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RESUMO

A identificacdo estrutural de substincias organicas sempre foi um desafio para a quimica,
desde o seu surgimento como ciéncia. Inicialmente as técnicas empregadas induziam a erro,
pois empregavam técnicas destrutivas que geravam derivados que nada tinham a ver com a
substancia de partida. A partir da metade do século XX houve uma evolugdo da
espectroscopia e da espectrometria, juntamente com novas metodologias de isolamento e de
purificacdo, aumentando a confiabilidade dos resultados obtidos. A espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢ uma técnica muito usada no estudo estrutural e na
dinamica de compostos organicos em solucao. A RMN além de ser uma técnica empregada na
determinag¢do estrutural, pode também ser aplicada no acompanhamento de reagdes de sintese.
Este trabalho teve como objetivo a identificagdo de compostos organicos na Quimica de
Produtos Naturais por técnicas de RMN uni e bidimensionais. Foram estudados metabolitos
da casca do tronco de Melloa quadrivalvis, uma planta da familia das Bignoniaceae conhecida
como cipd de cesto, onde foi feita elucidagdo estrutural de um composto, um flavonoide
glicosilado. Foram ainda estudadas duas fragdes isoladas de Serjania lethalis St. Hil, sendo
identificados e quantificados por RMN, uma mistura de sitosterol glicosilado e estigmasterol,
em uma das fragdes, e na outra fra¢do, a estrutura de uma saponina foi elucidada.
Adicionalmente, foi feito estudo de metabdlitos secundérios de Curvularia eragrostidis
(Henn.) Meyer, um fungo que ¢ um dos responsaveis pela queima da folha do inhame e pode
causar a perda total de uma produgao.

Palavras-chave: Ressonancia Magnética Nuclear. Produtos Naturais. Melloa quadrivalvis.
Serjania lethalis. Curvularia eragrostidis.



ABSTRACT

The structural identification of organic substances has always been a challenge for chemistry,
since its emergence as a science. Initially, the techniques employed induced error, because it
used destructive techniques to generate derivatives that had nothing to do with the starting
material. From the mid-twentieth century there was an evolution of spectroscopy and
spectrometry, along with new methods of isolation and purification, increasing the reliability
of the results. Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy (NMR) is a technique widely used
to study the structure and dynamic of organic compounds in solution. The NMR technique is
not only used in structural determination, but also to track the performance of a synthetic
reaction. The present study aimed the identification of organic compounds in the Chemistry of
Natural Products by uni- and bi-dimensional NMR. We studied metabolites from Melloa
quadrivalvis, a plant of the Bignoniaceae family, known as vine basket, through the structural
elucidation of a compound, one flavonoid glycoside. The study was conducted in two
fractions isolated from Serjania lethalis St. Hil, and it was possible to identify and quantify by
NMR, a mixture of sitosterol and stigmasterol glycoside, in one of the fractions. The analysis
of the NMR spectra of a compound isolated from the other fraction of Serjania gave evidence
for a saponin structure. Additionally, a study was made on secondary metabolites from
Curvularia eragrostidis (Henn.) Meyer, a fungus that is responsible for burning the yam leaf
and can cause total loss of production.

Keywords: Nuclear Magnetic Resonance. Natural Products. Melloa quadrivalvis. Serjania
lethalis. Curvularia eragrostidis.
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1 JUSTIFICATIVA

Técnicas de andlises espectrométricas e espectroscopicas como RMN tem
revolucionado o setor da quimica nas mais diversas areas. A RMN tem se mostrado muito util
ndo apenas para a elucidagdo estrutural, mas também, na determinag¢do da estereoquimica
absoluta, na quantificagdo de um produto em mistura e no acompanhamento do rendimento de
uma reacdo quimica em industria. A elucidagdo estrutural dos constituintes das plantas
medicinais, executada por RMN abre novos caminhos para a farmacologia e a quimioterapia.
Novas moléculas podem ser sintetizadas enriquecendo o catalogo atual de medicamentos.
Pesquisadores de varias instituicdes de pesquisa tém investido em pesquisas para extrair,
isolar, purificar e determinar a estrutura de produtos naturais que futuramente servirdo de
modelo para a industria. O mercado de trabalho necessita de profissionais com conhecimento
e habilidade para trabalhar com RMN, seja nas instituigdes de ensino e pesquisa, como

também na industria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O trabalho de doutorado tem como objetivo principal a aplicacdo da técnica de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) no estudo quimico e fisico-quimico de compostos

com interesse farmacologico, medicinal e industrial.

2.2 Objetivos Especificos

Elucidacdo estrutural de substancias organicas, através da técnica de Ressonancia

Magnética Nuclear;

Aplicagoes e aperfeicoamento da técnica de difusdo molecular bidimensional - DOSY,

na separacao e identificacdo de compostos presentes em misturas.
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3 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE RMN
3.1 Introducio

A identificacdo da estrutura de compostos organicos ¢ um desafio bem antigo para a
Quimica Organica. No principio, o procedimento para elucidagdo estrutural era baseado em
observagdes de experimentos simples que usavam técnicas de analises destrutivas que

geravam derivados que muitas vezes induziam a erros na identificagdo da substincia de

partida. (STEFANI; BARBONI, 2007).

A partir da metade do século XX com o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico dos
métodos espectrométricos e espectroscopicos, aliado as novas metodologias de isolamento e
de purificagdo de compostos organicos, houve um ganho muito grande na precisdo e na
confiabilidade dos métodos espectrométricos e espectroscopicos de compostos organicos

(STEFANI; BARBONI, 2007).

A espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) é também uma forma de
espectroscopia de absor¢do, como ocorre com o infravermelho e ultravioleta. Uma amostra
contendo 'H e "*C quando colocada em um campo magnético sob condi¢des especiais, pode
absorver radiacdo eletromagnética na regido de radio frequéncia (rf), onde a absorcido ¢
determinada pelos nucleos das moléculas. O espectro de RMN ¢ a representacdo grafica dos
sinais pela sua intensidade e apresenta informacdes complementares junto as técnicas de

infravermelho e de ultravioleta (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006).

A RMN ¢ uma das técnicas espectroscopicas mais poderosas utilizada no estudo
estrutural e de dinamica de compostos organicos em solu¢do. Desde a década de 90 os
aparelhos de RMN tém evoluido consideravelmente com magnetos supercondutores, campos
magnéticos mais homogéneos e hardwares que permitem programacdo de sequéncias de
pulsos com mais precisio de modo a acomodar as variadas técnicas 1D, 2D e até 3D

(KAISER, 2000)

Hoje a espectroscopia de RMN ¢ uma técnica da quimica analitica muito utilizada nao
sO para determinar estrutura molecular, mas também, para verificar o teor de pureza de uma
determinada amostra, acompanhar rendimento de uma reacdo de sintese e analisar
quantitativamente amostras contendo misturas de compostos cuja estrutura ¢ conhecida

(PAULL 2005).
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3.2 Propriedades magnéticas dos nucleos

Os nucleos de hidrogénio e de alguns isotopos tém algum tipo de carga e giram em
torno do eixo nuclear gerando um dipolo magnético ao longo desse mesmo eixo o que faz
com que ele se comporte como um ima. Esses nucleos, semelhantemente aos elétrons,
possuem o nuimero quantico de spin (7). O spin, /, determina 0 momento angular da carga e
pode assumir valores de 0, ’2; 1; 3/2; etc. A magnitude do dipolo ¢ expressa em termos do
momento magnético nuclear (p) (Figura 1a). Um nacleo com nimero de spin, I, pode
assumir o nimero de 2/+1 orientacdes quando submetido a um campo externo, o 'H, por

exemplo, pode assumir o niumero de orientacdes igual a dois (Figura 1b).

Figura 1 — a) Nucleo de hidrogénio sofrendo precessio em um campo magnético B,. O eixo
magnético tera um movimento de precessio ao redor do eixo z alinhado com o
campo magnético B,. b) Nimero quantico de spin dos niicleos de '"H, (I = 1/2) e
’H, (I=1) quando colocados em um campo B,

Orbita de precessio

e

""---.._} ______ T e
Dipolo magnético

miclear p ! 12 !
Nticleo em Bot ‘Qw 0
®
[=

movimento de ,
rotaciio +1/2

+1

(a) (b)

Fonte: Autor, 2013 — Adaptado de BERLINK, 2013.

A partir da massa e do nimero atémico, pode-se prever o nimero de spin nuclear (1),
Tabela 1. Nucleos que possuem nimero de spin igual a ’2, possuem distribui¢do de carga
esférica e seus espectros sio facilmente obtidos por RMN, como é o caso do 'H e do °C, que

sao os mais usados (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006).
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Tabela 1 - Tipos de nimeros de spins, I, com varias combinacdes de massas e de numero

atomico.
I Massa atomica Numero atdmico Exemplo de nticleo
Meio inteiro Impar Impar 'H, (1/2),H, (1/2), N7 (1/2),
Meio inteiro fmpar Par BCs (1/2), 705 (1/2), PSit4 (1/2)
Inteiro Par fmpar H, (1), ""N; (1), "Bs (3),
Zero Par Par 2C6 (0), '°05(0), **S16(0)

Fonte: BERLINK, 2013.

Normalmente os momentos magnéticos dos nucleos estdo orientados ao acaso € sem
direcdo, mas quando colocados em um campo magnético externo, podem assumir as
orientagdes paralela ou antiparalela ao campo magnético externo, onde esse efeito pode ser

comparado com barras de imas colocados sob a influéncia de um campo magnético (Figura
2).

Figura 2 - Nucleos de hidrogénio colocados em um campo magnético e comparaciao com barras
de imas.

Auséncia de campo  Presenga de campo ~ Auséncia de campo  Presenca de campo
magnético magnético magnético magnético

«* “T‘ ~3 1
ﬁ##

Fonte: Autor, 2013 - Adaptado de BERLINK, 2013.

Os estados de spins s@o dois, definidos como a (+) ou B (-). Os nucleos com spins
positivos, ou em g, estdo em um pequeno excesso de populacao, (Na > Nf§. A variacdo da
Energia ¢ dada por AE = (hy / 2m) By, em que h ¢ a constante de Planck, o que indica que AE ¢
proporcional ao campo By ja que h, y e m s@o constantes e o campo By € o campo magnético

(Figura. 3). Podemos observar que o proton que estd alinhado paralelamente ao campo (o) Bg
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possui energia mais baixa € o que esta alinhado contra o campo magnético () tem energia

mais alta (FRIEBOLIN, 1991).

Figura 3 - Niveis de energia dos nucleos de hidrogénio em um campo magnético By Nf
representa a populacio no estado de energia mais alta, No populacio no estado
energético mais baixo.

Spin= -1/2. 05
N,

| .

Spin= + 1/2,cr

N

Intenszidade do campo (Bg)

Fonte: FRIEBOLIN, 1991.

A diferenca de energia entre os spins s6 ocorre quando ¢ aplicado um campo
magnético externo com uma quantidade de energia suficiente para causar as transi¢cdes. No
espectrometro de RMN, a energia ¢ aplicada como um pulso na ordem de microssegundos na
forma de radiofrequéncia (y;) que faz os nicleos absorverem energia e entrar em ressonancia

com a radiacgao.

Cessada a radiacdo, o spin volta ao estado inicial e emite a mesma energia que
absorveu na mesma intensidade e frequéncia. A emissdo dessa energia pode ser detectada,

amplificada e registrada como um sinal de RMN.

As densidades populacionais dos spins de niveis de energia variam de maneira direta
com o aumento da frequéncia. Um pequeno excesso de spins com menor energia permite
observar o fendmeno na ressonancia. Podemos citar como exemplo, que para uma frequéncia
de 60 Hz e um campo de 1,41 T, hd aproximadamente nove nucleos com estado de spins de
menor energia para cada dois milhdes de nucleos (Tabela 2). O espagamento entre os niveis
de energia dos estados de spins também aumenta conforme o aumento da frequéncia,
ressaltando-se que quanto maior a frequéncia, maior deve ser a poténcia do campo magnético

aplicado By (Figura 4) (MULLER, 2005).



24

Tabela 2 - Variacio do excesso de niicleos de '"H com a variacio da frequéncia, tendo como
referencia 2 milhdes de nicleos.

Variacio do excesso de niicleos de '"H com a operacio da frequéncia

Frequéncia (Mz) Excesso de nucleos
20 3
40 6
60 9
80 12
100 16
200 32
300 48
600 96

Fonte: MULLER, 2005.

Figura 4 - Variacao entre os niveis de energia dos estados de spin para o hidrogénio em funcéo
da poténcia do campo magnético aplicado (B,).

—

—_—— —

QIBT 07T 14T 1351
758 MHz 30 MHz 60 MHz 100 MH2 T
F Bloch £ M Purcell 200 MHz 10T
(1945) (1945) 300 Mz .
14T
600 MHz

Fonte: MULLER, 2005.

Um conjunto de nicleos em movimento de precessdo aleatéria em torno do eixo z gera

uma resultante de magnetizacdo M, (Figura. 5).
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Figura 5 - Conjunto de nicleos em movimento de precessio com magnetizaciio resultante My na
direcao do campo magnético estacionario B,.

Z
gpm +1/2 l
.IJII MD .
:i" f——— / a :i"

spin - 1/2

Fonte: Autor, 2013 - Adaptado de MULLER, 2005.

A transferéncia da magnetizagao resultante My para o plano horizontal xy do sistema
cartesiano pode ser feita através de uma varredura de frequéncia de um oscilador de rf
colocado na dire¢ao do eixo x. Quando a frequéncia de varredura entra em ressonancia com a
frequéncia de Larmor induz a coeréncia de fases e a resultante My se alinha com o plano
horizontal que pode ser detectado pela bobina receptora colocada no plano xy (Figura. 6) e
coletado por um computador durante um periodo de tempo chamado tempo de aquisi¢do (7).
Como a deteccdo ¢ feita no eixo y e a magnetizagdo € tida como uma projecao nesse €ixo, ao
longo do tempo, e, devido a relaxacdo da inducdo, vai diminuindo de intensidade até que os
nucleos retornem ao equilibrio. Esse efeito ¢ chamado decaimento livre da indugdo (FID —
free induction decay) que ¢ representado como um interferograma em decaimento.

