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THE SYNTHESIS OF GLYCEROPHOSPHOLIPIDS FOR USE AS A BOOSTER BIOCIDE IN ANTIFOULING COATINGS.
This paper presents a technological innovation that uses a subclass of glycerophospholipids as a booster biocide in antifouling paint.
These glycerophospholipid PAF-analogs are economically and environmentally viable compounds because they are synthesized
from a metal-free raw material source-soybean lecithin. The synthesis, which involves transesterification followed by an alkylation
reaction, produced a mixture of glycerophospholipids that were characterized by mass spectrometry. Evaluation of the antifouling
performance with field tests showed that the replacement of ordinary halogenated booster biocide with the synthesized product gave

a better efficiency and an exceptional antifouling activity with a significant reduction in the coverage of the fouling macro-organisms.
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INTRODUCAO

O mercado mundial de tintas maritimas anti-incrustantes, utiliza-
das em revestimentos de cascos de navios, necessita urgentemente de
um substituto para o tributil estanho (TBT), principal e mais eficiente
agente biocida ja utilizado neste segmento industrial. Apesar de
mundialmente reconhecido como uma substéncia eficaz e de ter sido
utilizado por longo tempo pela industria naval, o TBT foi banido em
2008, por leis ambientais internacionais, por ser um causador, cienti-
ficamente comprovado, de varios danos ao meio ambiente marinho.'”

Este trabalho propde a utilizacdo de glicerofosfolipidios (GPL)
como aditivo biocida anti-incrustante em tintas maritimas, especifica-
mente aqueles GPL estruturalmente andlogos a substincia conhecida
por Fator Ativador de Plaquetas (PAF), tendo como principio de
inferéncia os efeitos antagdnicos provocados por esta substancia em
diferentes tipos de células empregadas em testes in vitro realizados
pelas dreas médica e farmacolégica.®!?

GPL tém sido usados para reduzir a adesdo de proteinas e de
bactérias em materiais empregados em certas dreas tecnoldgicas,
tais como: equipamentos de processamento de alimentos, bebidas e
farmacos; materiais médicos, por exemplo, préteses, lentes oftalmi-
cas e cateteres; equipamentos filtrantes; etc., sendo suposto que tais
propriedades antiaderentes estejam relacionadas as peculiaridades
da natureza anfifilica e, por vezes, zwitterionica de suas estruturas
moleculares.'*'8

PAF e Lyso-PAF andlogos referem-se, respectivamente, aos
éteres-lipidios 1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina e ao
1-O-alquil-2-OH-sn-glicero-3-fosfocolina, sem vinculo com o
comprimento ou com o grau de insaturacdo do grupo alquila, sendo
potentes mediadores bioldgicos produzidos por vérios tipos de célu-
las."*2Estas substancias também apresentam, além das propriedades
ja mencionadas, baixos pesos moleculares (<1000 Daltons), o que
facilita a sua difusdo através de biofilmes bacterianos e também o seu
transito quanto aos possiveis mecanismos de absorcéo celular envol-
vendo a membrana citoplasmatica dos micro-organismos presentes
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nestes biofilmes.>*? Qutro fator importante € que estes GPL especiais,
sem um radical tipo acila na posicdo sn-2 do glicerol*® (Figura 1),
podem atuar como molécula sinalizadora quando em contato ou
absorvido pelos micro-organismos, sem sofrer a interrup¢do de sua
acdo agonista por enzimas do tipo fosfolipase (PLA), permitindo
que ele seja acumulado no invélucro, parede ou interior das células,
deflagrando um processo antagdnico de resposta celular, que inibird
o desenvolvimento ou destruird o micro-organismo atingido.?!-**

A sintese total de GPL néo € uma tarefa trivial, a qual requer a
incorporagdo regiosseletiva de trés diferentes substituintes nas trés po-
sicdes possiveis da molécula de glicerol, o que envolve sequéncias de
protecdo e desprotecdo de suas hidroxilas e sequéncias de alquilagao
ou acilacao e fosforilacdo, podendo, para este intento, normalmente
utilizar-se de procedimentos cataliticos e enzimaticos.

