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RESUMO

Os carboidratos sdo as macromoléculas polifuncionais mais abundantes da
natureza, e apresentam inimeras aplicacées medicinais, bioldgicas e tecnolégicas.
Tendo em vista 0 exposto e ciente da importancia dos carboidratos, este trabalho
tem como objetivo central estudar as condi¢des reacionais para a sintese do 6-O-
acetil-1,2:3,4-di- O-isopropilideno-a-D-galactopiranose empregando diferentes tipos
de argilas e avaliar sua toxicidade frente ao bioensaio com Artemia salina Leach.
Neste sentido, inicialmente foi sintetizado o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-
galactopiranose, a partir da D-galactose em meio &cido, onde obteve-se um
rendimento de 83%. Em seguida, foi avaliado o potencial catalitico de diferentes
argilas empregadas na reagdo de acetilacdo do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-o-D-
galactopiranose, onde os melhores resultados foram obtidos utilizando a
montmorilonita K-10 com o rendimento de 95%, adicionalmente, foi realizado o
estudo da variacdo da concentracdo da montmorilonita K-10, onde o melhor
resultado foi obtido utilizando 100% m/m da argila. Foi avaliado o reuso da argila em
sucessivas reacdes de acetilacdo, onde a montmorilonita K-10 manteve sua
atividade catalitica por 4 ciclos reacionais. Foram empregados na reagao de
acetilagdo do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose, 0s solventes
diclorometano e acetato de etila, onde os rendimentos foram de 80% e 96%,
respectivamente. Por fim, foram realizados bioensaios toxicoldgicos frente a Artemia
Salina Leach, com o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose e 6-O-acetil-
1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose, onde 0s mesmos se mostraram
atoxicos. Dessa forma o reuso da argila é viavel, os compostos sintetizados foram
caracterizados e se mostraram atéxicos frente ao bioensaio, nas concentracdes

estudadas.

Palavras-chave: Carboidratos; D-galactose; Reacédo de acetilacdo; Montmorilonita
K-10.



ABSTRACT

Carbohydrates are the most abundant polyfunctional macromolecules in nature, and
have numerous medicinal, biological and technological applications. This study aims
to study the reaction conditions for the synthesis of 6-O-acetyl-1,2: 3,4-di-O-
isopropylidene-a-D- Galactopyranose using different types of clays and to evaluate
their toxicity to the bioassay with Artemia saline Leach. In this sense, 1,2: 3,4-di-O-
isopropylidene-a-D-galactopyranose was first synthesized from D-galactose in acid
medium, yielding 83% yield. Then, the catalytic potential of different clays employed
in the acetylation reaction of 1,2: 3,4-di-O-isopropylidene-a-D-galactopyranose was
evaluated, where the best results were obtained using montmorillonite K-10 with The
95% yield, in addition, was carried out the study of the variation of the concentration
of the montmorillonite K-10, where using 100% m / m of the clay, the reaction
occurred in only 7.5 minutes with a yield of 95%. The reuse of the clay was studied in
successive reactions of acetylation, where the montmorillonite K-10 maintained its
catalytic activity for 4 reactional cycles. 1,2,3,4-di-O-isopropylidene-a-D-
galactopyranose acetylation reaction, the solvents dichloromethane and ethyl
acetate, where yields were 80% and 96%, respectively. Finally, toxicological
bioassays were carried out against Artemia Salina Leach with 1,2: 3,4-di-O-
isopropylidene-a-D-galactopyranose and 6-O-acetyl-1,2,4,4-di -O-isopropylidene-a-
D-galactopyranose, where they were nontoxic comparing the data in the literature. In
this way, the reuse of clay was possible, the synthesized compounds were
characterized and proved to be non-toxic, thus promising for possible biological

applications.

Keywords: Carbohydrates; D-galactose; Acetylation reaction; Montmorillonite K-10.
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1 INTRODUCAO

Os carboidratos estdo presentes em todos os seres vivos e sao essenciais
para a vida. Alguns carboidratos s&do facilmente encontrados em nosso cotidiano, a
citar: a sacarose, o amido e a celulose, sendo este Ultimo encontrado no algodao, na
madeira e no papel (FERREIRA; ROCHA; SILVA, 2009). Assim como as proteinas,
os lipidios e os acidos nucléicos, os carboidratos sdo biomoléculas polifuncionais
(FERREIRA; ROCHA; SILVA, 2009).

O termo carboidratos denota hidratos de carbono, designacdo oriunda da
formula geral Cn(H20)n apresentada pela maioria dessas moléculas. Sua oxidagcao é
o principal meio de abastecimento energético da maioria das células nao
fotossintéticas. Além de ser suprimento energético, os carboidratos atuam como
elementos estruturais da parede celular dos vegetais, passando pelo envolvimento
em mecanismos muito especificos de reconhecimento molecular, como aqueles
associados a respostas imunolégicas e como sinalizadores no organismo,
preservagao das proteinas com o papel de manutencao e reparo e no crescimento
dos tecidos corporais (BONDUELLE et al., 2013).

Os carboidratos sao as biomoléculas mais abundantes na natureza, onde se
estima que 100 bilhdes de toneladas de carboidratos (glicose) sdo produzidos pela
fotossintese anualmente (NELSON; COX, 2014), além disso, a maior parte de toda
biomassa produzida no planeta € constituida por diferentes tipos de carboidratos
(OLIVEIRA, 2002).

Devido a abundéancia dos carboidratos na natureza e de suas aplicagcées em
diversas areas, € justificavel o crescente aumento de artigos cientificos, livros e
grupos de pesquisas estudando a quimica dessas moléculas. Vale ressaltar que a
maioria dos artigos cientificos trata das aplica¢cdes tecnoldgicas e novas estratégias
sintéticas dos carboidratos, além disso, nos ultimos 100 anos o estudo de suas
atividades tem aumentado de forma surpreendente, principalmente com relagéo a
suas aplicac¢oes bioldgicas (NOGUEIRA; PARMANHAN; CORREA, 2009).

Como decorréncia dessas atividades, os carboidratos tém sido submetidos a
diferentes tipos de transformacgdes, a citar, a reagdo de acetilacdo (NIGUDKAR,;
DEMCHENKO, 2015), uma vez que, esta reacdo vem sendo amplamente utilizada

pelos quimicos sintéticos (YU et al., 1999), no que diz respeito a preparacéo e
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caracterizacdo de compostos, a fim de modificar o seu grau de complexidade,
propiciando diversas aplicacées ( OLIVEIRA, 2013). .

A literatura descreve varias metodologias para promover a acetilagdo de
carboidratos empregando anidrido acético na presenca de catalisadores basicos ou
acidos, tais como: piridina (HUDSON; DALE, 1915), perclorato de litio (LU et al.,
2004), HCIO4-SiO2 (MISRA et al., 2005), triflato de cério-1ll (BARTOLI et al., 2004),
acido bromidrico (SHULL; KORREDA, 1996) e iodo (KARTHA; FIELD, 1997). De
modo geral, todas estas metodologias apresentam algum tipo de limitacdo, tais
como: i. Uso de reagentes tbxico, corrosivo ou caro; ii. Emprego de catalisadores
homogéneos (em que na maioria dos casos, nao podem ser recuperados, 0 que
eleva a quantidade de residuo quimico); iii. Emprego de elevadas quantidades de
solventes para isolamento e purificagdo do produto final; iv. Elevados tempos
reacionais; entre outros. Deste modo, uma alternativa para contornar a maior parte
dessas limitacdes sintéticas é através do emprego de catalisadores heterogéneos, a
citar as argilas.

