleodte *C. Para o nticleo d&pP, foi utilizado o
acido fosférico 85% como referéncia externa. Os solventes deuterados séo especificados en
cada caso, sendo os deslocamentos quimicos medidos em ppm e as constantes d
acoplamento em Hertz (Hz).

3. Espectrometro de infravermelho Perkin-Elmer modelo 1600 FT e espectrémetro
de Infravermelho FT-IR spectrometer VARIAN 640 IR. Os espectros foram obtidos
utilizando-se um filme sobre células de NaCl, nas amostras liquidas e pastilhas de KBr nas
amostras sélidas. As absorcdes foram medidas em centimetros recipréfos (cm

No ensaio biolégico, para realizar as medidas de area de crescimento dos fungos
analizados utilizou-se Sacnner HP 3100 series, um laptop HP, COREL DRAW 10 e o programa
SIARCS 3.0 da EMBRAPA.

Os valores observados de cada variavel foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). Para o ensaio biologican vitro foram realizadas cinco replicatas, onde as
substancias foram comparadas entre si e com 0 meio de cultura e meio de cultura/DMSO pare
cada semana. Foram realizados testes de regresséao linear de primeira ordem com analise ¢
variancia (ANOVA) da regressao para avaliar diferencas significativas entre todos os
tratamentos também para cada semana. O crescimento de cada fungo foi realizado
separadamente avaliando a eficiéncia de inibicdo do crescimento fungico de todas as
substancias.

A determinacdo da concentragdo inibitéria foi realizada somente com a substancia que
apresentou melhor eficiéncia na inibicdo do crescimento micelial dos fungos testados.
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As comparacdes entre as médias dos tratamentos, para cada fungo, foram realizada:
utilizando-se o teste de FISHER (Least Significance Difference — LSD) ao nivel de 5% de
probabilidade. Toda andlise estatistica foi realizada usando o software STATISTICA versao
7.0, edicdo de 2004 da StatSoft Inc, USA.

3.2.SINTESE DOS FOSFONATOS DE DIALQUILAKOSALOPOFR& MAIER, 1973).
Procedimento Geral

Em um baldo bitubulado de 200 mL, equipado com um funil de adicdo continua,
condensador de refluxo e munido de um borbulhador, capaz de impedir a entrada de umidade ¢
ao mesmo tempo permitir a saida do acido cloridrico (HCI) liberado na reacéo, adiciona-se o
alcool correspondente. Em seguida, através de funil de adicdo, goteja-se cuidadosamente
tricloreto de fosforo (PG) recém destilado, sob agitacdo magnética, mantendo-se a mistura
reacional a uma temperatura em torno 8@. @Quando cerca da metade do PBler sido
adicionado, observa-se forte desprendimento de HCI.

Ao término da adicdo, submete-se o contetido do baldo a um aquecimei@) (60
aproximadamente 1 hora. Finalmente, coloca-se a mistura reacional sob vacuo a fim de que sej:
retirado todo o HCI residual e cloreto de alquila formado.

O manuseio do Pgbeve ser extremamente cuidadoso, pois 0 mesmo é instavel por ser
facilmente hidrolisado, através de uma reagdo altamente exotérmica. Isto é devido ao poder
eletrofilico do &tomo de foésforo, que esta ligado a trés atomos de ctoro(G 1988).

3.2.1 Sintese do fosfonato de dietila (1)
O
|

PC, + 3CH,CH,0OH —> (CH,CH,0),PH * CH;CHCI + 2HCI

Foram utilizados 27,0 mL (21,5 g — 4,8X16hol) de alcool etilico e 13,5 mL (21,3 g —
1,6 x10" mol) de tricloreto de fosforo. Apés a retirada dos subprodutos, 15,0 g do produto puro
foram obtidos, correspondendo a um rendimento de 65%.

Caracterizacéo:

£ Aspecto: liquido incolor

# IV (Célula de NaCl): 34590H); 2987, 2937, 2913)CH,CHa); 2431 ¢P-H); 1480
(VC-0); 1395 pasCH) 1252 pP=0); 1046 (P-0O), 982 dasP-H).

# RMN 'H (CDCh): 1,3 [t(CHCH,O-, Juy = 7,1 Hz, 6H)]; 4,1 [d/q(CECH.O-, Jun =
7,6 Hz,Jup = 7,6 Hz, 4H)]; 6,7 [d(P-HJpy= 694 Hz, 1H)].
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3.2.2. Sintese do fosfonato de dipropila (2)

0
]
PCl, * 3CH,CH,CH,0H —— (CH,CH,CH,0),PH * CH,CH,CH,Cl * 2HCI

Utilizou-se 52 mL (42,12 g- 0,702 mol) de alcool propilico e 20,5 mL (32,23 g- 0,234 mol)
de tricloreto de fosforo. Obteve-se 35,41 g do produto, correspondendo ao rendimento de 91 %.

Caracterizacao:

# Aspecto: liquido incolor.

# |V (Célula de NaCl): 3486v0OH); 2970, 2886\ CH,,CHg); 2426 pP-H); 1465
(VC-0); 1390 dasCH); 1260 ¢P=0); 1068 ¢P-0O); 976 dasP-H).

# RMN de 'H (CDCk): 0,91 [t, (CH(CH.),0P), Juy = 7 Hz, 6H]; 1,66 [sex,
(CﬂzCHzOP),JHH =7 HZ, 4H]; 3,97 [dt, ((_:IZDP),JHH =7 HZ,JHP =8 HZ, 4H]; 6,74 [d,
(P-H), Jup = 696 Hz, 1H];

3.2.3. Sintese do fosfonato de diisopropila (3).

o)
|
PCl, + 3(CHy),CHOH —— ((CH,),CHO),PH * (CH,),CHCI * 2HCl

Utilizou-se 54 mL (42,12 g -0,702 mol) de alcool isopropilico e 20,5 mL (32,23 g- 0,234
mol) de tricloreto de fésforo. Obteve-se 36,58 g do produto, correspondendo ao rendimento de 94
%.

Caracterizagao:

£ Aspecto: liquido incolor.

# IV (Célula de NaCl): 2984, 2936 (CH,,CH;g); 2434 yP-H); 1464; yC-0); 1384
(dasCHh); 1223 ¢P=0); 1107 ¢P-0O); 975 dasP-H).

# RMN de'H (CDCh): 1,30 [d, ((CH),CHOP),Ju = 8 Hz, 12H]; 4,68 [hd, (CBP), Ju4
=6 Hz,Jyp = 8 Hz, 2H]; 6,54 [d, (P-H Jup = 695 Hz, 1H];

3.2.4. Sintese do fosfonato de diisobutila (4)
T
PCl * 3(CH;),CHCHOH —— ((CH;),CHCH,0),PH + (CH,),CHCH,CI + 2HCI

Utilizou-se 127 mL (101,68 g -1,374 mol) de alcool isobutilico e 40 mL (62,96 g- 0,458
mol) de tricloreto de fésforo. Obteve-se 30,20 g do produto, correspondendo ao rendimento de 79
%. Para esta reacao utilizou-se um baldo de 200 mL.
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Caracterizacao:

# Aspecto: liquido incolor.

% p.e.: 56-57°C (2mmHg).

# IV (NaCl): 3353 pOH); 2965, 2881CH, e CH); 2431 yP-H); 1470 das.CH,
CH; e CH); 1395 e 13728sim. CH, CH e CH); 1245 ¢P=0); 1038 ¢P-0O); 985
(6as.P-H).

# RMN *H (CDCh): 0,95 [d ((CH),CHCH,O-), 12H]; 1,93 [m ((CH).CHCH,0-),
2H]; 3,84 [m ((CH),CHCH,O-), 4H]; 6,81 [d(P-H)prJd = 692,3Hz, 1H].

3.3.SINTESE DAS DIALQUILFOSFORILIDRAZINAS(ZHAO ET AL; 1988).
Procedimento Geral

Em um baldo bitubulado de 100 mL, munido de condensador de refluxo e funil de
adicdo continua, adiciona-se quantidades estequiometricamente calculadas de hidrazina
hidroxido de sodio dissolvida em volumes iguais de dgua destilada e alcool etilico.

No funil de adicdo é colocado o respectivo fosfonato de dialquila e tetracloreto de
carbono com excesso de 40%. Com o baldo imerso em banho de gelo e sob agitacdo magnétic.
comeca-se a adi¢do, gota a gota, do conteudo do funil. Ao funil da adi¢do, deixa-se a mistura
reacional sob agitacdo até que o banho atinja a temperatura ambiente e em seguida por mais
hora a 50C.

Ao término da reacdo, adiciona-se ao balédo cloreto de metilen€[{d igual volume
de agua destilada. Transfere-se todo o conteddo do baldo para um funil de separacdo d
tamanho adequado. A fase organica é entdo separada da fase aquosa. Este procedimento
extracdo é repetido por mais duas vezes. Finalmente, adiciona-se a fase orgéanica sulfato d
magnésio (MgSg) anidro, agita-se por alguns segundos, filtrando em seguida e evaporando o
solvente através de um rotavapor.

3.3.1 Sintese da dietilfosforilidrazina (5)
O O
[ |
NH,NH,.H,0 *+ (CH,CH,0),PH — (CH;CH,0),PNHNH,

Montou-se a aparelhagem. Com o funil de adicdo gotejou-se a metade go CCI
aproximadamente 3,9 mL (0,029 mol) e 8g do fosfonato de dietila (0,058 mol) dentro do bal&do
de fundo redondo contendo a outra metade da @29 mol), HO, 1,85g (0,058) hidrazina
(0,024 mol), o NaOH (0,058 mol), o etanol e o agitador magnético. O balédo foi conectado ao
condensador e a um bolhémetro. Manteve-se a mistura sob a agitacédo e banho de gelo a um
temperatura de aproximadamente 0°C. Quando acabou a adi¢cdo, aqueceu-se a mistura a 50 °
por 2 horas e 30 minutos.

Lavou-se o produto obtido com diclorometano adicionando-se 50 mL de diclorometano,
a amostra e 50 mL de agua em funil de extragdo. Homogeneizou-se e coletou-se a amostra er
diclorometano (fase inferior), adicionou-se mais 50 mL de dicloro metano, NaCl P.A.,
homogeneizou novamente e recolheu outra fragdo de diclorometano. A esta adicionou alguns
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gramas de MgS©para retirada de agua e filtrou-se em algodao, evaporando-se em seguida no
rotavapor. O rendimento da dietilfosforilidrazina foi de 65%.

Caracterizagao:

£ Aspecto: Liquido incolor.

# |V (Célula de NaCl): 3355,6 (st NH); 1635,3NH); 2985,3 e 2915,95CH,, CHy);
12246 (st P=0); 1029,8 (st P-N); 972,0 (st P-O-C).

# miz (%): 168,1 (12,5 %), 153,1 (<140,1 (20%), 126,14 %), 121,1 (<1),112,1
(100%),98,0(6 %), 91,0 ( %),82,0 (26%), 81,1 (15 %), 79,1(6B,1 ( 17,5%), 45,1 (4
%).

# RMN de'H (CDCk): 1,32 [dT (-CHCH,OP),Jy= 7,06 Hz, 6H], 4,10 [q (C}DP),
Jun= 7,69 Hz, 4H]; 4,04 [s (NHNBY, 2H]; 4,98 [s (NHNH>), 1H].

# RMN de’®C (CDCE): 15,50 [d, (E13(CH,)OP), 2C]; 62,31 [d, (B,0P),Jcp = 5,1 Hz,
2C].

3.3.2Sintese da dipropilfosforilidrazina (6)
T T
NH,NH,.H,0 * (CH,CH,CH,0),PH— (CH,CH,CH,0),PNHNH

Utilizou-se 52 mL (42,12g — 0,702 mol) de alcool propilico e 20,5 mL (32,23g — 0,234
mol) de tricloreto de fésforo. Obteve-se 35,41g do produto. O rendimento da
dipropilfosforilidrazina foi de 91%.

Caracterizagao:
£ Aspecto: Oleo incolor.

& |V (Célula de NaCl): 3349,3 (st NH); 2969,5 e 288BCH,, CHs); 1633,6 SNH);
1215,3 (st P=0); 1062,2 (st P-N); 1004,9 (st P-O-C).

& miz (%): 81 (55 %), 111 (100 %), 123 (8 %), 135 (58 %), 152 (73 %), 153 (58 %), 165
(8 %), 195 (13 %).

% RMN de *H (CDCk): 0,92 [t, (CH(CH):0P), Juy = 6 Hz, 6H]; 1,68 [sex,
(CHCH,OP), Juy = 6 Hz, 4H]; 3,59 [s, (NH), 3H]; 3,96 [dt, (GBIP),Jun = 8 Hz, 4H].

# RMN de’3C (CDCE): 9,8 [(CH3(CH,),0OP), 2C]; 23,45 [d, (B,CH,OP),Jcp = 6,5 Hz,
2C] 68,12 [d, (&1,0P),Jcp = 6,5 Hz, 2C].

3.3.3 Sintese da diisopropilfosforilidrazina (7)
O O
I |
NH,NH,.H,O0 * ((CH,),CHO),PH — ((CH;),CHO),PNHNH,
Montou-se a aparelhagem. Com o funil de adicdo gotejou a metade dp CCI
aproximadamente 1,65 mL (0,012 mol) e 4,1 mL do fosfonato de diisopropila (0,025 mol)

dentro do baldo de fundo redondo contendo a outra metade do(@@2 mol), HO, a
hidrazina (0,024 mol), o NaOH (0,025 mol), o etanol e o agitador magnético. O baldo foi
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conectado ao condensador e a um bolhémetro. Manteve-se a mistura sob a agitacao e banho ¢
gelo a uma temperatura de aproximadamente 0°C. Quando acabou a adi¢cdo, aqueceu-se
mistura a 50°C por 2 horas e 30 minutos.

Lavou-se o produto obtido com diclometano adicionando-se 50 mL de diclorometano, a
amostra e 50 mL de agua em funil de extracdo. Homogeneizou-se e coletou-se a amostra en
diclorometano (fase inferior), adicionou-se mais 50 mL de diclorometano, NaCl P.A,,
homogeneizou novamente e recolheu outra fracdo de diclorometano. A esta adicionou algumas
gramas de MgS©para retirada de agua e filtrou-se em algodéao, evaporando-se em seguida no
rotavapor. O rendimento da diisopropilfosforilidrazina foi de 85%.

Caracterizagao:
£ Aspecto: Oleo incolor.

# |V (Célula de NaCl): 3352,6 (st NH); 1634,8NH); 2981,3 e 2934,65CH,, CHs);
1226,5 (st P=0); 996,0 (st P-O-C).

# RMN de'H (CDCk): 1,30 [d, ((CH),CHOP),Jun = 8 Hz, 12H]; 3,67 [s, (NH), 3H];
4,61 [hd, (CHDP),Ju = 8 Hz, 2H].

# RMN de™*C (CDCH): 23,46 [d, ((&13),CHOP) 4CJcp = 10 Hz]; 71,12 [d, (BOP),

Jep = 12 Hz, 2C].

# mlz (%): 72 (33 %), 81 (70 %), 111 (100 %), 123 (3 %), 135 (18 %), 152 (35 %), 179
(20 %), 195 (98 %).

3.3.4 Sintese da diisobutillfosforilidrazii@) - Reacao do fosfonato de diisobutila com
a hidrazina.

o) o)
I I
NH,NH,.H,0 * ((CH,),CHCH,0),PH —— ((CH;),CHCHO),PNHNH,

Utilizou-se 10,0 g (5,15 x Tomol) do fosfonato de diisobutila, 11,1 g (7,21 ¥1ol)
de tetracloreto de carbono, 2,60 g (5,20 ¥ hbl) de hidrazina monoidratada, 2,1g (5,15 x
102 mol) de hidréxido de sédio, 10 mL de &gua destilada e 10 mL de etanol. Obteve-se, apds
evaporacdo a pressao reduzida, 10,2g do produto com pureza adequada a sua utilizaca
posterior. O rendimento da diisobutilfosforilidrazina foi de 90%.

Caracterizacao:

£ Aspecto: Liquido viscoso incolor.

# IV (NaCl): 3351 gNH); 2961, 2878 e WCH,, CHz e CH); 1230 {P=0); 1023 ¢P-
0-C); 1166 YP-N); 1468 das.CH e CH); 1395 psim.CH).

# RMN 'H (CDCk): 0,90 [dd ((CH),CHCH,O-), pJ=7,02, 12H]; 1,89 [m
((CH3)2,CHCH,0-), prd =7,89, 2H]; 3,75 [m ((CE).CHCH,O-), prd =7,27, 4H]; 4,82
[(NHNH,), 1H]; 3,98 [(NHNH), 2H].

# RMN **C (CDCE): 18,13 [d (CGH3),CHCH,0O-), 4C]; 28,52 [d (CH),CHCH,0-),
2CJ; 72,21 [(CH),CHCH»0-), pcJ = 5,87 Hz, 2C]

# m/Z : 225(60), 1931), 169(17), 153(3), 139(2,5), 125(2,5), 112(100), 98(2,5), 82(5),
73(2,5), 65(5), 57(5), 47(2,5).
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3.4.SINTESE DAS DIALQUILFOSFORILIDRAZONAS
Procedimento Geral

Em um baldo monotubulado de 50 mL adiciona-se a fosforilidrazina solubilizada em 3
mL de EtOH, o aldeido correspondente previamente dissolvido em 3 mL de EtOH seguidos de
duas 2 gotas de HCI 37%. Mantém a mistura reacional sob agitacdo a temperatura ambiente
Terminado o tempo de reacdo, 0 meio reacional € vertido em agua destilada gelada e deixad:
em banho de gelo por meia hora, depois filtrad@cuo e seco ao ar.

3.4.1 Reacéo do furfural com dietilfosforilidrazina-Acido N’- [(1 E)-2- furanilmetileno]
dietiléster fosforilidrazinico (5A)

Pesou-se 0,4792 g (5 mmol) de furfural em baldo de fundo redondo e solubilizou em
etanol. Adicionou 2 a 3 gotas de HCI e 0,8386 g (5 mmol) da dietilfosforilidrazina. Colocou o
agitador magnético e fechou-se o baldo deixando o liquido de coloracdo castanho claro reagi
por 1h. Verteu-se a mistura em um bécher com pouca agua e algumas pedras de gelo
deixando-se por 30 minutos. Houve a formacé&o de precipitado preto. Filtrou-se o precipitado.

Caracterizacao:

£ Aspecto: Sélido preto.

# IV (NaCl): 3128,0 ¢yNH); 2981,4 e 2908,2 vCH,, CH; e CH); 1228,4 (P=0);
1035,6 ¢yP-O-C); 1166,7(P-N); 1598,7 §as.Ch e CH); 1400,1 §sim.CH).

# m/Z (%): 247,0 (100), 246,2 (12,5), 153,0 (10), 126,0 (47,5), 109,0 (5), 98,0 (25),
81,1 (17,5), 80,2 (7,5), 52,1 (10).
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# RMN *H (CDCh): 1,33-1,37 [m (CHCH20-), Jon = 7,03Hz, 6H]; 4,17-4,28 [m
(CH3CH0-), Jpny = 7,27Hz, 4H]; 7,72; [s (-N=CH), 1H]; 8,71 [d (P-NH-}ppd = 29,62
Hz, 1H]; 6,44-6,53 (H3), 6,59-6,64 (H2) e 7,46-7,57 (H4) [m (arom.), 2H e 1H].

