UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

HERBERT MARTINS CARDOZO

SINTESE DE DERIVADOS DE CARBOIDRATOS FUNDAMENTADA NOS
PRECEITOS DA QUIMICA VERDE

Dissertacdo apresentada como requisito parcial para
a obtencdo do grau de Mestre em Quimica

Prof. Dr. Gustavo Pozza Silveira
Orientador

Porto alegre, Marco de 2016



A presente dissertacdo foi realizada inteiramente pelo autor, exceto as colaboragfes as quais
serdo devidamente citadas nos agradecimentos, no periodo entre (setembro/2013) e
(margo/2016), no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob
Orientacdo do Professor Doutor Gustavo Pozza Silveira. A dissertacdo foi julgada adequada
para a obtencdo do titulo de Mestre em Quimica pela seguinte banca examinadora:

Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. Diogo Seibert Liidtke Prof. Dr. José Eduardo Damas Martins

Prof. Dr. Marcus Mandolesi Sa Prof. Dr. Gustavo Pozza Silveira

Herbert Martins Cardozo



AGRADECIMENTOS

Quero agradecer, primeiramente, a UFRGS e ao Instituto de Quimica pela
oportunidade de realizar esse mestrado em seus laboratorios. A CAPES pelo auxilio

financeiro.

Agradeco a todas as pessoas que me apoiaram nesses dois anos e meio,
principalmente nos ultimos seis meses, os quais foram os mais dificeis de superar. A

todos os amigos e familiares que me suportaram e me ajudaram a seguir em frente.

Agradeco ao professor Gustavo Pozza pela oportunidade, orientacéo, paciéncia e

compreensdo durante todo esse tempo.

A minha familia, Sénia Mara, José Cardozo, Lucia, Gilda, Nathélia e Thiago
pela forca, apoio e pelas palavras de incentivo nos momentos mais dificeis. Aos amigos
Dede, Fifo, Gus, Supimpa, Jess, Mari, Vizi, Mei, Tasi, Bonato, Mendel e Feron pelas
horas de descontracéo e pelo apoio incondicional.

Aos colegas de laboratério, Fran, Carol, Shirley e Filipe, assim como todos os
ICs que passaram pelo K-210 e E-213 pela companhia e conversas durante as jornadas
de trabalho. Aos colegas Vini e Gi, que comegaram como colegas e terminaram como
grandes amigos, por mais do que eu posso botar em palavras. E aos colegas de corredor,

sempre presentes para um café e uma conversa.

E gostaria de finalmente agradecer, por motivos muito pessoas, ao Papa
Francisco que, por mais que eu ndo seja religioso, me tocou com suas palavras

motivacionais em um momento de grande provac¢do em minha vida.



LISTA DE TRABALHOS GERADOS A PARTIR DOS RESULTADQOS

Cardozo, H. M.; Ribeiro, T. F.; S4, M. M.; Sebrdo, D.; Nascimento, M. G.; Silveira, G.
P. Molecular Sieves Mediated Green Per-O-Acetylation of Carbohydrate Templates and
Lipase Catalyzed Regioselective Alcoholysis of 2,3,5-Tri-O-Acetl-D-Ribonolactone J.
Braz. Chem. Soc., 2015, 26, 755.

Silveira, G. P.; Cardozo, H. M.; Rossa, T. A.; S, M. M. D-Ribonolactone, A Versatile
Synthetic Precursor of Biologically Relevant Scaffolds Curr. Org. Synth., 2015, 12,
584.



SUMARIO

LISTADE TABELAS ...ttt ettt tte st e s e e aae e e naeeenneas Vi
ABREVIATURAS ..ttt et e aae e st e e s ae e e s e e e saae e e snaeeennnes vii
RESUMO ...ttt ettt e s e e s ae e e s be e e s be e e s abeeessaeeensseeesaeessaeenns viii
F N S I 2 ¥ G iX
Lo INErOAUGED. ...ttt ettt 1
2. ReViSA0 BIblIOGIafiCa........ccvirieieirieie s 4
0 A O 4 oo o [ =1 {0 1SR 4
2.1.1  D-RIDONOIACIONA ....cveeeieiieieesieeie e 6
2.2 Protecao de grupos fUNCIONGIS .......ccueeverueruerieieienieniesie et 10
2.2.1  ACHAGED ..ottt e 12
2.3 Peneiras moleculares, zedlitas e catélise heterogénea ...........ccccoeeeverecerennnee 13
2.4 ENZIMAS..iciiiieiiieieeiese ettt sttt sttt s e st et e e s e ae e e teetesnaenneenne s 15
T O U0 T [ Y =T (o - SRS 17
K@ o =) 1Y TS 20
3.1 ODJEUIVOS GEIAIS ..c.vvevereeerieeieeieseesieeee st erteeeesteesteseesteesseesaesseentesssesseenseensesseenses 20
3.2 ODbjetivos ESPECITICOS ....cvevverierieciesiectesteeeetete ettt 20
4.  Procedimento EXPErimental.........ccovieeeiieieeiesiese e 21
4.1 Per-O-acetilagtes utilizando Piridina.........cccecereeveeieniereee e 21
4.1.1 Procedimento Geral para todos os carboidratos utilizando-se piridina.......... 21
4.2 Acetilacdes utilizando peneira molecular 13X/KCl........covevevieiiiieiieeeeee 22
4.2.1 Preparacao da Peneira Molecular 13X/KCl .......cccovoeeiieieiieececeeeeee 22
4.3 Reciclabilidade da Peneira Molecular 13X/KCl.......ccocoviriinieniniinieneeieeeee 25
4.4 Desprotecao regioseletiva de 2,3-di-O-acetil-D-ribonolactona (46) utilizando
CAL B ..ottt b et et b et ae e se et nes 25
4.5 OXIdaga0 da D-TTD0SE ......oiueeiieieiieie e 26
4.5.1 Bromo MOIECUIAN ......cc.covuiiiiiieieee e e 26
4.5.2 SIS U8 DIOMO ..ot 26
4.5.3 N-BromosuCCINIMITA ......cccuerierieiienienieieeeriee et 27



5. RESUITAOS € DISCUSSAOD...ceeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e ee e et eeeeeraaa e eeeeeeeesaasnneeeeeeeeas 28

5.1 Acetilacao de carboidratos. .......ccueuieeerieiecereee e 28
5.1.1 Acetilacéo de D-ribonolactona utilizando piriding..........ccceceevvevenenenenennens 28
5.1.2 Prospeccao de peneiras MOIECUIAIES .........coeeveriereenieeieseeeeee e 29

5.1.3 Acetilagdo da D-ribonolactona utilizando-se peneira molecular 13X/KCl .... 31

5.1.4 Acetilacdo de derivados protegidos de D-ribonolactona..........c.cccceveevvenennee. 32
5.1.5 Acetilagdo de carboidratos NALUIAIS..........ceveeerieriereneneeieeeeeese e 33

5.2 Tratamento reaCiONAl .........ocueviirieiiieierieie e 37
5.3 Reciclabilidade da peneira molecular............cocooieveiinininnecccceeee 37
5.4 Desprotecdo regioseletiva por catalise enZimatica ...........cecveeeevveveeverieneseeeennen, 38
5.4.1 Reciclabilidade de enzimas na reacéo de desprotegdo seletiva..........c..c..c..... 41

5.5 OXidagao de CarbOIAIALOS. .......c.eeverrerierieeterieeitee et 42
5.5.1 SIS U8 DIOMIO ..ottt et nes 42
5.5.2 Oxidagéo da D-Ribose (8) utilizando N-bromosuccinimida .............cccev...... 43

5.6 ESCAIONAIMENTO ....o.veeuiieeiecieeie ettt ettt e e ae e sneeaesseenseenneas 46
5.6.1 Sintese da 2,3-di-O-acetil-D-ribonolactona (46) a partir da D-ribose (8)....... 46
CONCLUSAD. ...ttt sttt sttt 48
REFERENCIAS ...ttt sttt sttt sttt s nnns 50
ANEXOS ...ttt ettt bttt b ettt ne et nes 55



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Cana-de-acgucar, mel e beterraba, fontes de carboidratos............c.ccccceveivernnnen. 4
Figura 2. Glicose (1), um monossacarideo. Sacarose (2), dissacarideo composto por uma
unidade de glicose e uma unidade de frUtOSE. .......cccveeieiiiiieiieie e 5
Figura 3. Nucleosideo derivado da D-ribonolactona com atividade inibitdria ao agente
(oW [T g o W (ool - Vo USSR 5

Figura 4. Exemplos de carboidratos de grande interesse como blocos de constru¢do na

STNEESE OFQANICA. 1.vvevvevierteieite et e et e ettt e e et e e et et et e s beebeere e s e eseesee s e bestesreaneaneas 6
Figura 5. D-rIDONOIACIONA. .......ceeivieieiicci e 7
Figura 6. Exemplos de derivados de D-ribonolactona de interesse medicinal. ................ 9
Figura 7. Carvao ativado, silica gel, peneiras moleculares (beads)...........cccccocervvrvrinnne. 13
Figura 8. Representacdo da estrutura basica de uma peneira molecular. ....................... 14
Figura 9. Placa de CCD das acetilacdes com PM (AcOEt/hexano 1:1).........ccccceevveenene 30
Figura 10. Alcolise catalisada por CAL-B da 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40,
RMN TH, CDCl3, 300 MHZ).....covveeceeieicicecteteie st es st en et en st 41

Figura 11. Espectro de infravermelho da D-ribonolactona obtida pela reacdo de oxidagéo
COM SAUS U8 DIOMO. ...t re et e e e ns 43

Figura 12. Espectros de infravermelho de D-ribonolactona (9), Succinimida (49) e

reaGdo de 8 COM NBS. ... bbb 45
Figura 13. Espectro de RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) do bruto da reacdo de oxidagio
COM N BS. ettt b et e s b e e nb e et e e et e e nbeeenneeneas 46
Figura 14. Espectro de RMN !H da 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40) (CDCls,
010 1 OO 55
Figura 15. Espectro de RMN 3C da 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40) (CDCls,
K001V, ) TSRS 56
Figura 16. Espectro de RMN *H da 2,3-O-isopropilideno-5-acetil-D-ribonolactona (43)
(CDCI3, A00MH2).......ooeeeeeeeeeeeeeeeee e eneen e 57
Figura 17. Espectro de RMN *C da 2,3-O-isopropilideno-5-acetil-D-ribonolactona (43)
(CDCI3, L00MHZ)....coiiiiieieetesieeee ettt sttt te bt e e ne e e 58
Figura 18. Espectro de RMN !H da 2-acetil-3,4-O-benzilideno-D-ribonolactona (44)
(CDCl3, A00MHZ).....c.ccviieiecte ettt sttt be st be bt e b e 59



Figura 19. Espectro de RMN C da 2-acetil-3,4-O-benzilideno-D-ribonolactona (44)

(CDCI3, L00MHZ)....coiiviieieetesieeee ettt sttt ettt be b et eeresnens 60
Figura 20. Espectro de RMN !H da per-O-acetil-a/-D-glicopiranose (50) (CDCls,
AOOMHEZ) ...ttt bttt ettt bttt r e nes 61
Figura 21. Espectro de RMN *C da per-O-acetil-o/s-D-glicopiranose (50) (CDCls,
K001V, ) TSRS 62
Figura 22. Espectro de RMN !H da per-O-acetil-a/s-D-galactopiranose (51) (CDCls,
AOOMHEZ) ...ttt bttt ettt bttt renne s 63
Figura 23. Espectro de RMN 3C da per-O-acetil-o/s-D-galactopiranose (51) (CDCls,
(1010 /1 OO 64
Figura 24. Espectro de RMN H da per-O-acetil-a/B-D-manopiranose (52) (CDCls,
AOOMHEZ) ...ttt bbbttt R et bt ne e e e renne s 65
Figura 25. Espectro de RMN *3C da per-O-acetil-a/B-D-manopiranose (52) (CDCls,
K001V, ) TSRS 66
Figura 26. Espectro de RMN !H da per-O-acetil-a/8-D-xilopiranose (53) (CDCls,
AOOMHEZ) ...ttt bbbttt R et bt ne e e e renne s 67
Figura 27. Espectro de RMN 'H da per-O-acetil-a/3-D-xilopiranose (53) (CDCls,
K001V, ) TSROSO 68
Figura 28. Espectro de RMN H da per-O-acetil-g-D-ribofuranose (54) e da per-O-
acetil-p-D-ribopiranose (55) (CDCl3, 400 MHZ). .....cooiiiiiiiiiiicieeeee e 69
Figura 29. Espectro de RMN !H da 2,3-O-diacetil-D-ribonolactona (46) (CDCls, 400
IVIHZ) ..ottt 70
Figura 30. Espectro de RMN *C da 2,3-O-diacetil-D-ribonolactona (46) (CDCls, 100
1YL ) TSRS 71



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Preparacdo da D-ribonolactona (9) pela oxidacdo da D-ribose (8) e
(01T 172 To (oL TP RSO PRO TP TRPRPRON 8
Esquema 2. Sintese em duas etapas do derivado de D-ribonolactona 19 por acoplamento
aldol de Mukaiyama seguido de CICHZAGEOD. .........ceeveeeierieiiericiese e 9
Esquema 3. Benzilacdo e debenzilacdo de metil alfa-D-glucopiranose 26..................... 10
Esquema 4. Protecdo e desprotecdo seletiva de derivados de glicose com formacao de
DENZINABNO ACETAL ....oviieeee e 11
Esquema 5. Per-O-acetilacdo da glicose utilizando-se  piridina  como
catalisador/solvente, seguida de desprotecdo nao seletiva. ........cccccevveevvevenienesne s, 11
Esquema 6. Acetilacdo de nucleosideos com peneira molecular. ...........cccoceeeiveiieennens 15
Esquema 7. Desprotecédo seletiva de derivados acetilados de carboidratos utilizando-se
L1741 T LSS 16

Esquema 8. Desprotecdo seletiva de derivados acetilados de nucleosideos na presenca

de CAL-B e auséncia de tampao. .........ccceveiieiieiiiie i 17
Esquema 9. Mecanismo de acetilacdo catalisada por piridina.............ccccoevveveiiieiieennns 28
Esquema 10. Acetilacdo de nucleosideos utilizando PM 13X/KCl..........cccccevvvvivinnnne. 29
Esquema 11. Mecanismo da migragao 1,2-aCil. .........ccccoeeriniiininiiieeec e 30
Esquema 12. Esquema geral para acetilacdo de derivados de carboidratos. ................. 34

Esquema 13. Oxidacdo de alcoois por geracdo in situ de bromo molecular com sais de

0] 701 T SRRSO 42
Esquema 14. Reacéo de oxidacdo da D-ribose utilizando sais de bromo....................... 43
Esquema 15. Decomposicdo da N-bromosuccinimida (48)........ccccccvveviiieiveieiiieceenns 44
Esquema 16. Sintese em trés etapas de 46 a partir de 8. ..........cccccvevveveiievi v 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resultados preliminares dos testes com diferentes peneiras moleculares. ..... 29

Tabela 2. Resultados para acetilagdo da D-ribonolactona (9) com PM. ........cccceeereennee. 32
Tabela 3. Acetilacdo dos derivados 41 e 42 de D-ribonolactona..............cccccevvevverinenne. 33
Tabela 4. Per-O-acetilacdo de carboidratos naturais.?...........ccceeevevevieervscesieese e 36

Tabela 5. Rendimentos das reacOes de acetilagédo de D-ribonolactona (9) no teste de
FECICIADTIAATE. ... ..ot ne s 38
Tabela 6. Otimizacdo da quantidade de CAL-B na etanolise de 40 em 6 h.A................ 39
Tabela 7. Consumo de 40 (%) através da solvdlise em cada alcool utilizado na obtencéo
(0L OSSR 40

Vi



ABREVIATURAS

13X MS: Peneira Molecular 13X

13X/KCI: Peneira Molcular 13X com fons Na* trocados por K.

