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Resumo

A producéo de vinho é um processo complexo e extenso que inclui diversos métodos
de tratamento para melhorar a qualidade do produto durante o processo de producéo,
maturacdo, armazenamento e transporte, todos os quais podem afetar a qualidade e a
longevidade do vinho em questao.

Uma das propriedades que requerem monotorizacdo e tratamento é a estabilidade
proteica do vinho branco, ou seja, a capacidade de um vinho para manter o seu
contetdo proteico dissolvido, evitando desnaturacdo e aglomeracdo que resulta em
perturbac8es visuais com impactos negativos no valor atribuido ao vinho. Os testes de
estabilidade proteica, sendo testes de desnaturacdo por aquecimento, tém um alcance
limitado na previsdo do comportamento do vinho a longo prazo, e o tratamento utilizado
pela industria enoldgica consiste na adicdo da argila bentonite. Esta adicdo, embora
eficaz na remocéao do conteudo proteico, acaba por remover, também, outros compostos
benéficos, e resulta na perda adicional de vinho aquando da remoc¢ao da bentonite no
final do tratamento.

De forma a contornar este problema, foi desenvolvido um polimero a base de celulose,
a dicarboximetilcelulose, (DCMC) na qual o grupo B-dicarboxilato tem um pKa baixo o
suficiente para mimetizar a troca ionica realizada pela bentonite. Com a utiliza¢cdo de um
polimero baseado numa matéria prima mais abundante e sustentavel que a bentonite,
pode ser obtido um efeito mais especifico, e no geral, mais eficaz.

No entanto, até a data, a sintese de DCMC envolve a utilizacao sacrificial de &tomos de
bromo. Sendo uma substancia altamente prejudicial, tanto no sentido direto como de
sustentabilidade, a formulacdo de uma sintese alternativa “verde”, com reagentes
alternativos, representa uma continuagao dos esforcos e intencdes sustentaveis por tras
da implementagdo deste novo polimero. A intencdo desta tese é de desenvolver a

sintese de um polimero com propriedades e usos semelhantes a DCMC, mas
recorrendo a métodos e reagentes que aumentem a sustentabilidade do processo.

Foi realizada a funcionalizag&o da celulose com cloreto de tosilo de forma a implementar
um grupo de saida, a partir do qual, o grupo dicarboxilato pode ser implementado no
esqueleto de celulose. Realizaram-se reacdes de substituicdo com o acido malénico e
analogos, como o &cido de meldrum, dimetiimalonato, acido tartrénico e tert-butil
malonato, de forma a produzir um leque abrangente de reacdes e polimeros que foram
posteriormente testados através de testes de adsor¢cdo com azul de metileno e andlises
elementares de sodio, de forma a determinar quais os melhores compostos para
alcancar o objetivo pretendido.

Foram produzidos 3 polimeros finais com capacidades de adsor¢cdo semelhantes, mas
com caracteristicas quimicas diferentes da dicarboximetilcelulose original, resultantes
dos passos sintéticos realizados que, até a data nao representam um problema para a
sua aplicacdo. No entanto, a reacdo de substituicdo com grupos dicarboxilato ainda nédo
se encontra otimizada, estando relacionada a um nivel substancial de descarboxilacéo,
resultando em niveis comparativamente inferiores de adsorcéo. E, no entanto, possivel
gue, com uma otimizagdo da reacdo de substituicdo, as vias sintéticas e os polimeros
desenvolvidos possam vir a ter uma performance mais em linha com o esperado para
este polimero funcional.



Summary

Winemaking is a complex and extensive process that entails several methods of
treatment that better the quality of product throughout the course of production,
maturation, storage and transport, all of which can negatively impact the quality and
lifespan of wine.

One such property that requires monomerization and treatment is the protein stability of
white wine, that is, the ability of any wine to keep its protein content dissolved, avoiding
denaturation and agglomeration that result in visual disturbances that lower the
perceived value of wine. Protein stability tests, being heat induced denaturation tests,
have a limited scope in the assessment of wine’s behavior over long periods of time, the
associated treatment utilized by the winemaking industry consists in the addition of
bentonite clay. This addition, while effective in the removal of wine’s protein content, is
also responsible for the removal of other beneficial wine compounds and results in the
loss of overall wine production due to the bentonite waste produced during its removal.

To circumvent this problem a new cellulose-based polymer, dicarboxymethylcellulose,
has been devised that, through the dicarboxylic group, has a low enough pKa to mimetize
the ion exchange performed by bentonite. This material uses a far more abundant and
sustainable natural resource and has a more specific and therefore effective
performance.

However, to date the synthesis of DCMC requires the sacrificial use of bromide atoms.
Being a highly harmful substance, both in the human and environmental sense, the
development of a green synthetic pathway, with alternative reagents, represents a
continuation of the ecological efforts behind this advancement. The intention of this
thesis is to devise the synthetic pathway of a polymer with the same properties and uses
similarly to DCMC but resorting only to reagents and methods that further the
sustainability of the process.

Cellulose was functionalized using tosyl chloride from which an exit group was
implemented and through which the dicarboxylate group introduced. Substitution
reactions were designed with malonic acid and other analogues such as meldrum’s acid,
dimethylmalonate, tartronic acid and tert-butyl malonate in order to produce a wide array
of reactions and polymers that were later tested through adsorption trials with methylene
blue and sodium elemental analysis, through which the most promising products were
selected.

The testing process resulted in 3 final polymers with similar adsorption performances but
with physical and chemical properties that differ from the original dicarboxymethyl
cellulose, these differences are due to inherent synthetic differences and, to date, do not
represent a problem to their future application. However, the substitution reaction, has
not yet been optimized, resulting in a substantial amount of decarboxylation and overall
inferior performances when compared to the original polymer. It is possible that, with
proper optimization, that the substitution reaction will achieve polymers with
performances that are more in line with what is to be expected from a fully developed
material and thus, validating the developed synthetic pathway for production and use.
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1. Introducéao

Neste trabalho pretende-se sintetizar e caracterizar polimeros de base celulosica
capazes de promover a estabilizacéo proteica de vinhos brancos instaveis por remogéo
das proteinas solUveis presentes nos mesmos apos todos 0S processos responsaveis
pela transformacé&o da uva em vinho.

1.1. O que sé&o vinhos instaveis?

Vinhos séo solug@es hidroalcodlicas complexas, compostas de uma grande variedade
de compostos dependendo tanto da origem da uva como do fermento utilizado. A
maioria das substancias presentes no vinho sdo compostos organicos de baixo peso
molecular como flavonoides, compostos fendlicos, acidos carboxilicos e ainda uma
peguena percentagem de proteinas.!?

As proteinas presentes podem sofrer desnaturagéo térmica durante o armazenamento
e transporte, mesmo que estes ocorram corretamente.’®* Ao desnaturarem, estas
proteinas podem agregar e flocular provocando uma turvacéo do vinho, provocando um
defeito visual comummente denominado de turvagéo proteica.

Dependendo da sua composi¢do, quantidade e tipo de proteinas,* um vinho pode ser
mais ou menos suscetivel a turvacdo. Vinhos mais propensos a formarem turvagéo sédo
considerados proteicamente instaveis.

Figura 1 - Vinho com turvag&o proteica (A) e um vinho estavel (B) do ponto de vista proteico®

1.2. O processo de turvagao

A turvacao proteica de um vinho é causada pela agregacao das proteinas desnaturadas
do vinho apds este ser exposto a um stress térmico.* Quando armazenados ou sujeitos
a um stress térmico, dois vinhos diferentes com teores proteicos semelhantes podem
apresentar graus de turvacdo diferentes, sugerindo que o ambiente quimico do vinho
leva a processos de desnaturacéo para além dos provocados pelo aquecimento.3®
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O processo de formacdo de turvacdo consiste em 3 passos cruciais, desnaturacao,
agregacdo, e crosslinking, Estes sédo os 3 passos do processo de turvagdo de vinhos.*

A desnaturagdo, sendo o primeiro passo, resulta de os componentes hidrofébicos das
proteinas, que geralmente se encontram no seu interior, a ficarem expostos para a
solugdo aquosa.* Estes componentes hidrofébicos formam interagcdes com outros, de
outras proteinas, o que leva ao segundo passo do processo, a agregacdo.’ O Ultimo
passo de crosslinking forma-se com ligacdes covalentes e ndo covalentes* entre os
péptidos agregados como entre residuos de cisteina® através de pontes de dissulfureto.
A acumulacdo progressiva destes trés passos produz corpos com dimensdes
crescentes que vao inevitavelmente precipitar no vinho, formando o efeito de turvacao.

Outros compostos organicos, como polifendis, sulfatos e polissacarideos sé&o
fundamentais para a formacédo dos agregados observados nos vinhos® demonstrando
gue, embora se trate de um processo proteico, a turvacao dos vinhos é resultante de
um equilibrio complexo dos racios de compostos organicos e tipos de proteina
presentes.'°

1.2.1. O que causa turvagao?

Uma vez que aturvacdo é uma degradacao do conteudo proteico dos vinhos, a presenca
relativa de diferentes tipos de proteinas de cada vinho € crucial para a sua estabilidade.
Das diversas proteinas encontradas no vinho, quer provenientes da uva ou do processo
de fermentacdo, as mais abundantes nos aglomerados sdo as quitinases e as
taumatinas®, proteinas de peso molecular relativamente baixo, globulares, carregadas
positivamente ao pH do vinho e resistentes a pH baixo. Estas séo proteinas de protecao
sistémica da planta na sua relagcdo com patégenos,.*

Estas duas classes de proteinas constituem a vasta maioria do peso proteico do vinho'?,
como descrito na figura 2, estas proteinas contém uma grande quantidade de pontes de
dissulfureto’?, que as conferem uma conformacéo globular extremamente estavel que
resulta em resisténcia a hidrélise por outras enzimas?, mas também contribui para o
passo de crosslinking. Por estas razoes, as Taumatinas, também denominadas por TLP
(thaumatin-like proteins) e as quitinases séo geralmente aceites como as proteinas
causadoras de turvacéo.

protein concentration (mg/L)

thaumatin-like total
cultivar proteins chitinases protein

Muscat of Alexandria 119 118 251
Sauvignon Blanc 119 76 191
Sultana 23 44 86
Pinot Noir 35 21 62
Shiraz 18 9 31

Figura 2 - Conteudo proteico de alguns vinhos monocasta produzidos em 1996 de varios locais do sul da
Australia adaptado *

Embora as proteinas sejam os principais constituintes dos agregados, outros compostos
tém papeis fundamentais para a sua formacéo.
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De facto, os polifendis sdo conhecidos como indutores de turvacdo em cervejas e
sumos, particularmente aqueles com dois a trés hidroxilos fendlicos demonstram-se
propagadores do aparecimento de turvagéo na presencga de proteinas com altos teores
em prolina que aumentam grandemente com o nivel de polimeriza¢cdo dos compostos
em questdo e pode aumentar dependendo das reacdes de polimerizacdo que podem
ocorrer, criando compostos que sdo altamente ativos da formacdo de agregados
proteicos.®® O nivel de polimerizacdo aumenta a capacidade de um polifenol de formar
ligacdes com proteinas diferentes, iniciando o processo de agregacéo.*®

Outro componente da formacdo de agregados proteicos é a presenca de sulfatos?,
anides de Hofmeister conhecidos por precipitar proteinas#, cuja presenca é garantida
pelo processo de fermentagédo? O fermento utilizado ndo produz geralmente, grandes
guantidades de sulfato, produzindo entre 10 e 30 miligramas por litro, mas dependendo
da quantidade de agucares em solucéo e da estripe especifica de fermento utilizado, as
concentracbes de sulfatos podem subir para concentragbes tao altas como 100
miligramas por litro.2

Sulfatos tém um grande efeito na estabilidade proteica, tdo grande que a sua
capacidade de formar agregados ndo pode ser apenas atribuida a precipitagdo de
proteinas via salting out.* Como exemplificado na figura 3, a presenca de SO, torna a
desnaturacdo de proteinas numa oportunidade de formar ligagbes covalentes com
outras proteinas através da troca de ligacdes de dissulfureto.®

Heat stable proteins
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Figura 3 - mecanismo de formacé&o de turvacéo através da acéo de sulfito'®
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Finalmente, os polissacaridos também podem ser componentes causadores de
turvacdo, sendo insolUveis em etanol a sua presenca pode levar a turvagédo do vinho ou
mesmo através da precipitagdo de glicoproteinas associadas. A maioria dos
polissacaridos presentes no vinho provem da parede da uva ou de glicoproteinas, no
entanto a maioria do contelldo em polissacarideos da uva sdo removidos durante o
processo de fermentacdo quando a concentracdo de etanol sobe, causando a sua
rapida precipitacdo. Das variadas formas de polissacarideos e glicoproteinas, apenas
as arabinogalactanas de tipo 2, proteinas altamente glicosiladas da parede celular,*® é
que permanecem no vinho depois de finalizado.’

1.3. Estado de Arte - Processos de estabilizagao de vinho
1.3.1. Bentonite

A forma mais comum de impedir a turvacao proteica de um vinho é removendo o0 seu
conteudo proteico uma vez que, sem proteinas, ndo vai ocorrer agregacao das mesmas.
na grande maioria dos casos, a remocé&o das proteinas causadoras de turvagéo, ocorre
a partir do tratamento com bentonite.*®

A bentonite é conhecida como “the clay of a thousand uses” devido a vasta variabilidade
de usos desde lama de perfuracdo, a areia para gatos e agente de drenagem.® O seus
diversos usos sao geralmente atribuidos & sua capacidade como absorvente, no entanto
no caso da industria do vinho, o seu uso é baseado nas suas capacidade como
adsorvente.

Esta é uma argila de cinzas volcanicas geralmente minerada em minas de superficie
como um mineral filossilicato suave.!” A sua composicéo consiste numa combinacgédo de
silica, aluminio e magnésio bem como alguns catides como calcio e sédio.’

Dependendo do tipo de catibes presentes, a bentonite pode ser caracterizada em dois
tipos. Se a composi¢cdo catiénica for maioritariamente em calcio, denomina-se de
bentonite ndo expansivel dado que o seu volume ndo aumenta na presenca de agua.
No caso do catido prevalente for o sodio, a bentonite classifica-se como expansivel. As
bentonites expansiveis formam apenas uma camada de particulas em contacto com a
agua com sodio, enquanto as bentonites ndo expansivel formam uma dupla clamada de
particulas de superficie de calcio.?

1.3.1.1. Tratamento com Bentonite

O tratamento de vinhos com bentonite € um processo que permanece relativamente
imutavel desde a sua aplicacdo ha cerca de 70 anos.'® A sua aplicagédo consiste na
adicdo de 0.1 a 1 g de bentonite por litro de vinho dependendo do produto como
suspensdo, mas nao antes de passar por um periodo de hidratacdo durante cerca de 2
dias de forma a evitar que a bentonite adsorva &gua e outros compostos aromaticos e
associados a sabores especificos do vinho.!” Embora toda a bentonite seja insoltvel em
vinho ou sumos, a forma de hidratacdo pode variar dependendo de fornecedores,
podendo envolver apenas agitacdo ou adicdo de agua a ferver.’

Devido & presenca de catifes a bentonite ndo possui uma carga formal, mas o substrato
da argila tem uma carga negativa devido & sua composi¢éo, desta forma a suspenséao
age através de um processo de troca iénica.'’ E indiferente quais os ides presentes para
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a troca idnica, quer sddio ou calcio, uma vez que ambos 0s tipos de bentonite tém
vantagens e desvantagens. A bentonite de calcio forma menos sedimento e
consequentemente leva a menos problemas durante a sua remocdao, o célcio deixado
pela troca ibnica ndo tem um impacto negativo na qualidade do vinho diretamente, mas
pode levar a formacdo de tartarato de calcio que pode criar as suas proprias
precipitacbes, denominadas de turvacdes tartaricas. Por outro lado as bentonites de
sédio tém, segundo os fornecedores, uma maior capacidade de adsor¢cao de proteinas,
mas tém um aumento consideravel no seu volume em contacto com a agua o que leva
a mais gastos em vinho preso na bentonite, adicionalmente resultam na adicdo de sddio
ao vinho que pode reduzir a qualidade do vinho e cujo contetdo € controlado por
agéncias governamentais.?!

O alcool presente em vinhos separa as camadas de silicatos o que aumenta a dimenséao
do espaco acessivel para proteinas de maior dimenséo, € também por este motivo que
o tratamento com bentonite € eficaz. Em vinhos de maior concentracdo em etanol a
capacidade de adsorcéo da bentonite é também maior.’

1.3.1.2. Adsorcao por Troca Ionica

Adsorcédo é o processo de captar substancias de um liquido ou gas num solido a partir
de uma selecédo preferencial de um sélido para um ou varios compostos presentes no
liguido em questdo. Esta preferéncia pode ser gerada por materiais porosos cuja
dimens&o vai limitar a o volume dos materiais que se podem armazenar neles.?

No caso de troca i6nica o material solido capta substéncia devido a sua carga formal em
vez do seu volume. Utiliza-se um solido com uma determinada carga que se encontra
equilibrada com um contra ido, quando submerso na amostra liquida de escolha, o
solido fica exposto a outros compostos da mesma carga ao contra ido, formando um
equilibrio de troca entre os dois. Para cada molécula de compostos carregado adsorvido
para o material, um contra ido é cedido para o sobrenadante.?

Esta forma de adsor¢édo ndo requer a utilizagcdo de materiais porosos, uma vez que a
forma de captacdo € somente ligada a concentracdo de cargas formais no material e na
solucdo, o material pode ser regenerado através da aplicacdo de uma outra solucdo de
alta forca i6nica de um sal com o contra ido original. Desta forma o equilibrio pode ser
alterado de forma a prevalecer o contra iAo 0s compostos anteriormente adsorvidos
podem ser expulsos para o banho de regeneragéo.??

No caso da bentonite, a troca i6nica consiste na substituicdo do iao positivo associado
a bentonite, sodio ou calcio, com as proteinas presentes no vinho. Como no final da
fermentacdo os vinhos apresentam um pH entre 3 e 4 e a este valor de pH a maioria
das proteinas causadoras de turvacdo encontram-se carregadas positivamentel’, a
bentonite € capaz de se associar aos residuos carregados de proteinas levando a cabo
a sua remocao do meio.