Figura 1. Numeragoes estereoespecificas (sn) dos carbonos do glicerol de
um GPL

Além disto, tais procedimentos tém sido empregados especifi-
camente em ensaios laboratoriais, trabalhando-se na faixa de micro
e miligramas, ndo estando tais rotas de sinteses relacionadas com a
escala de producdo de nosso interesse, ou seja, em escala comercial.

Para dispor de uma maior quantidade de material biocida foi
desenvolvido em nosso grupo de pesquisa, no Laboratério de Sintese
e Andlise de Produtos Estratégicos — LASAPE, Instituto de Quimica
(UFRJ), uma rota de sintese a partir da transesterificag@o de lecitinas
de soja comercial, visando a obtencdo preliminar de GPL do tipo
1-OH-2-0O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1-O-acil-2-OH-sn-glicero-
3-fosfocolina e 1-OH-2-OH-sn-glicero-3-fosfocolina, os quais,
em uma segunda etapa de sintese, foram submetidos a reacao de
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alquilagdo, sendo entdo obtidas as substancias de interesse com es-
truturas quimicas semelhantes aos compostos Lyso-PAF-andlogos.*#

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio

A andlise de massas foi realizada empregando um sistema com-
posto por um cromatégrafo a liquido Shimadzu Prominence UFLC
acoplado a um espectrometro de massas Bruker modelo Esquire 6000
equipado com eletrospray ortogonal e um analisador do tipo ion trap.

O cromatdgrafo foi operado sob modo gradiente usando uma
coluna Hypersil Gold C18 Thermo (250 x 2 mm, 5 pm) e fase mével
composta por dcido trifluoacético (TFA) 0,5% em dgua / Metanol
/ Tetrahidrofurano, iniciando a corrida com uma composi¢do de
(30/15/55) e uma vazdo de 0,2 mL min’', alcancando aos 15 minutos
a composicdo de (00/12/88) e a vazdo de 0,1 mL min! que foram
mantidos até fim da corrida de 30 minutos. Solventes usados: Metanol
grau LC-MS (Tedia); Tetrahidrofurano grau HPLC (Tedia); dgua
grau Milli-Q.

O espectrometro de massas foi operado em modo positivo,
scan m/z (150-1050); Resolug¢ao normal com (FWHM / m/z) de
0,6 m/z; gds secante nitrogénio a 10 L min™'; temperatura de secagem
de 300 °C e nebulizador a 30 psi; Hélio 5,0 (White Martins) usado
como gds de amortecimento do trap; alto viacuo de 10 mbar; trap
drive 59,1; lente 1 a -5 V; lente 2 a -60 V; saida do capilar a 132,3
V; skimmer 40 V; octopolo 1 DC a 12 V; octopolo 2 DC a 1,7 V e
octopolo RF a 194,5 V.

Para realizacao dos experimentos empregando espectrometria de
massas sequencial no tempo (EM"), uma amostra do produto final da
sintese foi solubilizada em 2 mL de uma mistura de solvente metanol,
THF e agua (2/1/1) v/v e acidificada com 2 pL de dcido férmico e
introduzida por infusdo direta no espectrOmetro de massas, vaziao

] 0
Il 12
etapa
R)j\ —P<,
1 o/\s(\OHOI 0\/\N‘/
Ry 0 H ™~ >
\ﬂ/ MeOH, Na

0

LECITINAS DE SOJA

Batista et al.

Quim. Nova

de 300 puL h', usando uma bomba de infusdo (Kd Scientific), sendo
obtido os espectros de fons produto EM? e EM?, em modo positivo,
para os {ons precursores mais abundantes.

O espectro de RMN 'H foi obtido em espectrometro Bruker AC
200A operando na frequéncia de 200 MHz. O espectro na regido
de infravermelho (4000-400 cm™) foi obtido em espectrofotdmetro
Perkin—Elmer 1600, usando pastilhas comprimidas em brometo de
potdssio.

Sintese quimica

O Esquema 1 ilustra o procedimento de sintese empregado vi-
sando a obtencdo de compostos PAF-andlogos.

