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RESUMO
A glicosidacao de Fischer foi o primeiro método desenvolvido para a sintese de alquil-
piranosideos e € considerado um dos métodos mais econdmicos. Porém, o produto
majoritario desta reagéo, quando parte-se da D-galactose, € o a-Galp (~70%). Tendo
em conta o alto custo do B-Galp, sua importancia no mercado de quimica fina e as
vantagens da glicosidagdo de Fischer, este trabalho teve por objetivo estudar a
proporgao entre o a-Galp e o B-Galp, através da glicosidagao de Fischer, reagindo a
galactose com o metanol na presengca de diferentes catalisadores acidos
heterogéneos, em diferentes tempos de reacdo, temperaturas e massas de
catalisador. O estudo teve como parametro de avaliagcado, o potencial de diferentes
catalisadores acidos heterogéneos (silica-acido-sulfurico, silica-acido-clorossulfénico,
alumina sulfurica e resina cationica AMBERLITE-R120), em influenciar na proporg¢ao
entre andbmeros a- e B-Galp, em temperatura, tempo de reagcdo e quantidades
adicionadas dos diferentes catalisadores. A maioria dos catalisadores avaliados
proporcionou a formagdo majoritaria do anémero a, outros ou reagiram pouco ou
formaram compostos indesejaveis. Os catalisadores silica-acido clorossulfénico e
silica-acido sulfurico foram os que apresentaram um desempenho diferenciado, em
termos de proporgéo, na formagao dos anémeros a e (3-Galp. Assim, numa segunda
etapa do presente trabalho, foram realizadas reacdes especificas apenas com estes
dois catalisadores, com o objetivo de melhor explorar os resultados obtidos na primeira
etapa. Os resultados obtidos na segunda etapa do trabalho mostraram pouca
influéncia da quantidade dos catalisadores na anomerizagdo. Ja a temperatura e o
tempo de reacao, tiveram um papel importante. Durante o estudo, foi constatado, que
as reacgdes catalisadas com a silica-acido sulfurico formaram uma quantidade
relativamente alta de B-Galp, em relacdo aos outros catalisadores utilizados neste
estudo. Foi também constatado, que o catalisador silica-acido clorossulfénico formou
o B-D-Galp como produto majoritario nas primeiras 5 horas da reacao. Os resultados
finais, levantaram discusséao, a respeito do uso de ultrasson, adicdo de agua, o uso

de molecular seives na glicosidagao de Fischer.

Palavras - chave: carboidratos, glicosidag¢ao de Fischer, mutarrotagao, efeito

anomeérico, catalisadores acidos heterogéneos



ABSTRACT

Fischer glycosidation was the first method developed for the synthesis of alkyl-
pyranosides and is considered one of the most economical methods. However, the
major product of this reaction, when starting from D-galactose, is a-Galp (~70%).
Considering the high cost of 3-Galp, its importance in the fine chemicals market and
the advantages of Fischer glycosidation, this work aimed to study the ratio between a-
Galp and B-Galp, through Fischer glycosidation, reacting galactose with methanol in
the presence of different heterogeneous acid catalysts, at different reaction times,
temperatures, and catalyst masses. The study had as an evaluation parameter, the
potential of different heterogeneous acid catalysts (silica-sulfuric acid, silica-
chlorosulfonic acid, sulfuric alumina, and cationic resin AMBERLITE-R120), in
influencing the proportion between a- and B-Galp anomers, in temperature, reaction
time and added amounts of different catalysts. Most of the evaluated catalysts provided
the majority formation of the a-anomer, others either reacted little or formed
undesirable compounds. The silica-chlorosulfonic acid and silica-acid catalysts sulfuric
were the ones that presented a differentiated performance, in terms of proportion, in
the formation of the a and B-Galp anomers. Thus, in a second stage of this work,
specific reactions were carried out only with these two catalysts, with the aim of better
exploring the results obtained in the first stage. The results obtained in the second
stage of the work showed little influence the number of catalysts in the anomerization.
The temperature and reaction time, on the other hand, played an important role. During
the study, it was found that the reactions catalyzed with silica-sulfuric acid formed a
relatively high amount of 3-Galp, compared to the other catalysts used in this study. It
was also found that the silica-chlorosulfonic acid catalyst formed the B-D-Galp as the
major product in the first 5 hours of the reaction. The final results raised discussion
about the use of ultrasound, addition of water, the use of molecular saps in Fischer
glycosidation.

Keywords: Carbohydrates; Fischer glycosidation; Mutarotation; Anomeric effect;
Heterogeneous acid catalysts.
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1 INTRODUGAO

Carboidratos sdo substancias complexas sintetizadas durante a fotossintese, a
partir de substancias simples (CO2z e H20) (YOUVANS, 1987). Durante a fotossintese
os organismos fotossintéticos, absorvem energia solar e a armazenam na forma de
carboidratos, que por sua vez, apos serem metabolizados, a liberam na forma de ATP
(LEHNINGER, 2002). Podem ser encontrados em todas as células de organismos
vivos, desempenhando fungdes vitais (STRYER, 1996). Na natureza, 99% dos
monossacarideos (forma mais simples dos carboidratos), encontram-se na forma
ciclica (furanoses ou piranoses). A preferéncia dos carboidratos pela forma ciclica,
deve-se a alta reatividade entre os grupos hidroxila e o grupo carbonila. Essa forma
ciclica tende a apresentar uma maior estabilidade (VASCONCELQOS, 2006; BOBBIO,
2001). Apds a ciclizagao, os monossacarideos tornam-se hemiacetais ou hemicetais,
gerando um carbono quiral denominado carbono anomérico. O carbono anomeérico
possui uma hidroxila também denominada anomérica, que pode estar orientada na
forma 3 ou a. A capacidade do carboidrato em desviar a luz plano-polarizada (poder
rotatério) é influenciada pelo carbono anomérico, devido a sua quiralidade (JACKSON,
1938; BRAWN, 2010). O fenbmeno descrito pela interconversao entre as formas 3 e
a (anémeros B e a), € denominado mutarrotagéo, e acontece quando um agucar esta
em solucao (PIGMAN, 1946). Mais tarde, estudos mostraram que a maioria dos
carboidratos na natureza encontram-se na forma de glicosideos ou glicoconjugados.
Esta descoberta despertou o interesse dos pesquisadores em estudos mais profundos
sobre glicoconjugados e glicosideos, dentre eles, as técnicas de sintese. Porém, as
primeiras sinteses, trouxeram inumeros questionamentos, como por exemplo, a
dificuldade de se conectar as unidades monoméricas com orientacédo estereoquimica
e regioquimica adequada. Diante desta dificuldade, surgiram varias estratégias de
sintese, visando criar métodos com maior precisdo na conec¢do das unidades
monomeéricas e previsado do produto a ser formado. Dentre as estratégias de sintese
criadas, cita-se a glicosidagcédo de Fischer, que consiste em ligar um grupo alquil a
posicado anomérica. Esta estratégia foi criada por Emil Fischer em 1893, e entao
denominada glicosidacdo de Fischer. Especificamente, a glicosidacdo de Fischer
consiste em reagir um carboidrato com um alcool, na presenca de um catalisador
acido. Estudos revelaram que a glicosidagao de Fischer, quando realizada com a D-

glucose e metanol, produz majoritariamente o anémero a-metil-Galp, e um pequeno
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percentual do anémero B e outras formas. O baixo percentual de B-metil-Galp
produzido e a formagao de varias estruturas, tém sido a principal motivacao para a
otimizagcdo da glicosidacdo de Fischer. De acordo alguns estudos, o principal
responsavel pela formagao majoritaria do anémero a, seria o efeito anomérico,
descoberto por Edward em 1958 (THATCHER, 1993). Porém, estudos preliminares
realizados no nosso grupo de pesquisa, observaram alteragdo nos produtos da
glicosidacao de Fischer, quando se utiliza catalisadores acidos heterogéneos, nao
comumente usados nesta reacgao.

O presente trabalho foi dedicado a avaliar a produg&o de metil-Galps (Figura 1)
durante a glicosidacado de Fischer, pelo uso de catalisadores acidos heterogéneos,
especificamente a partir da D-galactose e metanol. Para isso, foram realizadas
reacoes com diferentes catalisadores heterogéneos acidos (alumina sulfurica, silica-
acido sulfurico, silica-acido clorossulfénico e resina catidnica amberlite IRA-120),
variando temperatura, em diferentes tempos reacionais. E importante ressaltar que a

escolha da galactose, deve-se a sua importancia na industria farmacéutica e seu preco

no mercado.
HO OH HO OH
@ @)
HO OMe HO
OH B OH Sme
a b ¢

Figura 1. a) Metil-B-D-galactopiranosideo e b) metil-a-D-galactopiranosideo
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a producédo de Galps na glicosidagédo de Fischer, a partir da D-
galactose e metanol, com o uso de diferentes catalisadores acidos

heterogéneos.

2.2 Objetivos especificos

e Preparar, ou obter comercialmente, os catalisadores acidos heterogéneos:
alumina sulfurica, silica-acido sulfurico, silica-acido clorossulfénico e a resina
catidnica amberlite R-120.

e Obter padrdes, e misturas reacionais de referéncia, relacionados aos diferentes
produtos gerados durante a glicosilagao de Fischer.

e Realizar a glicosidagdo de Fischer, reagindo a D-galactose e metanol,
empregando diferentes catalisadores acidos heterogéneos, variando o tempo
de reacgédo, a temperatura e a quantidade adicionada de catalisador.

e Desenvolver condi¢des reacionais que proporcionem uma maior producio de

metil-B-Galp.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Carboidratos

3.1.1 Definicao e classificacao dos carboidratos

Os carboidratos representam a principal fonte de energia dos organismos
heterotroficos, sendo também um dos principais constituintes estruturais de diversos
organismos (LEHNINGER, 2002; MORANDINI, 1974). Genericamente, carboidratos
sdo todas as moléculas com a férmula molecular Cn (H20)n, onde n € um numero
inteiro igual ou superior a 3 (FERRI, 1979). S&o poliidroxicetonas ou polidroxialdeidos.
De acordo com o numero de carbonos, sdo classificados como trioses, tetroses,
pentoses, hexoses ou heptoses; de acordo com os seus produtos de hidrdlise:
monossacarideos (aqueles que ndo se hidrolisam em carboidratos mais simples),
oligossacarideos (aqueles que geram 2 até 10 monossacarideos) e polissacarideos
(aqueles que geram mais de 10 unidades monossacaridicas) (BRUICE, 2006) Devido
a sua grande importancia bioldgica, e abundéancia na natureza, a industria
farmacéutica vem explorando seus inumeros beneficios, através de tecnologias
inovadoras e estudos detalhados, (JORGEN, 1989). Porém sua sintese continua
sendo um desafio (SILVA, 2011; ALPERT, 1994).

3.1.2 Importancia dos carboidratos na industria farmacéutica

Como ja foi dito na introdugéo, os carboidratos estdo presentes em todas as
células de organismos vivos. Por este motivo, sdo considerados vitais e
consequentemente muito utilizados na industria farmacéutica. Carboidratos e seus
analogos, tém sido amplamente utilizados como excipientes em capsulas e
comprimidos, por serem facilmente eliminados do organismo, sao igualmente
utilizados como principio ativo na producdo de farmacos, nutracéuticos,
medicamentos, em terapias e diagnosticos, entre outros (ERNST, 2009; JORGEN,
1989). Alguns carboidratos de baixo peso molecular, ttm sido de suma importéncia
no tratamento de doencgas virais, como por exemplo, a vidarabina e alguns de alto

peso molecular sado utilizados na producao de antitrombaéticos, como por exemplo a
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heparina (LIU, 2000; JORGEN, 1989). Os metil-glicosideos, podem servir de
intermediarios sintéticos utilizados como blocos de construcéo de diferentes estruturas
complexas e de novos materiais funcionais (materiais nanoestruturados com
propriedade gelatinosa, surfactantes fotossensiveis etc). Sdo mesogenos (utilizados
para formar fases liquido cristalino em rea¢des quimicas de grande relevancia), séo
muito usados igualmente, como antioxidadantes (aumentam a vida de prateleira de
uma gama de substancias e compostos quimicos). Dentre os farmacos em potencial,
derivados de carboidratos, cita-se o metil-B-Galp, apontado como promissor para o
tratamento de cancer (AHMED, 2017). No referido estudo, o metil-B-Galp apresentou

propriedades capazes de inibir a proliferacao de células cancerigenas.

