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RESUMO

SINTESE DE BIOMARCADORES 3-n-PROPILERGOSTANICOS.
COMPROVACAO ESTRUTURAL DOS ACIDOS 3-n-PROPILERGOSTANOICOS EM
OLEOS DA BACIA DE CAMPOS.

Nesse trabalho foram sintetizados 5 padrdes 3n-propil-noresgostanos. Esses
compostos sdo os hidrocarbonetos correspondentes a uma série homdloga de
biomarcadores acidos 3n-propil-ergostandicos encontrados em 6leos de Pampo Sul,
Bacia de Campos, os quais estdo associados a processos de biodegradacao (LIMA,
2010). Considerando-se que a estrutura tridimensional dos biomarcadores é crucial,
utilizou-se como material de partida o estigmasterol. A rota sintética consistiu em uma
série de reacOes estereo e regiosseletiva que levaram a formagdo de compostos com
diferentes cadeias laterais ligadas ao C-17. As andlises por RMN de '°C e
espectrometria de massas confirmaram a estereoquimica 3f-propil, 5a(H), 14a(H),
17a(H) e 20R. A amostra de 6leo foi extraida, obtendo-se a fragdo acida. Esta foi
derivatizada a hidrocarbonetos para que fosse possivel a co-injecdo com os padroes
sintéticos. A co-inje¢do dos padrées com a amostra de déleo derivatizada confirmou a
presenca desses compostos, porém para 0s picos menos abundantes. Além disso, foi

confirmada a presenga de um novo biomarcador.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF 3-n-PROPYLERGOSTANE BIOMARKERS. STRUCTURAL
PROOF OF 3-n-PROPYLERGOSTANOIC ACIDS IDENTIFIED IN CAMPOS BASIN
OILS.

In this work, 5 standards 3n(propyl)-norergostanes were synthesized. These
compounds are the corresponding hydrocarbons of a homologous series of acid
biomarkers 3n-propyl-ergostanoics found in Pampo Sul oils, Campos basin, which are
associated with biodegradation processes (LIMA, 2010). Considering that the three-
dimensional structure of biomarkers is crucial, stigmasterol was chosen as starting
material. The synthetic route consisted in a series of stereo and regioselective reactions
leading to the formation of compounds with different side chains attached to C-17.
Analysis by *C NMR and mass spectrometry confirmed the stereochemistry 3-propyl,
S5a(H), 14a(H), 17a(H) e 20R. The oil sample was extracted, obtaining the acidic fraction
which was submitted to a derivatization process, obtaining the hydrocarbons derivatives
that were used in co-injection with the synthetic standards. The co-injection of the
standards with the oil sample confirmed the presence of these compounds, however for
the less abundant peaks. In addition, a new biomarker was confirmed.
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1 INTRODUCAO

A compreensdo do processo de formacao do petréleo — sua composicao, as
técnicas de analise e suas mais diversas aplicagdes — é fundamental para atingir uma
visdo global de sua importancia industrial.

E indiscutivel que a principal aplicacdo do petréleo é na geracdo de energia,
constituindo assim a principal fonte de energia no decorrer deste século (ANP, 2013).
No entanto, para que o petrdleo possa servir de combustivel € necessario que passe
por um processo de refinamento, através do qual uma grande variedade de
subprodutos é obtida com diferentes aplicacdes, desde combustiveis até lubrificantes e
solventes. Ha que se ressaltar também que produtos como, etileno, propeno, butadieno,
estireno e outros, abrem o universo da petroquimica, area estratégica e de relevancia
econO6mica indiscutivel que estd presente na maioria dos produtos da nossa vida
cotidiana.

A formacao do petroleo é o resultado de um processo complexo que envolve
desde a deposicdo da matéria organica, as transformacdes microbianas e
termoquimicas pelas quais pode passar (diagénese, catagénese e metagénese), até o
deslocamento (migracédo) do éleo até uma rocha reservatorio estruturada na qual sera
acumulado (TISSOT, 1978).

O segmento de pesquisa denominado geoquimica orgénica tem um papel
fundamental na pesquisa do petréleo. Todo o processo desde a origem da matéria
organica - MO, a geragdo, a migragdo e a acumulacdo pode ser estudado pela
pesquisa geoquimica. As variacbes nas composicdes relativas dos hidrocarbonetos
fornecem informagdes importantes para tomadas de decisbes em todas as fases da
vida do aproveitamento dos hidrocarbonetos. Isto envolve a avaliagdo da bacia, a
prospeccao, a descoberta e 0 desenvolvimento da bacia, a producado, a recuperagao
assistida, etc (KILLOPS, 2005).