(MULLER, 2005).
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Figura 6 - (a e b) O oscilador gera um componente rotacional de campo magnético aplicado B;.
A magnetizacio resultante M, é empurrada para M, que sofre precessao em torno do
eixo z, gerando um componente de magnetizacido no plano horizontal. (¢) a relaxacao
longitudinal de M a M, segue uma espiral decrescente. A relaxaciio transversal T,
(fora de fase) foi omitida. As coordenadas cartesianas estio fixas.

z
M A Cotnponente

oscilador de By

P.I' e
!
I| ‘,’
ks ¥
~ ] L
Bobina do

By
(a)

rotacional de By

yde M

)

; M

l |

|

| '/

| 1

I |
Componente

Fonte: PAVIA, 1996.

O processo de relaxagdo ocorre através de dois processos. O primeiro ¢ um processo

de relaxagdo longitudinal, ou spin-rede, caracterizado pela constante de tempo 77, que envolve

a transferéncia de energia do nucleo excitado para moléculas mais proximas que estdo

vibrando em frequéncias apropriadas. A magnetizacdo retorna ao eixo z em uma espiral

decrescente (Figura 6) (PAVIA, 1996).

O segundo tipo de relaxacao (Figura. 7) ¢ caracterizado pela constante de tempo T,

onde ocorre a transferéncia de energia de um nucleo para o outro (spin — spin) € tem como

consequéncia um alargamento e perda do sinal de absor¢do. Para um bom sinal o tempo de

relaxacdo T, deve ser relativamente longo para obtencdo de sinais bem estreitos e T curto

para que os picos sejam proporcionais ao numero de hidrogénios envolvidos (SILVERSTEIN;

WEBSTER; KIEMBLER, 2006).
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Figura 7 - A relaxacio de T, faz M diminuir no plano xy e ocorre transferéncia de energia para
o plano z.

Fonte: MULLER, 2005.

Apbs o pulso, os nucleos retornam ao estado fundamental e irradiam a energia
recebida. Essa energia liberada provoca um fluxo de uma pequena corrente elétrica em uma
bobina que esta ligada ao detector e envolve a amostra. Essa corrente ¢ amplificada e
convertida em um sinal pelo computador que efetua a transformada de Fourier e exibe um
espectro (Figura 8). O sinal recebido pelo computador constitui o FID, que também ¢ um
espectro, mas em dominio do tempo, que através da Transformada de Fourier ¢ convertido

matematicamente em um espectro no dominio da frequéncia (PAVIA, 1996).

Figura 8 - (a) Espectro em funcio do tempo (FID) e em funcido da frequéncia (FT) de
hidrogénios da acetona. (b) Espectro FID e FT de hidrogénios do acetato de etila.

Ambos em CDCIl; em 300 MHz.
O
HyC—C—CH;
{a) FT ‘
0.2 0.4 0.6 0.8 sec 40 35 30 25 20 15 ppm
0
[
H,C—C—0—CH,—CH,
FT
0.2 0.4 0.6 s sec 4.0 i5 30 25 20 1.5 ppm

Fonte: SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006.



28

33 Preparo da amostra

O ideal ¢ que os solventes usados nao tenham atomos de hidrogénios e, além disso,
sejam inertes, tenham baixo ponto de ebulicdo (sejam volateis) e baratos. Mas ha dois
problemas: primeiro que os solventes ndo hidrogenados sdo apolares como o CCly e 0 CS; e
ndo dissolvem os compostos polares, segundo que os instrumentos modernos dependem do
deutério para calibrar e manter estdvel o campo By. Por isso usam-se solventes deuterados
como o cloroférmio deuterado (CDCIl;) para a maioria dos compostos apolares e o metanol
deuterado (CD;OD) para a maioria dos compostos polares (PAVIA, 1996). A Tabela 3

mostra alguns solventes importantes usados em RMN.

Tabela 3 - Solventes usados em RMN mostrando suas caracteristicas principais como
deslocamento quimico em ppm para 'H e *C e multiplicidade dos sinais.

5 'H (ppm) 8 °C (ppm) Extensdo liquida  Constant 6 HOD (ppm)

Sl (multipl) (multipl) ©C) dielétrica  em RMN de 'H
Acido acético — d, 11,65 (1) 179,0 (1) 17-118 6,1 11,6
2,04 (5) 20,0 (7)
Acetona — dg 2,05 (5) 206,7 (13) 9457 20,7 2,0
29,9 (7)
Acetonitrila — d; 1,94 (5) 118,7 (1) -45-82 37,5 2,1
1,4 (7)
Benzeno — dg 7,16 (1) 128,4 (3) 5-80 2,3 0,4
Cloroformio — d 7,27 (1) 77,23 3) - 64 -62 48 1,5
Cicloexano - -d;, 1,38 (1) 26,4 (5) 6-81 2,0 -
D,0 4,30 4-101 78,5 48
Diclorometano — d, 5,32 (3) 54,0 (5) -95-40 8,9 1,5
p - Dioxano — dg 3,53 (m) 66,7 (5) 12 - 101 2.2 2,4
DMF — d, 8,03 (1) 163.2 (3) -61-153 36,7 3,5
2,92 (5) 34,9 (7)
2,75 (5) 29,8 (7)
DMSO — ds 2,50 (5) 39,5 (5) 18 -189 46,7 3,3
Metanol — d, 4,87 (1) 492 (7) -95-65 32,7 5,0
3,31 (5)
Piridina — ds 8,74 (1) 150,4 (3) -42-116 12,4 5,0
7,58 (1) 135,9 (3)
7,22 (1) 123,9 (5)
THF — dg 3,58 (1) 67,6 (5) - 109 -66 7.6 2,5
1,73 (1) 254 (1)
Tolueno — dg 7,09 (m) 137,9 (1) -95-111 2.4 0,4
7,00 (1) 129.2 (3)
6,98 (m) 128,3 (3)
2,09 (5) 125,5 (3)
20,4 (7)
TFA -d 11,50 (1) 164,2 (4) S15-72 39,5 11,5
116,6 (4)

Fonte: SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006.
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Alguns cuidados a serem tomados no preparo da amostra ¢ eliminar bem os residuos
de solventes de laboratorio, ter cuidado com contaminagdo por graxas plastificantes como
ftalatos e impurezas ferromagnéticas por causarem alargamento dos sinais devido a redugdo
do tempo de relaxagdo de 7,. Essas impurezas ferromagnéticas podem ser provenientes de

agua da torneira, espatulas, ou esponjas de aco usadas nas limpezas (PAVIA, 1996).
34 Origem do sinal

Uma substancia quando ¢ colocada em um campo magnético se torna magnetizada e
afeta o campo magnético. Os elétrons sdo induzidos a circular em volta do ntcleo e ao redor
do campo magnético By com uma velocidade angular especifica. Esse movimento por se tratar
de cargas, criara um momento magnético p. que induzird um campo magnético B. em
oposi¢ao ao campo magnético aplicado By. Observa-se que o campo By induz a circulagdo de
cargas eletronicas que produzem uma magnetizagdo B. oposta ao campo Bj. Os elétrons,
dessa forma, criam uma espécie de blindagem (shield) para os ntcleos. Para esta blindagem

deve ser levado em consideragdo o campo efetivo sentido pelo nucleo (KLEIN, 1987).

O campo magnético efetivo ¢ calculado pela equacdo B = By (1-6), onde ¢ ¢ um
nimero adimensional denominado constante de blindagem, expresso geralmente em partes
por milhdo (ppm). Nucleos com vizinhangas eletronicas diferentes estdo em ambientes
quimicos diferentes e, portanto, possuem constantes de blindagens diferentes.Para que ocorra
o fendmeno da ressonancia ¢ necessario que a condi¢do dada pela equagdo v; = (y /2m) [Bo(1-
o;j)| seja satisfeita. Onde os fatores v e o referem-se a frequéncia de ressonancia (frequéncia
de Larmor) e constante de blindagem (shielding), respectivamente, para o nucleo j. Variagdes
de o, portanto, causam variagdes nas frequéncias de ressonadncia e sdo razdes para a

ocorréncia dos deslocamentos quimicos (KLEIN, 1987).

Podemos dizer quando um elemento em analise estiver proximo a um elemento muito
eletronegativo, maior serd a sua frequéncia de ressonancia. Essa eletronegatividade pode
causar também um efeito indutivo, isto ¢, o elemento estar ligado a um elemento mais ou
menos eletronegativo que pode causar uma maior desblindagem pelo efeito retirador de
elétron ou uma blindagem pelo efeito doador de elétron. Outros fatores que também
influenciam no deslocamento quimico sdo a anisotropia (geralmente relacionado a anel

aromatico), o efeito mesomeérico e ligacdes duplas e triplas.
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A frequéncia de ressonancia depende de By, de modo que quando By aumenta, também
aumenta a diferenca de todos os deslocamentos quimicos do espectro. O valor do
deslocamento quimico ¢ expresso em uma unidade adimensional, geralmente designada por o
e definida em partes por milhdo (ppm), para que possa ser usado como uma constante da
molécula independentemente da frequéncia do aparelho de RMN utilizado. A operagdo ¢ feita

dividindo-se a frequéncia observada pela frequéncia do aparelho (EWING, 1972).
3.5 Deslocamento quimico

Cada elemento quimico ¢ envolvido por uma nuvem de elétrons que se movimentam
constantemente. O campo magnético aplicado a esses elementos forca seus elétrons a
circularem no sentido em oposi¢do ao campo. O campo magnético criado pelo movimento dos
elétrons gera um pequeno campo magnético que blinda parcialmente seus nucleos. Isso ocorre
com todos os elementos da molécula, mas essa blindagem pode ocorrer com maior ou menor
intensidade de acordo com o ambiente quimico em que o elemento se encontre. Essa
blindagem altera a frequéncia ou a for¢ca do campo magnético local para causar ressonancia

do nucleo blindado dando origem a diferencgas no deslocamento quimico. (EWING, 1972).

As frequéncias de ressonancia dos varios tipos de hidrogénio de uma amostra sdo
referenciadas com base em substincias padrdes colocadas em pequenas quantidades
diretamente na amostra (padrdo interno) junto com o solvente. A substancia usada ¢ o
tetrametilsilano (TMS), Si(CH3)4, porque todos os seus atomos de hidrogénios apresentam
idéntica vizinhanga quimica originando no espectro de 'H e de '*C apenas um sinal néo
interferindo nos sinais da amostra, ¢ quimicamente inerte nao reagindo com a amostra, seus
hidrogénios sdo mais blindados que qualquer outro de um composto puramente organico, e
também ¢ muito volatil tornando a recuperacdo da amostra mais facilitada (Figura 9). O TMS
recebe um valor arbitrario de zero para a escala & no espectro de RMN de 'H e de °C

(FRIEBOLIN, 1991; EWING, 1972).
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Figura 9 - No centro: escala de deslocamento quimico para hidrogénio. No alto: como calcular o
deslocamento quimico de acordo com a frequéncia do aparelho.

Lo [HZ)
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12 11 10 o 8§ 7 6 5 4 3 2 1 & -1 -2
Alta frequéncia Baixa frequéncia

- T

menos protegido (desblindado) mais protegido (blindado)

Fonte: Autor, 2013.

Em alguns casos quando a amostra ¢ muito polar ndo ¢ possivel usar o TMS como
padrao interno devido a sua insolubilidade em agua. Nesses casos, pode-se colocar o TMS em
um tubo capilar selado dentro da amostra com o solvente adequado. Para isso, sdo utilizados
adaptadores coaxiais disponiveis no mercado que permitem colocar o tubo capilar com o TMS
dentro do tubo com a amostra (FRIEBOLIN, 1991). Outros solventes também podem ser
usados como referéncias como, por exemplo, o cloroférmio-d, metanol-d4, acetona-de, etc. a

escolha deve ser feita de modo que o sinal do padrdo nio sobreponha ao sinal da amostra.

3.6  Acoplamento spin-spin

Em substancias como CHBr;, CH,Br,, CH3Br e TMS, observamos apenas um sinal
(um simpleto) para cada composto, isso porque em cada composto seus hidrogénios sdo
quimicamente equivalentes. Em outros tipos de amostras, como acetato de etila, podem ser
observados varios outros sinais (Figura 10). A interacdo do spin de um hidrogénio com os
spins de outros hidrogénios, ligados geralmente a carbonos vizinhos, podem causar
desdobramento de sinais. Esse acoplamento ¢ chamado de acoplamento spin-spin € ocorre
através dos dipolos formados pelas ligacdes quimicas. No acetato de etila, os hidrogénios do
grupo metileno estdo acoplados com os trés hidrogénios do grupo metila (FRIEBOLIN,

1991).
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Figura 10 - Espectro de RMN 'H de acetato de etila mostrando as correlacées e multiplicidade
dos sinais.

C-CHy Ll

Fonte: SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006.

A constante de acoplamento J ¢ a diferenga em Hz entre duas linhas de um multipleto
(dupleto, tripleto, quarteto, etc). A constante de acoplamento ndo depende da for¢a do campo
magnético e podem ocorrer a uma ligagdo ('), duas ligacdes J, acoplamento geminal), a trés
ligagdes (*J, acoplamento vicinal), quatro ou cinco ligagdes (*J e °J, acoplamentos a longa

distancia) (BREITMAIER, 1993).
3.7 Numero de linhas de um sinal

O namero de linhas de um multipleto pode ser calculado através da equagdao M =
2nl+1, onde n ¢ o nimero de nucleos que interagem e / o numero de spin. A equagdo pode ser
simplificada para M = n+l para nicleos com / = ', como no caso de hidrogénios
(FRIEBOLIN, 1991). O numero de linhas de um sinal pode ser chamado de simpleto (s),
dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q), quinteto (qui), sexteto (sxt) ou hepteto (hep),
observando-se que as distancias entre uma linha e outra de um mesmo multipleto geralmente

apresenta o mesmo valor, como pode ser visto na Figura 13. (BREIMTAIER, 1993).

Espectros de primeira ordem podem ser observados quando a diferengca de
deslocamento quimico em hertz (Ay) ¢ muito maior que a constante de acoplamento, ou seja,
quando Av/J for maior que a constante de acoplamento (Figura 11). Esse sistema de spin ¢

classificado como 4,,X,, onde o nicleo 4 possui um deslocamento quimico muito menor que

o nucleo X (BREITMAIER, 1993).
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Figura 11 - Acoplamento spin-spin entre dois hidrogénios com deslocamentos quimicos muito

diferentes.
JAX ‘IAX
—— ——
(lx—x-'a):z Fase
|
Vx A Va
0 O

Fonte: Autor, 2013.