2-BuOH: 2-butanol

4A1000: Peneira Molecular 4A modificada a 1000 °C
Ac: Acetil

Ac.0: Anidrido Acético

ACN: Acetonitrila

AcOEt: Acetato de Etila

Bn: Benzila

CAL-B: Candida Antarctica lipase B
d: Dublete

dd: Duplo dublete

DMAP: Dimetil amino piridina
DMF: Dimetil formamida

EMAR-IES: Espectometro de Massas de Alta Resolugédo- lonizador Eletrospray

EtOH: Etanol

i-PrOH: Isopropanol

IV (FTIR): Infravermelho

J: Constante de acoplamento

MeOH: Metanol

NBS: N-Bromosuccinimida

n-BuOH: n-butanol

PM: Peneira molecular

RMN !H: Ressonancia magnética nuclear de préton
RMN 3C: Ressoancia magnética nuclear de carbono
t: triplete

Tf: Triflato

TFA: Acido trifluoroacético

0: deslocamento quimico

Vi



RESUMO

Este trabalho aprensenta a per-O-acetilagdo de carboidratos e derivados de
carboidratos através da utilizacdo de catalise heterogénea com peneira molecular em
uma reacdo sem solvente, baseada nos principios da Quimica Verde. A utilizacdo da
peneira molecular 13X/KCI como catalisador se mostrou mais eficaz do que o método
convencional que emprega excesso de piridina como solvente e DMAP como
catalisador, levando a obtencdo do produto apds 3 horas a 25 °C ou 1 hora a 50 °C. A
reacdo pode ser realizada em escala multigrama em baldo aberto. O catalisador é
facilmente revomido do meio reacional por filtracdo e reutilizado sem perda
significativa da atividade por, no minimo, quatro ciclos. Esta metodologia verde para
acetilacdo foi aplicada a D-ribonolactona e derivados, assim como carboidratos naturais.
Adicionalmente, apresenta-se a reacdo de desprotecdo regiosseletiva por etanolise
enzimatica da 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona, catalisada pela Candida Antarctica
lipase B. Estudou-se também duas novas metodologias, baseadas nos principios da
Quimica Verde, para a obtencdo da D-ribonolactona através da oxidacdo da D-ribose
utilizando geragdo in situ de bromo molecular, apartir de sais de bromo e N-

bromosuccinimida.
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ABSTRACT

The present work studies the reaction of per-O-acetylation of carbohydrate
derivatives with molecular sieves as heterogeneous catalysts under solvent-free
conditions, based on the principles of Green Chemistry. The use of 13X/KCI molecular
sieves was found to be more efficient than the excess of pyridine coupled with DMAP
normally employed in the conventional method, giving high yields of the expected
peracetylated product after 3 hours at 25 °C or 1 hour at 50 °C. The reaction can be
carried out in gram scale and open flask. The catalyst is readily separated from the
medium by filtration and can be reutilized without significant loss of activity. This
green procedure for acetylation was extended to D-ribonolactone derivatives and natural
carbohydrates. Additionally, the regioselective alcoholysis of acetyl groups catalyzed by
Candida Antarctica lipase B in EtOH is shown as part of the studies of the research
group. We also studied two new methodologies for the obtention of D-ribonolactone
through D-ribose oxidation by in situ generation of molecular bromine, from bromine

salts and N-bromosuccinimide.



1. Introducéo

Carboidratos sdo considerados blocos de construcdo atraentes em sintese
assimétrica ndo apenas por possuirem diversos grupos funcionais e centros
estereogénicos suscetiveis a diversas transformagdes mas também por sua
disponibilidade e baixo custo de produc&o a partir de matéria prima renovavel.! Mesmo
assim, um dos principais problemas associados ao uso de agucares naturais na sintese de
compostos mais elaborados € a possivel coexisténcia de diferentes isomeros em solucéo,
incluindo as formas ciclicas a- e B- lactol e estruturas de abertura de anel.? Por outro
lado, a oxidacdo do centro anomérico em pentoses e hexoses leva a lactona
correspondente em uma estratégia elegante para resolver o problema de lidar com
diferentes isomeros em solucéo. Assim, D-ribose pode ser oxidada por uma variedade de
métodos®® para produzir D-ribono-1,4-lactona, a qual vem sendo utilizada como um
bloco de construcio®’ na sintese de diversos produtos naturais®® assim como
compostos relevantes a quimica medicinal e & biologia quimica, incluindo nucleotideos

e C-ribonucleosideos como antivirais.!*2

O inconveniente relacionado a utilizagdo de carboidratos como blocos de
construcdo é a presenca de diferentes grupos hidroxila de reatividade similar, o que
frequentemente requer a aplicagdo de protocolos de protecdo e desprotecéo.'* Per-O-
acilacio de carboidratos é uma abordagem comum a este problema.’>'" De fato,
acucares totalmente acilados sdo intermediarios comuns na sintese de diversos
glicosideos naturais, oligossacarideos e glicoconjugados. Piridina é largamente utilizada
como catalisador em reacfes de acilacdo. Entretanto, a exposicdo prolongada a este
reagente pode causar cancer e infertilidade em homens.'® Trietilamina em combinagio
com 4-(dimetilamino)piridina (DMAP) e acetonitrila (ACN) €é uma alternativa
importante ao uso de piridina na per-O-acilacdo.!® Mesmo assim, a necessidade da
utilizacdo desses reagentes em excesso gera maiores preocupagdes econdmicas e
ambientais, alem de demandarem tratamento aquoso. Portanto, novas metodologias
sintéticas precisam ser desenvolvidas visando diminuir o uso de piridina e seus

derivados em sintese orgénica.



Catélise heterogénea esta sendo adotada como uma metodologia alternativa para
a acilacdo devido a maiores vantagens relacionadas a seu uso, incluindo separagéo
simples do catalisador heterogéneo do recipiente reacional por filtragdo no final do
processo, podendo ser empregado novamente em uma nova batelada da reagdo com
minima purificacdo/reativacdo, ou até sem tal necessidade, representando ganho
econdmico e ambiental. Portanto, peneiras moleculares (PM), as quais possuem
diversos sitios cataliticos no interior de suas estruturas,?® vém sendo empregadas com
sucesso na acilacdo de carboidratos,® nucleosideos,? alcoois e fen6is.?>?®* O carater
basico apresentado por algumas PM ¢é geralmente associado a existéncia de atomos de
oxigénio carregados negativamente, ligados covalentemente a atomos de silicio e

aluminio.?*

Lipase B, obtida da Candida Antarctica (CAL-B) é uma enzima largamente
utilizada em transformacfes biocatalisadas, exibindo alto grau de seletividade,
possuindo ainda potencial para uso em reacbes de hidrélise e alcolise®® envolvendo
derivados de carboidratos acilados?®? e nucleosideos.?®*° Assim como as PM, estes
biocatalisadores heterogéneos podem ser facilmente separados do meio reacional e

reutilizados por varios ciclos.

D-Ribonolactona € obtida primariamente a partir da oxidacdo da D-ribose
utilizando-se reagentes nocivos ao ser humano e ao meio ambiente, como o bromo
molecular, ou catalisadores metalicos, como paladio.®> Portanto, ha a necessidade de se
desenvolver novas metodologias, de carater verde, para a obtencdo da D-ribonolactona
de forma pratica e economicamente vidvel. A oxidacdo de alcoois a partir de sais de
bromo como o NaBr e o NaBrOs vem se mostrado promissora como alternativa na
utilizacdo de bromo molecular. Ao mesmo tempo, a utilizacdo de N-bromosuccinimida
como agente oxidante em alcoois e fendis apresenta vantagens como o manuseio do
reagente, condicOes brandas de reacdo e facil separacdo do subproduto do meio

reacional 3!

Como parte do interesse de nosso grupo de pesquisa em desenvolver
metodologias sintéticas para evitar a utilizacdo de protocolos de protecdo e desprote¢do
de derivados de carboidratos,'* aliada ao desenvolvimento de transformagdes quimicas
que ndo requeiram reagentes nocivos ou técnicas complexas de purificacdo e assim

evitar a geracdo de residos toxicos,??3? o presente trabalho visa trazer uma metodologia



livre de solvente e sem utilizacao de piridina para a per-O-acetilacdo da D-ribonolactona
e um grupo representativo de pentoses e hexoses, atraves das reacdo com anidrido
acético catalisada por PM. Desenvolvemos também uma metodologia de alcolise
regioseletiva do derivado 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona catalizada por CAL-B na
obtencdo seletiva de 2,3-di-O-acetil-D-ribonolactona e a preparacdo da D-ribonolactona

através da oxidagdo da D-ribose sem a utilizacdo de bromo molecular.



2. Revisdo Bibliogréfica

2.1 Carboidratos

Acucares sdo conhecidos pela humanidade desde tempos pré-historicos, com
pinturas da era da pedra que mostravam situagdes comuns a época como a colheita do
mel (composto principalmente de glicose, frutose e sacarose), e hierdglicos egipcios
antigos demonstrando seu processamento. Também, o uso de mel (Figura 1) na india é
reportado nos mais antigos manuscritos, assim como referéncias biblicas descrevem a
Palestina como uma terra onde havia larga utilizacdo de mel e leite, na época do Velho
testamento. O cultivo da cana-de-aglcar e 0 uso da sacarose como agente adocante
parece ter se espalhado pelo nordeste da India, onde o plantio se estabeleceu por volta
de 300 d.C até a China e Egito. Refinarias de agucar a partir da cana-de-agucar se
tornaram comuns em paises em desenvolvimento e, no final do século 18, a beterraba se
estabeleceu na Europa como fonte de acglcar, enquanto a cana-de-aclcar permaneceu

exclusiva de regides tropicais e semi-tropicais.

Figura 1. Cana-de-agUcar, mel e beterraba, fontes de carboidratos.

O termo carboidrato abrange um grupo bem definido de substéncias organicas
composto por poli-hidroxi-aldeidos e poli-hidroxi-cetonas alifaticas, além de compostos
obtidos a partir destes pela reducdo do grupo carbonila ou pela oxidacdo de um ou mais
grupos terminais para formar acidos carboxilicos (Figura 2). Eles podem ser separados
em dois grupos: monossacarideos, que ndo podem ser divididos em unidades menores
pelo tratamento com solucbes &cidas e sacarideos complexos (oligossacarideos e
polissacarideos), formados por dois ou mais monossacarideos unidos por uma ligacdo

acetal (glicosidica) que podem ser separados por hidrolise.



Figura 2. Glicose (1), um monossacarideo. Sacarose (2), dissacarideo composto por uma
unidade de glicose e uma unidade de frutose.

Outrora considerados como moléculas de baixo interesse nos estudos de
quimica, os carboidratos hoje sdo vistos como uma poderosa ferramenta na sintese
organica, largamente estudados e utilizados como blocos de construgcdo em diversas
areas da quimica, como a sintese de compostos bioativos,® com atividade antiviral
antineoplasica,®® e antibacteriana.®® Esses derivados mostraram-se eficazes também na
inibicdo de enzimas essenciais ao metabolismo de parasitas responsaveis pela
propagacdo de doencas, como a doenca de Chagas (Figura 3).1* Devido a presenca de
diversos centros estereogénicos, os carboidratos vem sendo alvos de um crescente
estudo em sintese assimetrica. Além disso, seu baixo custo de producdo, abundéncia e
facilidade com a qual séo obtidos com alto grau de pureza fazem destes matérias primas
de alto interesse. Alguns carboidratos de baixa massa molecular como maltose, lactose e
glicose (Figura 4) podem ser obtidos comercialmente com alta pureza em grandes
quantidades. Devido a presenca de diversos grupos hidroxil, carboidratos sdo altamente
solveis em agua, considerado o melhor solvente a ser utilizado em reacdes, segundo 0s

preceitos da Quimica Verde.%
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Figura 3. Nucleosideo derivado da D-ribonolactona com atividade inibitdria ao agente
da doenca de chagas.



Existem diversos obstaculos na utilizacdo de carboidratos na sintese organica,
como sua limitada solubilidade na maiorias dos solventes ndo polares préticos, o que
diminui o espectro de transformacdes que podem ser realizadas. A maiorias das reagoes
de oxidacdo, por exemplo, ndo sdo possiveis em solventes proticos. A presenca de
muitos grupos funcionais, e na grande parte das vezes redundante (muitas hidroxilas)
também se mostra uma desvantagem. A maioria dos carbonos no anel sdo assimétricos e
possuem reatividade semelhantes, dificultando a seletividade nas reacbes. Portanto,
diferencas de reatividade dos varios grupos hidroxila necessitam ser consideradas. A
presenca de diversos grupos funcionais também pode levar a processos indesejados
como a isomerizagdo por rearranjo, expansao e contracdo de anel (piranoses e
furanoses) e migracdo de grupos funcionais. Muito comumente é necessario empregar
uma série de protocolos de protecdo de desprotecdo dos grupos funcionais para

controlar processos indesejados.®’

" e %

D-glicose D-galactose D-manose D-xilose
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Figura 4. Exemplos de carboidratos de grande interesse como blocos de construcdo na

sintese organica.

2.1.1 D-Ribonolactona

Uma das formas de diminuir a probleméatica com protocolos de protecdo e
desprotecdo na utilizacdo de carboidratos em sintese organica é obter o centro
anomérico em um estado maior de oxidagéo, controlando assim 0 nimero de tautdmeros
em equilibrio.® D-ribonolactona (9), ou D-ribono-y-lactona é uma aldonolactona
comerciamente disponivel derivada da D-ribose, onde o carbono anomérico se encontra

em um estado maior de oxidagao (Figura 5).
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Figura 5. D-ribonolactona.