A aplicagdo de técnicas geoquimicas na exploracdo do petréleo e gas pode
fornecer uma melhor compreensdo da origem e evolucdo da MO, do estagio de

evolugao térmica, dos processos de migracdo e acumulacdo dentro de uma bacia antes
1



da perfuracdo. Enquanto mais amostras se tornam disponiveis, as técnicas de
geoquimica podem desvendar histérias de enchimento da bacia complexa, explicam
composigdes incomuns do 6leo e do gas e identificam suas fontes. Quando comparada
a perfuracao aleatéria, a geofisica fornece sozinha uma eficiéncia da previsao de 28%,
enquanto a avaliacdo conjunta geofisica e geoquimica fornece uma eficiéncia da
previsao de 63%, encontrando hidrocarbonetos durante a exploracao, evidenciando que
a geoquimica do petréleo € uma ferramenta eficaz e, portanto barata por reduzir o risco
da exploragao (TISSOT, 1978).



2 CONSIDERACOES GERAIS

2.1 Condicoes basicas para a existéncia de acumulacoes petroliferas

Numerosas teorias foram propostas para a origem do petrdleo. Essas teorias
podem ser classificadas em duas categorias: inorganicas e organicas.

As teorias inorganicas atribuem ao petréleo uma origem sem a intervencao de
organismos vivos de qualquer espécie, a partir de sinteses inorganicas. Pelas teorias
organicas o petroleo é formado a partir de produtos bioquimicos incorporados as rochas
sedimentares durante a sedimentacdo. Uma das evidéncias dessa hipotese é a
presenga de compostos com atividade éptica. Além disso, acumulagdes petroliferas de
aproveitamento comercial ocorrem somente em bacias sedimentares. O potencial
petrolifero dessas bacias € extremamente variavel, de acordo com as condi¢cdes
geoldgicas e geoquimicas das acumulages petroliferas. O petréleo esta distribuido de
forma muito irregular na crosta terrestre.

O petréleo ocupa os poros das rochas porosas e permeaveis, chamadas de
rochas reservatério. Na auséncia dessas rochas, mesmo que o petrdleo tenha sido
gerado, a sua exploracdo comercial ndo é possivel. Os poros das rochas sedimentares
situadas abaixo do topo do lencol freatico estdo saturados pela agua. Dessa forma, o
petréleo tende a escapar para a superficie, por ser menos denso do que a agua. Para
que isso nao ocorra, as rochas capeadoras ou selantes formam uma barreira
impermedvel, impedindo o escape do petrdleo.

A condicao essencial para a existéncia de acumulacées petroliferas é a presenca
de rochas geradoras. Essas rochas sao de granulacdo muito fina, além de serem ricas
em matéria organica adequada a geracao de hidrocarbonetos. Os pré-requisitos para a
existéncia de rochas geradoras de petréleo sao a producéo, acumulacéo e preservagao
de matéria organica ndo degradada, composta por moléculas organicas direta ou

indiretamente derivadas dos organismos. Além disso, a existéncia de rochas
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carreadoras, rochas reservatério, rochas selantes e, sobretudo um sincronismo ou
“timing” sdo também essenciais a existéncia de acumulagdes de 6leo e gas. (TISSOT,
1978)

2.2 Producao da matéria organica

A base para a produgdo da matéria organica é a fotossintese (Figura 1). Entre
3,7 a 2,5 bilhdes de anos atras, no Pré-cambriano, a fotossintese, processo que
consiste na utilizacdo da energia solar na producdo de glicose e oxigénio, comegou a
ser realizada por bactérias e cianobactérias. O enriquecimento de oxigénio na
atmosfera terrestre € uma consequéncia direta da fotossintese (KILLOPS, 2005).

A partir da glicose sintetizada, os organismos autotroficos podem metabolizar
polissacarideos, tais como a celulose e o amido, e todos os demais compostos
necessarios para a prépria subsisténcia. A reacao de fotossintese € dada pela seguinte

equacao:

6C02 +12 H20 C6H1206 + 602 + 6H20

h =6,625.10%7 erg.s
v = frequéncia

Figura 1: Equacao simplificada da fotossintese, com a formacédo de uma molécula de glicose.