# RMN de’*C (CDCE): 15,79 [d,GH5CH,0-) Jep = 6,6 Hz, 2C], 63,29 [d, (Ci€H-OP),
Jop = 5,87 Hz, 2C]; 111,08 [d ( C2 e C3pp = 19,08 Hz, 2C]; 134,93 [d (C4ep =
19,08 Hz, 1C]; 143,40 [s (C1), 1C]; 149,18 [s (-N=CH), 1C].

# RMN 3P (CDCE): 1,57 dd e 0,19 d (acoplado).

3.4.2 Reacao do 2-pirrolcarboxialdeido com dietilfosforilidrazina- Acido N’- [(1 E)- 1H-pirrol-
2-ilmetileno] dietiléster fosforilhidrazinico (5B)

X
H ﬁ /NH2 . \ NH
\o + O—P—NH ) N—
\ /] o L/

Pesou - se 0,4014 g (4,2 mmol) de 2-pirrolcarboxialdeido em baldo de fundo redondo e
solubilizou em etanol. Adicionou 2 a 3 gotas de HCI e 0,7098 g (4,2 mmol) da
dietilfosforilhidrazina Colocou o agitador magnético e fechou o baldo deixando o liquido de
coloracao castanho claro reagir por 4h. Verteu-se a mistura em um bécher com pouca agua
algumas pedras de gelo, deixando por 30 minutos. N&do houve a formacgédo de precipitado.
Extraiu-se o produto com diclorometano, separou a fase aquosa e adicionou-senisl f&se
contendo diclorometano . Filtrou em algod&o e evaporou o solvente no rotavapor, obtendo um
liquido viscoso de tom vinho. Esta reacéo teve um rendimento de 57,5%.

Caracterizagao:
Ny
N\
Ng
N/
O—T—NH
o

4 Aspecto: Liquido viscoso vinho.
# IV (NaCl): 3143,5 ¢yNH); 2983,4 e 2908,2 vCH,, CH; e CH); 1232,3 (P=0);
1031,7 ¢P-O-C); 1103,1{P-N); 1490,7 das.CH e CH); 1394,3 dsim.CH).
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# m/Z (%): 246,1 (100), 245,3 (47,5), 247,0 (10), 126,0 (30), 98 (10),81,1 (10), 79,1
(20), 52,0 (12,5).

# RMN 'H (CDCh): 1,34 [dt (CHCH;0-), Jpy = 7,28Hz, 6H]; 4,14 [m (CECH,O-),

Jpr = 7,03Hz, 4H]; 7,68 [s (-N=CH),1HF,62 [d (P-NH-)Jpn = 24,34, 1H]:6,20 (H3),

6,33 (H2) e 6,83 (H4) [m (arom.), 2H e 1H]; 9,15 [ s (NH), 1H)].

# RMN de™*C (CDCE): 16,42 [d,GH3CH,O-) Jep = 6,60 Hz, 2C], 63,50 [d, (GJEH-OP),

Jep = 5,13 Hz, 2CJ; 109,87 e 112,48 [s (C2 e C3) 2C]; 121,03 [s (C4), 1C]; 127,78 [s
(C1), 1CJ; 137,57 [s (-N=CH), 1C].

# RMN *!P (CDCE): 2,77 dd (acoplado).

3.4.3 Reacdo do furfural com dipropilfosforilidrazinaAcido N'-[(1 E)-2-
furanilmetileno] dipropiléster fosforilhidrazinico (6A)

o

o)
@/\o * O_M_N/H i , o N—
/_/ (|) EtOH u N/

Pesou-se 2,14 g (22 mmol) de furfural em baldo de fundo redondo e solubilizou em
etanol. Adicionou 2 a 3 gotas de HCI e 4,4 g (22 mmol) da dipropilfosforilidrazina. Colocou-se
0 agitador magnético e fechou o baldo deixando o liquido de coloragcdo castanha avermelhad:s
intensa reagir por 1h. Verteu-se a mistura em um bécher com pouca agua e algumas pedras c
gelo, deixando por 30 minutos. Houve a formacdo de um liquido oleoso que precipitou. Filtrou-
se o precipitado e guardou-se o liquido. Esta reacéo teve um rendimento de 85,9%.

Caracterizacao:
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4 Aspecto: Sélido marrom.

# [V (NaCl): 3361,4 YNH); 2966,0 e 2898,5vCH,, CH; e CH); 1236,2 (P=0);
1012,5 ¢P-O-C); 1157,1(P-N); 1498,4 §as.CH e CH); 1392,4 dsim.CHp).

# m/Z (%): 275,1 (100), 274,1 (20), 140,0 (22,5), 123,9 (5), 98 (32,5), 81,1 (7,5), 52,1
(7,5).

# RMN 'H (CDCk): 0,96 [t (CHCH,CH;O-), Joy = 7,53Hz, 6H]; 1,75 [m
(CH3CH,CH20-), Jpy = 6,77Hz, 4H]; 4,09 [m (CECH,CH,O-), Jory = 7,27Hz, 4H;
7,72 [s (-N=CH), 1H]; 8,25 [d (P-NH-)lpny = 28,87 Hz, 1H]; 6,44 (H3), 6,59 (H2) e
7,45 (H4) [m (arom.), 2H e 1H].

# RMN de®C (CDCE): 10,02 [s,8sCH,CH,0-) 2C], 23,60 [d, (CRCH, CH,OP), Jcp

= 7,33 Hz, 2C]; 68,94 [d, (CHCH, CH, OP),Jcp = 5,87 Hz, 2C] 110,94 e 111,21 [s (C2 e
C3) 2CJ; 135,02 [d (C4)Ncp = 19,81 Hz, 1C]; 143,71 [s (C1), 1C]; 149,75 [s (-N=CH),
1C].

# RMN 3P (CDCE): 1,84 dd (acoplado).

3.4.5 Reacdo do tiofurfural com dipropilfosforilidrazina Acido N-[(1 E)-2-
tienilmetileno] dipropiléster fosforilhidrazinico (6B)

Pesou-se 2,5 g (22 mmol) de tiofurfural em baldo de fundo redondo e solubilizou em
etanol. Adicionou 2 a 3 gotas de HCI e 4,4 g (22 mmol) do dipropilforforilidrazina. Colocou-se
0 agitador magnético e fechou o baldo deixando o liquido de coloragdo castanha reagir por 1h
A mistura ficou turva. Verteu-se a mistura em um bécher com pouca agua e algumas pedras de
gelo, deixando-a em repouso por 30 minutos. Houve a formacéo de precipitado de cor amarelo.
Filtrou-se o precipitado. Esta reacdo teve um rendimento de 92,3%.

Caracterizagao:
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£ Aspecto: Solido Amarelo.

# IV (NaCl): 3355,6 ¢YNH); 2964,1 e 2937,1vCH,, CH; e CH); 1236,2 yP=0);
1012,5 ¢P-0O-C);1072,2 ¢P-N); 1525,4 §as.CH e CH;); 1484,9 §sim.CH3).

# m/Z (%): 291,0 (92,5), 290 (22,5), 249,2 (7,5), 140,0 (72,5), 123,9 (12,5), 98 (100),
97,2 (10), 70,2 (7,5), 41,0 (17,5).

# RMN 'H (CDCk): 0,99 [t (CHCH.CH;O-), Jou = 7,28Hz, 6H]; 1,75 [m
(CH3CH,CH;0-), Jpn = 7,53Hz, 4H]; 4,10 [m (CKCH,CHyO-), Jpn = 6,77Hz, 4H];
8,01 [s (-N=CH), 1H]; 8,25 [d (P-NH-)Jpny = 27,86 Hz, 1H]; 7,03 (H3), 7,15 (H2) e
7,29 (H4) [m (arom.), 2H e 1H].

# RMN 'H (DMSO): 0,88 [t (CHCH,CH,O-), Jpn = 7,28Hz, 6H]; 1,60 [m
(CH3CH,CH,0), Jpyy = 7,02Hz, 4H]; 3,91 [m (CKCH,CH,O-), Jpy = 7,53Hz, 4H]; 8,07
[s (-N=CH), 1H]; 9,51 [d (P-NH-),pdns = 27,60 Hz, 1H]; 7,05-7,25 e 7,50 [m (arom.),
2H e 1H].

# RMN de®C (CDCE): 10,07 [s, ®lsCH,CH,0-) 2C], 23,62 [d, (CKCH2 CH,OP), Jcp

= 7,34 Hz, 2C]J; 69,05 [d, (CHCH, CH, OP),Jcp = 5,87 Hz, 2C] 126,87 e 127,17 [s (C2 e
C3) 2CJ; 128,01 [s (C4), 1C]J; 139,32 [s (C1), 1C]; 139,35 [d (-N=CH), 1C].

# RMN 3P (CDCE): 1,37 dt (acoplado).

3.4.6 Reacdo do 2-pirrolcarboxialdeido com dipropilfosforilhidrazina-Acido N'- [(1 E)-1H-
pirrol-2-ilmetileno] dipropiléster fosforilhidrazinic¢6C).

H

o NH
" + O—Ll—N/H 2 HY ﬁ /N_
O A
0 |

Pesou-se 0,3003g (3,2 mmol) de 2-pirrolcarboxialdeido em baldo de fundo redondo e
solubilizou em etanol. Adicionou 2 a 3 gotas de HCl e 0,7113 g (3,2 mmol) do
dipropilforforilidrazina. Colocou o agitador magnético e fechou o baldo deixando o liquido de

45



coloracdo castanha avermelhada intensa reagir por 1h. Verteu-se a mistura em um bécher cor
pouca agua e algumas pedras de gelo, deixando por 30 minutos. Houve a formacgédo de un
liquido viscoso.
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Caracterizacao:

£ Aspecto: Liquido viscoso preto.

# IV (NaCl): 3399,9 YNH); 2968,0 e 2879,2vCH,, CH; e CH); 1236,2 (P=0);
1008,6 YP-O-C); 1232,3(P-N); 1618,0 §as.CH e CH); 1469,5 §sim.CH3).

# m/Z (%): 273,1 (100), 275,1 (10), 274,0 (70), 140,0 (42,5), 123,9 (7,5), 108,0 (10),
109,0 (27,5), 98 (100), 81,1 (22,5), 79,0 (65) 52,1 (30), 41 (17,5).

# RMN 'H (CDCk): 0,96 [t (CHCH.CH;O-), Joyy = 7,53Hz, 6H]; 1,75 [m
(CH3CHZCH20-), JpH = 7,28HZ, 4H]; 4,04 [m (CbCHzCﬂgO-), JpH = 7,03HZ, 4H];
7,67 [s (-N=CH), 1H]; 7,40 [d (P-NH-)Jpny = 26,86 Hz, 1H]; 6,21 (H3) 6,34 (H2) e
6,85 (H4) [m (arom.), 2H e 1H], 9,15 [ s (NH), 1H)].

# RMN de®*C (CDCE): 10,05 [s,&3CH,CH,0-) 2C], 23,56 [d, (CHCH2 CHOP), Jep

= 6,60 Hz, 2C]; 68,68 [d, (CHCH, CH, OP),Jcp = 5,86 Hz, 2C]; 109,53 e 112,06 [s (C2
e C3) 2CJ; 120,71 [(C4), 1C]; 127,50 [s (C1), 1C]; 137,13 [d (-N=Qh= 19,81 Hz,
1CJ.

# RMN 3P (CDCE): 2,47dt (acoplado).

3.4.7 Reacdo do 4 (5) imidazolcarboxialdeido com dipropilfosforilidrazina- Acido N'-
[(1 E)-4 H- imidazol-5-ilmetileno] dipropiléster fosforilhidrazinico (6D)

TN jp

Pesou-se 0,6545g (7 mmol) de 4 (5) imidazolcarboxialdaidbaldo de fundo redondo
e solubilizou em etanol. Adicionou-se 2 a 3 gotas de HCl e 1,3351 g (7 mmol) do
dipropilforforilidrazina. Colocou-se o agitador magnético e fechou-se o baldo deixando o
liguido de coloracdo castanha avermelhada intensa reagir por 2h. Verteu-se a mistura em un
bécher com pouca agua e algumas pedras de gelo, deixando-se por 30 minutos. Houve
formacgao de um precipitado branco. Esta reacao teve um rendimento de 21%.
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Caracterizacao:

2/ X3
/
\
\—\ o N¥
N/
O—P—NH

£ Aspecto: Sélido branco.

# IV (NaCl): 3158,9 YNH); 2964,1 e 2890,8vCH,, CHs e CH); 1222,7 ¢P=0);
1004,7 YP-O-C); 1290,2\(P-N); 1625, 7 das.CH e CH); 1477,2 §sim.CH).

# m/Z (%): 275,0 (1,5), 263,1 (15), 233,0 (3), 221,0 (33), 205,0 (13,5), 191,0 (16),
179,0 (100),161,0 (38), 145,0 (3,6 ), 123,1 (1,5), 99,0 (20,5), 81,0 (3), 43,2 (11,5).
# RMN 'H (CDCk): 0,96 [t (CHCH.CH;O-), Joyy = 7,28Hz, 6H]; 1,72 [m
(CH3CH,CH,0-), Jpy = 7,28Hz, 4H]; 4,03 [m (CECH,CH,0-), Jpry = 7,02Hz, 4H];
7,74 [s (-N=CH), 1H]; 11,73 [d (P-NH-)pa = 32,63 Hz, 1H]; 2,78 (H2) 7,23 (H3) [m
(anel), 2H e 1H].

# RMN 'H (DMSO): 0,87 [t (CHCH.CH;O-), Joy = 7,28Hz, 6H]; 1,59 [m
(CH3CH2CH20-), JpH = 6,78Hz, 4H]; 3,89 [m (Ck@HzCﬂgO-), JpH = 8,03Hz, 4H];
7,84 [s (-N=CH), 1H]; 9,24 [d (P-NH-)ply = 27,36 Hz, 1H]; 7,26-7,66 [m (anel), 2H].
# RMN de®C (CDCE): 10,03 [s, E1sCH,CH,0-) 2C], 23,58 [d, (CKCH, CH,OP), Jep

= 6,61 Hz, 2CJ; 68,72 [d, (CHCH, CH, OP),Jcp = 5,87 Hz, 2C]; 118,74 e 133,47 [s (C2
e C3) 2C]; 135,04 [s (C1), 1C]; 136,72 [d (-N=CHBps = 19,81 Hz, 1C].

# RMN de**C (DMSO): 10,05 [s, B3CH,CH,O-) 2C], 23,20 [d, (CHCH, CH,OP),Jep

= 6,61 Hz, 2C]; 67,67 [d, (CHCH, CH, OP),Jcp = 5,14 Hz, 2CJ; 136,72 [s (-N=CH),
1CJ.

# RMN P (CDC}): 0,70 dd, 1,98 dd, 3,19 dd e 5,63 dd (acoplado).

# RMN *'P (DMSO): 2,83 dquint (acoplado).

3.4.8. Reacdo do Furfural com diisopropilfosforilidrazina- Acido N'-[(1 E)-2-
furanilmetileno] diisopropiléster fosforilhidrazinico (7A)

o X
O N
/A 5 (VAL
A e
o 4< 0 T oon o—F|>—NH

j/ 7A
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Pesou - se 0,6 g (6,25 mmol) de furfural em baldo de fundo redondo e solubilizou em
etanol. Adicionou 2 a 3 gotas de HCl e 1,2 g (6,25 mmol) do diisopropilforforilidrazina.
Colocou o agitador magnético e fechou o baldo deixando reagir. Com 30 minutos de reacéo
houve a formacdo de um precipitado branco. Deixou - se a mistura reagindo por mais 30
minutos totalizando 1h. Em seguida verteu-se o produto (precipitado branco) em um bécher
com pouca agua e algumas pedras de gelo, deixando por 30 minutos. Filtrou-se o precipitado.
Esta reacdo teve um rendimento de 70,2%.

Caracterizacao:

0/4§3
\_J
a< 0 N:/
|/
O—P—NH

£ Aspecto: Sélido marrom.

# IV (NaCl): 3122,2 ¢YNH); 2983,4 e 2941,0vCH,, CH; e CH); 1270,%P=0);
1020,2 ¢yP-O-C); 1224,6\(P-N); 1556,3 §as.Ch e CH;); 1498,4 §sim.CH).

# m/Z (%): 275,0 (100), 275,9 (17,5), 234,2 (12,5), 233,2 (62,5), 217,1 (20), 190,0
(10), 191,0 (22,5), 173,0(7,5)40,0 (47,5), 139,0 (22,5), 137,0 (5), 123,0 (10,0
(65), 109,0 (25),107,9 (12,5), 98,0 (89Y,1 (47,5), 93,2 (20), 81,1 (37,5), 50 (17,5),
43,1 (45), 41,0 (37,5),42,1 (5).

# RMN 'H (CDCk): 1,32-1,37 [d ((CH).CHO-), Jpu = 6,03Hz, 12H]; 4,70 [m
((CH3),CHO-), Jup = 6,27, 2H]; 7,71 [s (-N=CH), 1H]; 8,02 [d (P-NHJsnh = 27,36

Hz, 1H]; 6,42 (H3), 6,56 (H2) e 7,43 (H4) [m (arom.), 2H e 1H], 9,17 [ s (NH), 1H)].

# RMN de **C (CDCE): 23,85 [d, ((®H3),CHO-), Jop = 4,40 Hz, 4C], 72,28 [d,
((CH3)2CHO-),Jcp = 5,14 Hz, 2C]; 110,57 e 111,47 [s (C2 e C3) 2C]; 143,49 [(C4), 1C];
149,97 [s (C1), 1CJ; 143,49 [d (-N=CH)sp = 19,80 Hz, 1C].

# RMN 3P (CDC}): -0,47 dd (acoplado).

3.4.9 Reacdo do Furfural com diisobutilfosforilidrazina- Acido N-[(1 E)-2-
furanilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8A)

N/ . 0 N=
SRS L V.
;k > L o
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Pesou - se 2,1 g (22 mmol) de furfural em baldo de fundo redondo e solubilizou em
etanol. Adicionou 2 a 3 gotas de HCI e 5 g do diisobutilforforilidrag2ammol). Em seguida
submeteu-se a mistura sob agitatacdo magnética e fechou o baldo deixando a mistura de
coloracdo alaranjada reagir por 2 horas e 15 minutos. Em seguida verteu-se o produto
(precipitado amarelo) em um bécher com pouca agua e algumas pedras de gelo, deixando pc
30 minutos. Filtrou-se o precipitado. Esta reacdo teve um rendimento de 84%.

Caracterizagao:

# Aspecto: sélido amarelo.

# IV (NaCl): 3372,9 YNH); 2960,2 e 2912,0vCH,, CH; e CH); 1236,2 {P=0);
1014,4 YP-0O-C);1153,2 ¢P-N); 1496,0 §as.CH e CH); 1471,4 dsim.CHy).

# m/Z (%): 303 (47,5), 279 (<1), 274 (15), 231 (5), 203 (2,5), 191 (10), 173 (5), 154
(7,5), 138 (7,5), 123 (<1), 110 (7,5), 98 (100), 80 (12,5), 52 (5).

# RMN 'H (CDCk): 0,94 [dd ((CH);CHCHO-), Jup = 6,77 Hz, 12H]; 1,99 [m
((CH3)2CHCH,0-), Jup = 6,53 Hz, 2H]; 3,87 [m ((CE,CHCH,O-), Jup = 6,77 Hz,
4H); 7,63 [s (-N=CH), 1H]; 6,81 [d (P-NH-)Jlony = 28,11 Hz, 1H]; 6,44(H3), 6,59
(H2) e 7,45 (H4) [m (arom.), 2H e 1H].