3.2 Ciclizagao de monossacarideos

A ciclizacdo de monossacarideos € um processo espontaneo, causado pela
reatividade entre o grupo hidroxila e o grupo carbonila, dentro da mesma molécula,
como mostra a Figura 2 (DIAS, 2006). Sabe-se pela literatura que a referida reagao
intramolecular resulta na formagao de piranoses (aneis de 6 membros) quando o
ataque parte da hidroxila ligada ao carbono-5 ou furanoses (aneis de 5 membros),
quando o ataque parte da hidroxila do carbono-4. Apds a ciclizagdo, os
monossacarideos tornam-se hemiacetais (a partir das aldoses) ou hemicetais (a partir
das cetoses), resultando em estruturas que possuem um carbono e uma hidroxila
anomeérica, a ou 3 (KOOLMAN, 2005).
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Figura 2. Ciclizagdo da D-galactose nas formas piranosidicas
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3.3  Mutarrotagao

Em 1844 Dubrunfaut percebeu que a rotacdo especifica de uma solugao
aquosa de agucares, mudava com o tempo e, estudos posteriores, confirmaram este
fato. A mutarrotagéo € definida como a interconversao dos monossacarideos, quando
s&o dissolvidos em um determinado solvente (HUDSON, 2010; MOFFIT, 1961,
ZHANG, 2012; ANGYAL, 1994). Todas as oses, com excessao da dihidroxicetona,
possuem poder rotatério, devido a presenca de carbonos quirais (BEEVERS, 1961;
ZHUO, 2000). A rotagao Optica dos monossacarideos pode ser medida através de um
polarimetro, utilizando solugdes concentradas do agucar, sob a lei de Biot (a =a° x L
x C), onde a é o poder rotatorio da solugdo, a® € o poder rotatério da substancia
opticamente ativa, L € a trajetdria éptica solugéo (percorrida pela luz plano-polarizada)
e C é a concentragao da substancia opticamente ativa na solugao (NADER, 2005;
XIANG, 2011). Estudos experimentais mostraram que, os monossacarideos quando
dissolvidos em solugdo, possuem angulos de desvio da luz plano-polarizada
especificos. Por exemplo, no caso dos anémeros da D-glucopiranose: [a]a = +112,2°
g-1 em-3 g [g]B = +18,7° 91 em-3 (T= 25°C). Como a rotagao oOptica € uma propriedade
extensiva e aditiva, a rotacdo Optica de uma mistura com os andmeros de D-
glucopiranose em solugao seria de 52°. Este valor varia de acordo com o tipo de
solvente e condi¢des reacionais (PEREZ, 1984; BINKLEY, 1991; BLETON, 1996). O
carbono anomérico possui poder rotatdrio por ser quiral, e os dois anémeros (a e B),
por sua vez, proporcionardo duas rotacdes opticas diferentes (PIGMAN, 1946). E
importante ressaltar que os anomeros a e 3 sdo diasteroisomeros, portanto possuem
propriedades fisico-quimicas diferentes (DUBOIS, 1956; DWECK, 1956).

O produto obtido no equilibrio da mutarrotagdo dos monossacarideos, esta
relacionado com o tempo de incubagcdo (tempo de reacdo), tipo de solvente,
temperatura, tipo de catalisador, entre outros (SUNDBERG, 2007; GABIUS, 2002;
GABRYELSKI, 2003). Durante a mutarrotagéo, sao observadas 2 etapas importantes:
na primeira, o monossacarideo adquire a forma aberta instavel e na segunda etapa
acontece a formagado de estruturas ciclicas (KASSOU, 1995). Estudos revelaram
estreita relacdo entre a anomerizacdo e o poder rotatério de uma determinada
substancia em um determinado meio reacional (RAO, 1998; KORNBERG, 1958). A

Figura 3 descreve o mecanismo da mutarrotagado da D-glucose em agua.
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Figura 3. Mutarrotagdo da D-glucose em solu¢do aquosa

3.4 Glicosilagao

As (glicosilagbes podem ser classificadas em biolégicas ou quimicas. As
bioldgicas acontecem em determinados orgaos e sistemas, consistindo em processos
enzimaticos, os quais ligam glicanos a proteinas ou a outras moléculas organicas
(BRUICE, 2006). As quimicas, referem-se a ligacdo de um doador glicosil
(carboidrato), a um aceptor glicosil, com a finalidade de formar um glicosideo ou
oligossacarideo (DUDLEY, 1999). Quando a glicosilacao se refere especificamente a

sintese de glicosideo, é denominada glicosidacéo.

Dependendo do substituinte, o glicosideo resultante pode ser do tipo, O-
glicosideo, N-glicosideo ou C-glicosideo. A glicosilagdo tornou-se uma ferramente
indispensavel, apds se descobrir a possibilidade de se sintetizar carboidratos
importantes, com utilidade biolégica e industrial (FAKHA, 2005; PADUNGROS, 2014).
Porém, estudos mostraram varios desafios relacionados a sintese de carboidratos,
dentre eles, a imprecisdo na orientagao estereoquimica e regioquimica das unidades
monomeéricas e dos substituintes, o que torna aleatério o tipo de produto formado. Os
problemas indesejaveis citados acima despertaram aos pesquisadores a necessidade
de novas alternativas de sintese (DAS, 2016; YANG et al. 2015).

Em 1893, Fischer sintetizou os primeiros alquil-glicosideos (Figura 4). No seu
método, Fischer reagiu a glucose e o metanol na presenga de um catalisador acido e
produziu majoritariamente o andmero metil-a-Glup. Koenings-Knorr (1901),

desenvolveram uma rota de sintese com a capacidade de realizar uma glicosilagao
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mais seletiva e controlada, como descrito na Figura 5. Neste caso, foi realizada a
protecdo de todas as hidroxilas, introducdo de um atomo de Bromo na posicao
anomérica e, em seguida, utilizou-se condi¢cdes especificas para facilitar a entrada do
substituinte, assumindo a configuragcdo . Kochetkov (1902) desenvolveu um
procedimento parecido com o de Knorr, porém foi realizada a prote¢cao apenas do OH-
2 (fazendo-se o uso de ortéster), favorecendo a geragdo do anémero 3. Trata-se de
um método cujo aceitador é o éter tri-etilico e o catalisador € o perclorato de tri-etila
(Figura 6). Existe uma lista enorme de pesquisadores que contribuiram na otimizagao
da sintese de glicosideos, todos em busca de metodologias de sinteses mais

seletivas.

3.4.1 Glicosidacao de Fischer

A glicosidagao de Fischer (Figura 4) é um tipo de glicosilagdo que consiste na
producao de um alquil-glicosideo, a partir da reagdo de uma aldose ou cetose com um
alcool, na presenga de um catalisador acido (ARONOW, 2018; YANG, 2015;
BROMUND, 1945; KIM, 2004). Foi descoberta por Emil Fischer, em 1893 e foi o
primeiro método desenvolvido, para a sintese de alquil-glicosideos. Ao realizar seus
experimentos, Fischer obteve majoritariamente o metil-a-Glup, baixo percentual do
andémero 3, alguns aneis furanosidicos e forma aberta (BIRGER, 1979; BLAUG, 1995;
BOKOR, 2017). O baixo percentual do anédmero 3 e a formagao de varios isbmeros,
tem levado varios pesquisadores a otimizarem a glicosidagao de Fischer. Uma das
causas encontradas que justificam a formagdo do alto percentual de alquil-a-

piranosideo em relagdo a seu anémero 3, seria o efeito anomérico (DAS, 2016).

Estudos mais recentes mostraram que em tempos curtos de reagao forma-se
predominantemente furanosideos, e em tempos longos forma-se predominantemente
piranosideos (BOUVET, 2006). Apesar da referida limitagdo, este método continua
sendo muito utilizado, principalmente na sintese de alquil-glicosideos (DOARES,1991;
DUDLEY, 1999; ZHU, 2004). As estratégias mais utilizadas para otimizar a
glicosidagao de Fischer séo: alterar o tipo de alcool, o tipo de catalisador, temperatura
e tempo de reacdo. O uso de forno microondas e ultrassom também sao utilizados
nesta reagédo (ZHANG, 2012; ANDRE, 2006; GODAGE, 2000; FRASER-REID, 1985).
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3.4.2 Otimizacao da glicosidacao de Fischer

ARONOW et al, (2018), estudaram a variagdo da producdo de metil-
glicosideos, via glicosidagao de Fischer, com o uso de microondas e de refluxo.
Os experimentos foram realizados com a D-galactose, a D-glucose e o acido D-
glucurénico (catalisador). Os resultados obtidos com a D-galactose foram os
seguintes: microondas, metil-piranosideos em 51% (a) e 27% (B); refluxo, metil-
piranosideos em 39%(a) e 20% ().

DAS et al, (2016) avaliaram a produgéo de metil-piranosideos com o uso de
metanol e Tf:O (catalisador) na glicosidacdo de Fischer. Os experimentos foram
realizados com varios agucares (D-galactose, D-frutose, D-manose, L-fucose, N-
acetyl-glucosamina). Foram obtidos os seguintes resultados com a glucose e a
galactose: D-glucose com 75% de metil-a-piranosideo e de 25% metil-B-piranosideos;
D-galactose com 61% do metil-a- piranosideo e 39% de metil-B-piranosideo.

Existem muitos outros estudos realizados com o objetivo de otimizar a
glicosidacao de Fischer. Nestes estudos, ou altera-se o tipo de alcool, ou o tipo de

monossacarideos. Raramente estuda-se a influéncia do catalisador. E importante
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ressaltar que, os pesquisadores buscam reduzir a produgéo de produtos indesejaveis

e/ou elevar o percentual do anédmero metil-B-piranosideo entre os produtos de reacao.

3.5 Substituigdoes em tetra-hidropiranos

Ciclohexano é um alcano ciclico, ndo plano, de férmula molecular CeH12. E
considerada uma molécula complexa devido ao grande numero de conformacdes
possiveis que a mesma pode assumir. Dentre as conformacgdes que o ciclohexano
pode assumir, a mais estavel € a conformagado do tipo cadeira, cujo substituintes
podem assumir as posi¢des axial ou equatorial. Estudos experimentais envolvendo
ciclohexanos, com dois ou mais heteroatomos (particularmanente tetra-hidropiranos),
mostraram que a orientagcéo axial seria termodinamicamente mais estavel, enquanto
a equatorial seria estéricamente mais estavel (GILL, 2005; HANDA, 1969). Segundo
alguns estudos, a estabilidade termodinamica, favorece a formagao de moléculas com
orientagdo axial ou a, o que explica a formagcdo majoritaria de a-piranosideos
(GUNNARSSON, 1984). O estudo do efeito anomérico explica a influéncia dos
heteroatomos, na orientagao dos substituintes em um tetra-hidropirano (KIRBY, 1983).
Acredita-se que o efeito estereoeletronico envolvendo o heteroatomo, a hidroxila do
carbono-2 e o substituinte no carbono anomérico, sejam os principais responsaveis
pela orientacdo dos substituintes em um tetra-hidropirano com dois ou mais
heteroatomos (Figura 7) (SUNDBERG, 2007; GUNNARSSON).
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3.6 Efeito anomeérico

Edward em 1958 observou que, em casos de substituicdo nos carbonos
anomeéricos, o0s substituintes eletronegativos, e o grupo metil, apresentavam
preferéncia em se ligar na posicao axial, em vez da equatorial, estericamente mais
estavel (Figura 8). Este fenbmeno foi observado por Lemieux em 1959, enquanto
realizava hidrolise acida em carboidratos e, posteriormente, foi denominado efeito
anomeérico (FREITAS, 2013).
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Figura 8. a) B estericamente mais estavel b) a termodinamicamente mais estavel

O efeito anomérico pode ser definido como, o efeito estereoeletrbnico que
explica a tendéncia de substituintes preferirem a posicao axial, em vez da equatorial
estéricamente mais estavel (SUNDBERG, 2007). Alguns estudos mostraram que este
fendmeno acontece em todas as moléculas ciclicas, ou lineares, com dois ou mais
heteroatomos ligados a um mesmo centro tetraédrico, como mostra a Figura 9
(SUNDBERG, 2007; BALMOND, 2012). O estudo do efeito anomérico se baseia em
duas possibilidades: o modelo de hiperconjugacao e o modelo de repulséo entre pares
de elétrons isolados dos heteroatomos (VILA, 2007). Apds diversos estudos
experimentais, foram constatados varios motivos que levam a ocorréncia deste efeito
em uma determinada molécula. Porém, existem duas caracteristicas comuns em
todas elas: a molécula deve conter dois ou mais heteroatomos e o substituinte no
carbono anomérico deve ser diferente de OH (SILVA, 2011). E importante ressaltar
que, as causas do efeito anomérico, ainda ndo estdo completamente compreendidas
(SILVA, 2021)
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Figura 9. Compostos que podem ou nao sofrer o efeito anomérico
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3.6.1 Modelo de hiperconjugacao

Hiperconjugacéao, pode ser definida como a deslocalizagéo de ligagdes sigma
em diregcdo a orbitais vazios em uma determinada molécula, com o objetivo de
estabilizar um sistema (VOLLHARDT, 2004). Acredita-se que seu efeito influencia o
equilibrio conformacional dos monossacarideos. Este modelo pode ser classificado de
acordo com o0 numero de elétrons que contribuem para a estabilizacdo da ligacao
(JUARISTI, 1992).

