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RESUMO

A Kappa-carragenana € um polissacarideo aniénico, sulfatado, linear e de
alto peso molecular, extraido principalmente de algas vermelhas do filo
Rhodophyta como a alga Kappaphycus alvarezii. Tanto a Kappa-carragenana
quanto outros polissacarideos possuem uma estrutura quimica definida e
dificilmente alcangavel através da sintese organica, tornando-os alvos de
modificagdes quimicas. O objetivo deste trabalho foi extrair e caracterizar o
polissacarideo hibrido obtido da alga vermelha K. alvarezii e realizar a
semissintese dos derivados N-alquil, O-tosila, Azido, N-dietil e pirrolidina, além
de testar as atividades antimicrobianas dos derivados N-alquil. A k-carragenana
extraida (KC) foi submetida a hidrélise acida parcial utilizando &cido
trifluoroacético (TFA) a fim de promover a quebra seletiva das ligagoes
glicosidicas a-(1->3) entre a unidade 3,6-anidro-a-D-Galp e a B-D-Galp-4-sulfato.
A fracdo KC foi hidrolisada e os seus terminais redutores foram submetidos a
reacao de aminacao redutiva com a N-pentilamina (KAP), heptilamina (KAH),
nonilamina (KAN e KAN1) e dodecilamina (KAD e KAD1). Estas fragées foram
testadas quanto a sua atividade antimicrobiana contra os microrganismos S.
aureus (ATCC 6538), P. aeruginosa (ATCC 9027) e E. coli (ATCC 8738), onde
as fragbes KAN1, KAD e KAD1 apresentaram atividade contra os
microrganismos testados, sendo a fragdo KAD1 a mais ativa, principalmente
contra a bactéria E. coli (CIM de 0,25 mg/mL e CBM de1.56 mg/mL) . Para a
reagao de tosilagao a fragao nativa (KC) foi hidrolisada gerando a fragéo (KCD)
que foi submetida a tosilagdo (KCDT). Esta reacdo foi eficaz em solvente
agua/acetonitrila, atingindo DSsoma de 1.32 (KCDTP), com a substituicdo
ocorrendo preferencialmente em C6 da unidade de B-D-Galp-4-sulfato. A fragcao
tosilada (KCDT) foi submetida a reagao de substituicdo com azida, dietilamina e
pirrolidina, gerando as fragdes KDA, KDD e KDP, respectivamente, onde as

substituicoes foram completas no C6 da unidade G4S.

Palavras-chave: Kappa-carragenana; Hidrélise Acida Parcial; Aminacao

Redutiva; Tosilacao e Atividade Antimicrobiana.



ABSTRACT

Kappa-carrageenan is an anionic, sulfated, linear, high molecular weight
polysaccharide extracted from red algae (Rhodophyta), such as Kappaphycus
alvarezii. Polysaccharides present an interesting chemical structure hardly
obtained through chemical synthesis thus these biopolymers are used as a
starting material for chemical modifications. The objective of this work was the
semi-synthesis of N-alkyl, O-tosyl, Azido, N-diethyl and pyrrolidine derivatives of
Kappa-carrageenan. In addition, the N-alkyl derivatives were tested for their
antimicrobial activities. The k-carrageenan extracted (KC) from K. alvarezii was
submitted to partial acid hydrolysis with trifluoroacetic acid (TFA), to promote the
selective cleavage of a-(1->3) glycosidic linkages between 3,6-anhydro-a-D-Galp
and B-D-Galp-4-sulfate. The resulting products were submitted to reductive
amination reaction with N-pentylamine (KAP), heptylamine (KAH), nonylamine
(KAN and KAN1) and dodecylamine (KAD and KAD1) to yield six derivatives, and
their antimicrobial properties were evaluated against S. aureus (ATCC 6538), P.
aeruginosa (ATCC 9027) and E. coli (ATCC 8738), where KAN1, KAD and KAD1
showed activity against the microorganisms tested, being KAD1 the most active,
especially against E. coli (MIC of 0.25 mg/ml and MBC of 1.56 mg/ml). In order
to synthesize O-Tosyl derivatives, the native fraction (KC) was hydrolyzed to give
KCD fraction, and then it was submitted to tosylation (KCDT). This reaction was
effective in water/acetonitrile solvent, reaching DSttal equal to 1.32 (KCDTP). The
modification was observed preferentially at C6 of §-D-Galp-4-sulfate units. The
tosylated fraction (KCDT) was submitted to the substitution reaction with azide,
N-diethylamine and pyrrolidine and these substitutions were complete at C6 of 3-

D-Galp-4-sulfate units.

Keywords: Kappa-carrageenan; Partial Acid Hydrolysis; Reductive Amination;

Tosylation and Antimicrobial Activity.
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1. INTRODUGAO

1.1 POLISSACARIDEOS DE ALGAS MARINHAS VERMELHAS

As algas marinhas possuem um papel importante nos componentes
bidticos de diferentes ecossistemas. Sua distribuicdo é dependente de fatores
fisicos, quimicos e bioldégicos. Em conjunto com os animais de coral, as algas
marinhas sao consideradas indicadores da saude do ecossistema. Elas estao
na base da cadeia alimentar marinha, sendo fonte de alimento direto para
ourigos-do-mar e peixes. Além disso, fornecem abrigo e area reprodutiva para
peixes, invertebrados, aves e mamiferos (BAWEJA et al., 2016).

A grande maioria das algas habitam nos sistemas marinhos, como as
algas do filo Chlorophyta (verdes), Rhodophyta (vermelhas) e Ochrophyta
(marrons) (FIGURA 1), contudo algumas espécies se adaptaram bem ao
ambiente de agua doce e salobra como as algas do género Gracilaria e Ulva.
Deve-se considerar as condi¢gdes de salinidade (hipo ou hipersalinidade) e
fatores ambientais como luz e dessecacdo como fatores criticos para o
desenvolvimento das algas em cada ambiente (KUMAR et al., 2014; BAWEJA et
al., 2016). Dentre as diversas classes de algas marinhas, as algas vermelhas
(filo Rhodophyta) se destacam por possuirem a maior diversidade de espécies,
chegando a mais de 7.000 espécies. Dentre os principais tipos se encontram as
algas do género Coralline, Porphyra, Gracilaria, Polysiphonia, Rhodymeniales e
Kappaphycus (BAWEJA et al., 2016).
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FIGURA 1 — EXEMPLO DE ALGA MARINHA VERDE, VERMELHA E MARROM.

A: Caulerpa scalpelliformis, B: Halymenia sp. e C: Laminaria hyperborea.
FONTE: BAWEJA et al. (2016)

Os polissacarideos sao produzidos pelas algas marinhas como produtos
de armazenamento e como parte de suas paredes celulares, onde sao
encontrados tanto na parede fibrilar quanto na matriz intercelular. Estas
moléculas geralmente estdo presentes com outros biopolimeros e sua estrutura
depende da espécie da alga (BAWEJA et al., 2016; COSENZA et al., 2017). De
um modo geral, os polissacarideos s&o moléculas amplamente disponiveis na
natureza, e possuem vantagens como as de serem biocompativeis,
biodegradaveis e apresentar baixa toxicidade a organismos vivos (CHOPIN et
al., 2014).

Alguns polissacarideos sdo comumente produzidos pelas algas
vermelhas, como o polissacarideo de armazenamento conhecido como o amido
das florideas, alguns polissacarideos fibrilares da parede celular como a
celulose, mananas e xilanas (USOV, 2011; COSENZA et al., 2017). Contudo, as
algas vermelhas diferem das demais algas por produzirem predominantemente
galactanas sulfatadas na composicdo de suas paredes celulares e matrizes
intercelulares. As galactanas possuem um esqueleto linear constituido de

unidades alternadas de [B-D-galactopiranose substituidas em carbono 3 a a-
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galactopiranose substituidas em carbono 4, onde esta ultima unidade pode estar
parcialmente ou completamente na forma de 3,6-anidro-galactopiranose. Estes
polimeros sao classificados em agaranas, carragenanas ou DL-hibridos
conforme a estereoquimica da unidade alfa. As agaranas apresentam a
configuracdo L- e as carragenanas a configuracdo D- (ESQUEMA 1), e as
hibridas possuem unidades pertencentes tanto a configuracdo D- quanto L-,
(USOV, 2011).

ESQUEMA 1 - ESTRUTURAS QUIMICAS DA AGAROSE E KAPPA-CARRAGENANA.

Agarose K-carragenana
OH OH 0 0;80 OH
. O . A 0 O
*O&%\w </ o2 o Lo
OH CI}H OH
OH
n n

[(= A-pD-Galp-{1 = 4)-3 B-anidre-o-L-Galp-1 =] [(= 3-EF0-Galp-4-suifatof! =433, 6-anidro-c-0- Galg- (1=

\ J | ] J | J
| | |
A B A B

FONTE: O autor

1.2 CARRAGENANAS

Carragenana € um nome genérico para um grupo de polissacarideos
extraidos das algas marinhas vermelhas do filo Rhodophyta. Essas algas estao
presentes abundantemente nas costas das Filipinas, indonésia e outras ilhas do
extremo oriente, sendo encontradas também na América do Sul principalmente
no Chile e no Peru. A concentragdo de carragenanas nestas algas varia entre
30-80% dos constituintes de sua parede celular, sendo dependente da espécie,
estacdo do ano da coleta e condigdes de crescimento destas algas, onde cada
espécie tera uma carragenana e sua constituicdo caracteristica (RIOUX;
TURGEON, 2015).

Nos primeiros estudos envolvendo estes biopolimeros, as carragenanas
foram nomeadas utilizando letras gregas. Esta nomenclatura ndo seguiu um

critério logico, mas é utilizado até hoje. Algumas tentativas foram feitas para
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classificar as carragenanas em familias, conforme a posigdo do grupamento
sulfato na unidade de p-D-galactopiranose (KNUTSEN et al., 1994). No
ESQUEMA 2 sdo mostradas as estruturas quimicas de algumas carragenanas,
tais como a Kappa (k), lota (1) , lambda (A), mu (u), nu (v) e theta (6) (CAMPO et
al., 2009).

Dentre os tipos de carragenanas, a Kappa- e lota-carragenana sao as
mais utilizadas pela industria alimenticia e farmacéutica. Ja a theta-carragenana
€ a mais rara e menos utilizada, sendo encontrada apenas em algumas espécies
das familias Phyllophoraceae e Solieriaceae (COSENZA et al., 2017).

As carragenanas sao encontradas geralmente na forma de hibridos,
onde mais de uma diade estrutural pode estar presente. Por exemplo, no hibrido
K/I-carragenana extraido da alga K. alvarezii tanto a diade de Kappa quanto /ota-
carragenana sao encontradas no biopolimero. Contudo, n&do se sabe
precisamente se estas diades existem como heteropolimeros ou fazem parte de
uma mesma cadeia polissacaridica (VAN DE VELDE et al., 2005; COSENZA et
al., 2017).

Knutsen et al. (1994) propuseram uma sistematizagdo da nomenclatura
das carragenanas baseado no nome IUPAC, bem como um cddigo de letras para
representar as diades. Este codigo definiu que a unidade 3-ligada de B-D-
galactopiranose seria abreviada com a letra G, a unidade 4-ligada de a-D-
galactopiranose com a letra D e a unidade 4-ligada de 3,6-anidro-a-D-
galactopiranose utilizaria as letras DA. Os numeros corresponderiam aos
carbonos da unidade de galactose e os substituintes éster de sulfato, 4,6-O-(1'-
carboxietilideno) e grupos O-metil seriam definidos pelas letras S, P e M,
respectivamente (ESQUEMA 2).
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ESQUEMA 2 - ESTRUTURA QUIMICA DOS DIVERSOS TIPOS DE CARRAGENANAS.

"0;8S0 OH ‘0,80 OH
HO- n
G4S D6S G4S DA

Mu-carragenana

Kappa-carragenana

0580 OH ‘0380 OH
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_0380 1 n n
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Lambda-carragenana Theta-carragenana

FONTE: Adaptado de CAMPO et al. (2009)

As carragenanas, por serem sulfatadas e apresentarem uma boa
solubilidade em agua, sao extraidas em meio aquoso com aquecimento, seguido
de uma precipitacdo com etanol ou 2-propanol, onde a matéria prima inicial € a
alga de interesse que possui uma maior quantidade da carragenana desejada.
As principais algas utilizadas para a extragéo de carragenanas sao as algas do
género Chondrus, Gigartina e Eucheuma (USOV, 2011; NECAS;
BARTOSIKOVA, 2013).

As carragenanas extraidas destas algas apresentam geralmente uma

massa molecular acima de 100 kDa e entre 22% a 35% de grupos sulfato
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dependendo do tipo de carragenana (NECAS; BARTOSIKOVA, 2013). Algumas
caracteristicas fisico-quimicas das carragenanas lota, Kappa e lambda podem

ser encontradas na TABELA 1.

TABELA 1 - ESTRUTURA E PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DA IOTA-, KAPPA- E
LAMBA-CARRAGENANA.

lota- Kappa- Lambda-
"0;80 OH '0;8S0 OH OH OH
. & Q- . %&» Q- ggo 080,
Estrutura ke (o ° o) o - AN o o
on _ oH 0380 OH& \
080, OH X
n n 0580 1 n
Grupos Sulfato 32% 25% 35%
36 30% 34% -
anidrogalactose
Temperatura .
>70°C >70°C F
de Solubilizagao rio
Gelificagao 40-70°C 30-60°C -
Fusao 50-80°C 40-75°C -
Estabilidade 4-10 410 410
(pH)
Cation para Ca?* e Ca?* Niio

formacgao de gel

FONTE: Adaptado de RIOUX e TURGEON (2015).

1.2.1 PRINCIPAIS APLICACOES INDUSTRIAIS DAS CARRAGENANAS

As principais utilidades das carragenanas estdo na industria de
alimentos, onde sao utilizadas como espessante, gelificante e estabilizante. Na
industria farmacéutica sdo empregados como excipientes para comprimidos e
para formulagdes de liberagao controlada entre outras, onde o mercado total das
carragenanas foi estimado em US $300 milhdes por ano (CAMPO et al., 2009;
NECAS; BARTOSIKOVA, 2013).

As propriedades fisico-quimicas e reoldgicas das carragenanas sao
afetadas principalmente pela presenca do contra ion do grupo sulfato, que
normalmente sao os ions de sddio, potassio, calcio e magnésio. Outros fatores
como a composigao quimica e estrutural (quantidade de sulfato, substituintes e
a posicao destes na cadeia), concentracado e temperatura em solugao também
sdo determinantes para as propriedades destes polissacarideos. Como por

exemplo, a Kappa- e lota-carragenana em solugdo aquosa a uma temperatura
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entre 40-60 °C tendem a formar géis, que sao estaveis e termicamente
reversiveis de acordo com o aquecimento/resfriamento da solucdo. Ainda, a
presenca dos cations K*, Rb*, Cs* e NH4" auxiliam na formacao das hélices e
das zonas de jungao formadas pela agregacao das cadeias gerando um gel firme
e resistente (FIGURA 2) (CAMPO et al., 2009; RIOUX; TURGEON, 2015).

FIGURA 2 — MECANISMO DE GELIFICACAO DAS CARRAGENANAS

Solution Aggregated gel

- Cooling Cooling
—
«—

Gel
E/Pr
Heating Hesating

FONTE: RIOUX e TURGEON (2015)

A presencga da unidade 3,6-anidro-a-D-galactopiranose e sulfato também
€ importante para a formacao de gel, sendo esta propriedade inclusive utilizada
para a separagao de diferentes carragenanas como a lambda- e Kappa-
carragenana. Por exemplo, as carragenanas extraidas de Chondrus crispus
podem ser separadas, onde a A-carragenana por apresentar baixas quantidades
de 3,6-anidro-galactose e altos teores de sulfato € soluvel em uma solugao de
KCI, enquanto a Kappa-carragenana, mais rica neste monossacarideo e com
menor quantidade de sulfato € insoluvel nesta solugédo, havendo uma separagao
entre as duas carragenanas pela sua solubilidade (KNUTSEN et al., 1994).

As propriedades das carragenanas permitem que elas sejam usadas
para compor a formulagdo de sobremesas gelificadas, glacé de bolo, produtos
vegetarianos, géis feitos para carnes enlatadas, suco de frutas, alimentos para
animais, onde as carragenanas formam géis estaveis a temperatura ambiente e
afetam positivamente a textura e sabor destes alimentos. Especialmente na
industria de laticinios as carragenanas sao utilizadas em pudins, cremes e
mousses, onde a K-carragenana interage com as proteinas do leite e permite um
aumento da viscosidade, sendo o efeito espessante 5 a 10 vezes maior no leite
que na agua (RIOUX; TURGEON, 2015).
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As carragenanas também atuam sinergicamente com outros polimeros,
tais como a goma de alfarroba, formando géis fortes e elasticos, sendo esta
combinacdo utilizada para manter em suspensao particulas como frutas em
iogurtes. Em interagao com a goma konjac forma um gel ainda mais forte do que
com a goma de alfarroba, e com amido aumenta em quatro vezes a capacidade
deste polissacarideo em formar géis (RIOUX; TURGEON, 2015).

Na industria farmacéutica a k-carragenana também ja foi utilizada na
imobilizacdo de Streptomyces aureofaciens para se aumentar a produgao de
antibioticos como as tetraciclinas e clortetraciclinas (NECAS; BARTOSIKOVA,
2013). As carragenanas também ja foram estudadas para o desenvolvimento de
sistemas de liberagdo controlada de drogas (“drug delivery”), como por exemplo
na produg¢ao de micro/nanoparticulas baseadas em carragenanas, onde através
da carga negativa das carragenanas estas sao utilizadas em combinagdo com
polimeros catidbnicos ou polieletrdlito catibnico como um invélucro para
microcapsulas. As carragenanas também podem ser usadas como microesferas

para distribuir drogas de maneira controlada (LI et al., 2014).

1.2.2 PRINCIPAIS APLICACOES BIOLOGICAS DAS CARRAGENANAS

As carragenanas sao conhecidas como agentes que causam
inflamac&o. O edema de pata induzido pelas carragenanas é utilizado como um
modelo classico para o desenvolvimento de inflamagao para avaliacdo de
drogas, onde a lota- e lambda-carragenana possuem um potencial inflamatério
maior que a kK-carragenana, provavelmente pelo maior teor de sulfato (SILVA et
al., 2010).

Esses polissacarideos sulfatados, assim como a heparina, apresentam
também consideraveis atividades anticoagulantes (NAKATSUKASA,; INAKURA;
YABANA, 2009; POMIN, 2009). O aumento do teor de sulfato parece estar aliado
a um maior efeito anticoagulante (OPOKU; QIU; DOCTOR, 2006; USOV, 2011)
contudo, alguns estudos demonstram que nao somente a quantidade mas a
posicao do grupamento sulfato pode estar relacionado a atividade anticoagulante
desses polissacarideos (USOV, 2011; DE ARAUJO et al., 2013). Dentre as
carragenanas, a A-carragenana possui aproximadamente quatro vezes mais

atividade que a k-carragenana, no entanto a atividade da carragenana mais ativa
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€ muito inferior a capacidade anticoagulante da heparina (NECAS;
BARTOSIKOVA, 2013).

As carragenanas apresentam-se também como inibidoras de infecgao
de célula hospedeira de varios virus envelopados. Esta inibicao esta relacionada
ao efeito da carga negativa destes polissacarideos sulfatados, que interferem na
ligacao inicial do virus as células alvo, provavelmente envolvendo interagao entre
proteinas externas carregadas positivamente dos virus (WITVROUW; DE
CLERCAQ, 1997).

O Papiloma virus humano (HPV) é um dos virus que as carragenanas
inibem com grande eficiéncia, provavelmente devido ao fato destas galactanas
serem semelhantes ao sulfato de heparano, um fator de ligag&o celular do virus.
As A-, I- e K-carragenanas demonstraram ser ativas contra uma variedade de
tipos comuns de HPV que sdo sexualmente transmissiveis e podem causar
cancer cervical e verrugas genitais. (BABA et al., 1988). Alguns estudos
demonstraram também que algumas carragenanas como a A-, I- e K-
carragenanas possuem um potente efeito antiviral contra estirpes do virus
herpes simplex (HSV) do tipo 1 e 2, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
virus da influenza A (CAMPO et al., 2009; NECAS; BARTOSIKOVA, 2013) .

No estudo de Yamashita et al. (2001), a A-, I- e k-carragenanas foram
analisadas em relacdo as suas atividades bacteriostaticas, onde estas
demonstraram ter efeito contra as bactérias Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Vibrio mimicus, Aeromonas hydrophila, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, sendo a lota-carragenana a mais ativa. Ainda neste
estudo a lota-carragenana foi quimicamente dessulfatada em aproximadamente
90% e foi constatada com isto a perda de seu efeito bacteriostatico, indicando
um papel essencial do grupamento sulfato para a atividade bacteriostatica deste
polissacarideo (YAMASHITA; KONISHI; SHIMIZU, 2001).

As carragenanas também demonstraram ter um efeito protetor contra os
efeitos prejudiciais das endotoxinas de bactérias gram-negativas em ratos,
estudo realizado in vivo e in vitro, aumentando a resisténcia dos camundongos
a agao toxica dos lipopolissacarideos bacterianos, onde o grau de protecao
dependeu da concentragdo do polissacarideo, tempo e via de administragao
(ERMAK et al., 2006).
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1.3 MODIFICACOES QUIMICAS EM POLISSACARIDEOS

Os polissacarideos possuem uma estrutura quimica definida e
dificilmente alcancavel através da sintese organica, sao geralmente
biocompativeis, possuem uma baixa toxicidade, sao biodegradaveis e
abundantes na natureza. Contudo, alguns polissacarideos ndo possuem uma
bioatividade inerente de sua estrutura nativa, ou suas bioatividades ndo sao
satisfatérias, o que torna estes polimeros bons substratos para modificagdes
quimicas (DESFTISCHER et al., 2006; CHOPIN et al., 2014; LI et al., 2016).

