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Resumo 

O presente estudo teve como foco avaliar a toxicidade sobre a Artemia salina 
Leach do composto 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose. Este 
composto foi sintetizado a partir da reação de acetalização da D-galactose, sendo 
posteriormente solubilizado em dimetilsulfóxido e água salgada artificial para obter 
as concentrações que foram adicionadas em tubos contentam naúplios da Artemia 
salina (10 unidades cada). Uma solução de dimetilsulfóxido 1% e dicromato de 
potássio foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. As 
amostras foram submetidas à iluminação artificial durante 24 h, e após este 
período de contato foram contabilizadas as larvas vivas e mortas. O cálculo da 
CL50 foi feito utilizando-se o programa POLO-PC. O 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-
alfa-D-galactopiranose foi obtido com 81% de rendimento e apresentou uma CL50 

de 2.300,020 g/mL, com 95% de confiança. Este resultado da CL50 indica que o 
composto apresenta baixa toxicidade, e fornece subsídios para futuras pesquisas 
que visem sua aplicação biológica ou farmacológica. 

Palavras-chave: Síntese Orgânica, Avaliação Toxicológica, Carboidrato, Artemia 
salina. 
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Abstract 

The present study aimed to evaluate on Artemia salina Leach the toxicity of the 
compound 1,2:3,4-di-O-isopropylidene-alpha-D-galactopyranose. This compound 
was synthesized from the acetalation reaction of D-galactose and then solubilized 
in dimethyl sulfoxide and artificial salt water to obtain the concentrations that were 
added to tubes containing Artemia salina nauplii (10 units each). A solution of 1% 
dimethyl sulfoxide and potassium dichromate were used as negative and positive 
control, respectively. The samples were submitted to artificial lighting for 24 h, and 
after this contact period the live and dead larvae were counted. LC50 was 
calculated by using POLO-PC software. 1,2:3,4-Di-O-isopropylidene-alpha-D-
galactopyranose was obtained in 81% yield and showed an LC50 of 2,300.020 

g/mL, with 95% confidence . This LC50 result indicates that the compound has low 
toxicity, and provides subsidies for future research aimed at its biological or 
pharmacological application. 

Keywords: Organic Synthesis, Toxicological Evaluation, Carbohydrate, Artemia 
salina. 

1 Introdução 

As artêmias (Figura 1) são microcrustáceos encontrados em águas salinas, 

sendo capazes de viverem em ambientes extremamente salinos e com pouca 

concentração de oxigênio (RUIZ et al., 2005). De acordo com Camara e Castro 

(1983), as primeiras tentativas para disseminar a Artemia salina em ambientes 

naturais, foram realizadas no início da década de 60, nas lagoas hipersalinas 

da Ilha Christmas, que em função das condições ecológicas adversas não 

foram bem-sucedidas. A ideia nesta disseminação era proporcionar condições 

favoráveis para a reprodução da Artemia salina, visando uma posterior 

liofilização das mesmas com o intuito de servir de alimentação para peixes de 

pequeno porte (peixes ornamentais). Este microcrustáceo é um ser filtrador que 

se alimenta de algas unicelulares, pequenos protozoários, bactérias e detritos 

dissolvidos no meio. A filtração ocorre nos toracópodos, que são encarregados 

de transportar as partículas alimentícias na direção do sistema digestivo, onde 

há uma redução da taxa de filtração, sem aumentar a concentração das 

partículas, pois ficarão acumuladas e irão interferir no processo fisiológico de 

seus batimentos (SOUTO, 1991). 
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Figura 1. Imagem da Artemia Salina. 

Fonte: imagem da artêmia - https://br.pinterest.com/explore/artemia-salina/ 

 

Na região Nordeste do Brasil, essas espécies de microcrustáceos 

chegaram através de inoculações feitas com seus cistos importados da 

Califórnia-EUA, em 1977, em Macau-RN, a partir daí as Artemia salinas se 

dispersaram por toda região salineira do Rio Grande do Norte e posteriormente 

da Região Nordeste (CAMARA; CASTRO, 1983). 