1.3.1.3. Desvantagens da Bentonite
Embora o tratamento com bentonite seja bastante eficaz na remocao das proteinas

causadoras de turvacédo proteica, a sua utilizacao esta associada a diversos problemas
econdémicos, enoldgicos e mesmo ecoldgicos.!®
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E estimado que a utilizac&o de bentonite resulte numa perda total de 1000 milhdes de
ddlares anualmente na indudstria enolégica global como o processo com as perdas
econdémicas de maior dimens&o.'® Esta perda é devida a uma combinacédo de perda
literal de vinho e reducéo de valor devido a perda de qualidade de uma parte do vinho
recuperado.

Uma vez que a bentonite é adicionada diretamente ao vinho, quando o processo é
finalizado € necessario remové-la do meio. E impossivel remover toda a argila que se
encontrava suspendida no vinho, sem gerar perdas, uma vez que o vinho removido dos
residuos de bentonite ndo sdo da mesma qualidade que o vinho produzido, devido a
perda de compostos aromaticos e de paladar importantes.® A perda de vinho associada
a estes sedimentos é estimada a 5 a 10% do vinho introduzido que fica
consequentemente perdido, quando extrapolado para os custos globais do processo,
estima-se que se percam até 574 milhdes de délares em vinho dentro de sedimento de
bentonite.!8

E possivel recorrer a processos para recuperar o vinho presente nas borras de bentonite
através de filtracdo a vacuo de tambor rotativo (RDV), no entanto este processo pode
provocar a oxidacao do vinho presente, o que significa uma grande perda de qualidade.
Os 4.2% do vinho que conseguem ser recuperados através de RDV, sdo obtidos com
cerca de um terco do seu valor original devido a esta perda de qualidade.!®

Estudos demonstram que o tratamento com bentonite retira mais do que apenas
proteinas. Compostos relacionados com o aroma e sabor do vinho também sé&o
adsorvidos durante o tratamento com bentonite resultando num vinho inferior no final do
processamento.!®

Por fim, 0 uso crescente de bentonite tem produzido problemas ecoldgicos adicionais
para alem das preocupagfes regulares de mineracdo. A utilizacdo de bentonite como
matriz de troca idnica resulta num residuo em forma de lama de que tem de ser removida
para aterro. De momento os residuos tém sido colecionados em locais devidos, no
entanto, com 0 uso continuo, os aterros tendem a esgotar, resultando num problema
ecoldégico bem como logistico severo para a indistria de vinho.?

1.3.2. Processos alternativos

Uma vez que a bentonite, embora eficaz, apresenta varias desvantagens € necessario
recorrer a processos alternativos de forma a tentar evitar ou remover os aglomerados
proteicos do vinho.

A primeira estratégia envolve alterar as interagbes proteicas de forma a tornar a
aglomeracd@o menos favoravel, evitando o desenrolamento das proteinas em questao,
ou impedindo as suas interagdes hidrofébicas.* De facto, ja existem bebidas que utilizam
esta forma de tratamento(e.g. caso do leite e cerveja) onde se utilizam polissacaridos
como pectina ou carragenina para estabilizar as proteinas instaveis presentes.?4%

Alternativamente poder-se-ia implementar o uso de surfactantes, que embora néo
ajudassem a estabilizar as proteinas, poderiam ser uteis em limitar a sua agregagao
uma vez que ja sao utilizados na estabilizacdo de emulsdes.* No entanto, ndo s6 0 uso
de surfactantes ndo € permitido na producao do vinho, como as suas consequéncias na
gualidade sensorial podem ser negativas e pode limitar severamente a espuma de
espumantes.*
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Uma segunda estratégia com potencial seria a degradacdo enziméatica das proteinas do
vinho. Utilizando enzimas capazes de hidrolisar as ligacdes peptidicas e sulfurosas,
protéases e bissulfito redutases respetivamente, seria possivel reduzir o contetdo
proteico do vinho e aumentar o contetdo em compostos azotados na forma de péptidos
e amino&cidos. Uma vez que compostos azotados ja sdo recorrentemente adicionados
ao vinho, a utilizagdo de enzimas poderia ter um impacto positivo na sua qualidade, e
em adicdo a remover as proteinas desestabilizadoras.?®

Uma vez que a remocao de proteinas tem sido um problema na industria do vinho, seria
preferivel se as enzimas utilizadas ndo fossem em si instaveis, e que pudessem
permanecer no vinho apos realizarem a sua funcao.

No entanto as proteinas responsaveis pela turvacdo proteica séo dificeis de hidrolsar,?”-
29 quitinases e taumatinas tém um esqueleto péptidos rigido e capacidade inibidora de
protéases que as fazem resistentes a varias formas de enzima presentes na uva e
responsaveis pela degeneracdo do conteldo proteico**° o que torna dificil o processo
de encontrar enzimas adequadas ao desafio.

No caso das protéases, existem dois grupos que poderiam ser utilizados. As enzimas
gue reagem diretamente na ligacdo peptidica como a papaina ou bromelaina, e as
protéases que reagem através de moléculas de 4gua ativadas, como metaloproteases
e protéases asparticas.>!

A cisteina protéase que é utilizada na indUstria da cerveja,*? poderia ser implementada
na producdo de vinho.* No entanto tem havido pouco sucesso em encontrar dissulfito
redutases eficazes nas condicdes da producéo de vinho?*. Estudos demonstram que a
reducéo das pontes de dissulfureto sdo importantes na destabilizacdo da conformacgéao
proteica das proteinas do vinho’ e poderiam ser utilizadas para causar a sua
precipitacdo precoce no vinho.* Infelizmente devido a falta de enzimas dissulfito
redutases adequadas para a implementacdo industrial a maioria das aplicacdes e
estudos tém-se focado nas proteases.**

Mais recentemente estudou-se a aplicacdo de nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com grupos amina, carboxilo e oxazolina revestidas com alilamina,
acido acrilico e 2-etil-2-oxazolina. As particulas foram utilizadas para fazer uma
superficie afinada especificamente para a captacdo de proteinas causadoras de
turvacdo com a capacidade de regeneracdo com a aplicagdo de um campo magnético
externo. Quando testada, a superficie demonstrou que as proteinas relacionadas com a
turvacdo do vinho sdo capazes de se ligar tanto aos residuos negativos dos grupos
carboxilicos, mas também aos grupos amina e oxazolinos carregados positivamente. A
aplicacdo de nanoparticulas magnéticas demonstrou-se eficaz na remocgdo das
proteinas problematicas sem alteracdo do contetido fenélico do vinho testado.3*

Talvez a estratégia mais simples, seria recorrer ao mesmo processo da bentonite, mas
com agente de adsorc¢éao diferente. De facto ja foram testados varios compostos a base
de algas, quitina e dioxido de zirconio, zedlitos, bem como outras técnicas de troca
ibnica e ultrafiltracdo.* Esta ultima, sendo uma técnica com varias membranas e
gradientes de pressdo e concentragdo comum na purificacdo de aguas publicas e
investigacdo. A sua aplicac@o na industria de vinhos para remocéo de particulas parece
obvia e de facto a técnica € eficiente na remoc¢éo do conteddo proteico do vinho mas
pouco seletiva para alem disso.%,*®* No entanto, sua eficiéncia vem ao custo de
seletividade, a ultrafiltracdo é tao eficaz a remover do compostos do vinho que remove
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diversos compostos com propriedades aromaticas ou do sabor do vinho.*
Adicionalmente, os equipamentos necessarios para efetuar o processo séo caros e hao
se adequam as condic¢des da industria enolégica. Algumas destas dificuldades poderiam
ser atenuadas através de adaptacdes para troca catidnica de permutadores de troca
ionica de leito compactado, mas tais altera¢des ndo nunca foram feitas com sucesso na
indastria.**°

Outro composto testado foi o didxido de zirconio, um composto com eficacia conhecida
na adsorcéo proteica e com capacidade de regeneracéo.

Demonstrando-se eficaz na remocdo de proteinas relacionadas com a turvacdo do
vinho em processos de tratamento vinho antes ou depois da fermentacgédo,®'829 este
composto reutilizavel é certamente interessante para a inddstria, especialmente porque
o método de regeneracdo é apenas uma lavagem.®® O maior problema face a
implementacao geral é o facto que requer fluxos lentos com grandes dosagens para a
sua eficacia pelo que ndo sdo ideais para a o processo industrial enoldgico.*

Dos diversos compostos naturais testados na estabilizagéo proteica de vinhos, os mais
prevalentes sdo zedlitos, a quitina, polissacarideo estrutural de crustaceos, e a
carragenina, um polissacarideo de algas marinhas vermelhas.

Zedlitos sao um mineral cristalino de aluminossilicatos hidratados de sédio e célcio, a
sua estrutura e composicao resultam em capacidades de peneira molecular bem como
de troca ionica ja utilizados em tratamento de aguas e esgotos. O excesso de carga
negativa na superficie de zedlitos faz com que estes sejam bons candidatos para a
captacédo de proteinas carregadas positivamente em solucdo sem o comportamento de
expanséao caracteristico da bentonite.*°

Embora a capacidade de adsorgéo proteica dos zedlitos seja menor, sendo necessario
utilizar uma maior quantidade de zedlitos para a mesma concentracao final de proteinas
no vinho, a utilizacdo de zeolitos também est4d associada a uma diminuicdo da
concentracao de potassio do vinho que poderé contribuir para a estabilizacdo de tartaro.
Adicionalmente, devido ao facto que os zedlitos ndo sofrem o mesmo tipo de expansao
gue a bentonite, o tratamento com estes esta associado a uma perda de vinho inferior
4 associada com a bentonite sem afetar os niveis de fenodis e &cidos do vinho no
processo.*°

Por ultimo, ao contrario da bentonite, os residuos de zedlitos do tratamento do vinho
podem ser reutilizados pela industria agricola para alteragbes do solo, abrindo uma
oportunidade importante para a gestédo de residuos que ndo existe de momento para a
bentonite.*°

A quitina tem interesse particular na industria enoldgica porque a sua conformacéao
torna-a seletiva para quitinases, e outros sistemas proteicos que as incluam.* Desta
forma o polissacarideo poderia ser adicionado como uma forma relativamente eficaz
para remover certas proteinas problematicas,* especialmente porque se trata de um
composto ja utilizado na industria alimentar e farmacéutica.*

No entanto, a sua especificidade para quitinases ndo é suficiente para impedir a sua
interacdo com outro tipo de compostos e pode ter impactos significativos na qualidade
do vinho removendo diversos outros compostos benéficos.*?
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A carragenina, por outro lado, evita uma grande parte destes problemas. Sendo também
ela um polissacarideo de carga negativa, ja foi testada com sucesso para substituir a
bentonite em vinhos brancos sem qualquer impacto negativo na sua qualidade
sensorial.*+4*4¢ Apesar da sua eficAcia e seletividade, a carragenina, também é
conhecida por deixar residuos que sdo por si capazes de formar turvacdes.***° Este
defeito torna a sua utilizagdo ineficaz e impede a sua aplicacdo geral.*

1.4. Uso de dicarboximetil celulose como novo adsorvente de
proteinas
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Figura 4 - Sal de dicarboximetilcelulose (DCMC), polimero proposto como substituto de bentonite no
tratamento de vinhos

A proposta feita foi a dicarboximetilcelulose(DCMC), representada acima, obtida a partir
da celulose um polimero de origem vegetal inofensivo e abundante.*’ . A capacidade de
captacédo é baseada no pH do vinho branco, este vai determinar o estado de protonagéo
das proteinas presentes e dos grupos acidos carboxilicos da DCMC. A pH 3 as proteinas
causadoras de turvacdo, taumatinas e quitinases,* encontram-se carregadas
positivamente, *44° mas a dicarboximetilcelulose encontra se parcialmente
desprotonada, devido ao primeiro pKa do acido malénico.*” Assim os residuos
protonados das proteinas podem-se associar aos acidos desprotonados da celulose,
descolocando ides de sddio num processo reversivel através de uma lavagem com uma
solucéo de alta forca idénica.*” Deste modo seria possivel levar a cabo o tratamento de
vinhos brancos com uma substancia inofensiva, eficaz, reciclavel, sustentavel e
economica.

1.4.1. Sintese de Dicarboximetilcelulose

A sintese de DCMC é feita em meio heterogéneo onde a celulose se encontra insoltvel
numa mistura de meio aquoso e organico. A celulose é colocada numa solucéo alcalina
de 12% a 50% (w/v) de NaOH com um solvente organico ,como isopropanol, metanol
ou etanol, resultando na ativacédo da celulose para a reacéo de eterificagédo.*’

O agente eterficante, sendo o eletrofilo da reacdo € uma forma halogenada do &cido
malonico, a forma mais comum deste sendo como &cido bromo maldnico, que é
adicionado a reacdo sobre a forma de sal gota a gota numa solucédo organica com
agitacdo e aquecimento. O acido bromomaloénico é atacado pelos grupos hidroxilo
ativados da celulose e o grupo malénico é adicionado com a saida dos a&tomos de bromo
como grupo de saida.
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Com a reacao finalizada o residuo € protonado e aquecido novamente de forma a levar
a cabo a reacdo de crosslinking por esterificacdo da dicarboximetilcelulose,
representado na figura 5, apos o qual o produto encontra-se insolivel em agua e pronto
para realizar a troca idnica.
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Figura 5%" - reacdo de esterificacéo e crosslinking de DCMC

1.5. Desenvolvimento de uma alternativa verde

Quando falamos de quimica organica relacionada a celulose, estamos inevitavelmente
a falar de quimica de polimeros, e consequentemente, todas as caracteristicas e
limitacdes acopladas. Em reagc6es com polimeros a conclusdo de uma reacao pode ser
pouco controlada, uma vez que a substituicdo de todas as unidades repetitivas de um
composto pode ser dificil de exercer, podendo produzir uma grande quantidade de
produtos derivados que ndo podem ser facilmente removidos.

Polimeros produzem conformagBes secundarias, e possivelmente terciarias, com
interacdes intra e intermoleculares que podem esconder ou expor grupos que teriam
conformag0Oes diferentes caso ndo fossem parte da estrutura macromolecular. Estas
conformacgBes podem ser alteradas com a progressdo das reacfes e podem ter
alteracdes drasticas nas suas interacdes com solventes podendo levar a alteracao do
namero de fases presentes. No caso da celulose, existem duas vertentes de reacdes
diferentes dependendo do estado de solubilidade, denominadas de reacdes
homogéneas e heterogéneas.

Em reagdes homogéneas a celulose encontra-se dissolvida no meio antes da reagéo
desencadear, geralmente envolvendo solventes organicos como a dimetilacetamida
(DMAC) e o dimetilsulféxido (DMSO) mas também em agua através do congelamento
da celulose sélida em solugéo.5°5!

Reacdes heterogéneas ocorrem com celulose num estado de inchacgo, onde a estrutura
da celulose é alterada pelo uso de hidroxido de sddio de forma a abrir a sua estrutura
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cristalina e dar acesso as partes interiores da estrutura secundaria. Esta transformacéao
é fundamental e vai determinar em grande parte o nivel de substituicdo final da
derivatizacéo.*

1.5.1. Eterificacdes de Celulose

Os éteres de celulose podem ser feitos em condicdes homogéneas bem como
heterogéneas, se bem que as produc¢fes de escala industrial ocorrem somente sobre a
forma heterogénea.®® Nestas sinteses a celulose é agitada com hidréxido de sédio entre
15-50% com um solvente organico como etanol ou isopropanol, a base age como
ativador dos grupos hidroxilo da glucose e expande a conformacdao cristalina, reduzindo
aforca das pontes de hidrogénio, de forma a que 0s grupos que se encontram nas zonas
interiores da celulose também reajam com o reagente. Quanto maior a quantidade
relativa de hidroxido, maior a nucleofilica dos grupos hidroxilo. Os solventes organicos
adicionados ajudam na dispersao do polimero, do reagente alquilante e no controle da
temperatura da reacdo, bem como auxilio durante o processo de recuperagdo do
produto.®°

Figura 6 - Unidade de anidro glucose (AGU)

Uma vez que as reacgOes de eterificagdo se baseiam na funcionalizacdo dos grupos
hidroxilo da glucose existem trés posi¢cdes da unidade repetitiva da celulose, a anidro
glucose (AGU) (Figura 6, onde grupos podem ser adicionados, nos atomos de oxigénio
ligados as posi¢ces 2, 3 e 6, resultando num DS maximo de 3, correspondendo a 3
grupos funcionalizados na AGU e 8 formas de derivacéo hipotéticas. Na realidade, os
grupos hidroxilo ndo tém a mesma reatividade e o que leva a padrdes de funcionalizacao
conhecidos. Geralmente, o grupo hidroxilo 6, sendo um alcool primario é o nucledfilo
mais reativo, bem como mais acessivel, seguido dos alcoois secundarios. No entanto,
dependendo dos grupos pretendidos e das condi¢cbes reacionais, a ordem de
funcionalizag&o pode alterar, como na producéo heterogénea de dicarboximetil celulose
onde o primeiro hidroxilo a ser funcionalizado €, ao contrério da previsado anterior, o 2
seguido pelo 6, e s6 depois o0 3.

A presenca de hidroxido de sédio resulta na ativagdo da celulose, e deveria,
consequentemente, levar ao aumento do grau de substituicdo com o0 aumento da sua
concentracdo. No entanto, o aumento da concentracao de hidréxido também pode
resultar na hidrélise dos agentes de eterificacdo, diminuindo o nivel de substituicdo,

portanto, é importante encontrar um equilibrio entre a ativagdo da celulose, as
concentracoes de reagente de derivatizacdo e os tempos de reacao.

A maioria das reacdes de eterificacdo de celulose baseiam-se num de trés processos
reacionais. Podem envolver o ataque dos grupos hidroxilo a um composto halogenado,
no caso em se esté perante uma eterificacdo de Williamson, podem resultar do ataque
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dos mesmos grupos hidroxilo a um epdxido, ou da reacdo com uma ligacdo covalente
dupla ativada numa reacdo de Michael

OR
Q (a)
HO O--.
OR
R-X (X= Cl, Br)
NaOHyq (b)
OH
Q R
OH R 0
. 0 NaOHaq - O
H O--. HO O--
OH OH
EWG
="
NaOHyq
EWG
0
0
- (©)
HO O--.
OH

Figura 70 - a) eterificagdo via halogeneto b) eterificacéo via epdxido c) eterificacdo via adicdo de Michael

A sintese da dicarboximetilcelulose (DCMC) baseia-se na primeira estratégia usando o
bromomalonato de sédio como eletréfilo. Como a bromagéo do acido malonico é uma
halogenacgéo da posigcao a do acido, utilizando bromo molecular como reagente o isto
implica que a molécula de bromo usada no processo € puramente sacrificial reduzindo
a economia atémica e aumentando o fator E da sintese da DCMC.