Os polissacarideos séo alvos de modificagdes quimicas ha décadas, o
que leva a uma ampla gama de conhecimento adquirido nesta area de estudo.
Dentre as possibilidades de modificagbes quimicas, podemos separar as
reacoes em seletivas e nao-seletivas, dependendo da especificidade do método
de funcionalizagdo e também em homogéneo ou heterogéneo, dependendo do
modo de conducgao dessas reagdes, envolvendo a solubilidade dos reagentes e
do polissacarideo utilizado, onde a posicdo exata dos substituintes e a
uniformidade das substituicbes ao longo da cadeia polissacaridica podem afetar
as propriedades destas biomoléculas (YALPANI, 1988).

A atividade biolégica dos polissacarideos esta relacionada a suas
propriedades inerentes, como o tipo de ligagao glicosidica, a sua solubilidade,
massa molar média, monossacarideos constituintes, a configuragdo espacial da
molécula, entre outras. Deste modo, as modificagdes quimicas que alterem a
estrutura tridimensional dos polissacarideos, a massa molar e os tipos de grupos
substituintes (quantidade e posi¢cdo) irdo exercer impactos em suas
caracteristicas e atividades biolégicas (LI et al., 2016).

De um modo geral, os biopolimeros possuem algumas dificuldades para
serem alvos de modificagdes, entre elas a solubilidade dos reagentes e do
polissacarideo no meio reacional, a seletividade da reacao, pois o polissacarideo
apresenta um alto numero de grupamentos reativos e a possibilidade de um
rendimento final baixo apés as técnicas de purificagcdo (CHOPIN et al., 2014).

Os polissacarideos mais utilizados em reacdes de modificacdo séo
também os encontrados em maior abundéncia na natureza, como a celulose,
quitina/quitosana, alginato, agarose e as carragenanas em uma menor

proporcdo. Como estes polissacarideos possuem uma presenca dominante de
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grupos funcionais hidroxila, alguns com a presenca de aminas e grupos
carboxilicos, as reagbes comumente realizadas com estes polissacarideos sao
as reacgoes acetilacao/desacetilagao, oxidagao, sulfatacao, fosforilagao, tiolagao,
tosilacdo, amidacdo, carboxialquilacdo, eterificacdo e esterificacédo
(DESFTISCHER et al., 2006; CHOPIN et al., 2014).

O grau de modificagdo dos polissacarideos € comumente chamado de
DS, que deriva da expressdo em inglés “degree of substitution” traduzida
livremente como grau de substituicdo. O DS pode ser definido pelo numero de
substituicoes realizadas por unidade monomérica, levando em consideragao a
estrutura do polissacarideo e o tipo de reacao que esta sendo realizada. Como
exemplo, podemos utilizar a celulose, formada por unidades repetitivas de [4-3-
D-Glcp-(1—], que contém trés grupos hidroxila por mondémero. Entdo, se
considerarmos uma reagao de acetilagao os trés grupos hidroxilas livres podem
ser acetilados e o DS maximo seria 3. Contudo, em uma reagao de oxidacao,
que atue somente em alcoois primarios, o DS maximo seria 1, pois 0 monémero
da celulose possui apenas um alcool primario (C6) em sua estrutura
(CUMPSTEY, 2013).

1.3.1 REACAO DE TOSILACAO EM POLISSACARIDEOS

A reacao de tosilagdo é um tipo de reacdo de esterificacdo, onde o
oxigénio do polissacarideo atua como nucledfilo na reagao e é retido no produto
final (ESQUEMA 3) (CUMPSTEY, 2013). Para esta reacdo, o reagente utilizado
€ o cloreto de p-toluenossulfonila. Esta reacdo pode ser conduzida de maneira
homogénea ou heterogénea. Algumas reagdes utilizando a celulose foram
realizadas de forma heterogénea utilizando o cloreto de p-toluenossulfonila, em
meio aquoso e NaOH como base. Também é relatada a tosilagdo deste
polissacarideo de forma completamente homogénea utilizando-se o solvente
organico dimetilacetamida (DMAc) na presenca de LiCl (HEINZE; LIEBERT;
KOSCHELLA, 2006).
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ESQUEMA 3 — MECANISMO GERAL DA REAGAO DE TOSILACAO UTILIZANDO A
CELULOSE COMO EXEMPLO.
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FONTE: O autor.

Vale ressaltar que os ésteres derivados de acido sulfénico s&do muito
reativos e podem ser atacados por grupos hidroxila ndo modificados in situ,
produzindo ligagdes cruzadas entre as cadeias polissacaridicas, gerando
subprodutos que geralmente séo insoluveis. Além disso, outro subproduto que
pode ser gerado sdo os derivados clorados (cloro-desoxi-acucares), isto
ocorrendo pelo ataque nucleofilico dos ions cloreto (HEINZE; LIEBERT;
KOSCHELLA, 2006).

Os ésteres de sulfonato atuam como um bom grupo de saida em reagdes
de SN2 e esta caracteristica confere a estes derivados sua principal utilidade. A
reacao de tosilagao tende a apresentar uma boa regiosseletividade, deste modo,
o grupo tosil reage preferencialmente com hidroxilas primarias ao invés de
hidroxila secundarias, contudo reagdes que conduzem a um alto grau de
substituicdo (DS) nos polissacarideos tendem a nao serem totalmente
regiosseletivas (CUMPSTEY, 2013).

Alguns polissacarideos ja foram estudados em relagéo a sua reatividade
com o cloreto de tosila (TABELA 2), sendo os principais e mais recentes, a
celulose em meio organico (RAHN et al., 1996), celulose em meio aquoso
(ELCHINGER et al., 2012; SCHMIDT; LIEBERT; HEINZE, 2014), dextrana em
meio organico (HEINZE; MICHEALIS; HORNIG, 2007), agarose em meio
organico (GERICKE; HEINZE, 2015) e agarose em meio aquoso/acetonitrila
(HEUKO, 2015).
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TABELA 2 — COMPARATIVO DE DS MAXIMO DAS REAGOES DE TOSILAGAO EM
DIFERENTES POLISSACARIDEOS.

Tempo Temp. DS

Polissacarideo Solvente Base Reagente
(h) (°C) max.

Celulose?® H20/Ureia NaOH TsCl 5 0 1.68
Celulose® DMAC/LICI  EtsN TsCl 24 8 2.30
Agarose® DMACc/LICl  EtsN TsCl 24 25 1.81
Agarose® H20/ACN  NaOH TsCl 24 30 0.82
Dextrana® DMACc/LICl  EtsN TsCl 24 8 1.31

2RAHN et al. (1996); PELCHINGER et al. (2012); SCHMIDT, LIEBERT e HEINZE, (2014);
CHEINZE, MICHEALIS e HORNIG, (2007); ¢ GERICKE e HEINZE, (2015); ¢ HEUKO, (2015).

Em meio orgéanico o principal solvente utilizado para esta reacéo € a
dimetilacetamida (DMAc). Vale salientar que o cloreto de tosila e o DMAc podem
reagir formando sal de O-(p-toluenossulfonila)-N,N-dimetilacetiminium
(ESQUEMA 4). Contudo, este intermediario também é reativo e consegue reagir
com os grupos hidroxila existentes nos polissacarideos (HEINZE; LIEBERT;
KOSCHELLA, 2006).

ESQUEMA 4 — REACAO DO CLORETO DE TOSILA COM O DMAc.
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FONTE: O autor.

Como ha formagao de acido cloridrico no meio reacional, normalmente
ha o emprego de uma base para neutralizar este acido, contudo € sabido que o
uso de bases fracas como a piridina (pKa=5,25) pode favorecer a formacao de
compostos cloro-deséxi em altas temperaturas, ja o uso de bases fortes como a
trietilamina (pKa=10,65) e a 4-dimetilaminopiridina (pKa=9.70) favorece a

diminuicdo da formacao de espécies reativas, conduzindo assim a reagao a uma
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maior formagao do éster sulfonado sem as indesejaveis reacdes secundarias
(HEINZE; LIEBERT; KOSCHELLA, 2006).

O uso do solvente orgéanico dimetilsulfoxido (DMSO), solvente polar
aprotico, que geralmente solubiliza de forma eficiente a maioria dos
polissacarideos, € evitado. O cloreto de tosila reage com o DMSO (ESQUEMA
5), produzindo toluenosulfonato, um subproduto que ndo promove a tosilagao
(GERICKE; HEINZE, 2015).

ESQUEMA 5 — REAGAO DO CLORETO DE TOSILA NA PRESENCA DO DMSO.

FONTE: O autor.

Os principais meios utilizados para se caracterizar os produtos formados
apo6s uma reacgao de tosilacdo em polissacarideos sao através do estudo dos
espectros de RMN 'H e '3C. Os principais sinais observados em um espectro de
13C s&o os sinais referentes ao grupo p-toluenossulfénico, principalmente o
carbono do grupo metil encontrado proximo a 20,5 ppm e aos atomos de carbono
aromaticos entre 127,0 e 145,0 ppm. Na analise do espectro, também ¢é possivel
notar diferengas nos sinais referentes ao polissacarideo, sendo eles a
esterificacao, preferencial, do C6 dos polissacarideos, geralmente constituido de
uma hidroxila primaria, onde o sinal geralmente proximo de 60,0 ppm
(dependendo do polissacarideo) diminui substancialmente, podendo chegar a
desaparecer completamente dependendo do grau de substituigdo. O
aparecimento de um novo sinal anomérico (C1) indica a provavel esterificacao
da hidroxila presente no C2 (HEINZE; LIEBERT; KOSCHELLA, 2006; GERICKE;
HEINZE, 2015).
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1.3.2 HIDROLISE ACIDA PARCIAL (HAP) DE GALACTANAS DE ALGAS
VERMELHAS

A HAP é um meio de se modificar as estruturas quimicas do
polissacarideo, diminuindo o tamanho da cadeia polissacaridica, podendo
chegar a formar oligossacarideos. Geralmente se utilizam condigbes acidas
brandas para esta hidrélise, por serem de baixo custo, acessiveis e rapidas, no
entanto a condicdo aplicada deve ser bem estudada pois pode ser
demasiadamente inespecifica ou haver a producao de subprodutos derivados do
furfural (CHEONG et al., 2018).

A ligagao alfa glicosidica envolvendo a unidade de 3,6-anidrogalactose
nas galactanas pode ser hidrolisada preferencialmente em condi¢cdes acidas.
Entretanto, nestas condigdes, este derivado anidro também pode ser degradado
com certa facilidade. Essa labilidade em meio acido pode comprometer a
quantificacao da 3,6-anidro-galactose na forma de alditol acetato nas galactanas
empregando cromatografia liquida gasosa (GLC). Assim, Stevenson e Furneaukx,
(1991) desenvolveram metodologias de hidrolise acida parcial com o objetivo de
se obter os derivados alditol acetato para analise da composi¢ao
monossacaridica de galactanas. Um dos procedimentos consiste numa hidrolise
acida parcial utilizando acido trifluoroacético (TFA) 0,1 mol/L a 80 °C, seguida de
reducdo com boroidreto de sodio. Nesta etapa s&o formados principalmente
oligossacarideos contendo 3,6-anidro-galactitol como terminal redutor. Apds
esta primeira etapa, é realizada uma segunda hidrolise com TFA 2 mol/L a 120
°C para clivar as demais ligagdes glicosidicas produzindo monossacarideos que
posteriormente sao reduzidos com boroidreto de sédio. Uma versédo deste
procedimento, denominada de hidrolise acida redutiva, consiste em realizar a
reducdo durante a etapa de hidrélise, empregando o agente redutor 4-
metilmorfolina-borane. Sabendo que a primeira etapa da hidrolise empregada
por Stevenson e Furneaux (1991) era mais branda e quebrava preferencialmente
as ligacbes alfa envolvendo a 3,6-anidro-galactose, Ducatti et al. (2011)
adaptaram esta metodologia (TFA 0,1 mol/L, 65 °C) para produzir
oligossacarideos a partir de galactanas. Foram isolados e caracterizados di- e
tetrassacarideos contendo 3,6-anidro-galactose no terminal redutor em sua
forma de aldeido hidratado (diol geminal) (ESQUEMA 6).



30

ESQUEMA 6 — HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA KAPPA-CARRAGENANA
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FONTE: Adaptado de DUCATTI et al. (2011).

O uso de &cido cloridrico e acido sulfurico também sdo comumente
encontrados na literatura cientifica para a realizacdo da HAP em galactanas
(KAMINSKA-DWORZNICKA et al., 2015; SUN et al., 2015). Yu et al. (2002)
realizaram a hidrolise da k-carragenana com acido cloridrico e na caracterizagao
dos oligossacarideos encontrados verificaram que além de oligossacarideos de
diversas massas molares, o produto continha predominantemente a
galactopiranose 4-sulfato como terminal redutor e nao redutor.

A resisténcia a hidrdlise acida dos grupos sulfato em galactanas
sulfatadas como as carragenanas também €& um importante aspecto a ser
analisado levando-se em consideragcdo a HAP, tendo em vista que a perda de
sulfato pode afetar diretamente a atividade biolégica destes polimeros. Deste
modo, Karlsson (1999) analisou a possibilidade de dessulfatacdo através da
HAP da k-, I- e A-carragenanas, e encontrou que o0s grupos sulfato apresentam
uma boa resisténcia as condi¢des acidas, ndo sendo facilmente hidrolisados.

Através da hidrdlise acida de polissacarideos pode-se produzir

oligossacarideos com atividades biologicas. Por exemplo, oligossacarideos
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obtidos através de uma hidrolise enzimatica da k-carragenana, apresentaram
atividade antimicrobiana principalmente contra os fungos Saccharomyces
cerevisiae, Penicillium citrinum e Mucor sp. (WANG et al., 2011a). Ainda,
oligossacarideos obtidos através da hidrolise acida branda da k-carragenana
comercial, demonstraram efeito antitumoral e imunomodulatério (YUAN; SONG,
2005) e capacidade de inibir a replicagao do virus influenza A de maneira dose-
dependente (WANG et al., 2011Db).

Cheong et al. (2018) relatam que ha um grande potencial no uso de
oligossacarideos, devido as varias atividades biolégicas apresentadas e numero
crescente de publicacbes cientificas a respeito desde os anos 2000.
Normalmente as bioatividades desses oligossacarideos estdo intimamente
ligadas com suas propriedades, como seu grau de polimerizagdao, tamanho
molecular, tipo e taxa de constituintes monossacaridicos, configuragao

anomerica e posicao das ligagdes glicosidicas.

1.3.3 REACAO DE AMINACAO REDUTIVA EM POLISSACARIDEOS

Para a realizacado da reacdo de aminacao redutiva em polissacarideos
de alta massa molecular, sem modificar as estruturas das diades ao longo do
polissacarideo e de maneira quantitativamente significativa, primeiramente é
necessario haver a despolimerizacao destes, pois apesar dos polissacarideos
apresentarem estes terminais, dependendo do seu tamanho, a quantidade
disponivel de terminais redutores pode ser muito baixa. Apds esta
despolimerizagdo, ocorre a produgdo de oligossacarideos, com uma maior
quantidade de terminais redutores. A partir deste terminal € possivel realizar a
reagcao de aminagao redutiva, onde o grupo aldeido primeiramente reagira com
uma amina primaria gerando entdo o seu intermediario imina, que
posteriormente através da reagcdo com agentes redutores produz a fungdo amina
(ESQUEMA 7), onde o uso do agente redutor cianoboroidreto apresenta-se
como um dos melhores agentes redutores para esta reagdo (DALLAGNOL et al.,
2017).
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ESQUEMA 7 - REACAO DE AMINACAO REDUTIVA DE UMA CETONA EM pH PROXIMO DE
6.

N BH,CN "~ H H
%00 + HNR <—— C=NR "% SC-N-R
/ Lenta Rapida

FONTE: Adaptado de BORCH et al. (1971).

Borch et al. (1971) estudaram o poder redutor e estabilidade do
cianoboroidreto de litio por meio de extensa investigagcdo das propriedades
redutoras do anion cianoboroidreto (BH3CN-), descobrindo a versatilidade e
seletividade deste agente redutor. A redugao de aldeidos e cetonas simples
ocorre insignificantemente em pH neutro, contudo, em pH acido (~3-4) esta
reacao se torna mais rapida e efetiva. Verificaram também que em pH neutro a
reducdo de aldeidos e cetonas é ineficiente utilizando o cianoboroidreto como
agente redutor, contudo, foi notado que a porgdo iminio de algumas reacgdes
sofria uma rapida redugao entre pH (~6-7), sendo o pH= 6 6timo para a formagéao
do iminio. Deste modo, os autores evidenciaram a grande utilidade deste agente
redutor para a realizagdo de aminagao redutiva simplesmente reagindo o
composto carbonilico com a amina (ESQUEMA 7). Embora o pH entre 6 e 8 seja
otimo para aminagdes redutivas, houve sucesso também em reagdes em pH téo
baixo quanto 4 e tao alto quanto 10, parecendo o unico requisito, a presenga de
fonte de hidretos suficientes para o mecanismo da reacéo.

A reacdo de aminagado redutiva utilizando o aldeido terminal dos
polissacarideos (terminal redutor) ja vem sendo realizada a alguns anos, contudo
ainda nao s&o abundantes na literatura estas estratégias sintéticas. Daus et al.
(2010) realizaram esta reacdo com xilanas de baixa massa molar obtidas de
lascas de madeira, em meio aquoso levemente acido (pH= 6), utilizando
cianoboroidreto de sodio e as aminas 1-aminobutano, 1,2-diaminoetano e 1,6-
diaminohexano (ESQUEMA 8). O autor demonstrou com sucesso a modificagéo

dos terminais redutores deste polissacarideo através da aminagao redutiva.
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ESQUEMA 8 - REAGAO DE AMINAGCAO REDUTIVA COM XILANAS DE BAIXA MASSA
MOLAR.
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FONTE: Adaptado de DAUS et al. (2010).

Dax et al. (2013) também utilizaram da reacdo de aminacao redutiva
para modificar a galactoglucomanana extraida da conifera Picea abies. Eles
realizaram a reagdo em meio organico utilizando uma mistura de DMSO e etanol
em proporgao (3:2) e aminas previamente sintetizadas a partir de etilenodiamino
e acidos graxos (C9, C14 e C18) (ESQUEMA 9). O cianoboroidreto de sédio foi
escolhido como agente redutor da reagao, obtendo polissacarideos anfifilicos
soluveis em agua com rendimento de 40% apos purificagado por precipitagéo e

dialise.
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ESQUEMA 9 - REAGAO DE AMINAGAO REDUTIVA COM A O-ACETIL-GALACTOMANANA.
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FONTE: Adaptado de DAX et al. (2013).

Sisu et al. (2009) sintetizaram copolimeros a partir de maltodextrina de
médio peso molecular e 1,6-hexametilenodiamina. O terminal redutor da
maltodextrina reagiu com a por¢éo amino do 1,6-hexametilenodiamina por meio
de uma reagdao de aminacao redutiva com cianoboroidreto de sodio. Os
copolimeros foram caracterizados por analise térmica e espectrometria de
massas.

Rinaudo et al. (2011), sintetizaram polissacarideos hibridos através da
ligacdo por aminagcdo redutiva do terminal aldeido da metilcelulose
(polissacarideo termoestavel e de baixo peso molecular) com os grupos amino
de polissacarideos idnicos de alto peso molecular (quitosana e acido hialurénico
modificado com dihidrazina adipica) sendo o cianoboroidreto de sédio o agente
redutor. Os polissacarideos idnicos de alto peso molecular enxertados com
metilcelulose apresentaram comportamento de gel melhorado uma vez que
fortes sistemas de espessamento térmico foram criados com as propriedades
fisicas de repulsao eletrostatica entre a porcéo idnica e as cadeias hidrofébicas

da metilcelulose.
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2. OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL.:

- Realizar a semissintese dos derivados N-alquil, O-tosila, Azido, N-dietil
e pirrolidina de Kappa-carragenana e a avaliagdo das atividades antimicrobianas

dos derivados N-alquil sintetizados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Realizar a hidrdlise acida parcial (HAP) da k-carragenana e obter
fragdes de diversas massas molares contendo 3,6-anidro-galactose ou galactitol
no terminal redutor;

- Sintetizar, utilizando os oligbmeros obtidos através da HAP, os
derivados N-pentilamina, heptilamina, nonilamina e dodecilamina por meio da
reacao de aminacao redutiva;

- Otimizar a reacdo de tosilacdo e sintetizar derivados tosilados
substituidos preferencialmente em C6 da unidade de p-D-Galp-4-sulfato
utilizando os oligbmeros obtidos através da HAP;

- Sintetizar os derivados azido, N-dietil e pirrolidina por meio de
substituicao nucleofilica utilizando o derivado tosilado;

- Avaliar a potencial atividade antimicrobiana das fragdes obtidas por
aminacao redutiva e das fracbes obtidas por HAP com terminais redutores
reduzidos contra os microrganismos: Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 8738.
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CAPITULO 1

Este capitulo esta escrito no formato de artigo cientifico visando a

submissao destes resultados para publicagao.
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Semissintese de N-alquil derivados de Kappa-carragenana e lactose

e avaliagao de suas propriedades antimicrobianas.