# RMN de®C (CDCE): 18,71 [s, ((®13),CHCH,O-), 4C], 29,03 [d,((CH,CHCH,0-),
Jop = 7,34 Hz, 2CJ; 73,32 [d, ((CHHCHCH,0-), Jep = 5,87 Hz, 2C]; 110,74 e 111,50 [s
(C2 e C3) 2C]; 143,57 [(C4), 1C]; 149,85 [s (C1), 1C]; 134,94 [d (-N=C¢p)= 19,08
Hz, 1C].

# RMN *!P (CDCE): 0,57 dd (acoplado).

3.4.10. Reacdo do tiofurfural com diisobutilfosforilhidrazina- Acido N-[(1 E)-2-
tienilmetileno]- diisobutilléster fosforilhidrazinico (8B)
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Pesou-se 2,5 g (22 mmol) de tiofurfural em baldo de fundo redondo e solubilizou-se em
etanol. Adicionou-se 2 a 3 gotas de HCl e 5 g (22 mmol) do isobutilfosforilidrazina. Em
seguida submeteu-se a mistura sob agitacdo. Formou-se um precipitado de coloracdo amarel
no momento da adicdo da diisobutilforforilidrazina. A mistura permaneceu reagindo por 20
minutos. Verteu-se em um bécher com pouca agua e algumas pedras de gelo, deixando er
repouso por 30 minutos. Filtrou-se o precipitado. Esta reacdo teve um rendimento de 81,3%.

Caracterizacao:

£ Aspecto: Solido amarelo.

# IV (NaCl): 3363,3 ¢YNH); 2962,2 e 2890,8vCH,, CH; e CH); 1238,1 (P=0);
1018,2 yP-0O-C);1220,7 YP-N); 1525,4das.CH e CH); 1477,2 dsim.CH3).

# m/Z (%): 319 (100), 264 (5), 219 (<1), 207 (<1),191 (<1), 167 (<1), 154 (<1), 138
(<1), 127 (<1), 109 (<1), 98(12,5), 80 (<1), 69 (<1),57 (<1),45 (<1).

# RMN *H (CDCk): 0,94 [d ((CH),CHCH,O-), Jyp = 6,77 Hz,12H]; 1,99 [m
((CH3)2CHCH20-), Jpu = 6,53Hz, 2H]; 3,87 [m ((Cb‘)zCHCﬂgO-), Jpy = 6,53Hz, 4H];

7,97 [s (-N=CH), 1H]; 8,14[d (P-NH-Jenu = 28,11 Hz, 1H]; 6,99 (H3) 7,12 (H2) e
7,26 (H4)[m (arom.), 2H e 1H].

# RMN 'H (DMSO): 0,87 [d ((CH);CHCH:O-), Jip = 6,78 Hz,12H]; 1,87 [m
((CH3)2CHCH20-), Jup = 6,66 HZ,ZH]; 3,74 [m ((Cb‘)zCHCﬂgO-), Jup = 6,90 HZ,4H];

8,06 [s (-N=CH), 1H]; 9,54 [d (P-NH-Ylony = 27,73 Hz, 1H]; 7,05 (H3), 7,25 (H2) e
7,50 (H4) [m (arom.), 2H e 1H].

# RMN de **C (DMSO): 18,72 [d, ((Bl3),CHCH,O-), Jep = 5,87 Hz, 4C], 29,03 [d,
((CH3),CHCH,0-), Jcp = 7,34 Hz, 2C]; 73,50 [d, ((CHCHCH,0-), Jcp = 6,60 Hz, 2C];
126,91 e 127,95 [s (C2 e C3) 2C]; 138,95 [(C4), 1C]; 139,61 [s (C1), 1C]; 139,14 [d (-
N=CH), Jcp= 19,08 Hz, 1C].

# RMN *!P (CDCE): 1,09 dd (acoplado).
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3.4.11. Reacdo do 2-pirrolcarboxialdeido com diisobutilfosforilidrazina- Acido N’- [(1
E)-1H-pirrol-2-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8C)

H O NH, .
@/\o * O—!:!—NI/-I i )\ ﬁ /N_
>_/ | O—P——NH

o)
|

Lo

Pesou-se 0,3064g (32 mmol) de 2-pirrolcarboxialdeido em baldo de fundo redondo e
solubilizou-se em etanol. Adicionou-se 2 a 3 gotas de HCI e 0,7103 g (32 mmol) do
diisobutilforforilidrazina. Colocou-se o agitador magnético e fechou-se o baldo deixando o
liquido de coloracédo castanho avermelhada intensa reagir por 1h. Verteu-se a mistura em un
bécher com pouca agua e algumas pedras de gelo, deixando por 30 minutos. Houve a formaca
de um liquido viscoso.

Caracterizacao:

£ Aspecto: Liquido viscoso preto.

# IV (NaCl): 3293,9 YNH); 2960,2 e 2875,4vCH,, CH; e CH); 1313,3 (P=0);
1014,4 ¢P-O-C); 1232,3P-N); 1618,0 §as.CH e CH); 1492,7 Bsim.CHp).

# m/Z (%): 303,1 (5), 302,1 (42,5), 301,2 (67,5), 245,2 (37,5), 190,0 (27,5), 189,0
(52,5), 154 (10), 137,9 (5), 110,0 (22,5),81,1 (20), 79,0 (47,5) 52,1 (25), 43,1 (5).

# RMN *H (CDGgs): 0,94 -0,96 [d ((CH).CHCH:O-), Jpy = 6,77Hz,12H]; 1,97 [m
((CH3)2CHCH20-), Jpn = 6,77HZ,2H]; 3,84 [m ((CbﬂzCHCﬂgO-), Jpn = 6,53HZ,4H];
7,68 [s (-N=CH), 1H]; 7,36 [d (P-NH-)Yonn = 26,60 Hz, 1H]; 6,19 (H3) 6,32 (H2) e
6,83 (H4) [m (arom.), 2H e 1H], 9,10 [ s (NH), 1H)].

# RMN de®C (CDCE): 18,83 [s, ((®l3).CHCH,O-), 4C], 29,05 [d, ((CH.CHCH,O-),
Jep = 7,33 Hz, 2CJ; 73,13 [d, ((CHCHCH,0-), Jep = 5,87 Hz, 2C]; 109,55 e 112,01 [s
(C2 e C3) 2C]; 120,70 [(C4), 1C]; 127,61 [s (C1), 1C]; 136,96 [d (-N=C¢#h)= 19,08
Hz, 1C].

# RMN 3P (CDCE): 2,50 dd (acoplado).
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3.4.12. Reacao do 2- imidazolcarboxialdeido com diisobutilfosforilidrazina- Acido N'-
[(1 E)-1 H- imidazol-2-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8D)

Pesou-se 0,3001g (3 mmol) de 2- imidazolcarboxialdefddraldo de fundo redondo e
solubilizou-se em etanol. Adicionou-se 2 a 3 gotas de HCI e 0,7039 g (3 mmol) do
diisobutilforforilidrazina. Colocou-se o agitador magnético e fechou-se o baldo deixando o
liquido incolor reagir por 4h. Verteu-se a mistura em um bécher com pouca agua e algumas
pedras de gelo, deixando por 30 minutos. Houve a formacé&o de um precipitado branco. Esta
reacao teve um rendimento de 31%.

Caracterizacao:

N/ N3
\1—’—NH
Q N—
|/
o—||3— H
o)

# Aspecto: Solido branco.

# IV (NaCl): 3137,7 YNH); 2960,2 e 2875,4vCH,, CH; e CH); 1303,7 (P=0);
1016,3 YP-0O-C); 1272,7\P-N); 1637,3Jas.CH e CHy); 1498,4 Bsim.CH3).

# m/Z (%): 303,1 (17,5), 247,1 (30), 191,0 (27,5), 172,0 (10), 110,0 (22,5 ),109 (100),
98 (100), 81,1 (95), 80,2 (10), 57,1 (5), 54,1 (35), 41,0 (12,5).

# RMN 'H (CDCk): 0,91 [dt ((CH),CHCHO-), Jpy = 6,52Hz, 12H]; 1,95 [m
((CH3)2CHCH,0-), Jp = 6,53 Hz,2H]; 3,84 [m ((CB2CHCH,O-), Jp = 6,77Hz,4H];
7,94 [s (-N=CH), 1H]; 7,94 [d (P-NH-Yenn = 26,86 Hz, 1H]; 7,14 [s (arom.), 2H],
12,11 [ d (NH)Jpnn = 32,87, 1H)].

# RMN 'H (DMSO): 0,88 [dt ((CH).CHCH,O-), Jpy = 6,78Hz, 12H]; 1,88 [m
((CH3)2CHCH,0-), Jpny = 6,78Hz, 2H]; 3,75 [m ((CE2CHCH,0-), Jony = 6,78Hz, 4H];
7,84 [s (-N=CH), 1H]; 9,57 [d (P-NH-Jpnn = 27,85 Hz, 1H]; 7,07[s (arom.), 2H].
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# RMN de *C (CDCh): 18,68 [s ((®13)2CHCH,0-)4C], 29,01 [d, ((CH).CHCH,O-),
Jep = 7,33 Hz, 2CJ; 73,55 [d, (CHCHCH,0-),, Jep = 6,60 Hz, 4C]; 136,22 e 136,42 [s
(C2 e C3) 2CJ; 141,95 [s (C1), 1C]; 142,93 [s (-N=CH), 1C].

# RMN 3P (CDCE): 1,61 dquint, 2,64 dquint e 5,72 dquint (acoplado).

3.4.13. Reacéo do 4 (5)- imidazolcarboxialdeido com diisobutilfosforilidrazina- Acido
N’-[(1 E)- 4 H-imidazol-5-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8E)

Pesou-se 0,3002g (3 mmol) de 4 (5)-imidazolcarboxialdemddaldo de fundo redondo
e solubilizou-se em etanol. Adicionou-se 2 a 3 gotas de HCI e 0,7004 g (3 mmol) do
diisobutilforforilidrazina. Colocou-se o agitador magnético e fechou-se o baldo deixando o
liquido incolor reagir por 4h. A solucdo estava turva, apresentando um sélido fino e branco.
Verteu-se a mistura em um bécher com pouca agua e algumas pedras de gelo, deixando por 3
minutos. Filtrou-se e deixou o filtrado no freezer, repetindo esse procedimento por 4 vezes.
Houve a formacé&o de um precipitado branco. Esta reacdo teve um rendimento de 21,7%.

Caracterizacao:
/\3
A\
Q N—
|/
O—P—NH

£ Aspecto: Sélido branco.

# IV (NaCl): 3145,4 ¢yNH); 2960,2 e 2931,3vCH,, CH; e CH); 1294,0 (P=0);
1018,2 ¢yP-O-C); 1230,4(P-N); 1525,4 §as.CH e CH); 1471,4 §sim.CH3).

# m/Z (%): 303,2 (20), 247,0 (27,5), 246,1 (20), 191,0 (42,5), 190,0 (52,5),172,1
(17,5), 150,1 (7,5 ), 111,1 (40), 110,0 (100 ),109 (25 ), 98 (82,5), 94,1 (25), 83,2 (10),
80,2 (42,5), 57,1 (20), 54,1 (42,5), 41,1 (27,5), 40,1 (7,5).
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# RMN 'H (CDCh): 0,94 [m ((CH);CHCH0-), Jony = 6,77Hz, 12H]; 1,98 [m
((CH3)2CHCH20-), Jpy = 6,52Hz, ZH]; 3,86 [m ((CﬂzCHC_HgO-), Jpu = 6,52Hz, 4H];
7,76 [d (-N=CH), 1H]; 7,16[d (P-NH-)Jenn = 28,11 Hz, 1H]; 2,18 (H2) e 7,22 (H3) [s
(anel), 2H e 1 H], 11,68 [ d (NHJpnH = 33,13, 1H)].

# RMN 'H (DMSO): 0,87 [dt ((CH);CHCH0-), Joyy = 6,77Hz, 12H]; 1,87 [m
((CH3)2CHCH,0-), Jps = 6,78Hz, 2H]; 3,73 [m ((CE.CHCH,0-), Jps = 6,78Hz, 4H];
7,84 [s (-N=CH), 1H]; 9,24 [d (P-NH-)Jpnn = 27,86 Hz, 1H]; 7,25 e 7,64[s (arom.),
2H].

< RMN de °C (CDCh): 18,70 [d ((G13).CHCH,0O-), Jop = 8,07 Hz, 4C], 29,12 [d,
((CH3)LCHCH20-), Jcp: 6,60 Hz, 2C];73,21 [d, ((CH)2CHQH20-),,JC|3: 5,87 HZ,4C];
96,12 e 118,14 [s (C2 e C3) 2@B2,92 [s (C1), 1C]; 134.82 [s (-N=CH), 1C].

# RMN 3P (CDCE): 1,75 dd - 2,99 dd e 5,49 dd (acoplado).
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3.5ENSAIO BIOLOGICO

Foram realizados testes para avaliar,vitro, o efeito fungistatico dos compostos
obtidos, quando utilizados contra fitopatégeddiernaria sp, Colletotrichumsp., Fusarium
solani Fusariumsp., comumente encontrados na pés-colheita do mamé&o em comparagcdo com
o0 produto comercial Sportak ® 450 EC que tem como principio ativo o procloraz
(C15H16ClaN30,) utilizado com a concentracéo de 367 rigEigura 12.

Cl Cl

OYN\/\O

N Cl

v

Figura 12 - Estrutura do procloraprincipio ativo do fungicida comercial Sportak ®.

Para avaliar o desenvolvimento fungico, foram utilizadas placas de Petri contendo os
fungos Fusarium sp., Fusarium solani, Colletotrichum sp., Alternaria agquiridos na
micoteca da Fundagdo Oswaldo Cruz, Figura 13. O meio de cultura utilizado foi o Agar
Sabouraud glicose 4% que é recomendado para o cultivo, isolamento e identificacdo de fungos
patogénicos e leveduras. O 6timo crescimento dos fungos se deve as altas concentracdes c
carboidratos.

Alternaria sp. Colletotrichum sp. Fusarium sp. Fusarium solani.
Figura 13 - Fungos cedidos pela micoteca da Fundagéo Oswaldo Cruz.

3.5.1. Preparo das solucdes e Inoculagao dos fungos.

O bioensaio foi realizado incorporando-se 0s compostos ao meio de cultura, adotando-se
a técnica descrita por EDGINGTO# al (1971), modificada por MENTEMNt al (1976). A
técnica consiste em dissolver a amostra em 5 mL de DMSO obtendo-se uma solugéo de 50.00(
mg.L* da amostra. A partir da solucdo procedeu-se a diluicdo, de tal maneira a obter a
concentracéo final de 500 mg.Ha amostra no meio Agar Sabouraud glicose 4% (45°C-50°C).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com 12
tratamentos e 5 repeticdes. Os tratamentos foram constituidos pelos compostos sintetizada
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com concentracdo de 500 mg,Lo fungicida comercial Sportak ® na concentracdo de 337
mg.L?, o Meio de cultura/DMSO contento 1,0% de DMSO e o meio de cultura.

O ensaio bioldgico foi constituido por placas identificadas como Meio de cultura, Meio
de cultura/DMSO, compostos e fungicida. Cada tratamento era constituido por cinco
repeticdes. A diluicdo dos tratamentos no meio de cultura foi realizada alguns instantes antes de
serem vertidos nos meios de cultura e posteriormente sobre as placas de petri de 9 cm d
diametro. O meio de cultura foi previamente preparado (Agar Sabouraud glicose 4%) e
somente apOs estar a uma temperatura aproximada de 60 °C os tratamentos foram adicionado
homogeneizados e entdo vertidos nas placas de petri correspondentes.

As solucdes foram preparadas com concentracdo de 50.000 deydtada substancia
sintetizada, em dimetilsulféxido (DMSO). Foi adicionado 3 mL dessa solu¢cdo a 300 mL de
meio de cultura Agar Sabouraud glicose 4% obtendo um concentragéo final da substancia
testada de 500 mglL Este meio de cultura foi distribuido em 15 placas. Destas, 5 placas
foram inoculadas com um disco de micélio do fufgmariumsp.,outras foram inoculadas
com um disco de micélio do fundeusarium solani,5 placas inoculadas com um disco de
micélio do fungoColletotrichumsp. e as outras 5 placas restantes foram inoculadas com um
disco de micélio do fungAlternariasp, Figura 14.

O Meio de cultura/DMSO foi feito substituindo a substancia sintetizada por DMSO,
para isto adicionou-se 3,0 mL de DMSO a 300 mL de meio de cultura Agar Sabouraud glicose
4%, obtendo concentracgao final de 1,0%.

Utilizou-se o fungicida comercial que recebeu o mesmo tratamento substituindo a
substancia sintetizada por Sportak® (Procloraz) 45bgRara isto, adicionou 22fL da
substancia a 300 mL de meio de cultura Agar Sabouraud glicose 4%, obtendo uma
concentracao final de 337 mg-L

Meio de cultura sem adi¢do de nenhum tratamento foi realizado contendo somente Agar
Sabouraud glicose 4%.

Todas as placas foram lacradas com filme plastico e acondicionadas em camara com 25
°C + 1°C.

Foram avaliadas 12 compostos em 3 semanas, distribuidas da seguinte forma:

1.° semana - Meio de cultura, Meio de cultura/DMSO, Fungicida comercial e 4
compostos;

2.° semana - Meio de cultura, Meio de cultura/DMSO, Fungicida comercial e 5 e
compostos.

3.° semanas - Meio de cultura, Meio de cultura/DMSO, Fungicida comercial e 3
compostos.

Figura 14 - Inoculagéo dos fungos nas placas de petri.
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3.6.DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA DO CRESCIMENTO FUNGICO

O ensaio foi constituido por placas contendo 6 concentracdes diferentes do composto
6 B 0 qual obteve melhor resultado de inibicdo de cada fungo, a saber 1000 500.mg. L,
250 mg.L}, 125 mg.I*, 62,5 mg.[* e 31,25 mg.I'. Cada concentracdo era constituida por
cinco repeticbes. O meio de cultura foi previamente preparado (AGAR SABOURAUD
GLICOSE 4%) e somente apos a solidificacdo do mesmo foi adicionado discos de micélio de
cada fungo com diametro de 0,43 cm, possuindo estruturas propagativas em capela de fluxc
laminar. Com auxilio de um pipeta automatica adicionou-se as diferentes concentracfes da
substancia 6 B diretamente sobre os discos de micélios. O volume adicionado foi o suficiente
para cobrir o disco. As placas entdo foram lacradas com filme plastico e acondicionadas em
camara com 25 °C + 1°C, Figura 15.

Figura 15 - Adicdo das diferentes concentracfes da substancia 6 B.

3.7.TESTE DE INIBICAO PARA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

Este ensaio visa observar se os compostos sintetizados inibem a enzima acetilcolinesterase.
Como os compostos ndo séo soluveis em agua, somente 0s compostos incolores puderam s
analisados, uma vez que a metodologia utilizada envolve alteracdo de cor, variando da

enzima.

3.7.1. Ensaio em cromatografia de camada delgada (CCD).
As seguintes soluc¢des foram preparadas:

Prepararam-se as seguintes solucdes: (1) 50mM Tris/HCI pH 8; (2) 50mM Tris/HCI pH 8,
contendo 0,1% de albumina sérica bovina (BSA) fracédo V; (3) 1,0mM de acido 5,5-ditiobis-
[2-nitrobenzoico](DTNB ou reagente de Ellman), (4) 1,0mM de iodeto deacetilcolina(ACTI);
(5) 0.22U/mL da enzima acetilcolinesterase.