Uma vez que a maioria dos halogenetos que pudessem substituir 0 bromo seriam
semelhantes em impacto ambiental, esta via, pelo menos de forma téo direta, ndo é a
melhor direcdo para uma sintese alternativa.

A utilizacdo de um epoxido também ndo se adequa ao éter pretendido, uma vez que o
composto que seria necessaria sintetizar para que o ataque da celulose ocorra no
carbono pretendido (Figura 8) ndo se encontra descrito na literatura e seria dificil de
sintetizar e utilizar.
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HO

Figura 8 -3-oxooxirane-2-carboxylic acido, epéxido necessario para levar a DCMC por ataque nucleéfilo do
hidroxilo da celulose ativada

A Ultima estratégia corrente de eterificacdo de celulose que se pode aplicar na producéo
do polimero pretendido seria sobre a forma de uma ligacdo dupla ativada. Segundo
Haines et all.>® quando estas reacdes sdo realizadas, a ligacdo dupla age como um
eletrofilo, ativada por um grupo eletroatrator, geralmente por um ataque uma ligacéo alfa
beta insaturada o que seria possivel para a estrutura do 4cido metileno malénico (Figura
9), mas, tal como no caso anterior este nao é um reagente disponivel nem séo descritos
métodos de sintese viaveis.

HO OH

Figura 9 — &cido metileno-maldnico - dupla ativada do acido malonico

1.6. Sintese de um polimero alternativo.

As remoc0es dos atomos de bromo da sintese original implicam n&o s6 uma substituicao
da sintese desenhada procurando um mecanismo alternativo para a rea¢do. Em si, a
estratégia de halogenacao implica a entrada de um elemento sacrificial, remover o
bromo desta reacdo com um elemento menos probleméatico provavelmente levaria a um
decréscimo de reatividade que ndo compensaria.

Uma vez que as formas de eterificacdo da celulose correntes sdo baseadas na
transformacéo do agente eterificante® e que, das estruturas encontradas apenas uma
€ congruente a sintese e producao foi planeada uma sintese baseada na forma endlica
do acido maloénico. Esta espécie € um nucledfilo que tera de atacar um eletrofilo.

A solugdo necesséria é a transformacao da celulose num eletréfilo. Os grupos hidroxilo

da celulose podem ser protegidos com um grupo eletroatrator, transformando-os assim
em bons grupos de saida (Figura 10).
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Figura 10 - Proposta para a sintese de um polimero alternativo ao DCMC

A derivatizacdo da celulose com um grupo tosilo de forma a realizar a reacédo de
substituicdo torna o grupo hidroxilo num grupo de saida, o que resulta num polimero
diferente da DCMC original, uma vez que ja ndo se caracteriza como um éter de
celulose. Este polimero de celulose, denominado como celulose malénica, tem o grupo
malonato a menos uma ligacéo de distancia da DCMC, o que, ao contrario da falta do
grupo éter, pode ter consequéncias negativas na performance da adsor¢do de
proteinas, uma vez que pode estar relacionado a um impedimento estéreo superior ao
do polimero original.

Este é o ponto de partida para esta tese de mestrado: avaliacdo da sintese de um
derivado malénico-celulésico com propriedades semelhantes a DCMC
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2. Métodos Laboratoriais
2.1. Reagentes e Equipamento

As reacdes detalhadas decorreram utilizando material corrente de laboratério com
solventes orgénico obtidos pelas vias habituais.

A Celulose Avicel PH-101 foi adquirida da Sigma Aldrich juntamente com o cloreto de
tosilo, o cloreto de mesilo, o acido de meldrum acido tartrénico, o acido malénico, o
bicarbonato de sddio, o acido trifluoroacético, o0 malonato de etilo, o polietileno glycol
400, o DCC, o imidazole, o cloreto de litio, e o alcool tert-butilico. O hidréxido de sédio,
0 acido cloridrico e o hidréxido de potassio foram obtidos da Pancreac. O azul de
metileno, juntamente com o bromo, foi adquirido a partir da Merck, a trietilamina da
Carlo Erba, o cloreto de amoénio da Scharlau, o sédio da Riedel-de-Haén, a ureia da
May & Baker,

Espectros de RMN foram obtidos em Acance 400 MHz com solventes deuterados
apropriados e com tratamento de espectros ocorrendo em MestreNova. Espectros de
FT-IR foram obtidos em Perkin EImer Spectrum Two FT-IR espectrémetro com o
acessorio Universal ATR Sampler. Espectros e leituras de espectrofotébmetro
ultravioleta-visivel foram obtidos a partir do Espectrofotdmetro Spectronic Helios
Gamma UV-Vis a 612,5 nm.

2.2. Reac¢Oes Realizadas

Sintese de acido bromo malénico (1a)

Para a sintese de acido bromo malénico, 50 g de &cido maldnico seco (em vacuo com
aquecimento 60°C durante a noite na presenca de KOH) (480,49 mmol, 1 eq) foram
adicionados a em 175 mL de éter etilico sobre gelo em atmosfera inerte (N2)Apo6s
homogeneizacdo da temperatura, foram adicionados 25 mL de Br. (76,79 g, 480,49
mmol, 1 eq) utilizando uma ampola isobarica. O bromo foi adicionado gota a gota e,
apos adicdo, a reagdo decorreu durante 1 hora.

O produto foi seco utilizando um evaporador rotativo, seguida de bomba de vacuo até a
formagéo de um solido nas paredes do baldo. Posteriormente o solido seco foi lavado
em DCM, deixado em agitacao durante 3 horas e filtrado novamente, sendo recolhido e
seco, resultando em 73,4 g (401,19 mmol, rendimento de 83%). O produto apresenta-
se como um p6 granulado com uma tonalidade salmao.

1H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) & 3.38 (s, 10H), 2.09 (s, 1H).

IV: 2965, 2844, 2677, 2532, 1694, 1413, 1301, 1268, 1223, 1197, 1163, 1155, 889, 803,
772, 680, 632, 568 cm™

Sintese de bromomalonato de sodio (1b)
Utilizaram-se 73,4 g (401,19 mmol, 1 eq) do composto la, &cido bromo maldénico,

dissolvidos em 100 mL de agua destilada com 32 g de NaOH (802,37 mmol, 2 eq) foram
adicionadas diretamente no baldo 250 mL em agitacdo sobre gelo.
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A solucéo foi levada a secura até formar um solido branco foi suspendido em 200 mL
de acetona e deixado em agitacdo com um agitador mecéanico durante 2 horas, sendo
apos o qual foi filtrado e congelado, sendo por fim levado para o liofilizado obtendo 88,85
g (391,55 mmol, 97%)

1H NMR (400 MHz, Deuterium Oxide) 8 4.65 (d, J = 3.2 Hz, 1H).

IV: 2965, 2844, 2677, 2532, 1694, 1413, 1301, 1268, 1223, 1197, 1163, 1155, 947, 889,
803, 772, 680, 632, 568 cm™

Sintese de celulose tosilada em meio aquoso com ureia e polietileno
glycol (2a)

A uma solucdo de NaOH (0,92 g, 23,00 mmol) e ureia (1,5 g, 24,98 mmol) num baldo
100 mL com 10 mL de &gua destilada foram adicionados 500 mg de celulose Avicel
(2.81mmol, 1 eq). A mistura foi agitada durante 30 min, apds os quais a solucgéo foi
congelada via azoto liquido.

A solucéo de celulose foi deixada a descongelar a temperatura ambiente sobre agitacao
suave. O solido descongelou numa solucéo transluzente branca sem precipitagées.
Foram adicionados 2 mL de polietilenoglicol 400 gota a gota sob agitacédo, apés o qual
foram adicionadas 3,79 g de cloreto de tosilo (18,88 mmol, 6,73 eq) resultando numa
solucéo branca espessa.

No final de 5 horas de reacdo a solucao foi precipitada por adicdo a 250 mL de etanol
80% e o precipitado recuperado por filtracdo num filtro de placa porosa. O precipitado
foi lavado com 100 mL de etanol, e seco em linha de vacuo obtendo-se 1,31 g (73%,
2,05 mmol).

NMR: espectro nao obtido

IV: 3340, 2829, 1598, 1359, 1174, 1020, 813, 666, 551 cm™

Sintese de celulose tosilada em dimetilacetamida (2b)

Foi suspendido 1 g de celulose Avicel (6,13 mmol, 1 eq) seco em 25 mL
dimetilacetamida a 160°C com refluxo durante 1 h, ap6s a qual a temperatura foi baixada
para 100°C e foram adicionadas 1,96 g de LiCl (8% w/w). A solucédo foi deixada arrefecer
a temperatura ambiente no final da qual se encontrava com uma consisténcia gelatinosa
transluzente, mas com a celulose totalmente dissolvida.

Foram adicionados 1,4 mL de trietilamina (1,02 g, 10,4 mmol, 1,64 eq) para a solucéo e
colocou-se 0 baldo sobre um banho de gelo e agua com uma temperatura média de
cerca de 10°C para a adicédo lenta, gota a gota do cloreto de 1,75 g de cloreto de tosilo
(9,19 mmol, 1,5 eq) dissolvido em um pouco de dimetilacetamida. Durante a qual se
observou uma alteracdo severa da consisténcia e coloracdo da solucdo. Quando a
adicdo terminou, foi removido o banho de gelo e a solugcéo foi deixada em agitacdo
durante a noite.

A solucao foi precipitada gota a gota para 250 mL de &gua sobre gelo e agitacao,

resultando numa solugéo transluzente com flocos brancos precipitados. Estes foram
consequentemente filtrados e lavados com agua e metanol. O pé branco resultante foi
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colocado em pistola de vacuo com KOH sem aquecimento do qual se obterdo 1,58 g
(6,23 mmol, 81,6%).

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 7.98 — 7.27 (m, 2H), 5.49 (s, 1H), 4.55 (d, J = 153.6
Hz, 4H), 2.42 (s, 2H).

IV: 3410, 1633, 1596, 1351, 1174, 1026, 814, 667, 552 cm™

Sintese de celulose tosilada em Dimetilacetamida Reformulada (2c)

Foram colocados 500 mg de celulose Avicel (2,82 mmol, 1 eq) seca em suspensédo em
15 mL dimetilacetamida a 160 °C durante 1 h, deixou-se arrefecer para 100 °C para a
digédo de 1,18 g de LiCl (9% w/w). Foi removido o aquecimento e a solugéo foi deixada
arrefecer a temperatura ambiente no final da qual se encontrava com uma consisténcia
gelatinosa transluzente, mas com a celulose totalmente dissolvida. Foram adicionados
16 mL trietilamina (11,42 g, 112,88 mmol, 40 eq) para a solucdo e colocou-se o baldo
sobre um banho de gelo e 4gua para a adi¢éo lenta, gota a gota do cloreto de tosilo
(5,38 g, 28,22 mmol, 10 eq) dissolvido em um pouco de trimetilacetamida deixando em
agitacao durante a noite a temperatura ambiente.

A solucgéo laranja acastanhada opaca com duas fases distintas foi precipitada em 150
mL de agua destilada gelada. O precipitado castanho resultante foi filtrado e suspendido
em etanol sobre uma placa de aquecimento a 50 °C com agitacdo durante 1 hora. Apos
filtracdo o procedimento foi repetido em agua e de seguida etanol. Finalmente os flocos
acastanhados recolhidos foram levados a secura em pistola de aquecimento a 50°C
sobre vacuo resultando em 921,20 mg (67,2%, 1,9 mmol) de produto.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 8.02 — 7.21 (m, 9H), 5.50 — 3.89 (m, 5H), 2.45 — 2.38
(m, 9H).

IV: 1597, 1357, 1190, 1174, 1095, 975, 784, 809, 666, 550 cm™

Sintese de celulose tosilada em meio aquoso reformulada (2d)

Suspenderam-se 5 g de celulose Avicel (28,22 mmol, 1 eq) em 140 mL de 4gua destilada
com 12,5 g de NaOH (9% w/w), a solugé&o foi congelada via azoto liquido e descongelada
novamente produzindo uma solugéo limpida de celulose. Adicionaram-se 100 mL de
agua destilada formando uma solu¢cdo composta por aproximadamente 2% de celulose
e 5% de NaOH.

Foram adicionados 50 mL de trietilamina (34,27 g, 338,65 mmol,12 eq) a solucao e 64.56
g de cloreto de tosilo (338,65 mmol, 12 eq) foram adicionados lentamente sobre a
solucéo sobre gelo tomando uma coloragéo branca opaca com precipitados visiveis, e
deixado sobre agitacdo durante 24h

A solucao branca com precipitados foi vertida sobre 1,5 L de agua quente e deixada em
agitacdo, seguida de filtracdo e suspensdo em etanol quente sobre agitacdo, sendo
filtrada uma Ultima vez antes de ser colocada em pistola de vacuo a 50 °C obtendo 9,96
g (72,7%, 20,51 mmol) de pé branco fino.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 7.64 (d, J = 139.6 Hz, 19H), 5.46 (d, J = 38.5 Hz, 1H),
5.03 — 3.99 (m, 5H), 2.41 (s, 23H).
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IV: 3445, 1597, 1356, 1174, 1050, 972, 813, 668, 552 cm*

Reacdo homogénea de celulose com sal de imidazole 5 em meio aquoso
(2e)

Suspenderam-se 60 mg de celulose Avicel (338,65 umol, 1 eq) foram em 2 mL de 4gua
destilada, com 176.08 mg NaOH (4,40 mmol, 13 eq) que foi congelada e descongelada
de forma a dissolver a celulose. Verteram-se 300 mg de sal de tosilo e imidazole 5 (1,35
mmol, 4 eq) sobre a solucdo aquosa de celulose e NaOH e deixado sobre agitacdo
durante 20 min formando uma solucao branca com precipitados de sal de imidazole que
nunca dissolveram. Verteram-se 470.96 mg de cloreto de aménio (8.80 mmaol, 26 eq)
para a solucéo de forma a parar a reagao.

O gel espesso formado com varios precipitados visiveis foi filtrada em agua e colocado
em agua quente sobre agitacdo durante algumas horas, filtrado e posto em etanol
guente durante algumas horas adicionais. Por fim foi posto em linha de vacuo para secar
obtendo-se 28,43 mg (25,3%, 85,80 umol).

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3326, 2975, 2893, 1650, 1373, 1315, 1156, 1043, 997, 879, 671, 593 cm*

Reacao heterogénea de celulose com sal de imidazole 5 em meio
aquoso (2f)

Suspenderam-se 60 mg de celulose Avicel (338,65 umol, 1 eq) em 2 mL de agua
destilada, 300 mg do sal de tosilo e imidazole 5 (1,35 mmol, 4 eq) foram vertido sobre a
solucéo aquosa de celulose e ficou em agitacéo duas horas, 176 mg NaOH (4.40 mmol,
13 eq) foram adicionado na menor quantidade de agua possivel e foi deixado em
agitacdo durante 20 minutos, apés o qual se parou o a reacao adicionando 470 mg de
cloreto de Amonio (8,80 mmol, 26 eq).

O gel espesso formado com varios precipitados visiveis foi filtrada em agua e colocado
em agua quente sobre agitacdo durante 3 horas e etanol quente durante 1 hora, sendo
depois filtrado e seco via linha de vacuo produzindo 95,6 mg (85,19%, 288,51 pmol)

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3335, 2898, 1640, 1428, 1315, 1160, 1106, 1054, 1031, 897, 665, 558 cm™

Reacdo homogénea de celulose com sal de imidazole 5 em meio
organico (29)

Suspenderam-se 40 mg de celulose Avicel (225,76umol, 1 eq) em 2 mL
dimetilacetamida a 160 °C durante 1h, deixando arrefecer a 100 °C para a adi¢cédo de
168 mg (9%, w/w DMACc) de LiCl, ap6s o qual foi removido o aquecimento e a solucao
foi deixada arrefecer a temperatura ambiente. Ficando com uma consisténcia gelatinosa
transluzente, mas com a celulose totalmente dissolvida.

Com a celulose completamente dissolvida, adicionaram-se os 200 mg do sal de
imidazole (903,05 umol, 4 eq) e deixou-se a reagdo ocorrer durante a noite.
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Adicionaram-se 117,39 mg de NaOH (2,93 mmol, 13 eq) & solucdo e foi deixado em
agitacao durante mais 20 minutos em agitacdo, apds o qual se adicionou 313.97 mg de
cloreto de aménio (5,87 mmol, 26 eq).

O gel espesso formado com varios precipitados visiveis foi filtrada em agua e colocado
em &gua quente sobre agitacdo durante algumas horas, filtrado e posto em etanol
guente durante algumas horas adicionais apés as quais foi filtrado e seco em linha de
vacuo produzindo 35,75 mg (47,8%, 107,89 mmol) de produto.

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3339, 2890, 1725, 1634, 1367, 1157, 1018, 897 cm™

Reacéao da celulose tosilada 2b com acido malonico (3a)

Foram colocadas 150 mg do composto 2b da num baldo de 10 mL com 3 mL de DMSO
e com 98 mg de acido malénico, a 80°C durante a noite.

A solucéo foi deixada arrefecer a temperatura ambiente e foi precipitada em 10 mL de
uma solucdo de 70% metanol/agua gelada. O precipitado foi filtrado em filtro de placa e
lavado com metanol adicional e finalmente secado a vacuo resultando em 58,9 mg
(50%, 2,3636 umol) composto isolado.

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3367, 1734, 1638, 1596, 1351, 1174, 1014, 813 cm™

Reacao da celulose tosilada 2b com acido malodnico e Trietilamina (3b)

Foram colocados 1,58 g de Celulose Tosilada 2b (4,97 mmol, 1 eq) num baldo 25 mL
dissolvidas em 30 mL de DMSO formando novamente um gel espesso que
eventualmente dissolveu a celulose totalmente, foram adicionados 12,5 mL de
Trietilamina (89,47 mmol, 18 eq) e 3,10 g de Acido Mal6nico (29,82 mmol, 6 eq) para a
solucdo. Esperou-se em agitacdo que a solucdo chegasse a dissolugéo total de todos
0S compostos e iniciou-se aquecimento a 80°C durante a noite.