Resumo: As carragenanas, polissacarideos sulfatados e soluveis em agua,
apresentam diversas atividades biologicas, tais como a atividade antimicrobiana.
A reacao de aminacgao redutiva € um método de modificacdo quimica eficaz para
a insergcado de grupamentos biologicamente ativos em polissacarideos. Neste
trabalho, o polissacarideo hibrido k-u-i-carragenana foi extraido da alga
vermelha Kappaphycus alvarezii, despolimerizado através da hidrélise acida
parcial, obtido em diversas massas moleculares e submetido a reacdo de
aminacgao redutiva com pentilamina, heptilamina, nonilamina e dodecilamina. As
atividades antimicrobianas das fragdes geradas foram avaliadas através do teste
de microdiluicdo seriada. A partir do hibrido k-u-i-carragenana foram obtidas
duas fracbes de massas molares diferentes, e sintetizadas seis fragdes
aminadas, quatro com os grupamentos alquilamina (N-pentilamina, heptilamina,
nonilamina e dodecilamina) purificados em membrana de cut-off 6-8 kDa e duas
fragbes com os grupamentos alquilamina (nonilamina e dodecilamina)
purificados em membrana de cut-off 1 kDa. Todas as fragdes foram
caracterizadas através de RMN (1D e 2D). Os testes de atividade antimicrobiana
demonstraram que a insercdo do grupamento alquilamina de maior cadeia
carboOnica foi mais eficaz para o aumento da atividade antimicrobiana e as

fragdes com maior grau de substituicdo foram as mais ativas.

3. INTRODUGAO

A alga vermelha Kappaphycus alvarezii é a fonte mais conhecida para a
extracdo da Kappa-carragenana (k-carragenana), sendo sua extracao facil,
ambientalmente sustentavel e de baixo custo. Seu extrato é constituido
majoritariamente de k-carragenana (CAMPO et al., 2009), contudo, geralmente
pequenas quantidades de lota- e mu-carragenanas estao presentes, assim como
a presenca de grupo O-metil no esqueleto do polissacarideo (ESTEVEZ;
CIANCIA; CEREZO, 2004; JOUANNEAU et al., 2010; CHAN et al., 2013).

A k-carragenana € um polissacarideo anionico, sulfatado, linear e soluvel

em agua que pertencente a familia das carragenanas, sendo composto
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essencialmente de unidades de [3)-B-D-Galp-4-sulfato-(1->4)-3,6-anidro-a-D-
Galp-(1=>]. De um modo geral, as carragenanas possuem diversas
aplicabilidades, tais como gel para imobilizagdo de células e enzimas, e na
industria alimenticia, como gelificante e doador de viscosidade (CAMPO et al.,
2009; NECAS; BARTOSIKOVA, 2013).

As carragenanas, por serem polissacarideos sulfatados e de forte
carater anidnico, apresentam diversas atividades bioldgicas relatadas, como por
exemplo atividade antimicrobiana (COGGINS, 2000; SOUZA et al.,, 2018),
antiviral (DESFTISCHER et al., 2006; LEIBBRANDT et al., 2010; KALITNIK et
al., 2013) e antitumoral (PRASEDYA et al., 2016; SOUZA et al., 2018).

Diversas modificagbes quimicas ja foram realizadas em carragenanas
com o objetivo de modular suas propriedades, como a sulfatagao seletiva para
aumentar a sua atividade anticoagulante (DE ARAUJO et al., 2013), oxidagéo
total e parcial para uma maior atividade antiviral (COSENZA et al., 2015) e a
insergcao de grupamentos catiénicos para modificacdo das suas caracteristicas
reologicas (BARAHONA et al., 2015).

Um dos modos de modificagao quimica em polissacarideos € a utilizagao
de seus terminais redutores, através dos grupos aldeido para reagdes quimicas,
como realizado na reacdo de aminacao redutiva, contudo, a concentracédo destes
terminais redutores é dependente do grau de polimerizagdo do polissacarideo,
deste modo, a utilizacido de polissacarideos de baixa massa molar € comum para
este tipo de reacdo. Dentro desta abordagem, alguns polissacarideos de baixa
massa molar ja foram utilizados para reagées de aminagao redutiva, como no
caso da dextrana  (NICHIFOR; MOCANU;  STANCIU, 2014),
galactoglucomanana (DAX et al., 2013) e maltodextrina (SISU et al., 2009) com
a insercdo de grupamentos amino e/ou catidbnicos e/ou com cadeias
hidrofébicas.

Diversos grupamentos tém se mostrado eficientes para a insergédo de
atividade antimicrobiana em polimeros, tais como aminas quaternarias e
halogénios como fluor e cloro. Além disso, a imobilizagdo de um agente
antimicrobiano também se mostrou eficaz (TIMOFEEVA; KLESHCHEVA, 2011;
MUNOZ-BONILLA; FERNANDEZ-GARCIA, 2012; REN et al., 2017).
Recentemente, a insergcdo de grupamentos alquilamina em polissacarideos foi

eficiente para aumentar a atividade antimicrobiana. Grupos contento longa
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cadeia alquila associada a uma carga positiva se mostraram mais eficientes do
que os de menor cadeia alquila (QUELEMES et al., 2017; TUCHILUS et al.,
2017).

Frente a necessidade constante de novas moléculas que possuam
atividade antimicrobiana foi decidido utilizar a carragenana hibrida extraida da
alga K. alvarezii, onde o polissacarideo majoritario desta extracdo, a K-
carragenana ja demonstrou algumas propriedades antimicrobianas
(YAMASHITA; KONISHI; SHIMIZU, 2001; WANG et al., 2011a). O objetivo deste
trabalho foi realizar uma despolimerizacado, através da hidrdlise acida parcial,
para a obtencao de fragdes de baixa massa molar da k-carragenana, inserindo
nestas fracoes, através de uma reagao de aminagao redutiva, cadeias N-alquil.
Os derivados obtidos foram caracterizados através de ressonancia magnética
nuclear (RMN) 1D e 2D, cromatografia de exclusdo estérica de alta precisao
acoplada a espalhamento de luz laser em multidngulos e indice de refracéo
(HPSEC-MALLS/RID), anadlise elementar de carbono e nitrogénio e suas
propriedades antimicrobianas foram avaliadas contra os microrganismos
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). Neste trabalho também houve a
avaliacao da atividade antimicrobiana de derivados N-alquil-lactitol sintetizados
e caracterizados na tese de Ducatti, (2009) contra 0s mesmos microrganismos

citados.

4, MATERIAL E METODOS

41 MATERIAIS E REAGENTES

O polissacarideo foi extraido da alga vermelha Kappaphycus alvarezii
obtida comercialmente a partir da empresa MM algas (llha Grande, Rio de
Janeiro). Membranas de didlise de cut-off 1 kDa, 6-8 kDa e 12-14 kDa (Sigma-
aldrich), Acido Trifluoroacético (Neon), Metanol (Alphatec), Tolueno (Synth),
Acetona (Reatec), N-pentilamina, heptilamina, nonilamina e dodecilamina
(Sigma-Aldrich), Cianoboroidreto de sodio (Sigma-aldrich), Boroidreto de sédio
(Merk), acido bdrico (Merk) e Hidréxido de sodio (Synth) foram utilizados

conforme adquiridos do fabricante.
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4.1.1 MICRORGANISMOS

Bactéria gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 6538) e as
bactérias gram-negativas (Escherichia coli ATCC 8739 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027), foram utilizadas nos ensaios de atividade
antimicrobiana no departamento de Farmacia da Universidade Federal do

Parana em colaboragdo com o Prof. Dr. Fabio S. Murakami.

4.2 EXTRAGAO DO POLISSACARIDEO

A extragao do polissacarideo proveniente da alga vermelha K. alvarezii
foi adaptada da metodologia descrita por De Araujo et al. (2013). A alga seca
obtida do cultivo foi lavada em agua corrente, sendo a ultima lavagem realizada
com agua destilada, seguida de secagem em estufa a 60 °C. O material foi entdo
triturado em moinho de facas gerando um granulado fino. O granulado (40 g) foi
suspendido em 2 litros de tampéao fosfato de pH 7 (0,025 M) a 65 °C e agitado
mecanicamente (720 rpm) por 5 h. A solugao foi entdo centrifugada a 3.500 rpm
por 20 min. O sobrenadante foi precipitado em etanol (3 volumes), recolhido
através da filtragdo com tecido de seda, seco em capela de exaustao por 24 h.
O residuo seco foi ressolubilizado em agua deionizada e dialisado (membrana
de 12-14 kDa) contra NaCl 0,2 M por 24 h, seguido de consecutivas trocas com
agua deionizada até remocao completa do sal. O material resultante foi entao
liofilizado fornecendo aproximadamente 20 g ou 50% do material de partida,

denominada fragao KC.

4.3 METODO DO DINITRO-SALICILATO (DNS) E CURVA DE HIDROLISE

O método do dinitrosalicilato (DNS) foi utilizado para realizar uma curva
padrdao de acgucar redutor, onde foi utilizada para esta curva um padrao de
galactose (PM = 180,156 g/mol), através desta curva foi possivel determinar a
quantidade correspondente a galactose em mg/mL e posteriormente realizar
uma proporcionalidade em equivalentes para a utilizagdo dos reagentes para a

sintese dos derivados aminados.



41

Foi realizada também, baseando-se nesta metodologia, uma curva de
hidrolise com a fracdo KC, para monitorarmos os tempos de hidrélise da
carragenana extraida da K. alvarezii. Para esta curva foram utilizados 50 mg de
KC, que foram solubilizados em 4,5 mL de agua deionizada a 90 °C, apés a
solubilizacao, a temperatura do banho foi ajustada a 65 °C e entdo adicionado
0,5 mL de uma solugéo de TFA 1 mol/L, foram entéo coletadas aliquotas de 0,2
mL nos tempos de 15, 30, 45 e 60 min. em ftriplicata, que foram analisadas

através do método de DNS.

4.4 HIDROLISE ACIDA PARCIAL (HAP) DA FRAGAO KC E OBTENGAO
DAS FRAGOES KCDR6 E KCDR1.

O processo de despolimerizagcdao baseou-se em dados publicados
anteriormente por Ducatti et al. (2011) e Stevenson e Furneaux (1991). As
reacdes foram realizadas através do calculo da proporcionalidade dos reagentes
referentes ao material inicial, onde neste tépico foi considerado a massa molar
da diade de KC (408,3 g/mol) igual a 1 equivalente. A fragdo KC (4 g) foi
solubilizado em agua deionizada (360 mL) a 90 °C. Apds ajuste da temperatura
para 65 °C foi adicionado TFA 1 mol/L (40 mL), resultando numa concentragao
final de TFA de 0,1 mol/L. O tempo de reacao foi de 30 minutos e entdo a reacao
foi parada em banho de gelo seguido de neutralizagdo da reagdo com uma
solugcdo de NaOH (1 mol/L). Ao meio reacional foram adicionados 2,5
equivalentes de boroidreto de sédio (0,920 g), e a mistura resultante foi
submetida a agitagéo por 2 h, seguida de neutralizagdo com acido acético glacial
até pH 7. Parte da mistura foi purificada por meio de didlise em membrana de
cut-off 6-8 kDa, primeiramente contra uma solucédo de NaCl 0,2 M e depois com
contra agua deionizada até completa remogéao do sal, resultando na fragao retida
(KCDRG6). A segunda parte da mistura foi purificada por meio de dialise em
membrana de cut-off 1 kDa, resultando na fracdo retida (KCDR1). Apds as
fracdes serem submetidas a liofilizacdo foram obtidos os rendimentos de KCDR6
(20,4% ou 0,408 g) e KCDR1 (22,8% ou 0,456 Q).
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4.5 SINTESE DOS DERIVADOS AMINADOS KAP, KAH, KAN, KAD, KAN1
E KAD1.

A metodologia de sintese dos derivados aminados do polissacarideo foi
baseada na reagao de aminagao redutiva da lactose descrita por Ducatti, (2009).
A fragdo KC foi primeiramente hidrolisada (TFA 0,1 mol/L, 65 °C, 30 min). Apés
a reagao, o TFA foi evaporado a pressao reduzida com auxilio de tolueno (3
vezes o volume de TFA) e entao liofilizado, nesta etapa foi realizado o teste do
DNS e o resultado comparado com a curva padrdo de galactose, onde a
quantidade em mg/mL encontrada, equivalente a galactose em mg/mL, foi
definida como 1 equivalente (PM galactose = 180,15 g/mol), nestas hidrdlises,
em média a cada 2 g de KC foi encontrado o equivalente a 330 mg de galactose.

Para a reagcdo com cada amina utilizada, 2 g da fragdo KC
despolimerizada foi dissolvida em tamp&o borato 0,5 mol/L pH 8.2 (100 mL) e
metanol (100 mL) a 55 °C. Em seguida, para cada reacao foi adicionada uma
amina correspondente  (N-pentilamina, heptilamina, nonilamina  ou
dodecilamina), na propor¢cdo de 15 equivalentes. A reacdo foi submetida a
agitagdo por 30 minutos, em seguida, foi adicionado 5 equivalentes de
cianobohidreto de sddio e a mistura foi mantida sob agitagcao a 55 °C por 15 h.
Apds este periodo, a reacao foi resfriada em temperatura ambiente, vertida em
acetona (3 vol.) e centrifugada (4.000 rpm, 20 min).

O precipitado foi ressolubilizado em agua deionizada e submetido a
didlise (membrana 6-8 kDa ou 1 kDa), inicialmente contra NaCl 0,2 M e depois
contra agua deionizada até completa remoc¢do do sal. O material foi entdo
filtrado, utilizando filtro de papel quantitativo e liofilizado. As reagdes retidas em
membrana de cut-off 6-8 kDa, deram origem as fra¢cdes KAP (22,7% ou 0,454
g), KAH (18,6% ou 0,372 g), KAN (28% ou 0,560 g) e KAD (16% ou 0,320 g),
que foram obtidas a partir das reagdes com N-pentilamina, heptilamina,
nonilamina e dodecilamina, respetivamente. As reagdes retidas em membranas
de cut-off 1 kDa, deram origem as fracdes KAN1 (12,5% ou 0,250 g) e KAD1
(35,7% ou 0,714 g), que foram obtidas a partir de reagbes com a nonilamina e

dodecilamina, respectivamente.



43

4.6 METODOS ANALITICOS

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) unidimensional
de 'H e 3C e os mapas de correlagdo bidimensionais 'H-'3C heteronuclear
single-quantum correlation (HSQC) foram adquiridos no equipamento Bruker
AVANCE DRX 400 de campo magnético de 9,4 Tesla, 400 MHz para 'H e 100
MHz para '3C e Bruker AVANCE Il 600 de campo magnético de 14,0 Tesla, 600
MHz para 'H e 150 MHz para '3C. As amostras foram solubilizadas em D20 e
colocadas em tubos 5 mm de didmetro. Em cada tubo foi adicionado 1 uL de
acetona como padrao interno, o tampao acetato também foi utilizado como
padrao. Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e determinados
de acordo com o padrédo interno (acetona: & = 2,208 ppm para 'H e 6 = 32,69
ppm para '*C) e (tampé&o acetato: & = 2,040 ppm para 'H e & = 23,0 ppm para
3C e 6 = 179,5 ppm para *C). Os espectros foram processados e analisados
com o auxilio do programa TOPSPIN 4.0.2.

A cromatografia de exclusdo estérica de alta preciséo foi realizada
acoplada a detector de espalhamento de luz laser em multidngulos e indice de
refracao (HPSEC-MALLS/RID) no equipamento modelo Waters 2410. Foram
utilizadas quatro colunas WATERS, conectadas em série, com limites de
exclusdo de 7x108, 4x10°, 8x10* e 5x103 g.mol" (colunas Ultrahydrogel™ 2000,
500, 250 e 120, respectivamente).Para determinar a massa molar dos
polissacarideos, foi utilizada uma curva padrao de dextrana com massa molares
(Mw) de 5x103, 9,4x103, 17,2x103, 40,2x103, 72,2x103, 266x103 e 487x103 g.mol-
'. Para as analises a fase movel utilizada foi uma solugéo de nitrito de sodio 0,1
mol/L contendo azida de sédio 100 ppm/L, com fluxo controlado de 0,6 mL/min,
a 25 °C, controladas por bomba WATERS 515. As amostras foram previamente
fitradas em membrana Polietersulfona (PES) de 0,22 um. Para o célculo do
dn/dc foram utilizadas cinco concentragées 1, 0,8, 0,6, 0,4 e 0,2 mg.mL" e
analisadas utilizando o detector RID. Os cromatogramas foram coletados e
analisados no software ASTRA versao 4.5.0 (WYATT, 1993).

As andlises de infravermelho foram realizadas no Departamento de
Farmacia da UFPR no espectrometro Bruker FT-IR ALPHA, incorporado a
transformada de Fourier, com acessorio de reflectdncia total atenuada. Os

resultados obtidos foram expressos em nimero de ondas (cm™'), de acordo com
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a posicao das bandas de absorgcdo observadas. Para realizagdo das analises,
as amostras utilizadas encontravam-se em estado sdlido pulverizado, com o
aparelho operando no modo refletivo (ATR). Os espectros obtidos foram
analisados através do software OPUS Viewer 6.5 (Bruker).

As analises de composicdo monossacaridica foram realizadas através
da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), e
foram realizadas no cromatégrafo a gas da marca Varian 3800 (Palo Alto, USA)
e espectrometro de massas modelo Saturn 2000R. A analise cromatografica foi
realizada em coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) DB-225MS
(Duabond) utilizando gas hélio como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL.min-".
A temperatura inicial do forno foi de 50 °C seguindo de aumento gradual de 40
°C por minuto até 230°C. As amostras de polissacarideos foram analisadas na
forma de alditol acetato, através de uma hidrdlise redutiva utilizando TFA e o
complexo 4-Methylmorpholine-Borane (STEVENSON & FURNEAUX, 1991) para
evitar a degradagao da 3,6-anidrogalactose.

Os teores de nitrogénio e carbono foram obtidos através de analise
elementar por combustdo, com o auxilio do analisador CHNOS, marca
ELEMENTAR, modelo VARIO EL Il ou Perkin ElImer CHN 2400. As analises
foram realizadas utilizando entre 10 a 20 mg das amostras liofilizadas e os
resultados foram obtidos em g% (g de nitrogénio ou carbono / 100 g de amostra).
As anadlises foram realizadas no laboratorio de biogeoquimica e nutricdo de
plantas, do Departamento de Solos e Engenharia Agricola do Setor de Ciéncias
Agrarias (UFPR).

A determinacdo de agucar total foi realizada pelo método colorimétrico
do fenol-acido sulfurico (DUBOIS et al., 1956). As amostras em diferentes
concentragdes e solventes, foram adicionados 0,5 mL de fenol 5% e 2,5 mL de
acido sulfurico concentrado. Como padréo foi utilizado uma curva com galactose
em uma solugédo de 1 mg/mL e utilizados 10, 30, 50, 70 e 90 pL.

O teor de sulfato foi determinado através de método turbidimétrico
(DODGSON, 1961) que utiliza o reativo de gelatina/cloreto de bario, TCA e a
amostra hidrolisada para a determinagao do teor de sulfato. O padrao utilizado
foi uma solugdo de sulfato de sédio diluido em HCI 1 mol.L", na concentragdo
de 1 mg.mL-'. A curva padréo foi realizada com as concentragdes equivalentes
a 30, 60, 90, 150 e 190 ug de sulfato de sodio.
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4.7 TESTES DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.7.1 PREPARO DO CLORETO DE 2,3,5-TRIFENILTETRAZOLIO (TTC)

A solucéo de TTC foi preparada a uma concentragdo de 0,125%, onde
62,5 mg de TTC foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL e completado
com agua estéril g.s.p.. A solugéo resultante foi filtrada por membrana estéril
0,22 ym e armazenado sob protecao luminosa e refrigeracdo (VEIGA et al.,
2019).

4.7.2 METODO DE MICRODILUIGAO

Todos os compostos foram testados para a sua Concentragao Inibitéria
Minima (CIM) e Concentrac&o Bactericida Minima (CBM) contra Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Escherichia coli
(ATCC 8738) (VEIGA et al., 2019).

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos, adicionando-se 100
ML de caldo Mueller Hinton. As amostras foram adicionadas (100 pL),
previamente filtradas em membrana estéril 0,22 ym, e em seguida realizada a
diluigdo seriada (100 pL) por sete vezes, com descarte deste volume na fileira
final. Os pogos foram entdo inoculados com volumes iguais de 10 yL da
suspensao contendo o microrganismo a ser testado (turbidez 0,5 da escala de
McFarland - medido através de turbidimetro de bancada). O controle negativo foi
realizado com 100 L da solucéo utilizada para diluicdo da amostra a ser testada
e o controle positivo foi realizado com 100 uL da solugao de cloranfenicol (250
pg/mL). As microplacas foram entao incubadas por 20-22 h a 33-35 °C. Apés a
incubacao, foi adicionado em todos pocgos 20 pL da solugdo de TTC 0,125% e
deixado em incubagao por mais 2 h, apds este processo, os pocos foram lidos
no leitor de microplacas (Multiscan FC) a 540 nm com agitacéo prévia de 15 s.
O valor de CIM foi determinado como sendo a menor concentragdo do composto
testado onde houve completa inibicdo do crescimento do microrganismo (VEIGA
et al., 2019).

Os valores de CBM foram determinados transferindo 100 yL dos pogos

que apresentaram completa inibicdo, para uma placa de agar Mueller Hinton.
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Estas placas foram incubadas por 20-22 h a 33-35 °C e as menores
concentragbes testadas que mataram 99,9% dos microrganismos foram

definidos como os valores de CBM.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

51 EXTRAGAO E CARACTERIZAGAO DO POLISSACARIDEO DA ALGA
VERMELHA Kappaphycus alvarezii.

A alga marinha K. alvarezii seca e moida foi submetida a extragdo com
tampéo fosfato 0,02 mol/L, pH 7,2 a 65 °C. Apdés a centrifugagcdo, os
polissacarideos foram precipitados com etanol (3 vol.), recolhidos através de
fitracdo e centrifugagcdo, e entdo, ressolubilizados em agua deionizada. A
solugdo resultante foi dialisada sequencialmente contra agua deionizada,
solucao de NaCl 0,2 mol/L e agua deionizada. A dialise contra solugao de cloreto
de sddio foi realizada para que o ion Na* fosse o contra-ion predominante do
polissacarideo, pois desse modo as carragenanas apresentam uma solubilidade
maior em agua comparadas a outras formas salinas, como por exemplo a
potassica. Apos liofilizagao foi obtida a fragdo KC com um rendimento de 50%
(20 g) em relagdo ao peso da alga seca e moida (40 g), valor préximo ao
reportado para outras extracdes realizadas em nosso laboratério (ARAUJO,
2012; SANTOS, 2015).

