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RESUMO

A pesquisa em Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagdo ¢ fundamental para explorar novas
ideias, tecnologias e métodos, especialmente na busca por tratamentos utilizando plantas
medicinais. O acido glicolico, um o-hidroxidcido encontrado em diversas fontes naturais,
sendo amplamente utilizado em produtos dermatologicos. Este acido pode ser sintetizado em
laboratorio por meio de reagdes de esterificacdo, processo catalisado por diferentes
catalisadores, incluindo a argila montmorilonita K-10. Paralelamente, para que uma
substancia vem ser utilizada faz-se necessario avaliar sua toxicidade, neste sentido, o
bioensaio toxicoldgico frente a Artemia salina vem sendo amplamente empregado, em parte,
devido a sua sensibilidade e reprodutibilidade. Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa
consistiu em investigar as condi¢des para a esterificacdo do acido glicolico, utilizando
diferentes catalisadores, e avaliar a toxicidade do acido glicolico antes e depois da reagdo de
esterificacdo frente a Artemia salina. A reagado de esterificacao foi conduzida sob refluxo, sob
78+2°C, agitacdo constante, utilizando como solvente e nucledfilo o etanol, e como
catalisadores o acido sulfurico, acido fosforico e montmorillonita K-10. Como resultados,
observou-se que a montmorilonita K-10 na propor¢ao de 100 e 200%, promoveu a formagao
do glicolato de etila, porém em baixo rendimento (1% e 25%, respectivamente). Entre os
acidos de Bronsted utilizados, o acido fosforico mostrou-se o mais eficiente, levando ao
glicolato de etila com 75% de rendimento de 75%. Esses resultados fornecem insights sobre
as boas condicdes para a esterificagdo do dacido glicdlico e os efeitos dos diferentes
catalisadores acidos, o que pode ter aplicagdes importantes em sinteses quimicas € na

producao de glicolato de etila.

Palavras-chave: Sintese organica; Reacdo de Esterificacdo; Catélise 4acida; Bioensaio

toxicologico.



ABSTRACT

Research, development and innovation is fundamental to exploring new ideas, technologies
and methods, especially in the search for treatments using medicinal plants. Glycolic acid, an
a-hydroxy acid found in various natural sources, is widely used in dermatological products.
This acid can be synthesized in the laboratory through esterification reactions, a process
catalyzed by different catalysts, including K-10 montmorillonite clay. At the same time,
before a substance can be used, its toxicity must be assessed. In this respect, toxicological
bioassays using Artemia salina have been widely used, partly due to their sensitivity and
reproducibility. In view of the above, the aim of this research was to investigate the conditions
for the esterification of glycolic acid, using different catalysts, and to evaluate the toxicity of
glycolic acid before and after the esterification reaction against Artemia salina. The
esterification reaction was carried out under reflux, at 78+2°C, with constant stirring, using
ethanol as the solvent and nucleophile, and sulfuric acid, phosphoric acid and montmorillonite
K-10 as catalysts. The results showed that montmorillonite K-10 at 100 and 200% promoted
the formation of ethyl glycolate, but in low yields (1% and 25%, respectively). Among the
Bronsted acids used, phosphoric acid proved to be the most efficient, leading to ethyl
glycolate in 75% yield. These results provide insights into the good conditions for the
esterification of glycolic acid and the effects of different acid catalysts, which may have

important applications in chemical synthesis and the production of ethyl glycolate.

Keywords: Organic synthesis; Esterification reaction; Acid catalysis; Toxicological bioassay.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Esquema da Reacao de Esterificagdo de Fischer.....................ooooiiiiii, 16
Figura 2: Esquema de sintese do glicolato de etila..................cooiiiiiii i, 25
Figura 3: Proposta mecanistica de formacao do glicolato de etila.......................coo 26
Figura 4: Infravermelho do glicolato de etila...............cooiiiiiiiiiiiii e, 27
Figura 5: Espectro de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz) do glicolato de etila........................ 28

Figura 6: Espectro de RMN 13C (CDCI3, 400 MHz) do glicolato de etila...................... 29



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Experimentos realizados visando a obtencao do glicolato de etila.................... 24
Quadro 2: Valores de Ka, pKa e pH dos acidos Bronsted................cccooiiiiiiiiiiiie, 25
Quadro 3: Concentragdes do acido glicolico utilizadas frente as larvas das artémias........... 30
Quadro 4: Concentragdes do glicolato de etila utilizadas frente as larvas das artémias.........30

Quadro 5: Concentracgoes do glicolato de etila utilizadas frente as larvas das artémias.........30



P,D&I
AHA
K-10
H,PO,
H,SO,
H,SiF,
PO,

OH
Cl

v
RMN
KBr
CCD
CLy
Ph

°C

13C

cm

ppm
pug/mL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagao
a-hidroxiacido

Montmorilonita

Acido fosforico

Acido sulfurico

Acido hexafluorosilicico

Oxido de fosforico

Flaor

Hidroxila

Cloro

Infravermelho

Ressonancia magnética
Brometo de potassio
Cromatografia em camada delgada
Concentragao letal capaz de matar 50% dos animais testados
Potencial hidrogenidnico
Watts