A reacdo foi arrefecida a temperatura ambiente, ficando translucida amarelada. Esta foi
pipetada gota a gota para uma solucéo de 50 mL de isopropanol gelado formando um
precipitado branco que foi posteriormente filtrado e suspendido em 10 mL de uma
solucdo saturada de Carbonato de Saédio.

No final de 3 horas de agitacdo, a solucao foi precipitada com metanol e filtrada em filtro
de placa e posto a secar em pistola de vacuo a 60°C para ser finalmente colocado em
dialise com 300 mL de agua destilada apés a qual foi seco em linha de vacuo resultando
em 1,22 g (98,2%, 4,88mmol) de p6 branco.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 7.66 (dd, J = 140.2, 7.7 Hz, OH), 5.49 — 5.36 (m, 1H),
5.03 — 3.95 (m, 1H), 2.43 (d, J = 5.0 Hz, OH),

IV: 3370, 2888, 1732, 1642, 1367, 1258, 1156, 1012, 798, cm™
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Reacéao de celulose mesilada 4 com acido maldnico (3c)

Dissolveu-se 1 g de celulose mesilada 4 em 20 mL de DMSO formando novamente um
gel espesso que eventualmente dissolveu a celulose totalmente, foram adicionados 2.1
mL de trietilamina (1,51 g,14.92 mmol, 18 eq) e 518 mg de acido maldnico (4,97 mmol,
6 eq) para a solucdo. Esperou-se em agitacdo que a solucdo chegasse a dissolucdo
total de todos os compostos e iniciou-se aquecimento a 80°C no qual permaneceu
durante a noite. Deixou-se a solucdo arrefecer, que estava opaca, preta, mas liquida.
Esta solucéo foi adicionada gota a gota para uma solugdo de 150 mL de isopropanol
gelado formando um precipitado fino que foi posteriormente filtrado. O so6lido castanho
resultante foi lavado mais uma vez com isopropanol e metanol em ultrassons e voltado
a ser filtrado sendo posteriormente suspendido em 10 mL de uma solucdo saturada de
carbonato de sddio em agitacdo durante 1 h. O solido resultante foi lavado com 70 mL
de metanol e seco durante a noite em pistola de secagem a 60 °C resultando em 972,2
mg (93,1%, 3,9 mmol) de produto.

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3335, 1440, 1160, 1110, 1057, 1033, 877, 559 cm™

Reacéao de celulose de Meldrum 8b com NaOH (3d)

Adicionaram-se 100 mg de celulose de Meldrum 23 (518,56 umol, 1 eq) a 2 mL de 4gua
destilada e 40 mg de hidroxido de sodio (777,85umol, 1,5 eq) formando uma solucéo de
10%NaOH que foi aquecida a 50°C durante 48h.

A solucdo branca amarelada foi vertida lentamente sobre 10 mL de metanol quente e
consequentemente centrifugado e lavado consecutivamente 3 vezes, apds o qual foi
filtrado e seco via linha de vacuo produzindo 121,30 mg (79,8%, 413,77 umol) de p6
branco.

NMR: espectro ndo obtido
IV: 3410, 1737, 1633, 1598, 1356, 1175, 1029, 813, 666, 552 cm™
Reacao de celulose de Meldrum 8b com NaOH em Micro-ondas (3e)

Suspenderam-se 145 mg de Celulose de Meldrum 8b (345,71umol, 1 eq) em 3,5 mL de
etanol com 1,5 mL de uma solucdo de 10% NaOH. A solucéo foi posta em agitacéo e
colocada no micro-ondas de sintese sendo aquecida até aos 100°C o mais rapido
possivel, permanecendo 30 segundos e deixada a arrefecer, o processo foi repetido 6
vezes de forma a ter um tempo total de irradiacéo de 3 minutos.

A solucao foi precipitada em metanol e deixada em agitacéo até ser filtrada, o processo
foi repetido mais uma vez e o po fino acastanhado claro resultante foi secado em linha
de vacuo produzindo 32 mg (31,57%, 109,16 pumol) produto.

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3377, 1725, 1627, 1598, 1363, 1023, 813, 667, 552 cm™*
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Reacéao de Celulose de tertbutil malonato 10 com acido trifluoroacético
(3f)

Suspendeu-se 200 mg de celulose de tert-butil malonato 10 (489,75 pmol, 1 eq) em 6
mL de metanol e 260m mL de &cido trifluoroacético (335,05 mg, 2,94 mmol, 6 eq). A
reagdo permaneceu a 20°C durante 24h sobre agitagao.

A solucdo branca amarelada foi vertida lentamente sobre 10 mL de metanol quente e
consequentemente centrifugado, lavado com metanol e seco sobre linha de vacuo
produzindo 171,60 mg (140,6%, 668,62 umol) de produto.

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3390, 1725, 1644, 1598, 1366, 1172, 1026, 922, 814, 667, 553 cm™

Reacao de Celulose de tertbutil malonato 10 com acido trifluoroacético
em micro-ondas (39)

145 mg de Celulose de tert-Butilmalonato 10 (553,39 umol, 1 eq), foram suspendidos
em 6 mL de etanol com 0.2 mL de acido trifluoroacetico (378,59 mg, 3,32 mmol, 6 eq).
A solucéo foi colocada no micro-ondas de sintese com agitagédo sendo aquecida até aos
100°C o mais rapido possivel, permanecendo 30 segundos e deixada a arrefecer, o
processo foi repetido 6 vezes de forma a ter um tempo total de irradiagdo de 3 minutos.

A solucéo foi precipitada em metanol e deixada em agitacao até ser filtrada, o processo
foi repetido mais uma vez e o pé fino acastanhado claro foi secado em coluna de vacuo
produzindo 128,3 mg (93%, 514,84 umol).

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3397, 2892, 1726, 1645, 1595, 1365, 1176, 1058, 922, 814, 667, 553 cm*

Reacdo de celulose de Meldrum 8b com acido cloridrico (3h)

Suspenderam-se 200 mg de celulose de Meldrum 8b (518,56umol) em 25 mL com 10
mL de uma solug&o de 0.1M de acido cloridrico 1h sem aquecimento.

A solucdo branca amarelada foi vertida lentamente sobre 100 mL de metanol quente e
filtrado. O solido branco foi colocado numa solucdo com 2 eq de NaOH em 0,2 M,
durante 30min, apds o qual se adicionou NaCl até saturacdo e na qual se deixou 30
minutos adicionais e foi posteriormente filtrado e seco em linha de vacuo produzindo
123,80 mg (95,8%, 496,80 umol).

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3366, 1730, 1634, 1366, 1176, 1019, 813, 666, 572 cm™

Sintese de celulose mesilada em piridina (4)

Um grama de celulose Avicel (6,13 mmol, 1 eq) seca da pistola de vacuo com KOH 24h
antes da reagéo foi, e posto em refluxo com 25 mL de dimetilacetamida a 160°C durante
1h, apés a qual a temperatura foi baixada para 100°C e foram adicionadas 1,96 g de
LiCl (8% wi/w). Foi removido o aquecimento e a solucdo foi deixada arrefecer a
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temperatura ambiente no final da qual se encontrava com uma consisténcia gelatinosa
transluzente, mas com a celulose totalmente dissolvida.

Foram adicionados 7,5 mL de piridina (7,27 g, 91,94 mmol, 15 eq) para a solucéo e
colocou-se 0 baldo sobre um banho de gelo e agua com uma temperatura média de
cerca de 10°C para a adicdo gota a gota de 4,74 mL de cloreto de mesilo (7,02 g, 61,29
mmol, 10 eq) durante a qual se observou uma alteragdo severa da consisténcia e
coloracao da solucdo. Com a adi¢ao do cloreto de mesilo banho de gelo foi removido e
a solucéo foi deixada em agitacdo durante a noite.

Com a reacao finalizada foi adicionado 10 mL de agua sobre gelo e agitacéo. A solucéo
foi entdo levada a secura para remover agua e quaisquer outros compostos que possam
sair da solugéo.

A solucéo resultante foi precipitada gota a gota sobre 200 mL de metanol sobre gelo e
agitacao, resultando numa solucao laranja escura com precipitados brancos que foram
filtrados com filtro de placa, suspendidos em metanol e lavados com ultrassons e
finalmente filtrados novamente e secados.

O solido foi lavado com uma solucéo de 1M de Carbonato de sédio e filtrado duas vezes,
de seguida foi suspendido em 30 mL de agua durante 2g, sendo finalmente seco e rota
vapor e linha de vacuo resultando em 999 mg (73%, 4,47 mmol) de p6 acastanhado.

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3337, 2900, 1732, 1663, 1336, 1235, 1163, 1107, 1031, 837, 552 cm™

Sintese de 1-(p-Toluenesulfonyl) imidazole (5)

Foi colocado 1 g de cloreto de tosilo (5,25 mmol, 1 eq) em 5 mL de diclorometano em
agitacdo até se dissolver, ao qual se adicionou 360 mg de imidazole (5,25 mmol, 1 eq)
em agitagcdo constante. Fez-se uma solucdo de 530 mg de bicarbonato de sédio (6,29
mmol, 1,2 eq) em 7 mL de agua destilada que foi vertida na solugéo anterior, formando
duas fases distintas, com a fase aquosa no topo.

Por fim adicionou-se 0.8 mL de trietilamina (524,55 umol, 0,10 eq) para a solugéo e
deixou-se em agitacdo a temperatura ambiente durante 72g.

A fase orgéanica foi separada da aquosa e lavada 2 vezes com agua destilada. O volume
de DCM foi reduzido por evaporacao até a coloragédo da solugéo ficar amarelada, mas
sem precipitados, seguidamente foi adicionado hexano gota-a-gota até se formarem
pequenos precipitados e deixou-se a solucéo cristalizar durante a noite obtendo 810,30
mg (69,5%, 3,65mmol) de cristais.

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.03 (s, 1H), 7.85 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.38 (d, J =
8.0 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.10 (s, 1H), 2.46 (s, 3H).

IV: 3160, 3103, 3031, 1593, 1515, 1380, 1154 cm™*

Reacao de celulose tosilada 2d com azida de sddio (6)

Dissolveram-se 200 mg da celulose tosilada 2d (630,25 mmol, 1 eq) em 4 mL de DMF,
apos o qual se adicionou 103 mg de azida de sédio (1,58 mmol, 2,5 eq) sobre agitacéo.
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A solucéo foi deixada em agitacdo a 100 °C durante 24 h. A solucédo acastanhada foi
precipitada em 100 mL de agua destilada gelada, seguida de filtracdo formando uma
pasta castanha que foi suspendida em etanol sobre agitacdo e filtrada novamente e
seca sobre linha de vacuo obtendo 68 mg (58%, 365,64 umol) de p6 acastanhado.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 7.68 (d, J = 124.5 Hz, 1H), 5.47 (d, J = 55.5 Hz, 1H),
5.01 — 3.94 (m, 4H), 2.45 (s, 1H),

IV: 3390, 2100, 1626, 1279, 1040, 813, 551 cm™

Reacao de malonato de etilo com Celulose tosilada (7)

Destilou-se e adicionou-se 500 mL de etanol seco a 15 mg de Sédio (630,25 umol, 2 eq)
gue foram deixadas reagir por completo, formando uma solugédo de cerca de 7% de
etoxido de s6dio em etanol que foi adicionada a 97 mL de malonato de etilo (630,25umol,
2 eq) a temperatura ambiente, sobre agitacdo e deixada a reagir durante 2 h.

Dissolveram-se 100 mg de celulose tosilada 2d (315,13umol, 1 eq) em 700 mL de DMF,
e foram adicionadas gota-a-gota & solugdo de reagdo de etoxido de sodio, formando
precipitados que se dissolveram com a adi¢cdo continua de mais celulose tosilada em
DMF. Com a adicao realizada, a solucéo foi colocada a 100 °C com agitagcéo constante.

A solucdo amarela acastanhada foi precipitada sobre 20 mL de metanol sobre agitagéo,
filtrado obtendo um solido fino amarelado e vertido sobre metanol quente sobre agitacéo
durante 1 hora antes de ser filtrado novamente e posto em linha de vacuo obtendo-se
35,4 mg (36,8%, 115,95 umol).

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 7.65 (d, J = 131.5 Hz, 3H), 4.56 (d, J = 359.3 Hz, 5H),
2.42 (s, 3H), -3.47 (s, OH).

IV: 3445, 1721, 1587, 1359, 1175, 994, 813, 666, 572 cm™

Reacao de celulose tosilada 2d com acido de meldrum (8a)

Dissolveram-se 114 mg de acido de meldrum (787,8 umol, 2,5 eq) em 3 mL de DMF no
gual se adicionaram 131 mg de carbonato de potassio (130,66 mg, 945,38 umol) que
foram deixadas reagir durante 2 h. O sobrenadante foi recolhido e adicionado gota a
gota sobre uma solucdo de 100 mg de celulose tosilada (315,13 umol, 1 eq) em 2 mL
de DMF durante um periodo de cerca de 2 h, apos o qual foi deixado a reagir durante
aproximadamente 96 h.

A solucao gelatinosa transluzente foi precipitada, gota a gota, sobre 50 mL de metanol
em agitacao, o solido foi recolhido por filtracdo e colocado em linha de vacuo produzindo
94.20 mg (103,4 %, 325,66 pmol) de produto.

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3507, 1598, 1354, 1095, 1050, 1173, 970, 811, 667, 551 cm™
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Adicdo de Acido de Meldrum a Celulose Tosilada por Etéxido de Sodio
(8b)

Destilaram-se 500 mL de etanol adicionou-se 15 mg de sédio (630,25umol, 2 eq) que
foram deixadas reagir até ndo se observar qualquer sédio sélido formando uma solucao
de cerca de 7% de etdxido de sodio em etanol que foi adicionada a 91 mg de Acido de
Meldrum(630,25umol, 2 eq) a temperatura ambiente, lentamente, sobre agitacdo e
deixada a reagir durante 2g apés as quais se observou que tinham formado precipitados
brancos.

As 100 mg de celulose tosilada 14 (315,13 umol, 1 eq) foram dissolvidas parcialmente
em 700m mL de DMF, e foram adicionadas gota-a-gota & solucdo de reacao de etoxido
de sédio, formando precipitados que se dissolveram com a adi¢do continua de mais
celulose em DMF. Com a adicéo realizada, a solucéo foi posta em aquecimento a 100°C
sobre refluxo em atmosfera inerte No.

A solucdo amarela acastanhada foi precipitada sobre 20 mL de metanol sobre agitacao,
filtrado obtendo um sélido fino amarelado e vertido sobre metanol quente sobre agitagéo
no qual ficou algumas horas antes de ser filtrado novamente e posto em linha de vacuo
33,6 mg (36,9%, 116,16 pumol).

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 15.68 (s, 1H), 7.66 (d, J = 134.9 Hz, 6H), 5.54 — 3.90
(m, 5H), 2.42 (s, 4H), -3.45 (s, 1H).

IV: 3426, 1732, 1597, 1360, 1175, 1028, 814, 667, 552 cm™

Sintese de tert-butilmalonato através da esterificacdo de acido maldnico
com DCC (9a)

Foi feita uma soluc&o de 1 g de Acido Maldnico (9,61 mmol, 1 eq) e 2 mL de &lcool tert-
butilo (1,42 g, 19,22 mmol, 2 eq) em 30 mL de acetonitrilo e colocada a 30°C. A esta
solucéo foi adicionada uma segunda solucéo de 4 g de DCC (19,22 mmol, 2 eq) em 20
mL de acetonitrilo, resultando numa solucdo branca espessa opaca imediatamente. A
reagao foi deixada em agitacao a 30°C durante 20 minutos.

A solucéo branca espessa foi filtrada e evaporada, formando cristais precipitados. A
solucdo amarela oleosa resultante foi lavada com diclorometano, filtrada e evaporada
novamente até ndo se observar mais formacdo de cristais durante o processo de
evaporac¢dao produzindo 1,74 g (83,5%, 8,03 mmol).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 3.72 (s, 4H), 3.20 (s, 2H),

IV: 2979, 2934, 2857, 1725, 1523, 1455, 1393, 1368, 1330, 1285, 1253, 1132, 1083,
1039, 970, 888, 873, 837, 765, 612, 459 cm™*

Sintese de tert-butilmalonato atraves de esterificacdo acida (9b)

Dissolveu-se 1 g de Acido Malénico (9,61 mmol, 1 eq) em 5 mL de Acetonitrilo seco,
foram adicionados 2 mL de alcool tert-butilico (1,42 g, 19,22 mmol, 2 eq) e 165 mg de
acido p-tolueno sulfénico (960,97umol, 0,1 eq) e a reagdo foi colocada em agitagdo e
refluxo a 90°C durante a noite.
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A solucdo amarelada foi evaporada, suspendida e diclorometano, filtrada, evaporada
levada a secura em linha de vacuo produzindo 1,77 g (85,2%, 8,18 mmol) de 6leo.

NMR: espectro ndo obtido

IV: 3343, 2972, 1710, 1629, 1554, 1367, 1219, 1166, 1123, 1034, 1010, 911, 816, 683,
566, 481 cm™

Reacao de celulose tosilada 2d com tert-butilmalonato (10)

Destilaram-se 5 mL de etanol que foram adicionados a 145 mg de Sédio (6,30 mmol, 2
eq) que foram deixadas reagir por completo formando uma solucéo de cerca de 7% de
etoxido de sddio em etanol que foi adicionada a 1,5 mL de tert-Butilmalonato(1,36 g,
6,30 mmol, 2 eq) a temperatura ambiente, sobre agitacéo e deixada a reagir durante 2g.

Dissolveu-se 1 g de celulose tosilada 2d (3,15 mmol, 1 eq) em 4 mL de DMF, e foram
adicionou-se & solucdo de reacdo de etoxido de sddio, formando precipitados que se
dissolveram com a adig&o continua de mais celulose em DMF. Com a adi¢éo realizada,
a solucgéo foi posta em aquecimento a 100°C sobre refluxo em atmosfera inerte durante
40h.