A analise da composi¢cao monossacaridica realizada por GC-EM da fracao
KC indicou a presenca de galactose e 3,6-anidro-galactose como principais
monossacarideos constituintes, numa proporcdo de 59,1 e 38,1 mol%,
respectivamente (TABELA 3). Também foi observada, em baixa porcentagem a
presenca dos monossacarideos metilados 2-O-Metil-3,6-anidro-galactose e 6-O-
metil-galactose. A presenga de sulfato também foi quantificada e € compativel
com a propor¢cao de sulfato correspondente a extragdes da k-carragenana,
sendo em cerca de 23,4% (DE ARAUJO et al., 2013; NECAS; BARTOSIKOVA,
2013). A analise elementar demonstrou as porcentagens: C% 27.00, H% 5.03,
N%, 0.05.
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TABELA 3 - COMPOSICAO MONQSSACARiDICA, RENDIMENTO, DOSAGEM DE SULFATO
E MASSA MOLAR PONDERAL MEDIA (MW) DA FRACAO KC.

Composi¢cao monossacaridica

Amostra (%mol)2 Rend. | Sulfato Mw
- - - - o/ \b 0, c d
2-Me AnGal 6-Me Gal | Glc (%)° | (%S0O4)° | (g/mol)
AnGal Gal

KC 0.6 38.1 0.9 59.1 1.2 50 23.38 |487.800
a) Analise realizada ap6s hidrélise acida redutiva total (STEVENSON; FURNEAUX, 1991). Gal=
galactose, AnGal= 3,6-anidro-galactose, 2-Me-AnGal = 2-O-metil-3,6-anidro-galactose, 6-Me-
Gal = 6-O-metil-galactose e Glc = glucose); b) Rendimento referente a massa dos
polissacarideos ou alga iniciais; ¢) Dosagem de sulfato realizado através da metodologia de
Dodgson, (1961); d) Calculado a partir da andlise realizada por HPSEC-MALLS-RID e dn/dc =
0,102 mL/g

Na analise da fragdo KC por RMN de 'H, foi observado (FIGURA 3) o
sinal em 5,09 ppm, referente ao H1 da unidade de 3,6-anidro-a-D-Galp ligada a
B-D-Galp-4-sulfato, formando a diade referente a Kappa-carragenana. Foi
observado também os deslocamentos em 5,29 ppm e 5,23 ppm, referentes aos
sinais anoméricos das unidades de 3,6-anidro-a-D-Galp 2-sulfato ligada a -D-
Galp 4-sulfato e a-D-Galp 6-sulfato ligada a B-D-Galp 4-sulfato, estas diades
correspondem a /ota-carragenana € mu-carragenana, respectivamente. O sinal
em 3,41 ppm foi atribuido ao grupo metil (-CHs) substituindo C6 da unidade de
B-D-Galp do polissacarideo (VAN DE VELDE et al., 2002). Os sinais anoméricos
das unidades alfa foram integrados e o teor das diades de carragenanas
presentes no polissacarideo da fragdo KC foi estimado (TABELA 4), indicando
que a fragao é constituida por um hibrido Kappa-mu-lota-carragenana, sendo a
K-carragenana o principal constituinte, com aproximadamente 80% da

composigao.
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FIGURA 3 - ESPECTRO DE RMN-'H DA FRAGCAO KC.
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Realizado a 70°C em D20, padrao interno acetona 6= 2,208 ppm.

A fracdo KC foi também analisada por RMN de HSQC (FIGURA 4) onde

foram observadas as correlacbes em 5,09/97,3 e 4,63/104,6 ppm, atribuidas a

H1/C1 das unidades de 3,6-anidro-a-D-Galp e a B-D-Galp-4-sulfato

respectivamente. Estas correlagdes sdo correspondentes a diade da Kappa-

carragenana, a principal diade constituinte do hibrido. Ndo foram observados os

sinais das carragenanas mu- e lota-carragenana no espectro de HSQC (VAN DE
VELDE et al., 2002).



FIGURA 4 - MAPA DE CORRELAGAO DE 'H-"3C HSQC DA FRAGAO KC.
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Realizado a 70°C em D20, padrao interno acetona &= 2,208 ppm para 'H e &= 32,69 ppm para
3C. Codigo de letras baseada na nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al. (1994). G4S =
B-D-Galp-4-sulfato, DA=3,6-anidro-a-D-Galp. NUumeros indicam a posi¢do no anel.

Na analise do espectro de infravermelho da fragdo KC (FIGURA 5), foi

observado as bandas de estiramento em 846 cm' referente (vibragdo C4-O-S)

a B-D-Galp-4-sulfato e 930 cm' referente (vibragdo C-O-C) a ponte da 3,6-anidro-

D-Galp, similar ao reportado na literatura para a k-carragenana (SEKKAL et al.,
1993; PEREIRA; GHEDA; RIBEIRO-CLARO, 2013).
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FIGURA 5 — ESPECTRO DE FTIR DA FRAGAO KC.
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O cromatograma da fragdo KC, obtido por cromatografia de excluséao
estérica (HPSEC-MALLS-RID), indicou um perfil homogéneo com tempo de
retencéo de 39.2 minutos no detector de indice de refracdo (RID) (FIGURA 6).
Ap0s calcular o valor de dn/dc (0.102 mL/g), foi possivel calcular o valor de Mw=

487.800 g/mol, calculado a partir da equagéo de Rayleigh-Debye-Gans.
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FIGURA 6 - CROMATOGRAMAS DE KC, KCDR6 E KCDR1 OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA
DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID).

KC

0.10 KCDRG
: & 90 n.ua§
- 8 AUX1 :
0.081 ! 0.04-
- H |
g [ i =
0.06 i |
i : 1A n.uzs
B L z | S— L J
z 0.04 : 40 60 80
& [ : KCDR1
g‘ | _:Z l].l]ﬂ;:
3 0.02 ;
' 0.04.
0,000t ) i
J 0.02=
-0.02 ; |
0 20 a0 60 0 " T I— = 50

Tempo (min.) Tempo (min.}

52  HIDROLISE ACIDA PARCIAL (HAP) DA FRAGAO KC.

A fracdo KC foi submetida a hidrolise acida parcial para produzir
fragmentos polissacaridicos de menor massa molar, os quais pudessem ser
modificados seletivamente na extremidade redutora por meio de reacdes de
aminacao redutiva com alquilaminas, a fim de obter polissacarideos com
potencial atividade antimicrobiana. Alguns estudos demonstraram que
oligossacarideos obtidos a partir da k-carragenana apresentam uma maior
atividade antimicrobiana que o polissacarideo nativo de alto peso molecular
(YAMASHITA; KONISHI; SHIMIZU, 2001; WANG et al., 2011a).

Através da HAP é possivel realizar uma quebra seletiva das liga¢des alfa-
glicosidicas envolvendo as unidades de 3,6-anidro-a-D-galactopiranose, dessa
forma, sdo obtidos oligossacarideos ou fragmentos de baixa massa molar
contendo a unidade anidra no terminal redutor. E importante destacar que na
HAP da Kappa-carragenana os grupos sulfato sdo substancialmente mantidos
(USOV; ELASHVILI, 1991; GONCALVES et al., 2005). Inicialmente, a fracdo KC
foi submetida a HAP utilizando TFA 0,1 mol/L a 65 °C em escala analitica com
intuito de construir uma curva de hidrolise para identificar os melhores tempos
para se produzir os fragmentos polissacaridicos. A extremidade redutora foi
monitorada através do teste do dinitrosalicilato (DNS) em diversos tempos de
hidrélise (15, 30, 45 e 60 minutos) conforme exibido na FIGURA 7, onde foi

observado que nos tempos de 15, 30 e 45 minutos houve um aumento gradativo



52

da quantidade (mg/mL) de terminais redutores, contudo entre 45 e 60 minutos

houve uma estabilizacdo destas quantidades.

FIGURA 7 - CURVA DE HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA FRACAO KC.
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Reacéao realizada com 0,1 mol/L TFA, 65 °C. Terminais redutores quantificados pelo método
colorimétrico de DNS (Acido 3,5-dinitrosalicilico).

Para a producgao das fragdes de menor massa molar a partir da fragao KC,
foi escolhido o tempo de 30 minutos da curva de hidrdlise, pois neste tempo foi
possivel verificar um aumento significativo dos terminais redutores (FIGURA 7).
Com o objetivo de produzir fragdes de menor massa molar e sem o grupamento
amino no terminal redutor, foram produzidos fragmentos polissacaridicos
contendo a unidade de 3,6-anidro-galactitol no terminal redutor (ESQUEMA 10).
Dessa forma, apds a hidrolise de KC em maior escala, a solugéo foi neutralizada
e reduzida com boroidreto de sédio. Para verificar se a reagao de hidrdlise havia
ocorrido, foi retirada uma aliquota antes da etapa de reducdo, a qual foi
denominada de KTA1. A fracao reduzida foi em seguida dividida em duas partes
e purificada utilizando membranas de diadlise. Parte do hidrolisado foi retido por
uma membrana de cut-off 6-8 kDa, gerando a fragdo KCDRG, e a outra parte,
em uma membrana de cut-off 1 kDa, gerando a fragdo KCDR1. E importante
destacar que antes da reducdo com boroidreto de sddio, a amostra possuia o
terminal dos fragmentos polissacaridicos em sua forma redutora, e por este

motivo poderiam ser utilizados para as reacdes de aminagao redutiva.
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ESQUEMA 10 - FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO PARA A OBTENGAO DAS FRAGOES
POLISSACARIDICAS KCDR6 E KCDR1 POR HAP.
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As fragdes KTA1, KCDR6 e KCDR1 foram analisadas através de RMN de
'H (FIGURA 8). Para KTA1 foi observado um duplete (J12 = 6,0 Hz) em 5,01
ppm, que foi atribuido ao H1 da unidade de 3,6-anidro-D-galactose na sua forma
de diol geminal (aldeido hidratado) (MILLER; WONG; NEWMAN, 1982;
DUCATTI et al.,, 2011) indicando que a hidrolise acida parcial quebrou
seletivamente as ligagbes alfa-glicosidicas da unidade de 3,6-anidro-Galp. No
espectro das fracbes KCDR6 e KCDR1 este duplete ndo foi observado,
indicando a conversao do terminal redutor da unidade de 3,6-anidro-D-galactose
no seu derivado alditol, o que demonstra que a redugao com boroidreto de sodio
foi eficaz. Foram observados em todas as fragées a presenca de sinais alfa-
anomeéricos em 5,09, 5,22 e 5,29 ppm correspondentes as unidades de 3,6-
anidro-a-D-Galp, a-D-Galp-6-sulfato e 3,6-anidro-a-D-Galp-2-sulfato,
respectivamente (VAN DE VELDE et al., 2002). Estes dados indicaram que a
hidrolise acida parcial foi eficiente na producéo de fragées contendo fragmentos

polissacaridicos do hibrido Kappa-mu-lota-carragenana presente em KC.
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FIGURA 8 - ESPECTRO DE RMN-'H DAS FRACOES KC, KTA1, KCDR1 E KCDR6.

— 629
—— 522
—— 508
— 501
— 462

[“1e3]

40

30

N

KCDR1 | B

ot l

KC

20

10

: . : . . : ‘ ‘ ‘ ‘ : . : . . : ;
5.0 4.5 4.0 35 ppm]

Espectro de 'H da fragéo KC realizado a 70 °C, KTA1 a 30 °C, KCDR1 e KCDRG6 a 50 °C, em
D20, padrao interno acetona 6= 2,208 ppm. KC= amostra nativa, KTA1= intermediario aldeido
hidratado, KCDR1= despolimerizado retido em membrana de 1kDa e KCDR6= despolimerizado
retido em membrana de 6-8 kDa.

Através da integracao dos sinais alfa-anoméricos no espectro de RMN de
'H das fracdes, foi possivel quantificar as proporcdes das diades Kappa, lota e
mu carragenanas (TABELA 4), sendo possivel verificar uma composicéo

semelhante de diades entre as fragdes.

TABELA 4 - PERCENTAGEM DAS DIADES KAPPA-, MU- E IOTA- ENCONTRADAS NAS
CARRAGENANAS DE KC, KCDR6 E KCDR1.

KC KCDR6 KCDR1
Kappa® 80 75 73
mu 11 14 15.7
lota 9 11 11.3

a) Calculado a partir da integragéo do sinal em 5,09, 5,22, 5,29 ppm referentes a 'H das
unidades de 3,6-anidro-a-D-Galp, a-D-Galp 6-sulfato e 3,6-anidro-a-D-Galp 2-sulfato
pertencentes as diades de Kappa-, mu- e lota-carragenana.

As fragbes KCDR6 e KCDR1 foram analisadas também por RMN de 'H-
13C HSQC (FIGURA 9 e 10), onde foram observadas as correlagbes em 3,68-
3,63/65,1, 3,90/85,25 e 4,18/89,54 ppm, correspondentes a H1/C1, H3/C3,
H4/C4 da unidade de 3,6-anidrogalactitol, respectivamente (DUCATTI, 2009;
FIGUEIREDO, 2013). A partir deste experimento de RMN também foi possivel

caracterizar os sinais das diades de carragenanas menores constituintes, que
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nao aparecem no mapa de correlagao da fracdo KC (FIGURA 4). Deste modo as
diades das carragenanas menores constituintes, lota- e mu- presentes nestas
duas fracdes foram assinaladas, com suas correlagdes anoméricas H1/C1 em
5,27/93,83 e 5,22/99,6 ppm, respectivamente (VAN DE VELDE et al., 2002). O
aparecimento dos sinais nestas fragcdes se deve provavelmente pela diminuicao
da viscosidade da amostra e consequente aumento da resolu¢do do mapa de
correlacdo de HSQC. Outra possibilidade que nao deve ser descartada € a maior
resisténcia das unidades de a-D-Galp 6-sulfato e 3,6-anidro-a-D-Galp 2-sulfato a
hidrolise acida parcial (GONCALVES et al., 2005). Os assinalamentos das
unidades alfa nas diades de /ota- e mu-carragenana podem ser encontradas na
TABELA 5.

FIGURA 9 - MAPA DE CORRELAGAO 'H-"*C HSQC DA FRAGAO KCDR6.
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Realizado a 30 °C em D20, padrao interno acetona &= 2,208 ppm para 'H e 8= 32,69 ppm para
3C. Codigo de letras baseada na nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al. (1994). G4S =
B-D-Galp-4-sulfato, DA=3,6-anidro-a-D-Galp, DA2S=3,6-anidro-a-D-Galp 2-sulfato, DAR = 3,6-
anidro-a-D-Galactitol, D6S = a-D-Galp-6-sulfato. NUumeros indicam a posigéo no anel.
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FIGURA 10 - MAPA DE CORRELAGAO 'H-"3C HSQC-EDITADO DA FRAGAO KCDR1.
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Realizado a 50 °C em D20, padréo interno acetona 8= 2,208 ppm para 'H e &= 32,69 ppm para
3C. Codigo de letras baseada na nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al. (1994). G4S =
B-D-Galp-4-sulfato, DA=3,6-anidro-a-D-Galp, DA2S=3,6-anidro-a-D-Galp 2-sulfato, DAR = 3,6-
anidro-a-D-Galactitol, D6S = a-D-Galp-6-sulfato. NUumeros indicam a posigao no anel.

TABELA 5 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS (PPM) DE 'H E '3C DAS DIADES OBSERVADAS
EM KCDRG.

Unidade H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 HS5/C5 H6a/C6a H6b/C6b

oA 509 411 450 458 4,62 4,04 4,17
973 71,8 81,2 803 790 71,2 71,2
H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6a/C6a H6b/C6b
cas 462 358 394 481 378 3,78 -
1046 71,7 809 760 76,6 63,3 -
H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6a/C6a H6Eb/CEb
bes 222 388 397 427 445 4,14 4,26
996 71,4 720 816 71,0 69,4 -
H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6a/C6a H6b/C6b
5,27 - - - - - -
DA2S
93,83 - - - - - -

Cddigo de letras baseada na nomenclatura desenvolvida por Knutsen et al. (1994). G4S = 3-D-
Galp-4-sulfato, DA=3,6-anidro-a-D-Galp, DA2S=3,6-anidro-a-D-Galp 2-sulfato, D6S = a-D-Galp-
6-sulfato. Nimeros indicam a posigéo no anel.

As fracbes KCDR6 e KCDR1 foram analisadas por cromatografia de
exclusao estérica em HPSEC-MALLS-RID (FIGURA 6). Para a anadlise da massa
molar foi utilizado o indice de refracdo (RID), que indicou um perfil homogéneo
para ambas as fragdes com tempo de retencédo de 55,58 e 54,75 minutos para

KCDR6 e KCDR1, respectivamente. Através da curva de calibracdo com
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dextrana foi possivel estimar a massa molar para estas fragdes em 8.758 g/mol
e 11.511 g/mol, respectivamente. Em comparag¢ao com a fragdo KC com tempo
de retencdo de 39.2 min e (Mw= 487.800 g/mol), estas fragdes se mostraram
bem menores. Deste modo, foi observado que a fragdo KCDR1 apresentou uma
maior massa molar, isso se deve provavelmente pela maior dificuldade do
polissacarideo em sair da membrana de didlise, retendo tanto os polissacarideos
de massa molar menores (em comparagao com os retidos na membrana de 6
kDa), quanto dificultando a saida aleatdria dos polissacarideos de maiores

massas molares.

53 INSERGAO DE GRUPOS ALQUILAMINA NOS FRAGMENTOS
POLISSACARIDICOS POR REAGAO DE AMINAGAO REDUTIVA

Visando melhorar a atividade antimicrobiana das fragdes de baixa massa
molar derivadas da fracdo KC, foi proposta a insercdo de grupamentos
alquilamina aos seus terminais redutores. Estes grupamentos foram inseridos
utilizando reagdes de aminagéo redutiva entre a 3,6-anidro-galactose presente
no terminal redutor e diferentes aminas. Dessa forma, um grupo amina seria
inserido juntamente com o grupamento hidrofébico. A insergdo de grupamentos
semelhantes se mostraram eficazes para o aumento da atividade antimicrobiana
de dextranas e ciclodextrinas (YAMAMURA et al., 2014; TUCHILUS et al., 2017).

Com o intuito de se obter uma boa quantidade de terminais redutores, a
fragdo KC foi submetida a hidrdlise acida parcial (30 minutos, TFA 0,1 mol/L, 65
°C). A solugao hidrolisada foi evaporada a pressao reduzida com o auxilio de
tolueno e depois liofilizada (ESQUEMA 11). Em seguida, a fragao polissacaridica
hidrolisada foi submetida a aminagdo redutiva com diferentes aminas na
presenca do tampéao borato de sédio 0,5 mol/L, pH 8,2 em metanol (1:1 v/v),
conforme descrito por Ducatti (2009). Apdés a adigdo da amina, a mistura foi
agitada por um periodo de 30 minutos para permitir a reagcdo do grupo amino
com o terminal redutor, e logo em seguida foi adicionado o cianoboroidreto de
sédio. A solugao resultante foi agitada magneticamente por 15 h. A purificagao
foi realizada através da precipitagdo dos produtos em acetona (3 vol.) seguida
de centrifugacdo. O material resultante foi entdo submetido a dialise em

membrana de 6-8 kDa ou 1 kDa, primeiramente contra uma solucédo de NaCl 0,2
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mol/L e depois contra agua deionizada. As membranas de 6-8 kDa e 1 kDa foram
escolhidas para se investigar qual seria a melhor membrana para se obter o
material quimicamente modificado, além de verificar as diferengas atingidas no

produto através dos diferentes tamanhos retidos.

ESQUEMA 11 — HIDROLISE ACIDA PARCIAL DA FRAGAO KC SEGUIDA DA REACAO DE
AMINAGCAO REDUTIVA.
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TFAOA1M ©sSO OH
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OH
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---OH
,  ou _
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Foram realizadas as reacgdes utilizando as quatro aminas presentes no
ESQUEMA 11, sendo elas a N-pentilamina, heptilamina, nonilamina e
dodecilamina. As fracbes obtidas a partir das reacbes de aminagao redutiva
utilizando estes compostos e purificadas em membrana de 6-8 kDa foram
denominadas de KAP, KAH, KAN e KAD, respectivamente. As fracdes obtidas
das reacgdes utilizando as aminas nonilamina e dodecilamina também foram
purificadas em membrana de 1 kDa sendo denominadas KAN1 e KAD1. Estas
fragbes foram analisadas por RMN de 'H-*C HSQC (FIGURAS 11,12,13,14, 15
e 16). A correlacao referente a C1/H1 da unidade de 1-desodxi-1-amino-3,6-
anidro-D-galactose ligado aos grupos hidrofébicos foram observados na faixa de
3,15-3,31/52,2 ppm para todas as fracbes. Também foi possivel observar a
correlagdo em 3,09/50,3 ppm, correspondente ao grupo metileno (-CH2-) da
cadeia alquila diretamente ligada ao atomo de nitrogénio, este deslocamento
quimico sendo tipico de amina secundaria. Ainda, a auséncia de sinal na regiao
de 2,97/41,8 ppm, correspondentes ao grupo metileno (CHs-(CH2)n.-CH2-NH2),de
amina primaria, indicaram que o método de purificac&o foi eficiente em eliminar
0 excesso de alquilamina do produto. Os deslocamentos quimicos referentes a

ligacdo da cauda alquila, para cada fragdo, estdo indicados na TABELA 6.
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Estruturas similares foram utilizadas como referéncia para o assinalamento
(LATGE et al., 1991; YAMAMURA et al., 2014), onde estes resultados sugerem
a efetiva ligagdo dos grupamentos hidrofobicos em todas as fragdes obtidas, n&o

sendo encontrados sinais referentes ao derivado reduzido alditol.

