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RESUMO

O interesse pelos derivados de sacarose tem aumentado nos ultimos anos devido suas
diferentes aplicacdes em diversos setores industriais (farmacéutico, bioengenharia,
quimica, agricultura e alimentos). A sacarose ¢ o dissacarideo natural de maior
abundancia, obtida em alto grau de pureza e economia que por meio de reagdes organica
permite sintetizar uma série de compostos de maior valor agregado. Os ésteres de sacarose
ou sucroésteres (SEs) sdo uma das possibilidades de derivados deste carboidrato, pois
possuem aplicagdes como emulsificantes, controladores microbioldgicos, anti-
inflamatdrios, antioxidantes, entre outros. Entretanto, a baixa estabilidade em condi¢des
acidas, térmicas e a riqueza funcional da sacarose levam a pesquisa de novos métodos de
sintese de sucroderivados por reacdes seletivas, as quais se controle o grau de
esterificacdo (especificamente monoacilagdo) e a posi¢ao de acilagdo no mesmo processo.
Por outro lado, os acidos picolinico, nicotinico e isonicotinico (acidos piridinicos) tém
sido estudados como agentes antimicrobianos, anticancerigenos, suplementos dietéticos,
0 que os torna compostos quimicos de interesse farmaco-biologico ainda pouco
explorados como substituintes de carboidratos. Neste estudo, foram sintetizados ésteres
piridinicos de sacarose por reacdo de transesterificacdo por catalise basica homogénea
(metdxido de soédio) e catalise heterogénea (6xidos metdlicos mistos derivados de
hidrotalcitas) assistidas por cavita¢do acustica a 20 kHz. Uma vez determinado o melhor
catalisador na sintese de SEs (metdxido de sodio), foi empregado um planejamento
experimental 32 x 2 para identificar a influéncia de fatores como: i) tempo de irradiagio
com ultrassom, ii) razdo molar dos reagentes de partida e iii) temperatura do sistema,
avaliados mediante a determinagdo do consumo de éster metilico de partida. Foram
obtidos consumos > 75 % e elevadas porcentagens de SEs monossubstituidos (> 85 %).
Os regioisomeros de maior abundancia de cada SEs piridinico foram isolados,
caracterizados e suas propriedades foram testadas como inibidores microbianos em
bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 6538) e Gram-negativa
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027).

Palavras-chave: ésteres de sacarose, acidos piridinicos, atividade antimicrobiana,

cavitagdo acustica.



ABSTRACT

Interest in sucrose derivatives has increased in recent years due to their different
applications in various industrial sectors (pharmaceutical, bioengineering, chemistry,
agriculture and food). Sucrose is the most abundant naturally occurring disaccharide,
obtained in a high degree of purity and economical, which by means of organic reactions
allows to synthesize a series of higher added value compounds. Sucrose esters (SEs) are
one of the possibilities of derivatives of this carbohydrate, have applications as
emulsifiers, microbiological controllers, anti-inflammatories, antioxidants, among others.
However, the low stability in acidic and thermal conditions and the sucrose functional
richness lead to the search for new methods of synthesis of sucroderivatives by selective
reactions where the degree of esterification (specifically monoacylation) and the acylation
position in the same process are controlled. On the other hand, picolinic, nicotinic and
isonicotinic acids (pyridinic acids) have been studied as antimicrobial agents, anticancer
agents, dietary supplements, among others, which make them chemical compounds of
biological and pharmaceutical interest still little explored as carbohydrate substituents. In
this study, pyridine esters of sucrose were synthesized by transesterification reaction by
homogeneous basic catalysis (sodium methoxide) and heterogeneous catalysis (mixed
metal oxides derived from hydrotalcites) assisted by acoustic cavitation at 20 kHz. Once
the best catalyst was determined in the synthesis of SEs, a 3% x 2 experimental design was
used to identify the influence of factors such as: i) irradiation time with ultrasound, ii)
molar ratio of starting reagents and iii) temperature of the system, evaluated by
determining the consumption of the starting methyl ester. Consumption > 75% and high
percentages of monosubstituted SEs (> 85%) were obtained. The regioisomers of greatest
abundance of each pyridine SEs are isolated, characterized and proved their properties as
microbial inhibitors in Gram-positive (Staphylococcus aureus ATCC 6538) and Gram-

negative bacteria (Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027).

Keywords: sucrose esters, pyridinic acid, antimicrobial activity, acoustic cavitation.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o interesse na sintese de derivados de sacarose tem aumentado devido
a sua aplicabilidade em diferentes setores industriais, tais como: farmacéutico, cosméticos,
alimentos, industria agricola e devido ao baixo custo e a alta pureza na qual é obtida a sacarose
(SHAH et al., 2017; WALFORD; G, 2006; YAMAN; BAYOINDIRLI, 2002; ZHENG et al.,
2015). Entretanto, a riqueza funcional da sacarose (oito grupos hidroxilas) proporciona uma
grande quantidade de produtos que diferem no grau de esterificacdo € nos regioisomeros
formados. Porém, diferentes métodos de sintese estdo sendo utilizados para a produgdo de
sucroderivados os quais podem controlar os regioisomeros produzidos, o grau de esterificagao
e o rendimento da reagdo (BARROS; PETROVA; RAMOS, 2004; FERRER; PASTOR;
PARRA, 2000; HUANG et al., 2010; SASAYAMA; KAMIKANDA; SHIBASAKI-
KITAKAWA, 2018).

Nos sucroderivados o acido organico substituido na sacarose e o grau de esterificagao
do produto formado determina as propriedades fisico-quimicas, € assim suas aplicacdes
biotecnoldgicas. Entre as propriedades atrativas dos sucroderivados encontra-se que alguns sao
insipidos e sem odores, biodegraddveis e apresentam atividades bioldgicas. (CRUCHO et al.,
2008; MATEV et al., 2013; PEREZ-CASTORENA; MARTINEZ; MALDONADO, 2010;
ZHAO et al., 2014). Assim, pode-se converter os sucroderivados em uma alternativa na
producdo de novos compostos quimicos a partir de matéria prima renovavel com propriedades
de interesse para diferentes setores industriais.

No grupo de pesquisa foram iniciados estudos sobre a sintese e avaliacdo da atividade
bioldgica de ésteres de sacarose ou sucroésteres (SEs). E assim como, RODRIGUES et al.,
(2013) sintetizaram sucroésteres derivado do acido picolinico, o qual apresentou atividade
antimicrobiana em bactérias Gram-positivas. Em virtude dos resultados alcancados, neste
trabalho de mestrado foram estudados a sintese assistida por cavitagdo acustica, caracterizacao
fisico-quimica e atividade antibacteriana de SEs derivados de diferentes acidos piridinicos
(acido nicotinico, picolinico e isonicotinico).

A sintese assistida por cavitagdo acustica de compostos organicos demostra ter
influéncias sobre a velocidade e o rendimento das reagdes, além de influenciar na seletividade
e o grau de esterificacdo dos produtos formados, convertendo-se em uma alternativa na sintese
de SEs (HANG et al., 2017; HUANG et al., 2010). Além do efeito da cavitagdo acustica, foi
avaliado a influéncia de fatores fisico-quimicos importantes no processo de sintese, tais como:

i) tempo de irradiacdo, ii) temperatura do sistema e #ii) razdo molar sacarose:éster metilico
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mediante a execucio de um planejamento fatorial 3% x 2. A variavel de resposta no planejamento
foi o consumo de éster metilico determinado mediante LC-DAD e a porcentagem de
regioisomeros determinada por LC-ESI-MS.

Os sucroésteres piridinicos em maior abundancia foram separados por cromatografia
semi-preparativa utilizando uma coluna C18 Shimadzu (2.5 cm x 25 cm e tamanho de particula
de 10 um). Foi empregado como eluente agua-metanol em gradiente de concentracdo. O
produto seco foi caracterizado por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
(FTIR-ATR); espectrometria de massas (ESI-MS); calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
e termogravimetria (TGA) e por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
proton e carbono.

Previas investigacdes tém demostrado que os SEs podem ser utilizados como agentes
no controle de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (FERRER et al., 2005; ZHANG et
al., 2016a, 2017). Da mesma forma, alguns compostos derivados dos acidos piridinicos sao
utilizados com esta finalidade (KOCZON et al., 2005). Assim, foram determinadas as
propriedades biologicas antibacteriana dos SEs piridinicos sobre bactérias Gram-positiva e
Gram-negativa pelo método de difusdo em disco determinando a concentracdo minima

inibitdria de cada composto.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUIMICA DA SACAROSE

A sacarose, B-D-frutofuranosil a-D-glucopiranosidio (Figura 1) € o dissacarideo natural
de maior abundancia extraido industrialmente em forma de cristal, primordialmente, da
beterraba acgucareira (Beta vulgaris) e da cana-de-acucar (Saccharum officinarum) em alto grau
de pureza (EGGLESTON, 2010). E um carboidrato ndo-redutor formado de dois
monossacarideos redutores, D-glicose e D-frutose unidos por ligagao glicosidica nos atomos de
carbono anomérico, empregando as posicoes a- C-1 da glicose e o grupo hidroxila ligado ao
carbono C-2 da B-D-frutose. Entretanto, ¢ uma molécula com quimica complexa devido a sua
moderada estabilidade ao calor e a condic¢des acidas, além de sua riqueza funcional (LU et al.,
2017; PERIS, 2016; QUENEAU et al., 2007; QUENEAU; FITREMANN; TROMBOTTO,
2004).
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Figura 1. Estrutura quimica da sacarose, numeracao dos atomos.