Graus Celsius

Carbonila

Carbono 13

Hidrogénio

Centimetros a menos 1

Partes por milhdo

Microgramas por mililitro



SUMARIO

L. INTRODUGAO . ... cuninncininssisscsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssses 13
2. OBJETIVO 15
2.1 ObJELIVO GOTAL.....viiiiiieeiiie ettt ettt e e ae e e tae e s taeeesaeesssaaessseeennseens 15
2.2 ODbJetiVOS ESPECITICOS. . .eiuvieiiieiiieiieiieeiieeie et ete ettt et eebeestaeesseessaeenbeesaeeenseensnas 15
3. REFERENCIAL TEORICO......coeumiumesnsnscsmsnscsssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssss 16
3.1 Produtos NATUTIS. ......cccciieeiieeeiie et eeiee et eeiteeeiae e e eea e e st e e saeeesaeeesaseeesnseeessseeensseaans 16
3.2 ACIAO GIEOLICO. ettt 16
3.3 Esterificag@o de Fischer € CatalisSadores..........ccueeevuvieeiuieieiiieeiiee e 17
3.4 Montmorilonita (K=10)........cccueiiiiiiiiieeiie et eree s 18
3.5 ACTAO SUIITICO. ... oot een s 19
3.6 ACIAO FOSTOICO. ......veveeveeeeeeeeeeeeeee et 20
3.7 ATteMIA SALINA....cuiiiiiiieiiieieete ettt ettt ettt 21
4. MATERIAIS E METODOS.......cooeiumermmncsmsnscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 22
4.1 LOCAIS A PESGUISA....ccuvreerurireereeeetieesteeesteeesreeessseeessseessseesseeesseeessesessseessssesssssessnns 22
4.2 Reagentes € CqUIPAMENLOS. ......cccuveeerureeerrreasiieeeireessreesseeesseeessseesssseesssseesssseesssseesssees 22
4.3 Materiais, SOIVENLES € TEAZENLES.....cc.vieuieeiieriieeieetieeteerieeeteeteeebeeseeeeseeseeesseenseesnseas 22
4.4 Sintese do ESter ZlICOIICO. . .eiuiiiiiiiieiie ettt e e 23
4.5 B10€nSa10 tOXICOIOZICO. .. .ccuiiieiiieeiiieeiieeeiteeette e et e et eesibeeesbeeeeaeesssaeeesaeeeaseeesaeeans 23
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......ccoueerrrnenersrnsnssssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssss 25
5.1 Avaliag@0 tOXICOLOZICA. ...ccuvieruiieiieiieeiieite et ette et et e ete et e ere e e e ssaeebeesnbeebeessaeensaeas 30
6. CONCLUSAO 33




1. INTRODUCAO

A Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacao (P,D&I) sdo processos relacionados a busca
e aplicacdo de novas ideias, tecnologias e métodos para aprimorar produtos, servicos e
processos (BRASIL, 2018). Desta forma, um dos ramos da P,D&I consiste no estudo de
plantas medicinais visando novos tratamentos, uma vez que as espécies vegetais apresentam
principios ativos capazes de produzir efeitos terapéuticos no organismo humano.

De acordo com Moreira (2013), das 250 a 500 mil espécies vegetais existentes no
planeta, apenas cerca de 15% foram alvo de estudo relativo as suas propriedades quimicas, €
uma parcela ainda menor foi analisada em termos bioldgicos. Dentre os varios principios
ativos que as plantas apresentam destaca-se o acido glicolico, um a-hidroxiacido (AHA),
presente na cana de agUcar, uva verde e abacaxi.

Muitos produtos comercializados apresentam o AHA como componente de suas
formulagdes (NARDIN e GUTERRES, 1999), uma vez que essas substancias apresentam o
grupo carboxila e hidroxila, fungdes essas que permitem uma maior interagdo com a pele. Por
exemplo, os produtos a base de acido glicolico vém sendo utilizados em diferentes produtos
dermatoldgicos, cremes e outros produtos de cuidados com a pele, sendo amplamente
utilizados em peelings quimicos (RIBEIRO e CASTILHO, 2013).

Cabe destacar que o acido glicolico, embora seja obtido de fontes naturais, pode ser
sintetizado em laboratdrio a partir do acido cloridrico e do formaldeido (YOKOMIZO et al.
2013). Esse processo ¢ chamado de hidrolise acida e produz o 4cido glicédlico em sua forma
pura. Dentre as diferentes reagdes que o acido glicdlico pode sofrer, uma que merece destaque
¢ a reacdo de esterificacdo, também conhecida como Esterificagdao de Fisher em homenagem
ao quimico alemao Hermann Emil Fischer (ELSEVIER, 1966).

A reagdo de esterificacdo ¢ um processo reversivel, portanto muito lenta, deste modo,
para deslocar o equilibrio no sentido dos produtos de interesse, faz-se necessario o emprego
de temperatura e de catalisador (OLIVEIRA, 2014). Especificamente, os catalisadores podem
ser classificados como homogéneos, heterogéneos e enzimaticos (FERREIRA et al. 2022). Os
catalisadores homogéneos sdo aqueles que se dissolvem no meio reacional, levando a
formag¢ao de uma tnica fase, enquanto que os catalisadores heterogéneos nao se dissolvem no
meio reacional, levando a forma¢do de um sistema contendo duas ou mais fases (FERREIRA
et al. 2022).