2.3 Deposicao e preservacao da matéria organica

Para que ocorra a formacdo do petréleo a matéria organica (MO) deve ser
preservada. A Figura 2 apresenta um resumo da producao e preservacao da MO com a
formacao de éleo e gas. No Ciclo A, ap6s a producdo da MO via fotossintese e
deposicao de plantas, animais e vegetais, a MO é sedimentada, ficando exposta a acao

de microrganismos e dependendo das condi¢gdes de sedimentacdo a mesma pode ser
4



oxidada a CO,. A MO sedimentada que nao foi oxidada pode ser convertida através de
processos bacterianos e térmicos em um polimero complexo chamado de querogénio
(Ciclo B). A preservacdao da MO nesse estagio estara restrita a eventos tecténicos,
podendo ser exposta ao ar atmosférico e a agua meteodrica, sendo oxidada a COa.

Apenas uma pequena parte da MO produzida é convertida em petréleo
(SCHLESINGER, 1997).

MO fixada em
sedimentos féssgis_,

CicloB

MO em solos e ~
sedimentos, Oleo e gas
a

rofundamente alterad

metamorficos, principalmente

Plantas, animais e 1 A
como meta-antracito e grafite

MO em sedimentos
bactérias

Figura 2: Ciclo do carbono.

Apoés a deposicao e sedimentacdo da MO em um ambiente apropriado, tem-se o
progressivo soterramento da MO e o aumento da pressao e temperatura, iniciando-se
um processo de transformacdo da matéria organica que passa pelos seguintes estagios
evolutivos: diagénese, catagénese e metagénese (TISSOT, 1978; KILLOPS, 2005).

e A diagénese ocorre em profundidades da ordem de centenas de metros. Nesse
intervalo o aumento da pressdao e temperatura € pequeno (~50°C) e as
transformacdes da MO ocorrem sob condi¢cdes brandas. Essa fase tem inicio nos
sedimentos recém-depositados, onde a atividade microbiana é uma dos
principais agentes de transformagdo. Com o soterramento progressivo, ligacoes
heteroatbmicas sdo quebradas e grupos funcionais sao eliminados, como H2O,
CO. e NH3. Ao final da diagénese a matéria organica consiste, principalmente,
em querogénio. Em termos de exploragao de petréleo, as rochas-matrizes sao
consideradas imaturas nesse estagio.

e A catagénese resulta do aumento da temperatura durante o soterramento nas

bacias sedimentares, proporcionando maturidade térmica as rochas-matrizes.
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Durante a catagénese o querogénio é transformado em hidrocarbonetos,
formando 6leo, e, em seguida, aumentando a geracao de hidrocarbonetos leves
como CH4 e gases umidos. No final da catagénese cessa a geragéo de 6leo e
gases umidos e somente CH4 é gerado. Esse periodo corresponde ao principal
estagio de formacao do 6leo e gas.

e A Ultima fase, metagénese, s6 é alcancada a grandes profundidades, onde se
tem temperaturas acima de 200°C. Nessa etapa ocorre uma geragao pouco
significativa de CH,4, formando principalmente CO, e compostos metamorficos

como o grafite.
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2.4 Migracao

Chama-se de migracdo o deslocamento em meio poroso do petréleo do ponto
onde foi formado até onde sera acumulado. Apés a sua producao, os hidrocarbonetos
sdo expelidos das rochas geradoras por capilaridade devido as altas pressao e
temperatura até que seu caminho seja interrompido por alguma armadilha geoldgica,
onde sera acumulado (rocha reservatorio). O processo de migracdo pode ser
classificado em:

e Migragdo priméria: movimentagdo dos hidrocarbonetos no interior da rocha
geradora.

e Migracao secundaria: migracao que ocorre fora da rocha geradora, nas rochas
carreadoras, no caminho até a rocha reservatorio.

e Migracao terciaria: consiste na migracdo do hidrocarboneto dentro da rocha
reservatério. Ocorre a remobilizagdo do hidrocarboneto de uma trapa a outra
devido a eventos tectbnicos, como dobramento, falhamento ou soerguimento
epirogenético.