Um sistema de spin de primeira ordem ¢ formado por multipletos que se acoplam uns
com os outros dentro de um sistema. O acoplamento geralmente ocorre a duas ou trés
ligagdes, mas pode ocorrer também a longa distancia em até cinco ligagdes (estrutura em W,
estruturas rigidas, super conjugacao, etc.). As constantes de acoplamento a longa distancia sdo
geralmente muito pequenas. As intensidades relativas dos picos de um multipleto simples de
primeira ordem dependem de n. Os picos de um dupleto (n = 1) estdo na proporcao de 1:1; de
um tripleto (n = 2), 1:2:1; de um quarteto (n = 2), 1:3:3:1, etc. O tridngulo de pascal (Figura
12) mostra bem essas e outras situagdes (BREITMAIER; VOELTER, 1990).

Figura 12 - Triangulo de Pascal. Intensidades relativas dos multipletos de primeira ordem; n =
numero de niticleos equivalentes de spin 2 que se acoplam (para nucleos de
hidrogénio).
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56 28

1- Dupleto (d)
2-Tripleto (t)
3-Quarteto (q)
4 - Quinteto
5 - Sexteto
6 - Hepteto
7- Octeto

8 - Noneto

Fonte: Autor, 2013.
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Quando duas ou trés constantes de acoplamento diferentes produzem um multipleto
dobrado, teremos um dupleto de dupleto (ou duplo-dupleto dd), ou dupleto de dupleto de
dupleto (ddd), observa-se que nesses casos as distancias entre uma linha e outra pode variar

(Figura 13) (BREIMTAIER, 1993).

Figura 13 - Quarteto, dupleto de dupleto, pseudo tripleto e dupleto de dupleto de dupleto.

g = J1 =,
o
J-] "’JT1 Jz
gl gl J} JJ J2 1172 Jaﬁmm
Quartsto (q) Dupleto de ¢ Pﬁu‘j{%d} dupleto de duplsto
dupleto {dd ripleto

uma constante de dugg fncr:s(.tanges duas constantes de de dupleto (ddd)
acoplamento acoplamento similares trés constantes

de acoplarmento
de acoplamento

Fonte: BREITMAIER, 1993.

Quando Av/J é pequeno os multipletos se aproximam, os sinais externos de ambos
sofrem uma atenuagdo enquanto os sinais internos sao aumentados. Esse exemplo ¢ tipico de
um sistema AB, onde A forma um dupleto e B forma outro dupleto. O deslocamento quimico
de cada hidrogénio ndo estard mais localizado entre os dois dupletos, mas no “centro de

gravidade” (Figura 14) (BREITMAIER, 1993).

Figura 14 - Um sistema com dois tipos de spin AB com a diminuicio da diferenca dos
deslocamentos quimicos e um grande valor J (10 Hz).
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Fonte: BREITMAIER, 1993.

A multiplicidade dos sinais de RMN de 'H ocorre devido as influencias magnéticas de

hidrogénios vizinhos sobre hidrogénios responsaveis pelo sinal e pode ser feita usando a regra
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n + 1 (Figura 15). Hidrogénios com mesmo deslocamento quimico ou enantiotdpicos nao
acoplam e ndo sofrem desdobramento de sinal. As areas dos picos sdo proporcionais ao
numero de hidrogénio que eles representam e sdo medidos por um integrador eletronico que
traca uma linha em degraus com altura proporcional as areas dos picos (BREITMAIER;

VOELTER, 1990).

Figura 15 - Espectro parcial de alguns fragmentos estruturais com sistema A4,,X,.
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3.8 Efeito Overhauser Nuclear (NOE)

Fonte: Autor, 2013.

Em um experimento de RMN ¢ possivel irradiar um determinado nacleo de hidrogénio
em sua frequéncia de ressonancia e observar seu desacoplamento com os outros nucleos com
os quais estava acoplado. O Efeito Overhauser Nuclear (NOE) ¢ um fendmeno em que
também se opera com uma dupla irradiagdo, como ocorre com o desacoplamento de sinal,
embora seu efeito seja de bem menor intensidade que ndo chega a causar seu desacoplamento

com os demais hidrogénios. Os efeitos sdo distintos, um causa desacoplamento e outro causa
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mudanca na intensidade do sinal. O NOE ocorre através do espago entre nucleos cuja
separacdo seja de até 4 A e causa uma polarizagio aumentando a diferenca na populagio dos
niveis de energia mais alta nos hidrogénios vizinhos nao irradiados. O resultado ¢ o aumento
da intensidade que ocorre em média, de 13 %, podendo chegar até proximo de 50 %

(FIEBOLIN, 1991).

Dois nucleos de hidrogénios A e X quando estdo proximos o suficiente, podem
interagir através do espago por um mecanismo dipolo-dipolo, a irradiacao do ntcleo A pode
modificar a distribui¢cdo dos niveis de energia do nucleo X e modificar a intensidade do sinal
de ressonancia (Figura 16). Experimento de RMN de 'H obtido com NOE ¢é muito importante
para determinagao de estruturas, principalmente quando se tratar de isdmeros. Se a irradiacao
for forte o suficiente, o efeito vai além de um simples desacoplamento, podendo haver a
supressdo do sinal e um consequente aumento na intensidade dos sinais dos hidrogénios

proximos (FRIEBOLIN, 1991).

Figura 16 - Na estrutura 1 observam-se dois hidrogénios muito préximos em uma estrutura
fechada. Quando o hidrogénio H, sofre uma segunda irradia¢do, o seu sinal de
RMN pode ser suprimido e causa um aumento na intensidade do hidrogénio Hg; Na
estrutura 2 a irradiacio nos hidrogénios das metilas indicadas causa um aumento na
intensidade do hidrogénio do grupo formila conforme setas; Em 3 observamos
efeitos semelhantes com a estrutura 2.

+45 %
¥\ 0— C—CH,
. HB HA
al
al
al
cl

1 Cl 2

Fonte: FRIEBOLIN, 1991.

O efeito NOE ¢ muito util nas técnicas de RMN nao apenas nas técnicas
homonucleares, mas também, nas técnicas bidimensionais de IH, BC. Na espectrometria de
RMN de "°C o efeito NOE produz um aumento de mais de 200 % na intensidade do sinal dos

espectros de RMN de "°C (FRIEBOLIN, 1991). O NOE heteronuclear ¢ o resultado do
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. A 13
desacoplamento de hidrogénios com banda larga dos espectros de RMN de °C. Os NOE
aumentam a intensidade dos sinais dos carbonos ligados a hidrogénios, no entanto, em
carbonos quaternarios o efeito ndo ¢ observado, devido a ndo existéncia de hidrogénios

ligados, responsaveis pela transferéncia de polarizacao (GIL; GERALDES, 1987).
3.9 Equivaléncia quimica e magnética.

Quando os atomos de uma substincia se encontram em um mesmo ambiente quimico,
eles sdo quimicamente equivalentes e apresentam o mesmo deslocamento quimico. Atomos
quimicamente equivalentes apresentam também equivaléncia magnética, a Figura 17 mostra
a molécula de 4-nitroanisol com os pares de hidrogénios 2,2' — (A, A') e 3,3' — (X, X")

quimicamente equivalentes (BREITMAIER, 1993).

Figura 17 - Molécula de 4-nitroanisol.

Fonte: BREITMAIER, 1993.

Atomos de hidrogénios enantiotopicos tém o mesmo deslocamento quimico e apenas
um sinal de RMN 'H. Quando esses hidrogénios enantiotopicos (pro-quirais) estdo vizinhos a
um centro quiral, seus deslocamentos quimicos podem ser diferentes e fornecerem dois sinais
de RMN de 'H, porém os dois sinais podem ser muito proximos e se sobreporem. Os
diastereotopicos, salvo algumas excegdes, ndo tém o mesmo deslocamento quimico e dao

origem a sinais diferentes de RMN de 'H (Figura 18). (SOLOMONS, 2005).
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Figura 18 - Atomos de hidrogénio Enantiotépicos e Diasteretopicos.
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H/ \H por Q / \ / \

|H H H Ql

Diastereoisdmeros

Fonte: SOLOMONS, 2005

3.10 Quiralidade

Uma molécula ¢ quiral quando possui propriedade de lateralidade, ou seja, quando a
molécula e sua imagem especular ndo coincidir em todas as partes quando sobreposta. Duas

moléculas que sdo imagens especulares ndo sobreponiveis sdo chamadas de par de

enantidmeros. (SOLOMONS, 2005).

Moléculas quirais ndo possuem elementos de simetria e isso faz com que grupos
metilénicos vizinhos de um carbono quiral, apresentem deslocamentos quimicos diferentes.
Esse efeito pode ser encontrado até a longa distancia em até sete ligacdes entre o centro quiral
e os hidrogénios de metila (Figura 19) como ocorrem com as metilas do ipsenol mostrando

que esses grupos citados ndo sdo magneticamente equivalentes. (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMBLER, 2006).
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Figura 19 - Molécula do ipsenol. Observa-se que os hidrogénios dos grupos metilénicos 3 e 5 e as

metilas 1 e 9 podem apresentar deslocamento quimico diferente.

CH,=
! : 1w CH; 4 5
|
A /-\—CHB,'I
H.CT ¢ 7CH ‘

g
| 1
l l |“|| Che 1 CHy [
_-_'-".1.,_ . _;:_':"_ HOD o 2
Hz

C e S
1550 Hz Hjc’: “CH: 115 Hz 750 Hz 0% db-Benrene
L] |

Jll A L

_IIVL

1950

2,0H

—— ™ T . —_— o T I p——

T00 Hz 550 Hz 450 Hx 400 Hz 300 H: J AW -
B 0% d-Benzene G20 CDCI
‘-' I,.-'" I

Dl i

w ! L4 S A J ” || |1
L i ook 1 UUC
; — e = - = 5

' ' AAARLMARLRAAML ™ 100% CDCl;
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 13 ppm

* 3
l | 5% db-Benzene [ %50 CCI,
R e “‘L JK-\__ P -M | S Ml\- Y - J"\l— ) \ ”‘ ’

— = e — —TT

Fonte: SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006.

3.11 Desacoplamento de BCede'H

Em espectro de RMN de 'H nio se percebe o acoplamento com nucleo de carbono 13

devido a sua baixa abundancia natural (1,1 %), no entanto em espectro de RMN de "°C o

acoplamento com nucleos de hidrogénio, que tem uma abundancia natural de 99 %, o efeito ¢

bem visivel. As constantes de acoplamento sio na faixa de 0 a 60 Hz para “Jey e *Jey ©

maiores para 'Jey (~110-320 Hz). Espectros de '>C com acoplamento com hidrogénio podem

mostrar uma sobreposi¢ao complexa de sinais de dificil interpretacdo, principalmente para

macromoléculas (BREITMAIER; VOELTER, 1990).

O desacoplamento de banda larga consiste em irradiar e saturar os hidrogénios ligados

a carbono e detectar os sinais de °C. O Desacoplamento com Pulso Composto (CPD) é uma

irradiacdo dos hidrogénios em uma faixa larga de frequéncia por meio de um gerador de

banda larga que remove o acoplamento. Uma programacgao para desacoplamento ¢ feita com

uma sequéncia de atraso de relaxacao (R4), um pulso rf (0) e a aquisi¢do do sinal (Figura 20).
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Enquanto um pulso de curta duragio e de grande intensidade excita todos os nucleos de °C, ¢
ligado o desacoplador no canal do hidrogénio que remove o acoplamento 'H -"C

(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006).

Figura 20 - Sequéncia padrio de pulsos para o desacoplamento de hidrogénio no espectro de "*C.
R4 é o tempo de espera para relaxacio; 0 é o angulo variavel de pulso e #, € o tempo
de aquisicao do sinal.

lH Desacoplamento hegado
Relaxaciio Aquisicio (i, )
(B.d)
B¢

Fonte: Autor, 2013.
3.12 Classes quimicas e deslocamentos quimicos.

Alguns grupos podem ser identificados com uma boa precisdo através do seu
deslocamento quimico de 'H e '>C. A presenca de elementos eletronegativos ou
eletropositivos na molécula causa diminui¢do ou aumento nas densidades eletronicas através
de efeito indutivo retirador ou doador de elétrons, respectivamente, que funcionam como um
escudo de protecdo contra o campo magnético By resultando na variagdo do deslocamento

quimico.

Para facilitar a identificagdo de compostos organicos por RMN muitas publicagdes
apresentam tabelas de deslocamentos quimicos de grupos funcionais de 'H e de '°C (Figuras
21 e 22). Classes de compostos de produtos naturais apresentam um perfil de deslocamentos
quimicos que sdo bem caracteristicos e que facilitam na identificagdo estrutural fornecendo
uma ideia de qual classe de composto o espectro em andlise pode representar (Figura 23),

como por exemplo, artigo de Bross-Walch, 2005.
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3.13 Tipos de experimentos de BC em uma dimenséo

Inicialmente os experimentos por espectroscopia de RMN "*C eram todos acoplados e
forneciam espectros complexos devido a grande sobreposicdo de sinais. Hoje, os
experimentos de RMN °C tém simplificado os espectros eliminando completamente os
acoplamentos, embora o acoplamento de 'H-">C forneca informagdes muito tteis sobre o
padrdo de hidrogenagdo da molécula. Um experimento muito usado, mas hoje obsoleto ¢é
chamado espectro com desacoplamento de 'H fora de ressondncia onde o acoplamento
restringe-se apenas a uma ligacdo. Nesse experimento, ¢ aplicada a regra de n + 1 em que o
carbono sem hidrogénio da um singleto, com um hidrogénio fornece um dupleto, com dois

um tripleto e com trés um quarteto (BREITMAIER; VOELTER, 1990).

Outro experimento muito conhecido ¢ o teste do proton ligado ou APT. Nesse
experimento ha um ajuste na sequéncia de pulsos e os diferentes acoplamentos 'H-">C para
grupos metino, metileno e metila sdo detectados. Os sinais dos carbonos quaternarios e de
metileno aparecem em uma fase (positiva ou negativa) e os sinais referentes aos grupos
metino ¢ metila em outra fase. As fases sdo consideradas positivas quando aparecem para

cima no espectro e as negativas, para baixo (BREITMAIER; VOELTER, 1990).