Embora algumas metodologias para a preparacdo da D-ribonolactona (9) e seus
derivados tenham sido reportadas, elas ainda necessitam de melhorias no que concerne a
toxicidade dos reagentes e a utilizacdo de catalisadores metalicos caros na sintese em
grande escala. A metodologia mais utilizada na obtencdo da D-ribonolactona (9)
consiste na oxidagdo do centro anomérico da D-ribose (8) utilizando bromo molecular
(Br2).>* Por exemplo, a sintese em escala de quilograma da isopropilideno L-
lixonolactona (13), precursor do analogo azagucar da deoxynojirimycin (14), partiu da
oxidacdo da D-ribose (8) em D-ribonolactona (9) com Brz (Esquema 1, método A).
Entretando, o uso de Br, apresenta muitas desvantagens devido ao carater periculoso,
alta toxicidade e restricbes regulamentares. Para resolver os problemas relacionados ao
uso de Bry, foi desenvolvida uma metodologia, pelo nosso grupo de pesquisa, de
geracdo in situ de quantidades cataliticas de bromo molecular através da combinacao de
NaBr e NaBrOs na presenga de H2SOj4, seguida da adigdo de 30% H20. (Esquema 1,
método B).%

O uso de iodo molecular como oxidante, que é menos toxico e mais facilmente
manipulavel do que bromo molecular, pode ser vantajoso. De fato, a oxidacdo de uma
série de derivados de carboidratos foi recentemente demonstrada.*® Embora a
preparacdo de D-ribonolactona (8) ndo tenha sido reportada, seu acetonideo 15 foi
obtida através da oxidacdo do lactol correspondente 16 utilizando 1> seguido da
neutralizacdo do excesso de oxidante empregado (3 equiv) com uma solucdo de
Na.S203 (Esquema 1, método C). Entretando, o tratamento aquoso necessario levou a
uma perda de massa e rendimentos reduzidos devido a alta solubilidade do derivado 15
em agua e, simultaneamente, sua baixa solubilidade em acetato de etila, solvente

utilizado na extracdo do mesmo.

Um método para oxidacdo de D-ribose (8) catalisada por paladio foi
desenvolvida recentemente, porém neste caso a D-ribonolactona (9) foi isolada como
seu sal D-ribonato 17, que foi subsequentemente ciclizado ao acetonideo 15, na

obtencdo da L-lixose.> Os autores reportaram que o uso de catalisadores bimetalicos de



paladio-bismuto sdo mais resistentes ao envenenamento e podem ser reutilizados
(Esquema 1, método D)
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A: Bry, NaHCO3 H,0, 0-5 °C (81%).

B: i. NaBr, NaBrOs, HySO,, HyO; ii. 30% H,0, (70%).

C: Iy, K,CO3, CH,Cly (80%).

D: Pd-Bi/C, KOH, O,, H,0, 50 °C (95%).

E: RhH(PPhs),, PhCH=CHCOCHS, (18), DMF, Ar, 40 °C (99%).

Esquema 1. Preparagédo da D-ribonolactona (9) pela oxidagao da D-ribose (8) e
derivados.

Numa abordagem diferente, a sintese de D-ribonolactona (9) por transferéncia de
hidreto a partir da D-ribose (8) para benzalacetona 19 usando quantidades cataliticas de
RhH(PPhs)s resultou numa mistura quantitativa equimolar de D-ribonolactona (9) e a
cetona saturada correspondente  (4-fenil-2-butanona).**  Apo6s purificagio por
cromatografia em coluna flash, 9 foi obtida quantitativamente (Esquema 1, método E)

MacMillan e colaboradores apresentaram uma nova estratégia na preparacao de
uma variedade de D-pentonolactonas, como 19, baseado na reacdo de Mukaiyama
mediada por titanio (IV) entre um silil ceteno acetal 20 com «,f-dioxialdeido 21 , que
pode ser obtido pela a-oxidagdo enantiosseletiva de alcoois.*>* Subsequente ciclizaco
do fS-hidroxiester 22 usando uma combinacao de zinco metalico e acido trifluoroacético
resultaram em pentonolactonas como a 2-O-metil-2-O-benzil D-ribonolactona (19,
Esquema 2).
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Esquema 2. Sintese em duas etapas do derivado de D-ribonolactona 19 por acoplamento
aldol de Mukaiyama seguido de ciclizacéo.

D-Ribonolactona vem sendo utilizada como bloco de contrucao quiral na sintese
de diversos produtos naturais complexos como malayamycin (23) e neplanocin (24)
(Figura 6),** assim como na sintese de compostos relevantes para a quimica medicinal e
quimica biolégica, como nucleotideos e C-ribonucleosideos, empregados como

antivirais. 1113
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Figura 6. Exemplos de derivados de D-ribonolactona de interesse medicinal.

Uma das grandes problematicas que permanece com a utilizacdo de D-
ribonolactona (9) como bloco de construcdo quiral é a necessidade de aplicacdo de
protocolos de protecdo e desprotecdo para as trés hidroxilas presentes em sua estrutura,
que por muitas vezes utilizam reagentes e solventes nocivos a salde humana e ao meio
ambiente. Tendo em vista a crescende aplicabilidade de tal substrato, percebe-se a
necessidade de desenvolver e aprimorar novas metodologias de transformacdo deste

composto, de uma forma simples, limpa e economicamente viavel.



2.2 Protecao de grupos funcionais

Grupos protetores e estratégias de protecdo sdo componentes importantes na
sintese total de moléculas orgéanicas. Isto é ainda mais acentuado para a quimica de
carboidratos devido a presenca de um grande numero de grupos funcionais, em sua
maioria iguais (grupos hidroxila), que necessitam de estratégias de protecdo
regiosseletivas trabalhosas.*® Além dos problemas associados a protecdo de varios
grupos funcionais para se manter apenas um grupo reativo, como na glicosilagdo
seletiva, outros pontos devem ser considerados. Grupos protetores ndo sé protegem
como também conferem outras propriedades a molécula. Por exemplo, aumentam ou
diminuem a reatividade, solubilidade em diferentes solventes, ou até mesmo participam
das reacGes, podendo influenciar no resultado estereoquimico da reacdo. Por exemplo,

doadores glicosidicos acetilados sdo menos reativos do que os acilados.

Os grupos protetores mais utilizados na quimica de carboidratos sdo os éteres, 0s
acetais e os ésteres. O método mais comum de eterificacdo, a benzilacdo, € geralmente
realizada em meio fortemente basico. Tratamento do a-metil glicosideo 26 com brometo
de benzila em presenca de hidreto de s6dio em DMF levou ao produto per-benzilado em
81% rendimento. Por sua vez, desprotecdo seletiva ocorreu pela hidrogenacdo de 27
empregando-se hidrogénio molecular e paladio suportado sob carbono como catalisador.
Alternativamente, o metil glicosideo 27 foi obtido pela desbenzilacdo seletiva utilizando
condicBes mais drasticas como o emprego de aménia liquida e s6dio metalico (Esquema
3). Alternativas menos bésicas, como o emprego de Ag.0 ou triflatos de bezila sdo
possiveis, porém apresentam uma menor eficiéncia, sendo geralmente utilizados para a
introducdo de um, ou poucos, grupos benzila. Sdo altamente estaveis e necessitam de
acidos fortes para a desprotecdo, sendo O processo mais comum através da
hidrogenolise catalitica, com o auxilio de catalisadores de paladio.*®

HO O OMe BnO O OMe 1 Pd(CYEIOH  HO O wOMe
K " BnBr/NaH/DMF - " ou w -
HO OH —— = BnO OBn NaRHall) HO OH

OH OBn OH
26 27 26

Esquema 3. Benzilacdo e debenzilacdo de metil alfa-D-glucopiranose 26.
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A utilizacdo de grupos benzilideno e isopropilideno sdo os mais comuns na
protecdo simultanea de dois grupos hidroxila adjacentes. A introducgdo do acetal é feita
utilizando-se aldeido ou dimetdxi acetal com catélise acida (Esquema 4). J& a prote¢do
com isopropilideno pode ser obtida utilizando-se 1-metoxi-1-propeno, sendo possivel a
utilizagdo de acetona, embora com rendimentos menores.*® A desprotecdo é realizada
por hidrolise acida com &cido acético sob aquecimento ou com acido trifluoroacético a 0
°C, por exemplo (Esquema 4).

OMe
HO N O OMe P HT NGO Lonc (ag), 7000 HOT N O OMe
OMe —
HO" “'OH o Ph)\o“‘ “'OH ou TFA, 0°C HO" "OH
OH ou )J\ ,H* OH OH
26 Ph™ "H 28 26

Esquema 4. Protecdo e desprotecéo seletiva de derivados de glicose com formacao de
benzilideno acetal.

Per-O-acetilacdo é frequentemente utilizada na protecdo de carboidratos e é
geralmente realizada empregando-se anidrido acético como reagente na presenca de
catalisadores basicos como piridina (Esquema 5) e DMAP.*" Entretanto, lidar com
grandes volumes de piridina e outros catalisadores homogéneos é problematico devido
sua toxicidade e a necessidade do emprego de solucdes &cidas para a recuperacdo da
mesma. Portanto, métodos alternativos de protecdo de grupos hidroxil vem sendo
desenvolvidos utilizando-se condi¢bes brandas, diminuicdo das quantidades de
reagentes, recuperacdo de catalisador e diminuicdo da geracdo de residuos toxicos que

s30 nocivos ao meio ambiente.*®

o .OH O .OAc

HO Ac,O/piridina ~ AcO
* }'/ - = \\‘ l’/
HO' OH  Ac,O/HCIO, (cat)  AcO OAc
OH OAc
1 29 1

Esquema 5. Per-O-acetilagéo da glicose utilizando-se piridina como
catalisador/solvente, seguida de desprotecdo néo seletiva.
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2.2.1 Acilacéo

Esterificacdo pode ser considerada como a transformag&o de &cidos carboxilicos,
ou seus derivados em ésteres. Esta pratica ¢ realizada na sintese de produtos naturais, na
protecdo ou resolucdo cinética de acidos carboxilicos e na industria de acidos graxos.
Entretanto, sua reacdo homdloga — a transformacdo de alcoois em ésteres, como na

acilagdo protetiva de grupos hidroxila — é igualmente importante.*’

2.2.1.1  Acetilacéo

Dentre os varios grupos protetores usados na protecdo de hidroxilas o grupo
acetil € um dos mais comuns devido sua estabilidade em condi¢des reacionais acidas e
por ser de facil remogdo por hidrolise alcalina branda. A combinacdo mais simples de
reagentes utilizados em acetilacdo emprega anidrido acético na presenca de um
catalisador 4cido ou basico,*® podendo-se também empregar &cidos carboxilicos e

cloretos de &cido.*’

A protecdo de alcoois pela adicdo de grupo acetil é feita, geralmente, reagindo-
se 0 éalcool com anidrido acético na presenca de uma base como piridina ou
trietilamina.®® Devido a grande demanda por métodos mais seletivos, sensiveis e
eficientes para a protecdo de grupos hidroxila, novos procedimentos foram
desenvolvidos para esta reacdo. Destaca-se a utilizacdo de catalisadores nucleofilicos a
base de fdsforo,®* além de uma variedade de &cidos de Lewis como CoCly,*
TiCls/AgClO4,>®  MesSiCl**  LiCl04,%® Sc(OTf)3,*® MeSiOTf> In(OTf)3,%® e
Cu(OTf)..%®

A crescente procura pela sintese de derivados de carboidratos é acompanhada
pela necessidade de se desenvolver metodologias mais limpas, que ndo utilizem
reagentes toxicos, reduzam a quantidade de residuo, facilitem a obtencdo do produto em
alta pureza e que possuam rendimentos proximos as metodologias usuais.!” A utilizagéo
de solidos inorganicos como catalisadores heterogéneos na sintese organica vem sendo
largamante pesquisada. Heteropoliacidos,®® zeélitas e peneiras moleculares vem
mostrando capacidade de atuar como catalisadores para transformagdes organicas em

fase liquida. Por exemplo, na esterificagdo de &lcoois e fensis,®* carboidratos!’ e
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nucleosideos.?? As vantagens desses catalisadores heterogéneos sobre os sistemas
homogéneos incluem estabilidade, facil manuseio, auséncia de corrosao e outros perigos

ambientais, e ainda facil recuperacio e regeneracdo do catalisador.’

2.3 Peneiras moleculares, zeolitas e catalise heterogénea

Peneiras moleculares sdo materiais porosos capazes de absorver seletivamente
grandes quantidades de certos compostos, sendo amplamente utilizados em separacdes
de misturas liquidas ou gasosas. A seletividade da peneira molecular é determinada pelo
tamanho de seus poros. Moléculas com um didmetro critico menor do que o tamanho do
poro serdo absorvidas, enquanto moléculas maiores serdo excluidas. Embora materiais
como carvao ativado, géis inorganicos (silica gel ou 6xido de aluminio ativado, Figura
7) e aluminosilicatos cristalinos (zedlitas) possuam tais propriedades, o termo “peneira

molecular” tem sido largamente utilizado para descrever o ltimo grupo.®?

Figura 7. Carvao ativado, silica gel, peneiras moleculares (beads).

Em termos quimicos, peneiras moleculares sdo solidos aluminosilicatos
cristalinos que possuem uma rede tridimensional interconectada por estruturas
tetraédricas do tipo TO4, onde T representa atomos de silicio ou aluminio, unidos entre
si através de atomos de oxigénio comuns entre si (Figura 8).%° Sendo o aliminio
trivalente, os tetraedros AlOs induzem cargas negativas na estrutura, que Ss&o
neutralizadas por cations de compensacdo. Estes cations, juntamente com as moléculas
de agua, adsorbatos e sais estdo localizados nos canais e cavidades desta estrutura

microporosa (Figura 8).
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Figura 8. Representacéo da estrutura basica de uma peneira molecular.?

Sua propriedades de troca ibnica, capacidade de adsorcdo, seletividade e
atividade catalitica sdo essencialmente determinadas por sua estrutura. Por apresentarem
diversos tipos de estrutura basica em sua rede cristalina, um método de classificagdo de
zedlitas por tipo de estrutura foi proposto por Meier e Olson em 1970,% baseado na
simples descricdo da conectividade dos atomos coordenados tetraedricamente na
estrutura na maior simetria possivel. E utilizado um sistema de codigo de 3 letras para
caracterizar cada estrutura, atribuido por uma comissdo estrutural da Associacdo
Internacional de Zeolitas, e registradas em um banco de dados,®* contendo diversas
informacBes sobre cada tipo. Até o presente momento encontram-se registrados 229

tipos estruturais diferentes de zedlitas.