De acordo com o modelo de hiperconjugacdo, o que justificaria o efeito
anomeérico em carboidratos seria a interacdo entre o par de eletrons livres do O-5 com
o orbital sigma n&o ligante do C-1, Figura 10. Esta interagdo estabilizaria a molécula
na orientagcdo axial (a). Ainda, de acordo com esta teoria, o facilitador seria a
linearidade existente entre os dois atomos (O-5 e C-1). Porém, nao explica o que
acontece em solugdes aquosas. Em solugdo aquosa, a glucose, galactose e a maioria

dos monossacarideos, formam preferencialmente o anémero 3 (THATCHER, 1993).
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Figura 10. Efeito da hiperconjugacao no efeito anomérico

3.6.2 Modelo de repulsao eletrostatica entre pares de elétrons isolados dos

heteroatomos

De acordo com este modelo (Figura 11 A), o efeito anomérico é causado pela
interacao entre os pares de elétrons livres do O-5 e os pares de elétrons livres do
substituinte do carbono anomérico (C-1). Esta interagao seria maior se o substituinte
no carbono anomérico ocupar a posigcao 3, o0 que aumentaria a energia da molécula
e, como consequéncia, formaria majoritariamente o anbmero a, por ser
termodinamicamente mais estavel, devido a pouca interacdo entre o heteroatomo
(O5) e o substituinte (BOX, 1997).
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Figura 11. Interacao entre o heteroatomo do substituinte e O5.
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3.6.3 Influéncia dos heteroatomos, solvente e temperatura na anomerizagao

A anomerizagdo é a conversao de um andmero em outro. De acordo com a
literatura, quando ela acontece envolvendo um ciclohexano substituido, mas isento de
heteroatomos ou contendo apenas um fazendo parte do anel, o produto formado
majoritariamente € o andbmero B. Porém, em ciclohexanos com dois ou mais
heteroatomos fazendo parte do anel, forma-se majoritariamente o anédmero a. De
acordo com a literatura, a justificativa seria a estabilidade por hiperconjugagao
promovida pelo par de elétrons livres do heteroatomo. Sabe-se ainda que a presenca
de heteroatomos afeta grandemente o comprimento e o angulo da ligagcéo e,
consequentemente, o equilibrio conformacional. Esta diminui¢do, ou encurtamento da
ligacédo, resulta na estabilidade da molécula e determina a qualidade de produto a ser
formado (YEMETS, 2013; KEREK,, 1984). No que diz respeito ao solvente, 0 mesmo
€ responsavel pela ionizagdo do doador de glicosil e, dependendo da sua
eletronegatividade, o mesmo pode estabilizar o carbanion e influenciar a ligagao
glicosidica que acontece entre o doador e receptor de glicosil durante o processo de
anomerizagdo (SUNDBERG, 2007). Dados experimentais demonstraram que quanto
maior a constante dielétrica do solvente, maior a chance de se formar o anémero .
Este fato explica porque a glucose em agua (constante dielétrica = 80) forma
preferéncialmente o andmero 3, e em alcool (constante dielétrica entre 18 e 32) forma
preferéncialmente o a (WANG, 2014). A temperatura € de suma importéncia na
solubilidade dos reagentes. Uma vez que os andmeros a e 3 possuem propriedades
fisicas diferentes, uma dada temperatura pode priorizar a produ¢ao de um anémero
em deterimento do outro (SILVA, 2011).
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4. MATERIAIS E METODOS
41  Abordagem geral

Apos a definicao da estratégia empregada no presente trabalho, foi necessaria a
obtencdo de padrdes que representassem os produtos geralmente produzidos nas
reacoes de glicosidacéo de Fischer realizadas com metanol e D-galactose. Os padrbes
metil-Galp e a D- Galactose foram cedidos pelo laboratério onde o presente trabalho
foi realizado. Os demais (metil-Galf, Galf-oses e Galp-oses), foram produzidas neste
estudo, baseados em protocolos disponiveis na literatura. Em seguida, foi realizada a
preparacao dos catalisadores acidos heterogéneos, com a excecao do catalisador
resina catidbnica Amberlite IRA-120. Todos os padrdoes e misturas foram analisadas
por CG e RMN, os valores obtidos foram tabelados e usados como referéncia durante
os experimentos. Os resultados que constituiram a base do presente trabalho
correspondem aos resultados de cromatografia gasosa, a partir dos derivados
acetilados dos produtos das reagdes de glicosidagao. Esta avaliagéo foi conduzida de
forma a avaliar a producao de metil-piranosideos (a e 3, separadamente), metil-

furanosideos, piranoses e furanoses (como misturas de anémeros).

4.2 Técnicas de Caracterizagao
4.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos com os
espectrometros BRUKER Avance DRX 400 ou BRUKER Avance 600, operando na
frequéncia base de 400,1 MHz ou 600,1 MHz para os nucleos de 'H, e 100,63 MHz
ou 150,903 MHz para os nucleos de '3C, respectivamente. Os assinalamentos e as
magnitudes das constantes de acoplamento foram obtidos a partir dos espectros de
RMN de 'H através de anadlises de primeira ordem. A aparéncia dos sinais foi indicada
pelas abreviaturas b, s, d, t, q, e m para “broad”, singlete, duplete, triplete, quarteto e
multiplete respectivamente. As amostras foram solubilizadas nos solventes
deuterados (D20, CDCI3z ou DMSO-d6) e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro
para analise a temperaturas de 30°C. Os deslocamentos quimicos, expressos em

ppm, foram determinados utilizando como padrao interno o CDCls (7,27 ppm e 77,23
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ppm, 'H e '3C, respectivamente) ou DMSO-d6 (2,54 ppm e 40,45 ppm, 'H e 3C,

respectivamente). Os espectros foram analisados com auxilio do programa TOPSPIN.
4.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As CCD foram realizadas em cromatofolhas de aluminio, revestidas com silica gel
60, utilizando diferentes misturas de solventes como fase moével. Apds a corrida, as
placas foram secas por leve aquecimento em chapa aquecida. As placas
cromatograficas foram entdo reveladas por imersdo numa solugao de orcinol (0.5%
em etanol:H2S04, 20:1), secas com secador e aquecidas em chapa de aquecimento,
até o aparecimento das manchas. Os andbmeros metil-a- e metil-B-D-
galactopiranosideo tém os Rf muito similares, apenas diferindo do material inicial (D-
galactose). Por este motivo, as CCDs, foram utilizadas apenas para verificar o

consumo do material inicial durante as reacgdes.

4.2.3 Cromatografia gasosa (CG)

Os carboidratos possuem baixa volatilidade, o que dificulta a analise direta dos
mesmos por CG. Assim, as amostras foram submetidas a acetilagao e extragao para
possibilitar tais analises. As amostras (3 mg) foram acetiladas com anidrido acético
(600 pL), piridina (600 uL) e 4-DMAP (6 mg), em temperatura de 60°C por 2 horas.
Em seguida, foi adicionado gelo e CHCIs a reac&o. A fase orgéanica foi separada com
auxilio de pipeta pasteur e lavada com solucdo de sulfato de cobre 5% (3x). A fase
organica ainda foi filtrada na presenca de Na2S0O4 anidro e seca com corrente de ar.
Em seguida, os derivados acetilados foram dissolvidos em acetona e analisados no
cromatografo gasoso (Trace GC Ultra, Thermo Electronic Corporation), detector por
ionizagao de chama (FID) contendo uma coluna capilar DB-225 (30 m x 0.25 mm d.i.).
O cromatografo foi programado para iniciar a corrida a 100 °C durante 1 min, seguindo-
se de uma rampa de temperatura (100 a 230 °C — 60 °C/min-"). Foi utilizado hélio como

gas de arraste, com fluxo de 1 mL.min"".
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4.3 Preparacao dos catalisadores acidos heterogéneos

4.3.1 Resina cationica

A resina catidnica utilizada foi a Amberlite IRA-120 (comercialmente adquirida),
sendo 100 ml da resina colocados em um béquer de 250 ml e cobertos com solugéo
de HCI 1 M. A mistura permaneceu sob agitagao por 1 hora em temperatura ambiente.

Ao final, a resina foi filtrada, lavada com agua e seca em estufa a 50 °C.
4.3.2 Silica-acido clorossulfénico

Para o preparo da silica-acido clorossulfénico, um funil de separacao, contendo
30 ml de acido clorossulfénico, foi acoplado a um baldo de com duas saidas, contendo
100 g de silica gel. Na segunda saida do balao foi acoplada uma mangueira, sendo a
mesma conectada a um frasco contendo solucido aquosa de NaOH 1 M, para
neutralizar o HCl gasoso que se forma na reagdo. O acido clorossulfénico foi
adicionado gota a gota durante 30 minutos, em temperatura ambiente, sob agitacéo.
Apds o acido ser adicionado, o material permaneceu em agitagdo mecanica por 1
hora. Em seguida, a silica-acido clorossulfénico permaneceu em estufa (50 °C) por

trés dias.
4.3.3 Silica-acido sulfurico

Foram misturados 100 g de silica em 150 ml de éter etilico. A essa mistura
adicionou-se 30 ml de acido sulfurico concentrado. Essa mistura permaneceu sob
agitacéo por 30 min. Procedeu-se ent&o a filtragdo desse material em funil de placa
porosa. A silica funcionalizada foi lavada com etanol absoluto (200 ml) e seca em

temperatura ambiente.
4.3.4 Alumina sulfarica

Um funil de separacao, contendo 10 g de 6xido de aluminio, foi acoplado a um
baldo de duas saidas, 2 g de acido clorossulfénico foram adicionados, gota a gota
durante 30 minutos, em temperatura ambiente. Apds o acido ser adicionado, o materila
permaneceu em agitagcéo por 1 hora. Em seguida, a alumina sulfurica permaneceu em

estufa (50 °C) por trés dias.
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4.4 Estratégia de estudo

Por motivos estratégicos, o presente estudo foi dividido em duas etapas:
441 ETAPAI

Iniclamente (ETAPA 1), foi realizada a avaliagdo das melhores condi¢cdes
reacionais, variando-se os catalisadores acidos heterogéneos incluidos no estudo
(alumina sulfurica, resina catdnica amberlite IRA-120, silica-acido sulfurico e silica-
acido clorossulfénico). Nesta etapa também variou-se a temperatura, tempo de reagao
e quantidades adicionadas de catalisador. Os meios reacionais que apresentaram
potencial para formar majoritariamente metil-galactopiranosideos, foram explorados

numa segunada etapa (ETAPA II).
44.2 ETAPAII

Otimizacao das condi¢des reacionais que apresentaram melhor desempenho
na ETAPA |

4.5 Procedimento experimental

Todas as reagdes foram compostas de 1 g de D-galactose e 50 ml de metanol.
As quantidades de catalisador utilizadas foram de 0,5 g ou 1 g. As reagbes foram
realizadas em temperatura ambiente ou sob temperatura de refluxo do metanol
(64,7°C). Para a avaliacdo dos tempos de reacdo, aliquotas das reagbes foram
retiradas, em variados tempos, até 72 h (T=64.7°C) e até 9 dias ( T= 25°C). Na segunda
etapa do estudo, algumas reagdes foram realizadas em banho de ultrassom (45°C

temperatura gerada pelo sistema).