A sequéncia de pulso DEPT (intensificagdo da distor¢do por transferéncia de
polarizacdo) ¢ o experimento preferido para determinar o nimero de hidrogénios diretamente
ligados a um carbono. Esse experimento ¢ mais sensivel do que o APT e até mesmo do que o
proprio °C (Figura 24). O DEPT é ajustado para o angulo 0 variavel do pulso de hidrogénio,
geralmente ¢ ajustado para 90° ou 135° (Figura 25). No espectro de DEPT 90° aparecem
apenas sinais correspondentes a CH e no DEPT 135° aparecem sinais de CH ¢ CHj na fase
positiva (para cima) e CH; na fase negativa (para baixo). Sinais para carbonos quaternarios

ndo aparecem nos subespectros de DEPT (PAVIA, 1996).



45

Figura 24 - (a) Espectro de *C com desacoplamento padrio do ipsenol em CDCls;, em 75,5 MHz.
(b) Subespectro DEPT: DEPT 135° CH e CH; para cima e CH, para baixo. (c)
DEPT 90° somente CH.
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Fonte: SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006.

Figura 25 - Intensidade do sinal de “C versus dngulo de fase para uma série de espectros DEPT.
Observe que a 45° todos os sinais de carbono tém sinal positivo, em 90° apenas
carbonos terciarios possuem sinal e para 135° carbonos secundarios tém sinal
negativo e carbonos primarios e terciarios tém sinal positivo.
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Fonte: SASAKI, 2010.
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3.14 Espectroscopia de RMN em duas dimensoes

Todos os espectros anteriormente mostrados nesta Tese sdo do tipo unidimensional,
com o deslocamento quimico (frequéncia) posicionado no eixo das abscissas ¢ as intensidades
no eixo das ordenadas. Na RMN bidimensional (2D) em ambos os eixos podem estar
representados os deslocamentos quimicos e as intensidades constituem uma terceira
dimensdao. Em alguns espectros, como no DOSY, pode ser diferente, o eixo das abscissas
representa o deslocamento quimico e o das ordenadas, o coeficiente de difusdo. O espectro de
RMN 2D pode ser de correlagio homonuclear 'H - 'H ou heteronuclear de 'H - *C. O método
2D baseia-se no acoplamento entre nticleos que podem ocorrer de maneira escalar (através das

ligagdes) ou através do espaco pelo efeito Overhauser (FRIEBOLIN, 1991).

As técnicas de RMN em duas dimensdes (2D) permitem a elaboragdo de um mapa
estrutural na anélise de compostos de estruturas complexas de uma maneira mais precisa do
que usar apenas as técnicas mais simples unidimensionais e dados da literatura. E importante
também conhecer a influencia de outros fatores como anisotropia magnética,
eletronegatividade, estereoquimica, etc. (KAISER, 2000). Algumas das técnicas mais usadas

sdo relatadas a seguir:
3.15 COSY: Correlagio '"H — "H (COrrelation SpectroscopY)

Esta técnica pode determinar correlagdes entre hidrogénios geminais e vicinais (*
3JH,H), ja observadas através de espectros 1D. Os acoplamentos a longa distancia (4'6JH,H)
também podem ser observados o que raramente € observado nos espectros em 1D (KAISER,
1999). Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios estdo plotados no eixo horizontal e no
vertical formando um diagrama com uma simetria quadrada. As projegcdes dos espectros
unidimensionais de RMN de 'H formam uma diagonal (Figura 26 a). Espectros do tipo DFQ-
COSY (Double Quantum Filtered) utilizam um filtro duplo-quantico que reduz a intensidades

dos sinais da diagonal simplificando o espectro (Figura 26 b) (GIL; GERALDES, 1987).



Figura 26 a) - Espectro COSY simples do ipsenol; b) espectro DFQ-COSY.
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3.16 NOESY e ROESY

Sdo experimentos que fornecem informagdes sobre proximidade 'H — 'H através do
espaco com distincias proximas de 4 A usando o Efeito Overhauser Nuclear. A técnica
permite estabelecer configuragdes relativas de cada hidrogénio e a geometria da molécula
(Figura 27), procedimento que também ¢é possivel executar através da difragdo de raio X para

compostos na forma cristalina (KAISER, 2000).

O experimento NOESY ¢ bastante util para moléculas pequenas e grandes, para
moléculas de tamanho médio (massa molecular entre 750 e 1500) o efeito ¢ praticamente
nulo, nesse caso ¢ preferivel executar o experimento ROESY. O NOESY dependendo do
tamanho da molécula pode apresentar valores positivos ou negativos enquanto que o ROESY
apresenta apenas valores positivos e ndo nulos, sendo este ultimo muito empregado em

analises de macromoléculas biologicas (GIL; GERALDES, 1987; WEI, 2013).

Figura 27 - Espectro parcial NOESY do a-pineno mostrando correlacdo dos sinais de 1,27 com
2,34 ppm, como forma de estabelecer geometria da molécula.
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3.17 HMQC

O experimento HMQC — Heteronuclear Multiple Quantum Correlation fornece
informacdo sobre a correlacio 'H — "°C diretamente ligados (a uma ligagdo). Os acoplamentos
a longa distancia sdo eliminados. Substituiu o antigo experimento HETCOR (HETeronuclear
CORrelation — correlagdo heteronuclear) com a principal diferenca que no experimento
HETCOR a deteccao ¢ feita no canal do carbono € no HMQC ¢ feita no canal do hidrogénio.
Como a abundancia natural do hidrogénio ¢ muito superior ao carbono, o tempo de

experimento ¢ muito menor (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006).
3.18 HMBC

O experimento HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence — Coeréncia
Heteronuclear através de Muitas Ligacdes) utiliza acoplamento de duas (2Jcy), trés CJen) e
até de quatro ligacdes (*Jcu), embora algumas correlacdes a duas ou trés ligacdes possam
estar ausentes. A deteccdo também ¢ feita no canal de hidrogénio como no HSQC e no
HMQC. De maneira indireta também podemos encontrar correlagdes carbono-carbono e
correlagdes entre carbonos tetrassubstituidos e hidrogénios proximos. Antes de analisar um
experimento HMBC ¢ muito importante ver antes as correlagdes do (obsevadas no HSQC ou

no HMQC) para facilitar as correlacdes (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006).
3.19 TOCSY

O experimento TOCSY (TOtally Correlated SpectroscopY - Transferéncia Coerente
Modulada) tem como fungdo a transferéncia de magnetizagdo para nucleos vizinhos e
distantes dentro de um mesmo sistema de spin que podem ou ndo estarem diretamente
acoplados mas que possuem um hidrogénio vizinho comum em que ambos estdo acoplados. O
experimento ¢ util quando uma molécula tem um heterodtomo ou um carbono sem hidrogénio
formando dois ou mais subsistemas, dessa forma, permite estabelecer correlagdes entre todos
os nucleos que fazem parte de um mesmo sistema de spin e as correlagcdes envolvem a

condi¢do HOHAHA - HOmonuclear HArtmann-HAhn (KAISER, 2000).

A sequéncia de pulso do experimento TOCSY 2-D ¢ semelhante ao 2-D original com a
diferenga de que em vez de um segundo pulso /2 ¢ inserido um periodo de mistura que trava
o spin no eixo y. O resultado ¢ que a magnetizagdo ¢ transferida de um spin para o seu

vizinho, depois para o seguinte e assim sucessivamente. O espectro lembra o COSY, com a
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diferenga principal de que os sinais cruzados do COSY sdo provenientes dos spins acoplados
e no TOCSY (Figura 28) os sinais sdo da transferéncia coerente modulada (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMBLER, 2006).

Figura 28 - Espectro TOCSY 2-D da p-lactose. As linhas de correlacio e algumas correlacdes sao
dadas como ajuda para a interpretacao.
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Fonte: SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006.
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4 APLICACAO DA RMN NA ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE PRODUTOS
NATURAIS.

4.1 Identificacao de Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos que vem apresentando uma
grande variedade de atividades farmacoldgicas como atividade antialérgica, anti-inflamatdria,
antimicrobiana e potencial atividade antioxidante no combate aos radicais livres que causam
envelhecimento (KHAN, 2010), h4 relatos de alguns serem analgésicos e hipotensores

(GALLEGOS-OLEA, e col. 2008).

Os flavonoides podem ser considerados como derivados de 2-fenilcromona, com trés
anéis A, B e C, e variados niveis de hidroxilacdo e metoxilacdo, podendo ainda ter outros
grupos como substituintes. A classificacao pode ser feita de acordo com sua estrutura quimica
principal que ¢ geralmente dividido em seis grupos: a) flavonas, b) flavanonas, c) flavonais,
d) flavan-3-ol, e) isoflavonoides e f) flavanonois, de acordo com os substituintes dos carbonos

3 ¢ 4 (Figura 29) (LI; JIANG, 2007).

Figura 29 - Estrutura basica dos flavonoides, em (a) ¢ mostrado sistema de numeracio.
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Fonte: Autor, 2013.

Técnicas de RMN tém sido muito empregadas na determinagdo estrutural de
flavonoides. O tipo de flavonoide ¢ estabelecido analisando os sinais do anel C e definindo o

padrao de substituicao dos anéis A e B.



52

O anel A pode apresentar varios padroes de substituicdo, como uma ou mais
hidroxilas, metoxilas, etc. Alguns exemplos sdo representados nas Figuras 30 e 31. No
exemplo da Figura 30 os sinais dos hidrogénios 6 e 8 apresentam-se como dois dupletos com
integragdo para um hidrogénio cada, na regido de aromaticos e constante de acoplamento
meta (J = 2,5 Hz). O sinal de H-6 apresenta deslocamento quimico menor do que o de H-8,
(6,2 ppm para H— 6 e 6,4 ppm para H — 8), por estar protegido pelos grupamentos — OR de C-
5 e C-7 (HARBONE e col, 1975).

Figura 30 - Anel A de flavonoide substituido nas posicées 5 e 7.

RO 0}

OR o

Fonte: Autor, 2013.

Nos casos destacados na Figura 31 (a) e (b), cada hidrogénio apresenta no espectro
um simpleto na regido de aromdticos com integracdo para um hidrogénio, sendo que o sinal
de H-6 aparece proximo de 6,4 ppm e o sinal de H-8 aparece em torno de 6,8 ppm, também

devido ao efeito da protecao dos grupamentos em C-5e¢ C—7.

Figura 31 - Anel A de flavonoide substituido nas posi¢coes 5, 6 e 7 e nas posicoes 5,7 e 8.

OR

RO 0 RO 0
~ ~

RO

a) OR o] b) OR o}

Fonte: Autor, 2013.
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Um sinal acima de 12 ppm indica a presen¢a de um grupo hidroxila quelatogénico em
anel de seis membros, sugerindo participacao em forte ligacdo de hidrogénio intramolecular
(Figura 32), a presenca desse sinal ¢ muito comum em flavondéides (MOCCELINI et al,

2009; MABRY, 1970, PIZZOLATT]I, 2003).

Figura 32 - Fragmento de flavonoide mostrando ligacio de hidrogénio intramolecular.

HO (0}
N

Fonte: Autor, 2013.

O anel B pode apresentar substituintes em varias posigdes, como por exemplo, 3°, 4’ ¢
5,3 e 4’; 4 e 5’; ou apenas em uma das posi¢des. Quando o anel B apresentar um
substituinte na posi¢io 4°, os sinais de RMN de 'H possuem um padrio equivalente a um anel

aromatico p-dissubstituido (Figura 33).

Os sinais aparecem como dois dupletos na regido de aromaticos com constante de
acoplamento em orto (J = 8,5 Hz) e integracdo para dois hidrogénios, devido a livre rotagao
do anel B em torno da ligagdo com o anel C e equivaléncia quimica dos hidrogénios 2’ ¢ 6’ e
dos hidrogénios 3’ ¢ 5° (HARBONE e col. 1975; MOREIRA e col, 2003). O dupleto referente
aos hidrogénios 3’ e 5°, apresentam um deslocamento quimico menor do que 2’ ¢ 6’ pois
esses hidrogénios estdo mais protegidos pelo grupo em C-4’ devido ao efeito mesomérico

(MOREIRA e col, 2003).

Figura 33 - Anel B de flavonoide substituido em 4°. R = H ou Me.

Fonte: Autor, 2013.
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Para o exemplo mostrado na Figura 34, os hidrogénios 2’ e 6°, sdo equivalentes e os
sinais referentes a eles se apresentam como um simpleto com integracdo para dois hidrogénios

na regido de aromaticos entre 6,7 ¢ 7,5 ppm (HARBONE e col. 1975).

Figura 34 - Anel B de flavonoide substituido em 3°, 4’ ¢ 5°. R =H ou Me.

OR

OR
6|

‘771 OR

Fonte: Autor, 2013.

Flavonoides substituidos nas posi¢cdes 4’ ¢ 5°, ndo possuem hidrogénios equivalentes
e, portanto, aparecem trés sinais, sendo um para cada hidrogénio (Figura 35). O sinal do H-6’
se apresenta como um dupleto com J = 2,5 Hz, aproximadamente, devido ao acoplamento
meta com H-2’. O sinal de H-3’, se apresenta também como um dupleto com J = 8,5 Hz
devido ao acoplamento orto, também com H-2’. O H-2’acopla em orto com H-3" (J=8,5 Hz) e

em meta com H-6" (J=2,5 Hz) produzindo um dupleto duplo (HARBONE e col. 1975).

Figura 35 - Anel B de flavonoide substituido em 4’ ¢ 5°. R = H ou Me.

Fonte: Autor, 2013.

Metoxilas em flavonoides sdo caracterizadas pela presenga de simpletos intensos na
regido entre 3,5 e 4,0 ppm. Acucares apresentam sinais proximos de 5,0 ppm sendo estes
referentes aos hidrogénios anoméricos que ¢ reforcado pela presenga de sinais entre 3,0 € 4,0
ppm que sdo os sinais referentes aos hidrogénios metinicos. Dupletos na regido proxima de

1,0 ppm, com integracdo para trés hidrogénios e constante de acoplamento em torno de 6,0 Hz
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indicam ramnose. Sinais largos e intensos entre 4,0 ¢ 5,0 ppm podem estar presentes e sao
referentes aos hidrogénios das hidroxilas das unidades glicosidicas. A presenca destes ¢
devido a troca quimica entre os hidrogénios dos grupos OH com a 4gua presente no solvente,
i1sso faz com que o hidrogénio ndo permaneca ligado a estrutura por tempo suficiente para
uma boa definicdo do sinal. A adi¢do de 4dgua deuterada (D,O) simplifica o espectro
eliminando os sinais, pois a troca passa a ocorrer entre OH e D,0 atenuando ou removendo o

sinal (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMBLER, 2006).