Segundo Braibante (2014), dentre os varios catalisadores heterogéneos descritos na

literatura, um que merece destaque ¢ a argila montmorilonita K-10, que faz parte da categoria
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dos catalisadores K, os quais sdo derivados de um mineral composto por hidrossilicato de
aluminio. A estrutura do K-10 possui uma configuragdo semelhante a de um "sanduiche",
onde uma camada octaédrica esta inserida entre duas camadas tetraédricas.

Paralelamente, com a crescente demanda por substincias biologicamente ativas de
origem natural ou sintética, faz-se a avaliagdo toxicologica de facil execucdo e rapida resposta
(MOREIRA, 2013). Neste sentido, um bioensaio toxicoldgico utilizando Artemia Salina
Leach merece destaque, uma vez que apresenta diversas vantagens no que tange a
uniformizacdo e monitoramento da qualidade dos produtos provenientes da natureza,
sensibilidade e reprodutibilidade (MERINO et al. 2015).

Diante do exposto, o presente trabalho visa investigar diferentes condi¢des reacionais
para a esterificagao do acido glicdlico, bem como avaliar a toxicidade do acido glicolico antes

e depois da esterificagao.

13



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Realizar um estudo das condigdes reacionais para promover a esterificacdo do acido

glicolico avaliando diferentes catalisadores e avaliar sua toxicidade frente a Artemia salina.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudar as condigdes reacionais da esterificagdo do acido glicolico utilizando como
catalisador a montmorillonita K10, acido sulfurico e acido fosforico;

e Realizar a caracterizac¢do do glicolato de etila;

e Determinar a toxicidade do acido glicdlico antes e depois da reacdo de esterificacdo

frente a Artemia salina Leach.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Produtos Naturais

O Brasil desfruta de uma posicao altamente vantajosa no campo da ciéncia de produtos
naturais, devido a sua condi¢do de um dos paises com maior biodiversidade do mundo e a sua
rica comunidade de pesquisadores em quimica de produtos naturais (BERLINCK, et al,
2017). Diversas abordagens s3o utilizadas na pesquisa em quimica de produtos naturais, em
decorréncia de sua extensdao e longa histéria de desenvolvimento, que caracterizam esta
ciéncia de ampla interdisciplinaridade.

Enfatizando a importincia crucial de abordagens interdisciplinares para impulsionar o
progresso na area de produtos naturais. Essa 4rea continua a evoluir, e as recentes inovagdes
nas ferramentas de pesquisa, como avancos na biologia molecular e métodos analiticos mais
sofisticados, estdo criando oportunidades valiosas para uma analise mais aprofundada da
estrutura dos produtos naturais. (OLIVEIRA et al. 2013).

Atualmente, muitos consumidores optam por recorrer a plantas medicinais ndo apenas
para buscar uma melhoria na qualidade de vida, mas também como resultado dos altos custos
associados aos medicamentos industrializados. A crise econdmica e a falta de acesso
adequado a assisténcia médica e farmacéutica tém impulsionado as pessoas a buscar
alternativas naturais como uma opg¢ao viavel (MOREIRA. 2013). Consoante Machado e
Moreno (2020), o mercado dos cosméticos também busca por principios ativos naturais, com

baixa taxa de toxicidade e boa eficacia, como por exemplo o Acido Glicoélico.

3.2 Acido Glicélico

O 4cido glicdlico, que ¢ derivado da cana-de-agucar e ¢ conhecido como o menor
alfa-hidroxiacido (AHA) em termos de massa molecular, possui uma estrutura quimica
denominada Acido 2-hidroxiacético. Este acido demonstra uma notavel capacidade de
dissolver-se tanto em agua quanto em etanol. Ele ¢ o0 AHA mais amplamente empregado na
formulacao de produtos dermocosméticos, uma vez que sua eficacia na pratica dermatoldgica
ja esta bem estabelecida (CENTURIAO et al. 2021).

O 4cido glicolico possui formula quimica C,H,O;, por se tratar de uma molécula

pequena, permite a sua facil penetracdo na camada superior da pele, a epiderme. Isso o torna
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um dos agentes esfoliantes mais eficazes, uma vez que pode dissolver as ligagdes entre as
células mortas da pele (REIS et al. 2014).

Segundo Santos (2021) ¢ crucial adotar medidas cautelosas ao utilizar tais produtos
cosméticos, especialmente em individuos com pele sensivel, devido aos potenciais reagdes
adversas associadas a aplicacdo de acidos. Estas reacdes podem incluir eritema (vermelhiddo
cutanea), edema (inchago), sensa¢do de queimagdo, prurido (coceira) e discromias cutaneas
(alteracdes na coloragdao da pele). Adicionalmente, a exposi¢do a radiagdo ultravioleta pode
induzir a sensibilidade cutanea, tornando indispensavel a incorporagao de um cosmético com

capacidade de fotoprotecao.

3.3 Esterificacido de Fischer e Catalisadores

O método mais comum e mais utilizado em processos industriais ¢ em escala de
laboratério para obtencdo de ésteres ¢ a reacdo reversivel entre um 4cido carboxilico e um
alcool. Essas reagdes geram agua e sdo facilitadas através do aumento da temperatura do meio
de reagdo e na presenga de um catalisador acido de Bronsted-Lowry. Sem catalisador, em
condi¢des normais de temperatura e pressao, essa reagdo ocorre lentamente, devido a sua

reversibilidade (OLIVEIRA. 2014).