4.5.1 Reacgodes realizadas a 64,7°C (sob refluxo)

Uma mistura de 1 g de D-galactose, 50 ml de metanol e o catalisador acido
heterogéneo, em uma das quantidades especificadas (1 g ou 500 mg), foi introduzida
em um baldo de 3 bocas e mantida sob agitagcdo em banho de glicerina, sob refluxo.
Depois de atingir o tempo desejado, foi realizada uma analise por CCD apartir de uma
pequena amostra retirada da reacao. As reagdes cujo os produtos analisados por CCD,

apresentaram sinal igual ao da D-galactose inicial, foram automaticamente descartadas.
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Uma aliquota de 6 ml foi retirada da reacdo, com a ajuda de uma pipeta pasteur
descartavel. Para evitar a presenca do catalisador na aliquota, a mesma foi filtrada com
algodao. O filtrado foi recolhido em tubo, previamente seco e pesado, sendo o mesmo
submentido a evaporacéo para a completa secagem. Depois da secagem, o tubo foi
pesado novamente, sendo calculado a massa da mistura de reacao. Este procedimento
foi repetido com todas as aliquotas.

Depois do calculo de massa, as aliquotas foram analisadas por RMN e CG.
Especificamente para as analises de CG, as aliquotas foram acetiladas e analisadas
de acordo com a metodologia descrita no iten 4.2.3. Os resultados foram entao
tabelados.

As analises de CCD serviram apenas para verificar a ocorréncia da reagao
comparando o Rf do padrao com os dos produtos de reacédo e as analises por RMN

serviram para confirmar os resultados obtidos por CG.

4.5.2 Reacao realizada em ultrassom

Em um baldo de fundo redondo, devidamente fechado e com o conteudo
idéntico ao descrito no item 4.5.1, foi colocada no equipamento de banho de
ultrassom. As amostras colhidas passam pelas mesmas etapas que as das reacgdes

realizadas em refluxo.
4.5.3 Reacoes realizadas a temperatura ambiente

Um baldo de fundo redondo, devidamente fechado e com o conteudo idéntico
ao descrito no item 4.5.1, foi submetido a agitacdo magnética em temperatura

ambiente.

4.5.4 Procedimento para a estimativa de recuperagcao dos produtos do meio

reacional apds a acetilagao

Para o calculo de recuperagdao dos produtos do meio reacional, apds a
acetilagdo, aliquotas de volume conhecido de cada reagdo foram tomadas,
submetidas a fitracdo (remogéo do catalisador), evaporagéo do solvente de reagéo e
acetilagcao (de acordo com o item 4.2.3 e Figura 12). Apds procedimento de extragao
e evaporacgao do solvente, foi realizada a pesagem. Com as massas obtidas, foram
realizados calculos estequiométricos, onde se relacionou a massa inicial do reagente,

com a massa da aliquota acetilada, levando-se em conta as massas molares da
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galactose, antes e depois da metilagao-acetilagdo. Ressalta-se que outros produtos,
com outras massas molares, presumivelmente encontravam-se presentes no meio
reacional. Portanto, os resultado deste calculo fornece uma estimativa da recuperagao
dos carboidratos presentes no meio reacional. Obs: os resultados obtidos, foram

tabelados, juntamente com o percentual obtido por CG.

CHs
o O .OH o gH3 OA\O %0
_ CH,OH HO Ac,0 LA
HO "OH —_— — > ? °
OH catalisador HO o piridina So Op°
OH 4-aminopiridina j

D-galactose (180 g/mol)
1-O-metil-2,3,4,6-tetra-O-acetil-
D-galactopiranosideo
(362 g/mol)

Figura 12. llustragdo da metodologia utilizada para estimar a recuperagéo percentual

dos carboidratos do meio reacional.
De acordo com a Figura 12, 180 g de galactose deveriam produzir

estequiométrica-

mente, apos metilagao e acetilagédo, 362 g de galactose metilada-acetilada.

Aplicando a regra de trés:

180 362
Massa tedrica da aliquota ---------- X
Assim,

X 100 %
Massa pesada da aliquota --------- Y

Y= recuperacdo%



40

4.5.5 Sintese de derivados furanosidicos de D-galactose
4.5.5.1 Sintese de B/a-Galf-oses e B/a-Galp-oses

A D-Galactose (200 mg, 1 Eq) e tetraborato de sédio (212 mg, 0,5 Eq) foram
adicionados em dimetilsulfoxido (8 mL) e mantidos sob agitagdo a 50°C por 21 h.
Entao se adicionou anidrido acético (2 mL, 20 Eq) e dimetilaminopiridina (40 mg; 0,3
Eq). A mistura reacional permaneceu sob agitagdo a 50°C por 30 min. Para o
monitoramento da reacao, utilizou-se CCD, tendo acetato de etila/hexano (1:1) como
eluente. Apds a reagao, a mistura foi diluida em solug&o saturada de CuSOa4 (20 mL)
e extraida com CH2Cl2 (2 x 20 mL). O extrato organico foi lavado primeiramente com
CuSO4 5% (4 x), e em seguida com solugao saturada de NaHCOs. Apds lavagem o
extrato organico foi tratado com sulfato de sédio anidro, filtrado e evaporado. A
recuperagao foi de 87% (JESUS, 2011; MAIER 2003; FERRIERES 1998).

4.5.5.2 Sintese dos metil-a- e metil-B-Galf

Em um baldo de fundo redondo, foram misturados 500mg de D-galactose,
100ml de metanol e 100ml de H2SO4 a reacao ocorreu a 25°C, durante 16 horas.
Depois deste tempo foi adicionada a mistura: piridina (5ml), anidrido acético (5ml) e
4-dimetilaminopiridina (2 mg). Por fim foi calculado o percentual do produto
recuperado (item 4.5.4). foram recuperados 87% de produto. A aliquota colhida, foi
caracterizada por RMN e CG (SASSAKI, 2005).

4.5.5.3 Caracterizagao dos padroes metil-a-Galp, metil-3-Galp e da D-

galactose

Os padrdes, metil-a-Galp, metil-B-Galp e a D-galactose, foram disponibilizados
pelo laboratorio onde se realizou o presente estudo.

Em uma balanga analitica foram pesados separadamente 1,5 grama de cada
composto acima citado e colocados cada um em tubo de vidro, em um outro tubo, foi
colocada a mistura dos trés compostos. No final os quatro tubos foram acetilados

como descrito no item 4,.2.3. OBS: primeiro cada composto foi caracterizado (CG)
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separadamente, depois de se obter seus respectivos TR, foi caracterizada a mistura.



42

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 1893, Fischer realizou a classica glicosidagao, que levou o seu nome, a
qual consiste em sintetizar alquil-glicosideos a partir da reagdo de um carboidrato e
um alcool, na presenca de um catalisador acido. Seu método, quando utiliza D-glucose
e metanol como materiais iniciais, produz majoritariamente o metil-a-D-
glucopiranosideo, além de outros produtos (Figura 13). Este resultado conduziu
pesquisadores a buscarem metodologias que promovessem sinteses mais seletivas
e/ou que proporcionassem outros produtos majoritarios. A maioria dos pesquisadores
desenvolveu metodologias utilizando reagentes diferentes daqueles utilizados por
Fischer, ou adicionaram reagentes. Porém, o método de Fischer, por ser muito
econdmico, continua despertando interesse. A busca por alterantivas para otimiza-lo
continua. Dentre as alternativas mais recentes consta a alteracdo do tipo de alcool,
tipo de catalisador e testes com diferentes carboidratos. Na seccéo 3.4.2. sao citados

alguns trabalhos referentes a estas linhas de pesquisa.

FISCHER 1893
OH OH
o) HCI
HO HO o)
HO OH + CH30H H2—0> HO + outros
OH OH

OCH,

metil -o—Glup
85%

Figura 13. Glicosidacao de Fischer
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Em trabalhos preliminares realizados no laboratério onde o presente trabalho
foi desenvolvido, foi constatada diferencas nas proporgdes dos produtos da reacéo de
glicosilacdo de monossacarideos, quando se utilizava diferentes catalisadores acidos
heterogéneos. Depois disso foi realizado um trabalho de iniciagdo cientifica, que
confirmou o fato. Com base nesta constatacdo, o presente estudo foi dedicado a
avaliar a ocorréncia da produgao de metil-a- e metil-B-piranosideos na glicosilagéo de
Fischer, quando catalisada por tais acidos. Os catalisadores utilizados neste estudo
foram: silica-acido sulfurico, silica-acido clorossulfénico, alumina sulfurica, resina
catibnica amberlite IRA-120. E importante ressaltar que todos estes catalisadores
acidos heterogéneos foram preparados para a realizagao do presente trabalho, com
excecao da resina catidnica amberlite IRA-120, a qual foi adquirida comercialmente.
Os materiais iniciais utilizados foram a D-galactose e metanol, nas condi¢gdes descritas
na Figura 14. A preferéncia pela galactose e pelo metanol, esta ligada a importancia
do metil-B-D-galactopiranosideo na area farmacéutica, pois recentemente foram

constatadas evidéncias de sua atividade antitumoral (seccao 3.1.2).

VARIAVEIS
OH
HO o temperatura (25°C e 64,7°C sob refluxo)  Galf -ose
+ CH3OH + catalisador x Galp -ose
HO OH tempo de reagdo(24 h,48 he 72 h) ——= ?

OH Galf -

do catalisad
1g 50ml massa do catalisador (0,5ge 1g) Galp

Figura 14. Estratégia do estudo
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5.1 Sintese e caracterizagao da mistura Galp-oses (a e B) e Galf-oses (a e B)

A mistura de Galp-oses (a e B) e Galf-oses (a e B), foi sintetizda com base em
um protocolo utilizado em 2011 no nosso grupo de estudo ( item 4.5.5.1), onde foi
possivel, caracterizar com sucesso, as Galp-oses (a e ) e Galf-oses (a e ) JESUS,
2011. ApOs a identificagao dos referidos compostos na amostra analisada por RMN,
foi realizada a analise por CG. A analise por CG, forneceu os tempos de retengao dos
referidos compostos assim como seus respectivos percentuais. As furanoses
apresentam alta instabilidade no meio reacional, por isso durante o processo de
sintese (Figura 15), foram utilizados grupos protetores de hidroxilas (grupos acetil). O

espectro de RMN de 'H e cromatograma de CG da referida mistura encontram-se nas

OA
o o ¢
OAc OAc
AcO
AcO! OAc H OAc
OAc

OH OAc

Figuras 16 e 17.

HO
-furanose
L % o DMSO/TBNa/Ac,0/DMAP, 50°C o furanose p
HO OH
OH
OAc OAc
OAc OAc
D -galactose
@) )
OAc
AcO AcO
OAc OAc
OAc

o —piranose B -piranose

Figura 15. Sintese da mistura de Galp-oses (a e B) e Galf-oses (a e B).
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Figura.16.- Espectro de RMN 'H da mistura de Galp-oses (a e B) e Galf-oses (a e B).

Solvente: CDCls; temperatura: 25°C.

Os assinalamentos de RMN 'H mais importantes, destacados na Figura 16 foram:
H1a-galp em 6,37 ppm e H1B-galp em 5,73 ppm (J1,2=8,29 Hz), referentes ao anel
piranosidicos. Quanto ao anel furanosidicos, observou-se o H1a-galf em 6,32 ppm (
J12=4,34 Hz) e H13-galp em 6,18 ppm. Esses assinalamentos foram realizados com
o auxilio de dados encontrados na literaura (MAIER 2003; FERRIERES 1998).

(B/a) Galp-ose e Galf-ose

nooD - 1nDD

=  soo0

0o -

¥
50 7.5 100 125

(LIEE E

Figura 17. Cromatograma referente a analise por CG, da mistura, Galp-oses (a e B) e

Galf-oses (a e B).

O cromatograma (CG) da Figura 17 e o espectro (RMN) da figura 16, foram

analisados com a mesma amostra, por isso 0s 4 picos presentes no cromatograma da



46

figura 17, foram identificados como Galp-oses e Galf-oses (a e B), produtos
identificados por RMN, no espectro da figura 16. Os 4 picos foram identificados na
faixa de tempo de retencao entre 9,3 e 12 minutos. Nao foi necessario especificar o
tempo de cada composto separadamente, pois o unico interesse foi a identificagao de

seus tempos de retencédo, para evitar possivel sobreposi¢ao picos.
5.2 Sintese e caracterizagao da mistura de (metil- a e B) Galp

Durante a sintese dos metil-Galf, ocorre a estabilizagdo do anel furanosidico
através da insergao do grupo metil na posicdo anomérica. Por isso ndo é necessaria
a acetilagao de hidroxilas durante a sintese destes compostos (Figura18). A acetilagéo

somente se fez necessaria para as analise de CG. A Figura 19, mostra o espectro de

RMN de °C do produtos formados na referida sintese, e a figura 20 mostra o
cromatograma obtido por CG da mesma amostra. A sintese desta mistura, foi

realizada com base no protocolo descrito no item 4.5.5.2.