A 1% etapa da sintese envolveu o tratamento da lecitina de soja
com uma solucio de metéxido de sédio em metanol e foi realizada
sob forte agitagdo mecanica e sem aquecimento (~25 °C) por 72
horas, sendo utilizados 1000 mL de metanol grau ACS (Vetec)e 3 g
de s6dio metdlico (Vetec) para cada 40 g de lecitina de soja (Akros
organics). A separagdo do produto de reagao foi efetuada por filtragdo
por gravidade em papel de filtro, sendo obtido um produto s6lido com
aspecto levemente amarelado, com rendimento de 83,5% (m/m), e um
residuo oleoso, que apds completa evaporag¢do do metanol forneceu
15% (m/m) de rendimento.

Na 2? etapa da sintese, uma fragdo do produto sélido obtido da
reagdo de transesterificacio (1° sintese), 1,2-dicloroetano, 1-bromo-
-hexadecano e solu¢do aquosa de hidréxido de sédio foram adiciona-
dos a um baldo e mantidos sob forte agitacdo magnética por 2 horas
sob temperatura ambiente (~ 25 °C). Apés este tempo, efetuou-se a
evaporagao do dicloroetano e se adicionou uma mistura de metanol
e hidréxido de amdnio em excesso a reagdo, sendo mantida por mais
2 horas sob agitagdo. Apds evaporacio do solvente, re-extracdo com
diclorometano e lavagem com dgua destilada, obteve-se os produtos
alquilados de interesse com rendimento calculado de 60% (m/m).*
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Esquema 1. Etapas da sintese quimica. Transesterificagdo (1° etapa) e alquilagdo (2 etapa)
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Espectrometria de massas

As andlises por espectrometria de massas, as propostas de cami-
nhos e reacdes de fragmentacao e a classificacdo dos GPL presentes no
produto final de sintese foram realizadas tendo como parametro traba-
lhos existentes sobre andlise de massas e classificacdo de lipidios.*-*
Os espectros de massas encontram-se como material suplementar.

Testes de campo

Os testes de campo foram realizados, em parceria, pela Divisao
de Biotecnologia Marinha do Instituto de Estudos do Mar Almirante
Paulo Moreira - IEAPM e pelo laboratdrio da empresa International
Tintas — Akzo Nobel, sendo utilizado um procedimento comparati-
vo entre quatro diferentes revestimentos anti-incrustante isentos de
cobre e um revestimento controle (sem qualquer biocida), com duas
réplicas cada, os quais foram aplicados em placas de a¢o carbono
(corpos-de-prova) medindo (15 cm x 30 cm). Os corpos-de-prova
foram mantidos submersos diretamente na baia da Guanabara-RJ,
usando-se balsas flutuantes, sendo avaliados quanto a presenca de
limo e cracas depois de passado um periodo de trés semanas e, com-
plementarmente, apds oito semanas de imersdo.

Tratamentos usados nas pinturas das placas:

Revestimento A — Tinta anti-incrustante comercial Micron pre-
mium tendo o produto da sintese (5% m/m) mais o biocida Econea
de linha comercial (2% p/p) como biocidas coadjuvantes;

Revestimento B — Tinta anti-incrustante comercial Micron
Premium tendo somente o produto da sintese (5% m/m) como bio-
cida coadjuvante;

Revestimento C — Tinta anti-incrustante comercial Micron
Premium tendo somente o biocida Econea (2% m/m) como biocida
coadjuvante;

Revestimento D — Tinta anti-incrustante comercial Micron
Premium tendo o produto da sintese (10% m/m) mais o biocida
Econea de linha comercial (2% p/p) como biocidas coadjuvantes; e

Revestimento E — Tinta maritima anticorrosiva Intertuf Vinyl
sem aditivos biocidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Produto de sintese

O espectro de massas do produto da 2* etapa da sintese registrou
ions sendo eluidos entre o quinto e o vigésimo minuto da corrida,
0s quais apresentaram razdes massa carga variando entre m/z 480 e
m/z 620, tendo sido registrado como fons mais intensos os fons m/z
510,6 € 592,6. Tabela 1 apresenta os fons precursores mais abundantes
observados e seus respectivos fons produto EM? e EM?.