As argilas sao estruturas lamelares constituidas de silicatos hidratados de
aluminio/magnésio que apresentam tamanho de particula inferior a 2 ym de
diametro, podendo atuar como &cido de Lewis ou Bronsted (CADARS et al., 2012).
De acordo com Florido e colaboradores (2013), as argilas sdo definidas como
materiais encontrados em fontes naturais, arenosas, apresentando caracteristicas
plasticas quando exposta a agua.

Além de sua eficiéncia em catalisar inUmeras reagdes quimicas, as argilas
apresentam vantagens na d&rea econdmica e ambiental, uma vez que sao
catalisadores disponiveis comercialmente. Por serem solidas, sdo de facil
manipulagdo, podendo ser removidas através do processo fisico filtracdo, o que
implica em uma diminuicdo dos gastos com solventes e isolamento do produto
desejado. Adicionalmente, as argilas sdo atéxicas, o que facilita o seu descarte no
meio ambiente (CADARS et al., 2012).

Tendo em vista o interesse da comunidade académica pela quimica dos
carboidratos, faz-se necessario, apds promover as modificagdes estruturais, realizar
testes toxicoldgicos, a fim de avaliar a toxicidade desses novos compostos. Deste
modo, um teste que se destaca € o bioensaio com Artemia salina Leach.

A Artemia Salina € uma espécie de microcrustdceo encontrado em aguas

salinas, que s&o capazes de viver em ambientes extremamente salinos e com pouca
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concentracao de oxigénio (RUIZ et al., 2005). Esse microcrustaceo tem distribuicao
cosmopolita e suportam sobreviver em largas faixas de variagdo de salinidade
(PIMENTEL et al., 2011)

Os cistos de Artemia salina sao de baixo custo e de facil acesso no comeércio,
além de permanecerem estaveis por centenas de dias no estado seco, essas
vantagens contribuem de forma significativa para a insercao desse organismo vivo
nos bioensaios (LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006). Adicionalmente este
ensaio é utilizado em pesquisas, relacionadas ao isolamento de agentes
antitumorais e pesticidas produzidos por plantas (GUISALBERTI, 2008)

Tendo em vista, a importancia dos carboidratos, o presente projeto visa
estudar as condicdes reacionais da reacdo de acetilacdo do 1,2:3,4-di-O-
isopropilideno-a-D-galactopiranose utilizando diferentes argilas como promotor, e
avaliar a toxicidade do composto sintetizado através do bioensaio com a artemia
salina Leach.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O trabalho tem como obijetivo central estudar as condi¢des reacionais para a
sintese do 6-O-acetil-1,2:3,4-di- O-isopropilideno-a-D-galactopiranose empregando
diferentes tipos de argilas e avaliar sua toxicidade frente ao bioensaio com Artemia
salina Leach.

2.2 Objetivos Especificos

> Sintetizar 0 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose;

> Avaliar o potencial catalitico de diferentes argilas na reacao de acetilacao do
1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose;

» Estudar a influéncia dos parametros (quantidade de argila e solvente) na
reacao de acetilacdo;

» Avaliar o reuso da argila em sucessivas reagdes de acetilacéo;

» Caracterizar o 6-O-acetil-1,2:3,4-di- O-isopropilideno-a-D-galactopiranose;

» Avaliar a toxicidade do composto acetilado (6-O-acetil-1,2:3,4-di-O-
isopropilideno-a-D-galactopiranose) frente a testes com Artemia salina.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Carboidratos: aspectos gerais

Os carboidratos, também denominados de acucares, estdo presentes nos
mais variados tipos de organismos vivos, atuando principalmente como fonte
energética (NELSON; COX, 2014). De acordo com Pomin e Mourdo (2006), os
carboidratos quando associados aos lipidios, acidos nucleicos e proteinas
desempenham varias funcdes biolégicas que sao fundamentais para manutencao da
vida.

A palavra carboidrato surgiu pela primeira vez no século XIX com a func¢édo de
nomear uma classe de compostos organicos que apresentavam uma férmula geral
Cn(H20)n, dai 0 nome hidratos de carbono. No entanto, com o avango tecnolégico,
novos compostos foram elucidados e verificou-se que 0s mesmos nao
apresentavam essa férmula (NOGUEIRA et al. 2009).

Devido a diversidade natural e sintética dos carboidratos, os mesmos foram
classificados, a fim de facilitar sua compreensdao, como: monossacarideos,
oligossacarideos (incluem os dissacarideos) e polissacarideos, que sao polimeros
de carboidratos de cadeias longas que apresentam geralmente mais de 20 unidades
monossacaridicas (VARKI et al., 2009).

Os monossacarideos correspondem as estruturas mais simples do universo
dos carboidratos, apresentando apenas uma unica unidade sacaridica. Podem ser
classificados como aldose ou cetose, quando apresentam a fungdo aldeido ou
cetona, respectivamente. Os monossacarideos podem apresentar em sua estrutura
de trés a sete atomos de carbono, sendo chamados de triose, tetrose, pentoses
hexose ou heptose (MARZZOCO; TORRES, 1999). Segundo Vollhardt e Schore
(2004), os monossacarideos podem apresentar estruturas na forma de anéis de
cinco (furanosideo) ou seis (piranosideos) membros.

Os oligossacarideos sdo formados pela juncdo de dois ou mais
monossacarideos por meio de ligagdes glicosidicas, conforme mostra o esquema 1
(MARZZOCO; TORRES, 1999).
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Esquema 1. Formacao da sacarose.

Ja os polissacarideos sdo compostos com estrutura polimérica constituida de
dezenas, centenas ou milhares de residuos de monossacarideos, formando assim,
cadeias lineares ou ramificadas. Exemplos de polissacarideos sdo: a celulose
(Figura 1a), a quitina (Figura 1b), o glicogénio e o amido (MARZZOCO; TORRES,
1999). De acordo com Cunha (2009), os polissacarideos sao polimeros naturais ou
sintéticos, formados por um Unico tipo de monossacarideo (denominados de
homopolissacarideos) ou de diferentes tipos de monossacarideos (denominados de
heteropolissacarideos), onde varios apresentam aplicagdes industriais.

OH HO o<

OH HN>: HO
o)
H5C
— -n - -n
(a) monémero da Celulose (b) monémero da Quitina

Figura 1. Estruturas monoméricas que compdem alguns polissacarideos.

Segundo Nogueira e colaboradores (2009), os carboidratos s&o considerados
como substéncias poli-hidroxiladas, sendo poli-hidroxialdeidos ou poli-
hidroxicetonas, ou substancias que geram esses compostos quando hidrolisados.

