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GREEN CHEMISTRY METHODOLOGY AND BIOLOGICAL TESTS
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RESUMO

Sinteses organicas ecologicamente conscientes sdo desejadas por obterem os mesmos produtos resultan-
tes das reacgoes tradicionais, principalmente quando sdo mais rapidas, contam com reagentes menos toxi-
COS € economizam recursos, pois gastam menos energia elétrica e evitam as altas temperaturas classicas.
Para isso, os 12 Principios da Quimica Verde foram aplicados em laboratorios e industrias quimicas e far-
maceéuticas. Trés ésteres foram sintetizados de forma rapida e limpa, utilizando trés produtos organicos
naturais disponiveis no laboratério LAPQUIM-UFMT-Araguaia, pela esterificagdo Schotten-Baumann.
Em sequéncia, as moléculas dos reagentes e produtos foram caracterizadas fisico-quimicamente e tive-
ram suas habilidades bioldgicas testadas.

Palavras-chave: produtos naturais, esterificacdo de Schotten-Baumann, sintese organica, quimica verde,
sustentabilidade.

ABSTRACT

Environmentally conscious organic syntheses are desired because they yield the same products as
traditional reactions, especially when they are faster, involve less toxic reagents, and save resources
by consuming less electrical energy and avoiding high classical temperatures. To achieve this, the 12
Principles of Green Chemistry have been applied in chemical and pharmaceutical laboratories and
industries. Three esters were synthesized quickly and cleanly, using three natural organic products
available in the LAPQUIM-UFMT-Araguaia laboratory, through Schotten-Baumann esterification.
Subsequently, the molecules of the reagents and products were physicochemically characterized, and
their biological activities were tested.
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INTRODUCAO

A pesquisa e suas descobertas trazem inovacao e tecnologia a producdes em massa, sendo
promissoras quando promovem a economia de tempo, recursos financeiros e de matéria prima, atribu-
tos primordiais as industrias em geral, em especial a Farmacéutica e Quimica. Compostos fenodlicos
sdo estruturas conhecidas por conter um ou mais anéis aromaticos ligados a grupos hidroxila, fre-
quentemente produtos naturais resultantes de metabolismo secundario de vegetais. Estas moléculas
naturais apresentam instigantes atividades biologicas, tais como: acao antioxidante, anti-inflamatoria,
antialérgica, antitumoral, antiplaquetaria, antitrombotica, entre outras (RIBEIRO, 2011), tornando-as
potenciais candidatas a novos farmacos.

Apresentada na década de 90, a Quimica Verde ¢ uma corrente proposta pelos pesquisadores
Paul Anastas e John Warner que, composta por doze principios, objetivam alcancar resultados e pro-
dutos iguais as metodologias classicas, porém com abordagem sustentavel pautada em trés grandes
vertentes de sustentabilidade: social, ambiental e economica (CUNHA, 2014), eles sdo: prevengao de
residuos ao final dos processos, economia de atomos, uso de compostos menos toxicos, desenvolvi-
mento de produtos seguros, reducdo de substancias auxiliares, aumento de eficiéncia energética, em-
prego de matérias primas renovaveis, evitar a formagao de subprodutos, potencializacdo do processo
catalitico, preferéncia por produtos biodegradaveis, acompanhamento simultaneo para a prevengao da
poluicdo e processos quimicos mais seguros para a prevencao de acidentes (CUNHA, 2014).

Os materiais de partida selecionados para a geracao dos ésteres foram trés produtos naturais:
guaiacol, hidroquinona e 4cido galico (Figura 1), que sd3o moléculas de diferentes complexidades,
capazes de gerar substituicdes mono, bi e tridentadas, fendlicas, o que indica alto potencial antioxi-
dante, sdo produtos naturais e compostos que ja se encontravam disponiveis em nossos laboratorios

de pesquisa - LAPQUIM/UFMT/CUA.

Figura 1 - Férmula estrutural dos materiais de partida guaiacol, hidroquinona e acido galico.
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Fonte: Os autores.
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Devido a geracdo de novos compostos, terdo caracteristicas proprias e, por isso, deve-se ava-
liar a toxicidade os produtos, que pode ser realizada através da exposi¢ao dos mesmos frente a larvas
de Artemia salina.