Uma utilizacao sistematica do entendimento da geracéo, migracdo e acumulagéo
do petréleo reduz a incerteza na predicdo da ocorréncia de acumulagdes significativas
de petréleo. Isto se faz pela identificacdo de rochas geradoras, pelo potencial de
hidrocarbonetos em cada rocha geradora no tempo € no espaco, pelo relacionamento
dessas informagdes com a evolugdo geoldgica da bacia e, finalmente, pela definigcdo
das vias de migracdo secundaria que permitiram o fluxo do petrdleo entre a rocha
geradora e o reservatério (TISSOT, 1978).



2.5 Importancia e origem dos biomarcadores.

Um dos principais instrumentos da geoquimica organica € o estudo dos
biomarcadores, também conhecidos como fésseis quimicos ou indicadores
geoquimicos, 0s quais sdo compostos organicos que ocorrem como misturas
complexas em petrdleo, extratos de rochas e sedimentos de modo que suas estruturas
podem ser associadas a produtos naturais conhecidos, originados de vegetais
superiores, planctons, fungos e bactérias. Assim, a importancia dos biomarcadores na
geoquimica organica do petroleo se baseia no fato que as estruturas moleculares dos
compostos presentes nos organismos, quando incorporados aos sedimentos, sofrem
pequenas modificacbes (principalmente a perda dos heteroatomos N, O e S),
preservando seu esqueleto basico e, portanto, podendo ser relacionados com a MO
que lhe deu origem (PHILP, 1985; MELLO, 1988; PETERS, 1993).

WW

Pristano Fitano
Terpanos tetraciclicos Hopanos Esteranos
Esterdoides monoaromaticos Esterdéides triaromaticos

Diasteranos

Figura 4: Alguns biomarcadores importantes encontrados no petréleo (KILLOPS, 2005).

Apesar de representarem apenas uma pequena fracdo do petréleo e da matéria
organica nos sedimentos, os biomarcadores possuem grande importancia na
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geoquimica organica. Sua utilizacdo na exploracdo do petréleo tem aumentado em
importancia e aplicabilidade. A composi¢ao quimica, o conteudo relativo e a variacao na
estereoquimica de determinados compostos servem como uma “impressao digital”,
fornecendo informacdes acerca da origem da matéria organica, do ambiente
deposicional e da paleoecologia, do estagio de evolugcao térmica, da migracao do 6leo
formado, do nivel de biodegradacéo e de correlacbes béleo/6leo e bleo/rocha geradora
(PETERS, 1993).

2.5.1 Biossintese dos precursores de biomarcadores

Uma vez que o petrédleo é formado a partir da transformacdo da MO
proveniente da sedimentacdo de fungos, animais e plantas, as estruturas dos
compostos estdo relacionadas com as dos lipidios precursores sintetizados pelos
seres vivos. Assim, é importante conhecer a origem (biossintese) desses

precursores.

O estabelecimento de rotas de biossintese e metabolismo dos produtos
naturais, bem como os mecanismos dessas reacdes bioquimicas € um campo de
estudo fértil com grande numero de publicacées. O uso de moléculas com marcacao
radiativa ou isotdpica, além do desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas de
purificacdo e elucidacéo estrutural (por exemplo, RMN 2D), permitiram uma melhor
compreensao da biossintese dos produtos naturais (BROWN, 1998).

A formacdo de terpenos e esteroides possui duas rotas de biossintese,
dependendo do tipo de organismo presente (Figura 5). A diferenca entre as rotas
esta na sintese do intermediario pirofosfato de isopentenila (IPP). Em seres
eucariontes a formacao do IPP ocorre a partir da acetil Coenzima A (acetil-CoA),
enquanto que nos procariontes ela ocorre partindo do gliceraldeido-3-fosfato.



PROCARIONTES
Gliceraldeido

3-fosfato
pp OPP )\/\)\(\)\AOPP
Aceti-CoA Esqualenc ——= | PROGARIONTES
EUCARIONTES
Colesterol ~ <«— Epoxido de esqualeno—> Estigmasterol
ANIMAIS l PLANTAS SUPERIORES
Ergosterol
FUNGI

Figura 5: Comparacao entre as rotas de biossintese de compostos isoprendides nos diferentes
seres Vivos.

2.5.2 Grau de evolucao térmica

A partir da deposicdo e sedimentacdo da MO e o consequente aumento de
temperatura e pressao, os materiais bioldgicos sofrem alteracdes estruturais ja citadas
(perda de grupos funcionais, isomerizacao, rearranjo e aromatizacdo dos compostos).