A sacarose ¢ um poliol que em sua estrutura possui oito grupos hidroxilas quimicamente
reativos, dos quais trés sao primarios (6, 1’ e 6’) e cinco secundarios (2, 3, 4, 3' ¢ 4). A
conformacdo estrutural da sacarose em meio anidro polar contribui diretamente na acidez dos
diferentes grupos hidroxilas da molécula. Duas conformacgdes sdo formadas em equilibrio por
ligacdo de hidrogénio entre o grupo OH do carbono C-2 da glicose com as OH ligadas aos
carbonos C-3’ e C-1’ da frutose, gerando impedimento estérico e atribuindo a OH do carbono
C-2, embora seja secunddria, maior acidez e reatividade em reagdes de transformagdo
(QUENEAU et al., 2007).

A sacarose ¢ um material apropriado pela formacao de diversos produtos de relevancia
comercial devido a sua facil obtencdo, alto grau de pureza e baixo custo de produgdo
(EGGLESTON, 2010). Mediante reagdes tipicas dos alcoois como eterificacdo (PIERRE et al.,
2004), esterificacao (POTIER et al., 2001; THEVENET et al., 1999), halogenacao (KHAN;
PATEL, 1990), entre outras, ¢ possivel a obtencdo de uma série de compostos de maior valor
agregado. Entretanto, seus oito grupos hidroxilas igualmente reativos podem proporcionar um
desafio na producdo de sucroderivados, devido aos diferentes graus de substituicdo que ¢
possivel obter 255 regiosomeros de um mesmo substituinte (BOSCOLO, 2003; QUENEAU;
FITREMANN; TROMBOTTO, 2004).

Entretanto, a velocidade de reacao dos diferentes grupos hidroxilas depende de alguns
fatores fisico-quimicos, tais como: tipo de transformagdo, condigdes de reacdo, fatores
termodinamicos e solvatacdo, os quais permitem migracdes intra e intermoleculares dos grupos
substituintes de um grupo hidroxila para outro. Os sucroderivados obtidos podem ser agrupados
dependendo da seletividade do processo, o grau de substituicdo e a regioquimica dos produtos

formados (MOLINIER et al., 2005; QUENEAU et al., 2007; THEVENET et al., 1999).
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2.2 ESTERES DERIVADOS DE SACAROSE

A reacdo de esterificacdo catalisada por acidos fortes ¢ empregada pela sintese de
diferentes ésteres, entretanto os sucroésteres ndo podem ser obtidos mediante esse tipo de
reagdo devido a fragilidade da ligacdo glicosidica da sacarose. Em condi¢cdes aquosas e na
presenca do acido a ligagdo glicosidica ¢ facilmente hidrolisada formando os monossacarideos
que constituem a sacarose, sendo um problema na produgao de sucroderivados (QUENEAU et
al., 2007). Entretanto, a reacao de transesterificacdo por catalise basica homogénea em meio
anidro polar utilizando dimetilsulfoxido (DMSO) ou dimetilformamida (DMF) como solventes
¢ uma alternativa na sintese de sucroésteres (POLAT; LINHARDT, 2001). Esta técnica baseia-
se na reagao de um alcool com o éster metilico do grupo organico de interesse a ser substituido
na estrutura da sacarose (Figura 2) (FUENTES; BALLESTEROS; VERMA, 2007; QUENEAU
et al., 2007).

Figura 2. Reagao geral de transesterificagao da sacarose.

O CH‘ 4+ H,c—oH
g{ gf

Sacarose Ester de sacarose Metanol

R = Aril ou Alquil grupo

O mecanismo da reagdo de transesterificagdo em sintese homogénea basica de SEs
baseia-se na desprotonagdo de algum grupo hidroxila da sacarose por parte do catalisador
formando, assim, o ion sucrato em qualquer posicdo que, por sua vez, realiza o ataque
nucleofilico ao carbono carboxilico do éster metilico de partida, formando o éster de sacarose
e produzindo um novo ion que funciona como catalisador (ion met6xido), o qual da inicio a
um ciclo catalitico pela desprotonacao de hidroxilas da mesma molécula formando ésteres di-
substituidos ou de outras moléculas de sacarose e assim sucessivamente, dependendo da razdo
molar dos reagentes e o meio de reacdo (DESHPANDE et al., 2013; FITREMANN et al.,
2007).

Em condigdes polares e anidras, o catalisador utilizado apresenta um forte carater

alcalino capaz de desprotonar as hidroxilas da sacarose. Um catalisador empregado nesse tipo
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de sintese tem sido o carbonato de potassio. HUANG et al., (2010) determinaram a influéncia
deste catalisador em reagdo de transesterificacdo na produgdo de caprilato de sacarose e
concluiram que a atividade catalitica quando a quantidade de catalisador era 13% com relagao
aos moles do éster metilico de partida ajudava a obter maior rendimento na reagdo. FERRER
et al., (2000) estudaram a sintese de laureato de sacarose utilizando como catalisador o bifosfato
de so6dio, encontrando alta seletividade na producdo de isomeros monossubstituidos embora
com baixos rendimento na reagdo de transesterificacdo, também experimentaram o uso de
Celite com conversao perto de 30 % em 24 h com seletividade na producao de monoésteres.
Finalmente, testaram uma mistura de fosfato de hidrogénio di-sodico e Celite com rendimentos
de 60 % do qual, aproximadamente, 80 % foram SEs monossubstituidos acilados nas hidroxilas
do C-2. As reagdes catalisadas pelo ion metdxido (geralmente metoxido de sodio) tem
proporcionado altos rendimentos na reagdo de transesterificacdo de acidos graxos com sacarose
em curtos intervalos de tempo (30 minutos) e em concentragdes baixas dos reagentes de partida,
entretanto, este tipo de catalisador mais ativo exige substancialmente reagentes anidros
(DESHPANDE et al., 2013; PETKOVA et al., 2015).

Industrialmente, os SEs sdo produzidos a temperaturas superiores aos 100 °C, pressdes
reduzidas e com tempo longo de reacdo, o que implica um alto custo energético. O produto
obtido ¢, em geral, uma mistura complexa entre regioisdmeros ¢ compostos com diferentes
graus de substituicdo o que aumenta o custo de produgdo por etapas de purificacio (FERRER;
PASTOR; PARRA, 2000).

Inicialmente, a produg¢do de SEs foi descrita por FEUGE et al., (1970) utilizando
sacarose fundida em reagdo com os ésteres metilicos dos acidos de interesse a serem
substituidos, empregando elevadas temperaturas (170 e 187 °C) com obtenc¢ao principal de SEs
poli substituidos. Entretanto, este tipo de sintese a elevadas temperaturas apresenta como
desvantagem a formagao de uma mistura de carater pastoso diminuindo a reatividade entre a
sacarose € 0 grupo substituinte, como também, modificando a distribui¢@o final em termos de
substituicdo do produto obtido (FITREMANN et al.,, 2007). Além disso, empregar altas
temperaturas pode ser um problema em reacdes que implicam sacarose como reagente de
partida, devido a possibilidade de sua degradagao por reagdes de caramelizagao proporcionando
mudancas quimicas e fisicas no produto ao final do processo (JIANG et al., 2008).

Pelo que foi citado anteriormente, diferentes métodos de sintetizar este tipo de
composto, em funcdo de controlar o grau de substituicdo da sacarose e os regioisdmeros
formados, tém sido estudados, entre os quais se encontram: sintese empregando catalise

heterogénea (KHARCHAFTI et al., 2005); biocatalise (DURAND et al., 2013; HABULIN;
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SABEDER; KNEZ, 2008; KHAN; RATHOD, 2015); rea¢des de protecdo-desprotegdo da
sacarose (BARROS; PETROVA; RAMOS, 2004; BARROS; PETROVA; SINGH, 2010),
sintese assistida por ultrassom (HANG et al., 2017; HUANG et al., 2010), entre outras.

A cavitagdo acustica ¢ uma forma rapida de obter compostos termo sensiveis, pois gera
bons resultados a nivel de laboratdério em reagdes de sinteses quimica, adicionalmente, suas
caracteristicas s30 bem conhecidas como método que contribui pela baixa produgao de residuos,
economia de materiais e energia ¢ como método que favorece o aumento no rendimento das
reacdes porém, atualmente, € objetivo de varios estudos que permitam sua implementacao em
escala industrial, tendo em conta, varidveis que favorecam a otimizacdo do processo como:
projeto do reator, potencial ultrassonico dependente do sistema especifico de reacdo,
parametros operativos, entre outros (HANG et al., 2017; HUANG et al., 2010; KARDOS;
LUCHE, 2001; SANCHETI; GOGATE, 2017).