A literatura descreve a utilização das artêmias para avaliação do efeito 

citotóxico de extratos (MOREIRA et al., 2002); ensaios citotóxicos de vegetais, 

mais especificamente de plantas medicinais (MEYER et al., 1982); teste de 

letalidade em algas (LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006); detecção de 

compostos bioativos em extratos vegetais como também expressar a 

toxicidade (RUIZ et al., 2005); e estudo fitoquímico (NASCIMENTO et al., 

2008). 

De acordo com Pimentel e colaboradores (2011), a literatura tem relatado 

correlações entre o bioensaio de toxicidade utilizando Artemia salina e a 

citotoxicidade em células humanas de tumores sólidos, e atividade frente ao 

antitripanossoma cruzi. Diante do exposto, as artêmias vêm sendo utilizadas na 

química medicinal por exemplo, para avaliar a toxicidade de compostos 

utilizados no combate as cepas de Aspergillus versicolor (MIAO, et al. 2012). 

Na área de síntese, vários estudos utilizaram as artêmias para a determinação 

da toxicidade in vitro dos compostos sintetizados (CHOHAN, et al. 2010). Na 

parte farmacológica e farmacêutica, observou-se que o uso deste crustáceo 

serviu de screening de produtos naturais visando a sua aplicação como: 

moluscicida, larvicida (LUNA, et al. 2005), anticonvulsivante (BAGHERI, et al. 

2010), dentre outros. Seja em termos de precisão, ética, sensibilidade e 

simplicidade, este bioensaio tem superado amplamente o método com 
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camundongos, e mais, recentemente foi comprovada também sua efetividade 

na detecção de toxinas produzidas por cianobactérias (RODRIGUEZ, et al., 

2004). As artêmias são frequentemente utilizadas para testes de toxicidade 

(LIBRALATO et al., 2016), incluindo em testes utilizando carboidratos, como 

neste trabalho. 

Os carboidratos são os compostos mais abundantemente encontrados em 

fontes naturais, e, assim como as proteínas, os lipídios e os ácidos nucleicos, 

são macromoléculas com estrutura polifuncional (FERREIRA, et al., 2009; 

BANDERA et al., 2014). Devido a esta abundância e suas diversas aplicações 

em várias áreas, é justificável o crescente aumento de artigos científicos, livros 

e grupos de pesquisas estudando a química e a síntese de carboidratos. 

Nos últimos 100 anos, o estudo de suas atividades tem aumentado de 

forma surpreendente, principalmente com relação à suas aplicações biológicas 

(NOGUEIRA; PARMANHAN; CORREA, 2009). Dentre às suas atividades, 

estão: antineoplásico, antibacteriano, inseticida, antiviral, antifúngico, anti-

inflamatório, dentre outros (PUTERCA, et al., 2003). Com essas funções, os 

carboidratos têm atraído bastante o interesse de pesquisadores, 

particularmente dos químicos sintéticos, que buscam na modificação estrutural, 

um recurso para potencializar as atividades biológicas e farmacológicas já 

existentes. Consequentemente, os carboidratos têm sido submetidos a 

diferentes tipos de transformações, como a reação de acetilação (NIGUDKAR; 

DEMCHENKO, 2015), uma vez que, este tipo de reação é largamente utilizada 

pelos químicos sintéticos (YU, et al., 1999), onde é através dessas reações que 

obtêm-se compostos mais complexos a partir de compostos mais simples, 

como neste trabalho. 