As peneiras moleculares podem apresentar carater predominante &cido ou
basico. Acidez superficial € possivelmente a propriedade mais importante das zedlitas, a
julgar do ponto de vista de sua aplicacdo em catélise. De fato, foi a substituicdo de
catalisadores amorfos de silica-alumina por zedlitas acidas do tipo faujita no processo
de cragueamento catalitico fluidizado de frac6es de petrdleo que iniciou a sua utilizacédo
como catalisadores na industria.®® Nas peneiras moleculares alumisilicatos, os atomos
de Si* e os atomos de Oz da estrutura formam uma rede tetraédrica neutra. Porém, se
alguns cétions de silicio forem substituidos por Al*3 | a carga formal do tetraedro passa
a ser negativa. Essa carga negativa é balanceada por um cation metélico ou por um
préton de hidroxila formando um sitio &cido de Lewis fraco ou &cido de Bronsted forte,
respectivamente.”? Protons das hidroxilas agindo como &cidos de Bronsted estdo
localizados nos oxigénios que conectam cétios de silicio e aluminio tetraedricamente no
esqueleto da estrutura. Essas hidroxilas sdo chamadas de hidroxilas estruturais ou
conectivas (SiOHAL).%®

Os sitios basicos em zedlitas estdo associados aos anions oxigénio pertencentes a

rede. Neste caso, por serem intrinsecos, 0 numero de sitios basicos é igual ao nimero de

14



atomos de aluminio na estrutura. A forca desses sitios depende, entre outros fatores, da
acidez do cation M" neutralizando a carga do oxigénio. Por apresentar sitios acido-
basicos conjugados,®® quanto menor a acidez do cation M*, maior a basicidade do anion
oxigénio. A acidez do cation M* diminui quando seu raio é aumentado, distribuindo sua
carga positiva em um volume maior. Para metais alcalinos presentes em zeolitas a
basicidade do oxigénio de rede aumenta na ordem Li < Na < K < Rb < Cs.%’

Sé e colaboradores utilizaram peneiras moleculares de carater basico na per-O-
acetilacdo de nucleosideos. Este um exemplo de metodologia simples, limpa, barata e
que resulta em altos rendimentos reacionais, estando portanto dentro dos preceitos
preconizados na Quimica Verde (Esquema 6).22 Entre as peneiras utilizadas, as de
carater mais béasico se mostraram mais eficazes. Portanto, foram submetidas a
tratamento de troca idbnica com potassio, apresentando assim maior atividade catalitica
do que as peneiras comerciais andlogas produzindo nucleosideos acetilados em maiores
rendimentos numa série de reac6es, comparando-se diferentes peneiras moleculares. Em
particular, a peneira molecular comercial 13X-MS e sua anéloga 13X/KCI, obtida

através de troca ibnica com potassio, apresentaram maior eficiéncia.?!:??

—N —N
o I o o I o
N/ Acy0 N
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Molecular
H H

30 31

Esquema 6. Acetilacdo de nucleosideos com peneira molecular.

2.4 Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas que atuam como catalisadores em reacgdes
quimicas em seres vivos. S80 parte importante do metabolismo, responsaveis por
transformacgfes desde a producdo de energia até a duplicacdo do DNA e RNA em
células. Seus sitios ativos altamente seletivos promovem reacBes com substratos
especificos dependentes da estereoquimica, e sdo sensiveis a pequenas variagdes nas
condigdes reacionais, como o pH e a temperatura do meio, tornando-se inativas em

condigdes extremas dos mesmos.
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Além de suas propriedades estereodiscriminantes, enzimas sdo capazes de
realizar transformacOes altamente regiosseletivas. Atuando em condicGes neutras e de
acidez e basicidade brandas combinam uma alta seletividade nas reagGes que catalisam
com uma grande compatibilidade de substratos diferentes. Assim, a aplicacdo desses
biocatalisadores na protecdo e desprotecdo de substratos organicos sao uma alternativa
viavel aos métodos quimicos classicos. Um exemplo disso € a desprotecdo seletiva de
derivados per-O-acetilados de glicosideos, como o per-O-acetil-a-D-metil glicosideo 32,
onde a desprotecdo seletiva na hidroxila do carbono 6 € obtida através da reacdo com a
Candida rugosa lipase em tampédo de fosfato 0.1 M (Esquema 7). Analogamente, €
possivel obter a desprotecdo seletiva da hidroxila no carbono anomérico da per-O-
acetil-a-D-glicopiranose utilizando-se a Porcine pancreatic lipase em uma solucdo de

tampéao fosfato 0.5M e 10% DMF, com bons rendimentos (Esquema 7).

Oo._..OM o._ .OM
AcO * e HO " e
ACO™ “OAG Candida rugosa lipase . AO" “OAC
OAc Tampéo fosfato 0.1 M, 91% OAc
32 33
OA H
AcO O nOAe HO O 0
‘ ' Porcine pancreatic lipase _ (
AcO OAc Tampao fosfato 0.5 M, 10% DMF AcO OAc
OAc 70% OAc
34 35

Esquema 7. Desprotecdo seletiva de derivados acetilados de carboidratos utilizando-se
enzimas.

Lipase B da Candida Antarctica € uma enzima largamente utilizada em
transformacdes biocatalisadas, mostrando um alto grau de seletividade, possuindo um
grande potencial em reacgdes de hidrolie e alcdlise?* envolvendo derivados acilados de
carboidratos e nucleosideos. Zinni e colaboradores demonstraram a desprotecao seletiva
de diversos nucleosideos, como a 3’,5’-di-O-acetil-2-deoxiadenosina (36), em
condi¢des brandas, sem a necessidade de emprego de solucdo tampédo de fosfato

(Esquema 8).%°
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Esquema 8. Desprotecao seletiva de derivados acetilados de nucleosideos na presenca
de CAL-B e auséncia de tampao.

Além de promover rea¢des quimicas altamente seletivas em condic¢des brandas e
evitando a utilizagcdo de reagentes quimicos nocivos a salde e ao meio ambiente, as
enzimas suportadas em uma matriz sélida, assim como a peneira moleculas, sdo
catalisadores heterogéneos facilmente separaveis do meio reacional, podendo ser
reutilizados em por varios ciclos, levando assim a sintese organica um passo adiante nos

principios da Quimica Verde.

2.5 Quimica Verde

Quimica Verde é uma filosofia imbuida no planejamento de produtos e
processos quimicos visando a reducdo ou eliminacdo do uso e geracdo de residuos
nocivos a satde e ao meio ambiente. Ela se aplica em todas as etapas do ciclo de vida de
um produto quimico, incluindo concepgéo, manufatura e descarte. Também é conhecida

como quimica sustentavel.®®

Com o intuito de prevenir poluicdo em nivel molecular, os preceitos da quimica
verde se aplicam a todas as areas da quimica, e ndo a uma disciplina em particular,
incentivando solucgdes cientificas inovadoras a problemas ambientais reais para reduzir
0 impacto negativo de produtos e processos quimicas na salude humana e no meio

ambiente.

Quimica Verde é um conceito diferente de processos de remediacgéo (limpeza da
poluicdo). Esses envolvem o tratamento de residuos ou a limpeza de vazamentos no
meio ambiente, incluindo a separacdo de residuos danosos de outros materiais, tratando-
0s até que ndo sejam mais perigosos, ou concentrando-os para posterior descarte de

forma segura. Remediagdo remove os materiais nocivos do meio ambiente, enquanto
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que a quimica verde trabalha para manté-los fora do ambiente desde o inicio. Embora a
maioria das medidas de remediacdo ndo envolvem Quimica Verde, se uma tecnologia
reduz ou elemina o uso de produtos quimicos nocivos utilizados na limpeza de
contaminantes ambientais, essa tecnologia se qualifica dentro dos preceitos da Quimica
Verde. Um exemplo disso é a substitui¢cdo de um adsorvente (quimico) usado na captura
de mercurio no ar para descarte seguro por um adsorvente ndo nocivo, mesmo que de
menor eficiéncia. Usar o adsorvente ndo nocivo significa que o adsorvente nocivo nao
precisa ser fabricado, assim a tecnologia de remediacdo se encaixe nas definicdes de

Quimica Verde.
2.4.1 Os doze principios da Quimica Verde

Propostos pela primeira vez por Paul Anastas e John Warner,’® os doze
principios da Quimica Verde levam em consideracdo as diferentes formas onde é
possivel reduzir o impacto da inddstria quimica ao meio ambiente e a saude, além de
apontar as prioridades do desenvolvimento de novas tecnologias quimicas. Estes

principios demonstram a largura do conceito de quimica verde:

1 Prevenir desperdicio: planejamento da sintese visando a minimizacdo da geracao de

residuo, sendo a maior meta a criacdo de um processo que ndo gere qualquer tipo de

residuo para ser tratado ou descartado.

2 Maximizar economia atdmica: planejamento da sintese para que o produto final

contenha a proporcdo méxima dos materiais de partida, ou seja, a maioria dos a&tomos

dos produtos de partida se encontram no produto final.

3 Projetar sinteses menos nocivas: planejar sinteses que utilizem substancias de baixa

ou nenhuma toxicidade para seres humanos ou para 0 meio ambiente.

4 Projetar produtos seguros: planejamento de produtos quimicos que sdo completamente

efetivos, porém de baixa ou nenhuma toxicidade.

5 Usar solventes e condi¢des reacionais mais sequras: evitar utilizar solventes, agentes

de separagdo e outros auxiliares quimicos. Se for necessario utilizar esses produtos, usar

produtos mais seguros.

6 Aumentar eficiéncia energética: realizar reacfes a temperatura e pressdo ambientes

sempre que possivel.
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7 Usar matéria-prima renovavel: utilizar materiais de partida de origem renovavel ao

inves de fontes ndo-renovaveis. A fonte de matéria prima renovavel é geralmente
proveniente de produtos agricolas ou do residuo de outros procesos. A fonte de matéria
prima ndo renovavel geralmente sdo combustiveis fosseis (petréleo, gas natural ou

carvao) e minério.

8 Evitar derivacdo quimica: evitar a utilizacdo de grupos bloqueadores ou protetores, ou

qualquer tipo de modificacdo temporaria sempre que possivel. Derivados utilizam

reagentes adicionais e geram residuos.

9 Usar catalise ao invés de condi¢es estequiométricas: minimizar geracdo de residuo

utilizando reacfes cataliticas. Catalisadores sdo efetivos em pequenas quantidades e
podem ser reutilizados diversas vezes em uma mesma reacdo. Sdo preferiveis aos
reagentes estequiométricos, que sao utilizados em excesso e s6 podem ser utilizados

uma unica vez.

10 Planejamento de produtos quimicos que se degradem apos seu uso: planejar produtos

que, ao se degradar, gere substancias indcuas apds seu uso e ndo se acumulem no meio

ambiente.

11 Analise em tempo real para prevenir poluicdo: incluir monitoramento e controle em

tempo real durante o processo de sintese para minimizar ou elminar a formacdo de

subprodutos.

12 Minimizar o risco de acidentes: planejar produtos quimicas e seu estado fisico

(s6lido, liquido ou gés) com a finalidade de minimizar o potencial de causar acidentes,

incluindo explosdes, incéndios e vazamentos para 0 meio ambiente
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3. Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

Prop6r, planejar e desenvolver novas metodologias baseadas nos principios da
Quimica Verde, para a protecdo e desprotecdo de grupos funcionais em derivados de
carboidratos. Analogamente, estudar uma metodologia mais limpa para a oxidagdo da
D-ribose a D-ribonolactona, evitando a utilizacdo de bromo molecular e a utilizagédo de

enzimas na desprotecdo seletiva de derivados per-O-acetilados da D-ribonolactona.

3.2 Objetivos Especificos

- Acetilacdo de derivados de carboidratos utilizando-se peneiras moleculares como
catalisadores.

- Oxidacdo da D-ribose utilizando reagentes menos nocivos a salde humana e a0 meio

ambiente.

- Alcélise seletiva da 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona por catalise enzimatica.

20



4. Procedimento Experimental

CAL-B [Novozym 435, 10.000 (PLU) mg-1, sélido) foi doada pela Novozymes
AJS (Brasil). A enzima foi utilizada sem purificacdo ou tratamento adicional. D-ribose
(8) utilizada da marca Now Sports. D-ribono-1,4-lactona (9) e peneiras moleculares 3A,
4A, 5A e 13X adquiridas da Sigma-Aldrich. Peneira Molecular 13X/KCI foi preparada
pelo método de difusdo utilizando KCI aquoso, segundo a literatura.?*?? O catalisador
4A-1000 foi obtido pelo tratamento térmico da PM 4A a 1000 °C por 1 hora.* Piridina
e anidrido acético foram secos e destilados antes de utilizados. Demais reagentes
utilizados sdo de qualidade PA. Pontos de Ebulicdo foram determinados utilizando-se
aparelho Buchi 510 e ndo foram corrigidos. Espectros de infravermelho (IV) foram
obtidos em um espectrometro FTIR Shimadzu, utilizando pastilhas de KBr ( 4000-
4000cm™). Espectros de RMN *H foram obtidos a 300, 400 ou 500 MHz e os espectros
de RMN 3C a 75, 100 ou 125 MHz. Deslocamentos quimicos foram obtidos em partes
por milhdo (ppm, ) relativos a TMS a 0,00 ppm ou solvente (CDCls a 7,27 ppm ou
DMSO-ds a 2,50 ppm para RMN *H e CDClz a 77,2 ppm ou DMSO-ds a 39.5 ppm para

RMN 3C) como padréo interno.

4.1 Per-O-acetilages utilizando piridina

4.1.1 Procedimento Geral para todos os carboidratos utilizando-se piridina

Per-O-acetilacdo dos carboidratos naturais catalisada por piridina foram
realizadas seguindo-se a literatura, com pequenas variacdes.” Uma mistura contendo
carboidrato (1,0 mmol), Ac20 (1,9 mL; 20 mmol), e piridina (3 mL) foi agitada a 25 °C
por 24 h. Adicionou-se 5 mL de CHClI> e a fase orgéanica foi lavada com HCI 1 M (3 x
5 mL), NaHCO3 saturado (3 x 5 mL), e NaCl saturado (5 mL). O solvente foi seco com
Na>SOs anidro e removido em rotavapor, obtendo-se assim os derivados per-O-
acetilados. Os carboidratos peracetilados foram caracterizados sem demais purificacéo e

apresentaram fisicas e espectroscopicas em acordo com a litetarura.”?"®
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4.2 Acetilacdes utilizando peneira molecular 13X/KCI

4.2.1 Preparagcdo da Peneira Molecular 13X/KCI*

Uma suspensdo contendo 10 g de peneira molecular 13X/KCl e 100 mL de
KCl(ag) 1 M foi mantida sob agitacdo por 24 h. O solido foi entdo filtrado & vacuo e
seco em estufa a 60 °C por 24 h.