A enzima AChE liofilizada foi dissolvida na solucdo tampéo (1) para fazer uma solugao
estoque 1000 U/mL, deixando-se na solugdo por 20 min, depois sob agitacdo por mais um
periodo de 10-15 min, para obtenc¢do de uma solu¢cdo homogénea. Para as diluicbes posteriore
utilizou-se a solucéo tampéo (2) (TREVISAN, 2003).

Aplicou-se os compostos (1,5 - 218) em CCD, DC-Alufolien,Silicagel 60 F254, 0,2 mm
Merck. Borrifou-se a placa com as solucdes (3) + (4), deixando 3 min, Figura 16. Apds secar,
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borrifou-se a enzima 3U/mL e em 10 min, apareceu a coloracdo amarela, porém onde houve
inibicdo da enzima, observou-se um halo branco (RKERBI| 2001). Em 20 - 30 min a
coloracdo desapareceu.

Figura 16 - Aplicacdo dos compostos, do solvente e do padrédo seguido do borrifo da placa com
as solucdes (3) + (4).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo esta estruturado em trés tépicos. O primeiro topico descreve todas as
etapas necessarias para a sintese das dialquilfosforilidrazonas, apresentando a determinags
estrutural de todos os compostos sintetizados.

O segundo topico apresenta os estudos de avaliacdo da atividade fungicida das
dialquilfosforilidrazonas sobre os fungaoaltenaria sp, Colletotrichumsp, Fusariumspe
Fusarium solani.

O terceiro topico apresenta os resultados da atividade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase realizado em cromatografia de camada delgada (CCD).

4.1 OBTENGAO DAS DIALQUILFOSFORILIDRAZONAS

As dialquilfosforilidrazonas foram obtidas a partir da rota sintética apresentada no
Esquema 8.

/*7)')\ 0 x—Y,
o NH,NH2.H,0, CCly o N\ H I A\

D P 7—Ww P N ~
// SH  NaOH, EtOH, H,0 RO// SN2 EtOH. HCl RO// ’,\‘/ X w
RO RO | RO h

PCl; + 3 ROH —=
RO

Fosfonato de dialquila Dialquilfosforilhidrazina Dialquilfosforilhidrazona

Esquema 8 Rota de sintese das dialquilfosforilidrazonas

4.1.1 Sintese dos fosfonatos de dialquila

Um dos principais intermediarios para a sintese das dialquilfosforilidrazonas é o
fosfonato de dialquila e sua sintese foi realizada de acordo com o Esquema 9.

0
|
PCh + 3ROH—» (RO),PH

(1) R=Etil, (2) R= Propil, (3) R=Isopropil, (4) R=Isobutil.

Esquema 9- Sintese dos fosfonatos de dialquila.

Esta sintese tem como matéria prima principal o tricloreto de fosforg),(PCdual
reage com trés mols do alcool correspondente, para formar o fosfonato de trialquila liberando
dois mols de acido cloridrico e um mol de cloreto de alquila, eliminado através de destilacdo a
pressédo reduzida em evaporador rotatorio.
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A formacédo dos fosfonatos de dialquila envolve um sistema de reacdes do tipo SN
(KOSALOPOFF & MAIER, 1973), conforme é mostrado no Esquema 10. Nesta reacdo, o
ataque do alcool ao tricloreto de fosforo gera o fosfito de trialquila; estando acido o meio
reacional, ocorre a protonacdo do fosfito de trialquila, através dos pares de elétrons do
oxigénio, formando um cation monovalente, que é entdo atacado pelo cloreto no carbono do
grupo alquila, formando o fosfonato de dialquila e o cloreto de alquila correspondente. A
sintese dos fosfonatos de dialquila envolve reacdes do tipd T’RNDD-ATHERTON et al.;

1945: 1948).

Y

.s . )
Pt RO — NG RC
CI/ (/YCI “\ Cl &

H i
H
P R + |@ P
CI// \@/ C > ClH/ + HCI
Cl @(ID" o OR
H
P —_— P 2 HCI
Cl) \gp + 2 ROH RO/ NOR
o 9 p——
Fosfito de trialquila
B P e R
RO/ NG R * nhe ., RO/ N&T 4 cP
RO - RO I
H
RO//P\&/SR ycP ro—/ oy * RC
RO |
H Fosfto de dialquia

0]
P |
— TN e
RO™/ “OH = RO P, Fosfonato de
RO dialquila
(1 %) (99 %)

Esquema 10- Mecanismo para obtencéo dos fosfonatos de dialquila.

Os fosfonatos de dialquila apresentam-se sob duas formas de equilibrio, porém a forma
na qual o atomo de fésforo esta no estado tetracoordenado € a preferencialgfGDO49;
KOSALOPOFF & MAIER, 1973).

Os fosfonatos de dialquila foram utilizados sem a necessidade de destilacdo, pois
apresentaram grau de pureza satisfatorio para seu uso subsequente. A destilagdo dess
fosfonatos s6 € necessaria quando a cadeia alquilica lateral € maior que 3 atomos de carbonc
pois o respectivo cloreto de alquila formado n&o é facilmente retirado por evaporagédo a pressac
reduzida. Neste caso a destilacdo a pressao reduzida deve ser conduzida com cuidado de forn
a se evitar a formacgéo de polifosfatos que € observado pelo aumento gradativo da viscosidad
do contetdo do baldo levando a reducdo do rendimento da reacdo. A Tabesdrd os
rendimentos dos fosfonatos de dialquila simétricos apos 4 horas no evaporador rotatorio.
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Tabela 1 - Rendimentos dos fosfonatos de dialquilas obtidos.

PCl, + 3ROH —2 5 I RC 2 HCl
3 —_— + +
RO //P\H
RO
Compostos N° R Rendimento (%)
1 -CH,CHjs 65
2 -CH,CH,CHjs 91
3 -CH(CHa), 94
4 _CH,CH(CHa), 79

4.1.2. Determinagéo estrutural dos fosfonatos de dialquila

Os espectros de IV, RMN dos fosfonatos de dialquila se encontram no apéndice A.

4.1.2.1 Analise por espectrometria de infravermelho

Os fosfonatos de dialquila apresentam bandas de absorcdes caracteristicas, as quai
estdo presentes em aproximadamente 2431, ch245 cnl e 1038 crif, que séo,
respectivamente, vibracdes de deformacfes axiais das ligacbes P-H, P=0O e P-O (THOMAS,
1974). E também possivel observar uma banda de absorcéo fraca em torno de’386@ ém
atribuida a hidroxila, evidenciando o equilibrio entre as duas formas de equilibrio dos
fosfonatos, ja mostrado no Esquema 10. A Tabet®&tra as principais bandas de absorcéo
dos fosfonatos de dialquila sintetizados. A Figura 17 mostra as principais absor¢cfes dessas
substancias.

e 1245 0mt
P—H | |

Figura 17 - Principais absor¢des dos fosfonatos de dialquila no infravermelho.

Tabela 2- Dados de IV das principais bandas de absor¢éo dos fosfonatos de dialquilas.

Absorcdes expresssas em ¢m

Comp. N° v (OH) v (P-H) v (C-0) v (P=0) v (P-O)
1 3459 2431 1480 1252 1046
2 3486 2426 1465 1260 1068
3 - 2434 1464 1223 1107
4 3353 2431 1470 1245 1038
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4.1.2.2. Andlise por espectrometria de RIHN-

Nos espectros de RMMH dos fosfonatos de dialquila, observa-se sempre sinais em
duas regides caracteristicas, uma em torno de 4,0 ppm, correspondente aos hidrogénios d
carbono ligado aos oxigénios do grupo fosforila e a outra, um dupleto referente ao hidrogénio
ligado diretamente ao atomo de fésforo em, aproximadamente, 7,0 ppm com uma constante de
acoplamento P-H elevada, em torno de 690 Hz. Pode-se também encontrar acoplamento de
fésforo-hidrogénio a uma distancia de até 4 ligacoes.

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, ¢
multiplicidades para todos os hidrogénios presentes nos fosfonatos de dialquila, assim como o
valores para das constantes de acoplamento P-H.

Na Figura 18 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, ¢
multiplicidades para todos os hidrogénios presentes nos fosfitos de dialquila, assim como os
valores para das constantes de acoplamento P-H.

Figura 18 - Dados de RMNH dos fosfonatos de dialquila.
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Tabela 3 - Dados de RMRH dos fosfonatos de dialquila.

RMN-'H
Omg (Multiplicidade)
Comp N° PH CH,OP M ,CH,OP Gin(CHz)XOP (Cﬂ3)2CHOP Cﬂ3(CH2)3OP (Gig)zCHCHzOP
67N 4 iqan 1,3(t)/6H i i i i
1 Jpyi =694 i _
n=2 n=3
Hz
, ?’7("25/91? 40(d0/4H  1,7(sex)/4H  0,9(t)/6H i i -
s n=2 n=2 n=3; x=2
Hz
5 0 (%13” 4,7(dit)/2H _
P = n=1 - - 1,3 (d)/12H -
Hz
, OB@AH 3g@myzH  19(m)H _ _ _
;; = n=2 n=1 0,95 (m)/12H

*Todos os espectros foram obtidos em CDCI
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4.1.3. Sintese das dialquilfosforilidrazinas.

A sintese das dialquilfosforilidrazinas, também demadas acido fosforoidrazidico
éster de dialquila, ocorreu segundo a reacdo de Todd-Atherton modificada (TODD &
ATHERTON, 1945; TODD & ATHERTON, 1947; TODD & ATHERTON, 1948; ZHA&
al.; 1984; ZHAOet al.; 1988).As sinteses destes compostos envolvem um sistema bifasico
onde sao utilizados tetracloreto de carbono, agua e etanol em meio alcalino, segundo a reacao
de Todd-Atherton modificada, conforme o Esquema 11. A agua e o etanol funcionam como
solventes, ja que a hidrazina é soluvel em ambos o0s solventes e o tetracloreto de carbono € o
eletrofilo.

O O
[l NaOH, EtOH/H,0, CCl, I
RO//P\H+ NH,-NH, : - > Ro//P\NH/NHZ + NaCl + CHCl3
RO 0 C- 10 min, 60 C, 3 RO

R = Etil, propil, isopropil e isobutil.

Esquema 11 Sintese das dialquilfosforilidrazinas.

Apesar do equilibrio, mostrado no Esquema 10, estar somente 1% deslocado para a
forma trivalente do fosfonato de dialquila, o par de elétrons do fosforo ataca o atomo de cloro
da molécula de C¢levando ao correspondente cation tetravalente de fésforo, que por sua, é
atacado ou pela hidrazina ou pela base presente no meio reacional. O mecanismo simplificado
provavel € mostrado no Esquema 12.

O
!l
RO// ~H
RO

g Cl
c
3 \ |P® o
. N—~C — _ . + Zccl
RO/ ™ GH -\ RO“/ ™GH :
RO cl RO  °
Cl
] i
®
P S P CHCI
RO~/ N8y cCly RO/ ¢ 3
RO
S :0H
o o)
G | h |
P + HyN-NH Pl P
RO-/ ¢ 2 2 ROZ|N® < Ro//|\NHNHZ
RO RO cl |77 RO ci
H
COH fe)
! Hal I
RO-7 |3 7 RO/ N
Ro/lc? NHNH, >3 NHNH,

Esquema 12 Provavel mecanismo da reacéo de sintese das dialquilfosforilidrazinas.
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A Tabela 4 mostra os rendimentos das dialquilfosforilidrazinas obtidas.

Tabela 4- Rendimentos das dialquilfosforilidrazinas.

(0] O
[ NH5NH ».H,0, CCly4 [l

P 2 P
PR S
RO™/ "H  NaoM,EtOH H,0 RO/ “NH-NH,

RO RO
Compostos N° R Rendimento (%)
5 -CH,CHs 65
6 -CH,CH,CHjs 91
7 -CH(CHg), 85
8 -CH,CH(CHg), 90

4.1.4. Determinagéo estrutural das dialquilfosforilidrazinas.

Os espectros de IV, Massas, RMM e RMN**C dos fosfonatos de dialquila estdo no
apéndice A.

4.1.4.1. Analise por espectrometria de infravermelho.

Uma absorcdo importante na confirmacado da obterggdidlquilfosforilidrazinas é a
referente ao estiramento P-N, em 1166'ctambém s&o caracteristicas as bandas em 3351
cm’ referentes as bandas de estiramento axial N-H. As absorcdes em 128016&8 crit
também encontradas sado referentes a P=0 e P-O, respectivamente.

A Tabela 5 mostra as principais bandas de absor¢éo referentes a estas substancias. A
figura 19 mostra as principais bandas de absorcéo referente a esta substancia.

__________________

H -1 12300cnt |

Figura 19 - Principais absorc¢des das dialquilfosforilidrazinas no IV.
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Tabela 5- Principais bandas de absorcéo de IV das dialquilfosforilidrazinay (cm

(RORP(O)N(H)NH;
Composto P=0 P-O-C P-N N-H
5 1224,6 (st) 972,0 (st) 1029,8 (st) 3355,6 (st)
6 1215,3 (st) 1004,9 (st) 1062,2 (st) 3349,3 (st)
7 1126, 5 (st) 996,0 (st) 1109,0 (st) 3352,6 (st)
8 1230,0 (st) 1023,6 (st) 1166,7 (st) 3351,8 (st)

Nos espectros de IV dos compostos acima, ndo foi verificada a presenca de bandas de
absorcado na regido de 2425%tm que evidéncia a auséncia de ligacdo P-H, caracteristica dos
fosfonatos de dialquila. Observa-se também as bandas referentes as absor¢des de P=0O que
aparece em torno de 1230 tmde P-O em torno de 1000 ¢m

4.1.4.2. Analise por espectrometria de massas.

Na analise de espectrometria de massas dos compostos 5, 6, 7 e 8, o fragmento que
corresponde ao pico base € o m/z=112. Um segundo fragmento caracteristico de ambos os
composto é o0 m/z=82. No espectro de massas do composto 8 temos como pico base o pico
m/z 112 e o segundo de maior abundanciao M + 1.

Na analise dos espectros de massas dos compostos 5, 6, 7 e 8, pode-se observar um
padrdo unico, caracteristicos dos 4 compostos, onde através de rearranjo de McLaferty,
verifica-se 0 mesmo comportamento desses compostos, como pode ser observado no
Esquema 13, que apresenta a proposta de fragmentacéo para o composto 8.

0] I

P
o7\ NHJ ( ; HO// N /NH
o
H >7

Tv—0O

(56)
M+1-=225 m/Z=169
5 0
o
J%| * 7ﬁ: l T 7T: 0 T*
TN /NHJ Ho” /\ N ||
Ho N o \OH
||_| >: H HZN_NHZ
56 (32)
m/Z=169 (56) m/Z=112 m/Z=80

Esquema 13 Proposta de fragmentagédo dos principais picos da diisobutilfosforilidrazina.
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4.1.4.3. Andlise por espectrometria de RIHN-

No espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da
diisobutilfosforilidrazina pode-se observar dois simpletos largos referentes aos hidrogénios
hidrazinicos e os hidrogénios metilénicos e metilicos da cadeia alcoxidica.

Compostos contendo hidrogénio ligado a nitrogénio as vezes, devido a troca dos
hidrogénios com o solvente, pode-se ndo se observar o acoplamento desses com hidrogénios
adjacentes, assim o sinal € um simpleto.

Na Tabela 6 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos guimicos (
as multiplicidades e as constantes de acoplamento das dialquilfosforilidrazinas sintetizadas. A
Figura 20 apresenta os dados referentes aos deslocamentos quimicos, as multiplicidades e as
constantes de acoplamento da diisobutilfosforilidrazina sintetizada utilizada como modelo.

______________________

1,89 ppm(m) |-

© 0,90 ppm (m)

Figura 20 - Dados de RMNH da diisobutilfosforilidrazing8).

Tabela 6-Deslocamentos quimicos (ppm), multiciplicidade e constantes de acoplamento (Hz).
& em ppm (multiplicidade)

Composto CcH cH CH,CH,0 CH,O N-H NH,
1,32 (dt)/6H
5 = 7.06 - - 410 @MAH 4 g8 (dy1H 4,04 (s)/2H
- o= 7,69 Hz
0,92 (1)/6H _ 1,68 (sex)/aH 3,96 (dt)/4H _
6 ‘]HH: 6 Hz ‘]HH: 6 Hz ‘]HH: 8 Hz 3’58 (d)/SH
1,30 (d)/12H 4,61 (hd)/2H ] ] ]
7 P kit Vs 3,67 (d)/3H
0,90 1,89 (m)/2H
o myazH 1B (T2 _ 3,75(dd) 4,82 (d)1H 3,98 (s)/2H
‘]HH: 7,02 HH™ ‘]HH: 7,27 Hz
Hz Hz

4.1.4.4. Andlise por espectrometria de RM®S-

Os espectros de RMNC das dialquilfosforilidrazinas sdo extremamente simples uma
vez que estes compostos sO possuem 0s carbonos da cadeia alcoxidica que sdo simétricas
logo o espectro da diisobutilfosforilidrazina apresenta 3 sinais de deslocamento quimico de
carbono.

Na Tabela 7 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, as
multiplicidades e as constantes de acoplamento das dialquilfosforilidrazinas sintetizadas. A
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figura 21 apresenta os dados referentes aos deslocamentos quimicos, as multiplicidades e as
constantes de acoplamento da diisobutilfosforilidrazina sintetizada.

- 1813ppm (s) |

|

Figura 21 - Dados de RMN=C da diisobutilfosforilidrazina.

Tabela 7- Dados de RMN?C das dialquilfosforilidrazinas.

& em ppm (multiplicidade)

Composto _El3 H CH>CH,O CHO
5 15,50 (d) - - 62,31 (d)
6 9,80 (s) - 23,45 (d) 68,12 (d)
7 2346 (d) 71,12 (d) - -
8 18,13(d) 28,52 (d) - 72,21 (d)

4.1.5 Sintese das dialquilfosforilidrazonas.

A partir do intermediario chave (dialquilfosforilidrazinas) os derivados
fosforilidrazonicos foram obtidos explorando a classica condensacao catalisada por 4cido com
0s respectivos aldeidos, a temperatura ambiente.

Na Tabela 8 estdo os rendimentos, as massas moleculares, os pontos de fusdo e
aspectos fisicos das dialquilfosforilidrazonas sintetizadas neste trabalho.
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Tabela 8- Dados dos compostos sintetizados.

/ o)
Q X HCI cat I /N\
) e A ro— TNA
ROR/O/ NH-NH, \>—v(/ TA RO
w” A
N =y

R =Etl(5), propil (6), isopropil (7 ), isobutil (8).

X=0,S,NH, 2 NH, 4 (5)NH

R=etil (5)-X=0(5A),etil (5)-X=NH (5B).

R = propil (6)-X=0 (6A), propil (6)-X=S ( 6B), propil (6 ) - X= NH ( 6C ), propil (6 ) - Y=N, W=N ( 6D ).
R = isopropil (7 ) - X= O ( 7A).

R = isobutil (8 ) - X= O (8A) , isobutil (8 ) - X= S ( 8B ), isobutil (8) - X= NH ( 8C),

R = isobutil (8 ) - X= NH, W =N ( 8D ), isobutil (8 ) - Y=N, W=N ( 8E).