A presenca de flavonoides ¢ reforcada pela observagdo de sinais com deslocamentos
quimicos proximos de 180 ppm em experimentos de RMN de °C, tipicos de carbonilas em
flavonoides e uma grande quantidade de sinais em regido de aromaticos. Quando glicosilado,
observam-se sinais com deslocamentos quimico préximo de 100 ppm para sinais de carbonos
anoméricos, que podem ser confirmados por sinais em torno de 61 ppm, para grupos

metilénicos da glicose e 17 ppm para metilas da ramnose (BREITMAIER, 1990).
4.2 Identificacao de Esteroides

Os esteroides sao alcoois, sélidos a temperatura ambiente, possuem de 27 a 29 atomos
de carbono e natureza apolar quando livres ou polar quando glicosilados. Alguns sdao de
origem animal, como o colesterol, e outros sdo de origem vegetal como os fitosterois
(estigmasterol, p-sitosterol, ergosterol). Possuem um esqueleto basico (Figura 36)
correspondente ao ciclopentano peridrofenentreno, que ¢ comum a todos os esteroides, € uma

cadeia lateral (DOMINGUEZ, 1975).

Figura 36 - Esqueleto basico de um esteroide.

Fonte: Autor, 2013.
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Os espectros de RMN de 'H apresentam um perfil que é muito tipico para esteroides.
A regido compreendida entre 1,0 e 3,0 ppm contém uma grande quantidade de sinais
correspondente aos grupos metila e metileno do nucleo esteroidal. Entre 0,7 e 1,2 ppm, estdo
presentes sinais bastante intensos correspondente aos hidrogénios dos grupos metilicos de C-
18 (0,73 ppm) e C-19 (1,20 ppm). Em 0,89 e 0,87 ppm, aparecem dupletos para os
hidrogénios em C-21 e C-26, respectivamente. Os hidrogénios vinilicos produzem um

simpleto largo entre 5,2 ¢ 5,5 ppm (DOMINGUEZ, 1975).
4.3 Identificacdo de Carboidratos

Até a década de 80, as configuragdes anoméricas dos aglcares eram presumidas
devido ao fato de que D-agucares ocorriam naturalmente com ligagdes B-glicosidicas e L-
agucares com ligacdes a-glicosidicas. Atualmente, dados de RMN de 'H e de "°C e constantes
de acoplamento (J) de hidrogénio permitem determinar a configuracdo dos hidrogénios
anoméricos. Apds a década de 80, tanto a presenca de carboidratos, quanto as configuracgdes o

e B passaram a ser estabelecidas com a utilizagao de dados de deslocamento quimico.

Sinais de RMN de 'H em torno de 4,5 a 5,0 ppm podem indicar a presenca de
hidrogénios anoméricos de agucares que sao reforcados com a presenca de multipletos, que as
vezes aparecem alargados, entre 3,0 e 4,0 ppm. Em espectros de RMN de *C a presenca dos
carboidratos pode ser confirmada pela presenca de sinais com deslocamento quimico entre 90
a 115 ppm, correspondentes aos carbonos anoméricos e sinais em torno de 70 a 80 ppm,

relativos aos carbonos hidroxilados (BORGES, 2006; GIL; e GERALDES, 1987).

A presenca de glicosideos pode ser destacada ainda pela existéncia de um sinal em
torno de 61 ppm e de acucares da classe 6-desoxi, como por exemplo para a ramnose, podera
ser observado um sinal em frequéncia mais baixa, em torno de oy 1,1 — 1,3 ppm (d, 5-8 Hz) e

de 6¢ 17-20 ppm. (BORGES, 2006; GIL e GERALDES, 1987).

A observacao do angulo de diedro (®) ¢ um fator muito importante para entender o
acoplamento de hidrogénios vicinais em sistemas saturados. Esse angulo pode ser visto
através da projecdo de Newman dos hidrogénios vicinais que mostra o angulo de diedro
formado (Figura 37). As dedu¢des do angulo de diedro podem ser observadas através da

curva de Karplus, mas so6 sdo confidveis quando comparados com compostos semelhantes,
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como os ciclo-pentanos, ciclo-hexanos, carboidratos e sistema policiclicos em ponte

(FRIEBOLIN, 1991).

Uma aplicagdo muito importante para a curva de Karplus ¢ a anélise conformacional
de compostos ciclicos, principalmente dos derivados do ciclo-hexano e carboidratos do tipo
piranose. Para todos os compostos de seis membros a conformacdo em cadeira ¢ a preferida.
Nessa conformagdo a distingdo ¢ feita entre hidrogénios de posicao axial (a) e equatorial (e).
Dependendo da posigdo relativa entre eles, os possiveis acoplamentos podem ser: 3Jaa, 3Jae,
3J.. (Figura 37). Entre eles, a maior constante de acoplamento esperada ¢ de 10 — 16 Hz para
3Jaa, que forma um angulo de diedro de 180°. Para 3Jae e 3Jee a constante de acoplamento ¢ de 2

a 5 Hz (FRIEBOLIN, 1991).

Figura. 37 - Constantes de acoplamento para a glicose e dngulo de diedro de acordo com a
conformacéo o ou § e Curva de Karplus.
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A configuragdo da glicose pode ser determinada pelas constantes de acoplamento dos
sinais dos hidrogénios anoméricos. Para configuracdo o de H1 e H2 sdo encontrados valores
entre 1 e 4 Hz devido a interagdao equatorial - equatorial e para configuragdes 3, valores entre
6 ¢ 8 Hz devido a interacdo axial — axial. A Tabela 4 mostra alguns tipos de configuragcdes

relacionadas com a constante de acoplamento (GIL e GERALDES, 1987).

Tabela 4 - Estereoquimica do glicosideo e relacao com a constante de acoplamento.

Grupo Glicosideo Configuracdo J (Hz)
Piranosideo D — glicose, galactose, xilose B 7-8
D — glicose, galactose, xilose o 3-4
L - ramnose B 1
L - ramnose 0} 2
L - arabnose B 2,5
L - arabnose a 8
Furanosideo D — glicose, galactose, xilose B 0-2
D — glicose, galactose, xilose o 4-45
L - arabnose B 4
L - arabnose o 1

Fonte: ALMEIDA, 2007.
4.4  Identificacdo de Saponinas

As saponinas estdo amplamente distribuidas pelo reino vegetal. Estima-se sao
encontradas mais de 90 familias e 500 géneros diferentes de plantas. As saponinas sao
encontradas em muitas plantas utilizadas na alimentagdo humana, como soja, amendoim,

inhame, cebola, alho, aveia, berinjela, batata, vagem, chas, espinafre, etc. (BORGES, 2006).

A classificacdo de uma saponina era baseada em propriedades emulsificantes,
atividades hemoliticas, toxicidade para peixes e sabor amargo, mas devido a uma gama de
excecdes, a classificagdo agora ¢ feita com base na estrutura quimica. Algumas caracteristicas
das saponinas sdo: solubilidade em alcool e solvente aquoso, (principalmente levemente
basico); propriedade hemolitica; sabor amargo; complexacdo com colesterol e emulsificante

(BORGES, 2006).

Muitas espécies diferentes de plantas possuem uma alta concentragao de saponinas, a
explicacdo para isso € que estas substancias funcionam como meio de defesa contra o ataque
de fungos, bactérias ou virus. As saponinas sdo toxicas para muitos animais, principalmente

para os de sangue frio, podendo atuar como moluscicida, piscicida, antifingica,
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antibacteriana, antiviral, etc. Pode atuar ainda como anti-inflamatdria, espermicida,
analgésica, e redutora de colesterol (SPARG et. al., 2004; MURGU, 2002; MAHATO et. al.,
1988).

A identificacdo completa de uma saponina ¢ muito dificil, devido ao tamanho das
moléculas que sao muito grandes e complexas. As saponinas podem ser classificadas como
esteroidais, com um esqueleto de 27 carbonos em um sistema tetraciclico ou triterpénicas,
com um esqueleto de 30 carbonos em um sistema pentaciclico, ligadas a um ou mais residuos

de carboidratos (Figura 38).

Figura 38 - Exemplos de esqueletos de esteroide e triterpenos presentes em saponinas.

27

o—amirina
esqueleto triterpénico
esqueleto esteriodal 23 24

Acido oleandlico
esqueleto triterpénico

Fonte: Autor, 2013.

A espectroscopia de RMN 'H, RMN "*C ¢ RMN 2D ¢ uma técnica muito util para a
identificagdo de saponinas que sdo moléculas grandes e de dificil elucidag@o estrutural devido

ao grande numeros de sinais que geralmente ficam sobrepostos. Para uma identificagao
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completa € necessario determinar a estrutura da aglicona (esteroide ou triterpeno), identificar
os monossacarideos na parte carboidratos, com a configuragio anomérica de cada

monossacarideo e como estao ligados. (GUTERRES, 2005).

Muitas publicacdes trazem assinalagdes de deslocamentos quimicos de 'H e de *C de
triterpenos pentaciclicos como nos casos de oleananos, ursanos, lupanos e hopanos. Apenas
esses dados podem nao serem suficientes para a elucidac¢ao estrutural de novos triterpenos,
mas servem como base para identificagdo para essa classe de produtos naturais quando
analisada juntamente com experimentos de RMN bidimensionais (MONTE; OLIVEIRA,
2001).

A Figura 39 e Tabela 5 mostram alguns dados de deslocamento quimico para alguns
triterpenos da série oleanano e Figura 40 junto com a Tabela 5, mostram dados da série

ursano (NAKANISHI, 1983).

Figura 39 - R = CH;: p-amirina; R = CO,CH;: oleanolato de metila.

HO Esqueleto Oleanano

23 24

Fonte: NAKANISHI, 1983.



Tabela 5 - Deslocamentos quimicos de *C da p-amirina e do oleanolato de metila

oleanolato de

C B-amirina metila
1 38,5 38,5
2 27,0 27,1
3 78,9 78,7
4 38,7 38,7
5 55,1 55,2
6 18,3 18,3
7 32,6 32,6
8 39,7 39,3
9 47,6 47,6
10 37,0 37,0
11 23,4 32,1
12 121,7 122,1
13 145,0 143,3
14 41,7 41,6
15 26,2 27,7
16 27,3 23,4
17 32,5 46,6
18 47,2 41,3
19 46,8 45,8
20 31,1 30,6
21 34,8 33,8
22 37,2 32,3
23 28,1 28,1
24 15,5 15,6
25 15,5 15,3
26 16,8 16,8
27 26,0 26,0
28 28,3 177,9
29 33,2 33,1
30 23,6 23,6

Fonte: NAKANISHI, 1983.



Figura 40 - R = CH;: a-amirina; R = CO,CHj;: ursolato de metila.
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Fonte: NAKANISHI, 1983.

Tabela 6 - Deslocamentos quimicos de *C da a-amirina e do ursolato de metila

(Continua)
C o-amirina ursolato de metila
1 38,7 38,8
2 27,2 27,3
3 78,8 78,8
4 38,7 38,8
5 55,2 55,4
6 18,3 18,4
7 32,9 33,0
8 40,0 39,6
9 47,7 47,5
10 36,9 37,0
11 23,3 23,3
12 1243 125,5
13 139,3 138,0
14 42,0 42,0
15 28,7 28,2
16 26,6 24,3
17 33,7 48,1
18 58,9 52,8
19 39,6 39,1
20 39,6 38,8
21 31,2 30,7
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos de *C da a-amirina e do ursolato de metila

22
23
24
25
26
27
28
29
30

Fonte: NAKANISHI, 1983.

41,5
28,1
15,6
15,6
16,8
23,3
28,1
17,4
21,3

(Continuagio)

36,7
28,2
15,5
15,7
16,9
23,6
177,7
16,9

21,1

E muito dificil fazer o isolamento e a purificagdo das saponinas porque elas sdo muito

polares, possuem massa molecular muito elevada e qualquer modificagdo na aglicona ou nas

unidades glicosidicas, seja na sequéncia em que estao ligadas ou posicao dos carboidratos na

aglicona gera uma nova substancia resultando uma mistura muito complexa nos extratos

(GUTERRES, 2005).
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5 EXPERIMENTAL
51 Obtencio do material

O flavonoide glicosilado foi obtido do isolamento dos constituintes quimicos de
Melloa quadrivalvis feito por Regina Lucia Pinheiro de Carvalho durante suas pesquisas de
Mestrado, no IQB-UFAL. Os processos de extragdo e isolamento encontram-se descritos em

sua Dissertacdo de Mestrado defendida em 1996. A amostra recebeu o codigo Mqg-13.

As amostras contendo a saponina triterpénica e os esteroides foram cedidas por Edjane
Vieira Pires que isolou esses compostos de Serjanea lethalis, durante seu trabalho de
mestrado. Os processos de extragdo e isolamento encontram-se descritos em sua Dissertacao

de Mestrado defendida em 2008 onde receberam os codigos SLR e SLE, respectivamente.