4.2.2 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40)'

Uma mistura contendo D-ribonolactona 9 (148 mg, 1,0 mmol), Ac20 (1,9 mL,
20 mmol) e peneira molecular 13X/KCI (600 mg) foi agitada a 25 °C for 3h. O
catalisador foi filtrado em celite e lavada com EtOAc (3 mL). O solvente foi removido
em rotavapor, obtendo-se 273 mg (99%) do produto 40 como um ¢éleo levemente
amarelado. RMN 'H (CDCls): 85,72 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 4,45 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 4,72
(t, J = 3,1 Hz, 1H), 4,37 (dd, J = 15,2 e 3,1 Hz, 2H), 2,18 (3H), 2,14 (6H). RMN **C
(CDCls): 6170, 169,7, 169,1, 80,1, 69,, 66,3, 62,7, 20,6, 20,4, 20,1.

4.2.3 5-O-acetil-2,3-O-isopropilidenoribo-1,4-lactona (43)%°

Agitou-se uma mistura contendo 2,3-O-isopropilidenoribono-1,4-lactona (41)
(0,18 mmol), Ac20 (0,95 mL, 10 mmol) e 13X/KCI (300 mg) a 80 °C por 1h. Apds
esfriar até a temperatura ambiente, a mistura foi diluida em 3 mL de EtOAc e filtrada
em celite. O filtrado foi evaporado com pequenas adi¢Ges de tolueno (co-solvente) em
rotavapor (3x 2 mL), obtendo-se o produto 43 (33 mg, 99%); RMN H (CDCl): 4,8-
4,76 (m, 2H), 4,71 (d, J = 5,5 Hz, 1H) 4,38 (dd, J = 12,1 € 2,7 Hz), 4,24 (dd, J = 12,1 e
2,3 Hz), 2,08 (s, 3H), 1,49 (s, 3H), 1,40 (s, 3H). RMN 3C (CDCls): §173,5, 169,7,
113,8, 79,5, 75,2, 63,5, 26,7, 25,6, 20,6.

4.2.4 2-O-acetil-3,4-O-benzilideno-D-ribonolactona (44)8°

Agitou-se uma mistura contendo 3,4-O-benzilideno-D-ribonolactona (42) (0,18
mmol), Ac20 (0,95 mL, 10 mmol) e 13X/KCI (300 mg) a 80 °C por 1h. Apos esfriar até
a temperature ambiente, a mistura foi diluida em 3 mL de EtOAc e filtrada em celite. O
filtrado foi evaporado com pequenas adi¢es de tolueno em rotavapor, obtendo-se o
produto 44 (42 mg, 99%) como um solido branco. *H-NMR (CDCls): 7,51-7,36 (m,
5H), 5,54 (dd, J = 3,1 Hz, 1H), 4,87 (dd, J = 7,8 and 3,3 Hz, 1H), 4,72 (dd, J =8,2 e 0,7
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Hz, 1H), 4,62 (d, J = 13,7 Hz, 1H), 4,39 (dd, J = 13,3 e 1,6 Hz, 1H), 2,26 (s, 3H). RMN
13C (CDCls): 5169,9, 1655, 134,4, 130,4, 128,6, 127,3, 104,9, 74,5, 73,3, 68,4, 67,5,
20,6.

4.2.5 Procedimento geral para os demais carboidratos

Uma mistura contendo carboidrato (0.50 mmol), Ac.O (10 mmol), e peneira
molecular 13X/KCI (300 mg) foi agitada a 80 °C por 24h. Apoés esfriar até a
temperatura ambiente, o catalisador foi filtrado em celite e lavado com 2-3 mL de
EtOAc. O solvente foi entdo removido em rotavapor. Purificagdo por cromatografia
flash (EtOAc/Hexano 1:2) foi realizada quando CCD apresentou mistura de produtos

intermediarios.

4.2.5.11,2,3,4,6-Penta-O-acetil-a/f-D-glucopiranose (50)"?

155 mg, 80%, a:p = 72:28. RMN 'H (400 MHz, CDCls) & 6,33 (d, J = 3,5 Hz,
0,24 H, H-1a), 5,72 (d, J = 8,2 Hz, 1.00 H, H-1), 5,47 (t, J = 9,8 Hz, 0,24 H, H-3u),
5,25 (t, J = 9,4 Hz, 1,03 H, H-3g), 5,16-5,08 (M, 2,62 H, H-24, H-25, H-4p, H-4a), 4,31-
4,24 (M, 1.29 H, H-6a4, H-62p), 4,14-4,07 (m, 1,59 H, H-6bs, H-6bp, H-54), 3,86-3,82 (m,
1,01 H, H-5p), 2,18 (s, 0,69 H), 2,12 (s, 2,58 H), 2,10-2,09 ( 4,10 H), 2,05-2,01 (9,43 H,
CHs). RMN 13C (CDCls): $170,6, 170,1, 169,2, 168,9, 91,7, 72,7, 72,7, 70,2, 67,7, 61,4,
20,8, 20,7, 20,6.

4.2.5.2 1,2,3,4,6-Penta-O-acetil-a/f-D-galactopiranose (51)">"

152 mg, 78%, a/f = 58:42. RMN H (400 MHz, CDCls) & 6,38 (d, J = 1,96 Hz,
1 H, H-1d), 5,71 (d, J = 8,22 Hz, 0,6 H, H-1p), 5,51 (d, J = 1,2 Hz, 1 H, H-44), 5,43 (d, J
= 3,3 Hz, 0,6 H, H-4p), 5,38-5,30 (M, 2,6 H, H-24, H-25, H-3), 5,10-5,06 (dd, J = 10,6
and 3,5 Hz, 0,6 H, H-3p), 4,38-4,31 (m, 1,6 H, H-6as, H-54), 4,14-4,09 (m, 3,2 H, H-
Babe, H-60p, H-5p), 2,17, 2,16 , 2,12, 2,06, 2,05, 2,00. RMN 13C (CDCls): $170,4, 170,1,
169,9, 169,4, 168,9, 92,1, 89,7, 82,1, 71,7, 68,7, 67,3, 66,4, 61,2, 61,0, 20,9, 20,0, 20,5.
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4.2.5.31,2,3,4,6 Penta-O-acetil-a/#-D-manopiranose (52)"°

154 mg, 79%, o/p =46:54. RMN H (400 MHz, CDCls) & 6,09 (d, J = 1,9 Hz,
1H, H-1a,), 5,87 (d, 1H, H-1B, J = 1,2 Hz), 5,46 (dd, 1H, H-28, J = 3,1 e 1,2 Hz), 5,37-
5,34 (M, 2H, H-34, H-4,), 5,30- 5,21 (m, 2H, H-44, H-20), 5,14 (dd, 1H, H-35, J=9,8 e
3,1 Hz), 4,33 — 4,24 (M, 2H, H-6.p, H-644), 4,18-4,02 (m, 1H, H-6bp, H-6ba, H-5,), 3,79
(ddd, 1H, H-5, J = 2,5 Hz, Jspep = 5,5 Hz, Jspp = 8,0 Hz), 2,23, 2,22, 2,18, 2,17, 2,11,
2,10, 2,06, 2,01. RMN 13C (CDCls): 5170,6, 169,9, 169,7, 168,0, 90,, 70,6, 68,7, 65,5,
2.1, 20,9, 20,7, 20,6.

4.2.5.4 1,2,3,4-Tetra-O-acetil-a/f-D-xilopiranose (53)°

163 mg, 84%, a/p = 57:43. RMN *H (400 MHz, CDCls) & 6,27 (d, 0.11H, J =
3,8 Hz, H-1,), 5,72 (d, 1,0H, J = 7,0 Hz, H-1p), 5,47 (t, 0.07H, J = 9,7 Hz, H-3,), 5,21
(t, 1,11H, J = 8,3 Hz, H-3p), 5,08-4,94 (m, 2,32H, H-2,, H-4,, H-25, H-4p), 4,16 (dd,
1,10H, J = 5,0 Hz e 12,0 Hz, H-5ag), 3,94 (dd, 0,11H, J = 5,9 Hz e J = 11,1 Hz, H-5ay),
3,72 (t, 0.03H, J = 10,9 Hz, H-5b,), 3,53 (dd, 1.11H, J = 8,5 Hz e 12,0 Hz, H-5bg), 2,18
(s, 0,56H), 2,12 (s, 3,69H), 2,07 (m, 10,29H), 2,03 (s, 0,48H). RMN 3C (CDCls):
5170,1, 169,8, 169,7, 169,3, 169,0, 92,0, 89,2, 70,9, 69,3, 8,6, 68,2, 62,8, 60,6, 20,9,
20,8, 20,7, 20,6, 20,5.

4.2.5.5 Per-O-acetil-g-D-ribofuranose (54) e per-O-acetil-g-D-ribopiranose (55)"

120 mg, 61%. RMN H (400 MHz, CDCls) & 6,17 (s, 0,87H), 6,04 (d, J = 4,8
Hz, 1,00H), 5,49 (t, J = 3,6 Hz, 1,07H), 5,38-5,36 (m, 1,96H), 5,31 (s, 0,78H), 5,19-5,14
(m, 1,32H) , 5,07-5,04 (m, 1,15H), 4,41-4,35 (m, 1,67H), 4,33 (d, J = 3,5 Hz, 0,67H),
4,16 (dd, J = 5,3Hz e 11,9 Hz, 1,33H), 4,03 (dd, J = 3,5 Hz e 12,1 Hz, 1,44H), 3,92 (dd,
J=5,7Hz e 12,3 Hz, 1,42H), 2,15-2,13 (m, 7H), 2.,2-2,09 (M, 14H), 2,08 (s, 3H).

24



4.3 Reciclabilidade da Peneira Molecular 13X/KCI

D-Ribonolactona (9, 50 mg, 0,34 mmol), Ac.O (10 mmol) e peneira molecular
13X/KCI (300 mg) foram adicionados & um baldo cénico com filtro acoplado, a mistura
foi agitada a 25 °C sob atmosfera de N2. Apos 3h, a mistura foi filtrada sob presséo de
N2. O catalisados foi lavado com 5 mL de EtOAc e filtrado novamente. O sistema foi
entdo lavado com N2 por 5 minutos para remogdo do excesso de solvente e uma nova
batelada de reagentes foi adicionada ao baldo. Este processo foi repetido mais duas

VEZES.

4.4 Desprotecao regioseletiva de 2,3-di-O-acetil-D-ribonolactona (46) utilizando
CAL-B

A uma mistura contendo 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40, 1,46 g, 4,80
mmol), EtOH (50 mL) e CAL-B (730 mg) foi mantida em uma incubadora com controle
de temperaturatora e shaker (180 rpm, 35 °C) por 6h. Apdés, a solucdo sobrenadante foi
decantada e a enzima foi lavada com MeOH (10 mL) e ACN (10 mL). Os solventes
combinados foram removidos em rotavapor, obtendo-se o produto como um oleo
levemente amarelado. Purificacdo por cromatografia em coluna flash (EtOAc/hexano
1:1) levou a obtencdo de 570 mg de 2,3-di-O-acetil-D-ribonolactona (46), com
rendimento geral de 30% a partir de D-ribose 8. [0]p?® +5.5 (¢ 5, EtOH); IV (filme)
nmax/cm™ 3495 (OH), 2950, 1796 (C=0, lactona), 1750 (C=0, éster); RMN H (400
MHz, CDClzs) & 5,83 (d, 1H, J = 6,3 Hz, H-2), 5,.54 (d, J = 6,3 Hz, 1H, H-3), 4,57-4,59
(m, 1H, H-4), 4,01 (dd, 1H, J = 12,1 Hz, CH>), 3,95 (d, 1H, J = 12,1 Hz, CH>), 2,16
(3H, s), 2,13 (3H, s); RMN *3C (75 MHz, CDCls) & 20,2, 20,5, 61,4, 67,1, 70,6, 83,5,
169,4, 170,0, 171,5; EMAR-IES (CH3sOH) calculado.: CoH1307 [M + H]": 233,.0656;
experimental: 233,0662.
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4.5 Oxidacao da D-ribose

4.5.1 Bromo molecular

D-Ribose (8, 10,0 g, 67,0 mmol), bicarbonato de sodio (11,2 g, 130 mmol) e
agua (60 mL) foram adicionados & um baldo de 3 bocas equipado com um termémetro,
um funil de adicdo com equializador de pressdo e agitador magnético. A mistura foi
agitada em temperatura ambiente por 15 min e entéo resfriada em banho de gelo. Bromo
molecular (1,12 g, 70 mmol) foi adicionado lentamente a reacdo para que a temperatura
nao passasse de 5 °C. Apds, o funil de adicdo foi substituido por um septo e a mistura
foi agitada por 50 minutos. Adicionou-se bissulfito de sodio (0,65 g, 6,25 mmol) para
remover a coloracdo laranja. A solucdo aquosa foi entdo transferida para um baldo de
250 mL e a agua foi removida em evaporador rotatério até se obter um sélido pastoso.
EtOH absoluto (40 mL) e tolueno (10 mL) foram adicionados a suspenséo e entdo
evaporados em evaporador rotatorio, resultando em um sélido imido. Adicionou-se 40
mL de etanol absoluto e manteve-se a suspensdo alcoolica sob aquecimento em banho
de vapor por 30 minutos. A suspensao entdo foi filtrada e o solido lavado com etanol
absoluto quente (10 mL). Apos, a solucdo etandlica foi mantida sob refrigeracdo por
18h, levando a formacéo de cristais brancos. Os cristais foram filtrados, lavados com
etanol gelado (10 mL) e éter etilico (10 mL). Apds evaporacgdo do solvente em

evaporador rotatorio, obteve-se 8,16 g de um solido branco (contendo 35-45% NaBr).2

4.5.2 Sais de bromo

A uma mistura contendo 8 (1 mmol, 150 mg), 4gua (1 mL), NaBr (0,132 mmol,
13,6 mg) e NaBrOs (0,92 mmol, 139 mg) em banho de gelo foi adicionada, gota a gota,
0,5 mL de solucdo de H.SO4 10% seguida pela adigéo lenta (1 gota a cada 20 minutos)
de 0,5 mL de H202 30% v/v. Apos, a reacdo foi mantida a 55 °C sob agitacdo por 72h.
Adicionou-se bissulfito de sodio até a coloracdo alaranjada desaparecer. A agua foi
entdo removida em evaporador rotatorio e o produto extraido do meio reacional

utilizando-se processo similar & reagdo com bromo molecular.®4*
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4.5.3 N-Bromosuccinimida

0,5 mmol D-ribose (8, 75 mg, 0,5 mmol), NBS (356 mg, 2 mmol) e 5 mL de
agua deionizada foram adicionados & um baldo de 25 mL. A mistura foi mantida sob
agitacdo, a 60 °C, por 4h. Foi possivel observar a formagdo de vapores de bromo
durante a reacdo e o aparecimento de uma cor alaranjada. Apds, adicinou-se bicarbonato
de sodio lentamente até que a cor alaranjada sumisse por completo. A agua foi entéo
removida e evaporador rotatério com a adi¢do de tolueno (2x 2mL), resultando em um
solido pastoso de cor levemente alaranjada contendo D-ribonolactona (9) e succinimida.
Realizou-se a extracdo a quente da succinimida presente no solido com AcOEt (5x 20
mL). Este método de purificacdo possibilitou a remocdo de 80% da succinimida,
observado por RMN.
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5. Resultados e Discussao
5.1 Acetilacéo de carboidratos

5.1.1 Acetilagéo de D-ribonolactona utilizando piridina

A fim de desenvolver metodologias mais limpas (carater Verde), que possam
substituir a utilizacdo da reacdo classica de acetilacdo de carboidratos e derivados que
utiliza piridina como solvente e catalisador, pensou-se na utilizacdo de catalise
heterogénea com peneiras moleculares. Suas propriedades quimicas, como acidez e

basicidade, sua baixa toxicidade e facil manuseio as tornam objetos de estudo atrativos.