A cavitagdo acustica tem sido empregada na sintese de SEs favorecendo o controle do
grau de esterificagdo e atingindo bons rendimentos e boa regiosseletividade nos produtos
obtidos (TAGLIAPIETRA; CALCIO GAUDINO; CRAVOTTO, 2014). Huang et al., (2010)
empregaram a cavitagao acustica na melhora da produgdo de SEs monossubstituidos mediante
reacdo de transesterificagdo com os ésteres etilicos dos grupos de interesse como substituintes,
concluindo que a cavitagao acustica pode favorecer a formagdo em 92 % de monoésteres com
o aumento da quantidade de sacarose de partida e rendimentos de reacdo de até 73 %. E acilagao
seletiva relatada nas hidroxilas OH dos carbonos C-6 ¢ C-6°, grupos hidroxilas primarios da
sacarose.

Em conjunto, tem sido demostrado que neste tipo de sintese a frequéncia do instrumento
¢ relacionada diretamente com a cavitagdo acustica gerada e influéncia na seletividade e o grau
de substitui¢io dos SEs formados. A frequéncias baixas entre 20-30 kHz, a probabilidade de
obter o fenomeno da cavitagdo ¢ maior e sao obtidas interagdes secundarias como ondas de
choque fortes, que melhoram a colisdo efetiva entre a sacarose e o éster metilico de partida
favorecendo o ataque nucleofilico de um unico grupo hidroxila desprotonado no carbono
carboxilico do éster de partida, produzindo em maior quantidade monoésteres. Entretanto, em
frequéncias maiores (58-80 kHz),onde a cavitacao acustica ¢ mais dificil de se obter, as bolhas
de cavita¢do ndo sdo formadas ou sdo formadas em menor propor¢ao o que favorece a producao
de ésteres polissubstituidos (HANG et al., 2017).

Por outro lado, os SEs tém demostrado diferentes aplicagdes biotecnologicas devido a
suas atividades bioldgicas tais como antitumorais (EL-ROKH et al., 2018; PANDA;
APPALASHETTI; M.A. JUDEH, 2011); anti-inflamatorias (FRANCO et al., 2014; ZHANG
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et al., 2016b); antioxidantes (CHOUHAN; SINGH, 2011; KIEM et al., 2008), inibidores
microbianos (PANDA; APPALASHETTI; M.A. JUDEH, 2011; ZHANG et al., 2016a; ZHAO
et al., 2015), entre outras, sendo atrativas para diferentes industrias. As atividades biologicas
dos SEs dependem da natureza do grupo substituinte, o grau de substitui¢ao da sacarose € o
regioisomero formado. Além destas propriedades, alguns SEs sdo caracterizados por ter baixa
toxicidade em mamiferos, sendo também biodegradaveis (GUMEL et al., 2011; OCAMPO et
al., 2017), compativeis com seu uso na area farmacéutica (PEREZ; ANANKANBIL; GUO,
2017; ZHENG et al., 2015); alguns aprovados como emulsificantes e estabilizantes de
alimentos processados (SCIENTIFIC PANEL ON FOOD ADDITIVES, FLAVOURINGS,
2004; SHAH et al., 2017) e sdo utilizados na industria cosmética (WALFORD; G, 2006).

Atualmente, alguns agentes biologicos tém aumentado sua resisténcia aos
antimicrobianos, o que tem propiciado uma grande possibilidade de estudo na sintese e
obtencdo de novos compostos quimicos que possuam estas caracteristicas (CHAN et al., 2017).
Alguns SEs tém demostrado atividade inibitoria de microrganismos, esta atividade ¢ maior para
SEs monossubstituidos que para aqueles com maior grau de esterificagdo (BOSCOLO, 2003).
A titulo de exemplo, ésteres como monolaureato de sacarose, dilaureato de sacarose e
monocaprato de sacarose possuem atividade biologica como inibidores de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (FERRER et al., 2005; ZHAO et al., 2015). Especificamente o
regioisdmero 6-O-laureato de sacarose tem sido utilizado como agente antimicrobiano com boa
acdo inibitoria contra fungos Aspergillus e Penicillium, e em bactérias Gram-positivas como:
Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (DEVULAPALLE et al., 2004;
HABULIN; SABEDER; KNEZ, 2008; MATEV et al., 2013).

Por outro lado, na industria de alimentos um dos principais problemas ¢ a contaminagao
por microrganismos que causam a deterioragcdo, porém, esta propriedade antimicrobiana que
apresentam alguns SEs bem como suas caracteristicas insipidas, inodoras, ndo irritantes e
biodegradaveis tem sido muito relevante pela aplicacdo de este tipo de compostos nesta
industria (OCAMPO et al., 2017). Sendo assim como, ZHAO et al., (2015) sintetizaram
diferentes SEs variando o numero de carbono do grupo substituintes e comprovaram suas
propriedades antimicrobianas mediante teste de difusao de disco contra cinco bactérias comuns
associadas com alimentos Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Além disso, alguns sucroésteres tem atividade na
conservagao de frutas e legumes evitando a podridio apdés a sua coleta (YAMAN;

BAYOINDIRLI, 2002).
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2.3 ACIDOS PIRIDINICOS E SUAS APLICACOES

A literatura tem mostrado que ésteres derivados de acidos piridinicos t€ém diversas
aplicagdes geralmente como agentes antimicrobianos no controle e inibicdo de algumas
bactérias, fungos e leveduras (KOCZON et al.,, 2003), agentes com potenciais anti-
inflamatorios, atividade anticancerigena (LIU et al., 2012); protetores de pele (TASHTOUSH
et al., 2007), entre outras. O interesse neste estudo estd focado na produgdo de sucroésteres
derivados dos seguintes acidos piridinicos (Figura 3): acido nicotinico, acido picolinico e acido

isonicotinico

Figura 3. Estruturas quimicas de a) isonicotinato de metilo; b) nicotinato de metilo e c)

picolinato de metilo.
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Os acidos nicotinico, picolinico e isonicotinico sao isomeros € em geral sdo utilizados
como agentes complexantes para potencializar suas aplicagdes biologicas (GOHER; YANG;
MAK, 2000; KOCZON et al., 2005). O acido picolinico ¢ encontrado em fluido cerebrospinal,
no soro do sangue ou no leite materno e ¢ utilizado em complexos com diferentes ions metalicos
tais como o cromo (II), o qual ¢ um suplemento dietético que nao apresenta toxicidade biologica
(LIU et al., 2016). Também ¢ comumente empregado como um agente complexante de ferro
para o tratamento de anemia e diabetes (CIOCZEK-CZUCZWAR; CZUCZWAR; ANDRZE]J,
2017). Os compostos derivados deste acido também tém sido estudados como agentes
farmacéuticos no tratamento da hipertensao (ABEBE et al., 2010).

Esteres de acido nicotinico com fung¢éo de aminoécido foram sintetizados por GIRGIS
et al., (2006) e foram testados em aplicagdes como vasodilatadores in vitro sobre a resposta de
contracdo do musculo liso vascular em ratos. Além disso, estes acidos e seus ésteres metilicos
tém sido empregados como agentes modificadores da toxicidade de compostos ja utilizados

para tratamento anticancerigeno por complexa¢ao organometélica (LIU et al., 2012).
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O 4cido nicotinico e seus isomeros posicionais sdo muito atrativos para o controle de
algumas bactérias e leveduras. KOCZON et al., (2003) testaram diferentes sais de isonicotinato
(litio, sodio, potassio, césio e rubidio), picolinato e nicotinato de potassio em leveduras
Hansenula anomala e Saccharomyces cerevisiae e em bactérias tais como Escherichia coli e
Bacillus subtilis, concluindo que a distribui¢do eletronica dada pela posi¢do do nitrogénio no
anel aromdtico e modificagdo na série de metais sdo fatores que afetam a atividade
antimicrobiana destes sais. Além disso, PALICOVA et al., (2000) estudaram complexos de
cobre-isonicotinato com adicao de ligantes aquo, etilenodiamina e dietilenotriamina como
agentes antimicrobianos em bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus CCM 3953,
Gram-negativas Escherichia coli CCM 3988 e leveduras Candida parapsilosis, demostrando

acdo inibidora destes compostos.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar SEs por reagcdo de transesterificacdo com diferentes ésteres
metilicos derivados de acidos piridinicos sob cavitagdo actstica por catalise homogénea e

heterogénea, além de estudar suas aplicacdes biologicas como inibidores bacterianos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar fisico-quimicamente os materiais tipo hidrotalcitas e os

respectivos 6xidos metalicos mistos utilizados como catalisadores heterogéneos.

e Estudar a sintese de SEs piridinicos por transesterificacdo empregando catélise
homogénea (metoxido de sddio) e catalise heterogénea (6xidos metalicos mistos derivados de

hidrotalcitas) sob cavitagao actstica a 20 kHz.

e Avaliar o rendimento de sintese e o grau de esterificagdo da sacarose sob a influéncia
dos diferentes parametros: temperatura (30 e 70 °C), razdo molar entre o éster de partida e a
sacarose (1:1; 1:2 e 1:3); tempo de reagado (10, 20 e 30 min), bem como identificar e quantificar

os regioisdmeros formados.
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e Caracterizar quimicamente a estrutura dos sucroésteres sintetizados empregando

LC-DAD, ESI-MS, FTIR-ATR, RMN, DSC e TGA.

e Avaliar a atividade antibacteriana dos regioisdmeros mais abundantes de cada éster

de sacarose contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativa pelo método de difusdo de disco.