CaCl MeOH FeCI3 THD outros
25°C 48h

D -galactose

Me - -galactofuranosideo Me -0 —galactofuranosideo

Figura 18. metil-a e metil-B-D-galactofuranosideos

108.68
10424
101.70
99.81
97.19

"

112 111 110 109 108 107 106 105 104 103 102 101 100 99 98 97 96
f1 (ppm)

Figura 19. Espectro de RMN de '3C (101 MHz, DMSO-d6, 25 °C) da mistura contendo
metil-a e metil-B-Galf ®C NMR (101 MHz, DMSO) & 108.68 (metil-B-Galf), 104.24
(metil-B-Galp), 101.75 (metil-a-Galf), 99.81 (a-Galp), 97,19 (B-Galp), 97,5 (metil-a-
Galp)

A figura 19, é o resultado da analise por RMN do produto obtido na sintese
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4.5.5.2. O sinal do metil-B-Galf foi localizado em 108,7 ppm e o sinal do metil-a-Galf
em 101.75 ppm. Estes assinalamentos estdo em acordo com SASSAKI, et al.
(2005). Depois de se identificar a presenca do metil-3-Galf e do do metil-a-Galf na

analise por RMN, a mesma amostra foi caracterizada por CG (figura 20).

400 4 LS00

(B/a) Galp-ohlse e Galfose

20D 3

melj-o/B-gal? metil-a/B.galp

50 75 100 125

Figura 20. cromatograma referente a mistura contendo metil-a e metil-B-Galf
(figura19). Analise por CG.

O cromatograma da figura 20, é o resultado da analise por CG, da amostra
caracterizada por RMN figura 19. As duas analises foram realizadas com a mesma
amostra, para evitar possiveis erros. No cromatograma obtido por CG (figura 20),
foram observados 3 novos picos entre 5.3 e 6.3. A analise por RMN (figura 19), revelou
a presenca de metil-Galfs (Sassaki, 2005). Por isso os novos picos foram

considerados metil-Galfs.

5.3. Caracterizagao dos padrées a- e B-metil-Galp e da D-galactose por RMN e
por CG

Os padrées metil-a- Galp, metil-B-Galp e a D-galactose, disponiveis no
laboratério onde o presente trabalho foi realizado, foram caracterizados por RMN de
'H e CG, depois de serem acetilados, como descrito no item 4.5.5.3. Os espectros
resultantes da analise por RMN estao representados nas figuras 21, 22 e 23. A figura
24, representa o cromatogra da mistura dos trés compostos por CG. Obs: antes de

se analisar a mistura por CG, cada composto foi caracterizado separadamente.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H do metil-a-Galp; temperatura: 25°C; solvente:
D20
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Figura 22. Espectro de RMN "H do metil-B-Galp; temperatura: 25°C; solvente: D20.

508
50

470
—4&
~43

'u | P T
M /) \\___ " JL __,'J*'\.-'-.__,f""-._smu___,'I'"lit-*-Jﬂ hﬂ:u'l"l‘-.M 'I)'ﬂ A

o

i

54 53 52 51 50 4.9 4.8 A7 4.8 A5 A4 A3 4.2 41 A0 3.9 3.8 2.7 28 .1a 1-1 2.3 a2 P

Figura 23. Espectro de RMN 'H da D-galactose; temperatura: 25°C; solvente: D20.
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Figura. 24. Cromatograma referente a analise da mistura de metil-a-Galp, metil-B-Galp
e D-galactose, ap0ds acetilagao, por CG.

O cromatograma dos padrdes a- e 3-metil-Galp e da D-galactose obtido por CG,
mostram que o B-metil-Galp, tem seu tempo de retengcdo em 7,6 minutos, o a-metil-
Galp de 6.8 e a D-galactose de 9.3. E importante ressaltar que a D-galactose padréo,

apresentou sinais caracteristicos da [B-Galp-ose, na anélise por RMN.

5.4. Tempos de retencao e deslocamentos quimicos dos padrées por RMN e
por CG

Os tempos de retencéo obtidos por CG, e os deslocamentos quimicos obtidos
por RMN de 'H e '3C, foram organizados em tabelas para facilitar a identificagdo dos
produtos obtidos nas misturas reacionais de referéncia. Os tempos de retengao
encontram-se na Tabela 1 e os deslocamentos quimicos encontram-se na Tabela 2.
Um cromatograma de CG referente a mistura dos padrbes de metil-

galactopiranosideos e das misturas reacionais de referéncia é mostrado na Figura 25.

1000 = metil-a-galp (B/a) Galp-eose e Gaif-ose L 1000

B-galp-ose

500 - 500
metil-B-galp
metil-o/B-galf: N\
- i
=1 1] T5 . oo 125

Figura 25. Cromatograma de CG referente a mistura dos padrdes de metil-Galp e das

misturas reacionais de referéncia.
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Tabela1. Tempos de retencao dos padrdes analisados por CG

COMPOSTO TEMPO DE RETENCAO (min)
metil-B-Galp 7,6
metil-a-Galp 6,8
(B/a) Galp-ose e Galf-ose Entre 9,3 e 12
metil-B/a-Galp Entre 5,3 € 6,3

As analises por CG (Figura 25 e Tabela 1) mostraram tempos de retengao
distintos para os metil-furanosideos e metil-piranosideos, sendo eluidos na primeira
metade da corrida cromatografica. As furanoses e piranoses apresentaram-se em
uma faixa de tempo de retencdo proxima ao final da corrida cromatografica, o que
garantiu uma adequada interpretacdo dos cromatogramas e a diferenciagao,
principalmente dos metil-piranosideos. Especificamente, as furanoses e as piranoses
apresentaram seus tempos de retencdo entre 9 e 12 min. Ja os piranosideos
apresentaram seus tempos de retencao entre 6,5 e 7,6 min. Por sua vez, os metil-

furanosideos foram observados com tempo de retencao entre 5,7 e 6,3 min

Tabela 2. Alguns deslocamentos quimicos-chave dos padrdes e misturas reacionais

de referéncia, obtidos por RMN de 'H.

COMPOSTO RMN de 'H (ppm)

metil-B-Galp ppm: 4,18

metil-a-Galp (ppm: 4,67

(B/a) Galp-oses e Galf-oses (ppm: 5,73(BP); 6,37(aP); 6,18(BF);
6,32(aF)

metil-B-Galf C-1:108.7

metil-a-Galf C-1:101.7

Os deslocamentos citados na Tabela 2 foram considerados os que mais
evidenciaram a presenga dos produtos esperados nos meios reacionais, a serem

apresentados a seguir.
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5.5. ETAPA | — Reagodes de glicosidacao utilizando diferentes catalisadores

acidos heterogéneos

Para as reagbes de glicosilagdo, as massas da galactose (1 g) e do metanol
(50 mL) foram mantidas constantes. Essas rea¢des foram conduzidas em dois tipos
de temperatura (temperatura de refluxo do metanol ou temperatura ambiente), em
diferentes tempos (até 72 h de reagao) e com quantidades adicionadas de catalisador
distintas (0,5 g ou 1 g). Em principio, as reagdes foram monitoradas a partir de 24
horas, pois acreditava-se que antes deste tempo as mesmas estariam incompletas,
de acordo alguns relatos encontrados na literatura. As reagdes realizadas a
temperatura ambiente foram conduzidas somente com 1 g do catalisador e nos
tempos de 48 e 72 horas, devido a baixa reatividade entre os reagentes nestas
condi¢cdes. Para a conducio das analises dos meios reacionais por CG, cada aliquota
foi filtrada com um algodao apropriado, para evitar a presenga do catalisador nos
produtos da reacgéo, e posteriormente acetilada (de acordo com o item 4.2.3). A
determinacao da recuperacao de agucares do meio reacional, apds acetilagao, foi
realizada para todos os casos.

Com os resultados oriundos dos procedimentos acima descritos, foram
construidas duas tabelas para cada tipo de catalisador: uma com os dados obtidos a
temperatura ambiente e outra com os dados obtidos na temperatura de refluxo. Nestas
tabelas foram compilados:

- percentuais de metil-a-Galp (a partir da analise de CG);

- percentuais de metil-3-Galp (a partir da analise de CG);

- somatério dos percentuais metil-a- e metil-B-Galf (a partir da analise de CG);

- somatorio dos percentuais de a-/B-Galf-ose e a-/B-Galp-ose (a partir da analise de
CG);

- percentual de recuperagao dos agucares do meio reacional (a partir do procedimento
e caculo descrito no item 4.5.4).

Embora tenham sido tabelados apenas os percentuais das Galp, Galf, Galf-
oses e Galp-oses, foi observado, igualmente, a produgdo de picos cromatograficos
adicionais nao identificados, atribuidos a outros carboidratos entre os produtos de
reacao.

Deste modo, o empenho de cada catalisador, quanto ao potencial de promover
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a (glicosilacdo da D-galactose, foi analisado individualmente, de acordo com o
percentual observados dos produtos avaliados por CG. As reagdes que mostraram
resultados mais importantes foram realizadas mais duas vezes, para confirmacao das

mesmas.

5.5.1 Resultados das reagoes catalisadas pela alumina sulfurica

As reacoes realizadas na presenca de alumina sulfurica, sob refluxo e a 25°C,
foram conduzidas de acordo com o protocolo descrito na sec¢éo 4.5. Esses resultados
encontram-se descritos nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Quantidades percentuais dos produtos de glicosidagdo a partir da D-
galactose e metanol, utilizando a alumina sulfurica como catalisador, sob refluxo e o
percentual da massa de agucar recuperado no produto da reagao, de acordo com o
item 4.5.4.

ALUMINA SULFURICA / 64,7°C

24 h 48 h 72 h

0,59 19 0,59 19 0,59 19
PRODUTO
metil-a-Galp 63% 16% 84% 76% 18% 76%
metil-B-Galp 4% 9% 6% 15% 0% 8%
metil-a- e B- Galf 0,8% 0,8% 0,7% 0,4% 48% 1%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 25% 26% 6,6% 8% 11% 14%
Recuperagio 92% 95% 97% 96% 96% 96%

Os resultados da glicosidacao de Fischer realizada com a galactose e metanol,
catalisada pela alumina sulfurica sob refluxo (Tabela 3), trazem as seguintes
informacdes: a alumina sulfurica proporcionou melhores rendimentos, considerando a
producao de metil- Galp, quando usada na quantidade de 500 mg. Os tempos com os
melhores rendimentos foram entre 24 e 48 horas. Em 72 horas os rendimentos cairam

consideravelmente. O metil-Galp formado majoritariamente foi o metil-a-Galp.
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Os resultados mostrados na Tabela 3 sdo compativeis com a maioria das
glicosidagdes de Fischer descritas na literatura. Considerando o uso de 500 mg de
alumina sulfarica, em 72 horas, a produgao dos metil-Galp caiu significativamente,
assim como a recuperagao total da reagdo. Este evento € comum na maioria das
glicosidagcdes de Fischer. Acredita-se que o mesmo esteja relacionado com a
formagao de agua no meio, o que é caracteristico nas reagdes de glicosidagao, devido
a constante remocéao da hidroxila no carbono anomérico e do hidrogénio no aceitador
de glicosil (neste caso, o metanol). Portanto, a partir de um dado momento, quanto
mais se prolonga a reag¢do, maior € a produgao de agua. Assim, essa reagao é

considerada reversivel.

Tabela 4. Quantidades percentuais dos produtos de glicosidagao a partir da D-
galactose e metanol, utilizando a alumina sulfurica como catalisador, a 25°C e o
percentual da massa de acucar recuperado no produto da reacdo, de acordo com o
item 4.5.4.

ALUMINA SULFURICA / 25°C.