Figura 1: Esquema da Reacio de Esterificacio de Fischer

0
H+ 1
R+ HoO

+ R—OH
R OH

Fonte: Autoria prépria. 2023

Os catalisadores podem ser divididos em trés classes: homogéneos, enzimaticos e
heterogéneos. Na catdlise homogénea, as descobertas e os reagentes coexistem na mesma
fase, tipicamente na fase liquida. Devido a essa proximidade molecular, os eventos se
encontram distribuidos de maneira equilibrada a nivel atdmico durante a ocorréncia quimica,
resultando na disponibilidade de todos os atomos do evento como sitios ativos para a
ocorréncia. Consequentemente, as solugdes homogéneas estabelecem uma interacdo mais

intensa com os reagentes, conduzindo a uma eficiéncia elevada nas solugdes sem a
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necessidade de detalhes substanciais de incidente. Isso, por sua vez, permite a condugdo das
reacdes em condi¢des mais suaves (GUSMAO. 2017).

Conforme Sheldon (2018) a aplicacdo de biocatalisadores enzimaticos oferece uma
série de vantagens substanciais. Além de exibirem estereoseletividade notavel e alta
especificidade, as enzimas sdo caracterizadas por sua biodegradabilidade, auséncia de
toxicidade e a exigéncia de quantidades reduzidas para efetuar as reagcdes. Adicionalmente, as
reacgOes catalisadas por enzimas ocorrem sob condi¢des de pressdo atmosférica e temperatura
ambiente, o que representa condicdes suaves e economicamente vantajosas. Esses fatores
contribuem para a minimizacdo da geragcdo de residuos, promovendo assim processos mais
sustentaveis.

Por outro lado, os biocatalisadores também apresentam desafios significativos. Eles
exibem baixa estabilidade, o que implica na necessidade de um controle rigoroso das
condi¢des de temperatura e pH durante os processos biocataliticos, bem como na necessidade
de monitoramento minucioso para evitar a presenca de impurezas e contaminantes biologicos.
Além disso, ao final da reacdo, a recuperagdo dos biocatalisadores do meio reacional ¢ uma
tarefa complexa, resultando em custos adicionais e dificuldades na reutilizacdo desses
catalisadores (SANTOS. 2020).

Nesse cenario, os catalisadores heterogéneos emergem como uma alternativa
altamente vantajosa para inimeras aplicacdes industriais, abrangendo aproximadamente 80%
dos processos. A principal razdo reside no fato de que esses catalisadores nao se dissolvem no
meio reacional, facilitando assim consideravelmente a tarefa de recupera-los e tornando sua
reutilizagdo uma pratica mais viavel (VOJVODIC e NORSKOV. 2015).

Segundo Schmal (2016), podemos citar o uso de catalisadores heterogéneos em
processos de hidrogenacdo e craqueamento na industria do petroleo, na induastria de
processamento da cana de acucar, catalisadores automotivos para reducdo de gases toxicos e

petroquimica em geral.

3.4 Montmorilonita (K-10)

Uma das argilas mais utilizadas em rea¢des na quimica organica ¢ a montmorilonita,
K-10, que pertence a classe dos K-catalisadores, derivados de um mineral de hidrossilicato de
aluminio (BRAIBANTE. 2014), sendo um argilomineral, s6lido inorganico o qual vem sendo

muito empregado na sintese organica nos ultimos anos.
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A montmorilonita, conhecida como K-10, ¢ um mineral do grupo das esmectitas, cuja
formula quimica geral ¢ dada pela M,(Al, Mg,)Si;0,,-(OH),. Se trata de uma argila
expansiva com capacidade de reter e absorver dgua. (SILVA. 2008).

Argilominerais sdo filossilicatos e, como tal, desenvolvem cristais em formato de
folhas ou placas, que podem formar pilhas (“livros” = “booklets”), leques, agregados
esféricos, fibras, pontes, etc. Diversos argilominerais desenvolvem-se nas rochas, como
esmectitas, caulinita, dickita, ilita e outros (UFRGS. 2021). Pode ser utilizada em diversas
areas como por exemplo: Perfuracdo de pogos, geotécnica e construcdo, industria cerdmica,
agricultura e farmacéutica.

De acordo com Paiva e Morales (2007) as placas de montmorilonita exibem uma
estrutura superficial irregular, possuem extrema finura, demonstram uma propensdao a
agregacdo durante o processo de secagem e revelam uma notavel capacidade de delaminagao
quando expostas a dgua. Seu diametro ¢ aproximadamente da ordem de 100 nandmetros, a
espessura pode atingir valores tdo baixos quanto 1 nandmetro, ¢ suas dimensdes laterais
podem variar de 30 nanometros a varios micrometros. Esse conjunto de caracteristicas resulta

em uma notavel razao de aspecto, que pode atingir valores da ordem de 1000.