A solucéo foi precipitada sobre 200 mL de metanol sobre agitacéo, filtrado obtendo um
solido fino amarelado e vertido sobre metanol quente sobre agitacdo no qual ficou 3
horas, resultando num produto amarelado claro que foi filtrado novamente e posto em
linha de vacuo obtendo 404,70 mg (35,5%, 1,12 mmol) de pé claro.

NMR: espectro nao obtido

IV: 3400, 2893, 1726, 1651, 1366, 1176, 1027, 813, 667, 553 cm™

Reacdao de celulose tosilada 2d com acido tartronico (11)

Destilaram-se 8 mL de etanol e adicionou-se a 435 mg de Sddio (18,91 mmol, 6 eq) que
foram deixadas reagir com sddio solido formando uma solu¢do de cerca de 7% de
etoxido de sddio em etanol que foi adicionada a 757 mg de Acido tartarico (6,30 mmol,
2 eq) a temperatura ambiente, lentamente, sobre agitacéo e deixada a reagir durante 2g
apos as quais se observou que tinham formado precipitados brancos.

Dissolveu-se 1 g de celulose tosilada 2d (3,15 mmol, 1 eq) em 10 mL de DMF, e foi
adicionado & solucgéo de reagéo de etdxido de sédio, formando uma solucéo opaca que
escureceu de coloracdo rapidamente sem aquecimento. Com a adi¢do realizada, a
solucéo foi posta em aguecimento a 50°C, 24h.

No final de 24h de reacdo, a solucdo acastanhada foi precipitada sobre 200 mL de
metanol sobre agitacdo e ligeiramente aquecido, no qual foi lavado repetidamente até
ndo se notar diferenca de coloragdo no metanol filtrado, o solido p6 acastanhado claro
foi lavado com etanol e Iso propanol e finalmente com acetona de forma a produzir um
poé solto claro que foi colocado em linha de vacuo produzindo 235 mg (28,1%, 886,14
pmol).

NMR: espectro ndo obtido
IV: 3391, 1633, 1360, 1024, 811, 553 cm*
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2.3. Processos analiticos

Testes preliminares de atividade

Os testes preliminares constituiram em colocar cerca de 4 mg de polimero num politop,
no qual foram adicionados 2 mL de uma solucdo de azul metileno com 40 mg/L a pH3.
A solucdo foi deixada durante 48 h sem agitacdo no final das quais se observou a
tonalidade da solugéo de forma a determinar a sua capacidade de adsorgéo.

Testes de adsorcéao

Os testes de adsorcdo foram realizados através da adicdo de 4mg de polimero
colocadas em falcons, foram realizadas solu¢des de azul metileno de concentracdes
crescentes de 40 mg/L a 1200 mg/L a pH3, as amostras de polimero foram suspensas
em triplicado em 2 mL de cada solucédo resultando em 18 amostras por polimero. ~

As amostras foram deixadas em repouso durante 48 horas com agitagdo ocasional a
temperatura ambiente, no final das quais foram centrifugadas com o polimero sendo
descartado e o sobrenadante guardado em vials. Cada amostra foi diluida, dependendo
da concentracdo inicial, para um maximo de 10 mg/L e foram analisadas via
espectrofotbmetro onde as absorvancias foram extrapoladas para concentracdes de
azul metileno finais através de uma reta de calibracéo.

As concentragfes calculadas foram subtraidas as concentracdes iniciais de cada

amostra, e a diferenca foi dividida por gramas de polimero utilizada, resultando em
miligramas de azul metileno adsorvidas por grama de polimero.
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3. Discussao
3.1. Analise da sintese descrita de DCMC
O primeiro passo para a formulacdo de uma sintese alternativa da DCMC consiste na

analise dos passos sintéticos e condi¢cdes reacionais para preparar o polimero original
(figura 11).
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Figura 11 - esquema da sintese de DCMC*’

A sintese da dicarboximetilcelulose comecga n&o na celulose em si, mas na produgéo do
agente eterificante, o bromomalonato de sédio que s6 depois pode ser adicionado a
celulose com a qual vai reagir. Esta sucessao de trés reacdes representada em cima na
figura 11 corresponde a producgéo base da DCMC, e seré a sucessédo de reagdes que
seré analisada nesta discusséo.
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Figura 12 — Mecanismo proposto para a preparacéo de Acido Bromo mal6nico

Br

Da forma representada, o &cido bromo malénico é funcionalizado com o halogénio
bromo, no carbono 2 via enol acido autocatalisado. A reacao € iniciada pela funcéo acida
do &cido maldnico, esta gera uma forma de enol inicial que tem a capacidade nucleofilica
para atacar o bromo molecular. A halogenacao resultante do ataque leva a producéo de
acido bromidrico que vai continuar em solucao e exercer o trabalho de acido catalisador,
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levando a formacgdo de mais formas endlicas do acido maldnico que vao por sua vez
levar a mais formas halogenadas que formam mais acido bromidrico.

Na reacéo, este mecanismo é aparente pela alteracao de coloragéo, a coloragéo laranja
resultante da adicdo do bromo permanece relativamente igual durante os primeiros
minutos enquanto as primeiras autocatélises de enol vao ocorrendo lentamente, quando
estas chegam a um volume critico a solugdo muda rapidamente de cor, ficando
visivelmente mais clara. Isto pode ser explicado pela cinética das formacg@es de endis,
o enol inicial produto de duas moléculas de acido malénico, um acido fraco, € mais
vagaroso e dificil de ocorrer do que o enol levado a cabo pelo acido bromidrico, um
acido forte.

A reacdo de halogenacgéo ocorre em meio acido de forma a limitar a derivatizagédo do
acido malonico a um atomo de bromo. Se a bromacdo do &cido ocorresse em meio
basico a introducdo do primeiro atomo de bromo no &cido malonico iria aumentar a
acidez do segundo a&tomo de hidrogénio alfa, pelo que seria facilitada a remoc¢éo de
atomos de hidrogénio levando a formacao de &cido malonico dibromado.

Adicionalmente a reacao é feita em éter etilico, que embora ndo seja capaz de levar a
dissolucédo do &cido maldnico, é capaz de dissolver o acido bromomalénico. Desta forma
existe uma pressao entropica para o consumo do reagente inicial.

O work-up do acido bromo maldénico tem de incluir, para além de diversos passos de
limpeza para garantir que ndo existem restos bromo e 4cido bromidrico, um passo de
basificacdo do produto, uma vez que, como explicado anteriormente, a celulose tem que
ser ativada numa solucao alcalina para que esteja acessivel e reativa para realizar um
ataque nucledfilo.>® A sintese do composto 1b representa uma desprotonacédo do &cido
bromomalonico para que este possa ser adicionado & solugéo de celulose ativada em
solucdo aquosa.

Quando analisado por FT-IR, figura 13, a formacao do sal pode ser confirmada através
do shift do pico do carbonilo acido a 1695 cm™ para 1585 cm™ no sal.

Sintese e Neutralizacdo do Acido
Bromomaldnico
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Figura 13 - FT-IR Sintese de 1b; neutralizacdo do acido bromo malénico com NaOH
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A reacdo de substituicdo da celulose depende da reatividade do nucledfilo que vai
atacar o bromomalonato de sédio. A celulose ativada em NaOH garante a presenca de
grupos hidroxilo carregados negativamente que atacam o carbono halogenado do
bromomalonato de sédio, com o &tomo de bromo a ser removido para a solugéo e a
celulose a ficar covalentemente ligada ao grupo maldnico através de uma ligacao éter.

3.2. Tosilacao de Celulose

Tosilacdo é uma forma convencional de funcionalizar grupos hidroxilo de forma a torna-
los disponiveis a ataques nucleofilicos,> a formacgédo do éster sulfénico forma um bom
grupo de saida que torna um alcool num centro capaz de reagir com nucledfilos em
reacbes de Sn2.° Uma vez que um enolato possui dois grupos carregados
negativamente, o oxigénio e a ligacdo dupla, seria possivel que numa reacdo de
alquilacdo de um enol, que a ligacdo ocorra com o0 atomo de oxigénio carregado
negativamente. No entanto, na reacdo de um enol com um grupo tosilado o centro
nucleofilico mais macio do enol vai ter prioridade na reagéo, uma vez que a reagéo da-
se no carbono eletrodeficiente macio alfa ao éster sulfénico.>

O grupo tosilo fornece um reagente com a capacidade de funcionalizar os trés grupos
hidroxilo da celulose, mesmo com os alcoois secundarios sendo capaz de realizar
reacdes de substituicdo.> De facto, a sintese de celulose tosilada é geralmente
associada a formacao de derivados clorados na presenca de calor, como consequéncia
da substituicdo do grupo tosilo pelo ido cloreto® sugerindo que, se um nucledfilo
consegue ultrapassar as restricfes estereoquimicas da celulose, pode realizar reacdes

de substituicdo com o polimero.

Finalmente é necessario averiguar se a tosilacdo da celulose € compativel com os
aspetos fundamentais desta tese, especificamente se a utilizagdo sacrifical do grupo
tosilo é significativamente melhor do que a utilizag&o sacrifical do bromo.

O cloreto de tosilo é considerado um irritante, podendo resultar em severa irritacdo dos
olhos e das vias respiratérias,®®, o cido para tolueno sulfénico, produto da hidrélise do
halogenato, tem um pKa de -2.8*" e esta relacionado com todos as contra indicagées
relacionadas com acidos fortes, inclusiva é classificado como corrosivo e irritante, capaz
de causar danos significativos a olhos, e toxico para o figado e rins caso ingerido.%®

O bromo, por outro lado produz uma vasta quantidade de vapores que sdo altamente
perigosos podendo provocar danos severos a olhos, e vias respiratorias, ou morte com
efeitos que podem acumular, produzindo a dificuldades respiratorias. Esta classificado
como nocivo para 0 meio ambiente especialmente para vida marinha onde esta
associado a formacado de agua de bromo, devido a formacdo espontanea de acido
bromidrico quando em contacto com agua, a presenca deste é bastante prevalente na
sintese atual da DCMC néo por contacto com agua mas pela substituicdo com o acido
mal6nico.>®

Adicionalmente o cloreto de tosilo encontrado comercialmente, cloreto para-
toluenosulfonilo, néo € sintetizado diretamente, mas como um subproduto do cloreto de
orto-toluenosulfonilo, significando que a utilizacdo de cloreto de tosilo é ,em efeito,
reutilizacdo de produtos residuais da inddstria quimica.®’

Como foi descrito, a tosilacdo da celulose é um método corrente de funcionalizacdo da
celulose, como descrito na figura 14 0 mecanismo baseia-se ho mesmo mecanismo de
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celulose ativada que a sintese regular de DCMC, um ataque nucleofilico resulta na
substituicdo do halogénio, neste caso um atomo de cloro concluindo com a
funcionalizacdo da celulose. Como pode ser observado o mecanismo de tosilagdo
requer a utilizacdo de uma base para captar o &tomo de hidrogénio, no caso da celulose
esta base é o hidroxido de sodio, utilizado para a ativacéo e dissolugcéo da celulose.
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Figura 14 - mecanismo da tosilacao da celulose dos hidroxilos da celulose

3.2.1. Tosilagdo em meio aquoso com ureia e polietileno glicol

A dissolucdo da celulose em NaOH, exemplificada na figura 15, baseia-se na
capacidade do hidroxido de s6dio de macerar as regides polares do polimero, isto €, de
interferir com as pontes de hidrogénio entre unidades de glucose pela captacdo dos
atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilo que consequentemente geram cargas
negativas que séo estabilizadas pelos ides de sodio dissolvidos em solugéo.8>°

T
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Celulose Ativada

Figura 15 - ativagdo de celulose com hidréxido de s6dio®

O papel da ureia e do polietileno glicol, é de auxiliares da ativacdo da celulose com a
acéo de hidréxido de sédio através da estabilizacédo das suas regides apolares.®®*® No
processo de ativacdo da celulose, 0 OH™ quebra as ligagdes de hidrogénio, os ibes Na*
estabilizam os grupos hidroxilo hidrofilicos e a ureia e o polietileno estabilizam a parte
hidrofébica da celulose.®®*°

A primeira tentativa de tosilacdo de celulose (2a) foi realizada duas vezes, em gelo e &
temperatura ambiente, em meio aquoso heterogéneo, resultando no espectro de
infravermelho em baixo na figura 16. A introducdo de gelo teve um impacto significativo
na tosilacdo da celulose, com a reacdo decorrida a temperatura baixa com bandas
caracteristicas do grupo tosilo, 1352 cm™ (vasSQ02), 1174 cm™ (vsSO2) e 813 cm™ (vS—
O-C)*, visivelmente mais intensas e definidas do que a reagdo que decorreu a
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temperatura ambiente (figura 16). No entanto ambos os produtos obtidos revelaram
inconsisténcias de textura e coloracdo 24h ap6és a reacao durante a secagem em linha
de vacuo. Manchas acastanhadas que progrediam com tempo, particularmente no
produto da reagéo a 25°C.

Como as propriedades da celulose sintetizada ndo estavam em concordancia com as
propriedades desejadas, incluindo dificuldade de manuseamento e descoloracdes
indevidas sem a presenca de impurezas que pudessem ser detetaveis ou removiveis, a
via aquosa foi abandonada temporariamente por uma reacdo em condi¢cdes organicas.

Comparacao da sintese de Celulose Tosilada
2a a 25°Ce a 0°C
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Figura 16 - espectro de infravermelho da sintese de celulose tosilada (2a)

3.2.2. Tosilacdo em Dimetilacetamida

A sintese da celulose tosilada em dimetilacetamida 2b alteracdes de temperatura para
a dissolucao da celulose e a introducao de LiCl, que, ao contrario da sintese de 2a, leva
a dissolucao completa da celulose. Era esperado que com a celulose dissolvida num
meio que ndo requeria polietileno ou ureia, que o cloreto de tosilo tivesse mais sucesso
em interagir com a celulose e que resultasse num produto mais substituido para as
intencdes seguintes. O produto obtido no final do work-up da reagéo com as lavagens
em etanol e suspensédo em acetona os precipitados filtrados ficaram progressivamente
mais claros, mas com a uma textura fibrosa e com alguns aglomerados. Quando testado
este produto foi revelou-se mais solivel em DMSO que a celulose tosilada 2a.

Com um produto pelo menos parcialmente solivel em DMSO, foi possivel fazer os
primeiros espetros de RMN da celulose tosilada. Como é possivel observar na imagem
17, o grande peso molecular da celulose leva a tempos de relaxacdo grandes que por
sua vez levam a espectros de ressonancia magnética com pouca definicdo. De qualquer
modo, o0 espectro é perfeitamente capaz de demonstrar os sinais dos atomos de
hidrogénio arométicos a 7.82 e 7.48 ppm, infelizmente a perda de definicdo impede o
uso de integragdes para determinar o nivel de substituicdo obtido com um elevado grau
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de certeza mas, se para um DS de 1 teria que haver uma integracdo de 4 atomos de
hidrogénio aromaticos para cada protdo anomérico (a 5.47 ppm), uma integracédo de
2.73 sugere um nivel de substituicdo de cerca de 0.7 grupos tosilo por unidade de
glucose. De qualquer forma, devido a presenca inequivoca dos sinais aromaticos, o
espectro apresentado é suficiente para determinar que a reagao foi um sucesso, 0 que
€ corroborado com a dissolucéo da celulose no solvente deuterado.

F450

LF-FF6.1/10

2.50 DMS0-d6

3.43
2.50
2.41

400

350

r300

250

200

r150

r100

F50

T 4 4 e
N (=] <)} N
o~ - <+ -
T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

Figura 17 - RMN do produto da composto 2b
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Figura 18 — Espectros de infravermelho de reacdes de tosilagdo; Composto 2a — Celulose tosilada em meio
aquoso com polietileno glicol; Composto 2b — Celulose tosilada em DMAc

Uma vez que se obteve confirmacdo que o grupo tosilo foi integrado na celulose com
sucesso € possivel retornar aos espectros obtidos por FT-IR. Infelizmente como se pode
observar na figura 18, quando comparado com o espectro do acido p-tolueno sulfénico,
muitos dos picos caracteristicos do grupo tosilo ndo séo intensos o suficiente para serem
observados com a celulose, ou sado pouco distinguiveis da mesma. Os picos mais
caracteristicos que podem ser observados como a banda a 1596 cm™ de ligacdo C=C
aromatica, aqui muito pouco definida. As bandas 1171 cm™ (vsSO;) e 814 cm™* (vS-O-
C) coincidem com as esperadas da literatura. ® A banda pequena na zona dos
carbonilos, 1659 cm™, pode ser uma evidencia de oxidacéo de celulose, a celulose pode
ser oxidada através da adicdo de &cido sulfarico, logo é possivel que a presenca de
acido p-tolueno sulfonico possa resultar na oxidagéo dos grupos hidroxilo da celulose a
aldeido,®® que pode por sua vez oxidar a acido carboxilico, resultando em bandas de
infravermelho caracteristicas de carbonilo semelhantes as encontradas caso a reacao
de substituicdo tenha sucesso.

Uma vez que a reacao de tosilacdo foi considerada um sucesso, foi testada uma reacao
de teste de substituicdo com o &cido maldnico, de forma a sintetizar a celulose maldnica
3a. Sendo uma reacgéo de tentativa de substituicdo com um enol que ja foi demonstrado
como possivel na sintese de 1a, através da autocatalise do acido maloénico foi apenas
adicionado acido malénico em DMSO num protocolo semelhante ao protocolo de
substituicdo utilizado por T. Heinze®*. Infelizmente o produto obtido n&o correspondia as
caracteristicas ja previamente estudadas da DCMC, como solubilidade em éagua e
coloracdo clara, caracteristicas que ndo seriam de esperar que tivessem grandes
alteracdes. Adicionalmente com o infravermelho sem sinais de carbonilo (ver anexo
composto 3a) a reagdo foi considerada um fracasso.

E possivel que a formacdo de um enol sobre estas condicdes seja mais dificil as
anteriores, mas o mais provavel é que o enol formado nédo tenha conseguido remover o
grupo tosilo da celulose devido a uma combinagdo de falta de nucleofilicidade e
impedimento estéreo. A discussdo de reacdes de substituicdes serd continuada no
capitulo seguinte.