O ensaio de toxicidade com Artemia salina é um teste rapido, de baixo custo, eficiente e que
requer uma pequena quantidade de amostra (2,0 a 20,0 mg). A simplicidade desse teste, que nao
requer métodos assépticos, nem equipamentos especiais, favorece sua utilizagao rotineira, podendo
ser desenvolvido no proprio laboratorio. Artemia salina ¢ o nome cientifico de uma espécie de mi-
crocrustaceo que vive em lagos de dgua salgada e salinas de todo o mundo, um animal adaptada a
sobrevivéncia em salinidades entre 3,5 e 70% (SILVA; JUNIOR; BATALINI, 2021).

Em harmonia com o conceito de Quimica Verde, a reacao de esterificacao de Schotten-Baumann
gera a obtencao dos mesmos produtos da reagao classica, de Fischer, porém com vantagens mais susten-
taveis, tais como: Fischer ocorre em meio com elevadas temperaturas, refluxo, catalisadores acidos for-
tes e geracao de residuo ndo aproveitavel resultante do sistema reacional (FERREIRA, 2022), enquanto
a de Schotten-Baumann ocorre em temperatura ambiente, meio aquoso e sem o uso de reagentes fortes
e nocivos ao manipulador e a0 meio ambiente, com economias e maior agilidade (CINTRA et al., 2022).
Por este método sustentavel, reage-se cloreto de benzoila com uma substancia fendlica de interesse, com

um catalisador brando, sob temperatura ambiente.
MATERIAIS E METODOS

SINTESE DE ESTERES POLIAROMATICOS

As sinteses (Figura 2) foram conduzidas pela reagdo de esterificagdo de Schotten-Baumann.
Inicialmente, em um Erlenmeyer de 250,0 mL, foram suspensos 12,0 mmols dos compostos de par-
tida guaiacol, hidroquinona e 4cido galico, separadamente, em 100,0 mL de solugdo aquosa de hi-
dréxido de s6dio (NaOH) a 10% (m/v), a temperatura ambiente e sob agitacdo com barra magnética,
ap6s 20 minutos, 60,0 mmols de cloreto de benzoila foram adicionados a solu¢ao. As reagdes foram
mantidas por mais 40 minutos sob as mesmas condi¢des e os solidos resultantes foram filtrados em
funil de Biichner, lavados varias vezes com agua destilada e os cristais secos em estufa a cerca de

40°C por cerca de trés dias.
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Figura 2 - Representagdo da esterificagdo dos materiais de partida naturais por
Schotten-Baumann e os respectivos produtos.
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Fonte: Os autores.

CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS

A caracterizacao das trés substancias foi realizada inicialmente por ponto de fusdo, manual-
mente, através de um tubo contendo 6leo de silicone, termometro analogico e por meio de Cromato-
grafia em Camada Delgada (CCD), com os solventes de elui¢do cloroférmio e cloroférmio-metanol
(8:2), observando-se as manchas em cristais de iodo e/ou lampada de ultravioleta-visivel. Em seguida,
os valores de fator de retengdo (F,) de cada substancia foram calculados na placa cromatografica pela

seguinte equagao:

distancia da origem até o centro da
mancha da substancia (em cm)
FR =

distancia da origem até onde
correu o solvente (em cm)

A caracterizagdo das substancias também contou com o apoio do proprio Instituto - UFMT/
CUA, por Espectroscopia no Infravermelho - aparelho com transformada de Fourier, modelo Perkin

Elmer Spectrometer 100, resolu¢ao de 4 cm, na regido compreendida entre 4000-600 cm™.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE QUALITATIVA

Os produtos foram analisados quanto a ac¢ao antioxidante, por CCD (Cromatografia em Camada
Delgada), usando rutina (P.A. - Sigma Aldrich) como padrdo positivo de comparacdo. As placas foram
eluidas em solvente cloroformio e cloroformio-metanol (8:2), devidamente escolhidos para as analises
e apos secagem das placas, sendo observadas em camara de ultravioleta-visivel e, em seguida, nebu-
lizadas com soluc¢ao 0,4 mmol.L"! do radical DPPH em MeOH, para observagao do aparecimento de
manchas amarelas sob o fundo de coloracdo purpura, indicativo de possivel atividade antioxidante
(SOUSA et al., 2007).

AVALIACAO DO POTENCIAL TOXICO

A avaliagao da atividade toxica de foi realizada frente as larvas de Artemia salina Leach
(Figura 3), seguindo-se procedimentos de Meyer et al. (1982), com algumas modificagdes, além de
outras literaturas de apoio (SORGELOOS; VAN DER WIELEN; PERSOONE, 1978; PARRA et al.,
2001; POUR; SASIDHARAN, 2011; BATALINI et al., 2020).

Figura 3 - imagem microscopica de Artemia salina.

Fonte: Hlasek (2023).