Ciente da importancia dos carboidratos, o proximo tépico enfatizarad as

aplicagbes bioldgicas, farmacoldgicas e tecnoldgicas dessa classe de compostos.
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3.2 Carboidratos: aplicacoes bioldgicas, farmacolégicas e tecnologicas

Devido aos carboidratos estarem presentes nos mais diversos organismos
vivos, suas aplicacbes vem sendo extensivamente estudada. Este dado €
corroborado pelo elevado numero de trabalhos publicados anualmente (Web of
Science™, 2017). Estes trabalhos descrevem inlimeras aplicagées dos carboidratos,
a citar: antibacteriana (BARRADAS et al., 2008), antiviral (HIDARI et al., 2008)
antineoplasica (YANG et al., 2004) antiprotozoaria (LEITAO et al., 2004), antifingica
(MUHIZI; COMA; GRELIER, 2008), atenuagao do estresse oxidativo (ZHANG et al.,
2009), (Figura 2) entre outras (PUTERKA et al., 2003).
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Figura 2. Compostos contendo carboidratos em suas estruturas que possuem aplicacdes
biolégicas.

De acordo com Nelson e Cox (2014), a glicose € o “combustivel” do cérebro,
atuando como importante reserva energética, onde € essencial a sua presenga para

a manutencao dos neurdnios e consequentemente para um bom funcionamento do
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sistema nervoso. Adicionalmente, a auséncia desse composto no cérebro pode
causa danos irreversiveis, causando letargia, coma e até a morte.

Os carboidratos participam de mecanismos de glicosidacao de proteinas, os
quais unem-se a grupos proteicos, possibilitando que proteinas se liguem a um
determinado sitio ativo (BALZARINI et al., 2007).

Outros bons exemplos de compostos que possuem carboidratos em sua
estrutura que sao importantes biologicamente sdo: a vacomicina e teicoplanina
(principais farmacos usados contra infeccoes causadas por bactérias gram-positivas;
XAVIER; RAUTER, 2012), a O-macrolactina (um potente antiviral; ZHENG et al.,
2007), a salicina (anti-inflamatorio largamente utilizado; AKAO et al., 2002) e a
adenosina trifosfato — ATP (responsavel pelo armazenamento e transporte de
energia; KLINGENBERG, 2008) (Figura 3).
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Figura 3. Exemplos de carboidratos importantes biologicamente.
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Além dessas aplicacoes, os carboidratos podem ser utilizados como
biossensores, que sao pequenos dispositivos com componentes bioldgicos como
elementos de reconhecimento (ZENG et al., 2012).

A quitosana (Figura 4) é um polissacarideo nitrogenado, derivado do processo
de desacetilagdo da quitina, e vem sendo largamente utilizada como redutor de
gordura in vitro, € nos procedimentos de implantes cirdrgicos atuando na prevencao

do crescimento de fungos e bactérias (AZEVEDO et al., 2007).

OH NH
| 0 HO 2 o
NH OH

L -n

Figura 4. Estrutura da quitosana.

Além disso, a quitosana vem sendo muito estudada pela comunidade
cientifica, devido a sua biocompatibilidade e biodegrabilidade (LARANJEIRA;
FAVERE, 2009).

Tendo em vista a relevancia e importancia dos carboidratos, o préximo tépico

abordara as possiveis aplicagbes do monossacarideo da D-galacotse.

3.3 D-Galactose: um carboidrato com multiplas aplicacoes

A D-galactose € um monossacarideo que apresenta férmula geral CsH120s,
semelhante a D-glicose, divergindo apenas na posicdo da hidroxila ligada ao
carbono 4, a qual apresenta-se na posicdo axial, conforme mostra a Figura 5
(MARQUES, 2015).

OH_.OH ‘ OH
axial o equatorial o
HO
HO OH HO OH
OH OH
D-galactose D-glicose

Figura 5. Estrutura da D-galactose e D-glicose.
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A maior fonte da D-galactose é o leite, estando também presente em frutas
(banana, abacaxi, melancia, maca), vegetais (espinafre, alface, coentro) e frutos do
mar (algas) (SERIQUE; CEYLAO; SANTIAGO, 2008). De acordo com Melisi e
colaboradores (2011), a D-galactose € um composto simples e natural, que vem
sendo largamente utilizado como intermediario sintético visando a sintese de novos
compostos que apresentem promissora atividade biolégica.

A D-galactose oferece varias vantagens quando utilizada como intermediario
para sintese de novos compostos, dentre elas, destacam-se: os  produtos
geralmente ndo apresentam efeitos colaterais ou elevada toxicidade dependendo
das concentracoes; os produtos apresentam solubilidade consideravel em agua;
seus transportadores sao universais sob condi¢cdes patolégicas; e sua estrutura bem
caracterizada contribui para a sintese de novos compostos (MELISI et al., 2011).
Adicionalmente, a D-galactose vem sendo amplamente estudada, como
transportador enzimatico no sistema nervoso central (SNC), pois ajuda a superar a
baixa permeabilidade na barreira hematoencefalica (MELISI et al., 2011). Esse
carboidrato € um dos compostos mais utilizados na sintese de pré-farmacos
(farmacos que sdo administrados na forma inativa, sendo ativados somente apés
biotransformacao) (ANDERSON, 1996).

Em parte, a atuagdo da D-galactose como transportador enzimatico se deve a
hidroxila ligada ao carbono 6, que atua como “ancora”, a qual outras moléculas se
ligam, a fim de serem transportadas de forma convergente para o SNC,
proporcionando melhores resultados nos tratamentos contra danos neurais
(FERNANDEZ, et al., 2000). E importante enfatizar que farmacos como, &cido
clorocinurénico (BATTAGLIA et al., 2000), acido nipecotico (BONINA et al., 1999) e
dopamina (BONINA et al., 2003), ao serem ligados a molécula de D-galactose
minimizam os efeitos dessas drogas no SNC. No caso da dopamina, ao ser
conjugada com a D-galactose forma a Galda (Figura 6) que € formada por uma
ligacao covalente entre a D-galactose e a dopamina, a qual altera a concentracéo
plasmatica cerebral diminuindo os danos que poderiam ser causados pela dopamina
no cérebro (BALDWIN, 1993).
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Figura 6. Estrutura quimica do pré-farmaco Galda

Um estudo recente revelou que a galactosidacao do N-nitro-L-arginina, gera
um pré-farmaco denominado de Nagal (Figura 7). Esse pré-farmaco possui eficacia
nos tratamentos neuropaticos de forma geral (GIORDANO et al. 2010), e exerce
atividade na medula e astrocitos (CIDAD et al. 2001), processo de transporte de
proteinas para o cérebro, aumentando dessa forma, o efeito terapéutico (LOAIZA;
PORRAI; BARRQOS, 2003).
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Figura 7. Estrutura quimica do pré-farmaco Nagal.

Pro-farmacos que possuem a D-galactose estdo sendo utilizados no
transporte de proteinas que inibem o crescimento desordenado das células, onde ja
foram realizados testes e in vitro e em in vivo, no combate ao cancer no colo retal,
cancer de pulmao, cancer de mama e cancer na tiredide (ITO et al. 2002).

Paclitaxel e docetaxel s&o dois taxdides que apresentam atividades
antitumorais, por inibicdo da montagem de microtubos em células tumorais. No
entanto, possuem baixa solubilidade em agua o que diminui em muitas vezes a agao
anticancerigena. Dessa forma, novos taxdides soluveis em dgua foram sintetizados,
formando produtos com hexoses em sua estrutura, entre esses taxdides temos a
docetaxel que é ligada a D-galactose (Figura 8), onde esse composto possui uma
maior solubilidade em dgua quando comparado a outros pré-farmacos utilizados
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para o0 mesmo fim, apresentando assim, maiores atividades antitumorais in vivo
(MIKUNI et al., 2008).