TABELA 6 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE 'H E ®C DAS FRAGOES KAP, KAH, KAN,
KAD, KAN1 E KAD1.

H1/C1? H71T’/C1’® H’2/C2® H3’/C3’ a H4’/C4* H5’/C5®

3,15-
KAP 331 3,09 1,70 1,33/1,34 0,87
52,2 50,3 27,3 23,6/30,1 15,5
H1/C12 H71T’/C1’® H2’/C2® H3’/C3’ aHE’/C6® H7’/CTP
3,15-
KAH 331 3,09 1,69 1,27/1,36/1,31/1,27 0,85
52,2 50,3 27,7 24,1/27,8/30,1/33,2 15,7
H1/C1@ HT/C1® H2’/C2’® H3’/C3’ a H8’/C8" H9’/C9®

KAN e %1351- 3,09 1,69 1,26/1,35/1,28/1,25 0,85

KAN1

52,2 50,3 27,6 24,1/27,7/30,6/33,5 15,6
H3'/C3’ a
y 1) ] sh ) 'b
H1/C12 H1’/C1™ H2'/C2 s A H12IC12
KAD e %1:,,51 3.00 1,70 1,25/1.37/1,27 0,85
KAD1 52,2 50,3 27,5 24,6/27,9/31,0 15,9

a) Referente ao hidrogénio e carbono ligado ao polissacarideo b) Referente ao hidrogénio e
carbono da cauda alquila.



FIGURA 11 - MAPA DE CORRELAGAO 'H-"3C HSQC DA FRAGAO KAP.
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Mapa de correlagao de HSQC realizado a 50 °C em D20, padréao interno acetona 6= 2,208 ppm

para 'H e &= 32,69 ppm para '3C, pH="7.

FIGURA 12 - MAPA DE CORRELACAO 'H-13C HSQC DA FRAGAO KAH.
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FIGURA 13 - MAPA DE CORRELAGAO "H-3C HSQC DA FRACAO KAN.
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Mapa de correlagao de HSQC realizado a 50 °C em D20, padréao interno acetona 6= 2,208 ppm
para 'H e &= 32,69 ppm para '3C, pH="7.

FIGURA 14 - MAPA DE CORRELAGAO 'H-"*C HSQC DA FRAGAO KAD.
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FIGURA 15 - MAPA DE CORRELAGAO 'H-"3C HSQC DA FRAGAO KAN1.
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Mapa de correlacédo de HSQC realizado a 50 °C em D20, padré&o interno acetato = 2.040 ppm

para 'H e = 23,0 ppm para °C, pH= 4.

FIGURA 16 - MAPA DE CORRELACAO 'H-13C HSQC DA FRAGAO KAD1.
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A determinagao da massa molar média das fragdes aminadas foi realizada

usando o tempo de retengdo observado no cromatograma das andlises de
HPSEC utilizando o detector de indice de refragdo (RID) (FIGURA 17). O tempo
de retencao das fragdes foram: KAP (55,16 min.), KAH (55,25 min.), KAN (54,75
min.), KAD (55,33 min.), KAN1(55,16 min.) e KAD1(54,41 min). Todas as fragdes

apresentaram um perfil homogéneo, deste modo, as massas molares foram

calculadas através da comparagao com uma curva de calibragdo de dextranas,

onde foi possivel encontrar os valores de Mw de todas as fragcbes (TABELA 7).

Foi observado que as fragdes possuem uma massa molar proxima umas das

outras, contudo as fragdes retidas em membrana de 1 kDa apresentam um leve

aumento da massa.

FIGURA 17 - CROMATOGRAMAS DAS FRAGOES KAP, KAH, KAN, KAD, KAN1 E KAD1,
OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID).
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Todas as fragbes foram analisadas também para seu teor de sulfato,

porcentagem de nitrogénio e carbono e carboidrato total (TABELA 7), onde foi

verificado que ndo houve perda de sulfato apds as reagcbes de aminacao
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redutiva, mantendo-se com a porcentagem proxima a 25%, valor que é
condizente com a literatura para k-carragenana (NECAS; BARTOSIKOVA,
2013). Através desta tabela também é possivel evidenciar o aumento do teor de
nitrogénio nas fragdes contendo o grupamento alquila em relagéo as amostras
KC, KCDR1 e KCDR®6, onde a quantidade de nitrogénio detectada pela analise
elementar nas fragcdes obtidas apds a reagao de aminagao redutiva se deve pela
insercdo do grupamento alquilamina nestas estruturas e nas amostras KC,
KCDR1 e KCDR6 se deve provavelmente pela presenca de pequenas
quantidades de proteina. Nas fracbes obtidas através da reacdo de aminacao
redutiva se observa um aumento do teor (%) de nitrogénio entre 3 e 7 vezes em
relacado as fragdes que nao realizaram a reagao, como a fragao nativa KC e suas
derivadas KCDR1 e KCDR6. Dentre as fragbes modificadas e purificadas em
membrana de 6-8 kDa a fragdo que apresentou maior porcentagem de nitrogénio
foi a KAH, obtida da reagdo com a heptilamina, com um teor de 0.574% e taxa
(N/C)*100 de 1.54. As fragbes purificadas em membranas de 1 kDa
apresentaram uma porcentagem de nitrogénio de 0.720% (Taxa (N/C)*100 de
1.98) e 0.755% (Taxa (N/C)*100 de 2.31) para as fragbes KAN1 e KAD1,
respectivamente, quantidades semelhantes a aminagao redutiva realizada por
exemplo com a xilana reportada na literatura (DAUS; ELSCHNER; HEINZE,
2010). A maior quantidade de nitrogénio nas fragdes retidas em membranas de
1 kDa se deve pela capacidade desta membrana em reter fragcbes de menores
massas molares, que apresentam uma maior quantidade de terminais redutores

disponiveis para sofrerem a reacdo quimica de aminacao redutiva.
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TABELA 7 - TEOR DE SULFATO, NITROGENIO E CARBONO, MASSA MOLAR PONDERAL
MEDIA (MW), CARBOIDRATO TOTAL E RENDIMENTO DE REACAO DE TODAS AS

FRACOES OBTIDAS.

Sulfato | Nitrogénio Cal;bocno Ta):a Mw Carb. Recup.
Amostra (%S04)? (%N)P (%) (N/C)*100 (g/mol)? t(?/:;l (%)
KC 23,38 0,050 27,00 0.19 487,800 78,9 50
KCDR6 | 25,56 0,112 28,68 0.39 8,758 64,7 20,4
KAP 26,56 0,347 29,86 1.16 10,039 62,0 22,7
KAH 25,25 0,574 37,26 1.54 10,922 58,2 18,6
KAN 25,50 0,298 30,07 0.99 11,512 73,6 28
KAD 25,63 0,382 28,45 1.34 9,507 65,4 16
KCDR1 24,50 0,108 29,43 0.37 11,511 64,3 22,8
KAN1 24,38 0,720 36,28 1.98 10,039 61,0 12,5
KAD1 24,31 0,755 32,68 2.31 12,869 57,1 35,7

a) Dosagem de sulfato realizado através da metodologia de Dodgson, (1961); b e ¢) Porcentagem
obtida através da analise elementar de carbono e nitrogénio; d) Calculado por andlise realizada
através de HPSEC-MALLS-RID e comparada através de uma curva padrdao de dextrana;
e)Porcentagem obtida através da técnica descrita por Dubois, (1956) ; f) Recuperacao referente
a massa final obtida do fragdo apds liofilizagcdo.g) Calculado a partir da andlise realizada por
HPSEC-MALLS-RID e dn/dc = 0,102 mL/g.

5.4 SINTESE DE AMINAS N-ALQUIL-1-DESOXI-LACTITOL

A sintese das N-alquil-lactitol com diversas aminas de longa cadeia
alquilica ja foi realizada por Latge et al. (1991), onde foi utilizado agua para a
solubilizacado da lactose, 2-propanol para a solubilizagdo das alquilaminas e o
agente redutor boroidreto de sédio. O autor também realizou a reagdo em duas
etapas, primeiramente em 24 h de reagdo com contato apenas da lactose com
as alquilaminas, sem utilizar o agente redutor, e a etapa de redu¢éo de 21 h com
0 uso do boroidreto de sdédio para a formagao dos derivados N-alquil-lactitol.
Ducatti (2009) realizou a adaptacdo desta metodologia (ESQUEMA 12),
modificando o solvente 2-propanol para o metanol, a utilizagao de tampéao borato
na reagao, a utilizagdo do agente redutor cianobohidreto de sédio, e modificando
os tempos de reacao, realizando apenas uma reacdo de 15 h. Esta condicao
também foi utilizada para as reagcbes com os oligossacarideos obtidos a partir da
K-carragenana. A condigdo de Latge et al. (1991) para a reagdo com o0s
oligossacarideos nao foi utilizada pois o 2-propanol € um solvente eficaz para a
precipitacao de solugdes de polissacarideos, deste modo, o uso do metanol é
mais adequado, além de tempos de reacéo reduzidos, com a reagao em apenas

uma etapa.
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A sintese realizada por Ducatti (2009) foi eficaz para a produgao dos
derivados N-alquil-lactitol e caracterizada em seu trabalho original (ESQUEMA
12). As fragcdes foram denominadas de LAC5, LAC7, LAC9 e LAC12 onde
possuem a cauda alquilamina de cinco, sete, nove e doze carbonos,
respectivamente (TABELA 8). Estas fragdes foram novamente caracterizadas
por RMN de ®C (FIGURA 18) para confirmagdo de sua pureza e conforme
necessidade foram repurificadas. Os principais sinais encontrados nestes
espectros sao referentes ao C1 da unidade de B-D-galactopiranose em 105,6
ppm e o sinal em 52,5 ppm referente ao C1 da unidade 1-desodxi-1-amino-D-
glucitol, quando ligada a alquilamina. O sinal de C1’ do grupo alquil (amina
secundaria) foi observado em 50,6 ppm. Para a aquisigdo dos espectros os
derivados N-alquil-lactitol foram solubilizados em D20 com um tampao acetato
em pH 4, pois deste modo os sinais do espectro, principalmente do C1 da
unidades p-D-galactopiranose e 1-desoxi-1-amino-D-glucitol ndo se dividem,
como ocorre em pH alcalino, o que ocasiona a redugao da intensidade do sinal
no espectro de carbono (HOAGLAND; PFEFFER; VALENTINE, 1979). Este
trabalho utilizou estes derivados para avaliagdo de suas atividades bioldgicas,
sendo deste modo um comparativo de atividade antimicrobiana, pois utiliza as

mesmas alquilaminas que foram ligadas nos oligossacarideos.

ESQUEMA 12 — REACAO DE AMINACAO REDUTIVA DA LACTOSEREALIZADA POR
DUCATTI, (2009).
HOOH HOOH
OH OH
NH,-R e NaBH,CN
H o 55°C e 15 h H OH H

OH OH

N LACS5
I LACT

SN TN LACY
NSNS LACT2

*Reagao de aminagéo redutiva utilizando como solvente mistura 1:1 tampao borato 0,5 M, pH

8,2 e metanol.
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TABELA 8 — TAXA DE NITROGENIO/CARBONO DAS N-ALQUIL-LACTITOL CALCULADO
TEORICAMENTE.

Taxa
Amostra Nitrogénio Carbono
(N/C)*100
LAC5 3,39 49,38 6.87
LAC7 3,17 51,69 6.13
LAC9 2,98 53,71 5.55
LAC12 2,74 56,34 4.86

*Dados obtidos através do software ChemDraw © Ultra 12.0

FIGURA 18 — ESPECTRO DE '3C DAS FRAGOES LACS5, LAC7, LAC9 E LAC12.
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Espectro de 3C realizado a 30 °C em D20 em 100 MHz para as fragdes LAC5, LAC7 e LAC9 e
50 °C em D20 150 MHz para a fragdo LAC12, padrao interno acido acético 6= 179,5 ppm para
3C, pH= 4 para todos espectros.

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS DERIVADOS N-ALQUIL-
CARRAGENANAS E N-ALQUIL-LACTITOL.

A atividade antimicrobiana da fragdo KC e de suas derivadas obtidas por
hidrolise acida parcial (KCDR1 e KCDRG6) e aminagéo redutiva (KAP, KAH, KAN,
KAD, KAN1 e KAD1) foram realizadas através da técnica de microdiluicao
seriada (VEIGA et al., 2019), contra os microrganismos Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Escherichia coli (ATCC
8738). A concentragdo maxima inicial para a fragao KC foi de 10 mg/mL, pois a

alta capacidade gelificante deste polissacarideo impediu o preparo de solugdes
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em concentragcdes maiores. Para as demais fragdes foi utilizada a concentragao
de 25 mg/mL.

Os derivados N-alquil-lactitol foram testados utilizando a concentragao
de 25 mg/mL para as amostras LAC5, LAC7 e LAC9 e 10 mg/mL para a amostra
LAC12.

Nesta técnica, a partir da concentragdo maxima inicial, as amostras sao
diluidas sete vezes e apds o periodo de incubacédo entre 20 e 22 horas é
adicionado uma solugéo de cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC) 0,125%. As
microplacas com a solucéo de TTC sao deixadas em incubagao por mais 2 horas
e entdo lidas em espectrofotdmetro a 540 nm. O TTC é um indicador de atividade
metabdlica, e quando em contato com bactérias metabolicamente ativas sera
reduzido ao composto de coloragao avermelhada 1,3,5-trifenilformazana (VEIGA
et al., 2019). Através da técnica de microdiluicdo é possivel se obter os valores
de concentragao inibitéria minima (CIM) e apds o plaqueamento e incubacdo em
agar Mueller Hinton dos pogos desejados € possivel se obter os valores de CBM.

Dentre as amostras purificadas/retidas em membrana de 6-8 kDa, as
fracdes KC, KCDR1 e KCDR6 nao apresentaram uma inibicao suficiente para
alcangar um CIM ou CBM (TABELA 9). Relatos na literatura indicaram uma baixa
atividade antimicrobiana da k-carragenana nativa, como reportado por
Yamashita (2001) que demonstrou uma baixa atividade bacteriostatica da k-
carragenana, onde atraves de um método turbidimétrico analisou a influéncia de
uma solugcdo deste polissacarideo contra as bactérias S. typhimurium, V.
mimicus, , E. colie S. aureus, com um efeito inibitorio de aproximadamente 20%
no crescimento destas bactérias. Ja contra as bactérias S. enteritidis e A.
hydrophila essa inibigao foi de aproximadamente 40% no crescimento. Ja Wang
et al. (2011a) utilizando oligossacarideos derivados da k-carragenana, obtidos
através de uma hidrélise enzimatica, demonstrou um baixo efeito antimicrobiano
contra as bactérias E. coli e S. aureus, ndo sendo considerado ativo contra essas
bactérias.

Dentre as amostras KAP, KAH, KAN e KAD purificadas/retidas em
membrana de 6-8 kDa, apenas a KAD apresentou uma atividade antibacteriana
contra a bactéria gram-negativa E. coli, com CIM de 1,56 mg/mL (TABELA 9), o
que demonstra um aumento consideravel de atividade antimicrobiana em

relacédo as fragdes sem a insergdo dos grupamentos alquilamina KC, KCDR1 e
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KCDRG, e entre as fragcbes modificadas KAP, KAH, KAN. Contudo a fragao KAD
nao apresentou atividade bactericida na concentragcdo maxima testada de 25
mg/mL. Através da analise da taxa (N/C)*100 (TABELA 7), verificamos que as
fracbes KAP, KAH, KAN e KAD apresentam relagdes nitrogénio/carbono
proximas, sendo de 1.16, 1.54, 0.99 e 1.34, respectivamente, levando a
conclusao de que apresentam aproximadamente o mesmo grau de modificagéo
quimica. A fragdo KAD, mesmo n&o sendo a fragdo com maior taxa
nitrogénio/carbono, foi a que demonstrou maior atividade antimicrobiana, o que
demonstra que esta atividade tende a aumentar com o tamanho da cauda
alquilamina. Os derivados de lactose LAC5 e LAC7 com as menores caudas de
alquilamina reforgam a hipotese da necessidade de uma maior cauda para a
atividade antimicrobiana , uma vez que estes dois derivados foram os que
apresentaram as menores atividades dentre as N-alquil-lactilaminas, com LAC7
apresentando valor de CIM de 25 mg/mL, e LACS igual a 12,5 mg/mL contra a
bactéria S. aureus (TABELA 10).

O derivado de lactose (LAC12) contendo o grupo N-dodecil, também
apresentou atividade contra E. coli com um CIM de 1,25 mg/mL, valor proximo
ao da fragdo KAD contra esta bactéria (CIM de 1,56 mg/mL) (TABELA 10).
Contudo, LAC12 possui uma taxa nitrogénio/carbono igual a 4.86 (TABELA 8),
que é 3,6 vezes maior que o da fragcdo KAD (Taxa de1.34), sugerindo que a
atividade antimicrobiana apresentada por KAD resulta de uma atividade
sinérgica entre a cauda alquilamina adicionada e a estrutura quimica da k-
carragenana. Outros trabalhos tém demonstrado que a inser¢do de cadeias
alquilamina de longo tamanho adicionam uma boa atividade antimicrobiana a
compostos como lactose e dextrana (BETTOSCHI et al., 2016; TUCHILUS et al.,
2017). O derivado LAC12 demonstrou atividade também contra as bactérias S.
aureus e P. aeruginosa com CIM de 0,62 mg/mL e 2,5 mg/mL respectivamente,
apresentando uma atividade bactericida na concentracdo de 5 mg/mL nas trés
estirpes de bactérias testadas.

Apos os testes com as fragdes retidas em membrana de 6-8 kDa, foram
testadas as fragcbes KAN1 e KAD1 purificadas/retidas em membrana de 1 kDa.
A fragdo KAN1 apresentou atividade contra a bactéria gram-positiva S. aureus
com CIM de 1,56 mg/mL, contudo ndo alcangou um valor de CBM para esta

bactéria. Contra a bactéria gram-negativa E. coli foi obtido um CIM de 0,78
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mg/mL e CBM de 25 mg/mL, ja contra a bactéria P. aeruginosa nao foi ativa. O
derivado KAN1 diferentemente do derivado KAN (ambas modificadas com a
nonilamina) apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias S. aureus e
E. coli. Isso se deve provavelmente pelo maior grau de modificagdo, onde a
fragdo KAN1 apresentou uma taxa nitrogénio/carbono de 1.98,
aproximadamente duas vezes maior que a da fragdo KAN (Taxa de 0.99)
(TABELA 7).

O derivado de lactose (LAC9) contendo o grupo N-nonil também
apresentou atividade contra as bactérias S. aureus e E. coli como a fragao KAN1,
contudo apresentou também atividade contra a bactéria P. aeruginosa com CIM
de 25 mg/mL. Comparando-se as duas fragcbes KAN1 e LAC9, verificamos que
as duas fragcbes apresentaram um valor de CIM para a bactéria S. aureus
préximos, sendo eles de 1,56 mg/mL e 1,5 mg/mL, respectivamente. Contudo
vale ressaltar que as taxas nitrogénio/carbono s&o diferentes, onde o derivado
de lactose LAC9 (Taxa de 5.55) apresenta uma proporgao 2,8 vezes maior que
a fracdo KAN1 (Taxa de 1.98) (TABELA 7). De mesmo modo, para a bactéria E.
coli as duas fragdes apresentam atividade, sendo o CIM encontrado para a
fracdo KAN1 de 0,78 mg/mL e para a LAC9 de 6,25 mg/mL, sendo verificado que
a fragdo KAN1 apresentou uma maior atividade antimicrobiana, o que reforga a
hipotese de um efeito sinérgico entre a cauda alquilamina com a cadeia do
oligossacarideo para a sua atividade.

A fragado KAD1 foi a fracdo modificada mais ativa entre os
oligossacarideos, tanto modificados como nado modificados, isso se deve
provavelmente pelos dois efeitos sinérgicos, sendo a fragdo de oligossacarideo
mais modificado, com taxa nitrogénio/carbono de 2.31 e a fracdo que foi
modificada com a maior cauda alquilamina. Nesta fracdo foi possivel verificar
que para a bactéria S. aureus a fracdo KAD1 apresentou um valor de CIM
préximo ao da LAC12, CIM de 0,78 mg/mL e 0,62 mg/mL, respectivamente.
Contudo LAC12 alcancou um valor de CBM de 5 mg/mL que nao foi alcangado
pela KAD1. Os testes realizados de atividade contra a bactéria E. coli
demonstraram uma maior atividade da fracdo KAD1 em comparagdo com a
LAC12, sendo que a fragao KAD1 apresentou um CIM de 0,25 mg/mL e CBM de
1,56 mg/mL e a LAC12 um CIM de 1,25 mg/mL e CBM de 5mg/mL contra esta

bactéria. Os testes contra a bactéria P. aeruginosa mostraram que a fragao
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KAD1 apresentou uma atividade inibitoria (CIM) maior que o derivado de lactose
LAC12, CIM de 0,25 mg/mL e 1,25 mg/mL, respectivamente, contudo apresentou
um valor bactericida (CBM) menor, CBM de 25 mg/mL e 5 mg/mL,
respectivamente. Vale ressaltar que a LAC12 possui uma taxa de
nitrogénio/carbono aproximadamente duas vezes maior que a fragdo KAD1.
Deste modo, ha uma reafirmacéo da hipotese de efeito sinérgico entre a cauda
alquilamina com a cadeia do oligossacarideo, ao menos para um efeito inibitorio
(CIM) para as fragbes KAD, KAN1 e KAD1. Contudo, vale ressaltar que também
foi alcangada uma maior atividade (CIM e CBM) da fragdo KAD1 contra a
bactéria gram-negativa E. coli em relagdo ao derivado mais ativo das N-alquil-
lactitol, a LAC12.

TABELA 9 - VALORES DE CIM E CBM DE KC E SUAS FRACOES DERIVADAS.