4. MATERIAL E METODO

4.1 REAGENTES

Para a sintese dos SEs foram empregados os seguintes reagentes: Esteres piridinicos;
isonicotinato de metilo (Akros organic, 98%), picolinato de metilo (Sigma-Aldrich, 99%),
nicotinato de metilo (Akros organic, 99%) e sacarose (Sigma-Aldrich, 99%). O solvente
empregado foi dimetilsulféxido (DMSO) e como catalisador homogéneo metoxido de sodio
(NaOCH3) (Sigma-Aldrich, 95%).

Na sintese do material tipo hidrotalcita foram utilizados: nitratos de aluminio
(AI(NO3)3.9H20, Synth); magnésio (Mg(NOs3)2, Synth), cobre (Cu(NO3)2. 3H20), cloreto de
itérbio (YbCls. 6H>0), carbonato de sddio (Na;CO3, Synth); hidréxido de s6dio (NaOH, Synth).

4.2 SINTESE DO MATERIAL TIPO HIDROTALCITA E OBTENCAO DOS OXIDOS
METALICOS MISTOS

Os materiais tipo hidrotalcitas foram sintetizados utilizando o método de co-precipitacdo
mantendo uma razdo molar Mg*?/Al** 3:1 a 60 °C com agitacdo constante e pH 10 ajustado
com NaOH 4 mol L. Foi adicionada a uma solugio de NaCOs (0,075 mol L) as solucdes de
nitrato de magnésio (0,45 mol L) e de aluminio (0,45 mol L™!). Posteriormente, o sistema foi
mantido a 60 °C por 24 horas. Apds o periodo de maturagdo, o so6lido foi filtrado a vacuo e
lavado com agua deionizada até atingir pH neutro. O sélido obtido foi seco a 100 °C por 24
horas. Para obten¢do do 6xido metalicos misto (OMM), as HDL foram calcinadas a 450 °C por
5 horas (COELHO et al., 2017; CONTEROSITO et al., 2018; PERRONE et al., 2018). Da

13+

mesma forma, foi sintetizado HDL substituindo ion Mg?* por ion Cu?" e ions AI** por ions Yb**

nas proporg¢oes apresentadas na tabela 1.
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42.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS HDL E OMM

Os HDL foram caracterizados por espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho (FTIR-ATR) empregando um espectrofotometro modelo Spectrum UATR Two
- PerkinElmer®, na regido de 4000 a 400 cm'.

Além disso, a andlise termogravimétrica foi realizada utilizando uma balanga
termogravimétrica modelo TGA 4000 PerkinElmer®, pesando aproximadamente 6,0 mg de
amostra em um cadinho de ceramica. Foi utilizado uma rampa de aquecimento de 50 a 500 °C
a uma taxa de 10 °C min™! em atmosfera inerte de nitrogénio (20 mL min!).

A determinagdo dos sitios basicos presentes na superficie dos OMM sintetizados foi
determinada por adsor¢do de CO> na amostra de tal forma que, eliminada a agua, carbonato e
outras substancias do precursor no procedimento anterior, a amostra foi resfriada a 50 °C e foi
trocado o fluxo de N> por fluxo de CO> a 30 mL min!. A basicidade foi reportada em mmol de
CO; por grama de 6xido misto (LEON; DIAZ; ORDONEZ, 2011).

A 1identificagcdo da estrutura cristalina dos HDL sintetizados ¢ do OMM obtido foi
determinada por Raio-X utilizando um difratdmetro Rigaku miniflex 300® com radiacdo de
CuKa (A= 0,154 nm) e potencial de 40 kV e 30 mA. Os difractogramas foram obtidos utilizando
um passo por segundo com 20 variando de 5 a 70°. As fases cristalinas foram identificadas com
ajuda da base de dados JCPDS (Joint Committee of Powder Diffraction Standards). Os indices
de Miller dos planos (003) e (110) foram utilizados para calcular os parametros de rede
correspondentes e o tamanho do cristalito foi calculado a partir da linha de difragdo em 20 =
62.5°, usando a equagio de Scherrer (BIRJEGA et al., 2005).

A darea superficial especifica dos OMM obtidos foi determinada em um porosimetro
Gemini VII (Micromerictic®). Aproximadamente 100 mg de OM foram tratados termicamente
em um preparador FlowPrep 060 com fluxo de nitrogénio a 110 °C por 30 min pela remogao
da 4gua absorvida. Posteriormente, foi determinada a area superficial especifica a partir da

curva de absor¢ao de nitrogénio utilizando a equagao de BET.

4.3 SINTESE DE SUCROESTERES POR CAVITACAO ACUSTICA

43.1 AVALIACAO DOS TIPOS DE CATALISE NA SINTESE DE SEs

Em um tubo conico encamisado, regulando a temperatura a 70 °C pela circulacao de agua

termostatizada (Figura 4), foram adicionados 8 mmols de sacarose dissolvida em 10 mL de
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DMSO e foi adicionado cada um dos catalisadores a serem estudados em diferentes reagoes.
Uma vez dissolvida a sacarose, foram adicionados 2 mmols de picolinato de metilo e a solucao
foi irradiada com ultrassom a 20 kHz em diferentes tempos de reagdo (Tabela 2). O consumo
de metil éster (determinado como se apresenta na sec¢do 4.3.3) foi o parametro para selecionar

o catalisador a ser empregado na sintese de SEs piridinicos.

Figura 4. Esquema do reator empregado na sintese de sucroésteres. A) circulador de agua

termostatizada; B) sonda ultrassonica; C) tubo conico encamisado e D) ultrassom.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

432 AVALICAO DE PARAMETROS FISICO-QUIMICOS NA SINTESE DE SEs
PIRIDINICOS

Uma vez determinado o melhor catalisador na sintese de sucroésteres, foi estudada a
influéncia de parametros fisico-quimicos como: i) razdo molar sacarose: éster metilico (1:1;
2:1; 3:1); ii) temperatura do sistema (30 e 70 °C) e iii) tempo de reagao (10, 20 e 30 minutos),
mediante um planejamento fatorial 3% x 2 com os trés ésteres metilicos derivados de 4cidos
piridinicos. Em um tubo cénico encamisado, foram dissolvidos 8 mmols de sacarose em 10 mL
de DMSO juntamente com 50 mg de metoxido de s6dio como catalisador. Apos dissolvido o
catalisador e a sacarose, foram adicionados os equivalentes molares dos ésteres metilicos
derivados dos acidos piridinicos. A temperatura do sistema foi ajustada mediante a circulacao
de 4gua termostatizada. Todas as reacdes foram assistidas por ultrassom a 20 kHz (Tabela 3).

O consumo de cada éster metilico derivado dos acidos piridinicos foi determinado (secgao
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4.3.3) e selecionado como pardmetro na determinagdo da influéncia dos parametros fisico-

quimicos estudados.

43.3 DETERMINACAO DO CONSUMO DE ESTER METILICO DE PARTIDA E
PORCENTAGEM DE SEs MONOSSUBSTITUIDOS.

O consumo de cada éster metilico de partida (Equagdo 1) foi determinado por
cromatografia liquida. Pesou-se, aproximadamente, 5 mg da mistura ap6s a reagao e adicionado
1 mL de 4gua deionizada. A solugdo resultante foi injetada em um sistema Infinity LC 1220
(Agilent Technologies) acoplado a uma coluna Nucleosil 100-5 C18 ajustada a 40 °C e
utilizando detector de arranjo de diodos (DAD) a 275 nm. Foi utilizado como eluente agua-
metanol em gradiente de concentragdo, sendo de 0 a 5 minutos 100 % H>O e de 5 a 40 minutos
aumento progressivo de metanol até 90 %. Foi utilizado fluxo de a 0,8 mL min™.

A porcentagem de sucroésteres monossubstituidos (Equacdo 2) foi determinada de
acordo com PEREZ-VICTORIA; ZAFRA; MORALES, (2007) mediante analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de espectrometria de massas com
ionizagdo por electrospray (LC-ESI-MS) (sistema Ion-Trap LC-MS 500 Agilent Technologies)

operado em modo ion-positivo.

[éster metilico]; — [éster metilico]f

% consumo = *100 (1)

[éster metilico];

o area do pico do regioisébmero
% SEs monossubstituido = - * 100 (2)
Y. areas dos picos dos produtos

4.4 CARACTERIZACAO E ISOLAMENTO DOS PRODUTOS MAJORITARIOS

4.4.1 ISOLAMENTO DOS REGIOISOMEROS MAJORITARIOS

Para o isolamento dos sucroésteres majoritarios foi utilizado um sistema HPLC-DAD

(PerkimEImer Flexar®). O detector foi ajustado a 275 nm. Foram injetados 400 pL da mistura
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obtida ap6s a reagdo em uma coluna C18 Shimadzu (2.5 cm x 25 cm e tamanho de particula de
10 um) e se utilizou como eluente H2O-MeOH em gradiente de concentragdo, sendo: de 0 a 5
minutos 0 % de MeOH e de 5 a 85 minutos foi aumentado para 60 % de metanol. As fragdes
coletadas foram secas em um evaporador rotatorio. Os so6lidos obtidos foram caracterizados

fisico-quimicamente.