3.2.3. Tosilacdo através de sal de imidazole

Foi descrito que, para a tosilacdo da ciclodextrina, certos protocolos faziam uma
alteracdo do cloreto de tosilo de forma a aumentar a sua reatividade com 0s grupos
hidroxilo.®* Esta alteragdo baseia-se sintese do sal de imidazole (5) demonstrada em
baixo (figura 19), formando uma espécie mais reativa que o cloreto.®* Desta forma, seria
possivel obter um nivel de substituicdo pelo grupo tosilo superior aos passados, que por
si podera levar a maiores niveis de substituicao com o acido maldnico.

A reacdo para formar o intermediério contém uma fase orgéanica (diclorometano) e uma
fase aquosa de carbonato de sodio, com a trietilamina como catalisador de transferéncia
de fase. Os reagentes encontram-se na fase orgéanica, onde a reacdo Sn2 ocorre, com
a formacao do sal de trietilamina. O sal é transferido para a fase aquosa onde ocorre
transferéncia de protéo entre a trietilamina e o bicarbonato de sodio e a trietilamina fica
disponivel para continuar a catalisar a rea¢do na fase orgéanica (figura 19).

A reacdo foi acompanhada através do uso de FT-IR a partir do qual foi confirmado que
os cristais de produto isolado eram de facto o mesmo produto descrito por Timothy et
all.** com as mesmas bandas caracteristicas a 3160, 3102, 3032 cm! caracteristicas de
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ligacdes C-H aromaticas, 1594 e 1516 cm™ das ligagées C=C do grupo fenilo e, 1378 e
1151cm do grupo sulfonamida (ver anexo).>"6!
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Figura 19 - mecanismo para a reacao de sintese do sal de imidazole e de regeneragédo de trietilamina com
bicarbonado de sédio

De forma a testar a viabilidade do sal de imidazole sintetizado para a funcionalizacdo da
celulose foram realizadas 3 formas distintas de realizar a reacdo de tosilagéo. A celulose
tosilada 2e foi realizada da mesma forma que a funcionalizagcdo da ciclodextrina foi
descrita,®! a celulose tosilada 2f foi realizada em meio aquoso homogéneo, e a celulose
tosilada 2g foi realizada em meio organico homogéneo em dimetilacetamida.

A sintese do composto 2e demonstrou moderado sucesso, 0S picos caracteristicos da
presenca do grupo tosilo encontram-se presentes, particularmente a banda aromatica a
880 cm, no entanto os restantes indicios de tosilagdo a 1375 cm™ e 1647 cm™ estéo
significativamente menos presentes que noutras reagbes de tosilacdo realizadas,
sugerindo que embora possa ter havido tosilacdo, esta ocorreu em menor escala e, ou
com mais contaminacgdes (figura 20). O resultado da sintese de 2f por outro lado n&o
demonstrou qualquer sucesso na tosilagdo da celulose, a banda a 880 cm™ que
geralmente é bastante visivel devido a falta de sinal na celulose esta ausente e sem
guaisquer outras evidencias de funcionalizagéo.

A reacdo feita em dimetilacetamida resultou numa pasta de manuseamento dificil a partir
da qual néo foi possivel isolar produto.
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Infravermelho das reacdes de Tosilacao com
Sal de Imidazole
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Figura 20 - FT-IR resultantes das reagdes de tosilagdo com sal de tosilo e imidazole; Composto 2e —
tosilacdo de acordo com a funcionaliza¢do da ciclodextrina; Composto 2f — tosilagdo em meio aquoso;
Composto 2g — celulose tosilada em DMAc

3.3. Reformulacao das reacdes de Tosilacao

Uma vez que as reagdes de tosilagdo foram insuficientes no seu nivel de substituigéo,
foi necessario recorrer a reformulacdo dos protocolos realizadas até este ponto.

Na reacéo de tosilacdo em meio orgénico (2c) foi adicionado um excesso de trietilamina
(TEA) de forma a evitar a oxidagdo da celulose que pode resultar em erros de
interpretacdo no passo seguinte, e foi ainda adicionada uma reagdo em meio aquoso
homogéneo (2d) de acordo com a tabela 1 em baixo. Para alcancar a dissolugdo da
celulose, esta é congelada numa solugdo com NaOH, que quando descongelada, deixa
a celulose esta completamente dissolvida, abrindo a porta para reagfes de tosilagdo em
meio aquoso homogéneo.>!
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Tabela 1 - reagdes de tosilagdo reformuladas homogéneas em dimetilacetamida (entrada 1) e numa solugéo aquosa
de NaOH (entrada 2)

Entrada 1 2

Solvente LiCI/DMAC (2c) NaOH/H20(2d)
Condi¢cbes 24h5°C 24h RT

TsClI 10 eq 12 eq

TEA 40 eq 12 eq

AGU 1leq 1leq

A tosilagdo em agua é utilizada geralmente com a introducéo de uma base ou solventes
organicos com um reagente de transferéncia de fases 2% no caso da celulose, como
esta se encontra dissolvida em agua néo € necessario adicionar um segundo solvente

mas é necessario adicionar trimetilamina de forma a neutralizar o acido cloridrico
produzido da saida dos anies de cloro.

Tanto a reacdo em dimetilacetamida (2c¢) (Tabela 1, entrada 1) como a que decorreu em
meio aquoso (2d) (Tabela 1, entrada 2) tiveram sucesso, 0 que foi denotado pelas
bandas no espetro de IV a 1598, 1357 e 810 cm™ presentes na figura 21.

Comparacao das Celuloses tosiladas
reformuladas
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Figura 21 - Espectro de FT-IR das reacdes reformuladas.

Das sinteses realizadas, 2c e 2d produziram nao so celulose tosilada com sucesso, com
o nivel de tosilacdo mais elevado até este ponto o que resultou em alguma solubilidade
de ambos em DMF, DMSO e com o produto da reagcdo em NaOH (2d) hidratando, mas
néo dissolvendo em acetona.

Através de analise por RMN (figuras 22 e 23) estimou-se o nivel de substituicdo dos
produtos realizados. Com o mesmo método de estimativa utilizado para a celulose
tosilada 2b, comparando as integrais dos sinais da celulose com os &tomos de
hidrogénio aroméaticos e metilo do grupo tosilo, estimou-se que os niveis de substituicdo
excedem as anteriores com DS de 2.6 para celulose tosilada em dimetilacetamida 2c e
1.5 para a celulose tosilada em meio aquoso 2d. No enanto, devido as dificuldades de
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obtencdo de espectros de RMN e o erro associado a estes recorreu-se a analise
elementar de forma a determinar definitivamente qual a capacidade de tosilacdo das
reagOes realizadas fez-se uma simulagdo do polimero com um numero variavel de
grupos tosilo e construiu-se o gréfico de variacdo da S% em funcdo do DS referido na
figura 24.

A celulose tosilada em dimetilacetamida tinha um DS de cerca de 2 e a celulose
tosilada em NaOH um DS de cerca de 1,4. Embora a via organica tenha um maior
nivel de substituicdo, é pouco provavel que fosse possivel levar a cabo a reacéo de
substituicdo com o &cido malbnico noutras posi¢des para alem da posi¢céo 6 das
unidades de anidroglucose originais,> e uma vez que esta posicdo é a primeira a ser
funcionalizada®>% um DS de 1.4 pode ser suficiente para alcancar um polimero
funcional produzido utilizando unicamente agua, NaOH, cloreto de tosilo e trietilamina,
0 que é extremamente atrativo no sentido de quimica verde. Por este motivo, a
celulose tosilada formada através da diluicdo de celulose em meio aquoso (2d) foi
considerada o polimero mais eficaz para as reagdes de tosilacao.
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Figura 22 - RMN de celulose tosilada em dimetilacetamida 2c

47



LF-FF-14.4/10
8000

50-DMSO-¢

7500
7000
r 6500
6000
r 5500

Hs Metilo de
tosilo 5000

Hs Aromaticos de tosilo

4500

4000

3500

3000

2500

Hs Celulose
(1,3,4,5,6,)

2000

1500

1000
I 500
o
FAAAAAAJAAAAAAA
o é ~-500
8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0
f1 (ppm)
Figura 23 - RMN de celulose tosilada em meio aquoso 2d
Comparacao de %S com DS de grupo tosilo
3,5
3 y =0,0142x2 - 0,0414x + 0,1148 O
R?=0,987 :
2,5
5 ®  13,3%;2,076018 (@,
[%)
o
L5 11,12%; 1,41032448 @&~
1 ~ S
0,5 o
leenneeennn o s Q. 0. X
00
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
%S
O Recta de Calibragdo @ celulose tosilada 2c celulose tosilada 2e
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3.4. Mesilacéo de celulose

Em alternativa a introducdo do grupo tosilo, foi ensaiado o grupo mesilo. Este tem as
mesmas propriedades de grupo protetor de alcoois e formacédo de bom grupo de saida,>
no entanto, sem a presenca do anel aromatico é efetivamente um grupo de menor peso
molecular que pode auxiliar a reacdo de substituicdo simplesmente por reducdo de
impedimento estéreo, uma vez que a celulose por sija € um substrato dificil de modificar
devido ao impedimento estéreo e pontes de hidrogénio dos grupos hidroxilo®® é possivel
que, utilizando um grupo de saida de menor porte, a aproximagdo do acido malbnico
seja facilitada.

O work-up da reacdo de mesilacdo teve diversos problemas, com o produto final
acabando com uma coloragéo escura e com a possivel presenca de sais resultantes da
piridina com metanossulfonato, que contribuem para filtragdes lentas e dificeis devido a
material contaminante insolivel em metanol. Desta forma foi necessario adicionar um
passo de com agua no work-up de forma a dissolver a os sais formados que levavam a
uma filtracdo dificil. Mesmo com a evaporacdo da agua apés a sua adi¢do, a sua
presenga demonstrou-se um passo crucial na separacdo de compostos contaminantes
da celulose mesilada, apos a qual foi possivel realizar uma precipitacdo eficaz com
produto de coloracdo clara semelhante ao que foi obtido nas reacdes eficazes de
tosilagéo.

Tosilacao e Mesilacao de Celulose
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Figura 25 - FT-IR de comparagéo da reacao de mesilacéo e reacdo de tosilacao

As bandas 1356 cm™? (vasS02), 1175 cm™* (vsS0O2) e 816 cm™(vS—O-C) presentes na
figura 25 deveriam estar presentes em ambos 0s compostos, no entanto, o espectro do
composto mesilado 4 demonstrou apenas bandas com pouca intensidade, pelo que foi
concluido que a reacao tinha ocorrido, mas de forma menos eficaz que a tosilacdo da
celulose reformulada.

Foi realizado um protocolo idéntico ao da reacdo de substituicdo da celulose tosilada
com &cido malonico 3b como comparativo para a sintese da celulose malbnica, mas
com a celulose mesilada, denominada de celulose malénica 3c.
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Analise preliminar através de FT-IR demonstrou bandas de carbonilo presentes a 1738
cm? (figura 26), no entanto, outras propriedades caracteristicas do polimero pretendido
ndo estavam presentes como a solubilidade em agua. Seria possivel que a falta de
solubilidade fosse apenas devido a falta de substituicdo, uma vez que, embora
presentes, as bandas de carbonilo ainda eram de baixa intensidade. Por outro lado,
seria possivel que, devido a alteragdo induzida pela alternativa, que a banda de
carbonilos poderia ter sido modificada pela alteracdo do grupo éter e pelo encurtamento
da distancia entre o grupo malénico e a unidade de celulose modificada.

Foi entdo postulado que os acidos carboxilicos presentes poderiam estar associados a
trietilamina utilizada, através de ligacdes idnicas. O sal formado entre a base e o grupo
maldnico poderia ser estavel o suficiente para resultar num composto insolivel em agua.
De forma a confirmar esta hipétese o solido foi vertido sobre uma solugéo saturada de
carbonato de sodio. Com a efervescéncia e aroma a trietilamina foi concluido que, de
facto seria o caso. No entanto, apds a lavagem foi realizada uma segunda analise por
FT-IR onde foi demonstrado que a banda de carbonilo tinha decrescido
significativamente, e uma banda de bicarbonato em 1429 tinha aparecido, seria possivel
gque embora tenha havido uma contaminacdo de trietilamina, a incongruéncia de
propriedades fisicas se devia primeiramente a um baixo, ou nulo, nivel de substituig&o.

Progressao do Work-Up da Celulose Maldnica
de Celulose Mesilada (3c)
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Figura 26 — Espectro de FT-IR antes e depois de lavagem com uma solugdo saturada de carbonato de
sodio

3.5. Substituicdo da celulose tosilada
3.5.1. Substituicdo com Analogos de Acido Mal6nico

A capacidade do grupo tosilo como grupo de saida em reagfes de substituicdo no

esqueleto de celulose foi confirmada com a sintese do composto 6, onde a sintese de
celulose azidada através do ataque nucleofilico da azida de sddio (figura 27) confirma
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gue um nucledfilo reativo o suficiente é capaz de levar a cabo a reacdo de substituicdo
a niveis consideraveis, o que é possivel verificar pela intensidade do pico de
infravermelho a 2102 cm™ do espectro de FT-IR do composto 6, caracteristico do grupo
azida (ver anexo).

Como foi visto nas sinteses de celulose maldnica 3a, 3b e 3c as reacdes de substituicdo
com o acido malonico foram um fracasso tanto em amostras de celulose tosilada como
de celulose mesilada. A reagdo de substituicdo ndo ocorreu com a formacao de endis
acidos, através da autocatélise semelhante & presente na bromacdo do acido bromo
malonico, ou enol basico através do uso de trietilamina o que sugere que a formacao de
enol no 4cido maldnico ndo é estavel ou nucledfilo o suficiente para levar a cabo o
ataque nucleofilico na celulose.

Na Na®
NO© @
/(DN/ ﬁ/N
y
—»
Celulose

Celulose

Figura 27 - mecanismo do ataque nucleofilico da azida de sédio com a celulose tosilada

Uma vez que a formacéo de enol &cido com a intervengéo de acidos mais fortes pode
ter efeitos adversos com a celulose a temperaturas altas e longos tempos de reacéo,®®
a realizacdo de reacgfes alternativas com endis basicos é favoravel.

No caso do acido maldnico seriam necessarias 3 moléculas de base para formar cada
forma endlica, o que significa que cada molécula reativa tem 3 cargas negativas, 0 que
inviabiliza a formag&o da espécie. Deste modo foi realizada uma reacdo de substituicdo
com o malonato de etilo, na sintese do composto 7. Sendo analogo ao acido maldnico,
este pode ser mais reativo devido ao facto que é necessario apenas uma molécula de
base e uma carga negativa por molécula reativa, o que deve resultar num nucledfilo
mais facil de gerar (Figura 28).

9 9 base
\O )J\/U\O / lequlv \ )\/U\ /

Figura 28 - Formacéao do enolato do malonato de etilo por agcdo de 1 equivalente de base.

Foi feito um espetro de infravermelho (figura 29) preliminar apés a finalizagdo do work-
up de forma a determinar o sucesso da reacdo. Notou-se que a banda fina a 1599 cm
caracteristica do grupo tosilo ainda se encontrava presente sugerindo que, se a reagao
resultou, ndo foi suficiente para remover todos os grupos tosilo, mesmo as duas novas
bandas a 1721 e a 1631 cm™ que poderdo ser de um carbonilo de um éster e de um
enolato de um éster respetivamente, ndo tém intensidades suficientes para considerar
um grau significativo de substituicdo. A presenca de bandas de enolato pode significar
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gue a reacao se sucedeu, possivelmente resultando numa quantidade de Malonato de
etilo que reagiu com a base depois de ocorrer a substituicdo com o grupo tosilo.

Também pode ser possivel que, devido a impedimento estéreo, que um grau de
substituicdo de tosilo acima de 1 ndo corresponda a mais grupos que podem ser
substituidos, uma vez que apenas o hidroxilo 6 da celulose é primario. Com a celulose
tosilada utilizada com um DS superior a 1, € possivel que existam grupos tosilo inseridos
na celulose que ndo possam ser removidos pela reacdo de substituicdo, e podem ser
estes mesmos responsaveis pela falta de solubilidade dos polimeros produzidos em
agua.

Neutralizacao do enolato com acido acético
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Celulose de dimetilmalonato (7) Composto 7 ap6s lavagem com Acido Acético

Figura 29 - Lavagem da celulose de malonato de etilo (7) com acido acético

De forma a concluir se as duas bandas eram de facto devido a forma de enolato o
composto 7 foi lavado com acido acético. Como pode ser observado isto levou a
alteragdo das bandas de 1V, com a banda de 1634 cm™ diminuindo significativamente e
abanda de 1721 cm* aumentando. Podemos entdo concluir que as bandas séo de facto
devido a sinais de éster que sdo caracteristicos do grupo malonato adicionado. Estes
sédo bons indicios que a reacao teve sucesso pelo que se iniciou a realizacao de reacdes
com outros anélogos que pudessem ser transformados num grupo malonico apés a sua
implementacédo na celulose.

O primeiro andlogo testado como introdutor do grupo malénico em celulose tosilada foi
o acido de Meldrum (figura 30) que possui um grupo isopropilo que pode ser removido
por hidrolise, formando o &cido maldnico. Por outro lado o 4cido de Meldrum pode levar
a adicoes via descarboxilagdo®®®’ ou adicdes do grupo malénico através do atomo de
oxigénio resultando em esterificacdo,®® pelo que, na analise dos espetros de
infravermelho desta substituicdo, ndo sera suficiente encontrar uma banda de carbonilo
para confirmar o sucesso da reac¢do, como o pKa da do acido malonico é baseado na
acidez conjugada de ambos os &cidos,*” descarboxilacdo, ou esterificacdo do grupo
introduzido ir4 resultar num produto com um valor de pKa superior ao pretendido.

Realizou-se uma reagdo com um &cido fraco na sintese de celulose de Meldrum 8a, no
entanto, quando esta ndo demonstrou resultados foi revertido ao mesmo protocolo
utilizado para o malonato de etilo com etoxido de sédio na sintese de 7, produzindo a
celulose de Meldrum 8b. Usando etéxido de sodio como base € possivel garantir que
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acido de Meldrum é desprotonado formando o enol reativo responsavel pela reacdo de
substituicdo.
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Figura 30 - esquema reacional do ataque nucleofilico do Acido de Meldrum & da celulose tosilada

Na sintese de celulose de Meldrum 8b, o &cido de Meldrum foi tratado com etéxido de
sédio e 0 meio reacional da substituicao foi mantido a uma temperatura de 80°C numa
tentativa de contornar a baixa reatividade do grupo enol.