48 h 72 h
19 19

PRODUTO
metil-a-Galp 16% 11%
metil-B-Galp 3% 5%
metil-a- e B- Galf 47% 11%
a- e B (Galp-ose, Galf-ose) 18% 52%
Recuperagio 50% 52%

Os resultados da glicosilgdo de Fischer realizada com a galactose e metanol,
catalisada pela alumina sulfurica, em temperatura ambiente (Tabela 4), mostraram
baixos rendimentos para os metil-Galp, também uma baixa recuperagdo. A baixa
recuperacao pode estar relacionada a baixa solubilidade dos agucares em metanol, a
temperatura ambiente. O material insoluvel provavelmente permaneceu aderido ao
catalisador heterogéneo, comprometendo o percentual de agucares recuperado do
meio reacional. Esta observacao revela a importancia da temperatura na glicosidacao

de Fischer realizada com metanol ou alcoois em geral.
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5.5.2 Resultados das reagoes catalisadas pela resina cationica amberlite IRA-
120

Com a resina catidbnica AMBERLITE IRA-120, as reag¢des também foram
conduzidas de acordo com o protocolo descrito na secgao 4.5. Esses resultados

encontram-se nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Quantidades percentuais dos produtos de glicosidagao a partir da D-
galactose e metanol, utilizando a resina catiénica amberlitelRA-120 como catalisador,
sob refluxo e o percentual da massa de agucar recuperado no produto da reacéao, de

acordo com o item 4.5.4.

RESINA CATIONICA AMBERLITE IRA-120 /

64,7°C
24 h 48 h 72 h

0,59 19 0,59 19 0,59 19
PRODUTO
metil-a-Galp 47% 70% 77% 76% 86% 86%
metil-B-Galp 38% 6% 16% 16% 12% 1%
metil-a- e B- Galf 6% 0% 0,8% 0,8% 0,9% 0,8%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 3% 16% 4,5% 5% 1% 3%
Recuperagio 90% 97% 98% 98% 98% 97%

A Tabela 5 apresenta os resultados da reagao de 1 g de D-galactose, 50 ml de
metanol, adicionando-se 0,5 mg ou 1g de resina catibnica AMBERLITE IRA-120. A
massa adicionada de catalisador nao teve influéncia significativa nos rendimentos de
metil-Galp. A produgao de metil-Galp, foi crescente de 24 horas até 72 h. Neste caso,
a formacao de agua, caracteristica deste tipo de reagao, nao influenciou o percurso
da reagdo, como no caso da alumina sulfurica. Especificamente, produziu-se
majoritariamente o metil-a- Galp. Foram observadas apenas pequenas quantidades

de outros produtos.
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Tabela 6. Quantidades percentuais dos produtos de glicosidagdo a partir da D-
galactose e metanol, utilizando a resina catibnica AMBERLITE IRA-120 como
catalisador, a 25°C e o percentual da massa de agucar recuperado no produto da

reacao, de acordo com o item 4.5.4.

RESINA CATIONICA AMBERLITE IRA-120 /

25°C

48 h 72 h

19 19
PRODUTO
metil-a-Galp 15% 10%
metil-B-Galp 4% 2, 7%
metil-a- e B- Galf 34% 38%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 29% 17%
Recuperagio 70% 78%

Nas condigdes utilizando a resina catiénica amberlite IRA-120 (1 g) a 25°C sob
agitacao magnética, a exemplo do caso anterior, obteve-se baixo rendimento de metil-
Galp, quando comparado a temperatura de refluxo. A recuperagao de agucares do
meio reacional apresentou-se um pouco maior que no caso da alumina sulfurica.
Notavelmente, os metil-Galf foram os produtos encontrados em maior percentual

neste caso.

5.5.3 Resultados das reacoes catalisadas pela silica-acido sulfarico

Com a silica-acido sulfurico, os resultados obtidos com reacgdes realizadas sob
refluxo, e as realizadas a 25°C, (protocolo descrito na secgéo 4.5) encontram-se nas
Tabelas 7 e 8.
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Tabela 7. Quantidades percentuais dos produtos de glicosidagdo a partir da D-
galactose e metanol, utilizando a silica-acido sulfurico como catalisador, sob refluxo e
o percentual da massa de acucar recuperado no produto da reag¢ao, de acordo com o

item 4.5.4

SILICA-ACIDO SULFURICO / 64,7°C

24 h 48 h 72 h
0,59 19 0,59 19 0,59 19

PRODUTO

metil-a-Galp 71% 76% 44% 56% 27% 0,7%
metil-B-Galp 16% 15% 34% 43% 25% 17%
metil- a- e B-Galf 0,2% 0% 0% 0,1% 0% 52%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 11% 8% 22% 0% 37% 11%
Recuperagio 95% 96% 90% 95% 94% 95%

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados obtidos nas reacdes catalisadas
pela silica-acido sulfurico, sob refluxo. Nesse caso, nao foi observada influéncia
significativa da massa adicionada do catalisador na obtencdo de metil- Galp. Foi
observada uma redug¢ao na producado do metil-a-Galp com o aumento do tempo,
acompanhado de um acréscimo do metil- B -Galp. Em 48 horas produziu-se 43% do
metil- B -Galp, contra 56% do metil-a-Galp, e apenas 0,1% dos outros produtos. Em

72 horas produziu-se 17% do metil- B -Galp, contra 0,7% do metil-a-Galp.
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Tabela 8. Quantidades percentuais dos produtos de glicosidagao a partir da D-
galactose e metanol, utilizando a silica-acido sulfurico como catalisador a 25°C e o

percentual da massa de agucar recuperado no produto da reagao, de acordo com o
item 4.5.4.

SILICA-ACIDO SULFURICO / 25°C

48 h 72 h

19 19
PRODUTO
metil-a-Galp 16% 2,8%
metil-B-Galp 15% 3,7%
metil-a- e B- Galf 43% 51%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 1% 16%
Recuperagio 85% 80%

As condi¢des utilizando a silica-acido sulfurico (1g) a 25°C sob agitagao
magnética, proporcionou uma boa recuperagao de agucares e uma notavel formagéo
de derivados metilados, particularmente metil- Galf, entretanto com pequena produgao
de metil- Galp.

5.5.4 Reacoes catalisadas pela silica-acido clorossulfénico

Na presenca da silica-acido clorossulfénico, as reacdes realizadas sob refluxo,
e as realizadas a 25°C, também foram conduzidas de acordo com o protocolo descrito

na secgao 4.5. Esses resultados encontram-se nas Tabelas 9 e 10.
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Tabela 9. Quantidades percentuais dos produtos de glicosidagdo a partir da D-
galactose e metanol, utilizando a silica-acido clorossulfénico como catalisador, sob
refluxo e o percentual da massa de agucar recuperado no produto da reagao, de

acordo com o item 4.5.4.

SILICA-ACIDO CLOROSSULFONICO / 64,7°C

24 h 48 h 72 h
0,59 19 0,59 19 0,59 19

PRODUTO

metil-a-D-galactopiranosideo 68% 52% 71% 72% 76% 72%
metil-B-D-galactopiranosideo 19% 21% 16% 14% 9% 13%
metil- a- e B-furanosideos 0% 0% 0% 0,1% 0% 0%
a- e B-fur. e piranoses 10% 23% 11% 1% 14% 13%
Recuperagio 97% 96% 96% 97% 97% 97%

Os resultados contidos na Tabela 9 mostram que nao houve influéncia
significativa em relagdo a quantidade adicionada do catalisador. Produziu-se
majoritariamente metil- Galp, especificamente o metil-a- Galp, como na maioria das
reacdes. Porém, foi observado uma producado aumentada do metil-B-Galp em tempos

menores.
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Tabela 10. Quantidades percentuais dos produtos de glicosidagdo a partir da D-

galactose e metanol, utilizando a silica-acido clorossulfénico a 25°C e o percentual

da massa de agucar recuperado no produto da reacéo, de acordo com o item 4.5.4.

SILICA-ACIDO CLOROSSULFONICO/ 25°C

48 h 72 h
19 19
PRODUTO
metil-a-Galp 0,2% 6,1%
metil-B-Galp 0% 9%
metil-a- e B- Galf 13% 1%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 86% 7%
Recuperagio 95% 95%

A Tabela 10 mostra que, a temperatura ambiente e na presencga de 1 g de

silica-acido clorossulénico, obteve-se um pequeno rendimento de derivados

metilados, porém uma boa recuperacao de agucares do meio reacional. A produgao

de metil- Galp foi muito baixa.

5.5.5 Discussao dos resultados obtidos na ETAPA | e definicao dos estudos a

serem realizados na ETAPA Il

Levando em consideracao os resultados até entdo obtidos, pode-se inferir que

a temperatura influenciou significativamente tanto a produgéo de metil-Galp, quanto o

consumo dos materiais iniciais. De um modo geral, melhores consumos de material

inicial (via metilagdo) foram obtidos na temperatura de refluxo do metanol (64,7°C),

com excegao das reacgbes catalisadas pela silica-acido sulfurico, as quais tiveram

rendimentos de metilacdo bastante préximos, sob refluxo ou a 25°C. O efeito positivo

da temperatura no consumo dos materiais iniciais ja era esperado, pois uma maior

temperatura normalmente leva a uma maior velocidade de reagdo. Também é

importante observar que a maior taxa de solubilizagdo do material inicial (D-galactose),

qguando se utilizou as condi¢des de refluxo, pode estar relacionada com uma maior
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eficiéncia reacional. No caso da silica-acido sulfurico, uma eficiéncia catalitica superior
em temperatura ambiente, quando comparada aos outros catalisadores avaliados,
poderia ser a explicagdo para uma alta taxa de metilagdo dos materiais em

temperatura ambiente.

Dentre os derivados metilados, a predominancias de Galf foi observada com
todos catalisadores a temperatura ambiente. Acredita-se que 0os mesmos apresentam
maior estabilidade em baixas temperaturas, o que favoreceria sua producgdo. O
mecanismo geral da reagdo de glicosilagdo demonstra que durante a reagdo os
nucleos furanosidicos sao os primeiros a serem formados. Esse fato foi observado na
maioria das reacbes, pois tempos abaixo de 12 horas/64,7°C produziram
majoritariamente nucleos piranosidicos, com a excegao das reagdes catalisadas pela
silica-acido clorossulfénico. E importante ressaltar que os resultados apresentados
neste estudo foram obtidos utilizando a D-galactose, e que os mesmos poderiam ser

diferentes se a reacao fosse realizada com outros agucares.

A alumina sulfurica e a resina catibnica Amberlite-IRA-120, produziram
majoritariamente o anomero metil-a-Galp, como esperado nos produtos da
glicosidacao de Fischer. De acordo com os objetivos a serem alcangados, as reagdes
catalisadas pela silica-acido sulfurico, e as catalisadas pela silica-acido
clorossulfénico, foram as que despertaram maior interesse. Os resultados
considerados mais importantes, obtidos a partir destes dois catalisadores, sao

mostrados nas Tabelas 11 e 12 (dados extraidos das Tabelas 7 e 9, respectivamente)
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Tabela 11. Resultados selecionados, referentes ao uso da silica-acido sulfarica (1 g),

em temperatura de refluxo.

SILICA-ACIDO SULFURICA / 64,7°C

24 h 48 h 72 h

19 19 19
PRODUTO
metil-a-Galp 76% 56% 0,7%
metil-B-Galp 15% 43% 17%
metil-a- e B- Galf 0% 0,1% 52%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 8% 0% 1%
Recuperagio 96% 95% 95%

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos na reagao catalisada com 1 g de
silica-acido sulfurico, sob refluxo. Em 48 h, além da producgao de praticamente apenas
metil- Galp, foi também observado um percentual relativamente alto de metil-B-Galp
(43%). Foi igualmente revelada uma queda gradativa do percentual do anémero metil-
a-Galp, o que resultou em 0,7% em 72 horas. Por este motivo, o tempo de 72 horas,
foi reproduzido em diferentes condi¢des (resultados mostrados na ETAPA Il), com o

objetivo de tornar o metil-B-Galp o produto majoritario.
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Tabela 12. Resultados selecionados, referentes ao uso da silica-acido clorossulfonico

(0,5 g), em temperatura de refluxo.