OH
Figura 8. Estrutura quimica do pré-farmaco docetaxel.

De acordo com Qu e colaboradores (2016), apesar das varias aplicacoes
desses carboidratos, é importante salientar que a injecao de D-galactose de forma
constante durante 8 semanas numa quantidade de 100 mg/kg ao dia causou a
inducao do estresse oxidativo, apoptose dos neurbnios e perda da memodria em
ratos.

Tendo em vista a relevancia dos carboidratos, varias rotas sintéticas vem
sendo estudas pela comunidade cientifica a fim de sintetizar novos compostos com
aplicabilidades biolégicas, como é o caso da reagcdo de acetilacdo que sera
abordada no topico a seguir.

3.4 Reacao de acetilagcao em carboidratos

A reacgdo de acetilacao € empregada, no geral, para converter muitas vezes
moléculas simples estruturalmente em moléculas com maior grau de complexidade
estrutural. A conversdo quimica de agucares por meio da reacdo de acetilagcéo, é
chamada de per-O-acetilagdo, e geralmente, o anidrido acético é utilizado como
agente acetilante (CARDOZO, 2016).

O produto da acetilacao tem suas propriedades fisico-quimicas alteradas, tais
como, polaridade, elasticidade, capacidade de absor¢ado ou troca de ions, resisténcia
a ataque microbiolégico e térmico, o que propicia uma maior atividade biologica do
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composto acetilado (SILVA, 2014). De acordo com Meier (2007), além do anidrido
acético, também se emprega o cloreto de acetila na presenca de uma base como a
piridina, trietilamina ou DMAP, a fim de promover a acetilagcéo.

De acordo com Silva (2014), a conversao de composto através da reacao de
acetilacdo pode ocorre através da catalise heterogéneas ou homogéneas, onde o
melhor tipo de catdlise empregada depende das condi¢cdes reacionais que serao
empregadas.

Vale ressaltar que a reacao de acetilacdo também serve de protecédo do grupo
hidroxila na quimica dos carboidratos, onde este tipo de reacao experimentalmente é
de facil execugéo e envolve elevados rendimentos (MEIER, 2007).

No que se refere a quimica dos carboidratos, muitos monossacarideos sao
acetilados, para posteriormente serem empregados como intermediarios para a
sintese de diversos outros carboidratos com atividades biolégicas, como alguns
oligossacarideos e como também glicoconjugados (LU et al., 2004).

Tendo em vista as atividades biolégicas inerentes a alguns glicoconjugados, a
D-galactose é utilizada como intermediaria em reagdes que envolvem a sintese
destes compostos diméricos, triméricos e tetraméricos, com atividade anti-
inflamatéria (ANDRADE et al., 2012).

De acordo com Misra; Tiwari; Madhusudan (2005), a acetilacdo em acucares
€ um técnica empregada na sintese organica para a protecao de grupos hidroxila,
onde esses carboidratos acetilados muitas vezes sdo de prego acessivel e
intermediarios importantissimos para a preparacdo de glicosidios, oligossacairios e
glicoconjugados.

A literatura descreve o emprego de varios catalisadores para promover a
acetilagdo de carboidratos, sendo eles: piridina (HOFLE; STGLICH;
VORGRUGGEN, 1978), acido sulfurico (WOLFROM; THOMPSON, 1963), acido
perclérico (HYATT; TINDALL, 1993), iodo (KARTHA; FIELD, 1997), perclorato de
litio (LU et al., 2004), no entanto, nestas metodologias estes catalisadores sao
homogéneos, o que dificulta a sua remog¢do como também o isolamento do produto
final, além de serem téxicos, corrosivos, degradantes ndo respeitando assim os
principios da quimica verde (CADARS et al., 2012).

Cordeiro e colaboradores (2011), descrevem que diversas sinteses estao
sendo realizadas utilizando como agente promotor catalisadores heterogéneos, tal

estratégia oferece vantagens técnicas, ambientais e econémicas com relagédo a
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catalise homogénea, pois na catélise heterogénea se tem uma maior facilidade no
processo de purificacdo do produto final, dessa forma acarretando no menor gasto
de solventes utilizados. Outro fator importante € a reciclagem do catalisador sélido
ao longo de sua vida util, minimizando assim, a geracao de residuos e efluentes.

Um bom exemplo de catalisador heterogéneo sao as argilas. As argilas sao
estruturas lamelares formadas por silicatos hidratados de aluminio/magnésio que
apresentam tamanho de particula menor que 2 ym de didmetro (Figura 9) (CADARS
et al., 2012).
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Figura 9. Estrutura da Argila.
Fonte. Adaptado do artigo de Cadars e colaboradores (2012).

As argilas, além de sua eficiéncia em catalisar inimeras reagdes quimicas,
apresentam vantagens econémicas e ambientais, uma vez que sdo catalisadores
disponiveis comercialmente, por ser um soélido é de facil manipulacao, podendo ser
removido através de processo fisico (filtragdo), o que implica em uma diminui¢cdao dos
gastos com solventes e isolamento do produto desejado. Adicionalmente, as argilas
séo atoxicas, facilitando em seu descarte no meio ambiente (CADARS et al., 2012).
Segundo Paiva, Morales e Diaz (2008), as argilas apresentam inumeras aplicacoes
devido as suas propriedades fisico-quimicas.

As argilas vém sendo amplamente utilizadas em sucessivas reacdes
organicas, a citar: agente promotor no craqueamento de hidrocarbonetos na
producdo da gasolina (BRAIBANTE; BRAIBANTE, 2014); como catalisador na
sintese de biodiesel (MENDONCA, 2013); adsorvente de metais pesados (BOSCO;
VIGNADO; CARVALHO, 2006); purificacdo da glicerina (KRUGEL, 2015).

Dentre as argilas uma das que mais se destaca € a argila montmorillonita que

também é chamada de esmectita. Essa argila foi identificada por Knight em 1986 na
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cidade de Montmrillon na regido de Poitu na Frangca. A montmorillonita € o
argilomineral mais comum entre as esmectitas, tendo como férmula geral
Mx(AlsxMgx)SisO20(OH4) (PAIVA; MORALES; DIAZ, 2008). A montmorilonita vem
sendo utilizada como catalisador em reac6es organicas em processos nos quais sao
utilizados como catalisadores &cidos de Lewis ou de Bronsted. E importante
destacar, que a versatilidade dessas argilas possibilitam a utilizacdo das varias
formas de energia, refluxo em solventes organicos, em micro-ondas ou ultrassom e
atendendo a preceitos da quimica verde em reacdes sem solventes (BRAIBANTE;
BRAIBANTE, 2014).

Testes utilizados para determinar varios parametros em compostos
sintetizados sdo comumente realizados, como é o caso dos compostos preparados a
partir da reacdo de acetilacdo, um dos testes que é descrito pela literatura € o de
toxicidade, que pode ser determinada por testes frente ao bioensaio com Artemia
salina, que é descrito no préximo tépico.