Para a obtencdo das larvas de Artemia salina, ovos foram mantidos em uma solucdo aquo-
sa de sal marinho 0,037 gmL" (p/v), com pH ajustado para 7,0 (pela adigdo de solugdo de NaOH
0,1 mol.L"), sob aeragdo e iluminagdo constante com uma lampada de 40 W (28°C) por 24 horas para
a eclosdo dos mesmos.

Em seguida, preparou-se uma solug@o de concentragiao 5,0 mg.mL", a partir da diluigdo de
50,0 mg de cada substancia em etanol. Desta solucao padrao transferiu-se 25,0 uL, 50,0 uL, 100,0 pL,
300,0 puL, 500,0 uL, 700,0 uL 1000,0 uL, 1300,0 pL, 1600,0 uL, 2000,0 pL para tubos de ensaio, que
foram levados a estufa a 50°C até evaporagao total do solvente, cujo procedimento foi realizado em

triplicata. Apds a evaporagao total do solvente, acrescentou-se 3,0 mL da solugdo salina, 10 larvas de
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Artemia salina Leach e foi completado o volume do tubo de ensaio com a adi¢do de solucdo salina
até 5,0 mL, obtendo as concentragdes finais nos tubos de 25,0 pg.mL", 50,0 ug.mL", 100,0 pg.mL",
300,0 pg.mL", 500,0 pg.mL", 700,0 pg.mL"', 1000,0 pg.mL", 1300,0 pg.mL"', 1600,0 pg.mL",
2000,0 pg.mL", respectivamente. O tubo controle foi preparado contendo somente 50,0 pL. de DMSO
P.A. e o volume completado com solugdo salina até¢ 5,0 mL. Decorridos 24 horas de exposi¢cao aos
solutos, realizou-se a contagem do nimero de larvas sobreviventes, sendo consideradas mortas
aquelas larvas que permaneceram imoveis por mais de 10 segundos apds agitacdo branda dos tubos.
Ao final, foi feito o calculo da concentragdo letal média (CL,) das trés substancias sintetiza-
das a partir das dez concentracdes estudadas, utilizando o programa Statplus 2008 (LHULLIER;
HORTA; FALKENBERG, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSOES

PROPOSTA MECANISTICA PARA AS REACOES

A Figura 4 demonstra o mecanismo de reagdo proposto para as sinteses dos ésteres desta
pesquisa P, P, e P,. Na primeira etapa, o meio basico (NaOHaq a 10%) favorece a desprotonagdo da
amina de partida, gerando um anion de éster. Seguindo mecanismo SN2 (substitui¢do nucleofilica
bimolecular), o anion de éster ¢ fortemente basico para atacar a carbonila do cloreto de benzoila,
na segunda etapa, gerando um intermediario idnico com carbono sp’® tetraédrico, cuja estabilidade
¢ intermediaria. A terceira e ultima etapa ¢ o do restabelecimento da carbonila, com retorno a um
carbono de hibridizagao sp? estabilizado, mediante a saida do grupo fortemente eletronegativo cloro,

formando assim o produto organico amida aromadtica (adaptado de CINTRA et al., 2022).

Figura 4 - Etapas do mecanismo de reag@o proposto para as sinteses.
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Fonte: Cintra et al. (2022).
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CARACTERISTICAS DOS PRODUTOS POS-SINTESES

Os resultados das sinteses, com as devidas pesagens brutas apos secagem, rendimentos brutos,

pontos de fusdo e aspectos sensoriais, visivel e olfativo, se encontram na tabela 1.

Tabela 1 - dados das sinteses dos ésteres de produtos naturais.

Peso bruto dos

Produto sintetizado Estado fisico  Coloracido  Ponto de fusao (°C) Rendimento (%)
produtos (g)
. A 28 (lit.)
Guaiacol (MP)) Liquido Ambar - -
28 (exp.)
Benzoato de guaiacolila (P) Solido Branca 54-56 1,31 479
. 170-172 (lit.)
Hidroquinona (MP,) Soélido Rosada - -
170 (exp.)
Benzoato de hidroquinonila (P,) Solido Branca 155-158 3,30 86,6
7 - . . 250 (lit.)
Acido galico (MP,) Solido Branco - -
225 (exp.)
Benzoato de galicolila (P,) Solido Bege claro 120 2,44 423

(lit.) = literatura; (exp.) = experimental Fonte: Os autores.
(MP) = material de partida; (P) = produto

A tabela 2 mostra os resultados de caracterizacao dos materiais de partida e dos produtos quanto
aos fatores de retengéo (F,) provenientes do teste de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em dois

solventes, cloroformio (CHCI,) e cloroformio-metanol (CHCI,-MeOH, na proporgao de 8:2).