A amostra para estudo do metabolito secundario de Curvularia eragrostidis foi cedida

pelo Prof. Gauss Andrade do CECA, UFAL e foi codificada como amostra a-11.
5.2 Purificacio da amostra a-11

A amostra a-11 apresentou um aspecto gelatinoso de cor marrom. O material (60 mg)
foi fracionado em coluna cromatografica com 3,0 g de gel de silica e eluido com 250 mL de
etanol:acetato de etila 5:2 e recolhido em 30 frascos de 10 mL numerados de 1 a 30. As
fragdes dos frascos 14 e 15 foram reunidas e apds a eliminagdo do solvente, a amostra obtida

foi analisada por RMN e CG/EM.
53 Obtencao dos espectros de RMN

Os experimentos de RMN foram obtidos em um espectrdmetro BRUKER Avance 400
MHz. (RMN-'H: 400 MHz, NMR-"C: 100 MHz) com transformada de Fourier; os
deslocamentos quimicos estdo expressos em O (ppm) e constantes de acoplamentos (J)

descritos em Hertz (Hz) a temperatura de 20 °C.

e Foram realizados experimentos de RMN de IH, RMN de 13C, DEPT 135,
DEPT 90, HSQC, HMBC, COSY, NOESY, TOCSY e DOSY no Laboratério de RMN do
IQB, UFAL.
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e Os solventes usados na obten¢do dos espectros foram todos deuterados: CDCls,
CD;0D, D,O e DMSO —dg.
e Os espectros foram processados pelo programa TOPSPIN 1.3 da BRUKER.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 Amostra Mq-13 de Melloa quadrivalvis

O espectro de RMN de 'H mostra em 6,89 ¢ 7,87 ppm dois dupletos com constantes de
acoplamento de 8,22 Hz e integracdao para dois hidrogénios cada sinal, sugerindo a presenca
de um sistema aromatico para-dissubstituido (Figura 41) (MABRY, 1970). Um sinal em
12,74 ppm, pouco intenso, indica a existéncia de um grupo hidroxila quelatogénico em anel
de seis membros, sugerindo participagdo em forte ligagdo de hidrogénio intramolecular

(Figura 42) (MOCCELINI et al, 2009; MABRY, 1970, PIZZOLATTI, 2003).

Figura 41 - Fragmento da substincia presente na fracio Mq-13

Fonte: Autor, 2013.

Figura 42 - Fragmento da substancia presente na fragao Mq-13 mostrando ligacao de hidrogénio
intramolecular.

)

Fonte: Autor, 2013.

Um simpleto em 3,72 ppm com integracdo para trés hidrogénios sugere a presenca de
uma metoxila. Dois outros simpletos estdo presentes, um em 6,65 e outro em 6,92 ppm, com

integragdo para um hidrogénio cada. O espectro revela também, sinais caracteristicos
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hidrogénios anoméricos de agticares, com um dupleto em 5,24 ppm (J = 7,40 Hz), outro
dupleto em 5,18 ppm (J = 1,5 Hz), mais um dupleto em 1,05 ppm (J=6,08 Hz), tipico de
metila de ramnose e varios sinais na regido entre 3,12 ppm e 3,70 ppm referentes a sinais de

hidrogénios metinicos de agtcares.

Os dados de RMN de 'H séo sugestivos para flavonoide (C4C3Cs) do tipo flavona com
um substituinte na posi¢do 4’ (anel B) e trés substituintes no anel A, ou seja, ha apenas um
hidrogénio no anel A, ndo sendo possivel em uma andlise preliminar precisar a sua posi¢ao

(Figura 43). O espectro de RMN de 'H para a amostra Mq-13 pode ser visto na Figura 44.

Figura 43 - Estrutura preliminar da flavona, presente em Mq-13.

Fonte: Autor, 2013.
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O experimento realizado em DMSO/metanol mostrou sinais largos na forma de
simpletos na regido entre 4,2 ¢ 5,6 ppm, caracteristicos de hidroxilas alifaticas. Esses sinais

largos tornaram-se ausentes quando o experimento foi realizado em DMSO/D,0 (Figura 45).

Figura 45 - Comparacio dos espectros de RMN de 'H com expansio da regiio 4,2 a 5,6 ppm.
Experimento superior realizado em DMSO/D,O e inferior realizado em
DMSO/MeOD.

sinal D,0

Mg - DMSO - D,0 /

T T T T T T T T T T
PP a0 48 46 44 a4z an 3B 36 34 3z

sinal MeOD

M- DMSO * MeOD \

T T T T T T T T T T
PP a0 a8 46 44 42 40 3B 36 34 3z

Fonte: Autor, 2013.

4

O primeiro dos agucares ¢ reconhecido como a B-glicose apresentando um sinal
caracteristico em 5,24 ppm com constante de acoplamento de J = 7,40 Hz do hidrogénio
anomérico com interagdo axial — axial com Hg-2. O Segundo ¢ a a-ramnose que apresenta um
dupleto em 5,18 ppm e constante de acoplamento de J = 1,5 Hz da interacdo do hidrogénio

anomérico com a interacao equatorial — equatorial (Figura 46).



Figura 46 -
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Expansées do espectro de RMN de '"H compreendendo as seguintes regides: a) de 5,0
a 7,92 ppm; b) de 6,50 a 7,92 ppm e c) de 2,70 a 3,90 ppm.
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Fonte: Autor, 2013.
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Os dados de RMN de 'H foram analisados juntamente com dados de RMN de "*C,
DEPT 135, HSQC, HMBC, COSY e NOSY. A analise dos espectros de RMN de B3C e DEPT
135 indicou a presenca total de 28 atomos de carbono que puderam ser classificados como
sendo: nove carbonos quaternarios, dezesseis grupos metinicos, um grupo metilénico, um

grupo metila e uma metoxila (Figura 47).

Um sinal em 183,22 ppm foi atribuido a um carbono carbonilico e o padrao de
deslocamento quimico dos carbonos com deslocamentos quimicos em 165,61; 103,44;
106,66; 152,87; 133,61; 156,57; 95,43 e 153,04 ppm, analisados juntamente com dados do
espectro de hidrogénio sugerem um flavonoide (C¢C;Cs) com uma metila e duas unidades de

agucar, glicose e ramnose.

Os deslocamentos quimicos dos espectros de 'H e de *C foram comparados com
dados da literatura (MOREIRA, 2003; PIZZOLATTI, 2003; MOCCELINI et al, 2009) que
mostraram haver coeréncia com estrutura de flavonoide. Um simpleto em 6,65 e outro em
6,92 ppm com integragdo para um hidrogénio cada, foram atribuidos aos hidrogénios das

posicdes 3 do anel C e posi¢do 8 do anel A do flavonoide, respectivamente.

A B-glicose foi confirmada através da analise do espectro HSQC que apresentou as
seguintes correlagdes: um dupleto em 5,24 ppm (J = 7,40 Hz) atribuido ao hidrogénio,
anomérico que esta correlacionado ao carbono em 98,82 ppm, além de um sinal em 3,46 ppm

(J=9 Hz) atribuido a um hidrogénio correlacionado com o carbono C-6"’, em 61,32 ppm.

A o-ramnose teve sua presenca confirmada pela andalise do espectro HSQC, que
apresentou as seguintes correlagdes: um dupleto em 5,18 ppm (J = 1,5 Hz) de um hidrogénio
correlacionado diretamente com um carbono anomérico em 101,00 ppm e um dupleto em 1,05
ppm (J=6,08 Hz), com integracao para trés hidrogénios, correlacionado com o carbono C-6’"’
em 18,7 ppm, observados também através do espectro HSQC, que foi atribuido a um grupo

metila.
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Esses sinais estdo de acordo com dados da literatura, onde o hidrogénio anomérico da
glicose apresenta um dupleto em aproximadamente 5,0 ppm (J=7 Hz) referente a interagdo
axial-axial de H-1 com H-2 e ramnose 5,0 ppm (J=1,5 Hz) equatorial-equatorial e metila com
dupleto em 1,0 ppm (J=7 Hz) (MABRY, 1970). Entre 3,1 e 3,8 ppm observa-se sobreposi¢ao
de vérios sinais, que foram elucidados através do experimento de correlagdo de *C ~ 'H
(HSQC). Os sinais em 98,82 e em 101,00 ppm foram atribuidos aos carbonos anoméricos C-
1’ e C-1""’, respectivamente, B-glicose e a-ramnose e estdo correlatos aos protons 5,24 (J =

7,40 Hz) e 5,18 (J = 1,5 Hz).

O sinal em 183,22 ppm foi atribuido ao carbono carbonilico da y-pirona (anel C). Os
carbonos C-5 e C-4’ sdo hidroxilados e aos seus sinais foram atribuidos deslocamentos
quimicos de 152,87 e 161,78 ppm, respectivamente. O sinal em 133,60 ppm foi atribuido ao
carbono C-6 que sustenta um grupo metoxila em 61,48 ppm. A confirmacdo foi feita através
do espectro HMBC (Figuras 48 e 49) que mostra correlacao entre o sinal dos hidrogénios da

metoxila com o sinal do C-6 € com o sinal 6,92 ppm atribuidos ao H-8.

O sinal em 156,57 ppm mostrou correlagdo no espectro HMBC, com o hidrogénio
anomérico da glicose em 5,24 ppm sugerindo que o carbono C-7 que sustenta a molécula de
acucar. O sinal do carbono anomérico da ramnose em 101,00 ppm mostrou correlagdo com o
sinal em 3,59 ppm do H-2’” da glicose estabelecendo padrao de ligagao (1 = 2) (Figuras 48
e 49).

Seis grupos metinicos foram atribuidos aos nucleos da flavona, quatro no anel B; C-2’
e C-6’, em 129,63 ppm e o sinail em 116,97 ppm de C-3’ ¢ 5°. Em 103,44 ppm foi atribuido
um sinal como sendo do carbono C-3 no anel C da flavona e o sinal em 95,43 ppm do C-8 no

anel A.

O espectro de RMN de "*C, mostrou sinais em 98,82 ¢ em 101,00 ppm que foram
atribuidos aos carbonos anoméricos C-1"" e C-1""’, respectivamente, B-glicose e a-ramnose €
o experimento HSQC mostrou correlagdo com protons 5,24 (J = 7,40 Hz) e 5,18 (J = 1,5 Hz).
O sinal em campo alto (baixa frequéncia) em 18,70 ppm foi atribuido ao C-6’"" da a-ramnose,

correlato com o dupleto em 1,05 ppm (J = 6,08 Hz) que confirma a presenga da ramnose.
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Figura 48 - Expansio do espectro de correlacio heteronuclear (“C — 'H) HMBC de Mgq-13
mostrando principais correlacdes.
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Fonte: Autor, 2013.

Figura 49 - Estrutura da flavona mostrando correlacoes do HMBC.

Fonte: Autor, 2013.
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O sinal em campo alto (baixa frequéncia) em 18,70 ppm foi atribuido ao C-6’"" da a-
ramnose, correlato com o dupleto em 1,05 ppm (J = 6,08 Hz) que confirma a presenga da
ramnose. Os sinais dos glicosideos B-glicose e a-ramnose foram comparados com dados da
literatura, o nucleo flavona mostrou compatibilidade quando comparados com dados da
hispidulina e feitos a proposta da estrutura do flavonol (Figura 49). (MOREIRA, 2003;
PIZZOLATTI, 2003; MOCCELINI et al, 2009).

Figura 50 - Estrutura da flavona presente em Mq-13.

Fonte: Autor, 2013.

Os espectros de correlagio homonuclear — 'H-"H COSY e TOCSY foram usados para
estabelecer as sequencias de correlagdes confirmando padrdes de substitui¢do do anel B no
nucleo flavona que mostraram correlagdo do dupleto em 6,89 com outro dupleto em 7,87
ppm, tipicos de substitui¢do em anel aromatico para-dissubstituido. O espectro TOCSY
(Figura 51) mostrou sinais de correlacdo relativos aos anéis da glicose com as seguintes
correlagoes: 5,24 - 3,59 - 3,52 - 3,23 - 3,46 - 3,46 ppm ¢ para a ramnose 5,18 > 3,74
- .3,40 2 3,18 > 3,68 2 1,05 ppm
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Figura 51 - Mapa de contorno TOCSY da amostra Mq-13.
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Fonte: Autor, 2013.

O sitio de glicosilagdo em C-7 foi confirmado através dos espectros HMBC (Figura
48, pag. 74) e NOESY (Figura 52), com a observagao da proximidade espacial do hidrogénio
anomérico da glicose H -1°” com o H-8 e H-3"" (5,24; 6,92 ¢ 3,52 ppm, respectivamente). A
posi¢do da metoxila em C-6, também foi confirmada através do espectro NOESY (Figura
53), o simpleto em 3,72 ppm com atribuicdo para trés hidrogénios mostrou correlacio espacial
com os hidrogénios anomérico H-1"" (5,24 ppm) e H-3""" (3,40 ppm) da glicose. O H-3 (6,65
ppm) mostrou aproximacgao espacial com H-6" (7,87 ppm) e com H-5" (6,89 ppm).
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Figura 52 - Mapa de contorno NOESY da amostra Mq-13 mostrando as principais correlacdes.
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Fonte: Autor, 2013.

Figura 53 - Estrutura do flavonoide com as correlacoes espaciais obtidas do NOESY.

Fonte: Autor, 2013.



78

As atribuigdes dos sinais foram feitas com base na analise de espectros de correlagao

heteronuclear *C-'H, HSQC e¢ HMBC ¢ correlagio homonuclear 'H-"H COSY, TOCSY e

NOESY, descritas na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados de RMN 'H, “C e de correlacio heteronuclear HSQC, HMBC e COSY

(homonuclear) em DMSO do flavonoide de Mq-13. Deslocamentos quimicos de H' e
C" e atribuicées.  em ppm, e constantes de acoplamento (J) em Hz.

.
oo
—
3
/o>
5
o

Ome

Fonte: Autor, 2013.

d¢c

165,61
103,44
183,22
106,66
152,87
133,60
156,57
95,43
153,04
122,08
129,63
116,97
161,78
116,97
129,63
98,82
77,51
77,95
70,37
77,58
61,32
101,00
71,10
70,95
72,70
60,65
18,7
61,48

On

6,65 s

7,87 (d,8,22)
6,89 (d, 8,22)
6,89 (d, 8,22)
7,87 (d, 8,22)
5,24 (d, 7,40)
3,59 (t, 8,22)
3,52 (1, 8,50)
3,23 (t, 8,50)
3,46 (m)
3,68
5,18 (d, 1,5)
3,74
3,40 (dd)
3,18 (1, 9,6)
3,68 (m)
1,05 (d, 6,08)
3,72 (s)

HMBC
Jen
H-3; H-2’
H-8; H-3
H-8; H-3
H-8
H-8; Ome
H-8; H-1”
H-8
H-3’; H-5’; H-3
H-6
H-5’

H-2’; H-6’; H-3’; H-5"

H-3’
H-2’
H-2”

H-3"; H-1""
H-2"; H-4”
H-17
H-17; H-3”
H-3”
H-2”
H-1"
H-1""; H- 4"
H-6""; H-3"

H-4""

COSY

3
JHH

H-6°
H-5°
H-2”

H-3"; H-1”
H-2”; H-4”
H-3”; H-5”
H-4”; H-6”
H-5”
H-2"

H-1""; H- 37

H-1°"; H- 4"

H-3"; H-5”

H-5""; H-6"”
H-5""
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6.2  Amostra SLR de Serjania lethalis.