4.4.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DO PRODUTO ISOLADO

Os solidos brancos obtidos foram caracterizados mediante espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho (FTIR-ATR). Espectros vibracionais dos compostos foram
coletados em um espectrofotdmetro modelo Spectrum UATR Two - PerkinElmer®, na regiao
de 4000 a 400 cm™'. O ponto de fusdo dos ésteres piridinicos obtidos foi determinado mediante
a temperatura maxima do sinal observado por calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Para
a andlise foi utilizado um calorimetro modelo DSC 8000 — PerkinElmer ®. Amostras de
aproximadamente 3,0 mg foram utilizadas para analise em cadinho de aluminio, com taxa de
aquecimento de 10 °C mim™' em atmosfera dindmica de nitrogénio (10,0 mL mim™) e faixa de
temperatura de 90 a 350 °C.

Além disso, a degradagdo térmica dos sucroésteres piridinicos foi determinada por
termogravimetria. Foi utilizada uma balanga termogravimétrica modelo TGA 4000
PerkinElmer®. Aproximadamente 6,0 mg de amostra foram utilizadas para a analise em
cadinho de ceramica com rampa de aquecimento de 50 - 400 °C e com taxa de aquecimento a
10 °C mim™' em atmosfera de nitrogénio (20 mL mim™).

Os SEs piridinicos foram analisados por espectrometria de massas com ionizagao por
electrospray. Uma solugao de SEs foi preparada dissolvendo 5 mg de sélido em 1 mL de DMSO
e adicionados 100 pL de 4cido formico (Sigma Aldrich > 95 %) como doador de protons. Foi
injetado 1 pL de solucdo no espectrometro de massas lon Trap 500 MS-varian no modo
positivo. Por ultimo, os solidos isolados foram analisados por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de proton e carbono treze. Foi empregado um espectrometro Bruker Avance
III de 9, 397 Tesla, empregou-se 10,0 mg de amostra dissolvidas em 600 uL. de DMSO-d¢ para

a analise.
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS SEs POR ANTIBIOGRAMA
DE DISCO-DIFUSAO.

Os experimentos de atividade antimicrobiana dos SEs piridinicos foram realizados de
acordo com a norma M2-A8 da NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards), que padronizam todos os testes de antibiograma de disco-difusdo em meio solido.
Foi empregado cepas padrdes de bactérias patogenas Gram-positiva Staphylococcus aureus
ATCC 6538 e Gram-negativa Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027 fornecidas pelo
Laboratdrio de Microbiologia Aplicada.

A concentracgdo das células das bactérias foi determinada mediante espectrometria UV-
vis mediante aliquota do indculo das bactérias adicionada em solugdo de NaCl (4%) e diluida,
se necessario, até atingir valores de absorbancia entre 0,08 — 0,1 a 620 nm equivalente ao padrao
de McFarland 0,5. A concentracdo minima necessaria para inibir completamente o crescimento
da bactéria (MIC) foi determinada mediante técnica de difusdo por disco. Em uma Placa de
Petri contendo meio de cultura agar de Mueller-Hinton previamente esterilizadas foram
semeadas com haste Swab com as bactérias padronizadas. Os discos de difusdo forem imersos
em solugdes dos ésteres de sacarose sintetizados e caracterizados em concentragdes de 10 até
900 ng mL! e aplicados nas placas com pingas esterilizadas. As placas foram incubadas em

estufa a 35 °C por 24 horas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DO MATERIAL TIPO HIDROTALCITAS E OS RESPECTIVOS OXIDOS
METALICOS MISTOS.

O material tipo hidrotalcita (hidroxidos duplos lamelares, HDL) ¢ considerado como uma
argila anionica facil de sintetizar, com férmula molecular geral

[ME M3+ (OH),][A}},,. mH,0], onde M*" e M*" sdo os componentes metalicos divalentes e

trivalentes coordenados de forma octaédrica a seis grupos hidroxilas formando uma camada
carregada positivamente e A™ € o dnion que compensa a carga positiva no espaco interlamelar
(geralmente COs>) (Figura 5) (CONTEROSITO et al., 2018; OLSZOWKA et al., 2018; PARK
etal., 2019).
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As HDL apresentam uma baixa atividade catalitica, entretanto mediante modifica¢des
térmicas controladas (calcinagdo) deste material se convertem em 6xidos metalicos mistos
(OMM) com alta area superficial especifica e que apresentam diferentes sitios ativos basicos
que os tornam bons catalisadores em diferentes reacdes organicas (BALSAMO et al., 2017,
GABRIELS et al., 2015). Além disso, é possivel modular suas propriedades fisicas e quimicas
modificando os componentes metalicos pela incorporacdo de ions de metais de transicao ou
lantanideos como substituintes parciais ou totais dos fons Mg®" e AI** (CHUI et al., 2017;
FRIDRICH; STUART; BARTA, 2018; PERRONE et al., 2018). A alteragdo dos anions
inorganicos ou organicos presentes no espago interlamelar também modificam as propriedades

das hidrotalcitas (COELHO et al., 2017).

Figura S. Estrutura morfologica do material tipo hidrotalcita (HDL).
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Adaptado de SIKANDER; SUFIAN; SALAM, 2017; e WANG et al., 2012

Os HDL foram bem sintetizados pelo método de co-precipitagdo empregando razao
molar 3:1 Mg?": AI** e substituindo os ions Mg*" por Cu?* e ions AI** por Yb** nas propor¢des
mostradas na tabela 1. Os espectros FTIR-ATR dos precursores (Figura 6a) apresentam banda
de absor¢do em comprimentos de onda maiores correspondente ao estiramento de grupos -OH
da 4gua presente na estrutura do material (3600 cm™') (CONTEROSITO et al., 2013). Além
disso, ¢ observado banda de absor¢do correspondente a deformagdo angular da H-O-H (Son)

presente na regido intra-lamelar das hidrotalcitas (COCHECI et al., 2010; FERREIRA et al.,
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2006; RODRIGUEZ-CHIANG; LLORCA; DAHL, 2016). O estiramento dos grupos C=0 dos
ions carbonato presente entre as lamelas do material é observado a 1490 cm™'(WAN et al.,
2017). Da mesma forma, as bandas de absor¢io presentes em regides inferiores a 1000 cm™ s3o
relacionadas a vibragdes entre as ligacdes M-M e/ou M-O do material (RODRIGUEZ-
CHIANG; LLORCA; DAHL, 2016).

A analise termogravimétrica dos HDLs sintetizados apresenta dois eventos de perda de
massa (Figura 6b), o primeiro evento ocorre entre 100-200 °C e ¢ relacionado a perda de agua
presente na estrutura do material (OLIVEIRA CORREA et al., 2017; VYAZOVKIN, 2006). A
segunda perda de massa a 250 e 400 °C das HDLs est4 relacionada a saida de ion CO3% presente
na estrutura intra-lamelar do material (DO CARMO et al., 2015). Todas as hidrotalcitas
sintetizadas apresentaram os mesmos eventos de perda de massa por termogravimetria, o que
sugere que a substitui¢do parcial dos ions Mg?" e AI** por Cu? e Yb**, respectivamente, niio
influencia na estrutura intra-lamelar do material.

Por outro lado, os padrdes de Raio-X em pd dos HDLs (Figura 7a) exibem uma estrutura
em fase unica para todos os precursores sintetizados. Estas semelhangas no perfil cristalografico
podem indicar a insercdo dos fons metélicos substituintes (Cu®* e Yb*") nas lamelas do material,
sem formagao de fases secundarias. Além disso, sdo observados picos caracteristicos deste tipo
de material, entre eles sinais agudos simétricas (003), (006), (110) e (113) e amplos picos
assimétricos (012), (015) e (018), o que classifica o material como um sistema de cristal
hexagonal com simetria romboédrica (BIRJEGA et al., 2005). Os pardmetros de rede sio
apresentados na Tabela 1, a substituicdo parcial dos ions Mg e Al nao provocou mudangas
significativas na distdncia dos cations na rede lamelar (pardmetro de rede ). Entretanto, a

13* por ions Yb*" provocou um aumento nos valores da distancia

substitui¢ao de 1 % de ions A
interlamelar como era esperado devido a diminuigao das forgas eletrostaticas entre a camada e
os anions presentes no espago interlamelar (BIRJEGA et al., 2005). A substitui¢io de 1 % dos

I3* por ions Yb** também provocou mudangas no tamanho do cristalito (parimetro de

ions A
rede D) em 33.2 % com relagdo a HDL de referéncia o que denota diminui¢do da cristalinidade
do material. Do mesmo modo, a substituicio de 20 % de ions Mg?" por ions Cu** provocou
uma diminuic¢ao do 61.3 % com relacao ao valor obtido para a referéncia.