Tabela 2 - Fatores de retengdo (F,) das substancias materiais de partida e produtos em
dois solventes cloroférmio puro e cloroférmio-metanol (8:2).

Guaiacol Benzoato de Hidroqui- Benzoato de Acido Benzoato de
Solventes Substancias
(MP) guaiacolila (P) nona (MP)  hidroquinonila (P,)  gilico (MP,) galicolila (P,)
Cloroférmio (CHCIL,) 0,53 0,56 0,02 0,48 0,01 0,08
Cloroférmio-metanol
0,93 1,0 0,73 0,83 0,33 0,73

(CHCI1-MeOH) (8:2)

Fonte: Os autores.

CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Nas Figuras 5 a 10 encontram-se os espectros de infravermelho dos materiais de partida e dos

ésteres sintetizados.
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Figuras 5 e 6 - Espectro de infravermelho do material de partida I (a esquerda) e do produto I (a direita).
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Fonte: Os autores.

Figuras 7 e 8 - Espectro de infravermelho do material de partida II (a esquerda) e do produto II (a direita).
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Fonte: Os autores.

Figuras 9 e 10 - Espectro de infravermelho do material de partida III (a esquerda) e do produto III (2 direita).
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Fonte: Os autores.

Diante da interpretacdo dos graficos de espectroscopia na faixa de radiacdo infraverme-

lha, temos os estiramentos caracteristicos das moléculas-produto esperadas resultante das sinteses
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que realizamos. Dentre eles, os estiramentos identificados, em ordem decrescente foram: de 3200 a
3600 cm™ da liga¢ao O-H, 1710 a 1760 cm™' da ligagao C=0, 1645 a 1675 cm™ da ligagdo C=C, de 1050
a 1300 cm™ da liga¢ao C-O e o estiramento de 710 a 900 cm™ do anel benzénico aromatico, ligagdes
intramoleculares estas e fungdes organicas tipicas de ésteres aromaticos; desta maneira, as absor¢des

observadas sao indicativos de que os produtos desejados foram obtidos.
AVALIACAO QUALITATIVA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS SUB STANCIAS

A investigacao qualitativa preliminar da atividade antioxidante dos materiais de partida e das
substancias P, P, € P,, por meio de Cromatografia de Camada Delgada, usando rutina como padrao
positivo de comparagdo, em que borrifou-se a solu¢do 0,4 mmol.L"! do radical DPPH em metanol,

para a observagao do aparecimento de manchas amarelas sob o fundo de coloragao roxa.

Tabela 3 - Resultados obtidos do teste de avaliagdo qualitativa de
atividade antioxidante dos materiais de partida e produtos do estudo.

Substancias avaliadas Atividade antioxidante
Guaiacol MP +
Benzoato de guaiacolila (P)) -
Hidroquinona (MP,) +

Benzoato de hidroquinonila (P,) -
Acido galico MP)) +

Benzoato de galicolila (P,) -

Fonte: Os autores.

Verificou-se atividade antioxidante positiva para os trés materiais de partida e resultados ne-
gativos para os ésteres sintetizados. Esse teste antioxidante foi estrategicamente proposto neste traba-
lho, uma vez que deveria funcionar como mais um fator positivo no sentido de legitimar as sinteses
realizadas, como complemento para caracteriza¢do; devido os materiais de partida serem substancias
fendlicas, apresentando desta maneira um hidrogénio ligado ao oxigénio fenodlico, apresentam uma
maior facilidade de capturar radicais livres, sendo entdo com caracteristicas antioxidantes frente ao
DPPH; por outro lado, nossos produtos sintetizados (P, P, e P,), cujas hidroxilas fenolicas sdo subs-
tituidas para haver a inclusdo da funcdo organica éster, perdem esta fun¢do, o que foi devidamente

comprovado experimentalmente (CINTRA et al., 2022).
INVESTIGACAO DO POTENCIAL TOXICO DAS SUBSTANCIAS

O ensaio de letalidade permite a avaliacao da toxicidade geral e, portanto, ¢ considera-
do essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial atividade biologica

(COSTA et al., 2022). Esta investigagdo teve os resultados obtidos de potencial toxico das amidas
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sintetizadas, expressos em termos de dose letal média (CL50), comparados aos valores da literatura
de Harada (2009) e Nguta et al. (2011) (Tabela 4). Conforme essas referéncias, as substancias sdao
classificadas como muito toxicas caso o valor de CL, situar-se menor que 100 ug.mL"', moderada-
mente toxicos entre 100 e 500 pg.mL", fraca toxicidade entre 500 ¢ 1000 ug.mL"' e atoxicos quando
apresentar CL_ acima de 1000 ug.mL" (COSTA et al., 2022).