3.5 Acido Sulfirico

O 4cido sulfurico é uma substincia quimica inorganica cuja formula é H,SO,. E um
acido poderoso e, sob condi¢cdes normais, se apresenta como um liquido sem cor, com
caracteristicas oxidantes e auséncia de odor. Quando ¢ misturado com agua, ele passa por um
processo altamente exotérmico, ocorrendo em duas etapas e resultando na formacdo de ions
hidronio. As propriedades deste composto variam dependendo da sua concentragdo, sendo que
as formas mais concentradas de acido sulfurico possuem notaveis capacidades de desidratagao
e oxidacgdo. (SANTOS. 2020).

Consoante a Markets and Markets (2018) o 4cido sulfurico devido a sua ampla
aplicagdo em diversos setores industriais, a sua producao ¢ um reflexo do avanco industrial de
um pais e de seu crescimento econdmico, que pode ser quantificado pela contribuicdo a
producao global. Nos ultimos anos, estima-se que a produ¢ao mundial de acido sulfurico
tenha ultrapassado a marca de 200 milhdes de toneladas.

O 4cido sulfurico ¢ uma substincia poluente comumente encontrada na atmosfera,
originando-se da reacdo do didxido e trioxido de enxofre com a umidade. Esses compostos de
enxofre sdo liberados no ambiente atmosférico devido a causas naturais, como a atividade

vulcanica, bem como a atividades humanas, principalmente na queima de carvdo e outros
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combustiveis, além de diversos processos industriais. As aguas dos oceanos contém
concentragdes aproximadas de 2,65 miligramas por grama de sulfato, o que representa uma

parte significativa das emissdes de enxofre na atmosfera. (CETESB. 2020).

3.6 Acido Fosférico

O 4cido fosforico, cuja formula quimica ¢ H;PO,, ¢ um composto quimico inorganico
que contém fosforo, oxigénio e hidrogénio. E um dos 4cidos minerais mais importantes em
quimica. O acido fosforico ¢ um oxiacido fraco derivado do anidrido fosférico amplamente
empregado na industria. Sua aplicacdo depende do seu grau de pureza. (RODRIGUES. 2011).
Podendo estar presente na industria alimenticia, agricultura e limpeza.

O éacido fosférico pode ser obtido de duas formas, via imida ou via seca ou térmica.
De acordo com Rodrigues (2011) a via imida ¢ o método mais comum na producao industrial
de acido fosforico em todo o mundo. Envolve a dissolugdao da apatita, um mineral com a
formula Ca,y(PO,)s(X,), onde X pode ser F, OH ou Cl, em 4cido sulfurico. Os principais
subprodutos resultantes deste processo sdo o acido hexafluorosilicico (H,SiF¢) e o sulfato de
calcio com agua de cristalizagdo (gesso hidratado), que pode ocorrer nas formas de hemidrato
(n=1/2) e dihidrato (n=2).

No caso da via seca ou térmica, o acido fosforico é produzido a partir da queima de
fosforo branco na presenga de ar, o que leva a formagdo de 6xido de fosforo (P,O,,). Esse
oxido € posteriormente submetido a hidrolise para obter o acido fosforico. O acido resultante
deste processo possui um grau de pureza adequado para uso farmacéutico.

A distingdo principal entre essas duas abordagens reside principalmente na
temperatura da reacdo envolvida no processo. A escolha entre essas rotas de producio de
acido fosforico ¢ uma decisdo complexa, que requer uma analise detalhada dos custos de
investimento, requisitos de consumo de energia, qualidade do gesso produzido e uso
pretendido para o acido fosforico resultante.

A via imida ¢ comumente adotada na industria devido a sua eficiéncia e a capacidade
de utilizar matérias-primas, como a apatita, que contém fosforo. Por outro lado, a via seca,
embora mais energicamente intensiva, produz acido fosforico de grau farmacéutico de alta
pureza. No entanto, os custos de investimento e a energia necessaria para a queima do fosforo
branco sdo consideracdes criticas. Além disso, a qualidade do concentrado de fésforo
disponivel, incluindo o teor de impurezas, pode impactar significativamente a viabilidade de

uma rota especifica.
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3.7 Artemia salina

A Artemia salina ¢ um microcrustaceo pertencente a familia Artemiidae e a ordem
Anostraca. Essa espécie habita ambientes aquaticos salinos e ¢ amplamente utilizada como
alimento vivo para peixes. A Artemia salina Leach tem a capacidade de produzir cistos e
nauplios. Os cistos, que correspondem aos ovos resistentes da espécie, possuem um diametro
médio de aproximadamente 250 pm e tém a notdvel caracteristica de poderem ser
armazenados a seco, suportando condi¢des de vacuo (RODRIGUES. 2021).

Em termos gerais, os compostos bioativos tendem a exibir uma determinada
toxicidade em relacdo as larvas de A. salina. Consequentemente, a capacidade letal em
relacdo a esse microcrusticeo pode ser empregada como um teste preliminar rapido e

simplificativo durante o processo de isolamento de produtos naturais. (RAHMAN, 2001).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Locais da pesquisa

O estudo das condigdes reacionais da reacdo de esterificacdo do acido glicolico
utilizando diferentes catalisadores, e a purificagdo do glicolato de etila foram conduzidos no
Laboratério de Sintese Organica e Quimica Medicinal (LASOQUIM) localizado no Centro de
Educacdo e Saude (CES) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus
Cuité — PB. Com relagdo a caracterizacao espectroscopia do glicolato de etila foi realizado na
Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE).