N.° Massa Rend.(%) P.F.CC) Aspecto fisico
5A 246 - - Solido preto
5B 245 57,5 - Liquido viscoso vinho
6A 274 85,9 58-61 Sélido marrom
6B 290 92,3 71-73 Sélido amarelo
6C 273 - - Liquido viscoso preto
6D 274 21,0 133-135 Sélido castanho
TA 274 70,2 144-146 Sélido marrom
8A 302 84,0 79-81 Sélido amarelo
8B 318 81,3 92-94 Sélido amarelo
8C 301 - - Liquido viscoso preto
8D 302 31,7 160-162 Sélido Branco
8E 302 35,7 166-168 Sdélido Branco

A reagdo de formacdo das dialquilfosforilidrazonas ocorre a partir do ataque
nucleofilico do nitrogénio hidrazidico a carbonila do aldeido aromatico, levando em
consideragdo que quanto menor a densidade eletrbnica sobre o carbono carbonilico, mais
favorecida sera a reacao e, consequentemente, a formacgéo dos produtos.
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4.1.6. Determinacéo estrutural das dialquilfosforilidrazonas

Os espectros de IV, Massas, RMN 8¢, RMN de *C e RMN de®P das
dialquilfosforilidrazonas estado no apéndice A.

4.1.6.1. Analise por espectrometria de infravermelho.

Os espectros de infravermelho dos compostos sintetizados apresentam as bandas de
absorcdo caracteristicas das dialquilfosforilidrazonas. Como principais bandas de absorcéo
temos as frequéncias de estiramento das ligacdes P=0O, P-O-C e C=N. Nos compostos de
fosforo pentavalentes, onde o &tomo de fésforo esta ligado a um atomo de nitrogénio e a dos
grupamentos alcoxidos, a faixa de frequéncia de estiramento da ligacdo P=0O é, geralmente, de
1198 a 1274 cth (THOMAS, 1974). J4 a ligacdo P-O-C, como ja citado, absorve na faixa de
950 a 1018 ci, enquanto que a ligacdo C=N possui frequéncia de estiramento na faixa de
1580 a 1690 cfh (CAMPS & CASTELLS, 1980). A presenca da ligacdo C=N confirma a
reacdo entre as dialquilfosforilidrazinas e os aldeidos arométicos, formando as
dialquilfosforilidrazonas.

As absorcdes referentes as fungbes das dialquilfosforilidrazonas sintetizadas sao bem
definidas e podem ser observadas nos espectros analisados, como mostrado resumidamente n.

Tabela 9.

Tabela 9- Principais absor¢des das dialquilfosforilidrazonas no IV em célula de NaCl.

0
|

(CHg-CH,-CH,-0), - P- NH-N:CH{X\Y
\
W—Z

N.© Comp. X/YIZIW P=0 P-O-C NH P-N
5A O/CICIC 1228,4 1035,6 3128,0 1166,7
5B NH/C/C/IC 12323 1031,7 3143,5 1103,1
6A o/C/C/C 1236,2 1012,5 3361,4 1157,1
6B s/c/c/C 1236,2 1012,5 3355,6 1072,2
6C NH/c/c/c  1236,2 1008,6 3399,9 1232,3
6D N/C/N/C 12227 1004,7 3158,9 1290,2
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|

((CH3),-CH-CH »-0), - P- NH-N=CH { AN

»,
N.° Comp. X/Y/ZIW P=0 P-O-C NH P-N
7A o/C/C/C 1270,9 1020,2 3122,2 1224.6
8A o/C/CIC 1236,2 1014,4 3372,9 1153,2
8B s/C/CIC 1238,1 1018,2 3363,2 1220,7
8C NH/Cc/c/c  1313,3 1014,4 3293,9 1232,3
8D N/C/C/N 1303,7 1016,3 3137,7 1272,7
8E N/C/N/C 1294,0 1018,2 3145,4 1230,4

Absorcées expressas emtm

4.1.6.2. Analise por espectrometria de massas.

No espectro de massas da dialquilfosforilidrazonas o pico base apresenta uma relacao
m/Z= 98. O aparecimento no espectro de massas do pico do M + 1 em detrimento do M (ion
molecular) ocorre usualmente com moléculas que tém heteroatomos em sua estrutura devido a
protonacdo. Estes ions M + 1 obtidos por ionizacdo quimica tém freqlientemente alta
intensidade (SILVERSTEINt al.; 1994; WATSON, 1997).

Os Esquemas 14 e 15 apresentam a proposta de fragmentacdo para a
dialquilfosforilidrazonas.
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Esquema 14 Proposta de fragmentacédo para o diisobutilfosforilidrazona (Continua).
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Esquema 15 Continuagéao.

4.1.6.3. Andlise por espectrometria de REHN-

Essa série de compostos sintetizada apresenta como caracteristica basica um dupleto
centrado em torno de 9 ppm referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio vizinho ao fosforo
(Ha). Este hidrogénio apresenta-se como um dupleto, pois acopla com o atomo de fésforo a
duas ligacBes com constante de acoplameltque varia de 26,60Hz a 29,62Hz, o que esta
de acordo com a literatura que registra que este acoplamento ocorre na faixa de 23 Hz a 53 Hz
(THOMAS, 1974). Ha também um simpleto com deslocamento quimico em 9,10 ppm a 12,07
ppm referente ao hidrogénio imidico (Hb), Figura 22.
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Figura 22 - Hidrogénio aminico e imidico.

Podemos observar também acoplamentos caracteristicos dos hidrogénios metinicos,
tanto da isopropila quanto da isobutila de porcdo alquilica desse grupo de moléculas,
conforme ilustrado na Figura 23.

*)=75Hz

%)p=78Hz

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

Figura 23 - Padrao de acoplamento dos hidrogénios metinicos das dipropilfosforilidrazonas.

Os hidrogénios metilénicos (GB) das cadeias propilicas de algumas
dipropilfosforilidrazonas, acoplam também com o atomo de fésforo e com os hidrogénios
metilénicos (CHCH,O) que estdo em posicém eles.

As constantes de acoplamento entre hidrogénio-hidrogénio vicinais e hidrogénio-
fosforo, ambas a trés ligagbes, sdo praticamente as mesmas e na medi¢cdo dessas constante
um erro de aproximadamente + 0,5 Hz pode ser encontrado (D&MD, 1962), Figura 24.
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Figura 24 - Padrdes de multiplicidade dos hidrogénios metilénicos dos grupos alcéxidos
acoplados com o fésforo.

A analise dos espectros de RMN das dialquilfosforilidrazonas mostra a coexisténcia dos dois
possiveis diastereoisomerBse Z. No sistema para obtencéo das dialquilfosforilidrazonas o
atague do par de elétrons do nitrogénio da fosforilidrazina se da pelas duas faces da carbonila
aldeidica, levando, a principio, a um par de diastereocisdmeros, que por sua vez, em cada
diastereoisémero, elimina agua para gerar a hidrazona correspondente. Apesar dos aldeidos
tenderem a formar, preferencialmente, hidrazonas com configur&aoque €
termodinamicamente a mais estavel (COSXAal.; 2003), em geral o isbmebtambém é
formado, como um produto minoritario.

Nos compostos onde se utilizou o 4 (5)-imidazolcarboxialdeido como intermediario
para obtencdo das dialquilfosforilhidrazonas, 6 D e 8 E, pode-se notar a formacdo de
tautbmeros através do espectro de RMN 'H em gDéliimente visualizado no espectro do
composto 6 D. Neste, encontra-se um sinal em 2,84 ppm referente aenu@hHsinal em
7,23 ppm, referente ao hidrogénio localizado entre os dois nitrogénios do anel, mostrando a
contribuicdo do tautbmer® representada na Figura 25. Percebe-se também a contribuicdo do
tautbmeral ou 3 através do sinal referente a um hidrogénio com deslocamento em 7,23 ppm,
provavelmente do hidrogénio assinalado em negrito. Ha, em 1,28 ppm um duplo tripleto
referente, provavelmente, ao hidrogénio assinalado com o asterisco, mostrando a contribuicdo
do tautdmerat.

+ (H» - B @ FOM N H\N
0 PR - LT =TI
(1) (2) (3) (4)

Figura 25 - Tautdmeros dos compostos a base de 4 (5)-imidazolcarboxialdeido.
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Quando o espectro € repetido em DMSO, somente um tautbmero é observado, o
tautbmero 1 ou 3, onde os dois hidrogénios do anel apresentam deslocamento quimico em
7,26 ppm e 7, 66 ppm. O sinal do hidrogénio ligado ao nitrogénio que enmy GIECéstava
em 11,23 ppm apareceu em DMSO em 9,24 ppm. Neste espectro somente um tautbmero &
percebido, o tautbmero 1 ou 3, onde os dois hidrogénios do anel apresentam deslocamento
guimico em 7,26 ppm e 7, 66 ppm.

Através do espectro deP em CDCJ observa-se, também, a presenca dos diferentes
tautbmeros como pode ser visto na Figura. Zuando este mesmo composto é obtido em
DMSO, Figura 26 verifica-se a presenca de somente um dos tautdmeros, ou seja, 0 mais
estavel, que provavelmente trata-se do tautdmero 1 ou 3.

CDCl; DMSO

WA

R RRARRRREREEEE
4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0
Chemical Shift (ppm)

L B e L e
10 5

0 -5
Chemical Shift (ppm)

Figura 26 - Espectros d&'P em CDGJ e DMSO do composto 6 D.

Nota-se ainda que em todos 0os compostos cujo grupo alquil utilizado era o isobutil e 0
aldeido o imidazol, compostos 8 D e 8 E, com o aparecimento de dois dupletos, ambos
acoplando com o fésforo, um deles em campo baixo, variando entre 12,07 ppm e 11,68 ppm e
outro em campo alto, entre 7,92 ppm e 7,16 ppm, 0 que sugere novamente a contribuicdo das
formas tautoméricas.

Observa-se, também, a formacéo de mistura nos compostos contendo 0 oxigénio como
heteroatomo. O mesmo nédo ocorreu quando o heteroatomo diferente de oxigénio, onde houve
uma maior formacdo do diastereoisome&oO diastereoisbmer& é percebido porque os
compostos apresentam deslocamento quimico do hidrogénio amidico variando de 7,40 ppm a
9,51 ppm, o que indica que ndo ha formacéao ligacdo hidrogénio intramolecular entre este
hidrogénio e o heterodtomo. Para confirmar a preferéncia pela formacdo do diastereoisdmero
E, um espectro de NOESY foi feito. Na Figura 27 vé-se o espectro de RMN - *H do composto
6 D.
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Figura 27 - Espectro de hidrogénio do Composto 6 D em DMSO.

Ao irradiar o hidrogénio amidicBa, observa-se um percentual de 5% de NOE no
hidrogénio vinilico6a. Observa-se ainda que ao se irradiar o hidrogénio vinilico, além do
NOE no hidrogénio amidico ha NOE, com percentual inferior a 1% , no hidrogénio aromatico
(44), Figura 28 . Ao irradiar o hidrogénida, observa-se NOE somente no hidrogénio
vinilico, ja com o hidrogéni@a, que esta desblindado e tem deslocamento quimico em 7,68
ppm nao observa-se NOE em nenhum outro, Figura 29.

—9.29
~9.22
—7.85
—7.28

H H
H H o Ng—N
8a o aN,_N iy [/

18 3 P N 2—H

i 5

q N 5// /\Z—H 1 /11\0//9\’;‘/ 7\6/ \N// 2a

1 /11\0//9 N/7\e/ \N/ 2a 17 151“% 3 '\-' 3
12 1516-0 ? | 1 Z‘a 6a
4 H H 16
8a 6a 7

17—16

90
LLLLLLLLLLLL (opm)

Figura 28 - Irradiacdo do H amidico e H vinilico, respectivamente.
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Figura 29 - Espectros de NOESY dos hidrogénios arométicos do composto 6 D em DMSO.

Estas consideracbes nos permite concluir que a conformacdo preferencial é o
diastereoisémerg, Figura 30.

Figura 30 - Estrutura do composto 6 D.

A Tabela 10 e 11 apresentam os dados referentes aos deslocamentos quimicos e as
multiplicidades dos hidrogénios.
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Tabela 10 - Dados de RMRH das dialquilfosforilidrazonas (Continua).

o)
1 3 | 4 <
(CH3-CH,-CH,-0), - P- NH-N:CH\( N, 7
\
9 8

N.° XIYIZIW H, H, Hj Ha/J Hs He Aromaticos

5A o/cicic 1'3;"%?472(@ - 4'1; '2%82(@ 8,71 (d)/29,62Hz 7,72 () - 6,44-6,53/6,59-6,64 () H7,46/7,57 (M) H

58 NH/C/CIC L34 (0 : L 7,62 (d)2434Hz  7,68(s)  9,15(s) 6,20-6,33 (1g) H6.83 (M) H
0,96 (t) 1,75(m) 4,09 (m)

B6A o/cicic 8,25 (d)/28,87 Hz 7,74 (s) - 6,44-6,59 (M) o - 7,45 (M) H
7,53Hz 6,77Hz 7,27Hz
0,99 (t) 1,75(m) 4,10 (m)

6B sic/c/c 8,25 (d)/27,86 Hz 8,01 (s) - 7,03-7,15 (d) Ko - 7,29 (m) H
7,28Hz 7,53Hz 6,77Hz

. 0,88 (t) 1,60 (m) 3,91 (m)

6B sicic/c 9,51 (d)/27,60 Hz 8,07 (s) - 7,05-7,25 (d) Ko - 7,50 (m) H
7,28Hz 7,02Hz 7,53Hz
0,96 (t) 1,75(m) 4,04 (m)

6C  NH/C/CIC 7,40 (d)/26,86 Hz 7,67 (s) 9,15 (s) 6,21-6,34 (d) Ho- 6,85 () H
7,53Hz 7,28Hz 7,03Hz
0,95 (t) 1,72(m) 4,03 (m)

6D N/CIN/C 11,73 (d)/32,63 Hz 7,74 (s) - 2,78(s) H - 7,23(s) H
7,28Hz 7,28Hz 7,02Hz

. 0,87 (t) 1,59 (m) 3,89 (m)

6D N/C/N/C 9,25 (d)/27,36 Hz 7,84 (s) - 7,26-7,66 (d) K-

7,28Hz 6,78Hz 8,03Hz

*Espectro em DMSO
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Tabela 11 - Continuagao.

o
1 2 3 |2 5 °
((CHg),-CH-CH,-O), - P- NH-N:CH{ N7
0
9 8
N.° XIYIZIW H, H, Hj Hu/J Hs Hg /J Aromaticos
7A o/C/CIC  1,32-1,37 (d) - 4,70 (m) 8,02 (d)/ 27,36Hz 7,71 (s) 6,42 - 6,56(m) ko- 7,43 (dd) H
6,03Hz 6,27Hz )
8A o/C/CIC 0,94 (dd) 1,99 (m) 3,87 (m) 6,81(d)/28,11Hz 7,63 (s) - 6,44/6,59 (M) go— 7,45(dd) H
6,77Hz 6,53Hz 6,77Hz
8B S/C/CIC 0,94 (d) 1,99 (m) 3,87 (m) 8,14(d)/28,11Hz 7,97 (s) - 6,99-7,12 (m) ko— 7,26(dd) H
6,77Hz 6,53Hz 6,53Hz
8B+ S/C/CIC 0,87 (d) 1,87 (m) 3,74 (m) 9,54(d)/27,73Hz 8,06 (s) - 7,05/7,25 (M) lo— 7,50(dd) H
6,78hz 6,66Hz 6,90Hz
gc  NHICICIC  094-096(d) 197 (m) 3,84 (m) 7,36(d)/26,60Hz 7,68 (s) 9,10 (s) 6,19/6,32 (M) Ko — 6,83(dd) H
6,77Hz 6,77Hz 6,53Hz
gp  NHICICIN 0,91 (dt) 1,95(m) 3,84 (m) 7,94(d)/26,86Hz 7,94 (s) 12,11 (d)/32,87 7,14 (s) Hg
6,52Hz 6,53Hz 6,77Hz
8D* NH/C/CIN 0,88 (dt) 1,88 (m) 3,75 (m) 9,57(d)/27,85Hz 7,84 (s) - 7,07(s) Hs
6,78Hz 6,78Hz 6,78Hz
SE N/C/N/C 0,94 (dd) 1,98 (m) 3,86 (m) 7,16(d)/28,11Hz 7,76 (d) 11,68 (d)/33,13 2,18 (s) - 7,22 (m)
6,77Hz 6,52Hz 6,52Hz
8E* N/C/N/C 0,87 (dd) 1,87 (m) 3,73(m) 9,24(d)/27,86Hz 7,84 (d) - 7,25(s) - 7,64 (m) K,
6,77Hz 6,78Hz 6,78Hz
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*Espectro em DMSO
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4.1.6.4. Andlise por espectrometria de RM3-

No espectro de RMN d&C das dialquilfosforilidrazonas, o sinal caracteristico da
obtencao destes compostos é referente ao carbono iminico, que possui deslocamento quimico
na faixa de 134,66 a 149,75 ppm e se apresenta na forma de dupleto, uma vez que acopla com
o &tomo de fésforo a trés ligacdes com constante de acoplamento na faixa de 19,08 Hz a 19,80
Hz. Na tabela 12 estdo apresentados os dados referentes aos deslocamentos quimicos, a
multiplicidades e as constantes de acoplamento das dialquilfosforilidrazonas sintetizadas.

Verifica-se que no espectro de carbono para o composto 6 D em DMSO, ndo séo
observados os sinais referentes aos carbonos aromaticos, o0 que pode ser constatado err
trabalhos com esse tipo de sistema imidazolico. A principio, estes sinais podem ser visto com
a realizacdo de experimento de RNI€, ou com aumento de temperatura ou alquilagdo em
um dos nitrogénios do anel afim de interromper o efeito tautomérico (FIGUEROA VILLAR
& MOTTA, 2000).
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Tabela 12 - Dados de RMRC das dialquilfosforilidrazonas.

(6]
((13H &h,-oH 0) L‘ NH-N=CH_5 S\
3-CHp-LHp-U)p - F- NR-N= v 7
2
o g

N.° XIYIZIW C.J C,lJ Cy/J C, Cs Aromaticos
5A O/C/CIC 15,79 (d)/6,6Hz - 63,29 (d)/5,87Hz 149,18 (s) 143,40 (s) 1139813493 ¢

5B NH/C/C/C 16,42 (d)/6,60Hz - 63,50 (d)/5,13Hz 137,57 (s) 127,78 (s) 109,87/113,48.21,03 G

6A o/cic/c 10,02 (s) 23,60 (d)/7,33Hz 68,94 (d)/5,87Hz 149,71 (s) 143,59 (s) 110,94/111+Q35,02G

6B s/c/c/C 10,07 (s) 23,62 (d)/ 7,34H269'05 (d)/5,87 Hz 139,32(s) 139,35(s) 126,87/127 g¢~-C28,01 G

6C NH/C/CIC 10,05 (s) 23,56 (d)/ 6,60Hz 68,68(d)/5,86 Hz 137,13 (s) 127,50(s) 109,53/112 H6-C20,71 G

6D N/C/N/C 10,03 (d)/ Hz 23,58 (d)/ 6,61Hz 68,86 (d)/ 5,87Hz 136,38 (s) 135,04(s) 118,34133,47G
6D* N/C/N/C 10,05 (d)/ Hz 23,20 (d)/ 6,61Hz 67,67 (d)/ 5,14Hz 136,72 (s) - -

*Espectro em DMSO o)

1 23 | 6
((CHg)o-CH-CH,-0), - P- NH-N=CH5-"\. 7
\ /
W—2
8

N.° XIYIZIW C, C, Cs C4J Cs Aromaticos

7A o/c/c/c 23,85(d)/4,40 Hz 72,28(d)/ 5,14Hz - 143,49 (d)/19,80Hz  149,97(s) 110,57/111,44Q34,67 G

8A o/c/c/c 18,71(s) 29,03(d)/ 7,34Hz 73,32 (d)/5,87 Hz 143,53 (d)/19,08Hz 149,81(s) 110,70/113,46K(34,94 G

8B s/c/c/C 18,72(d)/5,87 Hz 29,04 (d)/7,34 Hz 73,50 (d)/6,60 Hz 139,14 (d)/19,08Hz 139,61(s) 126,91/127%,95(38,95G

8C NH/C/C/C 18,83 (s) 29,05 (d)/7,33 Hz 73,13(d)/5,87 Hz 136,96 (d)/19,08Hz  127,61(s) 109,55/112,£4120,70G

8D NH/C/C/N 18,68(s) 29,01 (d)/ 7,33Hz 73,55 (d)/ 6,60Hz 142,93 (s) 141,95 (s) 136,22/13642 C

8E N/C/N/C 18,70(d)/8,07 Hz 29,12 (d)/ 6,60Hz 73,21(d)/5,87 Hz 134,82 (s) 132,92 (s) 96,12/118;44C
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4.1.6.5. Andlise por espectrometria de RMR-

Todos 0s compostos sintetizados apresentam deslotaqmeémico na faixa de -0,47 a
2,90dd. A tabela 13 apresenta os deslocamentos quirdjastios na analise de RMN &@.