Para se determinar a eficacia das reacfes de acetilacdo com peneira molecular,
realizou-se a per-O-acetilacdo da D-ribonolactona utilizando os métodos empregando-se
piridina como solvente. Essa reacdo se da inicialmente pelo ataque nucleofilico do par
de elétrons do nitrogénio da molécula de pridina a uma carbonila do anidrido, formando
um intermediario N-acilpiridinio carboxilato (38). Esse intermediario entdo sofre ataque
nucleofilico do carboidrato ou derivado (R-OH), gerando assim o produto acetilado,

com formagé&o de 4cido e regeneracdo do catalisador (Esquema 9).%3

X ‘ ~
0 (O) + @ _— ’+/ + o _ > N +
)LO‘%\/N o ;N<\ BN . TUQH\/-OJ\
38 .-

R
R-OH
X | N
» 0 0 7
—_— N + E— + +
"O/\LPOR HOJ\ )J\OR (')77/

Esquema 9. Mecanismo de acetilagéo catalisada por piridina.

Reacdes preliminares apresentaram rendimento maximo de 30%, muito abaixo
do reportado na literatura (~90%).*” Acreditando-se na possivel contaminacdo dos
reagentes em estoque por agua, a piridina disponivel foi entdo destilada sob atmosfera
de nitrogénio com adi¢do de KOH e o anidrido acetico purificado sob atmosfera inerte
por microdestilacdo. Apds as purificacfes, apesar de tomadas todas as precaucdes, as
reacOes de per-O-acetilagdo utilizando piridina como catalisador apresentaram

rendimentos abaixo do esperado, tendo como maior valor obtido o de 65%.
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5.1.2 Prospeccdo de peneiras moleculares

Sé e colaboradores determinaram que a peneira molecular 13X/KCI apresentava
os melhores resultados na acetilacdo de nucleosideos derivados de D-ribonolactona
(Esquema 10).%

~

@)
AcO OAc

31R=H,91%
39 R = NH,, 90%

>

HO

N )
DA ¢
= 100°C, 2-3h !
N g
OH R

Esquema 10. Acetilagdo de nucleosideos utilizando PM 13X/KCI.

Porém, devido a diferenca quimica entre 0s nucleosideos e os carboidratos,
optou-se por estudar a eficacia de diversas peneiras moleculares na reacdo de acetilacédo
da D-ribonolactona. Para tanto, reagiu-se D-ribonolactona  com seis peneiras
moleculares diferentes, sendo quatro comerciais (3A, 4 A, 5 A e 13X) e duas
modificadas (4A1000 e 13X/KCI, Tabela 1).

Tabela 1. Resultados preliminares dos testes com diferentes peneiras moleculares.

O
AC2O

HO/\C/V/O Catalisador )J\O/\C/\;O
(@) (@)
oW on e >\-—d ’o—/<
9 40

Entrada  Catalisador ~ Rendimento (%)
1 3A -
2 4 A -
3 5A -
4 4 A 1000 -
5
6
7

13X 61
13X/KCI 65
Piridina 65

Em uma anédlise qualitativa, cada reacdo foi monitorada por cromatografia em

camada delgada (AcOEt/hexano 1:1). As reacdes com as peneiras moleculares 3A, 4A,
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5A e 4A1000 apresentaram novas manchas na placa, evidenciando a formacdo de
diversos produtos, possivelmente derivados mono e di-acetilados da D-ribonolactona
(Figura 9).

3A 4A 5A 13X 13X/KCI

Figura 9. Placa de CCD das acetilacdes com PM (AcOEt/hexano 1:1).

Tentativas de purificagdo por cromatografia em coluna mostraram-se ineficazes,
apresentando mistura de produtos, possivelmente devido a uma rapida migragéo 1,2-acil
em solucdo (Esquema 11). J& as reacOGes utilizando as peneiras 13X e 13X/KCI
apresentaram apenas uma mancha, correspondente ao produto per-O-acetilado, além da
mancha do produto de partida na base da placa. Como o material de partida ndo é
soltivel em anidrido acético, a separacdo € possivel por filtracéo.

Esquema 11. Mecanismo da migragéo 1,2-acil.

Entre as peneiras moleculares do tipo A, esperava-se um rendimento maior para
o modelo 3 A, uma vez que mantendo-se a mesma proporcédo de 4&tomos de aluminio e
silicio entre si, a natureza do contra-jon dita a basicidade da peneira, sendo que a 3A
possui fons potassio, enquanto as peneiras 4A e 5A apresentam 4tomos de sddio e
calcio, respectivamente. J& para as peneiras do tipo 13X, a maior reatividade pode ser
explicado pela maior proporgdo de atomos de silicio na estrutura, uma vez que a
substituicdo de cations Si** por APF* gera uma carga formal negativa na estrutura
tetraedrica que, ao ser balanceada por um cation metalico ou préton, formam um sitio
acido.®® Como a proporcio de Si** é maior nas peneiras 13X, espera-se menor acidez e

maior basicidade. Dentre as peneiras do tipo 13X utilizadas, a 13X/KCI se destacou,
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como esperado, devido a maior basicidade gerada pelo contra-ion K*. Portanto, optou-se
por adotar a peneira molecular 13X/KCI como objeto de estudo na obtencdo de
derivados per-O-acetilados de carboidratos.

5.1.3 Acetilagéo da D-ribonolactona utilizando-se peneira molecular 13X/KCI

Primeiramente estudou-se a influéncia da quantidade de catalisador e anidrido
acetico na reacdo, variando-se a proporcdo em relacdo a quantidade de D-ribonolactona
inicial. Iniciando-se com a proporcao de 600 mg de 13X/KCI por 1 mmol de carboidrato
e 20 equivalentes de anidrido acético, pode-se observar que, a 25°C, a diminuicdo das
quantidades de peneira molecular e anidrido acético pela metade, ndo
concomitantemente, ocasionaram aumento do tempo reacional, observado por CCD. Em
contrapartida, o aumento da quantidade de catalisador para 900 mg/mmol acarretou em
diminuicdo do tempo reacional, enquanto que o aumento da quantidade de anidrido
acético para 30 equivalentes ndo apresentou variacdo significativa na reagdo. Porém, a
utilizacdo de uma quantidade maior de peneira molecular significa uma necessidade de
se utilizar mais solvente (AcOEt) na extracdo do meio reacional. Além disso, a
utilizagdo de maior quantidade de peneira molecular pode ser contornada variando-se a

temperatura da reagéo.

Em um segundo momento estudou-se a influéncia da temperatura. Ao aumentar-
se a temperatura para 50 °C foi possivel observar a apari¢do do produto final em tempos
menores de reacdo e a obtencdo do carboidrato peracetilado em alto rendimento apds
uma hora de reacdo (Tabela 2, entradas 4 e 5). Tentou-se também realizar a reacdo a
temperaturas maiores, porém o sistema mostrou-se instavel a temperaturas maiores que
50 °C, podendo-se observar uma coloragdo marrom da reacdo e a apari¢ao de diversas
novas manchas na placa de CCD (AcOEt/hexano 1:1). Este fato pode ser explicado pela
caramelizagdo de carboidratos, acarretando na diminuicdo do rendimento e maior

dificuldade na purificacdo reacional (Tabela 2, entrada 5).

Foi possivel observar também que a reatividade da peneira molecular diminui
com o passar do tempo apos secagem e ativacdo. Este fato pode ser explicado pela
propriedade da peneiras moleculares de absorverem umidade do ar, diminuindo a

quantidade de sitios ativos disponiveis, contribui pra diminuicdo do rendimento da
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reacao. Esse problema foi contornado mantendo-se a peneira molecular armazenada em
lotes menores, sob atmosfera inerte, apos 0 processo de ativacdo e cada utilizacdo nas
reagOes de acetilacdo. Observou-se assim uma maior durabilidade e confiabilidade da
peneira molecular nas reacdes de acetilacdo de carboidratos. Peneiras moleculares com
até duas semanas apds a ativacdo apresentaram rendimentos semelhantes de quando a

mesma € pré-ativada imediatamente antes da reacdo de acetilag&o.

Tabela 2.
Tabela 2. Resultados para acetilagdo da D-ribonolactona (9) com PM.

(@]
0O Ac,0 (20 eq) ')
HO o Catalisador AO/\QV/O
— i o “/ o
HO  OH >\—o‘ ’oJ<
9 40
] Temp. Tempo Rendimento
Entrada Catalisador 3
(°C) (h) (%)
1 13X 25 2 61
2 13X/KCI 25 2 65
3 13X 25 3 80
4 13X/KCI 25 3 99
5 13X/KCI 50 1 80
6 - 25 2 —
7 Piridina 25 3 65

2 Reagdo monitorada por CCD utilizando 1:1 EtOAc/hexano; 1:1 EtOAc/hexano, revelado em vanilina.

5.1.4 Acetilacédo de derivados protegidos de D-ribonolactona

Para testar a eficacia do método frente a carboidratos previamente protegidos,
foram preparados dois derivados da D-ribonolactona, a 2,3-O-isopropilideno-D-
ribonolactona (41) e a 3,4-O-benzilideno-D-ribonolactona (42). Esperava-se que, por

haver uma quantidade menor de hidroxilas a serem protegidas, essa reacdo ocorresse em

32



um tempo menor comparado a reacdo com a D-ribonolactona. Porém, observou-se um
maior tempo reacional sem que houvesse aumento no rendimento, comparativamente.
Além disso, a reagdo com o derivado 41 apresentou rendimento mais baixo. Ao se
realizar a mesma reacdo a 50 °C, foi possivel observar um aumento substancial de sua
velocidade, bem como do rendimento. Como o derivado 42 é mais resistente a
temperaturas elevadas (sofre decomposicdo em maior temperatura) , a reagdo com o
mesmo foi realizada & 80 °C (Tabela 3). E possivel que, como esses derivados possuem
estruturas mais rigidas, haja um maior impedimento para o ataque nucleofilico do
oxigénio da hidroxila, dificultando assim a reagdo. Uma explicacdo para o aumento da
reatividade é que o aumento da temperatura do sistema possibilita a deformacdo dos

anéis rigidos, permitindo que as hidroxilas tornem-se mais expostas.

Tabela 3. Acetilagdo dos derivados 41 e 42 de D-ribonolactona.

@) 0 o o
N Catalisador N "y
o) (@) H;CO OR

43 R=C 44 R=CH,cO ©Q :

X e

Ph

) Temp. Tempo Rendimento
Entrada Substrato Catalisador . Produto

(°C) (h) (%)
1 41 Piridina 25 24 43 75
2 41 13X/KCI 25 24 43 60
3 41 13X/KCI 50 1 43 >99
4 42 Piridina 25 24 44 70
5 42 13X/KCI 25 24 44 38
6 42 13X/KCI 80 1 44 >99

5.1.5 Acetilacé@o de carboidratos naturais

Apols 0 sucesso observado para a acetilacdo da D-ribonolactona (9) e os

derivados protegidos 41 e 42, a metodologia foi aplicada para a acetilagdo de um grupo
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de carboidratos naturais (Tabela 4). Estudos preliminares mostraram, por cromatografia
em camada delgada, que esses carboidratos demandam maior tempo reacional. Portanto,
tratamento de trés hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose) e duas pentoses (D-ribose
e D-xilose) em excesso de anidrido acético (20 equivalentes) na presenca de piridina a
25°C por 24 horas resultaram nos produtos per-O-acetilados como uma mistura de
anomeros o ¢ , com rendimentos entre 58 e 66% (tabela 4, entradas 1, 4, 7, 10, 13).
Surpreendentemente, os carboidratos per-O-acetilados foram obtidos com rendimentos
menores quando a piridina foi substituida por peneira molecular 13X/KCIl sob as

mesmas condicOes (Tabela 4, entradas 2, 5, 8, 11, 14).

H A
HO O© AcO O OhC
- ., —_— - .,
HO' ‘OH AcO' ‘OAc

OH OAc
1 45

Esquema 12. Esquema geral para acetilacdo de derivados de carboidratos.

Uma vez que os carboidratos naturais estudados apresentaram baixa solubilidade
em anidrido acético a 25 °C, isso pode explicar a reatividade limitada observada quando
a peneira molecular 13X/KCI foi utilizada como catalisador (em comparacdo com a
piridina, que atua também como co-solvente da reacdo). Portanto, foram testadas uma
variedade de condicBes reacionais com o intuito de melhorar a solubilidade do
substrato, incluindo a utilizacdo de banho de ultrassom e a adicdo de duas vezes a
quantidade original de anidrido acético. Infelizmente, ndo foi observada nenhuma
melhora na velocidade da reacdo, tampouco nos rendimentos ap6s 24h a 25 °C.
Entretanto, observou-se melhora significativa ao aquecer o sistema a temperaturas até
80°C, obtendo-se os derivados per-O-acetilados dos carboidratos naturais com bons
rendimentos, apés purificacdo por cromatografia em coluna flash (hexano/EtOAc 3:1).
Temperaturas acima de 80 °C favorecem a perda por evaporacdo do anidrido acético,
além de favorecer reacGes de caramelizagdo dos carboidratos, resultando em
subprodutos polimerizados. Com relacdo a formacdo dos diastereoisdbmeros a ¢  na
mistura de produtos, com excecdo da per-O-acetilglicose, todos os D-carboidratos
testados resultaram em quantidades similares dos andmeros a e B quando piridina foi
utilizada como catalisador. (Tabela 4, entradas 1 contra 4, 7, 10). Entretanto, o0 emprego
da peneira molecular 13X/KCI levou a formagéo seletiva do andmero B, com exceGao

da per-O-acetilmanose que resultou preferencialmente no isomero o (Tabela 4, entradas
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3, 6, 12, 15 contra 9). Surpreendentemente, os anomeros a da per-O-acetil-D-ribose ndo
foram identificados por RMN H na reagdo utilizando 13X/KCI como catalisador,
(Tabela 4, entrada 15) levando-se a crer que ndo foram formados na reagdo. No caso da
piridina, ha preferéncia pela formacéo do produto termodinamico, mais estavel, uma vez
que a reacdo ocorre em temperaturas menores e por mais tempo, enquanto que a reagao
com peneira molecular prevalece a formagéo do produto cinético, o que poderia explicar
as diferencas nas propor¢des dos andmeros a ¢ 3 observados.