4.2 Reagentes e equipamentos

A chapa de agitagdo com aquecimento ¢ a manta aquecedora utilizados foram da
marca Visaton modelo 754A e 102E, respectivamente. A evaporacao do solvente foi realizada
utilizando o evaporador rotativo da Biichi Rotavapor modelo R-114 conectado a uma bomba
de vacuo modelo KNF Neuberger, ¢ o solvente remanescente foi removido utilizando uma
bomba de alto viacuo da Edwards modelo RV3. O espectro de infravermelho (IV) foi
registrado em um espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier no
Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer modelo Perkin Elmer, sendo a amostra preparada

como pastilhas de KBr . As estruturas dos compostos foram geradas através de um software.

4.3 Materiais, solventes e reagentes

O acompanhamento das reacdes foi realizado através da cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando placas de silica-gel contendo indicador fluorescente F,s, da Merck.
Para visualizacdo, as placas foram colocadas em solugdo acida (EtOH/H,SO,, 95:5) de
solucdo de vanilina. A purificacdo através da cromatografia liquida em coluna foi realizada
utilizando silica-gel 60 (Merck, 70-230 mesh) como fase estaciondria e sistemas
hexano:acetato de etila como fase movel numa coluna de vidro em diferentes proporgdes. Os
solventes comerciais foram purificados de acordo com os protocolos descritos na literatura. O
hexano e o acetato de etila foram destilados com coluna de Vigreaux, e o diclorometano foi

destilado sob hidreto de céalcio.
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4.4 Sintese do éster glicolico

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 0,603 mL do Acido Glicélico e em seguida
foram adicionados 10 mL dos alcoois apropriados (C,H¢O/ C;HgO) e posteriormente a essa
mistura reacional foram adicionados 0,5 mL (H,SO, /H;PO,), por fim aditar algumas
espatulas de Sulfato de S6dio Anidro e realizar filtracao.

Em seguida o baldo contendo a reagdo filtrada foi acoplado a um condensador com
refluxo e deixado por agitagdo e temperatura por 5 minutos e a 78°C. A reacdo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada utilizando o sistema eluente 9:1 de
Acetato de Etila e Metanol e revelada em permanganato de potassio.

Apobs a constatagdo do acontecimento da reagdo, a mesma foi transferida para um
baldo e levada para a rotaevaporagdo. Em seguida deslocada para um funil de separacao para
realizar a extracdo e neutralizacdo, com uma solucdo saturada de Bicarbonato de Sédio, o
erlenmeyer deve ser lavado trés vezes com Cloroférmio.

Apds o processo de extragdo foi adicionado sulfato de sodio anidro a fase organica, a
mesma foi filtrada e transferida para um baldo e em seguida o solvente foi removido em um

rotaevaporador.

4.5 Bioensaio toxicoldgico

Foi conduzido um experimento de teste de toxicidade utilizando larvas de Artemia
salina Leach, seguindo um protocolo baseado no trabalho de Meyer et al. (1982), com
algumas adaptagdes. Os cistos desses microcrustaceos foram incubados em uma solucao de
agua salina artificial preparada com sal marinho Marinex dissolvido em &gua destilada,
mantendo um pH entre 8 e 9. Isso foi feito sob iluminagdo artificial de 40W por 24 horas para
permitir que as larvas eclodissem.

ApOs a eclosdo, as larvas foram distribuidas em diferentes tubos de ensaio, com grupos
de 10 larvas em cada tubo, devidamente identificados. Esses grupos foram entdo expostos a
diferentes condi¢des de teste, incluindo controles positivos e negativos, bem como solugdes
contendo diferentes concentragdes de acido glicolico e glicolato de etila. Todos os testes
foram realizados em trés repetigoes.

Os testes foram mantidos sob iluminacdo artificial por 24 horas, apds o que o numero
de larvas vivas e mortas em cada teste foi contado. As solugdes de acido glicolico e glicolato
de etila foram preparadas utilizando agua salina artificial como solvente, uma escolha

apropriada dada a natureza marinha das Artemia.
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Foi utilizado 16pg/mL do 4cido glicodlico e do glicolato de etila, em seguida
adicionado solu¢do salina para completar uma solug¢ao estoque de 10 mL na concentracao de
1000 pg/mL. Desta solugdo estoque, foram retiradas aliquotas para a realizacao de diluigcdes
obtendo-se inicialmente as concentragdes de 1000, 750, 500, 200 e 100 pg/mL. Diante dos
resultados obtidos, foram feitas entdo novas concentragdes mais especificas, ou seja, as
concentragdes foram ajustadas envolvendo concentragdes menores que 200 pg/mL, sendo elas
190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120 e 110. Simultaneamente, foram feitos o controle

positivo e negativo, a fim de avaliar a resisténcia e viabilidade das artémias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa foi iniciada com o estudo das condigdes reacionais da reacdo de
esterificagao do acido glicélico utilizando diferentes catalisadores acidos, sendo eles, o acido
sulfarico, o acido fosforico e a montmorillonita K-10, uma vez que a literatura nao apresente
um estudo formal sobre esse tipo de reagdo. Como nucledfilo foi utilizado o etanol, uma vez
que ele apresenta baixo custo, de facil aquisi¢cdo e baixa toxicidade (CARDOSO. 2015).