O tratamento térmico do precursor sintetizado para a obtengdo dos OMM, provocou a
desaparigdo da estrutura cristalina dos HDL e ¢ observado para todos os 6xidos, principalmente,
a apari¢ao de uma fase periclase do 6xido de magnésio, como era esperado (Figura 7b) (DE

SOUZA ROSSI et al., 2018; LIU et al., 2019; NAVARRO et al., 2018).
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Figura 6. Caracterizacdo fisico-quimica dos HDL. A) Espectros FTIR-ATR; B) termogramas
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Tabela 1. Composicao elementar e caracterizagdo fisico-quimica dos HDLs sintetizados.
Perda de massa por termogravimetria, parametros de rede por difragdo de Raio-X, area

superficial especifica BET e basicidade dos OMM obtidos.

Perda de massa Parametros cristalograficos
Material sintetizado HDL & OMM
basicidade OMM SBET
1° 2° (mmol CO, (m* g! oxide)
Composigao do HDL OMM | evento | evento | a(A) | c(A) D (A) g oxide)
(%) ()

Mg + Al (HDL)-referéncia OM 16 28 3.04 16.83 203.93 0.459 222.95+£2.99
Mg+ Al+1 % Yb (HDL-Yb) OM-Yb 15 30 3.05 17.09 136.26 0.443 180.66 = 3.29
Mg + Al +20 % Cu (HDL-Cu) OM-Cu 15 25 3.00 15.20 78.80 0.425 125.04 £3.17

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7. Difratogramas dos materiais tipo hidrotalcita (A) e dos 6xidos metalicos mistos (B).
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5.2 AVALIACAO DOS CATALISADORES NA SINTESE DE SUCROESTERES

Uma vez obtidos os 0xidos mistos por tratamento térmico controlado (calcinagdo) dos

precursores, foram empregadas diferentes massas do 6xido na reagdo de transesterificagdo da
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sacarose com picolinato de metilo e comparado com a catalise homogénea basica empregando

metoxido de sodio (Tabela 2).

Tabela 2. Consumo de picolinato de metilo na sintese de sucroésteres empregando diferentes

catalisadores™.
Exp. Catalisador Massa de catalisador | Tempo de reacdo | Consumo de piiolinato de metilo

(mg) (h) (%)
1 | Sem catalisador 0 2 0,0
2 NaOCH; 50 0,5 79,3
3 OM-Yb 100 2 39,6
4 OM-Yb 300 2 66,7
5 OM-Cu 300 2 36,9
6 OM-Cu 400 1 39,6
7 OM 300 2 30,4

* Todas as reagdes foram realizadas dissolvendo 8 mmols de sacarose e 2 mmols de picolinato de metilo em 10

mL de DMSO. Fonte: Elaborado pelo autor.

A transesterificacdo da sacarose com picolinato de metilo foi realizada a 70 °C a
diferentes tempos de reacdo sob cavitagdo acustica a 20 kHz. Na Tabela 2 (Exp.1) ¢ possivel
observar que ap6s de 2 horas de reagdo sem catalisador sob irradiagdo com cavitacdo acustica
ndo ha producdo de sucroéster, portanto ¢ necessario a presenca de um catalisador com carater
basico que possa desprotonar para poder dar inicio a reagao.

Por outro lado, os 6xidos metalicos mistos derivados de hidrotalcitas tém sido utilizados
como catalisadores heterogéneos na reagdo de transesterificagao para a producdo de biodiesel
etilico, apresentando bons rendimentos na reagdo (COELHO et al., 2017; DE SOUZA ROSSI
et al., 2018)entretanto, pouco estudado na sintese de sucroderivados. Com o alvo de modificar
os sitios cataliticos basicos dos OMM, foram substituidos parcialmente em diferentes
proporcdes os ions Mg e AI** e avaliadas suas propriedades cataliticas na producdo de SEs
piridinicos. Em geral, a sintese de SEs piridinicos catalisada por OMM apresenta baixos
consumos de éster metilico de partida (< 40 %) em comparagdo com a catdlises basica
homogénea (> 70 %). Além disso, este tipo de catalise necessita a utilizacdo de maiores tempos
de reacdo e maiores quantidades de catalisador. A substitui¢io de 1 % dos ions AI** com ions
Yb*" (maior tamanho i6nico) proporcionou modificagdes cristalinas como o tamanho do
cristalito e morfologias como a area superficial especifica no OMM (Tabela 1), porém nao
houve mudanga significativa na basicidade do catalisador com relagdo ao OMM de referéncia,
mas em sua atividade catalitica aumentando em aproximadamente 50 % com relacdo ao

consumo de picolinato de metilo em 2 horas de reacao.
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Por outro lado, a sintese de SEs piridinicos por catalise basica homogénea com metoxido
de sodio apresenta maior consumo de picolinato de metilo em tempos de reagdo mais curtos em
comparac¢ao com os OMM. Isso ocorre devido o ion CH30O™ apresentar um maior carater basico
em meio anidro polar capaz de desprotonar a sacarose mais facilmente (DESHPANDE et al.,
2013; PETKOVA et al., 2015). A atividade catalitica de 1 mmol de NaOCH3 na
transesterifica¢do da sacarose deu consumo de picolinato de metilo de 73,30 % em 30 minutos
de reagdao. Além do anteriormente exposto, para este estudo de sintese de SEs piridinicos, o
catalisador empregado (homogéneo ou heterogéneo) influencia especificamente no consumo
de éster metilico de partida e ndo na distribuicdo dos regioisdmeros formados. Na Figura 8 ¢
apresentado o cromatograma obtido para a mistura reacional catalisada por metdxido de sddio,
nela ¢ possivel observar um pico de maior intensidade em aproximadamente 17 minutos
correspondente ao SEs de maior abundancia e um pico a 24 minutos correspondente ao
picolinato de metilo que ndo reagiu. Para todos os catalisadores testados o perfil cromatografico
foi o mesmo. Além disso, ¢ apresentado os espectros UV-Vis obtidos para estes dois picos
cromatograficos, os quais tem o mesmo perfil espectral devido ao SE e o éster metilico de

partida apresentarem o mesmo agente cromoéforo.

Figura 8. Cromatograma obtido na sintese de SEs empregando como catalisador metoxido de

sodio. Destaca-se o pico correspondente ao SEs e ao picolinato de metilo que nao reagiram.
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53 AVALIACAO DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS NA SINTESE DE
SUCROESTERES PIRIDINICOS.

Foram sintetizados SEs derivados dos acidos piridinicos estudados mediante reagcdo de
transesterificacdo da sacarose na presenga de 1 mmol de NaOCH3 (como melhor catalisador na
sintese) sob cavitagdo acustica a 20 kHz e avaliou-se diferentes condi¢des fisico-quimicas que
podem influenciar no consumo de éster metilico de partida e a formagdo de SEs
monossubstituidos (ideais para serem aplicados como antibacterianos (BOSCOLO, 2003)). O
planejamento fatorial executado proporcionou uma boa ideia sobre as influéncias dos
parametros avaliados: i) tempo de irradiacdo; ii) temperatura do sistema e iii) razdo molar
sacarose/éster metilico na sintese de SEs piridinicos e atingiu consumos de éster metilico de até
85,19 % para metil isonicotinato (MI), 79,27 % metil picolinato (MP) e 82,18% metil
nicotinato (MN) (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito da temperatura, tempo de irradiagao e razdo molar de reagentes na sintese de

¢ésteres piridinicos de sacarose. *

HO o} RO, Ri= Picolinato Nicotinato  Isonicotinato
HO, )’L HO O; O: O;
OH H3C R1 OH
OH OH |
HO (¢} U.S.20 kHz T. HO [} = N A N/
OH OH OH OH
Condicdes experimentais Consumo (%) Monoéster (%) **
Sacarose:
Experimento Tempo T mistti‘laiio Isonicotinato Picolinato Nicotinato Isonicotinato PlCOéleIlatO Nicotinato
(min) (°C) de metilo  de metilo de metilo de sacarose de sacarose
(mol: sacarose
mol)

1 10 30 1:1 81.1 49.2 69.8 75.0 78.2 834
2 20 30 1:1 71.5 44 67.1 74.7 84.0 80.6
3 30 30 1:1 68.0 50.3 67.2 90.7 80.9 86.5
4 10 70 1:1 73.7 471 553 83.2 83.3 87.6
5 20 70 1:1 75.6 472 71.2 82.5 86.7 96.4
6 30 70 1:1 64.8 36.7 723 82.5 85.8 86.3
7 10 30 2:1 82.5 62.4 73.1 87.5 88.0 90.6
8 20 30 2:1 81.5 59 63.3 87.4 85.8 923
9 30 30 2:1 73.2 40.3 76.7 88.1 84.7 92.5
10 10 70 2:1 75.4 524 77.7 77.3 773 81.7
11 20 70 2:1 82.3 56.6 75.4 77.1 82.5 81.1
12 30 70 2:1 81.1 49 66.9 82.6 81.5 76.7
13 10 30 3:1 76.3 66.8 73.6 83.9 89.8 85.0
14 20 30 3:1 85.2 54.7 73.7 83.3 87.6 87.4
15 30 30 3:1 79.5 51.6 73.8 83.5 85.3 85.3
16 10 70 3:1 76.5 79.3 82.2 87.3 88.3 87.9
17 20 70 3:1 81.6 78.9 81.2 87.2 86.7 88.6
18 30 70 3: 81.7 50.9 77.5 87.7 91.2 91.5