SILICA-ACIDO CLOROSSULFONICO / 64,7°C

24 h 48 h 72 h

0,59 0,59 0,59
PRODUTO
metil-a-Galp 68% 71% 76%
metil-B-Galp 19% 16% 9%
metil-a- e B- Galf 0% 0% 0%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 9% 8% 10%
Recuperagio 97% 96% 97%

Nas reacdes catalisadas pela silica-acido clorossulfonico (0,5 g) sob refluxo
(Tabela 12), o andmero metil-B-Galp sofreu um gradativo decréscimo, enquanto o
percentual do anémero metil-a Galp, sofreu um acréscimo, em funcdo do tempo de
reacao. Por este motivo, foi incluido na ETAPA Il a avaliagcdo de menores tempos de
reacao, utilizando a silica-acido clorossulfénico, também com o objetivo de elevar o

percentual do anoméro metil-3-Galp

5.6. ETAPA Il — Exploragao das reagodes catalisadas pela silica-acido

clorossulfénico e pela silica-acido sulfurico

Com base nos resultados obtidos na ETAPA |, nesta segunda etapa do estudo,
a reacao catalisada pela silica-acido clorossulfénico, mostrada na Tabela 12, foi
reproduzida e realizada em tempos inferiores a 24 horas (Tabela 13), com o objetivo
de tornar o metil-B-Galp produto majoritario da reagdo. Primeiramente, a reacgéo foi
processada em 12 horas, depois em 5= horas. Em 5 horas foi possivel tornar o metil-
B-Galp produto majoritario da reagao, com 33%, contra 26% do metil-a-metil-Galp. Em

busca de um resultado ainda melhor, a reagao foi processada em 3 horas, porém,



63

neste tempo os rendimentos foram extremamente baixos, ndo se formando

majoritariamente o produto de interesse (resultado ndo mostrado).

Tabela 13. Reagdes com silica-acido clorossulfénico (1 g) sob refluxo, em 5 horas e

12 horas.
SILICA-ACIDO CLOROSSULFONICO / 64,7°C
12 h 5h
19 19
PRODUTO
metil-a-Galp 54% 26%
metil-B-Galp 22% 33%
metil-a- e B- Galf 3% 11%
a- e B (Galf-ose, Galp- 19% 17%
ose)
Recuperagio 90% 83%

Em busca de elevar o percentual do metil-3-Galp, a reacao foi reproduzida e

realizada em um equipamento de ultrassom, numa tentativa de obter um consumo de

material inicial apreciavel, em tempos de reacdo ainda menores (Tabela 14). O

equipamento de ultrassom proporcionou 0 consumo do material inicial em tempos

curtos, porém ndo se obteve os resultados de interesse. E importante ressaltar que a

temperatura utilizada no banho de ultrassom, foi gerada pelo movimento gravitacional

das bolhas (cavitagao transiente). A temperatura maxima gerada, foi de 45°C.
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Tabela. 14. Reacéo utilizando silica-acido clorossulfénico (1 g) como catalisador,
com o uso de banho de ultrassom, em diferentes tempos. T= 45°C (temp. gerada

pelo sistema)

SILICA-ACIDO CLOROSSULFONICO /

45°C/ ULTRASSOM
19

15 min 30 min 1h 2h
PRODUTO
metil-a-Galp 46% 42% 25% 22%
metil-B-Galp 17% 22% 16% 14%
metil-a- e B- Galf 22% 23% 40% 41%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 9% 10% 15% 23%
Recuperagao 96% 97% 98% 98%

Como mostrado na Tabela 14, o percentual de metil- Galp, ficou abaixo da
expectativa, principalmente nos tempos de 1 hora e de 2 horas. Os resultados obtidos
em 15 minutos sdo préoximos aos obtidos em 24 horas sob refluxo. Foram em seguida
realizadas reagdes em tempos inferiores a 15 minutos, mas o resultado n&o sofreu
alteracao consideravel e os mesmos nao foram tabelados. Em suma, o ultrassom n&o

foi eficiente, considerando os objetivos do presente trabalho.
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Tabela 15. Reacgdes catalisadas pela silica- acido sulfurico, em presenca de

“molecular sieves”, sob refluxo

SILICA- ACIDO SULFURICO / 64,7°C

24 h 48 h 72 h
19 19 19
PRODUTO
metil-a-Galp 1% 0,7% 0,7%
metil-B-D-Galp 3% 2,6% 3%
metil-a- e B- Galf 10% 25% 41%
a- e B (Galf-ose, Galp- 80% 68% 49%
ose)
Recuperagio 96% 95% 97%

A Tabela 15 descreve os resultados obtidos com a combinagao da silica-acido
sulfarico (1 g) e “molecular sieves”10%, sob condi¢des de refluxo. “Molecular sieves”
sdo geralmente utilizadas como desidrantes para solventes, ou captadores de agua
em reacgdes quimicas. Esta condicdo foi avaliada, pois acreditava-se que a reacao
com o tempo de 72 h, empregando-se a silica-acido sulfurico (ETAPA |, Tabela 7),
havia sofrido reversibilidade devido ao alto volume de agua formado durante a reagao
(caracteristica das reagdes de glicosilagdo). Este raciocinio, foi reforgcado, com a
presenca majoritaria de nucleos furanosidicos na reagdo, uma vez que 0S mesmos
sdo os primeiros a serem formados como ja foi discutido. Entretanto, o resultado
obtido com o emprego de “molecular sieves” néo foi satisfatoério, considerando os
objetivos do presente trabalho. Em vez de metil- Galp, foram formados
majoritariamente, Galf, Galp-oses e Galf-oses. A presenca de Galp-oses pode
também significar pouco consumo do material inicial, ou seja, a falta de agua na

reacao impede o fluxo da mesma.

O uso de “molecular seives” teve como finalidade a captagdo de agua durante
a a reacgao de glicosidagéo, o que gerou resultados insatisfatorios. Assim, foi feita a
introdugéo de agua ao meio reacional, para explorar o efeito da presenga da mesma
nestas reagdes (Tabela 16). Especificamente, foram adicionados ao meio reacional 2

ml, 6 ml e 30 ml de agua. Foi observada alteragado, alteragdo no resultado quando se
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adicionaram 2ml de agua, este resultado mostrou que volumes de agua devidamente

quantificados, podem influenciar os produtos da glicosidacéo de Fischer.

Tabela 16. Reacgdes catalisadas pela silica-acido sulfurico, com adigao de

diferentes quantidades de agua, em 72 horas sob refluxo.

SILICA-ACIDO SULFURICO / 64,7°C

19
0ml 2ml 6ml 30ml

PRODUTO

metil-q-Ga|p 0,7% 12% 8,70/0 4%
metil-B-Galp 17% 13% 43% 0,9%
metil-a- e B- Galf 52% 19% 45% 50%
a- e B (Galf-ose, Galp-ose) 23% 1% 34% 37%
Recuperacgao 70% 65% 65% 67%

Como os resultados da tabela 16, mostraram que volumes de agua

devidamente quantificados, poderiam alterar o percentual dos produtos, este

raciocinio nos levou a realizar uma reagéo onde foi utilizado metanol seco (metanol

desidratado com 10% de molecular seives) Tabela 17.
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Tabela 17. Reagdes catalisadas pela silica-acido sulfurico, utilizando metanol seco.

SILICA-ACIDO SULFURICO / 64,7°C

72 h
19

PRODUTO
metil-a-Galp 14%
metil-B-Galp 14%
metil-a- e B- 12%
Galf
a- e B (Galf-ose, 59%
Galp-ose)
Recuperagio 95%

A Tabela 17 mostra o resultado da reagdo com 1 g de silica-acido sulfurico
realizada, com metanol desidratado com 10% de molécular seives,]b sob refluxo por
72 h. A exemplo da reagao conduzida com “molecular sieves” (Tabela 15) houve uma
predominancia de Galf-oses e Galp-oses. Este resultado, mostrou mais uma vez a

necessidade de agua nas reagdes de glicosilagédo, para o consumo do material inicial.

5.7. Relagao entre o mecanismo da glicosidagao de Fischer, o solvente e o

catalisador

Na glicosidacéo de Fischer acontecem dois tipos de substituigdo nucleofilica.
Numa etapa inicial acontece uma substituicdo do tipo Sn2, onde um alcool é o
nucledfilo e o catalisador € o substrato. Um dos ligantes (atomo eletronegativo) do
catalisador € o grupo abandonador. Nesta etapa, como em todas as reagdes de Sn2,
a etapa lenta depende da interagao entre o substrato e o nucledfilo, ou seja a interagao
entre o catalisador e o0 alcoxido que ira se conectar ao carbono anomérico para formar
o produto final. O substrato (catalisador) precisa ter caracteristicas de um acido,
porque caso contrario o complexo 2 e 3 nao serdo formados e consequentemente a
reagcao 7 (anomerizagao)nao ocorrera. Este fato leva ao entendimento de porque a
glicosilacédo de Fischer s6 pode ser catalisada por catalisadores acidos, ja que o

nuclesfilo é sempre um alcéxido. E importante ressaltar que nas reacdes de Sn1 e
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SN2, o grupo abandonador deve necessariamente ser uma base fraca, para eliminar
a possibilidade de um novo ataque. Neste caso grupos como OH, sdo considerados
maus grupos abandonadores, ou seja catalisadores que possuem grupos OH como
grupo abandonador, como por exemplo a silica acido sulfurico (figura 27) ou a silica
acido clorossulfénico que pode liberar ou OH ou CI (figura27), podem sofrer novo
ataque. Coincidéncia ou ndo, os dois catalisadores, produziram alto percentual do
anomero metil- B-Galp, produzido majoritariamente quando o substituinte em C1, é o
grupo OH, como acontece com a glucose e galactose quando séo dissolvidas em
agua. Para que ocorra uma reagao com velocidade adequada e com 6timo resultado
na etapa inicial da glicosilacdo de Fischer, é necessario que as concentragdes do
alcool e o catalisador estejam na propor¢édo adequada para ndo afetar a velocidade
da reagdo. Este fato foi igualmente observado, pois quando as reacgdes(1g de
galactose e 50ml de metanol) foram catalisadas com 250mg e acima de 2g do
catalisador, a reagao nao ocorreu como se esperava. O erro s6 foi superado quando
a concentragdo variou entre 500mg e 1g. E importante que o catalisador seja um
acido forte, para que seja produzida uma base fraca, pois bases fortes, como OH por

exemplo, podem promover novo ataque ou seja causar a reversibilidade da reacéo.

Na ultima etapa da reagao ocorre uma substituicdo do tipo Sn1. O substrato é
o carboidrato, o nucledfilo € o substituinte que ira se conectar ao carbono anomérico
e 0 grupo abandonador é a hidroxila anomérica. Nesta etapa, o catalisador esta ligado
ao nucledfilo. De acordo com o mecanismo Sn1, a velocidade da reagao nesta etapa
depende do solvente, neste caso € o proprio alcool, porém protonado. O catalisador
nao influencia a velocidade da reacdo nesta etapa, portanto pode influenciar a
estereosseletividade ou anomerizagao (etapa 7), por estar conectado ao nucledfilo,
substituinte que vai se conectar ao carbono anomérico. Este fato pode explicar porque
catalisadores diferentes produzem produtos diferentes. A Sn1 resulta em uma
variedade de produtos, o que justifica a produgao de varios isdmeros nos produtos da
glicosilacédo de Fischer. Ha diferencas entre a Sn1 que ocorre na glicosilagéo de
Fischer e a Sn1 que ocorre na maioria das moléculas. Normalmente o substrato, ou o
carbocation, € estabilizado pelo par de eletrons do nucledfilo. Porém na glicosilagéo
de Fischer, o carbocation pode ser estabilizado, tanto pelos pares de elétrons livres
do nucledfilo ou também pelo par de elétrons livres do heteroatomo. De acordo com a

literatura, quando o carbocation é estabilizado pelo par de elétrons do heteroatomo,
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produz-se majoritariamente o anédmero a. J& quando o mesmo é estabilizado pelo par
de elétrons do nucledfilo (substituinte no carbono anomérico), forma-se

majoritariamente o anémero .