Tabela 13- Dados de RMN*P das dialquilfosforilidrazonas.

O
|
(CH3-CH,-CH,-0), - P- NH—N:CH\(X\Y
\
W—2Z
Composto N.° P
5A 1,57 dd/0,19 dd
5B 2,77 dd
6A 1,84 dd
6B 1,37 dt
6C 2,47 dt
6D 0,70dd/1,98dd/3,19 dd/5,63 dd
6D* 2,83 dquint
O
((CHg)2-CH-CH,-0), - P- NH-N=CH_~"\
N/
W—7Z
Composto
N.° P
7A -0,47 dd
8A 0,57 dd
8B 1,09 dd
8C 2,50 dd
8D 1,61 dquint - 2,64 dquint - 5,72 dquint
8E 1,75dd - 2,99 dd - 5,49 dd
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4.2.ENSAIOS BIOLOGICOS
4.2.1. Avaliacao da atividade fungicida

Foi observado que os fungos dos généwsariumsp. eFusarium solaniiveram um
crescimento maior nos tratamentos contendo meio de cultura/DMSO em comparagdo com 0
tratamento contendo s6 o meio de cultura, Tabela 14.

SOUZA et al (2006) obteve o6leos fixos das cascas do caulérdmn Cajucara e
avaliou o desenvolvimentan vitro dos fungos fitopatogénicofusarium oxysporum
Rhizoctonia solanie Sclerotium rolfsii. Ele observou que 6leos fixos seguido de
fracionamento em coluna cromatografica apresentou efeito fungistatico no controle micelial
dos fungos testados, sendo que o0 género de feunggrium oxysporurfoi o que sofreu efeito
inibitério mais estavel. Ele observou também que os fuRdmoctonia solane Sclerotium
rolfsii, apresentaram sensibilidade a presenca do DMSO no meio de cultura.
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Tabela 14 -Inibic&o de crescimento fungico com os fungos testados.

Alternaria sp. Colletotrichum sp. Fusarium sp. Fusarium solani
Substancia (% de inibicéo) (% de inibicéo) (% de inibicéo) (% de inibicéo)
Meio de cultura/DMSO 25,6 26,7 0 0,4
6 A 43,1 42,2 1,7 20,1
6B 62,1 66,5 32,0 43,8
7A 19,9 35,6 9,5 14,8
8B 34,8 51,7 0 15,7
Meio de cultura/DMSO 6,5 42,6 0 38,5
5A 23,2 37,8 0 11,8
5B 32,9 44,2 0 14,9
6C 26,4 33,2 0 11,8
8A 22,4 38,1 19,2 34,1
8C 49,2 63,4 0 39,6
Meio de cultura/DMSO 8,1 18,8 0 0
6D 16,8 36,1 0 0
8D 41,0 51,0 0 0
8 E 18,8 43,2 0 0

Resultados em negrito expressam tratamento com maior efeito fungicida; resultados em negrito e itdlico expressam 2.° tratamento com maior efeito fungicida e resultados em
italico indicam 3.° tratamento com maior efeito fungicida.
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4.2.2. Resultados dos compostos ao fungo do género Alternaria sp.

Houve maior inibicdo do crescimento fangico, Tabela 14, pelo composto 6 B, 62,1% (p
< 0,001) quando comparado com o tratamento contendo o meio de cultura, Figura 31. A
inibicdo do solvente DMSO nesta semana foi de 25,6%. SANDSCAR & MAGALHAES
(1994) relataram toxicidade do DMSO sobre fungos, todavia este fato parece ser dependente
da concentracéo.

Figura 31 - Bioensaios realizados com o fungtbernaria sp..

O composto 8 C obteve 49,2% em relagdo ao tratamento contendo somente o meio de
cultura. Observa-se que a contribuicio do DMSO como inibidor € de somente 6,5%. O
composto 8 D obteve uma inibicdo aproximada de 41,0% (p < 0,001) em relagdo ao
tratamento contendo o meio de cultura. Novamente observa-se uma baixa contribuicdo do
solvente DMSO na inibigcdo, em torno de 8,1%. RAND-LUBY al (1996) relatam que
devido a intensa capacidade de penetracdo do DMSO, muitas substancias quando associadas
ao ele podem ser carreadas através das membranas.

BALBI-PENA et al (2006) avaliou a fungitoxidade vitro dos extratos de crcuma e
da curcumina contrd\lternaria solani.Foram utilizados extratos brutos aquosos (EB) de
rizomas de curcuma (esterilizados por autoclavagem) nas concentragbes de 0, 1, 5, 10 e 20% e
curcumina nas concentrac¢des de 0, 50, 100, 200 e 40(1).mgL

OLIVEIRA et al (2003), ao estudar o efeitm‘vitro” dos fungicidas Propiconazole e
Azoxystrobin sobre os fungdSternaria sp. eSclerotiniasp em trés doses: Propiconazole -

150, 300 e 450 mgt e Azoxystrobin - 62,5, 125 e 187,5 mg,Lobservou inibicéo
eficiente do fungicida Propiconazole, nas trés concentracdes testadas sobre os dois fungos. No
caso do Azoxystrobin, somente a concentracdo mais alta (187,5"nfgiLeficiente na

inibicdo de Alternaria sp.; no caso deéclerotinia sp., a concentracdo de 187,5 my.L
apresentou pequena eficiéncia quando comparada com as demais concentracoes.

DOMINGUES et al (2009), preparou extratos hexanicos e etandlicos das folhas de
Hibiscus rosa-sinensifAllamanda catharticaCoffea arabica, Ruta graveolenisavandula
augustifolig Ricinus communjsimpatiens wallerianae bulbilhos deAllium sativum. Foi
verificado a acé@o de extratos etandlicos e hexanicos sobre inibicdo de crescimento micelial
dos fitopatégenodlternaria solanie Colletotrichum acutatumParaA. solani, 0s cinco
extratos selecionados inibiram totalmente o seu crescimento micelial na concentracdo de
10.000 mg.mt. R. graveolensdo diferiu estatisticamente de catharticae deA. Sativuma
1.000 mg.mF. A 100 mg.mtk, A. sativumfoi superior aR. graveolen® I. walleriana sendo
semelhante A. catharticae L. augustofolia O patégeno néo foi inibido por nenhum extrato
na concentragao de 1@/mL.
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Com relacdo &. acutatumDOMINGUES et al. (2009) verificaram inibicdo total do
crescimento micelial para os cinco melhores extratos quando testados na concentracdo de
10.000 mg.mt. A 1.000 mg.mt R. graveolengoi o extrato no qual o patdgeno conseguiu
crescer menoRR graveolensao diferiu estatisticamente deWallerianae A. sativumna
concentracdo de 100 mg.ml-t e apenad.d&ativuma 10 mg.ml-1.

Na Tabela 15 apode-se observar a area indicando o crescimento fungico durante os 7
dias de analise com seus respectivos desvios pamrdo (
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Tabela 15 - Area (cff) e ado crescimento do fungo do género Alternaria sp. por semana.

Tratamentos/Dias? 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 6,44+0,54 10,95+0,55 17,11+0,62 22,33+0,95 29,31+1,83
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 5,84+0,39 7,52+1,00 13,81+0,68 17,28+1,81 21,80+2,98
Fungicida Comercial 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43%0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
6 A 0,43+0,00 3,71+0,50 4,93+0,76 9,83+0,75 13,18+0,99 16,66+1,42
6B 0,43+0,00 1,99+0,58 3,324+0,33 6,2940,93 8,69+1,56 11,12+1,47
7A 0,43+0,00 4,95+0,91 7,87+1,10 13,24+1,30 17,19+1,53 23,47+2,49
8B 0,43+0,00 3,67+1,01 6,49+1,38 11,62+2,13 15,25+2,57 19,13+3,43

Tratamentos/Dias? 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 7,79+0,32 12,44+0,34 16,46+1,44 22,14+2,19 28,63+3,49
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 5,71+0,49 10,45+0,64 15,22+1,00 21,18+1,66 26,78+2,80
Fungicida comercial 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43%0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
5A 0,43+0,00 5,91+0,34 10,15+0,51 15,34+0,90 20,21+1,67 24,67+2,47
5B 0,43+0,00 4,34+0,62 7,84+0,54 11,84+0,92 16,54+1,66 19,20+2,03
6C 0,43+0,00 5,15+0,55 8,06+0,58 11,88+0,92 17,04+1,84 21,07+2,58
8 A 0,43+0,00 5,32+0,37 8,69+0,33 12,67+0,69 17,26+0,85 22,23+1,58
8C 0,43+0,00 2,99+0,16 4,52+0,29 7,27+0,32 10,46+0,61 14,54+1,09

Tratamentos/Dias3 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 7,54+0,34 12,02+0,50 16,29+0,89 23,78+1,56 25,16+3,08
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 5,99+0,25 9,6510,26 13,57+0,47 18,25+0,91 23,12+1,53
Fungicida comercial 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43%0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
6 D 0,43+0,00 5,25+0,24 8,60+0,29 12,06+0,43 16,32+0,44 20,92+0,63
8D 0,43+0,00 3,66+0,26 6,19+0,43 8,97+0,46 11,86+0,67 14,85+1,17
8E 0,43+0,00 4,65+0,22 8,09+0,22 11,59+0,64 15,86+1,04 20,43+2,19

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.
2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.
3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.
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Tabela 16 -Crescimento do fungo do génekliernaria sp. por semana.

Tratamentos? Area (cm?)
Meio de Cultura 29,31a
Meio de cultura/DMSO 21,80bc
Fungicida Comercial 0,43f
6 A 16,66d
6B 11,12e
7A 23,47b
8B 19,13cd

Tratamentos? Area (cm?)
Meio de Cultura 28,64a
Meio de cultura/DMSO 26,78ab
Fungicida Comercial 0,439
5A 24,66bc
5B 19,20e
6C 21,06de
8 A 22,22cd
8C 14,54f

Tratamentos?® Area (cm?)
Meio de Cultura 25,16a
Meio de cultura/DMSO 23,12ab
Fungicida Comercial 0,43f
6D 20,92bc
8D 14,85e
8 E 20,43c

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.

2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.

3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.

Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nao difere
entre si pelo teste de Fisher a 5% de probabilidade.

Na Figura 32 e na Tabela 17 observa-se que, quando o coeficiente angular da reta é

menor, ha menor crescimento fungico. Esses dados também confirmam a maior eficiéncia do
composto 6 B evidenciando o potencial fungicida do mesmo comparado com os demais.
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Figura 32 - Crescimento do fungo Alternaria sp. por bioensaio.
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Tabela 17 -Equacdo da reta dos tratamentos testados no Altgyoaria sp. por semana.

Tratamento? Equacéo da reta (y=ax+b)
a b
Meio de cultura 4,122 -2,749
Meio de cultura/DMSO 3,084 -1,737
Fungicida Comercial 0,43 0
6 A 2,335 -1,688
6B 1,556 -1,180
7A 3,248 - 2,346
8B 2,746 - 2,010
Tratamento? Equacéao da reta (y=ax+b)
a b
Meio de cultura 3,972 -1,9011
Meio de cultura/DMSO 3,8011 -2,5434
Fungicida comercial 0,43 0
5A 3,5465 -1,993
5B 2,8034 -1,6487
6C 2,9739 -1,7858
8 A 3,1048 -1,8375
8C 1,9592 - 1,462
Tratamento3 Equacédo da reta (y=ax+b)
a b
Meio de cultura 3,7573 -1,4529
Meio de cultura/DMSO 3,2396 -1,6628
Fungicida comercial 0,43 0
6D 2,9961 -1,7319
8D 1,8868 - 0,6065
8 E 2,5796 -1,3268

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.
2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.
3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.
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4.2.3. Resultados dos compostos ao fungo do género Colletotrichum sp.

Na Figura 33 pode-se observar que o procloraz apresentou maior eficiéncia para inibir o
crescimento do fungo. Estatisticamente foi 0 que apresentou maior inibicdo para este fungo e
para os demais (p < 0,001), Tabela 19.

Figura 33 - Bioensaios realizados com o fungolletotrichumsp..

Segundo TAVARES & SOUZA (2004), o procloraz é recomendado para o tratamento
pés-colheita do mamao. A eficiéncia comparativa de procloraz em baixas concentracdes sobre
o crescimento micelial d€. Gloeosporioide$oi demonstrada anteriormente por SIL\&A
al. (2001). Os resultados confirmam a eficiéncia do ingrediente ativo em baixas
concentracdes, principalmente. Procloraz mostrou alta eficiéncia no controle do fungo,
apresentando uma concentragdo minima de inibicdo (CMI) entre 1-10.rMigdte trabalho a
concentracao utilizada foi a especificada, de 337 tgkegundo COSTA, 2001, o Procloraz
é utilizado no controle de doencas de frutas citricas na pos-colheita, porém aproximadamente,
30% do residuo encontrado na laranja “in natura” também foi encontrado no suco, indicando
niveis residuais altos.

Pode-se observar que o composto 6 B, obteve resultados de inibicdo semelhantes ao
ocorrido com o fungo do génedlternaria sp. por volta de 66,4 % (p , 0,001), quando
comparado com o tratamento contendo o meio de cultura,Tabela 14. A inibicdo do solvente
DMSO nesta semana foi de 26,7%. A extrema capacidade de penetracéo e difusdo do DMSO
ha muito tempo é motivo de sua inclusdo como veiculo componente de defensivos agricolas
(ROSENBAUM, 1965).

O composto 8 C obteve 63,3% em relagcdo ao tratamento contendo somente o meio de cultura.
A contribuicdo do DMSO como inibidor foi de 42,6%, muito acima das outras semanas.
SILVA et al (2008) observou-se que o solvente organico DMSO inibiu o crescimento do
fungo Colletrotichum na concentracéo de 1%.

Através desses resultados pode-se perceber que compostos contendo radical menor,
como o radical propil aliado ao enxofre, oriundo do tiofurfural, obteve maior poder de
inibicdo. Novamente a diferenca de inibicdo do DMSO ocorrido pode sugerir a ocorréncia de
alguma anormalidade neste tratamento em relacdo ao fungo do @&tletotrichumsp.,
apesar da toxicidade do DMSO ser reconhecidamente baixa, de acordo com BRAYTON
(1986) e STONE (1993).

SILVA et al (2008) percebeu que extrato de folhasPtextranthus barbatug'boldo-
da-terra”) reduziu o crescimento micelial de fitopatogénicos do gébelletotrichum
gloeosporiodesgisolado de mamao) de 49%.

De acordo com SALUSTIANCet al. (2006) que estudou o efeito dos fungicidas
triadimenol e oxicloreto de cobre, recomendados para o controle da ferrugem do cafeeiro,
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houve reducdo da antracnose em frutos de 45% e 34% pelo oxicloreto de cobre e triadimenol,
respectivamente, quando comparados a testemunha.

ZOCCOLI et al (2002) relataram o efeito de fungicidas no crescimento micelial de 12
isolados deColletotrichumsp. do cafeeiro em Minas Gerais. Os fungicidas que apresentaram
maior taxa de inibicdo foram hidréxido de cobre e Mancozeb em todas as concentracdes
utilizadas.

O fungicida Mancozeb, assim como o0 composto B, apresenta enxofre em sua estrutura,
fazendo parte do grupo quimico dos alquilenobis (ditiocarbamato). O fungicida Metiram é
eficiente no controle de antracnose quando comparado ao Captan e Mancozeb, que séo
tradicionalmente utilizados no controle da mesma. O Metiram, utilizado no controle da
antracnose da mangueira foi estatisticamente igual ao padrdo mancozeb, com 86,2% de
controle (BERTANet at 2003).

Na Tabela 18 podemos acompanhar o desenvolvimento do crescimento fungico do
Colletrotrichumsp. nos tratamentos testados.
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Tabela 18 - Area (cf) e odo crescimento do fungo do género Colletotrickmpor semana.

Tratamentos/Dias? 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00  4,16+0,37  7,61+,073 12,00+1,10 15,83+2,03 21,49+3,11
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 3,66+0,19  5,20+0,34 9,00+0,91 11,36+1,44 15,75+2,27
Fungicida Comercial 0,43+0,00  0,43+0,00  0,43%0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
6 A 0,4310,00 259+0,13  4,15+0,16 6,73+0,87 8,95+0,27 12,43+0,71
6B 0,43+0,00  1,43+0,12  2,65+0,25 4,40+0,65 5,30+0,66 7,20+0,90
7A 0,4310,00 2,06+0,28  5,07+0,54 7,78+0,80 10,34+0,95 13,83+1,41
8B 0,43+0,00 1,95+0,45  4,77+0,55 5,85+0,95 8,05+0,64 10,38+1,40

Tratamentos/Dias? 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 5,03+0,84  8,45+0,64 12,68+0,65 18,38+1,58 24,2842 25
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00  3,47+0,50  5,65+0,65 8,23+1,01 11,53+1,64 13,93+1,93
Fungicida comercial 0,43+0,00  0,43+0,00  0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
5A 0,43+0,00 2,84+0,61  4,93+1,05 7,31+1,01 10,69+1,35 15,11+1,71
5B 0,43+0,00 2.84+0,10  4,82+0,28 7,58+0,61 10,27+0,86 13,55+1,32
6C 0,43+0,00 3,33+0,16  5,22+0,37 7,97+0,27 11,73+0,56 16,21+0,73
8A 0,43+0,00 2,80+0,48  4,59+0,56 6,68+0,41 8,98+0,89 15,04+2,33
8C 0,43+0,00 2,08+0,23  3,14+0,20 4,92+0,05 6,59+0,50 8,90+0,26

Tratamentos/Dias? 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 4,47+0,56  8,61+0,42 12,60+1,05 17,68+1,49 22,60+3,36
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 3,35+0,31  8,60+0,38 9,86+0,57 13,68+1,09 18,35+0,89
Fungicida comercial 0,43+0,00  0,43+0,00  0,43%0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
6D 0,43+0,00 258+0,33  5,01+0,42 7,47+0,82 10,38+0,60 14,45+0,96
8D 0,43+0,00 239+0,26  4,33#0,13 6,48+0,60 8,51+0,71 11,07+0,74
8E 0,43+0,00 265+0,30  4,75+0,43 7,280,50 9,61+0,88 12,84+1,40

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.
2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.
3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.



Tabela 19 -Crescimento do fungo do géneZolletotrichumsp. por semana.