No geral, os testes utilizando a Artemia salina são eficazes, e vários 

grupos de pesquisa utilizam a metodologia proposta por Meyer e colaboradores 

(1982). Deste modo, o trabalho descreve a avaliação da toxicidade do 

composto 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose utilizando a 

Artemia salina Leach. 
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2 Metodologia 

2.1 Local de Pesquisa 

A etapa de síntese, purificação e o bioensaio da Artemia Salina Leach do 

1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose (2) foram realizadas no 

Laboratório de Síntese Orgânica (LASO) e no Laboratório de Toxicologia, 

ambos localizados no Centro de Educação e Saúde da Universidade Federal 

de Campina Grande - Campus Cuité/PB. Enquanto que, a etapa de 

caracterização do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose (2), ou 

seja, as análises de rotação específica e os espectros de infravermelho (IV) e 

ressonância magnética nuclear (RMN) de hidrogênio (1H) e carbono (13C) foram 

realizados na Central Analítica da Universidade Federal do Pernambuco – 

Campus Recife/PE.  

2.2 Materiais e Equipamentos 

Em geral, foram utilizados reagentes e solventes na sua forma comercial, dos 

fornecedores Sigma-Aldrich, Dinâmica e Cinética. Os solventes utilizados foram 

previamente purificados e secos conforme o protocolo descrito por Perrin e 

Armarego (1996), no qual, o hexano e o acetato de etila (AcOEt) foram 

destilados utilizando coluna de Vigreux, enquanto que a propanona foi 

destilada sob iodeto de sódio. 

Para o acompanhamento da evolução e término da reação, foi utilizada a 

cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando como sistema eluente 

hexano:acetato de etila na proporção de 60:40, respectivamente. Após a 

eluição cromatográfica da CCD, a mesma foi revelada utilizando uma solução 

etanólica ácida [solução contendo etanol e ácido sulfúrico na proporção de 

95:5, respectivamente] sob aquecimento. 

O solvente da solução contendo o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-

galactopiranose (2) foi evaporado utilizando um evaporador rotativo da Visatom 

conectado a uma bomba de vácuo New PumsSparmaz, enquanto que o 

solvente residual foi removido através de uma bomba de alto vácuo da Cole-

Parmer. 

Os espectros de RMN de 1H e 13C do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-

galactopiranose (2) foram registrados em um espectrômetro Varian URMNS de 
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400 MHz, no qual, os deslocamentos químicos estavam expressos em partes 

por milhão (ppm) em relação ao pico residual do clorofórmio (7,26 ppm) para os 

espectros de hidrogênio, em relação ao pico central do clorofórmio deuterado 

(77,0 ppm) para os espectros de carbono. No mais, todas as constantes de 

acoplamento (J) estão descritas em hertz (Hz). 

O espectro de IV do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose (2) 

foi realizado em um espectrofotômetro de infravermelho com transformada de 

Fourier no Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer modelo PerkinElmer, 

enquanto que, a sua rotação específica foi determinada em um polarímetro 

digital da marca JASCO® P-2000 equipado com a luz de sódio em comprimento 

de onda 589 nm. A amostra foi preparada em concentração de 1 m/v % (em 

MeOH) em uma cubeta de 1 mL. 

2.3 Procedimento Experimental 

2.3.1 Síntese do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose (2) 

Em um balão de fundo redondo de capacidade de 50 mL, contendo 15 mL de 

propanona seca e destilada, foram adicionados a D-galactose anidra (1, 0,9 g, 

5 mmol), sulfato de cobre anidro (2 g, 12,5 mmol) e 0,1 mL de ácido sulfúrico 

concentrado (Cuidado: o ácido deve ser adicionado lentamente, por se tratar de 

um agente desidratante). A mistura reacional foi agitada por 36 horas em 

temperatura ambiente (282ºC) e sob atmosfera inerte. Uma vez comprovado o 

término da reação por CCD, o sulfato de cobre foi removido por filtração a 

vácuo e lavado com propanona (2x15 mL). Na sequência, neutralizou-se a fase 

orgânica com solução aquosa de hidróxido de cálcio 0,1 M (5 mL). A esta 

mistura foi adicionado 20 mL de acetato de etila (20 mL) e separou-se a fase 

orgânica. A fase orgânica foi seca sob sulfato de magnésio anidro, o solvente 

evaporado sob pressão reduzida e o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-

galactopiranose (2) purificado por cromatografia em coluna utilizando como 

solvente eluente apenas o hexano terminado com o sistema eluente 

hexano:acetato de etila  na proporção de 75:25, respectivamente. 
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2.3.2 Bioensaio Toxicológico com as Larvas da Artemia Salina Leach 