3.5 Artemia salina Leach

As artémias (Figura 10a) sdo microcrustaceos encontrados em aguas salinas,
e sao capazes de viverem em ambientes extremamente salinos e com pouca
concentragao de oxigénio (RUIZ et al., 2005). De acordo com Camara e Castro
(1983), as primeiras tentativas para disseminar a Artemia salina em ambientes
naturais, foram realizadas no inicio da década de 60, nas lagoas hipersalinas da ilha
Christmas, que em funcdo das condi¢cbes ecologicas adversas nado foram bem-
sucedida. A ideia nesta disseminagao era proporcionar condi¢ées favoraveis para a
reproducado da Artemia Salina, visando uma posterior liofilizacdo das mesmas com o
intuito de servir de alimentacédo para peixes de pequeno porte (peixes ornamentais,
Figura 10b). Resultados significativos, através de inoculagdes temporarias foram
obtidos em areas salinas em paises como Filipinas e Tailandia na década de setenta
(CAMARA; CASTRO, 1983).



29

Figura 10. (a) Imagem da Artemia Salina. (b) Peixe-palhago ou peixe-das-anémonas

Fonte: imagem da artémia - https://br.pinterest.com/explore/artemia-salina/
Fonte: imagem do peixe-palhago - http://www.encontrospet.com.br/blog/peixe-palhaco/

Na regiao Nordeste, essas espécies de microcustaceos chegaram através de
inoculagbes feitas com seus cistos importados da Calférnia-EUA, em 1977, em
Macau-RN, a partir dai as Artemia salinas se dispersaram por toda regiao salineira
do Rio Grande do Norte e posteriormente da Regiao Nordeste (CAMARA; CASTRO,
1983).

De maneira geral, as artémias sao frequentemente utilizadas para testes de
toxicidade, elas se alimentam principalmente de fitoplancton, sendo assim
importantes consumidores primario (LIBRALATO et al., 2016). No entanto, as
artémias necessitam de condig¢des ideais, ou seja, a faixa de temperatura entre 25-
30°C, elevada salinidade (45% a 160%), e nivel de oxigénio abaixo de 1 mL/L
(CAMARA; CASTRO, 1983).

Os cistos de Artemias salinas sdo de baixo custo e de facil acesso no
comércio, além de permanecerem estaveis por centenas de dias no estado seco,
essas vantagens contribuem de forma significativa para a insercdo dos bioensaios
(PALACIO et al., 2012).

Existem relatos na literatura que descrevem a utilizagdo das artémias para
avaliagdo do efeito citotoxico de extratos (MOREIRA et al., 2002); ensaios
citotdéxicos de vegetais mais especificamente de plantas medicinais (MEYER et al.,
1982); teste de letalidade em algas (LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006);
deteccdo de compostos bioativos em extratos vegetais como também expressar a
toxicidade (RUIZ et al., 2005); e estudo fitoquimico (NASCIMENTO et al., 2008).

De acordo com Pimentel e colaboradores (2011) a literatura tem relatado
correlagdes entre o bioensaio de toxicidade utilizando Artemia Salina e a
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citotoxicidade em cepas de células humanas de tumores sélidos, e atividade frente
ao antitripanossoma cruzi.

No geral, os testes utilizando a Artemia salina sao eficazes, e varios grupos
de pesquisa utilizam a metodologia proposta por Meyer e colaboradores (1982).
Deste modo, o trabalho propbs promover a acetilicdo no derivado da D-galactose
estudando as condi¢cdes reacionais e avaliar a toxicidade do produto acetilado
utilizando a Artemia salina Leach.
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Local da pesquisa

Os processos de sintese, purificacdo de todos os compostos, como também o
teste de reuso da argila, foram realizados no laboratério de Sintese Organica
(LASO), localizado no Centro de Educagédo e Saude da Universidade Federal de
Campina Grande — Campus Cuité. J& os espectros de infravermelho e ressonancia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e carbono ('3C) dos compostos
sintetizados foram realizados na Central Analitica da Universidade Federal do
Pernambuco — Campus Recife. O bioensaio com a Artemia salina LEACH foi
realizado no laboratério de toxicologia do Centro de Educacdo e Saude da
Universidade Federal de Campina Grande — Campus Cuité.

4.2 Procedimentos gerais

Em geral, foram utilizados reagentes e solventes na sua forma comercial,
(P.A.), dos fornecedores Sigma-Aldrich, Vetec e Cinética. Os solventes utilizados
foram purificados e secos conforme os protocolos Perrin e Armarego (1996), assim,
o hexano e o acetato de etila (AcOEt) foram destilados através da coluna de Vigreux
antes do uso em coluna, enquanto que o diclorometano (DCM) foi destilado sob
hidreto de calcio e mantido sob cloreto de calcio. Outro solvente também foi
destilado durante o desenvolvimento do trabalho como a acetona (destilada sob
iodeto de sédio).

O acompanhamento das reagbes foi realizado através de cromatografia em
camada delgada (CCD). Para revelagdo dos compostos foi utilizada solugao
etandlica acida [(EtOH/H2S0s4) (9,5:0,50)] sob aquecimento. Para cromatografia em
coluna foi utilizada silica-gel 60 (Merck, 70-230 mesh) como fase estacionaria e
sistemas hexano/acetato de etila como fase fluida.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registrados em um
espectrébmetro Varian Unity Plus de 300 MHZ ou em um espectrometro Varian
URMNS de 400 MHZ. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm (partes
por milhdo) em relacdo ao pico residual do cloroférmio (7,258 ppm) para os
espectros de hidrogénio, em relacéo ao pico central do CDCIs (77,0 ppm) para os
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espectros de carbono. Todas as constantes de acoplamento (J) foram descritas em
hertz (Hz). Os espectros no infravermelho foram registrados em um
espectrofotometro de IV com transformadora de Fourier no instrumento Bruker

Modelo IFS66, sendo as amostras preparadas com filmes finos ou pastilhas de KBr.

4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Preparacao do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose (2)

oH on
(O/\{OH § cusoueni) ’“(O/\(OXM‘?
+ B
| H,50 . M
HO" N “on Me" Me RN e Sl (o
OH Me O
1 Me 2

Em um baldo de fundo de 250 mL foi adicionada a D-galactose anidra (2,0 g,
6,6 mmol) e CuSO4 anidro (4,5 g, 2,8 mmol). Em seguida a mistura foi dissolvida em
45 mL de acetona seca e destilada, e na sequéncia foi adicionado 0,23 mL de H2SO4
concentrado. A mistura reacional foi agitada por 24 horas em temperatura ambiente
(t.a.). Uma vez comprovado o término da reagéo por CCD, o CuSO4 foi removido por
filtracdo a vacuo e lavado com acetona. Na sequéncia o filtrado foi neutralizado com
Ca(OH)2. O produto bruto foi concentrado utilizando um evaporador rotativo e
purificado por cromatografia em coluna em um sistema de eluente hexano/acetato
de etila (7,5:2,5).