O espectro de RMN de 'H (Figura 55) apresentou como sinais, nove grupos CH; na
regido tipica de metilas (entre 0,70 e 1,25 ppm) que sdo eles: 0,94; 0,77; 0,88; 0,75; 1,08;
0,87; 0,83; 1,16 e 1,22 ppm (Figura 56), um dupleto duplo em & 2,78 (J = 4,12; 14,0 Hz);
outro dupleto duplo em & 3,04 (J = 4,8; 11,6 Hz) e um sinal em & 5,16. A presenca destes
sinais € sugestiva para uma estrutura de um triterpeno com esqueleto oleanano (Figura 54)

(MARQUI, 2008).

A presenca de dois sinais, um dupleto em o 4,98 (J = 1,8 Hz) e outro dupleto em 6
5,17 (J = 1,6 Hz) podem ser atribuidos a sinais de hidrogénios anoméricos que juntamente
com outros dois dupletos, um em o 1,16 (J = 6,15 Hz) e outro em 1,22 (J = 6,15 Hz) sugerem
a presenc¢a de duas unidades de ramnose. Essas ramnoses foram denominadas neste trabalho

como Rh-A e Rh-B.

Um dupleto em 6 4,46 (J = 4,55 Hz) e outro em o 4,49 (J = 7,40 Hz) sdo tipicos de
hidrogénios anoméricos de glicose e foram atribuidos para duas unidades glicosidicas, uma a-
D-glicose onde os hidrogénios apresentam uma constante de acoplamento menos devido as
interacdes axial — equatorial, e outra B-D-glicose com uma constante de acoplamento maior
devido as interagdes axial - axial (G-a e G-f), respectivamente. O indicio da presenga desses

acucares ¢ reforcado pelos sinais compreendidos na regido de 3,2 a 4,0 ppm (Figuras 55, 56.a

e 56.b).

Figura 54 - Esqueleto oleanano com sistema de numeracio.

28

Acido oleanélico
esqueleto triterpénico

Fonte: MARQUI, 2008.
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Figura 56 - (a) Expansio do espectro de RMN de 'H da regifio correspondente aos sinais de
metilas da amostra SLR; (b) Expansio do espectro de RMN de 'H da regido
correspondente aos sinais de hidrogénios anoméricos de aglicares da amostra SLR.

[*1e3]

8200

600

400

200

e

a) 14 1.2 1.0 0.8 [ppm]

0

Fonte: Autor, 2013.

O espectro de RMN de "C juntamente com DEPT 135, DEPT 90 (Figura 57) e
correlacdes heteronucleares 'H-">C HSQC mostraram 50 sinais referentes a carbonos que
foram classificados como: oito carbonos quaterndrios, vinte e dois grupos metinicos, doze
grupos metilénicos e dez grupos metilas. Os sinais de BCem 90,82; 123,69; 145,50 ¢ 179,5
ppm reforcam a tese de que a amostra possui um esqueleto oleanano (MARQUI, 2008), sendo

esses sinais referentes aos C-3, C-12, C-13 e a carbonila C-28.
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Através do experimento HSQC (Figura 58), foi possivel estabelecer as correlagdes
dos sinais de °C com 'H que puderam ser destacados: um sinal em 8¢ 104,92 mostrou
correlagdo com dupleto em oy 4,46 (J = 4,80 Hz) confirmando a presenga de uma unidade
glicosidica com configuracdo em a, outro sinal em 6¢ 104,13 correlacionado ao oy 4,49 (J =
7,35 Hz) sugeriu outra unidade glicosidica com configuragdo em B. Um sinal em 6¢ 102,20
correlacionado com oy 5,17 (J = 1,8 Hz) e outro em 6¢ 102,36 correlacionado ao sinal oy 4,98

(/= 1,8 Hz) sugerem duas unidades ramnosidicas.

Figura 58 - Mapa de contorno HSQC da fraciao SLR.
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Fonte: Autor, 2013.
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A grande sobreposi¢do dos sinais na regido entre oy 3,2 e 4,0 dificultou a identificagao
dos sinais e a fazer atribuicdes aos seus respectivos agucares nos experimentos de RMN
anteriores. O experimento TOCSY (Figura 59) mostrou sinais de correlagdo relativos aos
anéis glicosidicos e possibilitou atribuir os valores relativos aos hidrogénios das glicoses (G1
e G2) e das ramnoses (Rh1 e Rh2). Para G1 (4,46; 3,89; 3,64; 3,79; 3,24; 3,68; 3,60 ppm),
para G2 (4,49; 3,36; 3,38; 3,22; 3,63; 3,51; 4,0 ppm), para Rh1 (5,17; 3,84; 3,64; 3,32; 3,96;
1,22 ppm) e Rh2 (4,98; 3,64; 3,89; 3,32; 3,69; 1,16 ppm).

Figura 59 - Mapa de contornos TOCSY da amostra SLR. Fonte: Autor, 2013.
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O experimento de correlacdo heteronuclear BC.'H HMBC (2'3JCH) mostrou
correlagdes que permitiram estabelecer o padrdo de conectividade entre as unidades
glicosidicas (Figura 59). O sinal de C-3 (3¢ 90,82) mostrou correlagdo com o dupleto em oy
4,46 referente ao hidrogénio anomérico da H-1" a-glicose. O sinal de C-2° 6¢ 77,22 mostrou
correlacdo com o dupleto em oy 4,49 que corresponde ao hidrogénio anomérico H-1" da B-
glicose; o sinal de C-2” em 6¢ 79,75, com o dupleto em 3y 5,17 do H-1"" e o sinal de C-2’”
em Oc¢ 72,19 com o dupleto em oy 4,98 do H-1"". Os dados de RMN 1D e 2D permitiram
correlacionar os sinais conforme Tabela 8 e propor a estrutura da saponina B-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1->2)- a-L-ramnopiranosil-(1->2)-p-D-glicopiranosil-(1->2)-B-D-
glicopiranosil]. (Figura 60).

Figura 60 - Mapa de contorno HMBC da amostra SLR.
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Tabela 8 - Dados de RMN de *C e RMN de 'H para o composto presente na amostra SLR [ (1)
dados obtidos experimentalmente, dc (2) dados da literatura]. (400 MHz, CDCl;).

© 0 TN R WN = A

W N N N NN N NN NN Eom m e e em m em em e
S O 0 0NN AR WN =S O N RWRWN =

2% BN E

oc (1)
39,98
24,65
90,82
40,40
57,14
19,50
34,13
43,03
49,1
38,05
24,20
123,60
145,50
40,69
27,13
24,25
47,94
42,96
47,50
31,77
35,11
34,01
28,77
17,18
16,11
17,91
26,56
179,5
33,76
24,16

104,92
77,22
77,85
71,81
77,94
62,73

104,13
79,75
78,54
71,71
72,19
63,30

on

0,91; 1,56
1,81
3,04 (dd, 11,6; 4.8)
0,71
1,47
1,25; 1,42
1,53
1,50
5,16
1,53; 1,92
1,66; 1,75
2,78 (dd, 13,3; 3.3)
1,62
1,13; 1,33
1,67; 1,47
0,94
0,77
0,88
0,75
1,08
0,87
0,83

4,46 (d, 4,55)
3,89
3,64
3,79
3,24

3,78; 3,60

4,49 (d, 7,40)
3,36
3,38
3,22
3,63

3,51;4,0

oc (2)
38,2
272
87.8
38,7
55,0
17,8
31,8
39,0
47,1
36,3
22,4
121,7
143,4
41,3
272
23,0
45,9
40,7
45,6
30,3
33,1
32,1
27,6
16,7
15,2
16,5
25,5
1753
32,8
23,4

(Continua)

HMBC

0,88
0,94
4,46; 0,77; 0,94; 0,97
0,70; 0,77; 0,94
0,77; 0,88; 0,94

0,75
1,05; 1,62
0,75; 0,88
0,70; 0,73; 0,88; 1,48; 1,53;

2,79
2,79; 1,09
0,75; 1,08; 1,53

2,78; 1,05
0,75; 1,05; 1,62
0,83; 0,87; 2,78

0,83; 0,87; 1,62; 1,65

0,83; 0,87

0,75
0,77; 1,09; 3,04
0,61;0,71; 0,94
0,73; 1,53, 0,71; 1,04
0,59; 0,90; 1,53
0,94; 1,53;
1,84
0,71; 0,83; 1,02; 1,61
0,67; 0,87, 0,99; 1,61

3,04; 3,64;
3,64; 4,49, 4,0
3,24; 3,79;
3,64;
3,79; 3,60
3,24

3,32; 3,36
5,17; 3,38; 3,22
3,36
3,63; 4,0
3,51
4,46
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Tabela 8 - Dados de RMN de *C e RMN de 'H para o composto presente na amostra SLR [ (1)
dados obtidos experimentalmente, dc (2) dados da literatura]. (400 MHz, CDCl;).

(Continuagao)
1’ 102,2 5,17 (d, 1,8) 3,32
27 72,19 3,84 5,17; 3,32, 4,98
3 72,19 3,64 3,32; 3,84
4” 74,15 3,32 1,22; 3,84
5> 70,79 3,96 3,32; 1,22; 5,17
6 18,18 1,22 3,32
17” 102,36 4,98 (d, 1,8) 3,63; 5,17
2”7”7794 3,64 4,98
37”7223 3,87
47 74,04 3,32 1,16; 3,69; 3,64
577 70,54 3,69 3,32;4,98; 1,18
6”” 18,18 1,16 3,32

Fonte: Autor, 2013.

Figura 61 - Estrutura da saponina presente na fracao SLR.

29 30

I:1)|||Illl~

Fonte: Autor, 2013.
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6.3  Frac¢io SLE de Serjania lethalis.

O espectro de RMN de 'H (Figura 62) da amostra SLE mostrou sinais na regido entre
0 0,59 e 6 0,92 referentes a metilas, um multipleto em & 3,48 ppm, tipico de hidrogénio ligado
a carbono oximetinico, um simpleto largo em 6 5,28 foi atribuido a hidrogénios olefinicos.
Estiveram presentes também mais dois duplos dupletos, um em & 4,92 (1H, dd, 8,50/15,20
Hz) e outro em & 5,05 (1H, dd, 8,50/15,20 Hz). A presenca desses sinais no espectro de
hidrogénio ¢ sugestiva para a presenga de esteroide (SANTANA, 2010).

Por meio das integracdes dos sinais, no espectro de hidrogénio, pode-se perceber que
ha mais de um composto na amostra e pelo perfil apresentado, evidenciam a presenca de uma
mistura de sitosterol e estigmasterol. O sinal em 6 3,48 ppm foi atribuido ao hidrogénio na
posi¢ao 3 (H-3), em & 5,28 (simpleto largo ou dupleto) foi atribuido ao hidrogénio na posicao
6 (H-6) e os sinais em 0 4,92 e em 6 5,05 foram, respectivamente, atribuidos aos hidrogénios

H-22 e H-23 do estigmasterol.

Um dupleto em o 4,31 (1H, J = 7,67 Hz) ¢ tipico de hidrogénio anomérico com
interacdo axial-axial de H-1 com H-2 e uma sobreposicao de sinais na regiao entre 6 3,14 e 0
3,70 sdo sugestivos da presenga de uma molécula de glicose com configuragcdo § (MABRY,

1970; PIZZOLATTI, 2003).

Os dados de RMN de 'H sugerem a presenca de dois esteroides: sitosterol e
estigmasterol e uma unidade de agucar, a B-glicose, mas ndo sdo suficientes para estabelecer o

padrao de conectividade da glicose com os esteroides.

A analise dos espectros de RMN de "*C apresentou 49 sinais e, com a ajuda do
espectro DEPT 135 (Figura 63) foi possivel identificar 5 sinais referentes a carbonos nao
hidrogenados, 20 carbonos metinicos, 15 carbonos metilénicos e 8 carbonos metilicos. Os
deslocamentos quimicos de >C sdo coerentes com os dados obtidos na literatura para

sitosterol glicosilado e estigmasterol glicosilado (Figura 64) (MONTRUCCHIO, 2005).
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Figura 64 - Estruturas dos compostos presentes na amostra SLE.

B - Sitosterol Glicosilado

Estigmasterol Glicosilado

Fonte: Autor, 2013.

O espectro de correlagdo a longa distdincia, HMBC (Figura 65), apresentou como
principais correlagdes: carbono C-3 do sitosterol e do estigmasterol (6 79,27) com hidrogénio
H -1’ da glicose (6 4,31), H, -2 (6 1,16) e H, -4 (5 2,30), que confirma a ligacdo 3-O-f-
glicose; hidrogénio H-6 do sitosterol e do estigmasterol (& 5,28) com C-4 (6 38,75), C-7 (o
32,00) e C-10 (8 36,76); carbono C-5 (6 138,38) do estigmasterol com os hidrogénios H-19 (6
0,93) e carbono C-5 (6 140,35) do sitosterol com os hidrogénios H-19 (5 0,91).
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Figura 65 - Mapa de contorno HMBC da amostra SLE.
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Fonte: Autor, 2013.

A analise dos espectros de '°C, DEPT 135, de 'H e expansdo do mapa de contorno
HMBC (Figura 66) forneceram evidencias para uma mistura de sitosterol e estigmasterol
glicosilados, onde a maior quantidade na mistura ¢ de sitosterol devido as intensidades dos
sinais observados em cada espectro. A andlise comparativa desses espectros permitiu atribuir

as absorcdes aos elementos correspondentes com as estruturas propostas (Tabela 9).