A (glicosilagdo conduzida no presente trabalho pode ser compreendida da
seguinte forma (baseado nas Figuras 26 e 27): na primeira etapa o catalisador se liga
ao aceptor glicosil (1) para formar um complexo, que vai protonar o solvente (2). Nas
etapas 3, 4 e 5 o complexo (2) vai doar um préton que vai ser transportado pelo
solvente até o carboidrato, para provocar a formagao do carbocation (6). Na etapa 7
o catalisador transporta a aglicona até o carbocation (6) para estabiliza-lo e formar o
produto final (8), e consequentemente acontece a restauragédo do catalisador (9). Em
suma, o catalisador é o articulador de todas as etapas e participa diretamente na etapa
determinante, quando a aglicona se liga ao carbono anomérico (7), ou seja, influencia
a anomerizagao. Este processo se realiza inumeras vezes enquanto a reagao durar.
O solvente tem igualmente um papel muito importante na primeira e na segunda etapa,
como observado nas etapas 2, 4 e 5 da figura 26. O mesmo precisa ser capaz de

estabilizar o complexo 3 e formar o carbocation 6.
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Os resultados obtidos no presente trabalho revelaram que as reacbes
catalisadas pela silica-acido sulfurico, em 48 horas produziram 46% do metil-B-Galp,
em vez dos ~15% produzidos por Fischer. Foi ainda observado em 72 horas uma
proporcao de 0,73% (metil-a-Galp) / 17,4%(metil-B-Galp). Com base nestes
resultados, foi possivel perceber as alteragdes no percentual dos produtos formados
nas reacgdes catalisadas pela silica-acido sulfurico em fungcdo do tempo. Foi
igualmente observado alteragbes significativas no percentual dos produtos das
reacdes catalisadas pela silica-acido clorossulfénico. Neste caso, foi observado um
acréscimo do andmero metil-a-Galp com o tempo, e a medida que 0 mesmo crescia
nos produtos da reacdo, observou-se um decréscimo relativo do dnomero (. Esta
constatacao, levou a crer de que a reducao do tempo de reacdo poderia favorecer a
producdo do andmero metil-B-Galp. Baseados nos resultados acima citados, foi
realizada uma segunda etapa do estudo, onde os resultados das rea¢des catalisadas
pela silica-acido sulfurico 72 horas, foram reproduzidos em diferentes condi¢des
reacionais. Esta reacdo, apesar de ter produzido um percentual aumentado de metil-
B-Galp, o mesmo nao foi o produto majoritario da reacao. Numa tentativa de melhorar
este resultado, a primeira tentativa foi introduzir “molecular sieves”, com o intuito de
captar-se a agua formada no meio. Depois foi realizada com adigdo de agua em
diferentes quantidades. Foi ainda realizada uma reagdo com metanol seco. O uso de
molecular seives, de metanol desidratado, adicao de agua, apesar de nao atender as
nossas expectativas, deram lugar a discussdes importantes. As reagdes realizadas
com molecular seives, produziram um alto percentual de o/ B (Galp-ose e Galf-ose).
Este resultado pode ser analisado em dois pontos de vista: pode ter havido pouco
consumo do material inicial, ja que os referidos compostos ndo foram caracterizados
individualmente, ou caso contrario, molecular seives pode ser um bom catalisador
para a producao de a/B(Galf-oses). Outra discussao interessante, seria a respeito da
influéncia da agua na anomerizagcdo, ja que foram observadas alteragdes
significativas, nas reagdes que foram realizadas com adi¢cédo de agua. Na secgéo 5.5
foi discutido um suposto mecanismo de agéo dos catalisadores silica-acido sulfurico

e silica-acido clorossulfénico, na glicosidagao de Fischer.
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5.8. Hipéteses e justificativas sobre o efeito anomérico: discussao

Sabe-se que os estudos sobre o efeito anomérico ainda nao estéo
completamente elucidados e que os modelos acima citados sao apenas hipoteses.
Durante este estudo, foram feitas algumas observacdes importantes, baseadas em
informagdes disponiveis na literatura e nos resultados obtidos na glicosidagao de

Fischer, realizada nesse estudo.

De acordo com o modelo de hiperconjugag¢ao, o anomero a é favorecido pelo
efeito de hiperconjugacao, proporcionado pela linearidade entre os pares de eletrons
livres do heteroatomo O-5 e o orbital sigma antiligante do C-1. Ja o modelo de
repulsdo eletrostatica entre pares de elétrons isolados, atribui as causas do efeito
anomeérico, a interagao existente entre os pares de elétrons livres de O-5 e O-1 no
andémero . Porém ambos ndo conseguem explicar porqué a D-glucose, a D-galactose
e a maioria dos monossacarideos produzem majoritariamente o anoméro [ em
solugdo aquosa. As figuras 28. 1 e 2, mostram que, a ligacdo entre C-1 e um
substituinte muito eletronegativo é polar, na qual o substituinte eletronegativo atrai
para si os elétrons da ligacdo, assumindo uma carga parcialmente negativa e
consequentemente, o C-1, assume uma carga parcialmente positiva. E nesta condicdo
que O-5, estabiliza a molécula por hiperconjugacédo. Porém se o substituinte tiver
eletronegatividade similar a C-1 figura 28. 3, ou eletronegatividade inferior a C-1 figura
28. 4, a molécula é estabilizada pelo préprio substituinte. Consta na literatura, um
estudo, que mediu os angulos das ligagdes C-1 — O-1 e C-1 — O-5 (SILVA, 2011). O
estudo afirma que, a ligagédo C-1 — O-1 é mais curta no anomero 3 e a ligagdo C-1 —
O-5 é mais curta no anomero a. Acreditamos que, o encurtamento C-1 — O-5, se deve
a interagcao C-1* ( C-1 parcialmente positivo), com os pares de elétrons livres de O-5,
quando C-1 esta ligado a um substituinte muito eletronegativo. Em contrapartida o
encurtamento da ligacao C-1 — O-1, pode ser causado, pela interagdo entre C-1 e um
substituinte menos eletronegativo ou com a mesma eletronegatividade, figura 28. 3 e
4, ou ainda em condigdes parecidas com a figura 28.5. Os resultados obtidos com a
D- glucose e com alguns monossacarideos em agua, podem ser explicados como
descrito na figura 28.5. Esta figura mostra uma ligagéo polar na hidroxila, entre o
hidrogénio e o oxigénio, figura 28.5c. Nesta ligacdo O-1 torna-se parcialmente
negativo e para se estabilizar, liga-se a C-1 que se encontra parcialmente positivo, por

estar ligada a O-5. Neste caso, a ligagao C-1 --- O-1 é curta, porque o ataque parte
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de O-1 em diregcdo a C-1. Tendo em conta que a ligagdo C-1 --- O-1 é curta no
an6mero B, esta condigcdo pode ser a responsavel pela produgdo majoritaria do
andémero B, em solugcdo aquosa. Nesta mesma ordem de ideias, pode-se entender,
porque a glicosidacao de Fischer realizada com a glucose ou a galactose, em metanol
produz majoritariamente o anémero metil-a-galp. A explicacdo consiste na alta
eletronegatividade do grupo alcoxido que possui alta eletronegatividade, mas
principalmente, porque O-1 estéa ligado a um grupo ativante (CH3) figura 28.2.b. Existe
também um outro estudo, provando, que quanto mais eletronegativo for o substituinte,
maior a chance de se produzir o anédmero a (SUNDBERG, 2007). Em suma, a
hiperconjugacao tem alguma relagao com o efeito anomérico, mas o que determina,

a ocorréncia do mesmo, seria o tipo de reagdo que ocorre entre o substituinte e C-1.

A partir das constatagdes e conclusdes tiradas a respeito do efeito anomérico
neste estudo, pode-se finalmente entender, porque os catalisadores acidos
heterogéneos utilizados neste estudo, assim como o tempo de reagdo e a
temperatura, influenciaram a produgdo dos produtos. Acreditamos que isso soO foi
possivel, por se tratar de um processo intermolecular ou seja, acontece no meio
reacional (ligagao glicosidica). Porém o mesmo nao aconteceria, se o efeito anomeérico
dependesse exclusivamente da hiperconjugacao entre C-1 e O-1 ou de qualquer outro
efeito intramolecular. Estas conclusdes, nos levam a crer que, alcoois com cadeias
carbdbnicas diferentes ou monossacarideos com estrutura quimica diferente, podem
produzir resultados bem diferentes. Esta constatagcdo esclarece igualmente, porque
0s pesquisadores citados no item 3.4.1, conseguiram inibir o efeito anomérico nas

suas reacdes, apos adicionarem reagentes, no meio reacional.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, avaliou-se a producdao do metil-a-Galp e do metil-B-Galp, na
glicosidagao de Fischer, catalisada por acidos heterogéneos. Todas as reag¢des foram
realizadas com a D-galactose e metanol como materiais iniciais. Os catalisadores
utilizados foram a silica-acido sulfurico, silica-acido clorossulfénico, resina catidnica
Amberlite-R120 e a alumina sulfurica. A variacdo das condi¢cdes reacionais foi
realizada em funcdo do catalisador, tempos de reacéo, temperaturas e quantidades
adicionadas de catalisador. Apos realizar as reagdes com todos os catalisadores,
concluiu-se que apenas as reacgdes catalisadas pela silica-acido sulfurico e pela silica-
acido clorossulfonico apresentaram variagao significativa na propor¢ao dos anomeros
metil-B-Galp e metil-a-G  alp. O estudo mostrou que o tempo de reacdo e a
temperatura, foram os parametros que mais influenciaram os resultados. A variagao
da quantidade de catalisador introduzida na reacdo somente alterou a recuperacao da
reacao, e ndo a variagao da producao dos produtos de interesse.

A avaliagao do efeito das diferentes temperaturas utilizadas indicou que em
temperaturas elevadas, houve o maior percentual de metil-Galps. Em temperatura
ambiente, formou-se majoritariamente a/B-Galf-oses e a/B-Galp-oses.

Quanto ao tempo de reagéo, em geral, houve um melhor consumo do material
inicial, a partir de 24 horas. As reagoes catalisadas pela silica-acido sulfurico tiveram
aumento gradativo do metil-B-Galp no produto da reagao entre 24 e 48 horas. Em 72
horas foi produzido apenas 0,73% do metil-a-Galp, contra ~17% do anémero metil-$3-
Galp, porém os produtos maijoritarios foram metil-Galf-oses. Foi igualmente observado
43% do metil-B-Galp e 56% do metil-a-Galp em 48 horas com a silica-acido sulfurico.

As reacgdes catalisadas pela silica-acido clorossulfénico, produziram um alto
percentual do anédmero metil-a-Galp em relagdo ao anémero metil-B-Galp, porém
observou-se que, com tempos de reagdao mais curtos, o percentual do metil-B-Galp
aumentou e o percentual do metil-a-Galp diminuiu. Em 5 horas produziu-se
majoritariamente o metil-B-Galp (~33% B / ~26% a). Com estes resultados pode se
concluir que com a glicosidagao de Fischer realizada nas condigdes reacionais
utilizadas neste estudo, utilizando-se de silica-acido sulfurico ou silica-acido
clorossulfonico, € possivel produzir majoritariamente metil-3-Galp.

O estudo demonstrou também a possibilidade de prever os produtos da

glicosidacao de Fischer utilizando-se o catalisador silica-acido sulfurico e o catalisador
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silica-acido clorossulfénico, em determinados tempos e temperatura. Os resultados
das reagdes com “molecular sieves” produziram majoritariamente a/B-Galf-oses e a/[3-
Galp-oses. Entretanto, houve muito material inicial remanescente, o que pode indicar
a importancia da agua nas reagdes de glicosilagdo. Os resultados das reacodes
realizadas com adigdo de agua, mostraram pouca formagédo de metil-galps e indicio
de reversibilidade, indicando que quantidades de agua muito elevadas podem
prejudicar a reagao. As reagOes realizadas com metanol seco, produziram
majoritariamente a/B-Galf-oses e a/B-Galp-oses e um grande numero de isdmeros. As
reagoes realizadas em ultrassom aconteceram em curto tempo, porém produziram
varios isbmeros em proporg¢oes relativamente proximas.

Em suma, os parametros mais importantes, que contribuiram grandemente no
estudo da variagdo da producdo de metil-Galps, foram o tipo de catalisador, a
temperatura e o tempo de reacdo. Apesar de ter sido possivel produzir
majoritariamente o anémero metil-B-Galp em 5 horas, com o0 uso da silica-acido
clorossulfénico, o rendimento desta reacéo foi prejudicado devido o curto tempo de
reacao aplicado. Portanto ¢é importante ressaltar que os resultados obtidos em 48 h /
64,7°C com 1g de silica-acido sulfurico e em 5 h / 64,7°C, com 0,59 da silica- acido
clorossulfénico, sédo inéditos, na glicosidacao de Fischer, realizada com a D-galactose
e metanol, porém podem melhorar, se forem utilizados equipamentos capazes de
controlar o volume de agua da reagao, ou equipamentos que permitem a realizagao

da reacdo em temperaturas acima da temperatura de refluxo do metanol.
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