* A reagdo foi feita utilizando 50 mg de NaOCH; como catalisador em dimetilsulféxido (DMSO) como solvente sob irradiagdo com ultrassom.
** Determinado de acordo a PEREZ-VICTORIA et al., (2007). Fonte: Elaborado pelo autor.
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Inicialmente, na avaliacdo da razdo molar sacarose: éster metilico de partida os
resultados mostram que, ao aumentar a razdo molar de 1:1 para 3:1, o consumo de éster metilico
aumenta consequentemente em cada um dos caso, isto ocorre, possivelmente, pela
probabilidade de se ter maior concentracdo de ions sucrato que possam realizar o ataque
nucleofilico ao carbono carboxilico dos ésteres metilicos de partida. Ao avaliar a temperatura
do sistema, os SEs derivados de picolinato e nicotinato de metilo precisaram que a temperatura
do sistema fosse mais alta (70 °C) para obter-se consumos maiores, embora com diminui¢ao
nos tempos de reagdo (10 min), tendo como consequéncia a aceleragdao da reagdo. Entretanto,
ao trabalhar com temperaturas superiores a 70 °C ¢ possivel causar a caramelizagdo e
degradacdo da sacarose (HUANG et al., 2010). Para se obter o consumo de isonicotinato de
metilo similar aos outros reagentes, um aumento no tempo de reagdo foi necessario, no entanto,
em temperaturas mais baixas do sistema (30 °C), diminuindo a possibilidade de degradagao dos
reagentes iniciais.

Ao mesmo tempo, a abundancia percentual de SEs piridinicos monossubstituidos foi
determinada em cada uma das condi¢des experimentais avaliadas de acordo com PEREZ-
VICTORIA et al., (2007), por meio de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) acoplada a um detector de espectrometria de massa com ioniza¢do por electrospray
(ESI-MS). Os resultados sdo apresentados na Tabela 3. A producdo de SEs piridinicos com
baixo grau de substituicdo (mono- e di-) ¢ favorecida ao realizar a sintese assistida por
irradiagao ultrassonica (20 kHz), isto se deve ao fato de que em baixa frequéncia a probabilidade
de gerar cavitagdo ultrassonica aumenta, a0 mesmo tempo, apresenta-se efeitos secundarios
como ondas de choque fortes e micro disturbancias permitindo assim a colisdo efetiva entre a
sacarose € o éster metilico. Consequentemente, aumenta a probabilidade de que mais ésteres
metilicos possam reagir com um unico grupo hidroxila (HANG et al., 2017).

SEs derivados do isonicotinato de metilo foram obtidos em razdo constante na
produgdo de ésteres monossubstituidos (entre 78,0 e 90,7 %) sob todas as condi¢des estudadas.
A maior quantidade de monoésteres foi alcangada quando a razao molar sacarose: isonicotinato
de metilo foi 1:1 no tempo de reacdo 30 min, entretanto nestas condi¢des o consumo de metil
éster inicial ndo € favorecido (68,0%). Da mesma forma, para SEs monossubstituidos derivados
de picolinato e metil nicotinato obteve-se producdo constante (entre 80,0 e 90,0 %) sob todas
as condigdes avaliadas.

Nas melhores condi¢des na transesterificagdo da sacarose em relagao ao consumo do
metil éster e a produgdo de SEs monossubstituidos, foi possivel obter: até 85,19 % de consumo

para metil isonicotinato quando a razao molar foi de 3:1 sacarose: metil éster, temperatura de
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30 °C e 20 minutos de reacdo e producdo de 83,3% de monoésteres. Os consumos de 79,3 e
82,2 % para o picolinato e nicotinato de metilo, respectivamente, foram obtidos quando a razao
molar sacarose: éster metilico foi de 3:1, com a temperatura do sistema de 70 °C e 10 minutos
de reacdo e produg¢do de monoésteres de 88,3 e 87,9 % para o nicotinato e picolinato de

sacarose, respectivamente.

5.4 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS PRODUTOS ISOLADOS

Ap6s a isolacdo dos produtos por cromatografia liquida semi-preparativa, os sélidos
obtidos foram caracterizados fisico-quimicamente. Andlises feitas por espectrometria de
massas dos produtos isolados demostraram a obtenc¢ao de SEs piridinicos monossubstituidos
(relagdo m/z obtida [M+H] " = 448, calculada para C1sHisO3N, 447) (Anexo).

As estruturas quimicas dos SEs piridinicos possuem 0s mesmos grupos organicos e s
diferem na posi¢ao do nitrogénio no anel aromatico. A andlise por espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho (FTIR-ATR) dos SEs piridinicos apresentam as mesmas bandas de
absor¢ao no espectro. Os espectros FTIR-ATR dos sucroderivados sintetizados se apresentam
na Figura 9. E possivel observar bandas de absorgdo da sacarose na regido espectral de 3301 -
3332 cm’!' correspondente ao estiramento dos grupos hidroxilas livres. Além disso, o
estiramento do grupo C-O-H secundario dos alcoois ciclicos de 5 ou 6 membros estd presente
na faixa do espectro a um comprimento de onda entre 1050 - 1055 cm™. O estiramento
assimétrico da ligacdo glicosidica da sacarose é observado na faixa de 1292 - 1359 cm™ no
espectro. Com relacdo ao grupo piridinico presente no sucroderivado, o anel piridinico
apresenta absorgdo de estiramento da ligagdo C=C entre 1594 -1605 cm’', vibragdo de
estiramento C=N entre 1551-1585 cm™!. O estiramento C=C-H entre 2920 - 2934 cm™ e
observa-se absor¢ao da vibragao de estiramento da ligagao carboxilica do éster aromatico entre

1732-1741 cm™.
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Figura 9. Espectro vibracional na regido do infravermelho (FTIR-ATR) para os SEs

piridinicos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Por outro lado, a analise por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) dos SEs
sintetizados (Figura 10a) apresentou um unico sinal endotérmico, o qual pode ser atribuido ao
ponto de fusdo do produto, sendo para o picolinato de sacarose 219.65 °C com AH® 130.04 J g’
!, isonicotinato de sacarose 215.82 °C com AH° 43.86 ] g! e nicotinato de sacarose 221.75 °C
com AH° 27.83 J g'!. Da mesma forma, a estabilidade térmica dos produtos obtidos foi avaliada
por termogravimetria (Figura 10b), os SEs piridinicos sintetizados apresentam uma perda de
massa entre 100 e 150 °C de, aproximadamente, 10 %, a qual pode ser atribuida a saida de dgua
absorvida pelos sucroderivados. Um segundo evento entre 150 e 350 °C ¢ observado com uma
perda de massa de aproximadamente 60 %, atribuida a decomposi¢do térmica dos SEs

sintetizados.
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Figura 10. Anélise por calorimetria exploratoria diferencial (DSC) (A) e Termogramas obtidos

(B) para os SEs piridinicos. Isonicotinato (—), nicotinato (—) e picolinato (—) de sacarose
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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As caracterizagdes fisico-quimicas dos compostos isolados apresentadas anteriormente
proporcionam informagdes sobre a possivel obtencao de ésteres piridinicos monossubstituidos.
Com o objetivo de determinar as posicoes de acilagao foi realizada uma analise de ressonancia
magnética nuclear de carbono ('*C) e hidrogénio (‘H). Os espectros de RMN de 'H dos SEs
isolados (Figura 11) apresentaram quatro sinais de deslocamentos quimicos (8) entre 7 ¢ 9 ppm
para o nicotinato e picolinato de sacarose e dois sinais para o isonicotinato de sacarose,
correspondentes aos hidrogénios do anel piridinico. Além disso, ¢ observado o sinal
correspondente ao hidrogénio ligado no carbono anomérico da glicose (C-1) entre 6 5,24 € 5,26

ppm e na faixa de & 3,20 até 4,00 ppm para os outros hidrogénios da sacarose.

Figura 11. Espectros de RMN 'H (600 MHz) em DMSO-ds obtido para os SEs piridinicos.
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Os espectros de RMN '3C dos produtos (Figura 12) apresentaram § entre 120 e 165 ppm
correspondentes ao anel piridinicos do substituinte no SEs. E importante destacar a presenca de
um sinal 6 entre 164,60 e 164,80 correspondente aos carbonos carbonilicos dos sucroderivados.
Além disso, foi observado 6 do carbono anomérico da glicose (C-1) e da frutose (C-2’) entre
aproximadamente 91,70 e 104,04 ppm, respectivamente, corroborando a presenca da sacarose
no produto isolado. Espectros bidimensionais heteronucleares foram utilizados para
correlacionar os hidrogénios diretamente ligados aos carbonos dos produtos obtidos (Figura 12

b, c, d).