S. aureus E. coli P. aeruginosa

Amostra (ATCC 6538) (ATCC 8738) (ATCC 9027)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

KC >10 N,R >10 N,R >10 N,R
ngg;se >25 N,R >25 N,R >25 N,R
o >25 N,R 525 N,R >25 N,R
KAD >25 N,R 1,56 >25 >25 N,R
KAN1 1,56 >25 0,78 25 >25 N,R

KAD1 0,78 >25 0,25 1,56 1,56 25

Controle positivo: Cloranfenicol 125 pyg/mL. Controle negativo: Tampao pH = 6.8. N.R = N&o
realizado. CIM: Concentragao Inibitéria Minima, CBM: Concentragao Bactericida Minima.
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TABELA 10 - VALORES DE CIM E CBM DAS N-ALQUIL-LACTITOIS.

S. aureus E. coli P. aeruginosa
(ATCC 6538) (ATCC 8738) (ATCC 9027)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Amostra

LACS 12,5 >25 >25 N,R 25 >25

LAC7 25 >25 25 >25 25 >25

LAC9 1,5 25 6,25 25 25 >25
LAC12 0,62 5 1,25 5 2,5 5

Controle positivo: Cloranfenicol 125 pg/mL. Controle negativo: Tampao pH = 6.8. N.R = Nao
realizado. CIM: Concentragao Inibitéria Minima, CBM: Concentragao Bactericida Minima.

6. CONCLUSAO

Através da hidrdlise acida parcial foi possivel obter derivados de menor
massa molar e inserir cadeias alquilaminas no polissacarideo hibrido extraido da
alga vermelha K. alvarezii, onde os derivados de menor massa molar passaram
por uma reducao de seus terminais redutores formando os derivados 3,6-anidro-
galactitol ou por uma aminagao redutiva utilizando os terminais redutores (diol
geminal) para a semissintese dos derivados alquilamina. Os derivados obtidos
desta sintese demonstraram atividade antimicrobiana apenas nas fracbes que
foram modificadas com a nonilamina (KAN1) e a dodecilamina (KAD e KAD1),
principalmente contra a bactéria gram-negativa E. coli, onde a KAD1 foi a fragéo
mais ativa, inclusive obtendo valores de CIM para as trés estirpes testadas S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa. As N-alquil-lactilaminas apresentaram atividade
antimicrobiana principalmente contra a bactéria S. aureus onde todas
alcangaram um valor de CIM, sendo o melhor valor encontrado para a LAC12
(CIM de 0,62 para S. aureus). Dentre todas amostras testadas a mais ativa foi a
LAC12 que apresentou CIM e CBM para as trés estirpes testadas. No entanto o
derivado KAN1 apresentou menor valor de CIM do que a LAC9 e os derivados
KAD e KAD1 menor valor de CIM do que a LAC12 para a bactéria E. coli, o que
demonstra uma novidade de atividade antimicrobiana ndo apenas dependente
da cadeia alquilamina, mas também da cadeia oligossacaridica. A fragdo KAD1
apresentou o maior espectro de atividade bacteriostatica entre as fragdes ativas
KAN, KAN1 e KAD1, atingindo valores de CIM contra as trés bactérias testadas.

Em todos os testes realizados houve a melhor atividade antimicrobiana
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associada a modificagdo com a maior cadeia de alquilamina e grau de
modificacdo. Deve-se levar em consideragcao para um efeito bacteriostatico a
cadeia do agucar ligada a alquilamina, onde o melhor valor de CIM encontrado
entre todas as amostras testadas foi referente a fragdo KAD1 contra a bactéria
E. coli (CIM de 0,25 mg/mL).
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CAPITULO 2

Este capitulo esta escrito no formato de artigo cientifico visando a

submissao destes resultados para publicagao.
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Semissintese dos derivados O-Tosil, Azido, N-dietil e pirrolidina a

partir da Kappa-carragenana.

Resumo: A alga K. alvarezii produz a k-carragenana como seu principal
constituinte, um polissacarideo anibénico sulfatado, que comumente apresenta
uma alta massa molecular. Este trabalho teve por objetivo realizar a tosilagao do
polissacarideo k-carragenana preferencialmente em C6 na unidade de B-D-Galp-
4-sulfato (G4S-6) e para posterior substituicio com dietilamina, pirrolidina e
azida. Para isso, o polissacarideo (KC) foi submetido a hidrdlise acida parcial
(HAP) para reducéo da massa molecular (KCD) e posterior otimizag&o da reagéo
de tosilagdo. Inicialmente, reagao de tosilagdo foi estudada em meio organico
homogéneo utilizando DMAc e DMF, contudo nestas condi¢gdes ocorreu um
baixo grau de tosilagdo. A reacgao, foi, entdo, realizada em meio heterogéneo
utilizando a mistura de solventes agua/acetonitrila, com as bases NaOH e
Ca(OH)2, sob diversas condigdes. O maior grau de substituicdo em G4S-6 foi
obtido na condigdo utilizando maior propor¢dao de acetonitrila (3:1 -
acetonitrila/agua), a 0 °C, com adi¢cdo de NaCl como sal e NaOH como base. O
DS obtido nestas condi¢gdes em escala preparativa foi de 1.32. A fragao tosilada
foi submetida a reacao de substituigao nucleofilica com dietilamina, pirrolidina e
azida, onde o grupamento tosila presente na posicédo G4S-6 foi completamente
substituido. Todos os produtos foram caracterizados por meio de espectroscopia
de infravermelho (FT-IR) e espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear
de "H, 3C.

7. INTRODUGAO

As algas vermelhas s&o provavelmente a classe mais antiga de plantas
inferiores reportadas, e diferem de todas as demais plantas pela composicao
polissacaridica de suas paredes celulares e matriz intercelular, onde a maioria
delas possuem tipos unicos de galactanas, como as agaranas e as carragenanas
(USOV, 2011). As carragenanas sao normalmente divididas em seis formas
basicas, de acordo com sua estrutura quimica e padrao de sulfatacdo, sendo
elas a Kappa (k), lota (1) , lambda (A), mu (u), nu (v) e theta (6) — carragenanas
(CAMPO et al., 2009).
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A estrutura quimica das carragenanas consiste em liga¢cdes alternadas
de 3-ligado B-D-galactopiranose e 4-ligado a-D-galactopiranose ou 4-ligado 3,6-
anidro-a-D-galactopiranose comumente chamadas de unidades G, D e DA,
respectivamente (KNUTSEN et al., 1994; CAMPO et al., 2009).

A alga tropical Kappaphycus alvarezii, também conhecida como
Eucheuma cottonii, € a principal fonte de extragdo da Kappa-carragenana. Esta
possui como composicdo de seus dissacarideos repetitivos, a posicdo 4 da
unidade G sulfatada (G4S) e a presenca da 3,6-anidro-a-D-galactopiranose (DA)
(KNUTSEN et al., 1994). A carragenana extraida da K. alvarezii disponibiliza um
polissacarideo quase puro, com quantidades de /ota-carragenana inferiores a
10% (BIXLER; JOHNDRO; FALSHAW, 2001). Este polissacarideo extraido,
além do sulfato na unidade G, possui comumente o grupo O-metil na posigao 6
desta mesma unidade, em quantidades variaveis (CAMPO et al., 2009).

Os polissacarideos de algas marinhas, por serem extraidos de fontes
renovaveis, abundantes na natureza e apresentarem uma estrutura quimica
definida e dificiimente alcangavel por meio da sintese organica sao alvos de
modificagdes quimicas que objetivam a insergdo de grupamentos que modelem
as suas atividades intrinsecas (CHOPIN et al., 2014).

Dentro das reagbes em que o oxigénio do sacarideo atua como um
nucledfilo, temos a reacao de tosilagao, que € uma reagao onde ha a formagao
de um éster de sulfonato onde o oxigénio do sacarideo que sofreu a reagao €
retido no produto final (CUMPSTEY, 2013). Esta reacédo, com polissacarideos
soluveis em meio organico, ocorre eficientemente e de maneira homogénea em
solvente DMAc, contendo a adi¢cado de LiCl, e na presenca da base EtsN. Em
alguns polissacarideos, esta reacao é conduzida de maneira eficiente em meio
aquoso em uma reacao heterogénea, comumente utilizando NaOH como base,
como o caso da celulose em meio aquoso (HEINZE; LIEBERT; KOSCHELLA,
2006; SCHMIDT; LIEBERT; HEINZE, 2014). E bem conhecida a propriedade
desta funcionalizagdo em polissacarideos e alcoois de baixa massa molar, onde
o éster sulfénico formado € um bom grupo abandonador podendo sofrer reagdes
de deslocamento nucleofilico com bons nucledfilos levando a formacgdo do
composto desoxi correspondente, com a substituicdo do grupo sulfonato
(HEINZE; LIEBERT; KOSCHELLA, 2006).
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Alguns polissacarideos ja foram estudados em relagao a esta reacao de
tosilacdo, como a celulose que foi tosilada em meio organico (DMACc/LICI)
alcangando um alto grau de substituicdo (DS) maximo de 2.30 (RAHN et al.,
1996), celulose em meio aquoso (H20/ureia) alcangando um DS maximo de 1,68
(SCHMIDT; LIEBERT; HEINZE, 2014) e dextrana em meio organico (DMACc/LiCl)
alcangando um DS maximo de 1,31 (HEINZE; MICHEALIS; HORNIG, 2007).
Dentre os polissacarideos de alga vermelha, somente a agarose possui relato
na literatura explorando a reacgao de tosilagao, isso se deve principalmente pelo
carater nao-ibnico deste polissacarideo, facilitando a solubilizacdo deste
polissacarideo em meio organico, levando a uma reacdo de tosilagcdo
homogénea. Para este polissacarideo GERICKE E HEINZE, (2015) estudaram
a reacao de tosilagao e a substituicao nucleofilica do derivado alcancado, onde
a reagao de tosilagcao alcancou um DS maximo de 1.81.

Em busca de alcangarmos novos polissacarideos funcionalizados, que
possam apresentar aplicabilidades biotecnoldgicas, este trabalho estudou a
reacao de tosilagdo com o polissacarideo Kappa-carragenana extraida da alga
vermelha K. alvarezii e realizou a substituicdo nucleofilica do derivado tosilado

com os nucledfilos N-dietilamina, azida e pirrolidina.
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8. MATERIAL E METODOS

8.1 MATERIAIS E REAGENTES

O polissacarideo foi obtido conforme descrito (ARTIGO 1), fracéo
denominada KC, sendo extraido da alga vermelha Kappaphycus alvarezii obtida
comercialmente a partir da empresa MM algas (llha Grande, Rio de Janeiro).
Membranas de dialise de cut-off 6-8 kDa e 12-14 kDa (Sigma-aldrich), Resina
Amberlite IR 120, Acido Trifluoroacético (Neon), Boroidreto de sddio (Merk),
Etanol (Neon), Hidroxido de sédio (Synth), Hidroxido de Calcio (Synth), Cloreto
de p-toluenossulfonila (Sigma-aldrich), Acetonitrila (Merk), Cloreto de sddio
(Synth), Azida de sddio (Merk), Pirrolidina (Sigma-aldrich) e Dietilamina (Sigma-

aldrich), foram utilizados conforme obtidos.

8.2 HIDROLISE ACIDA PARCIAL (HAP) DA FRAGAO KC

Para realizacdo da hidrdlise parcial da fracdo KC foram realizadas
adaptacbes em metodologias que utilizaram TFA para hidrolise seletiva das
ligacbes a-glicosidicas 123 entre a unidade DA e G4S da k-carragenana
(DUCATTI et al., 2011; STEVENSON; FURNEAUX, 1991). A fragao KC (10 g)
foi solubilizada em agua deionizada (900 mL) a 90 °C, apds a solubilizagéo, a
temperatura foi ajustada para 65 °C e, entao, foi adicionado o TFA 1 mol/L (100
mL), obtendo uma concentragao final de TFA 0,1 mol/L. A mistura reacional foi
submetida a agitacédo por 15 minutos a 65 °C e, entdo, a reagao foi interrompida
com o auxilio de gelo, seguida de neutralizagdo com uma solugao 1 mol/L de
NaOH. Afim de reduzir os terminais redutores formados, foi adicionado ao meio
reacional boroidreto de sodio (2,5 g) e agitado durante 2 h, ao final da reagao de
reducao a mistura foi neutralizada com acido acético glacial, acondicionada em
membranas de dialise de cut-off 12-14 kDa e dialisada contra agua deionizada
até completa remogao dos sais formados, filtrada em filtro de papel quantitativo

e liofilizada, rendendo a fragdo KCD (4,7 g ou 47%).
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8.3 SINTESES

8.3.1 TOSILAGAO DE KCD EM SOLVENTE ORGANICO

As reacbes analiticas foram realizadas utilizando a fragdo KCD com
diferentes contra-ion, sendo estes, sodio, trietilamdnio, piridénio e cetavion. A
fragdo KCD na forma sddica foi obtida diretamente da reagdo de HAP, uma vez
que a neutralizacao da reagao ocorreu com a adi¢gao de hidroxido de sédio, como
descrito anteriormente. Para a obtencio do contra-ion na forma de trietilaménio
ou piridénio, a fragdo KCD (0,250 g) foi dissolvida em agua deionizada (20 mL)
e tratada com a resina de troca catidnica, na forma de trietilaménio ou piridénio
(2,5 g) e submetida a agitacao por 2 h, com ajuste do pH a 7,0 com trietilamina
ou piridina. A mistura foi filtrada e liofilizada com um rendimento de
aproximadamente 70% ou 0,175 g. Para a obtengao do contra-ion cetavlon, este
foi, previamente, solubilizado em agua deionizada (1,05 g de cetavlon em 20 mL
de agua deionizada). Esta solugéo foi entdo vertida sobre uma solugao de KCD
(0,150 g de KCD em 15 mL de agua deionizada), resultando na turvagéo do meio,
o qual foi submetido a agitagao por 30 min. A mistura resultante foi centrifugada
(4.500 rpm) trés vezes por 10 min descartando o sobrenadante. O precipitado foi
liofilizado e recuperado aproximadamente 150% ou 0,225 g.

As reagdes analiticas foram realizadas com a fragdo em suas formas de
contra-ion utilizando 0,05 g e, para todas estas fracdes, foi considerado o peso
molecular da diade, na forma sddica (408,3 g/mol), na forma trietilaménio (487,5
g/mol), na forma piridénio (465,4 g/mol) e cetavlon (669,8 g/mol), para
padronizacao da proporcdo em equivalentes dos reagentes. As fragoes foram
solubilizadas em DMF ou DMAc (5 mL), na concentracao de 10 mg/mL, com
auxilio de temperatura (70 °C). A mistura foi resfriada a 30 °C e adicionado a
base trietilamina ou piridina (12 eq.) seguida da adi¢ao do cloreto de tosila (6 eq.)
e mantidas em reacao por 24 h. Ao final da reagao a mistura foi precipitada com
etanol 3 vol. e centrifugada (4.500 rpm) por 10 minutos, dialisado em membranas
de cut-off 6-8 kDa contra solugao de NaCl 0,2 mol/L seguida de agua deionizada

e entao liofilizadas.
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8.3.2 TOSILAGAO DE KCD EM MISTURA DE AGUA E ACETONITRILA.

As reagdes analiticas foram realizadas considerando o peso molecular
da diade em 408,3 g/mol para a padronizagao dos equivalentes de reagentes e
a concentracao final de polissacarideo no meio (agua e acetonitrila) igual a 12,5
mg/mL. A fracédo KCD (0.05 g), em constante agitacdo magnética, foi solubilizada
previamente em % do volume total necessario de agua deionizada, com a adi¢ao
ou ndo de NaCl (175 mg, 25 eq.) e com aquecimento a 70 °C. Apds este processo
a reacao foi ajustada a temperatura ambiente, 30 °C, ou a 0 °C. Foi adicionado
entdo NaOH (97 mg, 20 eq.) previamente solubilizado em V4 da quantidade total
de agua deionizada. Em seguida, foi adicionado lentamente cloreto de p-
toluenossulfonila (232 mg, 10 eq.) previamente solubilizado no volume
necessario de acetonitrila para completar a mistura agua/acetonitrila. As reagdes
foram conduzidas por 3 h, 4 h, 5 h ou 24 h e as proporgdes de agua/acetonitrila
utilizadas foram 4:1 / 6:1 / 1:3 / 3:1. As reacbes foram entdo precipitadas em
etanol 3 vol., centrifugadas a 4.500 rpm por 10 minutos, neutralizadas e
dialisadas em membrana de cut-off 6-8 kDa contra agua deionizada e liofilizadas.

A reagao preparativa (KCDTP) foi realizada utilizado a proporg¢ao 1:3 do
solvente, agua deionizada (40 mL) e acetonitrila (120 mL). A fragdo KCD (2 g)
foi agitada magneticamente e solubilizada na porgéo aquosa (3/4 ou 30 mL) com
aquecimento, foi entdo adicionado nesta solugdo o NaCl (7,1 g, 25 eq.), apos a
solubilizacao, a solugao foi resfriada com auxilio de gelo a uma temperatura de
aproximadamente 0 °C e entdo adicionado o NaOH (3,9 g, 20 eq.) previamente
solubilizado em agua deionizada (1/4 ou 10mL) e resfriada, seguido do cloreto
de p-toluenossulfonila (9,3 g, 10 eq.) previamente solubilizado em 120 mL de
acetonitrila e resfriado, que foi adicionado vagarosamente. A reagao foi
conduzida por 5 h e entdo foi precipitada em etanol 3 vol., e centrifugada. O
precipitado foi purificado através de extracdo em aparelho de Soxhlet utilizando
o solvente etanol por 6 h, apds esta extragdo o material extraido (soluvel em
etanol) contendo excesso de reagente foi descartado e o produto sodlido
(insoluvel em etanol) foi solubilizado/suspendido em agua deionizada e
neutralizado com auxilio de acido acético glacial, dialisado em membrana de cut-

off 6-8 kDa contra agua deionizada e liofilizada gerando a fragdo KCDTP.
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Recuperagéo: 2,54 g ou 127%.
DSsoma=1.32, DSg4s,67=1, DSpa21= 0.15, DSgss21= 0.17, DSc-4.= 0.
Analise elementar: C% 37,06, H% 4,41, N% 0,01, Cl% 0,40.

8.4 CALCULO DO GRAU DE SUBSTITUIGAO (DS) POR RMN-'H E MAPA
DE CORELAGAO 'H-'3C HSQC

Para os calculos de DS apresentados neste trabalho foram utilizadas as
férmulas abaixo, onde foram considerados os deslocamentos das analises em
RMN-'H e as analises em RMN-HSQC.

_ DA-1

(D) DSan = aromaticord)

N _ __ DA
(ii) DS(DA,ZT) " (DA-1 + DA-1")

_ G4
(iif) DS(c45.21)= (G251 + Gas1)

. _ G436

(V) DS(64s 6T)~ (G256 + case)
Gas-4'

(v) DS(g4) = (GAS-4 + G4S-4")

Na primeira férmula (i), foram utilizados os resultados obtidos na analise
de RMN-"H em D20 e DMSO-ds. Para as analises realizadas em D20, foram
considerados os deslocamentos da regiao aromatica a partir de 7,25 ppm até
8,00 ppm e para as regides anoméricas (DA-1) a partir de 5,01 ppm até 5,30
ppm. Para analises em DMSO-ds, foram considerados os deslocamentos da
regido aromatica a partir de 7,05 ppm até 8,00 e das regides anoméricas (DA-1)
a partir de 4,91 ppm até 5,30 ppm.

Para o célculo do DS com as férmulas ii-v, foram utilizados os resultados
obtidos das analises de RMN-HSQC em D20 e DMSO-ds, uma vez que estas
analises foram as mais efetivas para demonstrar as modificagées quimicas no
polissacarideo. Para as formulas ii e iii, foram considerados os deslocamentos
da regidao anomérica (DA-1) em 5,09/97,3 ppm para D20 e 4,99/95,8 ppm para
DMSO-ds e da regiao do G4S (G4S-1) os valores de 4,62/104,6 ppm em D20 e
4,35/103,3 ppm em DMSO-ds. Quando o C2 da unidade DA ou G4S encontra-se
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tosilado, ha um “B-shift” do H1/C1 destas unidades, sendo estes encontrados
apenas nas analises realizadas em DMSO-ds com os deslocamentos de DA-1’
em 5,18/91,3 ppm e G4S-1" em 4,57/100,2 ppm.

Para utilizacdo da férmula iv, foram avaliados os resultados dos
deslocamentos da posi¢cao C6 (G4S-6). Foram utilizados os deslocamentos em
3,78/63,3 ppm para D20 e 3,46-3,59/60,1 ppm para DMSO-d¢ para a amostra
antes da reacdo de tosilagdo. Apds a tosilacdo da posicdo C6 (G4S-6’), os
deslocamentos foram encontrados em 4,26-4,36/72,2 ppm para D20 e 4,13-
4,30/70,8 ppm para DMSO-ds. Esta variagdo no deslocamento ocorre devido “a-
shift” do H6/C6.

Para a analise da dessulfatagcdo do polissacarideo foram considerados
os deslocamentos em DMSO-ds referentes a posicao H4/C4 da unidade G4S em
4,51/71,3 ppm apresentando um “a-shift” com sinais H4/C4 (G4S-4’) em
3,89/65,0 ppm, os quais foram empregados na formula v.

Os assinalamentos dos sinais presentes nas férmulas seguiram a
amplitude e semelhanga de sinais encontrados em outros polissacarideos como
agarose, celulose e carragenanas (KOLENDER; MATULEWICZ, 2004,
SCHMIDT et al., 2014; GERICKE E HEINZE, 2015; HEUKO, 2015).