Tabela 4 - Padrdes de toxicidade determinados pela CL, segundo Harada (2009) e Nguta et al. (2011).

C.0 Padrio definido
<100 pg.mL"! Muito téxicos
Entre 100 ¢ 500 pg.mL"! Moderadamente toxicos
Entre 500 ¢ 1000 pg.mL™! Fracamente toxicos
> 1000 pg.mL"! Atoxicos

Fonte: Os autores.

A literatura determina que a relagdo entre o grau de toxicidade, frente as larvas de Artemia
salina Leach, ¢ a concentragdo letal média (CL,) que apresenta a presenca de substancias potencial-
mente ativas, terdo os valores abaixo de 1000 pg.mL"' (MEYER et al., 1982). Portanto, os resultados
de CL, para as analises de toxicidade dos €steres aromaticas sintetizados, P, P, e P, (Tabela 5 a se-
guir), demonstraram um padrdo fracamente toxico em P, ¢ P, porque as CL, se encontram acima de
500 pg.mL"' e moderadamente toxico em P, que se expressou abaixo de 500 ug.mL"; com excecio
do guaiacol, os produtos sintetizados sinalizaram um menor potencial toxico frente aos nauplios de
Artemia salina do que os proprios materiais de partida, conferindo-os como potenciais candidatos

para futuras aplicacdes farmacologicas.

Tabela 5 - Relagdo entre CL, (ug.mL") ¢ o padrdo de toxicidade identificado dos MP e P.

Substéincia CL,, (ng.mL") Padrio téxico
Guaiacol (MPI) 1010,00 Atoxico
Ester de guaiacol (Pl) 383,00 Moderadamente toxico
Hidroquinona (MP,) 107,91 Moderadamente toxico
Ester de hidroquinona P) 603,03 Fracamente toxicos
Acido Galico (MP,) 388,11 Moderadamente toxico
Ester de acido galico P) 512,73 Fracamente toxico

Fonte: Os autores.

Os gréficos, representados nas figuras de 11 a 16 relacionam os dados de padrdo toxico a uma
ferramenta visual dos resultados obtidos no teste de toxicidade das seis moléculas, entre materiais de

partida e produtos.
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Figuras 11 e 12 - Grafico de concentragio letal 50% de MP, (a esquerda) e P, (a direita).

Clsgy, - Guaiacol (MP1) CLsqg, - Ester de Guaiacol (P1)
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Fonte: Os autores.

Figuras 13 e 14 - Grafico de concentragdo letal 50% de MP, (a esquerda) e P, (a direita).

CLsgy, - Hidroguinona (MP2) CLggg, - Ester de Hidroquinona (P2)
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Fonte: Os autores.
Figuras 15 e 16 - Graficos de concentragdo letal 50% de MP, (& esquerda) e P, (a direita).
CLggy, - Acido Galico (MP3) Clsge, Ester de Acido Galico (P3)
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Fonte: Os autores.
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CONSIDERACOES FINAIS

O método de Schotten-Baumann para a sintese de ésteres, com principios de Quimica Verde
se revela simples, econdmico e menos agressivo ao meio ambiente. Bons rendimentos foram obtidos
nessa estratégia, demonstrando ser uma boa opgao para os processos industriais que se preocupam
com sistemas ecologicamente mais amigéaveis. As sinteses conduzidas se alinham com varios prin-
cipios verdes, como a ndo geracdo de residuos, o emprego de meio aquoso, nao se utiliza solventes
toxicos para extracdo, nao emprega calor e leva a formag¢ao de um tnico produto.

Os resultados expressados para as diferentes caracterizagdes realizadas nos produtos sinteti-
zados e em seus materiais de partida - ponto de fusdo, cromatografia de camada delgada, espectros-
copia de infravermelho e testes de atividade antioxidante qualitativo e potencial toxico as diferenciam
dos materiais de partida utilizados, portanto, foram essenciais para indicar que as reagdes se pro-
cessaram no sentido de formagao dos produtos. A comparagdo da inatividade antioxidante dos trés
ésteres com os materiais de partida também serviu como padrao para a positividade das preparacoes.
As trés substancias apresentaram potencial toxico moderado e fraco, o que ndo as elimina totalmente

de possiveis investigacdes e aplicagdes para outras atividades biologicas.
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