Finalmente, tentativas de peracetilar uma cetose, a D-frutose, usando tanto
piridina quanto o método presente com 13X/KClI, a 25 °C, ndo resultaram no consumo
do material de partida (observado por CCD). Esta reacdo em altas temperaturas levou a
formacgdo de uma mistura complexa de produtos (observado por RMN !H, Tabela 4,
entrada 18).
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Tabela 4. Per-O-acetilacdo de carboidratos naturais.?

Catalisador Temp. Rendimento
Entrada  Substrato a:p (%)°
[Tempo (h)] (°C) (%)
1 o~ Piridina [24] 25 65 72:28
2 HObOH 13X/KCI [48] 25 26 nd°
3 M lico 13X/KCI [24] 80 80 21:79
4 O\ Piridina [24] 25 62 58:42
5 HO%:)‘OH 13X/KCI [48] 25 34 nd®
HO" 7
6 b-galactose. 13X/KCI [24] 80 78 17:83
7 HO o Piridina [24] 25 66 46:54
8 Hobw 13X/KCI [48] 25 53 nd®
9 e o 13X/KCI [24] 80 79 72:28
10 - ASDMOH Piridina [24] 25 58 57:43
11 13X/KCI [48] 25 35 nd°
HO OH

12 D-xilose 13X/KCI [24] 80 84 19:81

- - - C
13 HO/\QP’“OH Piridina [24] 25 64 nd
14 5 on 13X/KCI [48] 25 20 nd°
15 D-ribose 13X/KCI [24] 80 61 0:100¢
16~ OO Piridina [24] 25 — nd®
17 o 13X/KCI [48] 25 — nd®

HO OH

18 D-frutose 13X/KCI [24] 80 e nd®

@Todas as reacGes foram realizadas por 24h, observadas por CCD utilizando 1:1 EtOAc/hexano, revelados

em vanilina.

bDeslocamentos quimicos de H-o. and H-B foram atribuidos de acordo com a literatura.’ 76

°nd = ndo determinado.

dProduto obtido como uma mistura 57:47 de B-p-ribonopiranose e B-b-ribonofuranose; a presenca de

andmero o.- ndo foi observada.

eMistura complexa de produtos foi obtida.
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5.2 Tratamento reacional

A reagdo é realizada em anidrido acético e tem como subprodutos, agua e cido
acético. O solvente escolhido para a extracdo foi o acetato de etila, no qual a
ribonolactona mostra uma apreciavel solubilidade e € uma opc¢do mais verde do que o
diclorometano. Primeiramente utilizou-se um tratamento aquoso, consistindo na
lavagem da fase orgénica com solucdo saturada de NaHCOs, &gua deionizada e
NaCl(ag). Porém esse tratamento gera uma grande quantidade de residuo aquoso,
necessita de operacdo meticulosa para a remocéo eficiente dos residuos, influenciando

no rendimento, uma vez que a per-O-acetil-D-ribonolactona é parcialmente em agua.

A fim de diminuir a geracdo de residuos aquosos, pensou-se no tratamento
reacional pela evaporacdo do anidrido acético em rotavapor a pressdo reduzida. Foi
possivel remover aproximadamente 90% do anidrido do meio reacional a 40 °C. O
anidrido restante foi removido utilizando-se tolueno como co-solvente (possivel
substituir por heptanos, solvente menos nocivo). A mistura de solventes pode ser
recuperada no rotavapor e facilmente purificada por destilacdo, podendo ser reutilizadas
em futuras reacdes, diminuindo-se a geracdo de residuos e a utilizacdo de solugdes
aquosas no tratamento. Evita-se assim, também, maior numeros de etapas no

tratamento.

5.3 Reciclabilidade da peneira molecular

Para se determinar a reciclabilidade da peneira molecular 13X/KCI na reacdo de
peracetilacdo, realizou-se 4 reacfes consecutivas de acetilacdo da D-ribonolactona, a
25°C, com tempo reacional de 3 horas para cada reacdo. Para minizar os erros, a reagdo
foi realizada em um baldo especial com uma saida adicional contendo um filtro de vidro
sinterizado acoplado, e a mistura reacional foi filtrada com o auxilio de pressao positiva
de nitrogénio gasoso. Apds quatro reacfes consecutivas, a peneira molecular 13X/KCI
mostrou pouca diminuicdo em sua atividade como catalisador, apresentando um
rendimento global de 95,7% (Tabela 5). Os valores de rendimentos maiores que 100%
podem ser explicados pelo baixo rendimento da primeira reagdo. Como a D-

ribonolactona é pouco soltvel em acetato de etila, é possivel que o material de partida
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que ndo reagiu na primeira batelada tenha permanecido dentro do baldo, sendo entédo
consumido nas bateladas seguintes. Embora os valores intermediarios de rendimento
sejam anormais, o rendimento global nas quatro etapas se mostra condizente com o
esperado para a reacdo e demonstra que a peneira molecular pode ser reutilizada pelo
menos quatro vezes sem a necessidade de recuperacdo e reativacdo da mesma,
consolidando-a como um catalisador viavel para a reacdo de acetilacdo de carboidratos e
derivados.

Tabela 5. Rendimentos das reacdes de acetilacdo de D-ribonolactona (9) no teste de
reciclabilidade.

Reacdo  Rendimento(%)

1 76,4
2 105,0
3 101,2
4 100,1
TOTAL 95,7

5.4 Desprotecao regioseletiva por catalise enzimatica

Como uma aplicacdo sintetica para esta metodologia verde na preparacdo de
2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40) e outros carboidratos acetilados, imaginou-se
gue um processo quimioenzimatico seria Gtil na producdo de derivados seletivamente
desprotegidos. Diversos estudos envolvendo a hidrolise seletiva do grupo 5-O-acetil de
carboidratos per-O-acetilados?®?""7-8 e de nucleosideos?*®1# foram publicados, onde
0s melhores resultados foram obtidos em sistemas de solugdo tamp&do de fosfato.
Portanto, realizamos experimentos para avaliar a hidrélise de 40 catalisada por CAL-B
em condicdes fisiologicas (pH = 7,0 a 35 °C). Embora analises por CCD mostrassem a
formacdo de novas espécies ap6s 24h de reacdo, os produtos sdo altamente sollveis na
meio reacional e tentativas de extracdo com diclorometano e acetato de etila se
mostraram ineficazes. Como um tratamento alternativo, agua foi previamente removida
em evaporador rotatorio, porém tentativas de separar o produto da mistura crua

utilizando-se uma variedade de solventes organicos mostraram-se ineficazes.

A alcdlise regiosseletiva do grupo acetila, catalisada por Candida Antarctica
Lipase B (CAL-B),’®88 em a- e B-D-ribofuranosideos foi previamente demonstrada.

Portanto, mudamos nosso foco para condi¢cdes de alcodlise ao invés de hidrolise,
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utilizando CAL-B como lipase de escolha. Inicialmente, para determinar a quantidade
necessaria para a alcolise catalisada em um tempo razoavel, reacdes testes com 0,5
mmol de per-O-acetil-D-ribonolactona 40 foram realizadas em etanol com adigéo de
diferentes quantidades de CAL-B (Tabela 6). Enquanto os rendimentos da conversdo do
produto peracetilado a 2,3-di-O-acetil-D-ribonolactona (46) foram altos para a reacao
utilizando-se 280 ou 140 mg da enzima comercial (Tabela 6, entradas 1 e 2), ao
diminuir a quantidade de CAL-B foi possivel observar a diminui¢do da conversdo sob

as mesmas condicdes (tabela 6, entradas 3, 4 e 5).

Tabela 6. Otimizacdo da quantidade de CAL-B na etanolise de 40 em 6 h.2

)CJ)\ o CAL-B o
OAQ&O _EoH HOA<_/V/O
o -/ o 150mm o /. o
}Lo“ "o—/< 35°C >\—d "o—/<
40 6h 46

Entrada  CAL-B (mg) Conversao para 46 (%)

1 280 93
2 140 93
3 70 81
4 35 62
5 18 44

Reacdo realizada em escala de 0.5 mmol. Conversdo determinada por integracdo dos sinais (RMN *H,
400 MHz, DMSO-ds) dos tripletos em 4,88 e 4,68 ppm, atribuidos aos H-4 de 40 e H-4 de 40,

respectivamente.

Para avaliar a influéncia do tamanho da cadeia carb6nica dos alcoois
empregados, 2,3,4-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40) foi submetida a alcdlise, na
presenca de CAL-B (35 °C, 150 rpm) utilizando-se MeOH, EtOH, i-PrOH e n-BuOH
como solventes. Apos o tempo indicado na Tabela 7, uma aliquota da reagdo foi
cuidadosamente retirada do frasco reacional, o solvente foi evaporado em evaporador

rotatorio e o residuo analisado por RMN *H.
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Tabela 7. Consumo de 40 (%) através da solvdlise em cada alcool utilizado na obtengéo
de 46.2

Alcool 05h 1h 2h 4h 6h

MeOH 16 19 25 33 37
EtOH 50 54 59 75 93P
i-PrOH 13 14 22 31 43

n-BuOH 11 19 20 32 52

@Valores obtidos por integracdo dos tripletos em 4,88 e 4,68 ppm, atribuidos aos H-4 de 40 e H-4 de 40,
respectivamente.

bA formacédo competitiva de 3-O-acetil-D-ribonolactona (47) foi observada.

O espectro de RMN *H de cada amostra apresenta, com relagdo ao tempo de
reacdo, a diminuicdo do tripleto em 4,88 ppm, que é atribuido ao H-4 do material de
partida peracetilado 40, e a aparicdo do tripleto em 4,68 ppm, relacionado ao H-4 da
2,3-di-O-acetil-D-ribonolactona (46) formada com produto (Figura 10). A taxa de
conversdo de 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona  (40) para 2,3-di-O-acetil-D-
ribonolactona (46) é similar em MeOH, i-PrOH e n-BuOH. Por exemplo, menos da
matade do material de partida 40 foi consumido apds 6 horas em i-PrOH (Tabela 7). A
desacetilacdo completa de ambos 46 e 47 em i-PrOH resultaram em D-ribonolactona 9
como produto exclusivo apds 18 horas (Figura 10). Em contrapartida, a utilizacdo de
EtOH como solvente levou a reagdes rapidas e seletivas, com a conversao de 40 a 46
chegando a 75% de rendimento em apenas 4 horas, sem a formacdo competitiva de
outros subprodutos. Entretanto, tempos reacionais maiores (6h) possibilitaram a
formagéo de 3-O-acetil-D-ribonolactona (47) em quantidades significativas, baseado na
aparicao de tripletos em 4,45 e 4,39 ppm, correspondentes aos H-2 e H4 em 47.
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Figura 10. Alcdlise catalisada por CAL-B da 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40,
RMN !H, CDCls, 300 MHz).

5.4.1 Reciclabilidade de enzimas na reacéo de desprotecao seletiva

A reciclabilidade de enzimas imobilizadas podem ditar a viabilidade econdmica
de processos biossintéticos. Testes preliminares de reciclabilidade foram realizados
previamente dentro do grupo de pesquisa por outro colaborador e ndo foram
reproduzidos no trabalho atual, porém os resultados, embora ainda ndo definitivos,
mostraram-se promissores na consolidacdo da catélise enzimatica como um processo
viavel quimica e economicamente. CAL-B foi empregada como catalisador na alcolise
de 40 em cinco ciclos subsequentes. Ao final de cada batelada, a enzima foi removida
da reagdo, lavada com MeOH e acetonitrila e utilizada novamente na batelada seguinte.
Entretanto, a taxa reacional de formacdo do produto 46 ndo se manteve de ciclo pra
ciclo e foi gradualmente diminuindo. Esta observacéo esté relacionada a uma possivel
inibicdo extensiva da atividade de lipase causada por exposi¢do prolongada ao EtOH,
que pode ser capaz de remover a microcamada aquosa da enzima, alterando assim o pH

do sitio catalitico.®
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5.5 Oxidacéao de carboidratos

5.5.1 Sais de bromo

A oxidacdo de alcoois a derivados carbonilados € uma das transformacdes mais
importantes na sintese organica. Convencionalmente envolve a utilizacdo de
catalisadores metalicos que exigem condi¢cdes especificas como altas temperaturas,
atmosfera inerte e, ocasinalmente, requer o uso de co-catalisadores. Halogénios (Clz,
Br, e I2) também s&o comumente utilizados na oxidacdo de alcoois. Embora bromo
molecular seja de alta periculosidade no manuseio, ainda € largamente utilizado tanto na
inddstria como na pesquisa por ser muito disponivel comercialmente e de baixo custo.
Sendo assim, o desenvolvimento de novas metodologias para a oxidacao de alcoois que
ndo apresente tais caracteristicas sdo de grande necessidade. A utilizacdo de misturas de
bromo e diferentes catalisadores baseados em bromo vem sendo estudados na oxidacgao
de diversos alcoois primarios e secundarios. A geragdo in situ de bromo molecular a
partir de uma mistura dos sais brometo de sodio e bromato de sédio em meio acido, com
adicdo de peroxido de hidrogénio, mostrou-se eficaz para a oxidacdo de alcoois
secundarios e benzilicos (Esquema 13).8¢ Portanto, buscou-se estender esta metodologia
para a obtencdo da D-ribonolactona (9), pela oxidagdo do carbono anémerico da D-
ribose (8).

NaBr-NaBrO; (5:1) (0.1 eq)
Ry H*(15 mol%) R

1
)— OH =20
R, H>0, 30% v/v (1.2 eqv) R,
Dioxano/H,0 (2:1) rt, 6-18 h

Esquema 13. Oxidacdo de alcoois por geracao in situ de bromo molecular com sais de
bromo.