8.5 REAGOES DE SUBSTITUIGAO NUCLEOFILICA COM A FRAGAO
TOSILADA DA K-CARRAGENANA (KCDT).

A fracdo KCDT (0,2 g) foi dissolvida em 13,3 mL de DMSO (15 mg/mL)
a uma temperatura de 80°C, foi entdo adicionada a dietilamina (0,371 mL, 10
eq.) ou pirrolidina (0,291 mL, 10 eq.) ou azida de sddio (0,231 g, 10eq.). As
reacdes foram conduzidas por 24 h e interrompidas com uso de gelo e solugao
saturada de bicarbonato de sdédio. A precipitacdo com etanol 3 vol. ndo foi
efetiva, deste modo as reagdes foram acondicionadas em membranas de didlise
de cut-off 6-8 kDa e dialisadas contra etanol (trés trocas) e agua deionizada até
eliminagdo completa dos sais. As amostras dialisadas foram liofilizadas. As
reagdes com dietilamina, pirrolidina e azida geraram as fragdes KCDD (0,120g,
60%), KCDP (0,142 g, 71%) e KCDA (0,149 g, 74%), respectivamente.
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8.6 METODOS ANALITICOS

Os espectros de Ressonancia Nuclear Magnético (RMN) unidimensional
de 'H e 3C e os mapas de correlagdo bidimensionais 'H-'3C heteronuclear
single-quantum correlation (HSQC) foram adquiridos no equipamento Bruker
AVANCE DRX 400 de campo magnético de 9,4 Tesla, 400 MHz para 'H e 100
MHz para '3C. A concentragdo padrdao das amostras foi de 40 mg/mL, em tubos
5 mm de didmetro nos solventes deuterados Dimetilsulféxido (DMSO-de) ou
oxido de deutério (D20), com temperaturas entre 30 °C e 70 °C, respectivamente.
Os deslocamentos quimicos foram expressos em ppm e determinados de acordo
com o padrédo interno (acetona: & = 2,208 ppm para 'H e & = 32,69 ppm para
3C). Os espectros foram adquiridos usando o programa de pulsos fornecido pelo
manual da Bruker®, onde para os experimentos de RMN-HSQC n&o foram
adquiridos espectros com menos de NS (number of scans) = 8. Os espectros
foram processados e analisados com o auxilio do programa TOPSPIN 4.0.2.

A massa molar foi determinada utilizando cromatografia de exclusao
estérica de alta precisao acoplada a espalhamento de luz laser em multidngulos
e indice de refracdo (HPSEC-MALLS/RID) modelo Waters 2410. Foram
utilizadas quatro colunas WATERS, conectadas em série, com limites de
exclusdo de 7x108, 4x10°, 8x10* e 5x103 g.mol", colunas Ultrahydrogel'™ 2000,
500, 250 e 120, respectivamente, para determinar a massa molar dos
polissacarideos, também foi utilizada a comparagdo de massas com uma curva
padrdo realizada com dextrana com massa molar (Mw) de 5x103, 9,4x103,
17,2x103, 40,2x103, 72,2x103, 266x10° e 487x10% g.mol'. Para as analises a fase
movel utilizada foi uma solugéo de nitrito de sédio 0,1 mol/L contendo azida de
sodio 100 ppm/L, com fluxo controlado de 0,6 mL/min, a 25 °C, controladas por
bomba WATERS 515. As amostras foram previamente filtradas em membrana
Polietersulfona (PES) de 0,22 ym. Os cromatogramas foram coletados e
analisados no software ASTRA versao 4.5.0 (WYATT, 1993).

As analises de infravermelho foram realizadas no Departamento de
Farmacia da UFPR no espectrometro Bruker FT-IR ALPHA, incorporado a
transformada de Fourier, com acessorio de reflectancia total atenuada. Os
resultados obtidos foram expressos em nimero de ondas (cm™'), de acordo com

a posicao das bandas de absorcdo observadas. Para realizacdo das analises,
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as amostras utilizadas encontravam-se em estado solido pulverizado, com o
aparelho operando no modo refletivo (ATR). Os espectros obtidos foram
analisados através do software OPUS Viewer 6.5 (Bruker).

Os teores de nitrogénio e carbono foram obtidos através de analise
elementar por combustdo, com o auxilio do analisador CHNOS, marca
ELEMENTAR, modelo VARIO EL Ill ou Perkin EImer CHN 2400. As analises
foram realizadas utilizando entre 10 a 20 mg das amostras liofilizadas e os
resultados foram obtidos em g% (g de nitrogénio ou carbono / 100 g de amostra).
As andlises foram realizadas no laboratério de biogeoquimica e nutricdo de
plantas, do Departamento de Solos e Engenharia Agricola do Setor de Ciéncias
Agrarias (UFPR).

As andlises do teor de cloro foram realizadas através do método de
Schoniger, realizada através da combustdo da amostra organica em ambiente

fechado e titulagdo com AgNQOs.

9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 OBTENCAO DA FRACAO KCD A PARTIR DA HIDROLISE ACIDA
PARCIAL DE KC

A caracterizagdo por meio de RMN-'H da fragdo KC (FIGURA 19)
indicou que o polissacarideo extraido correspondia aos padrdes tipicos para K-
carragenana extraida da alga K. alvarezii, onde este geralmente apresenta em
sua constituicdo majoritaria a Kappa-carragenana com sinal anomérico
pertencente a unidade DA-1 em 5,09 ppm. Contudo, pequenas quantidades de
lota-carragenana e o precursor mu-carragenana estdo presentes com sinais
anomeéricos referentes as diades D6S-1 em 5,20 ppm e DA2S-1 em 5,30 ppm.
Foram também encontradas pequenas quantidades de 6-O-Metil na unidade
G4S em 3,41 ppm (VAN DE VELDE et al., 2005; COSENZA et al., 2017).
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FIGURA 19 — ESPECTRO DE RMN-'H DA FRACAO KC.
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Realizado a 70 °C em D20, padréo interno acetona 6= 2,208 ppm.

A fragdo KC apresentou um alto grau de polimerizagdo, com massa
molar média de 487.800 g/mol (ARTIGO 1) e alta capacidade gelificante. Dessa
forma, foi decidido realizar a hidrélise acida parcial de KC, para obtencédo de uma
fragdo de menor capacidade gelificante e consequente menor Mw, o que poderia
facilitar a insergdo de grupamentos tosil a estrutura da carragenana devido a
maior solubilidade do polimero no meio reacional. Para esta HAP foram
utilizadas metodologias disponiveis na literatura cientifica que demonstram a
hidrolise seletiva das ligagbes glicosidicas a-1->3 entre a unidade DA-G4S
utiizando acido Trifluoroacético (TFA), preservando as unidades 3,6-
anidrogalactose (STEVENSON; FURNEAUX, 1991; DUCATTI et al., 2011).
Deste modo, foi realizada uma curva de hidrolise, com TFA 0,1 mol/L a 65 °C,
utilizando os tempos de 15, 30, 45 e 60 minutos (ARTIGO 1). A HAP da fragcéo
KC (10 g) foi realizada utilizando TFA 0,1 mol/L a 65 °C por 15 minutos, tempo
que demonstrou ser suficiente para diminuir consideravelmente a propriedade
gelificante do polissacarideo. Apds work-up e purificagdo descritos na
metodologia foi obtida a fragcado KCD (4,7 g ou 47%). Esta fragdo apresentou
maior solubilidade em agua que a fragao nativa KC, e foi utilizada como material
inicial para as reacdes de tosilagao.

A caracterizacao da fracdo KCD foi realizada através dos espectros de
RMN — 'H, 3C e HSQC (FIGURA 20), onde é possivel observar principalmente
o sinal referente ao C1/H1 da unidade DA-1 em 5,09/97,3 ppm referente a diade
da k-carragenana e a presenga em menor propor¢ao dos menores constituintes,

com os deslocamentos em 5,27/93,8 ppm e 5,22/99,6 ppm referentes ao C1/H1
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das unidades DA2S-1 e D6S-1 das diades de - e u-carragenanas,
respectivamente, que sdo comumente encontrados para o polissacarideo
extraido da K. alvarezii (COSENZA et al.,, 2017), Foi observada também a
presenca da unidade de 3,6-anidrogalactitol, com os deslocamentos de H1/C1,
H3/C3, H4/C4 em 3,68-3,63/65,1, 3,90/85,25 e 4,18/89,54, respectivamente
(DUCATTI, 2009; FIGUEIREDO, 2013).

FIGURA 20 - MAPA DE CORRELAGAO 'H-"*C HSQC-EDITADO DA FRAGAO KCD.
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Realizado a 40 °C em D20, padréo interno acetona 8= 2,208 ppm para 'H e = 32,69 ppm para
130.

A determinagcdo de massa molar da fragdo KCD foi realizada por
cromatografia de exclusdo estérica em HPSEC-MALLS-RID (FIGURA 21),
utilizando os tempos de retengao fornecidos pelo detector de indice de refracéo
e comparando com uma curva padrao de dextrana (5.000 a 487.000 g/mol).
Deste modo a massa molar média calculada para esta fragao foi de 41.660 g/mol,

onde o tempo de retencao foi de 50,83 minutos.
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FIGURA 21 — CROMATOGRAMA DA FRACAO KCD, OBTIDO POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSAO ESTERICA (HPSEC-MALLS-RID).
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A anadlise do espectro FTIR obtido desta fracdo apresentou os sinais
caracteristicos e compativeis com a literatura para a k-carragenana, onde foram
observadas as bandas de estiramento em 846 cm™ (vibragdo C4-O-S) da
unidade B-D-Galp-4-sulfato e em 930 cm' (vibragdo C-O-C) da ponte da 3,6-
anidro-D-Galp (SEKKAL et al., 1993; PEREIRA; GHEDA; RIBEIRO-CLARO,
2013).

FIGURA 22 - ESPECTRO DE FTIR DA FRAGAO KCD.
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9.2 TOSILAGAO DA FRAGAO KCD

9.2.1 TOSILAGAO DE KCD EM SOLVENTE ORGANICO.

A reacgao de tosilacao ja foi estudada utilizando polissacarideos como a
celulose, dextrana e a agarose, com grau de substituicdo (DS) entre 0.1 e 2.3
(HEINZE; LIEBERT; KOSCHELLA, 2006; SCHMIDT; LIEBERT; HEINZE, 2014;
GERICKE; HEINZE, 2015; HEUKO, 2015). Estes estudos demonstraram boa
eficiéncia da insercdo de grupos tosil na cadeia polissacaridica utilizando
reagcdes em meio orgénico, principalmente em dimetilacetamida com cloreto de
litio (DMAC/LICI). Para reagdes conduzidas a baixa temperatura (25 °C) foi
reportado que néo ocorre a formacgao de subprodutos cloro-desoxi, ou insoluveis,
este ultimo devido a ligagédo cruzada entre as cadeias poliméricas promovida
pelas reagdes das hidroxilas e do grupo tosil inserido (HEINZE; LIEBERT;
KOSCHELLA, 2006; SCHMIDT; LIEBERT; HEINZE, 2014; GERICKE; HEINZE,
2015). Deste modo, as primeiras reag¢des realizadas com a fragdo KCD foram
similares as descritas nestes trabalhos e foram conduzidas em solvente
organico.

Para aumentar a solubilidade da Kappa-carragenana em solvente
organico, De Araujo et al. (2013) realizaram a troca do contra-ion da carragenana
pelo ion trietlaménio, deste modo a reacdo conduzida em seu experimento de
sulfatacado foi homogénea e bem-sucedida. De maneira similar, algumas reagdes
foram realizadas em solvente organico, substituindo o contra-ion da fragdo KCD
para a melhor solubilizacdo nestes solventes. As reagdes KCDST-1 e 3 foram
realizadas com o contra-ion trietlaménio (TABELA 11), onde estas reagdes
foram realizadas nos solventes DMAc e DMF, respectivamente. A reacao
KCDST-1 foi realizada ainda com o adicional do surfactante cetavlon (2 eq.) para
potencializar a solubilidade da carragenana no solvente organico utilizado. Os
demais parametros reacionais foram iguais para da reagcdo KCDST-3, utilizando
as mesmas proporgdes de reagente, base, tempo e temperatura. Através da
analise por RMN-'H, realizada utilizando DMSO-ds, os sinais em regido
anoméricas de 4,91 a 5,30 ppm, correspondentes as unidades alfa, foram
integradas com os sinais referentes ao anel aromatico do grupamento tosil de

7,05 a 8,00 ppm e entédo aplicada a férmula para o calculo do (DS(ar). Deste
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modo, a reacado KCDST-1 apresentou maior eficiéncia, onde alcangou um DSar)
igual a 0.22 (FIGURA 23). De um modo geral, esta reagao alcangou o maior DS

dentre as reacdes realizadas em solvente organico.

TABELA 11 — CONDIQOE§ DE REAGCAO SELECIONADAS COMO EXEMPLO PARA A
TOSILACAO EM MEIO ORGANICO DE KCD.

Reacoes RMN - 1H
Amostra | Solv. | Oontra- | Cefav. | gag, | Tempo | Temp. | Resup. | pg,
KCDST-1 | DMAc Et;N Sim Et;N 24 30 50 0.22
KCDST-2 | DMAc | Cetav. - Et;N 24 30 71 0.02
KCDST-3 | DMF Et;N - Et;N 24 30 32 0
KCDST-4 | DMF Na' Sim Et;N 24 30 70 0.02
KCDST-5 | DMF Pirid. - Pirid. 24 30 64 0

Reacdes realizadas com 6 eq. de cloreto de tosila e 12 eq. de EtsN ou piridina. Foi considerado
1 eq. = contra-ion sodio (408,3 g/mol), trietilamébnio (487,5 g/mol), piridénio (465,4 g/mol) e
cetavlon (669,8 g/mol). Recuperagdo= massa (mg) recuperada da reagao apos liofilizagao.

Outras tentativas de tosilagdo em meio organico foram realizadas,
inclusive com a troca do contra-ion por cetavion (KCDST-2) e com o contra-ion
piridénio (KCDST-5), fragbes que permitiram uma excelente solubilizagdo de
KCD no meio reacional. Foi realizada também uma reagdo com o contra-ion
sodio (KCDST-4), que se apresentou menos eficaz para a solubilizagao de KCD
no meio reacional, contudo, nenhuma das estratégias foram eficientes para
realizar a reagdo de tosilagdo de maneira satisfatoria em solvente organico
(TABELA 11). Algumas outras reagdes em solvente organico também foram
realizadas com o polissacarideo nativo em sua forma sddica e com a troca de
contra-ion na forma de sal de trietilambnio, contudo, estas reacdes nao
apresentaram sucesso (dados nado apresentados). Apesar do insucesso inicial
desta reagdo em meio organico, é valido salientar que ndo foram esgotadas as
formas de serem realizadas as reacgdes, podendo ainda, de alguma forma, ser

possivel realizar esta reagcdo em meio organico de maneira homogénea.
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FIGURA 23 - ESPECTRO DE RMN-'H DA AMOSTRA KCDST-1.
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Realizado a 25 °C em D20, sem padrao interno, deslocamentos ajustados pelo sinal anoméricos
DA-1 em 5,09 ppm.

9.2.2 TOSILAGAO DE KCD EM AGUA/ACETONITRILA.

As carragenanas, por serem polissacarideos anidnicos, possuem uma
boa solubilidade em agua, e como relatado anteriormente houveram dificuldades
em se realizar a tosilagao deste polissacarideo em solvente orgéanico, até mesmo
nos solventes amplamente eficientes no processo de conversédo de
polissacarideos em ésteres sulfonados, como o DMAc e DMF (HEINZE;
LIEBERT; KOSCHELLA, 2006; GERICKE; HEINZE, 2015). Deste modo, as
novas reagdes foram conduzidas em meio aquoso, pela boa solubilidade do
polissacarideo neste solvente. Além disso, existem dados em literatura que
indicam que a agua pode ser usada para a realizagao da reagao de tosilagao,
contudo utilizando como base o NaOH e n&do a EtsN (HEINZE; LIEBERT;
KOSCHELLA, 2006; ELCHINGER et al., 2012).

A utilizac&o de acetonitrila em conjunto com a porgao aquosa baseou-se
em dados publicados anteriormente para esta reagdo, onde a agarose foi
tosilada e apresentou um bom grau de substituigdo em meio aquoso/acetonitrila,
alcangando um DS maximo de 0.82. Contudo a acetonitrila foi utilizada apenas
como um solvente para o reagente cloreto de tosila com o objetivo de diluir este
reagente, permitindo adiciona-lo vagarosamente na reagcédo (HEUKO, 2015).
Deste modo, as primeiras reagbes KCDT-1, KCDT-2 e KCDT-3 (TABELA 12)
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foram realizadas com uma maior propor¢cdao de agua em relagao a acetonitrila.
Nas reagdes KCDT-1 e 2, a base utilizada foi o NaOH e a variavel foi o tempo

reacional, sendo estes, 3 h e 24 h respectivamente (TABELA 12).

TABELA 12 - CONDICOES DE REAGAO SELECIONADAS PARA A TOSILAGAO EM MEIO
AGUA/ACETONITRILA DE KCD.

REAGOES RMN - 'H RMN - HSQC

Amostra :ZCON NaCl | Base Te(':)p ° Ti'gp' R?:Z;p' DS(ar) [DSsomd G 4DSS,‘6T DR,%T G 4%8,2T DESSS.
KCDT-1 | 4:1 | Nao | NaOH? 3 Amb. | 96 0.52 0.22 | 0.22 0 0 0
KCDT-2 | 6:1 | Nao | NaOH® 24 30 52 0.28 0.07 | 0.07 0 0 0
KCDT-3 | 6:1 | N&o |Ca(OH),| 4 30 | 90 | 034 |016| 0 |016| 0 0
KCDT-4 | 1:3 | Nao | NaOH® 5 Amb. | 96 0.63 0.31 | 0.31 0 0 0
KCDT-5* | 1:3* [ Nao | NaOH? 5 Amb. | 74 0.38 0.13 | 0.13 0 0 0
KCDT-6 | 1:3 | Nao | NaOH® 5 0 58 1.4 0.51 | 0.39 | 0.05] 0.07 0.91
KCDT-7 | 1:3 | Sim | NaOH® 5 0 127 2.08 0.95| 063 [ 0.20]| 0.12 0
KCDT-8 | 1:3 | Sim | NaOH° 5 0 68 1.38 0.57 | 0.52 | 0.05 0 0.5
KCDT-9 | 3:1 | Sim | NaOH? 5 0 70 14 0.34 | 0.34 0 0 0
KCDT-10 | 1:3 | Nao Ca(OH)2b 5 0 102 1.19 0.74 | 0.34 | 0.40 0 0.86

* Reacgéo realizada com o solvente DMF ao invés de acetonitrila. A = Reagéao realizada com 10
eq. de cloreto de tosila e 20 eq. de NaOH. B = Reacéo realizada com 10 eq. de cloreto de tosila
e 10eq. de Ca(OH)2. C = Reacéo realizada com 7 eq. de cloreto de tosila e 14 eq. de NaOH.
Foi considerado 1 eq. = 408,3 g/mol (forma sddica). Recuperagéo = massa (mg) recuperada da
reagéo apos liofilizagao.

Apdés as primeiras reagoes, foi possivel observar o sucesso destas
através de RMN-'H, pois a reagdo KCDT-1 (FIGURA 24) apresentou uma
quantidade significativa de grupamentos aromaticos em relagdo ao sinal
anomeéricos, do polissacarideo DSr) = 0.52 (TABELA 12). Contudo, por relatos
em literatura deste polissacarideo ser usado em formulagbes para “drug-
delivery” (LI et al., 2014), foi levado em consideragao a possibilidade de parte do
reagente utilizado estar interagindo com o polissacarideo, ndo permitindo a
completa purificagao do produto final. Deste modo, este DSar) foi contado apenas
como um indicativo de sucesso da reacao, sendo necessaria a verificacdo da
efetiva ligacdo do polissacarideo com o grupamento tosil através dos
deslocamentos quimicos da regido polissacaridica, que podem ser obtidos
através do RMN-'3C ou HSQC. As analises utilizando o mapa de correlagdo

bidimensional RMN-HSQC demonstraram ser uma melhor escolha para o
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acompanhamento das reagdes, pois nao ocorre a sobreposi¢cdo de sinais
imprescindiveis para comprovar a modificagdo quimica. Deste modo, foi
verificado para as duas primeiras rea¢des (KCDT-1 e KCDT-2), que a reagéo
KCDT-1, a qual foi conduzida em menor tempo, apresentou uma maior
recuperagao e um maior grau de substituicdo total, DSsoma =0.22, sendo a sua
substituicao predominante na posicao C6 da unidade G4S, como pode ser
observado na FIGURA 25. A unica modificagdo encontrada no mapa de
correlagao de RMN-HSQC foi em relagéo ao “a-shift” do H6/C6 da unidade G4S-
6’ (tosilada) em 4,36-4,26/72,2 ppm, ndao sendo encontrado sinais de tosilagao
em outras posicbes. Ja a reacdo KCDT-2 apresentou um baixo grau de
substituicdo e nao apresentou modificacdo em relagdo a KCD no mapa de
correlagao de RMN-HSQC (TABELA 12).

FIGURA 24 — ESPECTRO DE RMN-'"H DA AMOSTRA KCDT-1.
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Realizado a 30 °C em D20, sem padréao interno, deslocamentos ajustados pelo sinal anomérico
DA-1 em 6= 5,09 ppm.



FIGURA 25 - MAPA DE CORRELAGAO DE 'H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDT-1.
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Realizado a 30 °C em D20, sem padréao interno, deslocamentos ajustados pelo sinal anomérico

DA-1 em &= 5,09 ppm para 'H e = 97,3 ppm para "3C.