4.3.2 Preparacao do 6-0O-acetil-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose
(3)
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Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 125 mL, contendo 1 mL
de anidrido acético, foram adicionados a 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-
galactopiranose (65 mg; 0,25 mmol) e a montmorillonita K-10 (65 mg, 100% m/m). A
mistura reacional foi agitada por 7,5 minutos em t.a. Apds o término da reacéo a fase
organica foi transferida para um funil de separagédo e lavada com solugéo saturada
de NaHCOs (50 mL), sendo posteriormente seca com MgSO4. O solvente foi filtrado
e rota evaporado. O produto bruto foi concentrado utilizando um evaporador rotativo
e purificado por cromatografia em coluna em um sistema eluente hexano/acetato de
etila (7,5:2,5).

4.3.3 Reuso da argila

Nesta etapa, foi avaliada a eficiéncia do processo de recuperagdo da argila
montmorillonita K-10, utilizada como agente promotor na reagdo de acetilagéo.
Foram realizados 6 ciclos, no término de cada reacdo o tubo de ensaio contendo a
mistura reacional com 0,25 mmol da 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-Dgalactopiranose,
1 mL do anidrido acético como agente acetilante e com 100 % m/m da argila, foi
levado para a centrifuga da marca CENTRIBIO e do modelo 80-2B (figura 11), onde
foi realizada 3 lavagens com DCM, onde a cada lavagem para a extragdo do
solvente o tubo de ensaio contendo a argila foi centrifugada, para garantir que a
argila estivesse limpa, para a realizagéo do ciclo seguinte.

Figura 11. Centrifuga utilizada no reuso da argila montmorillonita K-10
Fonte: da pesquisa
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4.3.4 Calculos estequiométricos para o rendimento.

massa do composto pesado

Rendimento Tedrico = X massamolar do produto

sua massa molar

~ massa obtida do produto apds a purificacio
Rendimetno dareacdo = - — A 100
; Rendimento tedrico

4.3.5 Bioensaio Toxicologico com as Larvas da Artemia Salina Leach.

O bioensaio toxicoldgico com Artemia salina Leach foi baseado no protocolo
descrito por Meyer e colaboradores (1982). Foram utilizados 30 mg do 1,2:3,4-di-O-
isopropilideno-a-D-galactopiranose, o qual foi adicionado 50 pL de dimetilsulféxido. A
solucdo foi homogeneizada e o volume completado para 5 mL com agua salinizada
filtrada (4gua salina e agua destilada 1:1) a pH = 8,0. Desta solucao foram retiradas
aliquotas de 2500, 2291, 2083, 1875, 1666, 1458 e 1250 pL que foram transferidas
para outros baldes volumétricos de 5 mL e os volumes completados com o mesmo
solvente, obtendo-se concentragdes de 3000, 2750, 2500, 2250, 2000, 1750 e 1500
pug/mL, para a solugdo aquosa de 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose.
Adicionalmente, o procedimento para o bioensaio com a 6-0O-acetil-1,2:3,4-di-O-
isopropilideno-a-D-galactopiranose foi feito com o mesmo protocolo, diferenciando
apenas as aliquotas retiradas, que foram: 4166, 3333, 2916, 2500, 2083, 1666 e
1250 pL, obtendo-se as concentragbes de: 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000 e
1500 pg/mL. O teste foi acompanhado por controle positivo onde foi utizado o
dicromato de potassio (K2Cr207) e controle negativo utilizando apenas agua marinha
artificial e dimetilsulfoxido. Os cistos de Artemia salina (20 mg) foram incubados sob
iluminagédo artificial por 48 h para que favorecesse a eclosdo das larvas
(metanduplios), e estas, separadas em nove grupos com 10 artémias cada. O
primeiro e o segundo grupo recebebeu a solugdo controle positivo (solvente e
dicromato de potassio) e controle negativo (solvente e dimetilsulféxido,
respectivamente) e as sete seguintes receberam a solugdo aquosa do composto em

diferentes concentragbes. As amostras foram submetidas a iluminag&o artificial
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durante 24 h, e apds este periodo foram contabilizadas as larvas vivas e mortas. O
experimento foi realizado em triplicata para cada substancia-teste.

4.3.5.1 Analise de Letalidade

Com relacao aos efeitos citotdxicos de extratos e alguns outros testes com as
artémias, elas ficaram em um recipiente com agua com salinidade relativamente alta
simulando a agua do mar, juntamente com a adicdo da substancia testada em
diferentes concentracdes (MOREIRA et al., 2002).

No que se refere ao teste de letalidade com as artémias, as mesmas foram
colocadas em ambientes similares ao ambiente natural, com a salinidade elevada e
baixas concentracdes de oxigénio, onde a substancia colocada foi diluida, a partir
dai, apés um dia, se teve a contagem de larvas mortas como também vivas, para
assim, se ter o teste de letalidade realizado em sua totalidade, através de analises
estatistica e como também anélises comparativas com resultados ja consolidados
(LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006).

4.3.5.2 Analise estatistica

Para obtencéo dos valores da concentragao letal para matar 50% das larvas
(CLso), foi utilizada a analise através do software POLO-PC (Copyright LeOra
Software 1987) com 95% de confianga.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando estudar as condi¢des reacionais da reacao de acetilagao do 1,2:3,4-di-
O-isopropilideno-a-D-galactopiranose a partir da catalise heteregénea empregando
diferentes argilas, o trabalho foi iniciado com a sintese deste composto a partir da D-
galactose (Esquema 2). Este trabalho foi realizado em conjunto com a aluna de
graduacao Adlla Raiane Santos, seguindo o protocolo experimental estabelecido por
Schmidt (1963).

Cl)H Cl)H
”'-KOIOH i CuSO, (equi.) ""LO/\EOXM‘*
+ »
) H,SO - M
Ho\‘ Y OH Me Me 2 4 O\ Y o e
OH Me 6]
1 Me 2

Esquema 2. Sintese do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose.

O 1,2:3,4-di- O-isopropilideno-a-D-galactopiranose foi obtido na forma de liquido
amarelo (coloragdo 109)' com rendimento de 83%, sendo este resultado superior ao
descrito na literatura (Schmidt, 1963).

Uma vez que, o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose (2) apresenta
cinco estereocentros definidos foi realizado a rotagcdo especifica, onde o valor
encontrado foi de [a]° - 44,3 (c 1.0, MeOH).

Sintetetizado e caracterizado o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-
galactopiranose (2) foi iniciado o estudo da reacdo de acetilacdo. Neste estudo

foram avaliados diferentes parametros, sendo eles:

i. Tipo de Argila;
ii. Quantidade de argila;
iii. Tipo de solvente;

iv. Reuso.

! https://www.hometeka.com.br/inspire-se/chega-de-monotonia-dicas-de-decoracao-com-amarelo/


http://www.hometeka.com.br/inspire-se/chega-de-monotonia-dicas-de-decoracao-com-amarelo/
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Deste modo, o trabalho prosseguiu avaliando diferentes argilas, onde as
selecionadas foram: montmorillonita K-10; montmorillonita KSF e Tonsil. Os

resultados estao detalhados na tabela 1.

Tabela 1: Estudo da influencia do tipo de argila utilizada na reacao de acetilagao do 1,2:3,4-di-O-
isoproleno-a-D-galactopiranose (2).