A proposta para o fon precursor m/z 510,6 e seus respectivos
caminhos e mecanismos das reagdes de fragmentagdo, com base nos
principais fons produto obtidos, € apresentada nos Esquemas 2 e 3.

Cabe observar que o resultado obtido para o fon m/z 510,6 ensejou
dudvidas quanto a presenga do radical formil (aldeido), o qual ndo era
esperado para os produtos de sintese. Por este motivo, visando avaliar
especificamente a presenca de uma possivel funcdo aldeido, foram
realizadas andlises complementares por espectroscopia de ressonancia
de hidrogénio (RMN 1H) e por espectrofotometria de infravermelho
(IV), as quais ndo identificaram a presencga de bandas caracteristica
para aldeidos, ou seja, deslocamento quimico entre 9-10 e bandas de
forte intensidade nas freqiiéncias de 1725 cm’!, devido a deformagao
axial C=0, e entre 2825-2720 cm!, devido a deformagéo axial C-H, in-
dicando, deste modo, que o produto referente ao fon m/z 510,6 trata-se,
na verdade, da substancia 1-hexadecil-2-OH-sn-glicero-3-fosfocolina
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Tabela 1. fons precursores e respectivos fons produto mais abundantes

[ONS PRECURSORES  [ONS PRODUTO {ONS PRODUTO
(EM) (EM?) (EM)
m/z Int. Rel. (%) m/z Int. Rel. (%) m/z
492.6 100 268,3
286,4 85,8 268,2 /2822
510,6 100 268.3 303 _
3974 10,5 -
312,3 100 268,2/284,0 /294,3
2863 7.0 268,4
4926 6.5 -
92,6 49,3 330,4 5,0 3124
268,5 3,8 -
556,3 3,6 -
3124 100 252,3/283,3/294,4
283,3 70,5 -
368.8 39,4 330,4 3,6 268,3/284,0
508,4 4,0 490,4
478,6 100 268,3
526,6 29,9 508,6 64,1 268,3 / 464,41 490,6
268,3 22.8 -
270,3 100 -
494.6 27,4 2683 39 ]
312,3 100 268,3/284,5
613,7 15,1 283,3 4.8 -
326,3 4.1 282,1/308,4

que sofreu uma substituicio nucleofilica no carbono (sn-2) pela acao
do radical formil disponibilizado pelo tratamento prévio da amostra
com &cido férmico.

A proposta para o fon precursor m/z 592,5 e seus respectivos
caminhos e mecanismos das reagdes de fragmentagdo, com base nos
principais fons produto obtidos, € apresentada nos Esquemas 4 e 5.

Testes de campo

Todos os tratamentos utilizados, com excec¢ao daquele sem pro-
duto biocida (revestimento E), apresentaram muito boa inibi¢do do
desenvolvimento de limo e da fixa¢do de cracas. A Figura 2 apresenta
a comparacdo visual observada apds trés e oito semanas para os di-
versos revestimentos apds imersao continua no campo de testes da
empresa International tintas, localizado na Bafa da Guanabara - RJ.
No painel sem biocida (revestimento E), pintado somente com a tinta
primer anticorrosiva, foi observado uma massiva presenga de limo e de
cracas, mostrando a condi¢do extrema do ambiente marinho da Bafa
da Guanabara com relagdo a incrusta¢do marinha, sendo verificado
uma forte adesdo dos organismos fixados e constatado a dificuldade
da retirada manual.

No painel pintado com o revestimento A (tinta base Micron
Premium + 5% biocida 2% sintese + 2% biocida comercial ECONEA)
verificou-se somente uma pequena formacao de limo e a total auséncia
de cracas até a 3 semana, sendo observado uma intensificacdo da
presenga de limo na oitava semana, porém com ainda muito boa agao
contra o assentamento de cracas. Cabe ressaltar aqui a fraca adesio
observada e facil remog¢do manual dos organismos fixados.