A reacdo KCDT-3 também foi conduzida com uma maior proporc¢ao de
agua em relagao a acetonitrila, contudo, a base utilizada foi Ca(OH)2, com o
objetivo de analisar o efeito do ion calcio na reagdo. Supreendentemente, foi
observada uma mudanga na regiosseletividade da reagao, onde a tosilagéo foi
aumentada em DA-2. Isto pode ser evidenciado pelo “B-shift” da correlagédo
H1/C1 de DA-1, que desloca de 4,99/95,8 ppm para 5,18/91,3 ppm DA-71’
(FIGURA 26). Este padrédo se repetiu com a reacdo KCDT-10, a qual a base
utilizada também foi o Ca(OH)2, com a variagdo da temperatura e aumento da
propor¢cao de acetonitrila na mistura reacional. Existe na literatura o relato
apenas do uso do LiCl com a capacidade de modificar a regiosseletividade da
reagao de tosilagdo, como no caso da agarose, em que o uso do LiCl aumentou
a tosilagao em C2 da unidade LA, contudo este sal € monovalente, a agarose é
um polissacarideo neutro e este polimero foi tosilado em solvente
organico.(GERICKE; HEINZE, 2015).
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FIGURA 26 - MAPA DE CORRELAGAO DE 'H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDT-3.
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Realizado a 70 °C em DMSO-ds, padrdo interno acetona 8= 2,09 ppm para 'H e &= 30,56 ppm
para "3C.

A fim de melhorar o grau de DS, foram analisadas na literatura outras
reacdes de tosilagdo conduzidas em meio aquoso. Schmidt et al. (2014), na
tosilacdo da celulose, obtiveram éxito reduzindo a temperatura da reagcao em
solugao aquosa e encontraram como um tempo excelente 5 h de reacéo. Deste
modo, as reacbes KCDT-4 e 5 foram conduzidas em temperatura ambiente em
5 h. Para essas reagdes, também, foi modificado a proporgao de agua e solvente
organico (acetonitrila ou DMF), passando a ser empregado a propor¢ao 1:3. A
reacdo KCDT-4 (FIGURA 27), a qual foi utilizado acetonitrila como solvente
organico, apresentou maior grau de substituicdo DSsoma= 0.31, que a reagao
KCDT-5 (DSsoma= 0,13) conduzida com DMF como solvente orgéanico, contudo,
ambas reacgdes KCDT-4 e KCDT-5 foram seletivas, tosilando apenas a unidade
G4S-6.
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FIGURA 27 - MAPA DE CORRELAGAO DE 'H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDT-4.

G45-6 '
3.46-3.59/60. 1 ([FEStnn e L so
G456’ - 65
4.30-4,13/70.8 =
- 70
- 75
- 80
- 85
- g0
@D -
— 100
g L os
110

T T T T T T T T T ) T T ) T T T T T T T )
53 52 51 650 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 3& 37 36 35 34 33 32 ppm

Realizado a 70 °C em DMSO-ds, padrdo interno acetona 8= 2,09 ppm para 'H e &= 30,56 ppm
para "3C.

Diante do éxito obtido nas reagdes em temperatura ambiente, foram
realizadas reagoes a 0 °C a fim de verificar se ocorreria o aumento do DS. Para
isso, a reagdo KCDT-6 foi conduzida a 0 °C, com uma propor¢ao de agua e
acetonitrila (1:3), utilizando NaOH como base e sem adicdo de NaCl. Nestas
condicdes, a reacao KCDT-6 demonstrou um aumento significativo do DS,
atingindo o valor de DSsoma= 0,51. Apesar do resultado satisfatorio, esta reacao
apresentou algumas desvantagens, sendo elas as tosilagdes nas posi¢oes DA-
2 e G4S-2, as quais foram detectadas por meio do “B-shift” da correlagdo C1/H1
de DA-1 e G4S-1 (FIGURA 28). Além disso, foi observada consideravel
dessulfatacdo da unidade G4S, a qual pbde ser identificada através da
diminuicdo da correlagdo em 4,52/71,4 ppm, correspondente a C4/H4 da
unidade de G4S-4 e aparecimento da correlagdo em 3,88/65,0 ppm,
correspondente ao C4/H4 das unidades dessulfatadas (G) (VAN DE VELDE et
al., 2002; KOLENDER; MATULEWICZ, 2004). Os sinais de tosilagédo no C6 desta
unidade dessulfatada e tosilada (G,6T) diferem dos sinais da tosilagdo no C6 da
unidade sulfatada (G4S,6T), onde os sinais de G,6T-6 foram localizados em
4,17-4,08/69,7 ppm e os sinais de G4S,6T-6 foram localizados em 4,30-
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4,13/70,8 ppm. Aparentemente, esta reagao de tosilagdo quando conduzida em
meio aquoso e na presenca de NaOH tende a ser menos seletiva que as reacdes
realizadas em solvente organico como DMAc, onde relatos na literatura
demonstram que a agarose, por exemplo, alcanga um DS de 0.8 com uma boa
seletividade (GERICKE; HEINZE, 2015), diferentemente da celulose tosilada em
solvente aquoso que ndo apresentou boa seletividade com grau de substituicao
elevado (SCHMIDT; LIEBERT; HEINZE, 2014).

FIGURA 28 - MAPA DE CORRELAGAO DE 'H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDT-6.
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Realizado a 70 °C em DMSO-ds, padréo interno acetona 8= 2,09 ppm para 'H e 8= 30,56 ppm
para "3C.

Os resultados até entdo observados demonstravam que realizar as
reagbes com uma proporcdo de agua e acetonitrila (1:3), NaOH, a uma
temperatura de 0 °C pelo tempo de 5 h eram as condigdes mais adequadas para
se obter um alto grau de substituicdo (DS). A presenga de uma maior quantidade
de acetonitrila foi benéfica para a reagcdo, o que pode ser justificado pelo
aumento de solubilidade do produto tosilado neste solvente, diminuindo a
interacdo deste com o nucledfilo abundante da reagao (OH"). Outra possibilidade
seria a menor degradagao do cloreto de tosila nesta mistura, pois é conhecida a
sua degradagdo em meio aquoso na presenca de NaOH. A baixa temperatura

demonstrou ser benéfica também na reacao de tosilacédo da celulose (SCHMIDT;
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LIEBERT; HEINZE, 2014), onde possivelmente a temperatura baixa diminui a
degradacéo do cloreto de tosila em agua, disponibilizando uma maior quantidade
de reagente.

Relatos da literatura que a adicdo de NaCl pode aumentar o grau de
substituicdo da reacdo de tosilagdo, sem afetar significantemente a sua
regiosseletividade, contudo, sem especificar exatamente este mecanismo
(ELCHINGER et al., 2012; GERICKE; HEINZE, 2015), levaram a adicionar este
sal na condugdo da reacdo KCDT-7. O produto recuperado desta reacao
apresentou o maior grau de DS encontrado dentre todas as reagdes, DSsoma =
0.95 e DSasser= 0.63. Contudo, esta reacdo nao foi totalmente seletiva, e
apresentou tosilagdes em DA-2 e G4S-2. A dessulfatacdo pdde ser controlada
ao promover agitagcao vigorosa do meio reacional e adicdo da base e do cloreto

de tosila sem grande espaco de tempo (FIGURA 29).

FIGURA 29 - MAPA DE CORRELAGAO DE 'H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDT-7.
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Realizado a 70 °C em DMSO-ds, padréo interno acetona 8= 2,09 ppm para 'H e = 30,56 ppm
para "3C.

Com o objetivo de alcangar uma maior seletividade, a reacédo KDCT-8, a
qual apresenta as mesmas condicdes reacionais de KCDT-7, exceto pelo
diminui¢ao da proporcao de cloreto de tosila para 7 eq. e de NaOH para 14 eq.,

foi observado uma diminuicdo da tosilacdo em todas as posicdes, onde a
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unidade DA-2 apresentou um DSpa2r de 0.05 e a unidade G4S-6 teve um
DScaser de 0.52 (TABELA 12).

A reacdo KCDT-9 foi realizada nas mesmas condigbes de KCDT-7,
exceto pela inversao das propor¢cdes de agua e de acetonitrila, sendo esta de
3:1. Esta reacao apresentou um menor grau de substituicdo, com DSsoma = 0.34
(FIGURA 30) evidenciando o efeito benéfico da maior propor¢ao de acetonitrila
em relagdo a agua, ja que esta reagao utiliza maior proporgéo de agua e teve
menor DS. A reacdo KCDT-10 foi realizada nas mesmas condi¢cdes de KCDT-7,
variando a base, sendo esta o Ca(OH)2 e sem a adicao de sal (NaCl). Esta
reacao apresentou um bom grau de substituicdo com DSsoma = 0.74, contudo,
semelhantemente a reacdo KCDT-3, ocorreu alteragado da regiosseletividade,
aumentando a proporgao de tosilagdo na unidade DA-2 com DSpazt = 0.40
(FIGURA 31).

FIGURA 30 - MAPA DE CORRELAGAO DE 'H-"*C HSQC-EDITADO DA AMOSTRA KCDT-9.
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Realizado a 70 °C em DMSO-ds, padréo interno acetona 8= 2,09 ppm para 'H e &= 30,56 ppm
para "3C.
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FIGURA 31 - MAPA DE CORRELAGAO DE 'H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDT-10.
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Realizado a 70 °C em DMSO-ds, padréo interno acetona 8= 2,09 ppm para 'H e = 30,56 ppm
para "3C.

A partir dos dados obtidos através das reacdes testes (TABELA12) foi
decidido realizar a reacao de tosilacdo de KCD em escala preparativa com 2 g
do polissacarideo, utilizando as condigdes da reagdo KCDT-7, por apresentar o
maior DS. Esta reacdo obteve um rendimento final de 127% ou 2,54 g e foi
denominada de KCDTP. No espectro de RMN-HSQC (FIGURA 32) foi possivel
observar somente a correlacdo referente ao C6 tosilado da unidade G4S
(G4S,6T) em 4,30-4,13/70,8 ppm, indicado completa tosilagdo da posi¢cao C6 da
unidade G4S, deste modo foi considerado o DScas-st= 1.0. Outro sinal que indica
esta conversao é o sinal de G4S-5 em 3,53/74,0 ppm, que sofre um “B-shift” para
3,78/71,4 ppm (G4S-5’) (FIGURA 32, TABELA 13). Foi observado, também, a
tosilacdo nas unidades DA-2 e G4S-2, sendo os DS encontrados de DSpa2r=
0.15, DSass2t= 0.17. Nesta fragdo nao foram encontrados sinais referentes a

dessulfatacao.
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TABELA 13 — DESLOCAMENTO QUIMICO DA UNIDADE G4S DAS FRACOES KCDTP, KCDA,
KCDD E KCDP.

Deslocamento Quimico (ppm)
Unidade
H1/C1 | H2/C2 | H3/C3 | H4/C4 | H5/C5 H6/C6
64s 4,35 3,32 3,69 4,52 3,53 | 3,59-3,46
103,3 69,3 79,9 71,3 74,0 60,1
4,31 3,28 3,67 4,46 3,78 | 4,304,13
G4S,6T
103,2 69,0 79,4 71,5 71,4 70,8
4,40 3,33 3,67 4,44 3,68 | 3,51-3,40
G4S,6AZ
103,4 69,0 79,8 72,4 73,0 52,0
4,49 3,37 3,74 4,57 4,03 | 3,43-3,37
G4S,6DlI
102,7 69,2 79,2 72,7 69,2 52,9
4,46 3,36 3,73 4,57 3,98 | 3,61-4,46
G4S,6PI
102,5 69,3 79,0 72,2 69,7 55,0

FIGURA 32 - MAPA DE CORRELACAO DE 'H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDTP.
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Realizado a 70 °C em DMSO-ds, padrdo interno acetona &= 2.09 para 'H e 8= 30.56 para *C.

A fracdo KCDTP também foi analisada através da espectroscopia de
infravermelho (FIGURA 33), onde é possivel observar uma nova banda em
1173.85 cm™, referente ao estiramento simétrico da ligagdo do grupamento
0=S=0 (SEKKAL et al., 1993; GERICKE; HEINZE, 2015; HEUKO, 2015), onde
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esta ligacdo € mais uma evidéncia da ligacdo do grupamento tosila ao

polissacarideo.

FIGURA 33 — ESPECTRO DE FTIR DA FRACAO KCDTP.
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9.2.3 SEMISSINTE DOS DERIVADOS AZIDO, N-DIETILAMINA E
PIRROLIDINA A PARTIR DA FRAGAO KCDTP.

Como mencionado anteriormente, o grupamento tosila € um excelente
grupo de saida e permite a realizagdo de reagdes do tipo SN2 com grande
eficiéncia. Para o estudo desta reagao realizamos a substituicdo do derivado
tosilado da k-carragenana utilizando a azida, N-dietilamina e a pirrolidina, que
sdo considerados trés bons nucledfilos. As condicbes para a reacdo de
substituicao nucleofilica basearam-se em condigdes que foram bem-sucedidas
com outros polissacarideos (SCHMIDT; LIEBERT; HEINZE, 2014; GERICKE;
HEINZE, 2015; HEUKO, 2015), que utilizam o nucledfilo em meio reacional
contendo o solvente DMSO, 10 eq. de excesso do reagente, com auxilio de

temperatura e pelo tempo de 24h. A carragenana tosilada (KCDTP) apresentou
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uma boa solubilidade em DMSO, o que permitiu uma reacdo homogénea, deste
modo foram realizadas as rea¢des com azida de soédio (KCDA), com a pirrolidina
(KCDP) e com a dietilamina (KCDD) (TABELA 14).

TABELA 14 — CONDIGOES REACIONAIS PARA A SINTESE DOS DERIVADOS AZIDO, N-
DIETIL E PIRROLIDINA DE KAPPA-CARRAGENANA.

Reagente | Tempo | Temp. | Recup.
Amostra Solv. (10 eq) (h)p (°C;) (%)p
KCDA DMSO NaNs3 24 80 74
KCDP | DMSO | (CHzjNH | 24 80 71,4
KCDD | DMSO | (CaHsNH | 24 80 60

Reacdes realizadas com a fragdo KCDTP e considerado 1 equivalente igual a
562,5 g/mol. Concentragao final de polissacarideo 15 mg/mL.

As andlises dos espectros de RMN-"3C (FIGURA 34) demonstraram a
presenca predominante dos grupamentos substituidos. Os sinais encontrados
do C6 ligado da unidade G4S foram atribuidos, para o grupo azido (G4S,6AZ)
em 52,0 ppm, dietilamina (G4S,6DI) em 52,9 ppm e pirrolidina (G4S,6PI1) em
55,0 ppm, Apds as reagdes de substituicdo ainda sobraram picos residuais
referentes ao grupamento tosila, onde estes sinais sao referentes ao grupo metil
em 21,5 ppm e dos aromaticos em 130,3 ppm e 128,0 ppm, isto se deve
provavelmente por ainda sobrarem porc¢des tosiladas que nao foram substituidas
em C2 das unidades DA e G4S, verificadas pelo deslocamento das unidades
anoméricas DA-1" e G4S-1" que aparecem em 91,3 ppm e 100,2 ppm,
respectivamente. A presenga de grupos tosil no C2 das unidades
monossacaridicas mesmo apoés as reagdes com os nucledfilos ocorre por estas
posicoes serem sabidamente menos reativas para as reagdes do tipo SN2
(SCHMIDT,; LIEBERT; HEINZE, 2014; GERICKE; HEINZE, 2015; HEUKO, 2015)
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FIGURA 34 - COMPARATIVO ESPECTROS DE RMN-3C DAS FRACOES KCDTP, KCDA,

KCDD E KCDP.
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Espectros realizados a 70°C em DMSO-ds, padrao interno DMSO, 8= 40,2 ppm para '3C.

Através da anadlise dos espectros de RMN-HSQC também foi possivel

verificar uma substituicdo completa na posi¢cédo C6 da unidade G4S, n&do sendo
encontrado os deslocamentos de G4S,6T em 4,30-4,13/70,8 ppm, (FIGURA 35,
FIGURA 36 e FIGURA 37). Foi observado um novo deslocamento do C6 da
unidade G4S pertinente as fragdes substituidas (TABELA 13). As substituigdes

ocorreram com uma taxa de recuperagdo em massa entre 60-70%, compativel

com substituicbes semelhantes relatadas na literatura (SCHMIDT; LIEBERT;

HEINZE, 2014; GERICKE; HEINZE, 2015; HEUKO, 2015).
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FIGURA 35 - MAPA DE CORRELAGCAO DE 'H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDA.
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FIGURA 36 - MAPA DE CORRELACAO DE 'H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDP.
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Realizado a 70 °C em DMSO-ds, padrdo interno acetona 8= 2,09 ppm para 'H e 8= 30,56 ppm
para '3C.
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FIGURA 37 - MAPA DE CORRELAGAO DE "H-"*C HSQC DA AMOSTRA KCDD.
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Realizado a 70 °C em DMSO-ds, padrdo interno acetona 8= 2,09 ppm para 'H e &= 30,56 ppm
para "3C.

As fracbes KCDA, KCDD e KCDP também foram analisadas através de
espectroscopia de infravermelho (FIGURAS 38, 39 e 40), onde as trés fragdes
apresentaram a banda em aproximadamente 1173 cm™' referente ao estiramento
simétrico da ligagdo O=S=0 do grupo tosil, reforcando o resultado observado
nos espectros de RMN-'3C, os quais indicam a presenca do grupo tosil nas
posicoes C2 das unidades DA e G4S (FIGURA 34). A fragcado KCDA, que foi
substituida pelo grupamento azida, apresentou um novo sinal em 2105.57 cm-’
referente a ligagao entre os nitrogénios da azida (-N3) (SEKKAL et al., 1993;
GERICKE; HEINZE, 2015; HEUKO, 2015), ja as fragbes KCDD e KCDP néao
apresentaram novos sinais que sugerissem a ligacdo dos grupamentos

dietilamina e pirrolidina, respectivamente, ao polissacarideo.



106

FIGURA 38 — ESPECTRO DE FTIR DA FRACAO KCDA.
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FIGURA 39 — ESPECTRO DE FTIR DA FRACAO KCDD.
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FIGURA 40 — ESPECTRO DE FTIR DA FRACAO KCDP.
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10. CONCLUSAO

Este trabalho iniciou o estudo da reacéo de tosilacdo do polissacarideo
aniénico k-carragenana. Apesar de ainda serem necessarios mais estudos para
tosilacdo deste polissacarideo em solvente organico como DMAc e DMF, os
primeiros dados obtidos indicam que esta abordagem ¢é ineficiente. A tosilagao
em meio aquoso/organico em um formato heterogéneo apresentou sucesso,
alcangando um DSsoma > 1, que pode ser encontrada na reagao preparativa
(KCDTP), a qual seguiu as condi¢cdes reacionais da amostra analitica KCDT-7.
Em baixos DSsoma foi observado apenas a tosilagao da posicdo G4S-6, contudo
ao aumentar o DS, DSsoma 0.51 (KCDT-6), foi possivel detectar a tosilagdo nas
posicoes de C2 da unidade de DA e G4S. Também foi demonstrado que a
utilizacédo da base Ca(OH)2 modifica o padrao de seletividade da reacao (KCDT-
3 e KCDT-10), promovendo aumento da tosilagdo em C2 de DA (DA,2T) e
diminuicdo da tosilacdo da hidroxila primaria em G4S-6. S&o necessarios

estudos mais aprofundados para investigar este fenbmeno. Com relagao aos
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resultados obtidos nas reagdes de substituicio com dietilamina, pirrolidina e
azida, foi observado completa substituicdo do grupo tosila da posicao G4S-6.
Vale ressaltar que o produto de substituicdo com azida de sodio gerou um
polissacarideo azido, o qual pode ser utilizado em novas reagdes de
funcionalizacéo, por meio de reacgdes do tipo “click chemistry” a fim de gerar

novos polimeros hibridizados com outras moléculas.
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11. CONCLUSAO GERAL

Neste presente trabalho foram sintetizadas e caracterizadas novas
moléculas a partir da k-carragenana, sendo sete fragbes contendo grupos N-
alquilaminas, uma fracdo tosilada e trés fragdes substituidas por azido,
dietilamina e pirrolidina. Foram também obtidas fracbes despolimerizadas da k-
carragenana por meio de hidrolise acida parcial, utilizando TFA 0,1 mol/L que foi
efetiva para a quebra seletiva das ligagdes a-(1->3) entre as unidades de DA e
G4S, produzindo oligossacarideos com menor massa molar e com bons
rendimentos.

As fragdes N-alquilaminas, obtidas por meio de aminagao redutiva entre
o terminal redutor da fracdo despolimerizada com as N-alquilaminas (5, 7,9 e 12
carbonos), apresentaram uma recuperagéo media de 22%. Elas foram avaliadas
quanto a sua capacidade antimicrobiana e as fragdes KAN1, KAD e KAD1 foram
ativas contra as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) e Escherichia coli (ATCC 8738). A maior atividade
antimicrobiana foi observada com a fracdo KAD1, a qual possui a N-
dodecilamina como substituinte. Vale ressaltar que esta fracdo, também,
apresentou maior grau de insergao nos terminais redutores.

Para obtencéo da fragéo tosilada (KCDTP) foi realizado um estudo de
otimizagdo da reacao, utilizando como base metodologias na literatura que ja
realizaram reagdes de tosilagdo em outros polissacarideos. Através da
realizacdo e comparagao entre os graus de substituicido (DS) obtidos em
metodologias homogéneas e heterogéneas, foi possivel alcangar dados
consistentes a respeito da melhor forma de se obter essa fragao. A reacao de
tosilacdo otimizada que apresentou DS>1 com substituigdo preferencial e
completa em G4S-6 ocorreu em meio heterogéneo, utilizando acetonitrila/agua
(3:1), NaOH como base, adicdo de NaCl, a 0 °C e por 5 horas. Esta reagao
apresentou uma recuperagao de 127%.

As fragoes KCDA, KCDD e KCDP foram obtidas através de substituicao
nucleofilica bimolecular a partir da fragao tosilada KCDTP com azida de sddio,
dietilamina e pirrolidina, respectivamente. Em todas as fragdes ocorreu a
substituicdo completa do grupamento tosila pelo nucledfilo na posigcdo G4S,6T e

uma recuperagao média de 68%.
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Os resultados obtidos neste trabalho sdo um sélido ponto de partida para
a elaboragcdo de novas fracbes de Kappa-carragenana modificadas
guimicamente para obtengao de polissacarideos mais adequados para atuarem

como biomoléculas ativas.
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