Tratamentos! Area (cm?)
Meio de cultura 21,49a
Meio de cultura/DMSO 15,75b
Fungicida Comercial 0,43f
6 A 12,43cd
6 B 7,20e
7A 13,83bc
8B 10,38d

Tratamentos? Area (cm?)
Meio de cultura 24,28a
Meio de cultura/DMSO 13,93c
Fungicida comercial 0,43e
5A 15,11bc
5B 13,55¢
6C 16,21b
8 A 15,04bc
8C 8,90d

Tratamentos3 Area (cm?)
Meio de cultura 22,60a
Meio de cultura/DMSO 18,35b
Fungicida comercial 0,43f
6D 14,45c¢
8D 11,07d
8 E 12,84cd

! Resultados obtidos no 1.° bioensaio.

2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.

3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.

Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nao difere
entre si pelo teste de Fisher a 5% de probabilidade.

Mais uma vez o menor coeficiente angular, Figura 34 e Tabela 20, comprova a
eficiéncia do composto contendo enxofre em sua estrutura, 6 B, que possuem o coeficiente
angular de 0,9687. Em seguida, verifica-se que a substancia 8 C apresenta o segundo menor
coeficiente angular de 1,5262, cuja eficacia é maior do que a exibida frente ao fungo
Alternaria sp..
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Figura 34 - Crescimento do fungo Colletotrichum sp. por bioensaio.
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Tabela 20 -Equacéo da reta dos tratamentos testados no fCiolggtotrichumsp. por

semana.
Tratamento? Equacédo da reta (y=ax+b)
a b
Meio de cultura 2,9836 -2,178
Meio de cultura/DMSO 2,1414 - 1,3556
Fungicida Comercial 0,43 0
6 A 1,6776 -1,1096
6B 0,9687 - 0,4675
7A 1,933 -1,4673
8B 1,4327 -0,7315
Tratamento? Equacéao da reta (y=ax+b)
a
Meio de cultura 3,3724 - 2,5089
Meio de cultura/DMSO 1,9679 -0,9941
Fungicida comercial 0,43 0
5A 2,0295 -1,5714
5B 1,8688 -1,2059
6C 2,1898 -1,6452
8A 1,9072 -1,5275
8C 1,1883 - 0,6082
Tratamento?® Equacéo da reta (y=ax+b)
a
Meio de cultura 3,1948 - 2,2465
Meio de cultura/DMSO 2,5347 -1,5162
Fungicida comercial 0,43 0
6D 1,9635 -1,4637
8D 1,5262 -0,8244
8 E 1,7642 - 1,0903

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.
2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.
3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.



4.2.4. Resultados das substancias ao fungo do género Fusarium sp.

Na Figura 35 pode-se observar que o composto 6 B obteve resultados de inibicdo maior
que os demais, porém pouco significativo com somente 32,0% de inibicdo quando comparado
com o tratamento contendo s6é o meio de cultura. Entretanto, verifica-se que ha cerca de
50,8% de inibicdo quando comparado ao tratamento contendo meio de cultura/DMSO. Ja a o
tratamento contendo o composto 8 A apresentou reducéo de 19,2% em relacdo ao meio de
cultura e 20,6% em relacdo ao meio de cultura/DMSO, Tabela 14.
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Figura 35 - Tratamentos realizados com o fungo do géRr@ikariumsp por semana.

Verifica-se que o crescimento do fungo no tratamento contendo o meio de
cultura/DMSO foi superior ao do tratamento contendo meio de cultura somente. Isto pode ser
um indicativo de que o solvente DMSO teve influéncia no crescimento do fungo, cerca de
27,7% na 1.° semana e 40,2% na 3.°, Tabela 14.

De Acordo com Campost al (2004), DMSO € um dos reagentes utilizados como
crioprotetor na conservagéo de fungos. Ele observou discos com 4 mm de didametro contendo
o fungo Monacrosporium appendiculatugriopreservado em DMSO 10%v/v teve menor
crescimento quando comparado com agua e glicerol.

Os demais compostosas nao apresentaram efeitos de inibicdo em relacdo ao fungo do
géneroFusarium sp..Verifica-se outrosim que ha maior crescimento deste fungo do que
inibicdo. O tratamento contendo o composto 5 A né&o inibiu o crescimento deste fungo e sim
facilitou o seu crescimento, cerca de 44,0% numa semana cuja a contribuicdo do solvente foi
de apenas 1,8%. De acordo com FURLAMNaI (1986), o Carboxin, um fungicida contendo
enxofre em sua estrutura, , ndo diferiu siginificativamente do testemunho frente ao fungo
Fusarium sp. O presente trabalho parece indicar que 0s compostos sintetizados,
aparentemente, apresentaram pouco efeito sobre este fungo.

ARAUJO et al (2004) ao testar o efeito biocida dos novos complexos sobre culturas do
fungo Fusarium oxysporum, Fusariusp. eFusarium cubenseomprovou que os acidos R-

(-)- e S-(+)-mandélico nao mostraram eficacia frente ao mespossentando baixo poder
inibidor do crescimento micelial do fungo.

PEREIRAet al (2006) ao avaliar os efeitos inibitérias,vitro , de 6leos essenciais dos
condimentos, alecrim, cebola, manjericdo, menta e orégano sobre o desenvolvimento dos
fungosFusariumsp.; Aspergillus ochraceus Wilhelm.; Aspergillus flavus Link e Aspergillus
niger van Tieghenmotou que somente nas concentracdes de 1500 nigr2D00 mg.mL
tiveram o seu desenvolvimento micelial afetado. CANDIDO e SllefAl (2007) notaram
que residuos citronela, torta de babacu, bagaco de cana e casca de mandiocam
proporcionaram inibicdo do crescimento micelial Flesarium. oxysporum, Fusariusp.
Vasinfectume quando comparados aos outros residuos, o extrato de bagaco de cana
apresentou maior crescimento micelial, que pode ser explicado pela alta concentracédo CN
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presente no residuo, entretanto a concentracdo 2 % apresentou maior inibicdo, havendo uma
relacdo da acdo do residuo sobre a severidade da doenca.

BATISTA et al (2002) executaram testes de fungitocidiadeitro contra dois isolados
de Fusarium oxysporunf sp.passiflorag com objetivo de selecionar fungicidas para o
controle dessa doenca. Os fungicidas w as doses utilizadas foram: benomil (0,5)g i.a.L
tiofanato metilico (1,4 g i.al), procloraz (0,67 g i.ait) e carbendazim (0,5 g i.&"). Os
fungicidas procloraz, benomil e carbendazim apresentaram niveis elevados de resucdo do
crescimento micelial e esporulacdo dos iaolados fitopatégeno, enquanto o tiofenato metilico
nao apresentou efeito satisfatério.

REID et al (2002) testaram o fungicida benomil e fludioxonil em experimentos em
casa de vegetacdo contRasarium oxysporumfusarium sp. Asparagi. Os resultados
mostraram que o fungicida fludioxonil limitou a morte de plantas, mesmos em niveis elevados
de indculo.

No trabalho realizado por NE&t al. (2007), fungicidas foram avaliados vitro e in
vivo quanto a sua eficacia contra o patogdngarium oxysporunf sp. Cubense Os
fungicidas procloraz e propiconazole, em concetraces de 1 e 5jig imihiram
significativamente o crescimento micelial do patdégeno. Ja o benomil mostrou reducdo de
80,6% na severidade da doenca causad&ysarium oxysporurhsp. Cubense

Os resultados da Tabela 22 e da Figura 36 indicam que 0S compostos que se apresentam
mais eficientes no controle do crescimento micelial do flgariumsp. foram 0 6 B e 8 A.

Na terceira semana verificou-se que o DMSO favoreceu o crescimento fungico. Desta forma,
todas os compostos sintetizados apresentaram valores de crescimento micelial deste fungo
acima do meio de cultura. Tal fato fica evidenciado na Tabela 21 onde pode ser verificar 0s
valores durante os sete dias de crescimento do fangwo.
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Tabela 21 - Area (cff) e odo crescimento do fungo do género Fusarigm

Tratamentos/ Dias! 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 5,21+0,24 8,74+0,27 12,89+0,64 13,61+0,60 16,06+1,05
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 6,88+0,53 10,68+0,65 16,34+1,63 18,67+1,70 22,23+2,10
Fungicida Comercial 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
6 A 0,43+0,00 5,23+0,35 8,30+0,84 11,28+1,00 12,56+1,03 15,79+1,88
6B 0,43+0,00 3,42+0,32 4,77+0,41 6,99+0,66 8,49+0,65 10,92+0,91
7A 0,43+0,00 5,25+0,63 7,06+0,97 10,30+1,37 11,86+1,47 14,54+2,07
8B 0,43+0,00 5,07+0,48 7,62+,043 11,54+1,04 13,32+1,07 16,50+1,78

Tratamentos/ Dias? 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 5,36+0,60 8,69+0,72 10,85+1,88 14,23+3,19 17,43+3,80
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 3,82+0,49 7,06+0,36 10,45+0,80 14,13+1,39 17,74+1,417
Fungicida comercial 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
5A 0,4310,00 5,66+0,63  10,10+0,64 14,05+0,82 20,65+1,90 25,10+2,93
5B 0,43+0,00 4,54+0,28 7,74+0,36 11,05+0,56 15,57+0,64 19,57+1,30
6C 0,43+0,00 6,31+0,17 9,87+0,49 13,74+0,67 18,27+1,41 23,84+1,72
8 A 0,43+0,00 4,40+0,39 6,37+0,45 8,49+0,81 11,02+1,21 14,08+1,67
8C 0,43+0,00 4,79+0,30 7,92+0,29 11,19+0,47 16,21+0,68 21,21+1,43

Tratamentos/ Dias? 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 4,89+0,50 7,31+0,50 9,39+0,69 11,87+0,89 14,15+1,09
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 7,45+0,52 11,50+0,78 15,26+1,40 19,63+1,27 23,68+1,73
Fungicida comercial 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
6D 0,431+0,00 5,76+0,41 9,22+0,27 12,28+0,64 15,56+0,67 19,27+1,01
8D 0,43+0,00 5,63+0,64 8,84+1,27 11,02+0,66 14,21+1,08 17,46+1,51
8E 0,43+0,00 5,63+0,46 8,90+0,57 11,91+1,05 15,25+1,56 19,42+2,21

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.
2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.
3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.
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Tabela 22 -Crescimento do fungo do géndfasariumsp. por semana.

Tratamentos?! Area (cm?)
Meio de cultura 16,064a
Meio de cultura/DMSO 22,234b
Fungicida Comercial 0,43d
6 A 15,786b
6B 10,916¢
7A 14,544b
8B 16,496b

Tratamentos? Area (cm?)
Meio de cultura 17,43d
Meio de cultura/DMSO 17,74d
Fungicida comercial 0,43f
5A 25,10a
5B 19,57cd
6C 23,84ab
8A 14,08e
8C 21,21bc

Tratamentos? Area (cm?)
Meio de cultura/DMSO 23,68a
Fungicida comercial 0,43f
6D 19,27bc
8D 17,46cd
8 E 19,42b

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.

2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.

3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.

Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nédo difere
entre si pelo teste de Fisher a 5% de probabilidade.
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Figura 36 - Crescimento do fungo Fusariwsp. por bioensaio.
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Na Tabela 23 observa-se o menor coeficiente angular para os compostos 6 B e 8 A, 0s
unicos que possuem diferenca significativa. Estes resultados corroboram os apresentados na
Figura 41.

Tabela 23 -Equacéao da reta dos tratamentos testados no fuggriumsp. por semana.

Tratamento? Equacédo da reta (y=ax+b)
a
Meio de cultura 2,3315 - 0,2255
Meio de cultura/DMSO 3,2189 -0,8723
Fungicida Comercial 0,43 0
6 A 2,2012 - 0,2415
6B 1,4833 -0,3442
7A 2,0252 - 0,1969
8B 2,3283 -0,6217
Tratamento? Equacgéao da reta (y=ax+b)
a b
Meio de cultura 2,4331 - 0,639
Meio de cultura/DMSO 2,512 - 1,5265
Fungicida comercial 0,43 0
5A 3,5869 -2,2818
5B 2,7511 -1,6457
6C 3,2984 -1,6664
8A 1,9195 -0,5334
8C 2,9329 -1,9298
Tratamento?® Equacéo da reta (y=ax+b)
a b
Meio de cultura 1,9766 - 0,2317
Meio de cultura/DMSO 3,3535 - 0,9826
Fungicida comercial 0,43 0
6D 2,7022 - 0,8399
8D 2,4286 -0,5197
8 E 2,6936 -0,9671

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.
2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.
3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.
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4.2.5. Resultados dos compostos ao fungo do género Fusarium solani.

Na Figura 37 pode-se observar que o composto 6 B obteve resultados de inibicdo maior
que as demais, 43,8% de inibicdo do crescimento fungico em comparagcdo ao tratamento
contendo somente meio de cultura (p < 0,001).

Figura 37 - Tratamentos realizados com o fungo do géRr@isariumsolanipor semana.

A contribuicdo do solvente nas 3 semanas de testes foi completamente diferente. N&o
h& diferenca significativa (p > 0,05) para o tratamento contendo meio de cultura na primeira
semana. Héa influéncia na inibicdo pelo DMSO na segunda semana, em torno de 38,5% e
influéncia no crescimento do fungo em torno de 38,6% na terceira semana, Tabelas 14 e 26.
Na terceira semana, nenhuma dos compostos sintetizados e testados apresentou inibicdo
significativa (p > 0,05) do crescimento fungico.

Apesar do composto 8 C apresentar 39,6% de inibicAo, a mesma ndo diferiu
significativamente do tratamento contendo meio de cultura/DMSO (p > 0,05). Portanto, o
Unico composto a apresentar efeito fungicida foi o 6 B (Tabela 26).

De acordo com MICHEREFF & BARROS (2001), fungicidas a base de enxofre séo
recomendados em caso de contaminacdoQidium caricae responsavel pelo Oidio em
mamao.

Segundo OLIVEIRAet al (2008), que avaliou a atividade de extratos organicos de
folha deByrsonimasp.contra o crescimento micelial Basarium solaninotou que o mesmo
foi insensivel ao extrato.

OLIVEIRA et al (2007)ao estudar a atividade antioxidante e a atividati&iagica de
extratos de laranja, limdo, maga, banana, batata, berinjela, arroz e trigo verificos que o
extratos fenodlicos apresentaram inibicdo sobre o crescimento fangico e a producdo de
aflatoxina B1 pelo fungdéspergillus fl avusexceto na presenca do extrato da polpa da batata.

GARCIA JUNIORet al (2008) avaliaram o efeito do tratamento quimico na incidéncia
de Fusarium graminearumgerminacdo, emergéncia e altura de plantulas em sementes de
trigo com os fungicidas (i.a./ 100 kg de sementes) captana (150,0 g), tiofanato metilico (75,0
mL), triflumizole (45,0 g), triticonazole (45,0 mL), triadimenol (13,5 mL), tolyfluanida (75,0
g), tebuconazole (5,0 mL), fludioxonil (5,0 mL), difeconazole (30,0 mL) e thiabendazole
(30,0 mL).Triflumizol, triadimenol, triticonazole, thiabendazole e tiofanato metilico
reduziram significativamente a incidéncia Beggraminearumnas sementes em relacdo a
testemunha.

Thiabendazole e tiofanato metilico foram superiores ao triflumizol e triadimenol, os
demais fungicidas comportaram-se de maneira semelhantes a testemunha. O estudo corrobora
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que fungicidas contendo enxofre em sua estrutura apresentam maior atividade anti-fungica,
como é o caso dos fungicidas thiabendazole e tiofanato metilico, pertecentes ao grupo
quimico benzimidazol. O fungicida triflumizol, um imidazol, obteve bons resultados. Ele
apresenta a ligacdo N=C como todas os compostos sintetizados neste trabalho.

DANTAS et al (2009) avaliaram a inibicdo do crescimento micelial do fungo
Lasiodiplodia theobromaegsponséavel por doencas importantes em mangudaadifera
indica L.), coqueiro Cocos nucifera L), cajueiro Anacardium occidentale L.ypondiasspp.,
dentre outras. Foram testados o cardanol e os outros produtos sintetizados, em concentragdes
de 200, 500, 800, 1100 e 1400g.MmLFoi verificado que tanto o cardanol, como os demais
produtos sintetizados ndo apresentaram atividade fungicida nas concentragdes testadas sobre c
fungoL. theobromaePorém o acetilcardanol apresentou uma maior disposicéo para producao
de uma droga, inibindo em até 40,9% do crescimento fungico.

CAMILI et al (2007) relata o controle de patégemos uvas de mesa, principalmente,

a ocorréncia do mofo cinzent®d@trytis cinereaPers.:Fr.)feitos com didéxido de enxofre, o
gue mais uma vez evidéncia a atividade do enxofre como fungicida.

Na Tabela 24 observa-se a area mostrando o crescimento fingico durante os 7 dias de
analise. Verifica-se nesta tabela que o composto 6 B apresenta sistematicamente um efeito
inibitério sobre o crescimento deste fungo, apresentando sempre os valores mais baixos de
crescimento do fungo.

Na Tabela 25 pode-se verificar os valores finais de crescimento na qual percebe-se que
a substancia 6 B foi aquela que inibiu o crescimento micelial deste fungo com inibicdo do
crescimento fungico de aproximadamente 44%.
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Tabela 24 - Area (cff) e odo crescimento do fungo do género Fusarium sqlanisemana.

Tratamentos/Dias? 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 6,87+0,46  10,72+0,79 15,66+1,07 18,37+2,08 23,75+1,10
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 6,83+0,21  10,36%0,80 15,60+0,96 18,80+1,80 23,67+2,25
Fungicida Comercial 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43%0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
6 A 0,43+0,00 5,57+0,42 8,48+0,68 12,25+1,33 14,84+1,72 18,98+2,17
6B 0,43+0,00 4,14+0,39 6,18+0,27 8,7010,24 10,35+0,15 13,34+0,59
7A 0,43+0,00 6,07+0,57 9,63+1,01 12,96+1,33 16,10+1,96 20,25+2,79
8B 0,43+0,00 5,38+0,37 8,09+0,41 12,81+0,75 15,92+0,72 20,03+1,43

Tratamentos/Dias? 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 7,46+0,75  10,56%0,86 14,09+1,80 19,16+2,63 22,46%3,72
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 5,0040,41 7,06+0,67 9,06+1,20 11,37+1,51 13,82+1,70
Fungicida comercial 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43%0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
5A 0,43+0,00 5,89+0,12 8,95+0,44 11,94+0,60 16,24+0,79 19,82+0,89
5B 0,43+0,00 5,48+0,42 8,51+0,72 11,26+1,19 15,46+1,74 19,12+2,11
6C 0,43+0,00 5,59+0,33 8,38+0,51 11,58+0,94 15,79+1,17 19,81+1,63
8 A 0,43+0,00 4,78+0,31 6,95+0,47 9,31+0,73 12,25+0,74 14,80+1,08
8C 0,43+0,00 4,06+0,22 5,8940,36 7,71+0,53 10,57+0,81 13,57+1,37

Tratamentos/Dias3 0 3 4 5 6 7
Meio de cultura 0,43+0,00 6,62+0,47 9,57+0,82 12,38+1,03 15,83+1,35 19,66+1,60
Meio de cultura/DMSO 0,43+0,00 7,46+0,42  11,73%0,64 17,81+0,90 22,06+1,03 27,26+1,49
Fungicida comercial 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00 0,43+0,00
6D 0,43+0,00 6,96+0,33  10,69+0,43 14,72+0,88 19,29+1,29 24,03+1,88
8D 0,43+0,00 6,54+0,50 10,26+0,91 14,36+1,14 19,02+19,02 23,96+2,27
8 E 0,43+0,00 6,38+0,30 10,47+0,88 14,16+1,15 18,79+1,82 23,35+1,92

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.
2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.