Subtituicdo de Celulose tosilada com Acido
de Meldrum e Malonato de Etilo
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Celulose de Meldrum (8b)

Celulose de Malonato de Etilo (7)

Figura 31 — Espetro de IV do Composto 8b - Substituicdo com Acido de Meldrum; e do Composto 7 -
Substituigdo com Malonato de Etilo

A sintese do composto 8b demonstrou capacidade de substituicdo, resultado num
espectro (figura 31) semelhante ao da reacdo com o malonato de etilo demonstrada no
espectro acima, que embora também nao tenha bandas de carbonilo intensas, resultou
num decréscimo significativo das bandas de tosilo a 1359, 1175 e 812 cm-1 que ainda
se encontravam claramente presentes no produto da substituicdo com malonato de etilo

(7).

Como introduzido, a presenca de bandas de carbonilo pode néo ser representativa da
formacdo do composto pretendido, mas de uma reacdo de substituicdo seguida de
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descarboxilacdo. Seria necessaria uma confirmacéo através de RMN onde o atomo de
hidrogénio alfa ao grupo carbonilo iria ter um desvio quimico diferente caso a
descarboxilacdo tivesse ocorrido ou ndo. Uma vez que, com a hidrélise do ceteno
formado, como descrito em baixo na figura 32, vai resultar em dois novos atomos de
hidrogénio em posicéo alfa a um grupo carbonilo onde previamente s6 haveria um.

H m
H
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0 0 -Acetona / 0 N
\_/ -CO, H/q:qc//) ) H) ®\
’)(‘O —_— .~O__FL/C—O®—>
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H

Ho\c//O

H

Figura 32 - Mecanismo de Descarboxilacdo e Hidrélise do Ceteno resultante do Acido de Meldrum; R -
Unidade de AGU

No entanto esta confirmag&o nédo foi possivel de realizar, uma vez que o produto desta
reacdo perdeu a solubilidade em solventes organicos apresentada pelo material de
partida tosilado, por um lado a falta de solubilidade pode ser um bom indicador de
substituicdo, uma vez que corresponde a uma remocao de grupos tosilo em nimero
suficiente para anular a solubilidade organica conferida, mas devido a possibilidade de
descarboxilacdo, a auséncia de grupos tosilo ndo significa, necessariamente, a
introdug&o de um grupo malénico.

Uma forma de determinar o sucesso da reacao de substituicdo com o acido de Meldrum
com mais detalhe é recorrer a sua hidrose a malonato de sodio, de onde se podera
determinar a quantidade de sédio presente, no entanto, como grupos descarboxilados
também tém a capacidade de captar sédio, a presenca deste ndo ir4 diferenciar entre
substituicbes com sucesso do grupo meldrum e de grupos descarboxilados.

O segundo analogo que foi utilizado para substituir a o acido malénico foi o tert-butil
malonato, um anéalogo do Acido Mal6nico cujos substituintes ésteres deveram ser faceis
de remover sem perigo de descarboxilagcdo devido ao mecanismo alternativo de
eliminacgéo to tert-butil malonato representado em baixo na figura 33.
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Figura 33 - mecanismo de hidrélise do tert-butiimalonato por &cido trifluoroacético
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Devido a estabilidade dos produtos da hidrélise, € possivel o tert-butil malonato é capaz
de hidrolisar o grupo butilo através de um mecanismo Sy1 sem levar a cabo a reacdo
de descarboxilacao.

Assim, recorreu-se a uma sintese do éster a partir de acido malénico, alcool tert-butilico
e DCC na sintese de tert-butil malonato 9a e uma através de esterificacao acida para a
sintese de tert-butil malonato 9b, apenas com a primeira acabando com sucesso e com
a qual se levou a cabo a sintese de celulose de tert-butil malonato 10 de substituicdo
com o tert-butil malonato com uma adaptagdo do protocolo com etoxido de sodio
utilizado para a substituicdo com o acido de Meldrum.

Sintese de tert-butil malonato
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Figura 34 - espectros de FT-IR da sintese de tert-butil malonato

De acordo com a analise de infravermelho realizada (figura 34) ambas as vias
sintéticas a via sintética com DCC 9a foi superior na producao de um produto puro,
com 0s picos caracteristicos do éster de acido maldnico presentes em 2976, 1726 e
1133 cm™.
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FT-IR de celulose de tert-butil malonato (28)
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Figura 35 - FT-IR da reacao de substituicdo com tert-butil malonato (Composto 10)

A reacgdo de substituicdo foi analisada por FT-IR (imagem 35) pelo que se determinou
um sucesso, 0s picos de carbonilo, tanto de éster como de enol, podem ser visualizados
claramente, bem definidos e com uma intensidade relativa promissora em relagdo aos
picos caracteristicos do grupo tosilo.

O pico de carbonilo esta mais intenso ao que se encontra nos outros analogos utilizados
até a data, o que pode ser explicado ao facto que se trata do éster mais volumoso até a
data que pode suster o enol mais estavel. Se for o caso pode ser que leve a um nivel
de substituicdo maior, embora o analogo também seja 0 mais impedido utilizado
significando que pode ser levado a reagdes de ativagéao.

Finalmente foi testada a substituicdo da celulose tosilada com o &cido tartronico, este
sendo um analogo algo diferente dos anteriores, ndo consiste numa alternativa devido
a limitacdo de cargas negativas, mas, mas na adicao de um atomo de oxigénio central
gue pode exercer a funcdo de nucledfilo em vez da funcdo endlica (figura 36).
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©0 OTs

Celulose Ce|U|Ose

Figura 36 - mecanismo de substitui¢éo de celulose tosilada com dcido tartrénico

A utilizacdo do acido tartrénico € vantajosa porque evita a necessidade de formar um
enol, com o &tomo de oxigénio no centro reativo a carga negativa associada encontra-
se centralizada e afastada dos grupos carboxilato, limitando o impedimento estéreo
necessario para a reacdo. Adicionalmente, embora este analogo também esteja
associado a 3 cargas negativas, duas das quais poderiam reagir em vez da correta, 0
alcool secundério € significativamente menos acido que o0s grupos vizinhos. Deste
modo, quando todas os a&tomos de hidrogénio sédo removidos, é o &cido menos forte que
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€ mais provavel de reagir primeiro, conferindo uma cinética Util que pode ser utilizada
para garantir que o grupo malénico pode ficar livre para troca ionica.

Adicionalmente, o produto da reacao de substituicdo com o acido tartrénico resulta num
grupo de dicarboxilato ligado a celulose via ligacdo éter, exatamente como a DCMC
original. Embora isto ndo confira, necessariamente, uma vantagem no sentido de
atividade, tem o potencial de produzir um polimero com propriedades ja conhecidas.

Substituicdo com acido tartronico com e sem aquecimento
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Figura 37 - infravermelho de comparagdo de reagdes de substituicdo com dcido tartronico

A reacao de substituicdo ocorreu com etoxido de sodio de forma a garantir que a
remocéo de todos os hidrogénios acidos, com e sem a adi¢do de aquecimento,
infelizmente, embora tenha havido um decréscimo das bandas de tosilo a 1361, 1175,
809 cm, as bandas de carbonilo a 1616 cm™ ndo demonstram a intensidade
esperada para um nivel de substituicao significante na figura 37, e os produtos
sintetizados ndo demonstraram solubilidade em solventes organicos ou aquosos,
sugerindo o fracasso da reagao.

3.6. Hidrolises de ésteres de Malonato

Como foi descrito a substituicdo de analogos constitui a alteracdo dos acidos do grupo
substituinte, o que torna o polimero inerte para como adsorvente. Por este motivo os
produtos das reacfes de substituicdo tém de ser submetidos a uma reacéo de hidrélise
onde os esteres introduzidos séo hidrolisados de volta a acidos carboxilicos.

Foram testadas diversas formas de hidrélise do acido de Meldrum inclusiva a utilizacao
de base, acido e a intervencédo de micro-ondas. A utilizagdo de micro-ondas, ou qualquer

tipo de aquecimento, foi restringida & utilizacdo de base de forma a evitar a
descarboxilacédo acida do acido de Meldrum.

Como pode ser observado na figura 38 em baixo, a abertura do &cido de Meldrum
resultou no decréscimo das bandas categorizadas como carbonilo 1634 e 1728 cm™,
este resultado pode ser explicado através de descarboxilagdo, uma vez que esta iria
levar a uma diminuicdo de grupos carbonilo totais do polimero, com a excecdo da
sintese de celulose maldnica 3h, cuja utilizacdo de acido causa o aumento da
intensidade das bandas de carbonilo em relagé@o as bandas caracteristicas da celulose.
A abertura do acido de Meldrum deveria causar um shift das bandas iniciais de éster
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para acido pelo que os resultados obtidos ndo foram suficientes para determinar quais
das formas de hidrélise foram mais eficazes.

Comparacao das reacdes de activacao da celulose de
Meldrum
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Figura 38 - FT-IR de abertura do Acido de Meldrum; Composto 8b — Celulose com Acido de Meldrum:;
Composto 3d — abertura com NaOH; Composto 3e — hidrdlise com NaOH em micro-ondas; Reagéo 3h —
hidrolise com HCI

A hidrélise do tert-butil malonato ocorreu com acido trifluoroacético com e sem a
utilizagédo de micro-ondas, no entanto, ao contrario das reagfes de hidrolise do acido de
Meldrum, os espectros obtidos (figura 39) ndo demonstraram qualquer alteracdo dos
espectros originais, sugerindo que a reacdo ndo se tinha realizado, o que torna a
celulose de tert-butil malonato um mau candidato & forma de celulose necessaria para
formulacao do polimero intendido.

Comparacao das reagdes de ativacao da celulose de tert-
butilmalonato em celulose maldnica
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Figura 39 — FT-IR das rea¢@es de hidrélise do tert-butil malonato; Composto 10 — Celulose de tert-butil
malonato; Composto 3f: reacéo de hidrélise com acido trifluoroacético; composto 3g - hidrélise com acido
trifluoroacético em micro-ondas
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3.7. Testes de Performance

O nivel de substituicdo resultante de cada analogo e cada reacéo de ativacao foi ainda
analisado através da sua performance em adsorcdo de azul metileno(figura 40). Este
pigmento, com absor¢éo conhecida na regido do visivel, € um catido organico que pode
ser usado como sonda de troca i6nica.®®° A sua adsorcdo ao polimero a valores baixos
de pH pode comprovar a presenca significativa no mesmo de grupos de acido malénico
ndo descarboxilados ou esterificados.

N
\N+/ S N/
Figura 40 - estrutura de azul de metileno

De forma a determinar quais das reacbes e analogos possuem as propriedades
pretendidas, realizaram-se testes preliminares nos quais cerca de 3mg de polimero
foram colocados em contacto com 2 mL de uma solugéo de 40 mg/L de Azul Metileno a
pH = 3 (correspondente ao pH do vinho branco) e a pH = 7. A mesma quantidade de
DCMC convencional seria suficiente para reduzir a coloragdo da solugcdo para
transparente, pelo que, mesmo que a sintese alternativa ndo tenha o mesmo nivel de
substituicdo, ou devido as alteracdes consequentes, tenha menos atividade, a esta
concentracdo seria possivel detetar com alteracdes de coloracdo. Os resultados
gualitativos dos testes podem ser observados na figura 41 encontram-se na tabela 2 em
baixo, de acordo com analise visual das alteracGes observadas.

- s . o T——
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Figura 41 - fotografia dos testes de atividade preliminares
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Tabela 2 - resultados dos testes de atividade preliminares, cada amostra foi testada com varias versfes
denominadas pelos nimeros decimais associados a cada composto.
S — observou-se atividade; N — N&o se observou atividade

| Amostra_[pH=3 ___|pH=7
2d,4
8b,7
8h,8
3d,3
3d,4
3d,5
3e,5
11,1 -
11,2
11,3
11,4
3h,1
3h,2

S

2 2 unw Z2 u unun 2
2 un 2

nw unizZ2 2 2
nw un 222 2

De acordo com os testes de atividade preliminares (tabela 2), os compostos com mais
atividade foram os polimeros de celulose de Meldrum hidrolisada com &cido 3h,
hidrolisada com base 3d e a celulose de Meldrum sem reacg&o de hidrolise 8b, o que
sugere que as condi¢fes reacionais utilizadas para a reagdo de substituicdo resultaram
também na sua abertura. O teste preliminar € indicativo da presenca de cargas
negativas no polimero, a pH3 apenas o grupo malénico tem um pKa conjugado baixo o
suficiente para assegurar a perda do protdo, caso tenha ocorrido descarboxilacdo, o
acido carboxilico resultante ndo seria acido o suficiente para manter a carga o que
significa que o teste demonstra a presenc¢a néo sé de acidos carboxilicos, mas de &cidos
com um pKa semelhante ao pretendido. Assim, polimeros que resultaram em
descarboxilacéo significativa ndo demonstram atividade a pH = 3, mas demonstram a
pH =7.

A partir dos resultados dos testes preliminares foram selecionados 3 polimeros com os
melhores resultados para serem testados mais detalhadamente em testes de adsorgéo
em azul metileno (figura 42), neste caso a celulose de Meldrum sem tratamento, e a
mesma ativada com NaOH e HCI.

No entanto, no final dos testes ficou aparente que a sua distribuicdo ndo poderia ser
inteiramente explicada como uma forma de Langmuir, uma vez que pode ser
observado que a saturagéo do polimero parece ser alcangada por volta dos 800 mg/L
mas apresenta um aumento significativo nos pontos seguintes, sugerindo que forma
de adsor¢éo pode depender de uma segunda camada de moléculas de Azul Metileno.
Os polimeros testados demonstraram capacidades de adsorcao bastante semelhantes
0 que sugere que a reacao de hidrélise realizada no caso dos polimeros 3d e 3h ndo
tiveram sucesso em abrir grupos meldrum na celulose, ou que, a reacéo de
substituicdo nao levou a adi¢cdo de grupos de meldrum sem resultar na sua hidrélise.
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Teste de adsorcdao com Azul Metileno
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Figura 42 - resultados das adsor¢6es com azul metileno; composto 8b- Celulose de Meldrum; Composto
3d - celulose ativada com NaOH; Composto 3h- celulose ativada com HCI
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Figura 43 - mecanismo de descarboxilagcdo do &cido maldnico

O polimero com a melhor performance 3h, com um maximo de 111 mg de azul metileno
adsorvido por grama de polimero, teve resultados relativamente superiores, mas néo
diferentes o suficiente que ndo pudessem ser resultantes de erro, e o polimero 3d
resultou numa performance inferior, que pode potencialmente ser resultado de
descarboxilacéo do grupo malonico (figura 43), ou da mesma forma que 3h, produto de
da margem de erro dos testes de adsorcéao.
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Tabela 3 - resultados de analise elementar ICP dos polimeros desenvolvidos; Composto 8b — celulose de
meldrum; Composto 3d — celulose de meldrum hidrolisada a Celulose mal6nica com NaOH; composto 3h
— celulose de meldrum hidrolisada a celulose malénica com HCI

Amostra massa de Massade Peso amostra Conc. Na mmol Naz /
polimero (mg) Naz (ug) (g)/ml (ppm) polimero (g)
8b 2.4 24.16 0.0048 5034.2 231.58
3d 1.0 9.24 0.0020 4619.5 212.50
3h 14 3.06 0.0028 1091.3 50.20

Analise de ICP (tabela 3) dos polimeros efetivos demonstra um grande aumento na
guantidade de sodio por grama de polimero em celuloses de Meldrum néo hidrolisadas
e hidrolisadas a partir de NaOH, o que ndo é consistente com os dados de adsorgéo
(figura 39) que demonstram que estes polimeros tém capacidades de adsorcdo
semelhantes. E possivel que a discrepancia se deva a presenca de grupos maldnicos
ou meldrum descarboxilados, que embora sejam capazes de captar ibes de sddio nédo
contribuem para a funcéo desejada. Se este for o caso, 0s 5034 ppm de sédio presentes
na celulose de Meldrum 8b provém tanto de grupos maldnicos ativos como de grupos
carboxilato descarboxilados. Da hidrélise com hidroxido de sédio 3d e acido cloridrico
3h ndo resulta numa abertura significativa de grupos meldrum, possivelmente porque
nao houve implementacdo de grupos meldrum, o que explica a atividade semelhante de
todos os polimeros.

Desta forma, a baixa quantidade de sddio presente na celulose maldnica 3h nao
corresponde a uma diminuicdo de grupos ativos, mas apenas a baixa protonacao dos
grupos carboxilato, cuja regeneragdo ndo foi eficaz com a lavagem com hidréxido de
sédio e cloreto de sodio. Isto significa que pelo menos 1091 ppm dos 5034 ppm,
encontrados na celulose de Meldrum, correspondem a grupos malénico e o resto a
grupos descarboxilados.
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4. Conclusao

Durante a elaboracao desta dissertacdo foram produzidos polimeros que demonstram
capacidade para adsorver espécies carregadas positivamente sem a utilizacdo de
bromo, e com a utilizagdo de solventes verdes como 4gua e etanol. Adicionalmente os
polimeros formados tém capacidade de adsor¢cdo sem reacdes de hidrélise e sao
insolluveis em agua sem reacdes crosslinking, o que facilita o processo de producao.

No entanto, a reacdo de substituicdo € o passo crucial da sintese e ainda ndo se
encontra otimizada. De momento a reagcdo com o acido de Meldrum tem a vantagem de
realizar a reacédo de substituicdo e de hidrélise do grupo Meldrum para Maldnico, no
entanto a capacidade de adsorcao obtida sugere um nivel de substituicdo baixo ou a um
alto nivel de descarboxilacdo. Seria possivel realizar um estudo bidimensional da
reacdo, onde a temperatura e tempo de reacdo podem ser alterados de forma a
encontrar as condi¢cOes ideias para a reacdo de substituicdo de forma a limitar a
descarboxilacao.

Durante a sintese dos diversos andlogos a analise de resultados foi dificultada de
interpretacdo de FT-IR devido a ambiguidade de bandas de carbonilo e RMN devido a
insolubilidade de produtos substituidos, a melhor forma encontrada para determinar a
presenca de grupos malonicos foi a utilizagdo de testes preliminares onde o pH baixo
garante a atividade de grupos com a acidez alta necessaria para o funcionamento de
DCMC.