O esquema sintético para essa reacdo esta esbocado na Figura 2, em que todos os
testes foram realizados sob sistema de refluxo, cuja temperatura variou entre 78 a 80°C e
agitacdo constante. Cabe ressaltar que o emprego da temperatura visou deslocar o equilibrio

no sentido dos produtos, logo diminuindo o tempo reacional.

Figura 2: Esquema de sintese do glicolato de etila
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Ho My 78:20c  HO Ao
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Fonte: Autoria propria. 2023

Com o esquema sintético do glicolato de etila idealizado, os experimentos foram realizados e

os rendimentos estao descritos no Quadro 1.

Quadro 1: Experimentos realizados visando a obtenc¢ao do glicolato de etila.

Catalisadores Alcool Rendimento

K- 10 (100%) Etanol 0,74%

K- 10 (200%) Etanol 24.8%
H,SO, Etanol 64,4%
H,PO, Etanol 75,2%

Fonte: Autoria propria. 2023.

De acordo com o Quadro 1, constatou-se que a esterificagdo utilizando a
montmorilonita K-10 levou ao composto desejado, ou seja, o glicolato de etila, porém em
baixo rendimento. Uma provavel justificativa ¢ devido a montmorilonita apresenta uma baixa
acidez quando comparado ao &cido sulftirico e acido fosforico. Associado a isso, constatou-se
que o emprego de uma maior quantidade de montmorilonita K-10 de 100% para 200%

melhorou o rendimento da reagdo, uma vez que mais K-10 implica no aumento dos sitios
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acidos na reacgdo, traduzindo, diminuicdo do pH da solug¢do. Dentre os acidos de Bronsted
utilizados (4cido sulfurico e acido fosforico) o mais eficiente foi o acido fosférico, uma vez
que o glicolato de etila foi obtido com 75,2%. Uma provavel justificativa para esse resultado ¢
devido a constante de acidez do acido sulftrico ser muito elevada quando comparada ao do

acido fosforico (Quadro 2), o que leva a uma maior decomposi¢do do glicolato de etila.

Quadro 2: Valores de Ka, pKa e pH dos acidos Bronsted.

Acido Ka pKa pH
Acido sulftrico 1,0x 103 -3 1
Acido fosforico 6,9 x 103 2,16 1

Fonte: CETESB, UNESP e RODRIGUES.

De acordo com esses resultados foi proposto o seguinte mecanismo (Figura 3),
inicialmente o par de elétrons do oxigénio carbonilico captura o hidrogénio do acido de
Bronsted, tornando o carbono carbonilico mais eletrofilico viabilizando o ataque do etanol, o
que leva a formacdo do intermedidrio tetraédrico I. O intermediario tetraédrico I sofre
rearranjo no intermediario II, o qual favorece a elimina¢do da molécula de dgua levando ao
glicolato de etila protonado. Por fim, a base conjugada do acido de Bronsted (Bronsted)
captura o hidrogénio do glicolato de etila protonado levando ao glicolato de etila e

restaurando o acido de Bronsted.
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Figura 3: Proposta mecanistica de formacao do glicolato de etila
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Fonte: Autoria propria 2023

O glicolato de etila foi caracterizado por diferentes técnicas espectroscopicas, a saber,
espectroscopia na regido do infravermelho, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
ressonancia magnética nuclear de carbono-13. Analisando o espectro de IV do glicolato de
etila (Figura 4) constata-se a presenca da banda referente a deformacgdo axial da ligacdo O-H
em 3.418 cm™, porém a auséncia da banda larga entre 3.400 a 2.400 cm™ da ligagdo O-H do
grupo acido carboxilico, indicando que a reagdo de esterificacdo aconteceu. Além disso,
houve a manutencdo da carbonila, uma vez que constatou a presenca das bandas referente a
deformagdo axial e deformagdo angular da ligagdo C=0O em 1.746 e 1.230 cm”,

respectivamente, e da deformacio axial da ligagdo C-O em 1.100 cm’, confirmando a

conversao da funcao acido carboxilico em éster.
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Figura 4: Infravermelho do glicolato de etila
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Fonte: Autoria propria 2023

Com relagdo aos dados espectroscopicos de RMN de 'H do glicolato de etila (Figura
5) constata-se a presenca de quatro sinais, os quais correspondem ao mesmo numero de
hidrogénios quimicamente diferentes presentes na estrutura deste composto. O sinal em 4,27
ppm, com multiplicidade do tipo quarteto, foi atribuido ao hidrogénio H-3 devido ele estd em
alta frequéncia por sofrer a influéncia da eletronegatividade do 4&tomo de oxigénio. Os sinais
em 4,15 ppm e 2,57 ppm, com multiplicidade dupleto e tripleto, respectivamente, foram
atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-1, respectivamente. O sinal em 1,29 ppm, com
multiplicidade tripleto, foi atribuido ao hidrogénio H-4, pois este ndo sofre nenhuma

influéncia de heteroatomo, nem efeito anisotrdopico.
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Figura 5: Espectro de RMN 1H (CDCI3, 400 MHz) do glicolato de etila.
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Fonte: Autoria propria 2023