3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio..
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Tabela 25 -Crescimento do fungo do génd¥asarium solanipor semana.

Tratamentos? Area (cm?)
Meio de cultura 23,75a
Meio de cultura/DMSO 23,67a
Fungicida Comercial 0,43d
6 A 18,98b
6B 13,34c
7A 20,25b
8B 20,03b
Tratamentos? Area (cm?)
Meio de cultura 22,46a
Meio de cultura/DMSO 13,82c
Fungicida comercial 0,43d
5A 19,82b
5B 19,12b
6C 19,81b
8 A 14,80c
8C 13,57c
Tratamentos? Area (cm?)
Meio de cultura 19,66¢
Meio de cultura/DMSQO3 27,26a
Fungicida comercial® 0,43d
6 D3 24,03b
8 D3 23,96b
8 E3 23,35b

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.
2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.
3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.

Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nao difere
entre si pelo teste de Fisher a 5% de probabilidade.
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Figura 38 - Crescimento do fungo Fusariwulanipor bioensaio.
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A Tabela 26 e a Figura 38 apresentam as equacdes da reta e as curvas de crescimento do:
fungos para todos os tratamentos. Observa-se que o menor coeficiente angular comprova a
eficiéncia do composto contendo enxofre em sua estrutura. A substancia 6 B possui o
coeficiente angular de 1,6718. Esse resultado corrobora o fato de que das substancias testadas
somente o tratamento contendo o composto 6 B teve efeito inibitério no crescimento micelial
do fungoFusariumsolani.

Tabela 26 -Equacao da reta dos tratamentos testados no fiuggriumsolanipor semana.

Tratamento? Equacédo da reta (y=ax+b)
a b
Meio de cultura 3,0478 - 0,5642
Meio de cultura/DMSO 3,0882 -0,7133
Fungicida Comercial 0,43 0
6 A 2,4186 - 0,3906
6B 1,6718 - 0,0596
7A 2,6157 -0,3778
8B 2,5758 - 0,7467
Tratamento? Equacéao da reta (y=ax+b)
a b
Meio de cultura 3,1869 -0,9182
Meio de cultura/DMSO 1,9046 - 0,1467
Fungicida comercial 0,43 0
5A 2,7807 -1,0386
5B 2,6683 -1,0761
6C 2,7573 -1,2265
8A 2,0635 - 0,5095
8C 1,8401 - 0,6298
Tratamento?® Equacéo da reta (y=ax+b)
a b
Meio de cultura 2,7225 - 0,5954
Meio de cultura/DMSO 3,8939 -1,7686
Fungicida comercial 0,43 0
6D 3,3735 -1,3701
8D 3,3603 -1,5734
8 E 3,2892 - 1,4405

1 Resultados obtidos no 1.° bioensaio.
2 Resultados obtidos no 2.° bioensaio.
3 Resultados obtidos no 3.° bioensaio.
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4.3DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA DO CRESCIMENTO FUNGICO

Nao hé& diferenca significativa (p > 0,05) entre as concentracdes utilizadas para cada
fungo avaliado. Ao final de sete dias, tanto a concentracdo de 1000" mgdnto a
concentracéo de 32,25 mg.inibiu o crescimento fangico.

Analisando as Tabelas 27, 28, 29 e 30, comparando-se o crescimento dos quatro fungos,
gue o composto 6 B foi mais eficiente na inibicdo do crescimento micelial doFusgaum
sp (p < 0,05). Nao existe diferencas significativas (p > 0,05) entre o crescimento dos fungos
Colletotrichum sp. e Fusarium solani. O composto 6 B parece apresentar menor efeito
inibitério sobre o fungdlternaria sp., uma vez que foi neste onde houve o0 maior crescimento
micelial. No ensaio bioldégico o composto 6 B foi misturado, assim como as demais, ao meio
de cultura que facilitou o crescimento dos fungos. Neste experimento o composto foi aplicado
diretamente sobre o fungo, mostrando que sem o meio de cultura o fungo ndo apresenta
crescimento satisfatorio.

MARQUES, MONTEIRO & PEREIRA (2004) realizaram trabalho utilizando
metodologia semelhante a utilizada neste trabalho (BABER, 1970). Eles verificaram que
0 Oleo de nim afetou o crescimento e a esporulacabl.danisopliag B. bassianae P.
farinosus Entretanto, n&o foi verificado efeito sobre a viabilidade dos conidios destes fungos.

Tabela 27- Area (cm?) de crescimentasedo fungoAlternariasp. p=0,51.

Alternaria sp.
Amostra/Dia 3 4 5 6 7
1000 mg.L-t 4,95+0,43 9,18+0,90 13,91+1,27 20,13+2,57 27,13+3,17
500 mg.L-t 4,77+0,968,92+1,21 13,53+1,7820,09+2,57 25,49+2,85
250 mg.L-t  4,90+1,048,46+0,90 14,14+1,26 20,50+1,53 27,79+1,75
125 mg.L-t 5,57+0,809,53+1,18 15,03+1,56 21,88+2,26 28,28+3,00
62,5 mg.L-t 4,38+0,333,37+0,49 12,91+0,61 19,17+1,69 24,85+2,77
31,25 mg.L-15,45+0,60 9,49+0,94 15,06+1,39 20,05+1,93 26,67+3,66

Tabela 28 -Area (cm?) de crescimentasedo fungoColletotrichumsp. p=0,39.

Colletotrichumsp.

Amostra/Dia 3 4 5 6 7

1000 mg.L-t 3,62+0,385,92+0,58 9,62+0,78 15,25+1,59 19,77+2,34
500 mg.L-* 4,46+1,147,13+1,47 10,18+1,06 15,95+1,60 20,18%1,45
250 mg.L-t  4,84+0,717,84+1,13 11,10+1,02 16,16+1,71 19,79+2,52
125 mg.L-*  4,63+0,536,57+0,53 9,79+1,33 14,30+1,86 18,30+2,97
62,5 mg.L-* 4,30+0,706,35+1,44 9,79+1,35 13,74+1,51 18,23+1,26
31,25 mg.L-t 3,97+0,445,85+0,32 9,48+0,50 13,48+1,90 17,26+2,50
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Tabela 29 -Area (cm?2) de crescimentocedo fungoFusariumsp. p=0,44.

Fusarium sp.

Amostra/Dia 3 4 5 6 7

1000 mg.L-* 5,24+0,227,61+0,53 10,83+0,83 13,81+1,29 15,09+1,69
500 mg.L-* 5,26+0,157,85+0,64 10,45+1,00 12,87+0,91 15,45+0,93
250 mg.L-* 5,74+0,498,63+0,85 10,93+0,82 13,92+1,02 16,14+1,76
125 mg.L-* 5,48+0,458,01+0,38 10,99+0,50 13,66+1,21 16,18+1,29
62,5mg.L-* 6,01+0,598,30+0,56 11,86+0,85 14,62+0,37 16,92+0,58
31,25 mg.L-* 5,04+0,337,70+0,61 10,97+0,77 13,71+0,58 16,44+1,41

Tabela 30 -Area (cm?) de crescimentaoedo fungoFusarium solanp=0,59.

Fusarium solani

Amostra/Dia 3 4 5 6 7

1000 mg.L-* 6,41+0,489,64+0,82 13,17+0,8218,05+1,24 21,65+1,82
500 mg.L-* 6,07+0,329,72+0,77 13,06+£0,5818,33+1,49 21,58+1,41
250 mg.L-* 5,85%0,1810,02+1,16 13,31+1,95 19,85+2,00 23,59+2,62
125 mg.L-* 6,04+0,169,51+0,19 13,01+0,3816,89+1,37 21,65+1,18
62,5 mg.L-* 6,50+0,5310,41+0,6413,70+1,21 18,26+1,93 21,85+2,25
31,25 mg.L-* 6,03+0,3710,35+0,7513,31+0,87 18,60+1,67 22,65+1,44

4.4ENSAIOS PARA AVALIAGAO DE INIBICAO DA ACETILCOLINESTERASE

4.4.1. Avaliagéo da inibigcdo da acetilcolinesterase.

Dentre os compostos sintetizados, nenhum inibiu a enzima aceticolinesterase. Isto pode
ser facilmente observado pela ndo formacao do halo branco, Figura 39.

EtOH P B8A 7A 8B 7B 6B 6A

Figura 39 - Teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

O composto 6 B apresentou inibicdo para os qustro fungos. Este resultado é importante
uma vez que este composto ndo inibe a acetilcolinesterase.

A acetilcolinesterase é responsavel pela degradacdo do neurotransmissor acetilcolina
das sinapses colinérgicas (NIGG E KNAAK, 2000). O acumulo de acetilcolina no espaco
sinaptico, por sua vez, pode acarretar no desenvolvimento de uma situagdo de super-
estimulacao colinérgica tanto ao nivel do sistema nervoso central (SNC) quanto ao nivel das
juncbes neuromusculares periféricas (WORgiKal, 2007). Como resultado de uma super-
estimulacdo colinérgica ocorre uma massiva disfuncdo de inimeras funcdes fisioldgicas
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relacionadas a funcionalidade do sistema colinérgico e eventualmente a morte por faléncia
respiratoria (EDDLESTONt al, 2006).

De acordo com SABELGO (2005), herbicidas organofosforados e carbamatos séo
inibidores potentes da enzima acetilcolinesterase (AChE), causando hiperestimulacdo dos
receptores de acetilcolina, o que impede a contracdo muscular normal (NASCIMEIEIT,O
2006). Os compostos sintetizados, ao contrario, ndo provocaram a inibicdo da mesma.

Entre os parametros utilizados para avaliar a toxicidade de pesticidas e herbicidas, a
medida da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) é muito utilizada (SABIGHO
2000; DUTTA & ARENDS, 2003).

A enzima hidrolisa o substrato acetiltiocolina, gerando como produto a tiocolina, que
reage com o DTNB ou reagente de Ellman, produzindo 2-nitrobenzoato-5- mercaptotiocolina
e 0 4cido 2-nitro-4-tiobenzéico facilmente identificado pela coloragdo amarela, Esquema 16.

O O|

+ 2
)J\ N (CHz)3 —>
HaC S//\\\//

AChE HsC OH
acetiltiocolina acido acético tiocolina

b /\/N+(CH3)3

NO, NO,
+ COOH
N (CHz)s + —
hs” N NO,
tiocolina
S\S SH

acido 2-nitro-4-tiobenzoico
DTNB (cor amarela )

+

COOCH

NO,

/\/S—S

(HaC)aN”

acido 2-nitro-4-mercaptotiobenzéico

Esquema 16 Reacéo da enzima acetilcolinesterase.
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5. CONCLUSAO

# As dialquilfosforilidrazonas sintetizadas sdo inéditas e facilmente obtidas. Os
rendimentos foram variados, sendo relativamente altos quando o aldeido utilizado foi
o furfural ou tiofurfural.

# Houve formacdo dos dois possiveis diastereoisOome&i@, (principalmente quando
foi utilizado furfural. Ja com o tiofurfural os compostos obtidos eram praticamentes
puros. Nos demais, havia um excesso enanciomérico com preferéncia pelo
diastereoisomers.

¢ As dialquilfosforidrazonas a base de tiofurfural apresentaram purezas superiores a
81%.

# O composto 6 B foi o que melhor apresentou atividade fungicida, inibindo o
crescimento de todos os fungos testados.

# Os resultados mais expressivos do compdstB foram em relagdo aos fungos
Alternaria sp eColletotrichumsp. com 62,1% e 66,5%, respectivamente.

¢ Todas as dialquilfosforidrazonas sintetizadas néo inibem a enzima acetilcolinesterase.
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Figura 40 - Infravermelho do fosfonato de dietila (1) em célula de NacCl.
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Figura 44 - Infravermelho do fosfonato de diisopropila (3) em célula de NacCl.
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Figura 46 - Infravermelho do fosfonato de isobutila (4) em célula de NaCl.
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Figura 50 - Espectro de RMNH do dietilfosforilidrazina (5) em CDgt 400MHz.
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Figura 52 - Infravermelho do dipropilfosforilidrazina (6) em célula de NaCl.
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Figura 53 - Espectro de massas do dipropilfosforilidrazina (6).
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Figura 56 - Infravermelho do diisopropilfosforilidrazina (7) em célula de NacCl.
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Figura 57 - Espectro de massas do diisopropilfosforilidrazina (7).
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Figura 60 - Infravermelho da diisobutilfosforilidrazina (8) em célula de NaCl.
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Figura 65 - Espectro de massas do Acido N'’-[(tZE furanilmetileno] dietiléster fosforilhidrazinico (5A).
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Figura 70 - Espectro de massas do Acido N’-[(t1F-pirrol-2-ilmetileno] dietiléster fosforilhidrazinico (5B).
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Figura 75 - Espectro de massas do Acido N'-[(#Z= furanilmetileno] dipropiléster fosforilhidrazinico (6A).
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Figura 80 - Espectro de massas do Acido N’-[(1Z= tienilmetileno] dipropiléster fosforilhidrazinico (6B).
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Figura 84 - Espectro de RMRN'P do Acido N'-[(1 B-2- tienilmetileno] dipropiléster fosforilhidrazinico (6B) em CRCL62MHz.
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Figura 86 - Espectro de massas do Acido N'-[(t BH-pirrol-2-iimetileno] dipropiléster fosforilhidrazinico (6C).
178



Chlorqform—d

[Te) N~ ™ N~ [To} < o O~ ANNAO ~MNOSTNOO M~ ©O© <
b © YoN o NN SRR R RN RS NSNS O 200 9
(*2] N~ N~~~ © © © © AN R R RN En i B B B B | [eNoNolNo]
T = L2 L S
OO~ NNHO O |
o NH FISIIIFIISESS
I ) \ SUT7TT V172 NeXae g
N~ L I B~ B~ B~ B |
\/\O// NH \ A e N~ O
|
[e} | o | oo OO

wmwwmw L L
4.10 4.05 4.00 3.95 1.80 175 1.70 1.65 0.975 0.950 0.925
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

.85
.85

L
—6.34
b

6.75 6.50 6.25
Chemical Shift (ppm)

PR U T

0.60 0.71 0.73 0.70 3.86 4.05 6.00

= [ = = [

LSRN L L L L L L B L O L
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0

Chemical Shift (ppm)
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Figura 96 - Espectro de RMN'P do Acido N'-[(1 B-4 H- imidazol-5-ilmetileno] dipropiléster fosforilhidrazinico (6D) em CRCI62MHz.
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Figura 97 - Espectro de RMN'P do Acido N'-[(1 B-4 H- imidazol-5-ilmetileno] dipropiléster fosforilhidrazinico (6D) em DMSO - 162MHz.
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Figura 99 - Espectro de massas do Acido N'-[(+ZE furanilmetileno] diisopropiléster fosforilhidrazinico (7A).
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Figura 100 - Espectro de RMNH do Acido N'-[(1 B-2- furanilmetileno] diisopropiléster fosforilhidrazinico (7A) em CPG00MHz.
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Figura 104 - Espectro de massas do Acido N’-[(42= furanilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8A).

199



o o

—6.85

6.9
[32] wn
© <
T

- —7.25

—6.78

6.8 6.7

Chemical Shift (ppm)

n o oS MM
o~ LOSSS
© © [{o (e J{oJ{o (o]
e ==

IS

6.6

6.5

NN—THOOOLSTON - o~
RO 00 W0 Q0K Q ISR XN
L R R R R R N o) N
N N (]

L L e e

R R R R LR RN R RERRS LR LR LR
3.95 3.90 3.85 380 3.75 21 2.0 1.9
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

H
NNOQWOWL MAN o~
Q06RO D ©© Soo
MmMmMmMmmm MmOm N -

£
b

93

.. ,0.95
N-0.95
:X?S

0.95 0.90
Chemical Shift (ppm)

DO

1.56
.95
95
93

93

Chemical Shift (ppm)

_N
W SN
ﬂ
| |
|
I Iyt
1.10 1.04 137 261 4.42
(=
e B e e e S I e L e o AL e e L B o
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0
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Figura 106 - Espectro de RMNC do Acido N'-[(1 B-2- furanilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8A) em CRC1L00MHz.
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Figura 107 - Espectro de RMRP do Acido N'-[(1 B-2- furanilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8A) em CRC162MHz.
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Figura 108 - Infravermelho do Acido N'-[(1)£- tienilmetileno]- diisobutilléster fosforilhidrazini¢8B) em célula de NaCl.
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Figura 109 - Espectro de massas do Acido N’-[(12= tienilmetileno]- diisobultilléster fosforilhidrazinico (8B).
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Figura 110 - Espectro de RMNH do Acido N'-[(1 E)-2- tienilmetileno]- diisobutilléster fosforilhidrazinico (8B) em CREKOOMHz.
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Figura 111 - Espectro de RMNH do Acido N'-[(1 B-2- tienilmetileno]- diisobutilléster fosforilhidrazinico (8B) em DMSO-400MHz.
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Figura 112 - Espectro de RMNC do Acido N'-[(1 B-2- tienilmetileno]- diisobutilléster fosforilhidrazinico (88B) em CRCIOOMHz.
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Figura 113 - Espectro de RMRP do Acido N'-[(1 B-2- tienilmetileno]- diisobutilléster fosforilhidrazinico (8B) em CRCI62MHz.
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Figura 114 - Infravermelho do Acido N'-[(1) H-pirrol-2-iimetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8C) em célula de NaCl.
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Figura 115 - Espectro de massas do Acido N’-[(21H-pirrol-2-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8C).
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Figura 116 - Espectro de RMNH do Acido N'-[(1 B-1H-pirrol-2-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8C) em CREI00MHz.
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Figura 118 - Espectro de RMRP do Acido N'-[(1 B-1H-pirrol-2-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8C) em CRQI62MHz.
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Figura 120 - Espectro de massas do Acido N’-[(21EH- imidazol-2-iimetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8D).
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Figura 122 - Espectro de RMNH do Acido N'-[(1 E)-1 H- imidazol-2-iimetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8D) em DMSO-
400MHz.

219



Chemi... Chemical Shift... Chemical Shift (ppm)

I
|
»M'Jt” - oMo Wnerim ot A ~\ v

[seTe) NN
[e) e} < N ™M N~
oo © © 2 oo
< < ”mm ~N oM
— — N~~~
IR w/\ 0 » I
I 3 |
_p
0] N\/&
/ SnHT AN A
0
143.00 142.00 136.50 136.25136.00 "T73'75 7350 73.25

Chemical Shift (ppm)

29.01

18.68

LA

)

e

)

140 135 130 125 120 115 110 105 100 95

Chemical Shift (ppm)

35 30

25 20 15
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Figura 124 - Espectro de RMRP do Acido N'-[(1 B-1 H- imidazol-2-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8D) em CPQB2MHz.
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Figura 125 - Infravermelho do Acido N'-[(1 E)- 4 H-imidazol-5-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8E) em célula de NaCl.
222



Figura 126 - Espectro de massas do Acido N’-[1 &£ H-imidazol-5-iimetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8E).
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Figura 127 - Espectro de RMNH do Acido N'-[(1 B- 4 H-imidazol-5-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8E) em CP@DOMH:z.
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Figura 128 - Espectro de RMNH do Acido N'-[(1 B- 4 H-imidazol-5-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8E) em DMSO-400MHz.
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Figura 129 - Espectro de RMNEC do Acido N'-[(1E)- 4 H-imidazol-5-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8E) em CBRCI
100MHz.
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Figura 130 - Espectro de RMRP do Acido N'-[(1 B- 4 H-imidazol-5-ilmetileno] diisobutilléster fosforilhidrazinico (8E) em CPTBE2MHz.
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