Testes de adsor¢do com azul metileno demonstram que o polimero formado nao tem a
mesma capacidade de adsor¢do que a DCMC original, no entanto, esta capacidade
depende da reacdo de substituicdo ndo otimizada, significando que a performance dos
polimeros sintetizados pode ainda ser significativamente aumentado com a realizacao
de rea¢Bes com um menor nivel de descarboxilagao.
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Infravermelho 2 — Composto 1b
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cm-1

2000

1500 1000 450

Sample 001 By Francisco Faisca Date Monday, Movemnber 26 2018
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Infravermelho 7 — Composto 2e

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2019 11:21 AM
Analyst Francisco Faisca

Date Monday, September 2, 2019 11:21 AM
1004

@mll/_l\l\\\!\;);\\\[l

.__. _..

344577cm-1 1597.83cm-1

9tH

85

1356.72cm-1
804

YT

75

i ,
) 972 34cn)-1

70 ~ 1080, 75cm-1 _
o~ 813.13cm-1)

1174.90cm-1 BEE.79cm-1

65

mm T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450

cm-1

4
552 70cm-1

Sample Mame

Description

Quality Checks

Celulose Tosilada (Reagdo 14.3)

Sample 001 By Francisco Faisca Date Monday, January 14
2019

The Quality Checks give rise to a Weak Bands warning for
the sample.
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Infravermelho 8 — Composto 2f

Analyst

Date

ﬂJ;fOT

101
100

1oy
1oy
86
80
75
7
BEn
&l
5E5n
54
45+

4

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 11:31 AM

332e.08cm-1

e

1650.80cm-1

Y
4
i

\
2075.36cm-1
2853 38em-1

1373.52cm-1
1315.28cm-1

1156.43cm-1

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2018 11:31 AM

| ___
[
671.10CmET
_ T
| 503.40cm-1

|
875.65cm-1

897 .05cm-1

/

._?._u.#mx....ﬂ.._

36
4000

3500

Celulose Tosilada (Reagao 18.1)

3000 2500 2000 1500
cm-1
Sample 001 By Francisco Faisca Date Wednesday, December 05 2018

1000 450
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Infravermelho 9 — Composto 2g

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2018 11:34 AM

Analyst Francisco Faisca
Date Monday, September 2, 2019 11:34 AM

@ml .l\\\l\\..

1640.68cm-1
9H /
2B08.84CM-1 1428 49Cm-1
B85
1315.75cm-1

80 / o
= 3335.80cm-1 1160.83cm-1
& 75

70 1106 28ama

b5

558.20cm-1
B0+ o
1054.856m 1 —
1031 _48cm-1
mm T T T T T T T T1
4028 3500 3000 2500 2000 1500 1000 478
cm-1
Sample Name Description Quality Checks
Celulose Tosilada (Reagao 19.1) Sample 002 By Francisco Faisca Date Thursday, December The Quality Checks do not report any wamings for the
06 2018 sample.
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Infravermelho 10 — Composto 3a

Analyst

Date

%T

100,
1004

ity

96

a7

96

857

94

93

92

914

9(H

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2018 10:51 AM

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 10:51 AM

/

3367.96cm-1

1351.23cm-1

117302

f
1014.07cm-1

00 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1
Celulose Malonico (Reagdo7)  Sample 001 By Francisco Faisca Date Friday, September 28 2018

78



Infravermelho 11 — Composto 3b

Analyst
Date

1004
98
96
94+
924
9H
88
86
B4
821
80
78
TE
74
721
7H
6EH
BE

YT

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2018 10:54 AM

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 10:54 AM

2886.65cm-1 o
-
1732.19cm-1

|
1642.28cm:-1
1367 7 Bcm-

J
3370.45cm-1

1258.97cm-1

1156.16cm-1

798.45cm-1

I
1012.27cm-1

4000

3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1

Sample Name

Description Quality Checks

Celulose Malonica (Reagi08.2)

Sample 001 By Francisco Faisca Date Tuesday, October 09 | The Quality Checks give rise to a Weak Bands warning for

2018 the sample.
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Infravermelho 12 - Composto 3¢

Analyst Francisco Faisca

Date Monday, September 2, 2019 10:58 AM

1004
98

96
94
924 A
o0 3335 99cm-1
881
867
84
82
804
78
76
74

724

704
69

% T

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2012 10:58 AM

/

559.76Cm-1

1033/73cm-1
1057.78¢cm-1

F

/
1440.22cm-1

4000 3500 3000 2500

2000
cm-1

1500 1000 450

Sample Name Description

Quality Checks

Celulose Malonica de Mesilo (Reagdo 10.2)
MNovember 07 2018

Sample 001 By Francisco Faisca Date Wednesday,

The Quality Checks give rise to a Weak Bands warning for
the sample.
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Infravermelho 13 — Composto 3d

Analyst

Francisco Faisca

Date Monday, September 2, 2019 11:51 AM

101
100

Qe
96
944
924
aH
B
86
844
824
80+
78

TEA
74

4
3410.41cm-1

% T

1737 Sdcm1_—

i

1633.33cm-1

1508, 14cm-1

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2019 11:51 AM

I
1356.17cm-1

/!
B13.30cm-1

1175.10cm-1

!
1029.26cm-1

73 T T
4000 3500 3000

2500 2000

cm-1

1500 1000 450

Sample Name

Description

Quality Checks

Celulose Malonica MaOH (Reagdo 26.6)

Sample 000 By Francisco Faisca Date Tuesday, May 28
2019

The Quality Checks give rise to a Weak Bands warning for
the sample.
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Infravermelho 14 — Composto 3e

Analyst

100,
98
96
Q44 ._..._.

3377 18Ccm-1

924

9(H

YT

88

86

821

80

78

Francisco Faisca
Date Monday, September 2, 2019 1:03 PM

1725.68cm-1

1627 .56cm-1 ,___

1598.70cm-1 \

PerkinElmer Speactrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2019 1:03 PM

1363.76cm-1

B13.63cm-1

N

552.82cm-1
\\ 667 .01cm-1
1023.31cm-1

4000 3500 3000

2500

2000
cm-1

1500 1000 450

Sample Name

Description

Quality Checks

Celulose Malonica de Microondas (Reagdo 30.4)

Sample 001 By Francisco Faisca Date Friday, March 15

2019

The Quality Checks give rise to a Weak Bands warning for
the sample.
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Infravermelho 15 — Composto 3f

Analyst
Date

100+
98
967
94+
921
9H
88,
867
84+
821
804
78
767
74
72

YT

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 1:05 PM

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, Septemnber 2, 2019 1:05 PM

822 .58cm-1

1176.45cm-1 _

m_a.wwnK

BE7_05cm-1

/

; /
553.56Cm-1

1026.71cm-1

4000 3500

3000

2500 2000

cm-1

1500 1000 450

Sample Name

Description

Quality Checks

Celulose Malonica de tert-butilo (Reagio 31.1)

Sample 003 By Francisco Faisca Date Thursday, March 21
2019

The Quality Checks give rise to a Weak Bands warning for
the sample.
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Infravermelho 16 — Composto 3g

Analyst
Date

YT

96

957

9

857

8H

757

7H

65
63

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 1:09 PM

/
2892.30Cm-1

3397 .88cm-1

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2018 1:08 PM

1726.85cm-1

1645.45cm-1

1365.33cm-1

1176.39cm-1

__ \

922 5dom-1 |
__ i

814.10cmi 1

1
667.23cm-1

4000

3500 3000

Celulose Malonica de Microondas (Reagio 32.1)

T T T T T _mm.m..h_.m_u_._._.._
2500 2000 1500  1058.40cm-11000 450

cm-1
Sample 001 By Francisco Faisca Date Thursday, March 21 2019
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Infravermelho 17 - Composto 4

Analyst
Date

100,
98
967
944
92
9
86
86
B84
82
804
78
76
T4
721
70

YT

I

3357 E8em-1

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, Septemnber 2, 2019 10:58 AM

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 10:56 AM

/ \

2000.32cm-1 4

)
1663.77 cm-1

1732.31cm-1

1336.680m-1
1236 56cm 1

1163.70cm-1

1107.38cm-1

/
525.78CM-1

4000

3500

3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1

Sample Name

Description Quality Checks

Celulose Mesilada (Reagio9.3)

Sample 001 By Francisco Faisca Date Friday, October 19 The CQuality Checks give rise to a Weak Bands warning for
2018 the sample.
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Infravermelho 18 — Composto 5

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
T G -1 P

Tuesday, September 17, 2015 1:32 PM

Analyst Francisco Faisca
Date Tuesday, September 17, 2015 1:32 FM
697 _)_
601
f
501
404
= 307
=
207
104
01 3180.23 m.uKm 03,74 rfﬂ:ﬂf
1883 11 . M 1154 55
Nﬂn_”_ 0o 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1
Sample Name Descrnipbon Quality Checks
Sal de tosilo com imidazole KBr (Reagio 16.1) Sample 001 By Francisco Faisca Date Tuesday, The Quality Checks give nse to mulhiple warmngs for the
December 04 2018 sample.
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Infravermelho 19 - Composto 6

Analyst
Date

Yol

PerkinElmer Spactrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2019 11:28 AM

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 11:28 AM

3390.99cm-1

1626.04cm-1

.\-\\:\

e

1279.21cm-1

/

2100.66Cm-1

551.88cm-1

/

1040.92cm-1

3500

Celulose Azidada (Reagao 17.1)

3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1
Sample 001 By Francisco Faisca Date Thursday, December 06 2018
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Infravermelho 20 — Composto 7

Analyst
Date

1015
100]

857

3445 740m-1

9

B85

YT

804

75

7H

65

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 11:38 AM

7

1721.76cm-1

1350.78cm-1

1175.43cm-1

1597 92cm-1

FerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 20159 11:38 AM

! 666.68cm-1,
04 69cm- 1

/
552 81cm-1

4000 3500

3000 2500 2000

cm-1

1500 1000 450

Sample Name

Description

Quality Checks

Celulose com Malonato de Etilo (Reagd021.18)

Sample 001 By Francisco Faisca Date Friday, December 14
2018

The Quality Checks give rise to a Weak Bands warning for
the sample.
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Infravermelho 21 — Composto 8a

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2018 11:40 AM

Analyst Francisco Faisca
Date Monday, September 2, 2019 11:40 AM
1014
1007
05 /
3507 .81cm-1
1508 41.cm -1
Al
B85
-
x I
804 1354.33cm1
.I]ll]llLlIlI]
75] 1005.13cm-1
1050.7 2cm-1 |
| |
704 __ \ /
970.74em-1 / /
[ \ 667_13cm-1
.- ____ £211.33cm-1 h
) T T T T T _ T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 7R 4600 551.67cm450

cm-1
Celulose de Meldrum (Reagdo 22.1) Sample 001 By Francisco Faisca Date Monday, December 17 2018
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Infravermelho 22 — Composto 8b

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2015 11:43 AM
Analyst Francisco Faisca

Date Monday, September 2, 2019 11:43 AM

1005

957

1732 &7cm-1 J
3425 616m-1 /

1597.70Cm-1
9H

85

1360.60cm-1

YT

80H

75

7H \\\

1175.86Ccm-1

/

1028.62cm-1 /
867.16cm-1  /
65 _
mm T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1
Sample Name Description Quality Checks

Celulose Meldrum (Reagio 23.8B) Sample 000 By Francisco Faisca Date Friday, May 24 2019 The Quality Checks give rise to a Weak Bands warning for
the sample.
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Infravermelho 23 — Composto 9a

Analyst

Date

% T

102
1007]

95
90+
85-
80+
75
70-
B5-
B0+
55
504
45-
40+
35-
30+

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 11:53 AM

20708.30cm.-1
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=

\\\\\.
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._mmm.mmni
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1393.34cm-1

i

\\\\\\s

| |
1368.44cm-1
]

|
125375em-1

FPerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 20159 11:53 AM
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——

450 Bocm-
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Jl,lrJIr
1083.12cm-1
—
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40

00 3500

tert-butilmalonato (Reagio 27.2)
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cm-1

Sample 002 By Francisco Faisca Date Wednesday, February 27 2019
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Infravermelho 24 — Composto 9b

Analyst

Date

YT

1015

95,
90+
85-
80+
75
70+
B5-
60-
551
501

45

3343.26cm-1

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2

Monday, September 2, 2019 11:50 AM
Francisco Faisca

Monday, September 2, 2019 11:59 AM

/

297 2.88cm-1

L 816.36Cm-1
1554.3Bcm-1

L — ﬁ { _ 1034 80cm-1
1710.34cm-1 _

__ ____ \

1166.51cm-1 _ | 683.92cm-1

!
__a.a.hna._
\..\ 481.83cm-1

606 25cm-1
1620 78cm-1

1367.21em-1 1218.21cm-1

43
4000

3500

tert-Butimalonato (Reagao 29.1B)

._._mw.m._an_._.—..._ 5E6.940m-1

3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1

Sample 002 By Francisco Faisca Date Tuesday, February 26 2019
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Infravermelho 25 — Composto 10

Analyst
Date

100+
Ly
Q6
Q4
924
9
BEH
BEr
B4

YT

824
80
78
TEH
74

724
71

Francisco Faisca

Monday. September 2, 2019 11:57 AM

28932.97cm-1

i
3400 7 4cm-1

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2018 11:57 AM

T _

1726.B5cm-1

1651.44cm-1

A

1366.37cm-1

813.48cm- H
1176.32cm-1 667.03cm-1

553 48cm-1
1027 .02cm-1

4000

3500 3000 2500

2000 1500 1000 450
cm-1

Celulose de tert-Butiimalonato (Reacio 28.2) Sample 001 By Francisco Faisca Date Wednesday, March 06 2019
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Infravermelho 26 — Composto 11

Analyst
Date

100
QEH
Q6
94
a2 3381.07cm-1
aH
B8

YT

BE
B4
824
80
TEH

76

Francisco Faisca

Monday, September 2, 2019 1:13 PM

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2018 1:13 PM

1360.76Cm-1

r
!
1024 62cm-1

4000 3500 3000

2500 2000

cm-1

1500 1000 450

Sample Name

Description

Quality Checks

Celulose Tartronica (Reagao 34.4)

Sample 000 By Francisco Faisca Date Tuesday, May 07
2019

The Quality Checks give rise to a Weak Bands warning for

the sample.
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Infravermelho 27 - Celulose Avicel

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2019 1:17 PM

Analyst Francisco Faisca
Date Monday, September 2, 2019 1:17 PM
97
Q5
an
2E85.#7cm- 1427 .62cm-1
85] T
=
/ 1314.95cm-1
8+ 3334 B1cm-1 -~
-
1160 S8em.1
— 1 .
% 75
2o 1104.72cm 1
B63.02cm-1
65
A
60 557.830m- 1
- 1053 7Bem. 1 y
m.ﬂl T T T T T 1029 .m._.,m_uu._._. 1 ™—1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1
Sample Name Description Quality Checks
Celulose Avicel Sample 001 By Francisco Faisca Date Monday, October 15 The Quality Checks do not report any wamings for the
2018 sample.
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Infravermelho 28 - dcido maldnico

Analyst

Date

% T

100,

Francisco Faisca

Monday, September 2, 2019 1:19 PM

95

9

857

8

757

TH

65

6

55

% /
2g12.21cm-1
2801 .00cm-1

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2012 1:18 PM

B e

e ——— \.1:\1:\

1433.62cm-1 1396.18cm-1 / ——
-

—

572 28cm-1
= I .,/.//
1301.§1cm-1 ////
/ 580 G0cm- 1
ﬂ 1166.750m-1 /

\ __ 768.52cm-1
1213.82cm-1 |

| 916.99cm-1

- | .
1604 . 74cm-1 808 19em-1 G51.60cm-1

3500 3000

2500

2000 1500 1000 450
cm-1

Acido Malonico  Sample 001 By Francisco Faisca Date Monday, October 15 2018

?
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Infravermelho 29 - dcido p-toluenosulfonico

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2019 1:22 PM

Analyst Francisco Faisca
Date Monday, September 2, 2019 1:22 PM
Q8-
—
a0
B4
T
6+ P
H 1496 61cm-1
o
501 1400.89cm-1 e —_—
1454 62cm-1 705.58cm-1
AH — 481 _ZBcm
1171.0Bcm-1 i
673 45cm-1
30
B14.24cm-1 T
1031.5Zcm-1 o .
20 o 1003.06cm 5&2.80cm-
n— m T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450
cm-1
Sample Mame Description Quality Checks
Acido p-toluenosulfonico Sample 001 By Francisco Faisca Date Monday, November The Quality Checks do not report any wamings for the
19 2018 sample.
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onico

jcido tartro

- dcil

Infravermelho 30

Analyst
Date

el
95

9
85,
80
75
T0H

YT

65
60
55

5H

45
43

/

3452 43cm-1

Francisco Faisca
Monday, September 2, 2019 1:23 PM

/

2052 87cm-1

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.2
Monday, September 2, 2019 1:23 PM

1373.27cm-1

/
1713.47cm-1

607 Gocm- 1

.!,r (r/,
;. fx
ff.ff. 512.95cm-1
] -

| T 796.31cm-1
1276.06cH-1 | .

' | .f:

1244.65cm-1 / L o
1125.02cm-1 x.. 02.75cm

891.95cm-1

4000

3500

3000 2500 2000
cm-1

1500 1000 450

Sample Name

Description

Quality Checks

Acido Tartronico

Sample 006 By Francisco Faisca Date Monday, April 15
2019

The Quality Checks do not report any wamings for the
sample.
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RMN 1 - Composto 1a
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RMN 2 - Composto 2b
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RMN 3 - Composto 2¢
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RMN 4 - Composto 3b
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RMN 5 - Composto 5
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RMN 6 - Composto 6
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RMN 7 - Composto 7

_n__nm_uam%&a\oabzﬁ B)SHS (d= 131.5 Hz, 3H), 4563GR.3 Hz, SH), 2.42 (s, 3H), -3.47 (s, OH).
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RMN 8 - Composto 8b

LEARE A3 &ol0 1. B)ESO68 (5, 1H), 7.66 (84.9 Hz, 6H), 5.54 —3.90 (m, SH), 2.42 (5, 4H), -3.45 (s, 1H). Q m
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RMN 9 - Composto 9a
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