No painel pintado com o revestimento B (tinta base Micron
Premium + 5% biocida 2% sintese), verificou-se também a total au-
séncia de cracas até a terceira semana e uma leve presenca de cracas
na oitava semana. Contudo, foi constatado, em geral, a fraca adesdo e
facil remog¢do manual dos organismos fixados. No painel pintado com
o revestimento C (tinta base Micron Premium + 2% biocida comercial
ECONEA) verificou-se também somente uma pequena formagao de
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Esquema 2. Produto da 2° etapa da sintese. Proposta de caminhos e de mecanismos das reagoes de fragmentacdo para ion precursor m/z 510,6 e ions produto
m/z 286,3 e m/7 268,3
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Esquema 3. Produto da 2 etapa da sintese. Proposta de caminhos e de mecanismos das reagoes de fragmentagdo para ion precursor m/z 510,6 e ions produto
m/z 492,3, m/z 282,3 e m/z 268,3
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Esquema 4. Produto da 2° etapa da sintese. Proposta de caminhos e mecanismos fragmenta¢do para ion precursor m/z 592,5 e ions produto m/z 312,3, m/z
294,3, 286,3 e m/z 268,2
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Esquema 5. Produto da 2° etapa da sintese. Proposta de caminhos e mecanismos fragmenta¢do para ion precursor m/z 592,5 e ions produto m/z 515,6, m/z
492,6 e m/z 268,2
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Figura 2. Fotografias das placas usadas nos testes de campo apresentando
uma comparagdo visual dos efeitos das agdes anti-incrustante dos diferentes
tratamentos (A-E) apds imersdo, na Baia da Guanabara, por trés semanas

(superior) e oito semanas (inferior). Fonte: Divisdo de Biotecnologia Ma-
rinha — IEAPM

limo e a auséncia de cracas até a terceira semana de imersao, porém,
apoés a oitava semana verificou-se a presenga de limo, de pequena
quantidade de cracas e de material ndo consolidado. No painel
pintado com o revestimento D (tinta base Micron Premium + 10%
biocida 2° sintese + 2% biocida comercial ECONEA) verificou-se
uma pequena formagao de limo e a auséncia de cracas até a terceira
semana e pequena formagio de limo e de fixacdo de cracas apds a
oitava semana.

CONCLUSAO

Compostos PAF-andlogos podem ser satisfatoriamente sinte-
tizados a partir de lecitinas de soja, sendo este produto de sintese
ativo biologicamente e de possivel incorporacido na producio de
tintas maritimas anti-incrustantes. Os testes de campo demonstraram
que o produto de sintese, quando usado em substitui¢do ao biocida
organo-halogenado acessério (booster), apresentou uma melhor
eficiéncia na redugdo dos organismos incrustantes e apresentou uma
muito boa atividade em ambos os testes de campo com significativa
redu¢do da cobertura dos macro-organismos incrustantes quando
comparado com o controle negativo (sem biocida). Entende-se
aqui que o seu uso possa ser de fato relevante ao se considerar uma
possivel substituicio de aditivos biocidas hoje utilizados em tintas
maritimas anti-incrustantes, principalmente nas novas tintas isentas
de cobre, pois trata-se de um composto biocida isento de metais e
com apelo natural, uma vez que estas substancias s@o andlogas aos
compostos naturais do tipo PAF e lyso-PAF. Com base nos resultados
obtidos e no acima exposto, conclui-se que a proposta de uso das
substincias aqui avaliadas como aditivo biocida anti-incrutante é
uma alternativa vidvel para a produgdo de tintas anti-incrustantes,
apresentando-se como uma nova e efetiva perspectiva, considerando
a exequibilidade operacional da sintese - por utilizar lecitinas de
soja, um residuo da producido de 6leo de soja comestivel e de bio-
diesel, como matéria—prima do processo — e seu bom desempenho
anti-incrustante comparado a biocidas convencionais e danosos ao
meio ambiente.

MATERIAL SUPLEMENTAR
Os espectros de massas obtidos e utilizados neste trabalho,

Figuras 1S a 8S, estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.
br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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