O bioensaio toxicológico com Artemia Salina Leach foi baseado no protocolo 

descrito por Meyer e colaboradores (1982). Foram utilizados 30 mg do 1,2:3,4-

di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose (2), o qual foi adicionado 50 µL de 

dimetilsulfóxido (DMSO). A solução foi homogeneizada e o volume completado 

para 5 mL com água salinizada filtrada (água salina e água destilada 1:1) a pH 

= 8,0. Desta solução foram retiradas alíquotas de 2500, 2291, 2083, 1875, 

1666, 1458 e 1250 µL que foram transferidas para outros balões volumétricos 

de 5 mL e os volumes completados com o mesmo solvente, obtendo-se 

concentrações de 3000, 2750, 2500, 2250, 2000, 1750 e 1500 µg/mL, para a 

solução aquosa de 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose. O teste 

foi acompanhado por controle positivo onde foi utilizado o dicromato de 

potássio (K2Cr2O7) e controle negativo utilizando apenas água marinha artificial 

e DMSO (concentração e 1% v/v). Os cistos de Artemia salina (20 mg) foram 

incubados sob iluminação artificial por 24 h para que favorecesse a eclosão 

das larvas (metanáuplios), e estas, separadas em nove grupos com 10 

artêmias cada. O primeiro e o segundo grupo recebeu a solução controle 

positivo (solvente e dicromato de potássio) e controle negativo (solvente e 

DMSO, respectivamente) e as sete seguintes receberam a solução aquosa do 

composto em diferentes concentrações. As amostras foram submetidas à 

iluminação artificial durante 24 h, e após este período foram contabilizadas as 

larvas mortas. O experimento foi realizado em triplicata para cada substância-

teste. 

No que se refere ao teste de letalidade com as artêmias, as mesmas 

foram colocadas em ambientes similares ao ambiente natural, com a salinidade 

elevada e baixas concentrações de oxigênio, onde a substância colocada foi 

diluída, a partir daí, após um dia, se teve a contagem de larvas mortas como 

também vivas, para assim, se ter o teste de letalidade realizado em sua 

totalidade, através de analises estatística e como também análises 

comparativas com resultados já consolidados (LHULLIER; HORTA; 

FALKENBERG, 2006; MOREIRA et al., 2002). 
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2.3.3 Análise estatística 

Para obtenção dos valores da concentração letal que mata 50% das larvas 

(CL50), foi utilizada a análise através do software POLO-PC (Copyright LeOra 

Software 1987) com 95% de confiança. 

3 Resultados 

Visando avaliar a toxicidade do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-

galactopiranose (2), o trabalho foi iniciado com a síntese deste composto 

através da reação de acetalização da D-galactose (1) pela propanona em meio 

ácido, conforme descrito na figura 2 (DANTAS et al., 2017). 

 

 

Figura 2. Reação de acetalização da D-galactose (1). 

 

O 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose (2) apresentou 

aspecto oleoso, viscoso e de colocação amarelada. Após a etapa de 

purificação, este composto, foi obtido com 81% de rendimento, sendo este 

resultado um pouco superior ao descrito na literatura (SCHMIDT, 1963). 