A sobreposicao de sinais e a falta de proporcionalidade dos valores das integragcdes no
espectro de RMN de 'H, principalmente quando analisado conjuntamente com dados de RMN
de °C ¢ HMBC, evidenciam a presenga de uma mistura de sitosterol e estigmasterol
glicosilados na amostra SLE. Pode ser percebido também que nessa mistura o sitosterol esta

em maior quantidade que o estigmasterol.
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Figura 66 - Expansio do mapa de contornos HMBC com sobreposicio dos experimentos de 'H e
de “C mostrando intensidades e correlacdes heteronucleares de 'H e C da fracio
SLE.
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Tabela 9 - Dados de RMN de *C ¢ RMN de 'H para os compostos f-sitosterol glicosilado (3p-
Op-D-glicopiranosil sitosterol) e estigmasterol glicosilado (400 MHz, CDCL,).

c B-sitosterol glicosilado Estigmasterol

“c()  "c@ 'H 3G (1) ¥ (2) 'H
1 37,31 37,24 0,99; 1,78 37,31 37,2 0,99; 1,78
2 29,64 29,26 1,16; 1,80 29,64 31,6 1,16; 1,80
3 79,27 78,51 3,48 (1-H, m) 79,27 71,8
4 38,75 39,15 2,18; 2,30 38,75(42,5) 42,3
5 140,35 140,91 - 138,38 140,7 -
6 122,21 121,90 5,28 122,21 121,7 5,28
7 32,00 31,86 1,40; 1,90 32,00 31,9 1,40; 1,90
8 31,94 31,98 1,45 31,94 31,9 1,40
9 50,25 50,17 0,82 50,25 50,1 0,82
10 36,76 36,74 - 36,76 36,5 -
11 21,09 21,07 0,75 21,09 21,2 0,75
12 39,82 39,76 1,92 39,82 39,6 1,92
13 42,38 42,30 - 42,29 42,3 -
14 56,80 56,67 0,92 56,91 56,8
15 24,31 24,30 1,48 24,39 24,3
16 28,26 28,34 1,75; 1,78 28,93 28,9
17 56,11 56,09 1,02 56,04 55,9
18 11,85 11,75 0,59 12,03 12,0
19 21,13 19,20 0,91 21,21 19,4
20 40,56 36,21 1,09 40,56 40,5 1,09
21 19,30 18,79 0,91 21,05 ou 19,02 21,2
22 34,01 34,01 0,92; 1,23 138,38 138,3
23 39,72 26,18 1,09 129,37 129,2
24 45,98 45,86 0,84 51,29 51,2 1,43
25 29,21 30,07 1,56 31,94 31,9
26 18,99 18,99 0,71 21,21 21,0
27 19,76 19,76 0,73 19,02 19,0
28 23,10 23,18 1,16 25,44 25,4
29 11,96 11,93 0,76 12,19 12,2
1 100,16 102,52 4,31 (1-H, d, 7,67) 4,31 (1-H, d, 7,67)

’ 73,60 75,25 3,14 (1-H, t, 7,67) 3,14 (1-H, t, 7,67)

3 75,79 77,98 3,19 3,19
4 70,18 71,58 3,33 3,33
5 76,44 78,40 3,35 3,35
6’ 61,90 62,71 3,65; 3,68 3,65; 3,68

Fonte: Autor, 2013.

(1) Valores encontrados experimentalmente; (2) valores encontrados na literatura, (MEDINA, 2006).

A quantificacdo foi feita a partir dos valores das integracdes dos sinais de hidrogénio.

O sinal correspondente ao H-23 em & 5,06 do estigmasterol ([, = 1.0000) foi tomado como

referéncia porque nessa regido ndo had sobreposicdo de sinais e a partir deste, foi feita a

integracdo do sinal em & 5,28 (J, = 2.3592) pertencente ao H-6 do sitosterol e do estigmasterol

(Figura 67). O valor correspondente |, foi considerado como 100 % da mistura tornando o

valor de [, (H-23 do estigmasterol) proporcional a 42,4%, restando 57,6 % para o sitosterol.
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Figura 67 - Integracio dos sinais de H-23 do estigmasterol e H-6 da mistura para quantificacio.

Fonte: Autor, 2013.

6.4 Amostra a-11 de Curvularia eragrostidis.

Curvularinas (Figura 68) sdao lactonas macrociclicas bem conhecidas produzidas por
fungos do género Curvularia e por mais uma variedade de fungos do género Penicillium e
Alternaria. Foram isoladas pela primeira vez em 1967 por Munro e colaboradores e
identificadas por Hyeon e colaboradores em 1976 (JIANG, 2008). Hé relato de possuirem
muitas atividades bioldgicas como fitotoxicidade, citotoxicidade, antiflingico, inibicdo de
divisdo celular, necrose hepatica, entre outras (ZHAN, 2005; JIANG, 2008). Podem ser

usadas também como herbicida natural para controle de pragas (JIANG, 2008).
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Figura 68 - Estruturas da o,f-dehydrocurvularina produzida por Curvularia eragrostidis (a) e
curvularinas (b), produzidas por Curvularia sp.

OH O
3a:R'"=0OH,R2=H 4
(b) 3b: R" = H, R2 = OH

Fonte: DAI, 2010.

Nesta etapa foi investigada a presenca de Curvularia eragrostidis nos cultivos de
inhame (Dioscorea spp.) da Zona da Mata do estado de Alagoas, isolar e identificar
metabolitos secundarios através da RMN em experimentos 1D e 2D, como por exemplo, a

curvularina em meios de cultura com esse fungo.

Inicialmente, durante o processo de elucidagdo estrutural, em uma andlise preliminar
em RMN de 'H (Figura 69), alguns dos sinais ndo mostraram ter correlacio com os outros
sinais, devido a diferencas em suas constantes de acoplamento dificultando a defini¢ao de
uma estrutura. A amostra foi entdo submetida a mais um processo de purificagdo sendo

passada em uma coluna de gel de silica.
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Figura 69 - Espectro de RMN de '"H em CDCl,.
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Fonte: Autor, 2013.

Apo6s purificagdo em coluna cromatografica, a amostra foi submetida a nova analise
por RMN. O espectro de RMN de 'H apresentou onze sinais de hidrogénios, sendo quatro
deles em regido do espectro caracteristico de hidrogénios ligados a carbonos saturados dy 0,87
(m), oy 1,25 (s), oy 1,75 (d, J = 6,50) ¢ oy 1,78 (3H, d, J = 6,65) e secis referentes a
hidrogénios olefinicos oy 4,15 (1H, dd, J = 5,5/ 3,15), 6y 4,78 (1H, dd, J = 7,5/ 2,5), dyu 6,05
(1H, d, J=9,80), oy 5,75 (1H, qd, J = 15,45/ 7,5/ 1,5), &u 5,93 (1H, m) e oy 6,98 (1H, dd, J =
9,8;5,5) (Figura 70).
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Os sinais presentes na regido compreendida entre 0,87 e 1,75 ppm, ndo mostraram
coeréncia de haver ligacdo com os demais sinais do espectro devido as diferengas nos valores
das integragdes e das constantes de acoplamento levando a suspeita de que a amostra era

constituida por uma mistura de compostos.

O experimento DOSY (Figura 71) foi executado, revelando a presenca de sinais que
ndo fazem parte do composto principal, ou seja, a presenca de mais de um composto na
amostra, além do solvente usado na obten¢do dos espectros (CDCls) com coeficiente de
difusio de -8,5 m*/s, o experimento revela também a presenca de impurezas com coeficiente
de difusdo entre -9,0 e -9,3 m?/s, que ndo puderam ser removidas no processo de purifica¢io
levando a constatar que realmente se tratava de uma mistura. Este experimento revela em que
regido do espectro aparece os sinais que fazem parte do composto principal e, a partir dele,

estabelecer quais os sinais de hidrogénio pertencem a substancia em analise.

Figura 71 - Experimento DOSY editado com adicio do experimento de RMN de 'H na parte
superior mostrando correlacées dos sinais do solvente (CDCl;), do composto principal
(a) e das impurezas (i) da amostra a-11.

| amostra | .
A impurezas
solvente J
\ (_/1' 1
N

F1 [m2/s]

; Gl
R
 Lh
-9.0

:

(2l |
= i
Q I |
L

-85

NPT Y S TP ALY V3

Fonte: Autor, 2013.
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O espectro de RMN-C", incluindo DEPT 135 indicou a presenca total de oito
carbonos que puderam ser classificados como sendo: um carbono carbonilico (6 164,18), seis
grupos metinicos (¢ 63,14; 81,78; 122,55; 124,29; 133,02; 145,37) e um grupo metila (oc
18,18) (Figura 72). Estes experimentos revelaram que a substancia em analise possui uma
estrutura bem menos complexa do que sugere o experimento de RMN 'H quando analisado

isoladamente.

O experimento de correlagao heteronuclear "H-C HSQC revelou a correlagio de sete
sinais de hidrogénio a carbono: 1,77 d (-CH3, 18,18); 4,15 dd (-CH, 63,14); 4,78 dd (-CH,
81,78); 5,75 qd (124,29); 5,96 m (-CH, 132,02); 6,05 d (-CH, 122,05) e 6,98 dd (-CH, 145,37)
(Figura 73).

Foram realizados ainda experimentos de correlagio homonuclear 'H-'H COSY
(Figura. 73) e heteronuclear 'H-"“C HMBC (Figura 74). O mapa de contorno COSY
apresentou as seguintes correlagdes entre os sinais dos atomos de hidrogénios: 1,78 = 5,93 >
575 2> 4,78 2> 4,15 2 6,98 = 6,05 e mostrou coeréncia com os dados obtido no
experimento DOSY. Os resultados obtidos a partir dos experimentos COSY, HMBC e HSQC,
foram analisados e os dados obtidos foram resumidos na Tabela 10, que permitiram
estabelecer a correlacdo de deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio e carbono que

serviram para propor a estrutura do componente principal da amostra (Figura 75).

Baseado nos valores das constantes de acoplamento escalar, J, dos sinais referentes a
H-6 e H-7 (J = 15,50 Hz), a estrutura proposta apresenta uma conformagdo trans, pois

estruturas cis apresentam constantes de acoplamento entre 6 ¢ 8§ Hz.



101

"€10C “Iomy :9uoq

Gzl - 1440 L

s

"

o L i gl |

"T1-& ensowe ep S — LAAA d Dy, P s00)93dsH - 7. ean3iy



102

Figura 73 - Mapa de contorno HSQC com sobreposi¢io de espectros de 'H e *C da amostra a-
11.
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Fonte: Autor, 2013.
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Figura 74 - Mapa de contorno COSY da amostra a-11.
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Figura 75 - Mapa de contorno HMBC da ameostra a-11.
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Tabela 10 - Dados de HSQC, HMBC e COSY para o composto isolado.
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HSQC HMBC COSY
13C lH J2;3 lH X lH
1 164,18 - 6,05; 6,98; 4,78; 4,15 -
2 122,55 6,05 (1H, d, J = 9,80) 6,98; 4,15 6,98
314537 6,98 (1H, dd, J = 9,80; 5,50) 4,15;4,78; 6,05 6,05; 4,15
4 81,78 4,78 (1H, dd, J = 7,50/ 2,30) 4,15; 6,98; 5,93 5,75, 4,15
5 63,14 4,15 (1H, dd, J = 5,50/ 3,05) 6,05; 6,98 4,78; 6,98
6 12429 575 (1H, qd, J= 15,50/ 7,50/ 1,55) 4,78; 1,78 5,93; 1,78; 4,78
7 133,02 5,93 (1H, dq J = 15,50/ 6,65 ), 1,78; 5,75 5,75; 1,78
8 18,18 1,78 BH, d, J = 6,65) 5,93; 5,75 5,75, 5,93

Fonte: Autor, 2013.

Figura 76 - Estrutura do composto isolado da amostra a-11.

Fonte: Autor, 2013.

Foi realizado ainda experimento em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas (CG/EM) que confirmou a presenga de impurezas ¢ a massa molecular da

substancia proposta. A substincia apresentou m/z 154 [M]" e indice de Kovats (KI) 1.361,40

(PEREIRA, 2002).

IE = 100134100

18747 - 17422

18,58 - 17422

=136140
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Onde:

TRX_TRII
IK =100 « n + 100

'TRN_ T‘R.n

IK = Indice de retencdo de Kovats;

n =n° de carbonos do n-alcano que elui antes da substancia analisada;

N =n° de carbonos do n-alcano que elui depois da substancia analisada;
TRy = tempo de retengao da substancia analisada;

TR, = tempo de retencdo do n-alcano que elui antes da substancia analisada;

TRy = tempo de retengdo do n-alcano que elui depois da substancia analisada.
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7 CONCLUSOES

Modernos métodos espectroscopicos, como Ressonancia Magnética Nuclear — RMN
tem revolucionado a elucidacdo estrutural de compostos organicos. Dados de experimentos de
RMN, principalmente 'H, fornecem informagdes complementares para validagio de estruturas

quimicas adequadamente, principalmente em analises de misturas.

A aplicagdo das técnicas de RMN em uma e em duas dimensdes permitiram elucidar a
estrutura de um flavonol glicosilado na amostra Mq-13 isolada de Melloa quadrivalvis, uma

fracdo que apresentou atividade biologica.

O estudo da fragdo SLR de Serjania lethalis, apds vérios experimentos de RMN de 'H
e de °C em uma e em duas dimensdes permitiram identificar a estrutura de uma saponina

triterpenica com quatro unidades glicosidicas.

~ o . A . 1 13

A fragdo SLE de Serjania lethalis, ap6s varios experimentos de RMN de H e de °C
em uma e em duas dimensdes e também com auxilio de experimentos de correlagdo homo e
heteronuclear apresentou uma mistura de esteroides glicosilados. Através dos valores das

integracdes dos sinais de RMN de 'H dos dois esteroides foi possivel fazer uma quantificacio.

A investigacdo da presenga de Curvularia eragrostidis nos cultivos de inhame
(Dioscorea spp.) da Zona da Mata do estado de Alagoas revelou que esse fungo realmente
esta presente nas plantacdes pesquisadas. Embora o fungo estivesse presente, o metabolito
secundario que se desejava isolar (a curvularina) que niao foi encontrada, em vez disso,
encontramos uma lactona de massa molecular bem inferior, mas ainda ndo encontrada

referencia sobre ela na literatura.

Através do experimento DOSY, foi possivel relacionar todos os sinais de hidrogénio
do composto principal, e apés nova analise, em conjunto com outros experimentos (‘H,"C,
DEPT 135, HSQC, COSY e HMBC) foram obtidas todas as correlagdes entre H e C e feita a
proposta estrutural mais provavel. O experimento em CG/EM confirmou a presenca de

impurezas e a massa molecular da substincia proposta. A substincia apresentou m/z 154 [M]"

e indice de Kovats (KI) 1.361,40.
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