Com relagao ao espectro de RMN de 13C do glicolato de etila (Figura 4) constatou-se
a presenga de quatro sinais, os quais correspondem ao mesmo numero de carbonos
quimicamente diferentes presentes no composto. O sinal em 172,7 ppm foi atribuido ao
carbono carbonilico, que estd em alta frequéncia, em virtude do carbono estd ligado
diretamente ao atomo eletronegativo, sofre efeito anisotropico da ligagdo dupla e ter
hibridizagao sp2. Os sinais em 60,9 ¢ 59,9 ppm foram atribuidos aos carbonos C-1 e C-3
respectivamente, e o sinal em 13,5 ppm ao carbono C-4 que € o carbono mais blindado e esta

em baixa frequéncia.
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Figura 6: Espectro de RMN 13C (CDCI3, 400 MHz) do glicolato de etila.
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Fonte: Autoria propria 2023

5.1 Avaliacao toxicologica

Tendo em vista a necessidade de monitoramento da toxicidade do acido glicélico,
antes ¢ depois da reacdo de esterificacdo. Foi submetido a avaliagdo toxicologica do acido
glicolico e glicolato de etila frente as artémias salinas. Nesse contexto, a avaliacdo da
toxicidade dos compostos foi conduzida com base no método proposto por Merino e sua
equipe em 2015.

De acordo com esse método, amostras com Concentragdo Letal (CLs,) inferior a 100
pg/mL foram classificadas como altamente toxicas, enquanto aquelas com valores de CLy,
entre 100 e 500 pg/mL foram consideradas moderadamente toxicas. Amostras com CLs, na
faixa de 500 a 1000 pg/mL foram classificadas como levemente toxicas, e aquelas com CLs,
acima de 1000 pg/mL foram categorizadas como possuindo baixa toxicidade ou sendo

atoxicas.
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Desta forma foi realizado um screening nas concentragdes 1000, 750, 500 e 250
ng/mL do acido glicolico e do glicolato de etila. Os resultados desse screening estao descritos

nos Quadro 3 e 4.

Quadro 3: Concentracdes do acido glicolico utilizadas frente as larvas das artémias.

Concentrac¢io (ug/mL) Taxa de Mortalidade (%)
1000 100
750 100
500 100
250 100

Fonte: Autoria propria. 2023.

Quadro 4: Concentracdes do glicolato de etila utilizadas frente as larvas das artémias.

Concentrac¢ao (ng/mL) Taxa de Mortalidade (%)
1000 100
750 100
500 100
250 100

Fonte: Autoria propria. 2023.

Para cada concentragdo foram utilizadas 30 artémias, e analisando com os Quadros 2 e

3, constatou-se que a concentragdo letal para matar 50% (CLs,) de A. salina ¢ inferior a 250

ug/mL, visto que nesta concentragdo todos os individuos estavam mortos. Dessa forma, foi

realizado outro screening utilizando concentragdes inferiores a 250 pg/mL para determinagao

da CLs,. Cabe destacar que neste novo screening prosseguiu utilizando 30 art€émias nas novas

concentragdes 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120 e 110 pg/mL, porém, dessa vez apenas

o acido glicolico foi avaliado. Os resultados desse screening estdo descritos no Quadro 5.

Quadro 5: Concentracdes do acido glicdlico utilizadas frente as larvas das artémias.

Concentraciao (ng/mL)
190
180
170
160
150
140
130
120
110

Taxa de Mortalidade (%)

100

100

100

100

100
93,3
93,3
93,3

90

Fonte: Autoria propria. 2023.
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Para cada concentragdo foram utilizadas 30 art€émias, e analisando a tabela 2,
constatou-se que a concentragdo letal para matar 90% (CL50) de A. salina ¢ inferior a 150
ng/mL, visto que nesta concentragao todos os crustaceos estavam mortos. Diante deste estudo
toxicologico constatou-se que o dcido glicolico antes e depois da reagdo de acetilagdo

apresentaram toxicidades equivalentes com uma provavel CL50 abaixo 100 pg/mL.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar as condigdes reacionais para a
esterificacdo do acido glicolico e avaliar a toxicidade do glicolato de etila resultante,
utilizando como catalisadores o acido sulfurrico, acido fosforico e montmorillonita K-10. Os
resultados obtidos indicaram que a montmorilonita K-10, apesar de promover a formacao do
glicolato de etila, apresentou um rendimento relativamente baixo.

Dos acidos de Bronsted utilizados, o acido fosforico demonstrou ser o mais eficiente,
resultando em um rendimento de 75,2% no glicolato de etila. Isso se deve a alta constante de
acidez do 4cido sulftrrico, que levou a uma maior decomposicao do glicolato de etila.

Além disso, foi realizada a avaliacdo da toxicidade do glicolato de etila antes e depois
da esterificagdo utilizando a Artemia salina Leach. Os resultados desses testes forneceram
informacdes sobre os efeitos das reagdes quimicas no perfil de toxicidade do composto, a
avaliagdo de toxicidade ¢ relevante, especialmente considerando a aplicagdo potencial do
glicolato de etila em produtos cosméticos e dermatoldgicos. Os resultados podem ter
implicagdes praticas na sintese quimica e no desenvolvimento de produtos mais seguros para

uso na pele.
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