Resultados preliminares em nosso grupo de pesquisa identificaram a proporcéo
ideal de NaBr/NaBrOs de 1:7 na reagdo de oxidagdo da D-ribose (8).%° Tratamento de 8
com sais de bromo, em meio aquoso acido, e adi¢do de H20- levou a formacéo de 1 (55
°C, 72h, 50%). O tratamento reacional consiste na elimina¢do do bromo restante com
solucdo de tiosulfato de sodio 5% e evaporacdo da agua em rotavapor, & pressao

reduzida.
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o NaBr/NaBrO3 (1:7) (0.1 eq) 0

OH H,S0, (15 mol%) o}

N H202 30% v/v (1.5 eq) S 2
HO OH Hzo, 5500’ 72 h HO OH

Esquema 14. Reacéo de oxidacao da D-ribose utilizando sais de bromo.

O bruto da reacdo, caracterizado por infravermelho, comprovou a obtencdo do
produto (Figura 11) quando realizada em pequena escala. No espectro € possivel
observar a bandas caracteristica da D-ribonolactona (estiramento C=0 da carbonila em
1780 cm™). Porém, ao proceder o escalamento da reagdo para 10 mmol ndo foi possivel
obter o produto desejado pelo mesmo procedimento. Devido a grande geracdo de gases
de bromo in situ, o baldo reacional se mostrou sob grande pressdo e ocorreu vazamento
de gés, diminuindo assim o bromo molecular disponivel na reacdo. Adicionalmente, a
utilizacdo de grandes quantidades de agua como solvente da reacdo acarreta na
dificuldade da remocdo da mesma em rotavapor, levando a necessidade da utilizacéo de

co-evaporadores, como o tolueno.

15— - .\'{_.}\
I

T N
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4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 800 400

Figura 11. Espectro de infravermelho da D-ribonolactona obtida pela reacdo de oxidacdo
com sais de bromo.

5.5.2 Oxidacao da D-Ribose (8) utilizando N-bromosuccinimida

Dentre as alternativas para a utilizacdo de bromo molecular em reagfes de

oxidacdo de alcoois a derivados carbonilados, N-bromosuccinimida (48, NBS) tem se
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mostrado como uma excelente substituta, sendo utilizada, inclusive, na brominacdo de
alcenos.®* Em meio acido e sob aquecimento NBS se decompde em succinimida (49) e
Br> (Esquema 15) , sendo assim uma forma segura de se obter bromo molecular in situ

sem a necessidade de manusear bromo liquido, que é altamente tdxico e volatil.

| H
N HBr N
0] (e (e} O + Br,
A
48 49

Esquema 15. Decomposigéo da N-bromosuccinimida (48).

Por sua vez, NBS pode ser preparada utilizando-se sais de bromo.®” Como a D-
ribose é insoltvel na grande maioria dos solventes organicos, optou-se por utilizar a
agua como solvente da reacdo, a segunda op¢do mais aceitavel dentro dos preceitos da
Quimica Verde, atras apenas de reacdes sem solvente. Foi possivel observar, através de
cromatografia em camada delgada e por infravermelho, a obtencdo de D-ribonolactona
ao reagir D-ribose com 2 equivalentes de NBS a 50°C por 4 horas (Figura 12). No
espectro é possivel observar que o sinal referente a carbonila do carboidrato 9 e as
carbonilas da succinimida 49 aparecem sobrepostas, impossibilitando a distincao entre
elas. Porém, € possivel observar a presenca do estiramento C-O da carboidrato 9 no

espectro da reacdo, em 1080 e 1150 cm™, que diferem no estiramento C-N em 1190 cm
1
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- nbanclactona
L) —l _ sucanimida
b el \ A reagio NBS

Figura 12. Espectros de infravermelho de D-ribonolactona (9), Succinimida (49) e
reacdo de 8 com NBS.

Succinimida e D-ribonolactona possuem solubilidades semelhantes nos mesmos
solventes, dificultando assim a separacdo das duas no mesmo sistema.®® A melhor
alternativa encontrada foi a extracdo da succinimida presente no meio reacional com
EtOAc a quente, onde cinco suscessivas extraces de 50 mL cada (para 6 mmol de
succinimida) foram capazes de remover 80% parte da succinimida presente, obtendo-se
uma mistura composta por 45% D-ribonolactona, observado por RMN *H (figura 13).
No espectro é possivel comparar as integrais dos sinais referentes aos hidrogénios da D-
ribonolactona (6 4,41, 4,22, 4,12 ¢ 3,57) com a integral do sinal referente aos
hidrogénios da succinimida (6 2,56). Entretanto, observou-se degradagdo do produto
final, caracterizada por uma coloracdo marrom alaranjado, quando houve um contato
prolongado da mistura reacional com o AcOEt quente, possivelmente devido a presenca
de resquicios de bromo molecular na mistura reacional, levando a possiveis reac6es

paralelas com a D-ribonolactona.
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Figura 13. Espectro de RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) do bruto da reacéo de oxidacio
com NBS.

O foco atual no estudo da reacdo de oxidacdo de D-ribose com NBS em agua €
encontrar um tratamento reacional que permita obter a D-ribonolactona em grau de
pureza minimo necessario para a utilizacdo da mesma em etapas seguintes de protecédo e

desprotecdo de grupos funcionais, consolidando assim a metodologia.

5.6 Escalonamento

5.6.1 Sintese da 2,3-di-O-acetil-D-ribonolactona (46) a partir da D-ribose (8)

Apols determinar as melhores condi¢cbes para a per-O-acetilagdo da D-
ribonolactona 9 seguida pela etandlise regiosseletiva de seu derivado per-O-acetilado 40
para obter 2,3-di-O-acetil-D-ribonolactona (46), o método foi adaptado para uma escala
de 10 mmol, iniciando-se a partir da D-ribose (8, Esquema 16). 2,3,5-Tri-O-acetil-D-
ribonolactona (40) foi preparada pela oxidagdo da D-ribose (8) a D-ribonolactona 9

utilizando bromo molecular®®® seguida pela peracetilagdo catalisada por peneira
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molecular 13X/KCI em anidrido acético (58%, duas etapas). Subsequente etanolise
catalisada por CAL-B (35 °C, 150 rpm, 6 h) produziu, de forma verde, 2,3-di-O-acetil-
D-ribonolactona (46) ap6s purificacdo por cromatografia flash em silica gel utilizando
EtOAc/hexano 1:3 (0,70 g; 52%; 30% de rendimento total apds trés etapas).

HO OH 30% >—O\ ’/04<
8 46

Br, H,0 CAL-B | 35°C
NaHCO; | 25°C, 2h EtOH | 6h
Ac,0 ?
o) C2 o
— >
25°C, 3 h 0] O

HO OH >*O\\ "O—/<
9 40

Esquema 16. Sintese em trés etapas de 46 a partir de 8.
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CONCLUSAO

A acetilagcdo de carboidratos e derivados de carboidratos utilizando peneiras
moleculares em reagdes sem solvente se mostraram alternativas vidveis & metodologia
usual de protecdo desses derivados, que utiliza reagentes como a piridina, nociva ao
ambiente e aos seres humanos. Reacfes utilizando a peneira molecular 13X/KCI
apresentaram altos rendimentos em condic¢des brandas de reacdo, alem de permitir um
tratamento reacional sem utilizacdo de solucdes aquosas, e com baixa geracdo de
residuos. Adicionalmente, o catalisador pode ser recuperado e reutilizado em novos
ciclos de reacBes sem que haja perda significativa em sua atividade. Estendeu-se a
metodologia para a acetilacdo de dois derivados protegidos da D-ribonolactona, assim
como para a per-O-acetilacdo de diversos carboidratos naturais. Para os carboidratos
naturais houve a necessidade de se empregar temperaturas maiores € um maior tempo
reacional. Surpreendentemente, foi possivel observar uma variagdo na propor¢do entre
os andmeros a € 3, em compara¢do com a reagdo utilizando piridina. possivelmente pela
reacdo de acetilagdo com PM ocorrer a temperaturas maiores e por mais tempo,

favorecendo a formacéo do produto termodindmico.

Estudou-se também a reacdo de desprotecdo regiosseletiva da 2,3,5-tri-O-acetil-
D-ribonolactona através da alcodlise enzimaética catalizada pela Candida Antarctica
lipase B (CAL-B). Sob condicdes brandas e verdes (etanol como solvente, 35 °C) foi
possivel obter o produto seletivamente desprotegido em bons rendimentos apds 6 horas
de reacdo. Demonstrou-se também que a etapa de protecdo através da catalise com
peneira molecular, seguida da desprotecdo regiosseletiva por catalise enzimética sao
processos escalaveis. Foi possivel a preparacdo desses reagentes em grande escala, a
partir da D-ribose, obtendo-se um rendimento global de 30%, necessitando apenas de
uma etapa de purificagdo por cromatografia em coluna, mostrando assim a

aplicabilidade em escala industrial do processo.

Como parte da pesquisa baseada em reacdes com D-ribonolactona, propds-se
dois novos métodos para a obtengdo da mesma através da oxidagdo no carbono
anomérico da D-ribose, baseados nos preceitos da quimica verde. O primeiro método
mostrado, que consiste na geracdo in situ de bromo molecular a partir de uma mistura de

sais de bromo (brometo de sodio e bromato de sodio) em meio acido se mostrou
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promissora, apresentando resultados qualitativos bons em pequena escala, sendo
possivel obter a D-ribonolactona como uma mistura com sais, em baixa pureza. Porém,
esse processo mostrou-se ineficaz quando se tentou aumentar a escala da reacéo,
necessitando assim de maior investigacdo dos parametros da reacdo, a fim de se
desenvolver uma metodologia completa que seja escalavel e aplicavel em grandes
quantidades. O segundo método consiste na geracao in situ de bromo molecular atraves
da decomposi¢cdo da N-bromosuccinimida em meio aquoso. Este método apresentou
resultados favoraveis em condicdes reacionais brandas (50 °C). Porém, embora a reacao
seja de facil preparo e relativamente simples, o tratamento reacional se mostrou
complicado e de dificil realizacdo. Foi possivel obter a D-ribonolactona com 80% de
pureza em uma mistura com succinimida através da extracdo do cru da reacdo com
acetato de etila a quente. Porém, é preciso um estudo mais extensivo no tratamento do

meio reacional para a obtencdo da D-ribonolactona em maiores graus de pureza.
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Figura 14. Espectro de RMN H da 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40) (CDCls,
400MHz).
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Figura 15. Espectro de RMN *3C da 2,3,5-tri-O-acetil-D-ribonolactona (40) (CDCls,
100MHz).
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Figura 16. Espectro de RMN H da 2,3-O-isopropilideno-5-acetil-D-ribonolactona (43)
(CDCls, 400MHz).
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Figura 19. Espectro de RMN 3C da 2-acetil-3,4-O-benzilideno-D-ribonolactona (44)
(CDCls, 100MHz).
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Figura 21. Espectro de RMN *3C da per-O-acetil-a/-D-glicopiranose (50) (CDCls,
100MHz).

62



-

3
—_— j:— g
sz— — S
eLe o° _\-_5:!:
81z };&
-
e
3
=
E
o &
ng
o
il
£
5
5
LY o s
w o
- [ 87
oo s &
- © o wy [
bl s zzv\
o PEY— B
. Swj'f g]
]
uw iEPJ “
BE o

[@
.
. L

o [

o 3
8
M
o
]
=
o
]

2 2
il
i
Il
o
i
H

T T i T
T % 8 2 3 3 4 § o 2 3z
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Figura 23. Espectro de RMN *3C da per-O-acetil-o/-D-galactopiranose (51) (CDCls,
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Figura 24. Espectro de RMN 'H da per-O-acetil-a/B-D-manopiranose (52) (CDCls,

400MHz).

65



59 02—
Tioz
BT

IRRAR LaaaaLa s s e e
20 135 10 5 0

DLMWM A o
L R

S0T9—
2559 —————3 3]
2807
ByEn—
swo—————=% [~

0024

i
0

2505 — —== CEd

1

Jild

Vbt A
138 130

Ll

eracetiada_C13_051214

pe

manose_j

1.00
9
0.80
&
0.50
7
0.70
0.6
060

= F @ 3

ELETR E L
$4B9L = Ee
6660 =
G0 L E
ysue) pazyeuony

Figura 25. Espectro de RMN *3C da per-O-acetil-o/-D-manopiranose (52) (CDCls,
100MHz).

0.2

020
1
1
0
0



SEDE— 3 j;q [ei
S0 2o
TIOT: &=
EIZLZJ 9Blz— %;‘1 =
@
Gl
[=

BEKE .
%]
o) g el =1

895 g —

5'a
e
w s @
Y
0.
| —
b
Chemical Shift (ppm}

(@] ~ it
. GERE -
Al ) B enes z]

(@) oy O b 1erp- 0"

3

40

=ap
=
£92'9
® ot =af
o 8 pge—= T2
g
%
a
;i
H "
H [«
B
g
8
&
W
4
b
g
5
2 [=
g 2
£
5
H
i
H
5 —
2
3

0.10
0
0

T T T
2 g 8 8 % g o

AysUaw| pazieuLon]

Figura 26. Espectro de RMN 'H da per-O-acetil-a/B-D-xilopiranose (53) (CDCls,
400MHz).

67



WiL—

xibse_peraceti_C13_051214

99’0z —

6r02-,

g0z 0E
9802

a0 —————of

2,28—

6288
8z As—
260

lZee—

£L0dL F
E

Pe By ==

FOEaL .
O£ BOL =
TE69)
el T

0.85 o

0.80

075 4

070 g

085

080

g % 3 8% 7

Aasuau) pazieution

& z 2 g -

Chemical Shift (ppm)

Figura 27. Espectro de RMN 'H da per-O-acetil-a/8-D-xilopiranose (53) (CDCls,

100MHz).

68



Jo

M

\

2012 ;—%ﬁuem 8
- — I :ﬂ
owed — "

5
4
\
3.
Chemical Shift (ppr

(@)
54

0 gpe——ad T q[®
= st 3T
8 e —d 52
[w

RiboseB0_1H_CDCI2_230514.esp

2 g ] 2 5 g o 2 ] -

AYSUS| PEZIBULON

Figura 28. Espectro de RMN H da per-O-acetil-g-D-ribofuranose (54) e da per-O-
acetil-p-D-ribopiranose (55) (CDCls, 400 MHz).

69



ELT

£aLz

ot

BEG'E
PrEE
B95'E

545‘9% a0
b soovj’ o
B00'F

£E0 P:[
oF0'y

sy .
< 77%5
EE

N e §

s

33

T

T
20

T
30

[w
w
[
.
g
L4 =)
X [
o
]
g
B
g
‘J\
2
‘
3 =
8
3
w
3
T % 5 8 8 % = 8 3 B % %% 5 8 & 5 L o2 o0m o

Jysua| pazyeULIoN

Chemical Shift (ppm)

Figura 29. Espectro de RMN !H da 2,3-O-diacetil-D-ribonolactona (46) (CDCls, 400
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