Figura 12. A) Espectro de RMN de '*C (600 MHz) em DMSO-ds para os SEs piridinicos.
Espectros bidimensionais (2D), correlagdo quantica heteronuclear (HSQC, por suas siglas em

inglés) de B) isonicotinato, C) nicotinato e D) picolinato de sacarose.
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Além do mais, a posi¢ao principal de acilagao pode ser determinada mediante a comparagao
do deslocamento dos carbonos da sacarose com os carbonos dos SEs. O atomo de carbono
diretamente acilado sofre deslocamento para campos baixos do espectro (Tabela 4) (HUANG
et al., 2010; INPRAKHON et al., 2017). Entretanto, ao analisar os espectros de RMN de °C
dos SEs piridinicos foram identificados trés sinais de diferentes intensidades para cada atomo
de carbono dos compostos (Figura 13, 14 e 15), o que sugere a possivel obten¢ao de uma mistura
de regioisomeros monossubstituidos. Isto ocorre por que na separagdo cromatografica ¢
provavel a co-eluigdo de isomeros posicionais limitando a obten¢do de um unico produto
(MOH; TANG; TAN, 2000). Entretanto, foi possivel a identificacio do regioisomero
maioritario mediante a intensidade do sinal no espectro (PEREZ-VICTORIA; ZAFRA;
MORALES, 2007). Assim, foi demostrado que para os trés SEs obtidos, o maior regioisdmero
foi acilado na posi¢ao 6-O-C, correspondente ao grupo hidroxila primaria da sacarose.

Resultados parecidos foram obtidos por HUANG et al., (2010).

Tabela 4. Sinal de RMN de '*C para os SEs piridinicos monossubstituidos e comparagio do

deslocamento quimico com a sacarose.

Nicotinato de  Picolinato de  Isonicotinato  Nicotinato  Picolinato  Isonicotinato
sacarose

Carbonos 5 sacarose sacarose de sacarose  de sacarose de sacarose de sacarose
(pom) & (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) As (ppm) A3 (ppm) A (ppm)

1 91,7 91,7 91,6 91,6 0,0 -0,1 -0,1
2 71,6 71,5 71,5 71,5 -0,1 -0,1 -0,1
3 72,8 72,6 72,7 72,6 -0,2 -0,1 -0,2
4 69,8 69,9 69,9 69,9 0,1 0,1 0,1
5 74,2 74,4 74,3 74,3 0,1 0,1 0,1
6 60,4 64,6 64,6 65,1 4,2 4,2 4,6
I 62,0 62,0 62,0 62,1 0,0 0,0 0,1
2' 104,0 104,0 104,0 104,0 0,0 0,0 0,0
3 77,0 76,8 76,8 76,8 -0,2 -0,1 -0,2
4 72,8 72,8 72,8 72,8 0,0 0,0 0,0
5' 82,5 82,5 82,6 82,5 0,0 0,1 0,0
6 62,1 62,4 62,4 62,4 0,3 0,3 0,3
" - 164,7 164,6 164,7 - - -

2" - 125,6 1474 136,7 - - -

3" - 136,9 125,0 150,8 - - -

4" - 123,9 137,5 - - -

5" - 153,7 1273 1226 - - -

6" - 150,1 149,8 150,8 - - -
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Figura 13. Espectro de RMN de '*C para nicotinato de sacarose. A) Regido a campo baixo
correspondente ao anel piridinico. B) Sinal correspondente ao grupo C=0. C) regido a campo

alto correspondente aos atomos de carbono primarios da sacarose presente no €ster.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14. Espectro de RMN de '°C para picolinato de sacarose. A) Regiio de campo baixo
correspondente ao anel piridinico. B) Sinal correspondente ao grupo C=0. C) regido de campo
alto correspondente aos atomos de carbono primarios da sacarose presente no composto.
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Figura 15. Espectro de RMN de '*C para isonicotinato de sacarose. A) Regido de campo baixo
correspondente ao anel piridinico. B) Sinal correspondente ao grupo C=0. C) regido de campo
alto correspondente aos atomos de carbono primarios da sacarose presente no €ster.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS SEs PIRIDINICOS

A atividade antibacteriana de sucroésteres foi estudada anteriormente contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (Ferrer et al., 2005; Pedersen et al., 2003; Habulin et al.,
2008). Estes sucroderivados se caracterizam por ter como substituintes dcidos graxos de cadeia
longa, principalmente, maiores que 10 carbonos (DEVULAPALLE et al., 2004; ZHANG et al.,
2017). Assim mesmo, tem sido demostrado que o grau de esterificacdao da sacarose influencia
nesta atividade bioldgica (BOSCOLO, 2003; ZHAO et al., 2015). Além disso, os derivados
piridinicos também tém sido utilizados na inibi¢ao deste tipo de microrganismos (Rafat, 2007;
Koczon et al., 2005).

Porém, a procura de novos compostos com atividade antibacteriana, foram estudadas
as propriedades da mistura de SEs piridinicos isolados (produto maioritario substituido no C-
6-OH) contra bactérias Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Gram-positiva) e Pseudomonas
aeroginosa ATCC 9027 (Gram-negativa). Os resultados demostraram boa atividade
antibacteriana dos trés SEs piridinicos contra S. aureus com concentragdes minimas inibitorias
(CMI) de 10 ng mL"! para picolinato e nicotinato de sacarose e de 15 pg mL ! para isonicotinato
de sacarose. Por outro lado, para P. aeruginosa foi obtido CMI de 10 e 25 ug mL™! para
picolinato e isonicotinato de sacarose, respectivamente. O nicotinato de sacarose (concentracao

méxima testada 950 pg mL!) ndio apresentou atividade contra esta bactéria. Estudos realizados
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por KOCZON et al, (2003) demostraram que a atividade antibacteriana dos derivados
piridinicos dependem da posicdo do nitrogénio no anel piridinico, tendo assim, maiores
atividades os derivados de picolinato sobre isonicotinato e nicotinato, como foi observado neste

estudo.

6. CONCLUSOES

A sintese de SEs piridinicos mediante catalise basica homogénea apresentou melhores
resultados de consumo de éster metilico (aproximadamente 80 %) a menor tempo de reacdo em
comparagdo com a sintese por catalise heterogénea utilizando 6xidos metélicos mistos (menor
a 40 % em 2 h de reacdo). Entretanto, ¢ possivel continuar os estudos empregando OMM

I3* por ions Yb** como catalisador, além de estudar fatores fisico-

substituindo os ions A
quimicos como tempo de reacdo, temperatura do sistema, quantidade de catalisador,
porcentagem de substitui¢do dos ions, entre outras, com o alvo de encontrar as condi¢des timas
na sintese de sucroderivados.

Por outro lado, a execugdo do planejamento fatorial proporcionou uma ideia da influéncia
de parametros fisico-quimicos na sintese de SEs piridinicos catalisada por 1 mmol de metoxido
de sodio obtendo consumos de até 85,19 % para isonicotinato, 79,27 % para picolinato e
82,18% para nicotinato de metilo. Além disso, a sintese assistida por ultrassom contribuiu na
formag¢ao de SEs com baixos graus de esterificagdo, principalmente, ésteres monossubstituidos.

A caracterizacdo fisico-quimica realizada para os SEs isolados por espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho (FTIR-ATR) mostrou bandas de absorgao
correspondente aos grupos hidroxilos livres da sacarose, ligacao glicosidica, anel piridinico e a
ligagdo C=0 dos ésteres. A espectrometria de massas (ESI-MS) proporcionou a relagao m/z dos
SEs, sendo [M+H]" 448 para picolinato, isonicotinato e nicotinato de sacarose
monossubstituidos. A analise por calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria
determinou um unico evento endotérmico provavelmente relacionado com o ponto de fusdo dos
SEs formados e a temperatura de degradacdo do produto, respectivamente. A posicao de
acilagdo foi determinada pelo deslocamento quimico dos a&tomos de carbono no espectro de
RMN de "*C, determinando a obten¢do de uma mistura de regioisdmeros monossubstituidos e
como produto principal o isdbmero 6-O-picolinato, nicotinato e isonicotinato de sacarose.

A atividade microbioldgica da mistura de SEs piridinicos foi avaliada mediante o teste
de difusdao de disco em meio solido em bactérias Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Gram-
positiva) e Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027 (Gram-negativa). A mistura de

regioisdbmeros correspondente ao isonicotinato e o picolinato de sacarose apresentou boa
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atividade para as duas bactérias testadas. Porém, a mistura de regioisdmeros de nicotinato de
sacarose foi especifica para a bactéria Gram-positiva. E recomendado fazer outros estudos de
atividade antibacteriana destes compostos para um numero maior de bactérias e outros

microrganismos como leveduras e fungos.
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ANEXO — A. Espectros de massas

Figura S1. Espectro de massas (ESI-MS) obtido para nicotinato de sacarose
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Figura S2. Espectro de massas (ESI-MS) obtido para picolinato de sacarose
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Figura S3. Espectro de massas (ESI-MS) obtido para isonicotinato de sacarose
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