Esquema de ?H ?AC
Reacdo ”“LOIOXME o o rgia /"‘EO/\{O%M‘%
o~ M A T o g Me
Me o Me)fo
Me 2 Me 3

Experimento? Tipo de Argila (100 % Tempo (min) Rendimento (%)®

m/m)
1 Montmorillonita K-10 7,5 95
2 Montmorillonita KSF 45 95
3 Tonsil 95 70

®Experimento realizado utilizando 0,25 mmol do composto 2, 1,00 mL do solvente; 100 % m/m da

argila com relagéo ao carboidrato. * Rendimento dos produtos isolados.

De acordo com a Tabela 1, ao serem empregadas as montmorillonitas K-10 e
KSF nesta reagao, foram obtidos rendimentos iguais de 95%, no entanto a reagao
com a argila montimorillonita K-10 ocorreu em menor tempo a temperatura ambiente.
Foi constatado que a reacao utilizando a argila tonsil levou ao produto desejado,
porém a reacao nao foi completa, mesmo deixando por um mais tempo.

Deste modo, de acordo com a Tabela 1 as argilas Montmorillonitas K-10 e
KSF forneceram os melhores resultados, e uma provavel justificativa esta associada
as caracteristicas peculiares desses agentes promotores, por exemplo, sua estrutura
possui uma camada octaédrica (Al) intercalada entre duas camadas tetraédricas
(Si), o que permite que essa argila atue como acido de Lewis ou de Brbnsted,
(BRAIBANTE; BRAIBANTE, 2014), isso devido a presenca de orbitais livres no
metal Al, o que possibilita a interagdo dos oxigénios com esses metais, tornando o
carbono carbonilico do anidrido acético mais eletrofilico e consequentemente
susceptivel a ataque nucleofilico da hidroxila do 1,2:3,4-di-O-isoproleno-a-D-
galactopiranose. Comparando as duas montmorillonitas, com o emprego da K-10, os
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resultados foram melhores, isso pode ser justificado pelas diferentes areas
superficiais que essas argilas apresentam. A argila KSF possui area superficial
variando em torno de 20-40m2/g e a argila K-10 possui area superficial que varia de
500-760m2/g (NOWROUZI, 2011).

Uma vez que foi constatado que a melhor argila foi a montmorillonita K-10,
partiu-se para a proxima etapa, onde foi avaliado a influencia da quantidade de
montmorillonita K-10 na formacdo do 6-0O-acetil-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-

galactopiranose (3). Os resultados estdo sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2: Estudo da influencia da quantidade de argila na reagéo de acetilagéo do 1,2:3,4-di-O-

isoproleno-a-D-galactopiranose (2).

(|)H Cl)Ac
i, O 0 Me montmorillonita v O L0 Me
O o §
Esquema de O\\LJ:OXME N )L Kt 130 O\\LIOXME
Reagio H Mel O Me . H
Me Me
Me 2 Me 3
Experimento? Montmorillonita Tempo (min) Rendimento (%)°
K-10 (quant. m/m)
1 200 % 2,5 80
2 150 % 4,0 81
3 100 % 7,5 95
4 75 % 10 91
5 50 % 12 95
6 25 % 17 86
7 10 % 25 70
8 5% 100 60
9 -2 - -

®Experimento realizado utilizando 0,25 mmol do composto 2, 1,00 mL do solvente; °

Rendimento dos produtos isolados.

De acordo com a tabela 2, os melhores resultados foram obtidos quando foi
utilizado 50%, 75% e 100% m/m da argila (Experimentos 3, 4 e 5). No entanto,
observa-se que tanto 0 aumento como a dinimuicdo da quantidade de argila
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acarretou em uma diminuicdo do rendimento (Experimentos 1, 2, 6, 7 e 8). Quando a
reacdo foi promovida na auséncia da argila, constatou-se que a reacdo nao
acontece.

Deste modo, esta reacao de acetilagao foi promovida utilizando 100% m/m de
montimorillonita K-10. Foi observado, através do acompanhamento da reagdo no
CCD (Figura 12), que a reagao ocorreu em 7,5 minutos. De acordo com a CCD foi

possivel constatar que a reagéo utilizando esta argila formou apenas um produto.

Figura 12: CCD realizada ap6s a extragdo, para se obter o composto 3.
Fonte: da pesquisa.
Levando em consideracdo o custo versus o beneficio da reacdo de acetilacao
do composto 2, a quantidade de montmorillonita K-10 foi padronizada em 100 %
m/m, tendo em vista que com o emprego dessa quantidade de argila a reagéo

ocorreu em menor tempo e com um rendimento excelente.

Em seguida, foi investigado a influéncia do tipo de solvente empregado na
sintese do 6-O-acetil-1,2:3,4-di- O-isopropilideno-a-D-galactopiranose (2) mantendo
fixado a quantidade 100 % m/m da argila montmorillonita K-10. Os resultados esté&o
descritos na tabela 3.

Tabela 3: Estudo da influencia do tipo de solvente utilizado na reagéo de acetilagcdo do 1,2:3,4-di-O-
isoproleno-a-D-galactopiranose (2).
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(|)H (l)Ac

. O 0 Me montmorillonita v O 0 Me
Esquema de LI ><Me s )OL b (J: ><Me
Reagéo o : (0] Me 0 Me t.a. O\\‘ H (0]

o0 o0

Me 2 Me 3
Experimento?® Tipo de solvente Tempo (min) Rendimento (%)°
1 Dicloro metano (DCM) 90 80
2 Acetato de etila (AcOEt) 125 96
3 Sem solvente 7.5 95

®Experimento realizado utilizando 0,25 mmol do composto 2, 1,00 mL do solvente; 0,30
mmol do anidrido; 100 % m/m da argila com relagédo ao carboidrato. ® Rendimento dos

produtos isolados.

Analisando a tabela 3 foi possivel verificar que o melhor solvente empregado
nessa sintese com relacdo ao rendimento foi o AcOEt no entando com um maior
tempo reacional, o melhor rendimento desse solvente com relacdo ao DCM é
justificado devido a maior solubilidade do composto 3 em AcOEt com relacado ao
DCM. No entanto com relagdo ao tempo, o emprego do AcOEt promoveu um
aumento no tempo reacional, isso devido a uma competicdo entre as carbolinas do
solvente AcOEt e do agente acetilante anidrido acético. Adicionalmente a reacao
isenta do solvente apresentou os melhores resultados e vai de encontro aos

principios da quimica verde.

Uma vez que, as condi¢cdes reacionais foram otimizadas, a estrutura do
composto 3 foi confirmada através de dados espectrométricos (IV; RMN 'H e RMN
3G ). No espectro de RMN 'H, foi observado quatro simpletos em campo alto na
regido entre 1,33 a 1,51 ppm que correspondem aos hidrogénios metilicos H-1, H-2,
H-5 e H-6. Enquanto que o simgleto em 2,08 ppm refere-se aos hidrogénios
metilicos do grupo -OAc, o que confirma a acetilagdo do composto 2. Outro sinal que
merece destaque € o proveniente do H-3 que aparece como um dupleto (expansao)
em 5,53 ppm devido o acoplamento com H-4 (Js4 = 5,1 Hz), que por sua vez
também é desdobrado por H-5 (Js3 = 5,1 Hz; Js5 = 2,4 Hz) originando um dupleto de
dupleto (expansao) com deslocamento quimico de 4,32 ppm. O sinal em 4,6 ppm

corresponde ao hidrogénio H-5, o qual é desdobrado por H-4 e H-8 em dupleto de



dupleto (Js4 = 2,3; Hz; Js 8 = 7,8 Hz). Os demais hidrogénios e seus respectivos

sinais podem ser vistos na Figura 13.
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Figura 1: Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 3.