Adicionalmente, este composto foi caracterizado por diferentes técnicas 

espectroscópicas, tais como: rotação específica, infravermelho e ressonância 

nuclear, onde estes dados espectroscópicos estão sumarizados na Tabela 1. 
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Tabela 1: Informações espectroscópicos do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-α-D-
galactopiranose (2) 

Estrutura 

 

Formula Molecular C12H20O6 

Rotação específica  [α]D25 - 44,3 (c 1.0, MeOH) 

Infravermelho (KBr)  νmax 3440, 2984, 2937, 1702, 1379, 1212, 1069 cm-1 

Ressonância nuclear 

de hidrogênio a 

5,55 (d, 1H, J1,2 = 5,08 Hz, H-1); 4,60 (dd, 1H, J3,2 = 2,36 Hz, J3,4 = 

7,84 Hz, H-3); 4,32 (dd, 1H, J2,1 = 5,08 Hz, J2,3 = 2,36 Hz, H-2); 4,26 

(dd, 1H, J4,3 = 7,84 Hz, J4,5 = 1,56 Hz, H-4); 3,89-3,69 (m, 3H, H-5, H-

6, H-6’); 2,16 (sl, 1H, OH); 1,44 (s, 3H, -CH3); 1,32 (s, 6H, -CH3); 1,24 

(s, 3H, -CH3) 

Ressonância nuclear 

de carbono-13  
109,4; 108,6; 96,2; 71,5; 70,7; 70,5; 68,1; 62,3; 29,2; 26,0; 25,9; 24,3 

aSímbolos:  = deslocamento químico; J = constate de acoplamento; s = simpleto; sl = simpleto largo; d = dupleto; t = 

tripleto; qua = quarteto;  

Uma vez sintetizado e devidamente caracterizado o 1,2:3,4-di-O-

isopropilideno-alfa-D-galactopiranose (2), iniciou-se o bioensaio toxicológico 

frente às larvas de Artemia salina Leach. Deste modo, os valores da taxa de 

mortalidade do composto 2 variaram entre 0 e 100%, visando deste modo, 

determinar a concentração letal que mata 50% das larvas (CL50). 

Cabe salientar que este bioensaio foi realizado de acordo com o protocolo 

de Mayer (1982) com algumas modificações, onde foram testadas as 

concentrações de 3000, 2750, 2500, 2250, 2000, 1750 e 1500 µg/mL do 

composto 2, e realizado o controle positivo e negativo. Para o controle negativo 

foi utilizado uma solução aquosa de DMSO, uma vez que, este solvente foi 

utilizado para solubilizar o composto 2, enquanto que o controle positivo foi 

realizado com K2Cr2O7 como descrito por Belem e colaboradores (2015). 

A CL50 encontrada através do software POLO-PC, com 95% de confiança, 

foi de 2.300,02057,408 μg/mL com intervalo nos limites de 2.242,612 a 

2.357,428 μg/mL. De acordo com Merino e colaboradores (2015), este valor da 

CL50 para o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-galactopiranose (2) implica que o 

composto é pouco tóxico, uma vez que esse valor se enquadra nos índices 

superiores a 1000 μg/mL. No mais, o bioensaio do controle negativo levou a 
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morte de nenhuma larva, enquanto que a CL50 do controle positivo foi 

semelhante ao descrito por Belém et al. (2015).  

Este resultado da CL50 para o 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-alfa-D-

galactopiranose (2) serve como motivação para futuros estudos envolvendo a 

aplicação desse composto no setor farmacológico, uma vez que, segundo 

Devulapalle e colaboradores (2004), derivados de carboidratos são 

promissores na prevenção contra cáries e de higiene oral para o combate da 

placa bacteriana, além de outras aplicações. 

4 Conclusão 

Em suma, neste estudo foi descrito a síntese e avaliação toxicológica do 

1,2:3,4-di-O-isoproleno-alfa-D-galactopiranose frente às larvas da Artemia 

salina Leach. O composto derivado da D-galactose foi obtido em bom 

rendimento (81%). Apos a análise dos dados obtidos nos bioensaios, foi 

possível constatar que o 1,2:3,4-di-O-isoproleno-α-D-galactopiranose 

apresentou baixa toxicidade frente às larvas da Artemia salina Leach 

apresentando um valor de CL50 de 2300,020 μg/mL. Tal resultado, demonstra 

que o composto sintetizado tem boa aceitação biológica e encoraja nosso 

grupo de pesquisa a realizar novas modificações estruturais visando a sua 

aplicação na área farmacológica.  
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