Examinado o espectro de RMN "*C do composto 3 foi possivel verificar a
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ocorréncia de 14 sinais que corresponde exatamente a quantidade de carbonos

presente na molécula. Os sinais em campo alto que se estende na regido entre

20,90 a 25,98 ppm foram originados dos carbonos metilicos, pois estes se

encontram em um ambiente de maior densidade eletrébnica. Por outro lado, o sinal

em campo baixo com deslocamento quimico de 170,95 ppm caracteristico de éster

(155-185 ppm) corresponde ao carbono carbonilico do grupo —OAc (desblindado
devido a anisotropia diamagnética da ligacdo C=0), o que corrobora com a estrutura
do composto 3. Na Figura 14 é mostrado todos os sinais e o0s carbonos

correspondentes.
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Figura 2: Espectro de RMN '*C (CDCls, 100 MHz) do composto 3.

Como o composto acetilado foi obtido na forma de um sélido cristalino branco,
e a fim de otimizar a caracterizacdo do composto, adicionalmente foi realizado o

ponto de fusdo, onde o teste foi realizado em triplicata, onde os resultados estdo

sumarizados na tabela seguinte:

Tabela 4: Estudo do ponto de fusdo do 6-O-acetil-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose

3).

teste? Tib TfC AT
1 104,4 °C 105,6 °C 1,2 °C
2 104,7 °C 105,8 °C 1,1 °C
3 104,4 °C 105,7 °C 1,3°C

Teste realizado uma pequena aliquota do composto compactado em um tubo capilar, ;
® Temperatura inicial da fusdo; © Temperatura em que o solido se converteu totalmente

em liquido.
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Em seguida, foi investigado a possibilidade de reuso da argila utilizada nas
sucessivas reagdes de acetilacdo, onde a argila empregada a K-10 100 %om/m a

qual apresentou os melhores resultados. Os resultados estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5: Estudo do reuso da argila montmorillonita K-10 em sucessivas reacdes de acetilagdo do
1,2:3,4-di-O-isoproleno-a-D-galactopiranose (2).

OAc
Reacao Q" Me” >0 " Me ta. o 0
Me%’lo Me)\/o
Me 3
ciclo? Montmorillonita K-10  “empo (min)  Rendimento (%)°
(quantidade m/m)
1 100 % 75 o
2 100 % 75 o6
3 100 % 75 o
4 100 % 75 o4
5 100 % 15 75
6 100 % 30 -

®Experimento realizado utilizando 0,25 mmol do composto 2, 1,00 mL do solvente; °

Rendimento dos produtos isolados.

De acordo com a tabela 5, a argila montmorillonita K-10 manteve sua
atividade catalitica nos quatro primeiros ciclos reacionais, ou seja, essa argila pode
ser reutilizada com agente promotor para essa rea¢ao quatro vezes mantendo suas
caracteristicas, isso foi constatado pelos tempos reacionais que se manterdo em 7,5
minutos e pelos rendimentos que variaram entre 94-96%, essa variagdo pode ter
ocorrido devido a erros experimentais que fazem parte do processo sintético. A
partir do quinto ciclo as propriedades da montmorillonita foram diminuidas, isso foi
constatado e comprovado pelo aumento do tempo reacional para 15 minutos e pela
queda do rendimento para 72%, no sexto ciclo o tempo reacional da reacéo
estabilizou em 30 minutos e com o rendimento de 70%. Tendo em vista as
caracteristicas e a importancia das argilas como catalisadores, os resultados foram

satisfatorios.
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A literatura descreve a reutilizacdo das argilas para alguns fins, tais como:
producéo do biodiesel (SOUZA, 2015); Obtencao de materiais ceramicos (SILVA et
al., 2010); refino de oleos vegetais (GAROFALO, 2011). No entanto, a literatura
pouco relata sobre a reciclagem das argilas para a posterior utilizacdo como
catalisadores em sinteses de compostos.

Uma vez sintetizados, caracterizados e realizados estudos com varios
parametros supracitados nos compostos 2 e 3, a préxima etapa do trabalho foi

realizar bioensaios toxicolégicos frente a larvas da Artemia salina Leach.

Os valores da taxa de mortalidade do composto 2 variou entre 0 e 100 %,
visando determinar a concentracao letal para matar 50% das larvas (CLso). Deste
modo, a CLso encontrada através do software POLO-PC, com 95% de confianga, foi
de 2300,020 pg/mL com intervalo nos limites 2242,612 a 2367,418 pg/mL. De
acordo com Merino et al. (2015), o valor da CLso igual a 2300,020 ug/mL implica que
o 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose apresenta baixa toxicidade, uma
vez que esse valor se enquadra nos indices superiores a 1000 yg/mL. O controle
negativo levou a morte de nenhuma larva, enquanto que a CLso do controle positivo
foi semelhante ao descrito por Belem et al. (2015). Devulapalle et al. (2004), relata
que os derivados de carboidratos considerados ndo téxicos sdo muito promissores,
principalmente pela sua incorporagdo em produtos de prevengéo contra caries e de
higiene oral para o combate da placa bacteriana.

A CL 50 encontrada no composto 3, foi de 3221,633 pg/mL, considerando uma
varidncia de 2,5 % para mais (3365,438) e 2,5% para menos (3095,232),
evidenciando que o composto 3 tem um toxicidade ainda menor com relagdo ao

composto 2.

Diante disso, os resultados da CLsp encontrados para o 1,2:3,4-Di-O-
isopropilideno-a-D-galactopiranose 2 e 6-O-acetil-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-
galactopiranose 3, servira como motivacdo para futuros estudos de atividade
bioldgica e/ou farmacoldgicas devido a baixa toxicidade de ambos os compostos

sintetizados.
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6 CONCLUSAO

De forma geral foi possivel concluir que:

v O 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose foi sintetizado, com um
rendimento de 83 %;

v O 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose foi obtida na forma de um
liquido de coloragcéo amarela;

v' A reacgao de acetilagdo do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose foi
melhor processada com o emprego de 100% m/m da Argila montmorillonita K-
10, com um tempo reacional de apenas 7,5 minutos € um rendimento de 95 %
a temperatura ambiente;

v Com o emprego de 50% e 100% m/m na argila montmorillonita K-10 foram
obtidos os melhores rendimentos ambos de 95 %, nos respectivos tempos
reacionais de 12 minutos e 7,5 minutos;

v' O AcOET dentre os solventes utilizados foi o que obteve os melhores
resultados, no entanto a reacdo isenta desses solventes apresentou
resultados ainda mais significativos;

v" O produto composto gerado pela reagédo de acetilagao (6-O- acetil-1,2:3,4- di-
O-isopropilideno-a-D-galactopiranose) foi obtido na forma de um soélido
cristalino branco;

v" O de fusao do composto acetilado variou de 104,4 °C — 105,6 °C;

v' Tanto o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose quanto o 6-O- acetil-
1,2:3,4- di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose, se mostraram pouco

atoxicos frente ao bioensaio, nas concentracdes estudadas.
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