O estudo dessas transformacbées bem como das degradacbes térmicas
(compostos menos estaveis termicamente tendem a ser transformados em outros
compostos mais estaveis termodinamicamente) permite estabelecer o grau de evolugcéao
(maturagdo) térmica da MO em sedimentos (MILLES, 1989; BROCKS, 2003b;
KILLOPS, 2005).

Como exemplo de determinacdo de maturacdo térmica, podem-se citar os
terpanos, como os hopanos. A configuracdo biolégica desses compostos nas posi¢cdes
C-17, C-21 e C-22 ¢ 174(H), 21p5H) e 22R, sendo convertidos em estruturas
termicamente mais estaveis com configuracao (geolégica) 175(H), 21a(H), 22S e
17a(H), 214(H), 22S (PETERS, 1993; RODRIGUES, 2000; KILLOPS, 2005). Dessa
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forma, o calculo da razao biol6gico/geoldgico dos hopanos encontrados nas amostras
de 6leo pode ser utilizado como um parametro de maturidade (Figura 6).

(CHg)nCH3

Bacteriohopanotetrol ’ Hop'ano no seqimren_to
17p(H), 21B(H), 22R Configuragéo biologica:

// 17B(H), 21B(H), 22R
H (CHnCHZ H (CHp)NCHs H (CHa)NCH3
21 \2 21 \2 2 2
H — & - S

17B(H), 21a(H), 22R 17a(H), 21B(H), 22R 17a.(H), 21B(H), 228
n=0 n=1a5
17a(H), 21B(H) = af - hopano 17a(H), 21B(H) = ap - homopanos
17B(H), 21a(H) = Ba - hopano (moretano) 17B(H), 21a(H) = pa - homomoretanos

Figura 6: Transformacao do Bacteriohopanotetrol para biomarcadores hopanos durante a
diagénese.

2.5.3 Migracao

Devido ao processo de migragdo, o petrdleo pode ser encontrado nos
reservatorios a alguma distancia da rocha geradora que podem chegar a centenas de
kilbmetros (MILLES, 1989; KILLOPS, 2005). No caminho da rocha geradora até a rocha
reservatério podem ocorrer algumas mudangas composicionais dos biomarcadores, por
causa de efeitos chamados de geocromatografia, perdas em solucdo e mudancas de
fase.

Porém, o uso de biomarcadores integrado aos dados de outras técnicas
geoquimicas e geoldgicas da bacia sedimentar permite determinar as vias de migracao,
rastreando-se o percurso do 6leo, chegando-se a sua rocha geradora. Outra aplicacao
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consiste na inferéncia da area de maior probabilidade de conterem depdésitos de

hidrocarbonetos.

2.5.4 Correlacoes 6leo/dleo e dleo/rocha geradora

Em geoquimica orgéanica é possivel correlacionar diferentes amostras de éleo de
uma mesma bacia ou comparar os constituintes de 6leos com o extrato organico das
rochas geradoras. Isso é possivel, pois a diversidade de estruturas dos biomarcadores
indica que sedimentos organicos diferentes apresentam composi¢do variavel para pelo
menos um desses grupos de estruturas.

Como exemplo, pode-se citar a maior abundancia relativa (maximo
cromatografico) de n-alcanos de cadeia longa (Czs a Css) com predominéncia impar/par
de carbonos, indicando MO de origem terrestre. J& uma maior abundéancia de n-alcanos
de cadeia curta indica MO de origem marinha (PETERS, 1993; FABIANSKA, 2003;
SIMONS, 2003; CMIEL, 2004).

Assim, é possivel estabelecer um paralelo entre déleos através do estudo dos
biomarcadores, resultando ou ndo em uma rocha geradora comum. Além disso, a
correlacdo Oleo/extrato organico ajuda na identificacdo da rocha que gerou uma
determinada acumulacao de hidrocarbonetos, o que aliado ao conhecimento geoldgico

da bacia permite determinar outras possiveis fontes de petréleo na mesma bacia.

2.5.5 Idade e ambiente deposicional

A reprodugcado de espécies distintas de plantas e microrganismos ocorre sob
condicbes climaticas e aquaticas distintas (salinidade, composicdo quimica e
quantidade de oxigénio) (TISSOT, 1978; PHILP, 1985; GILL, 1997).
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Uma vez que os biomarcadores mantém uma relagdo estrutural direta com os
organismos precursores, esses podem ser utilizados como indicadores do ambiente
deposicional. A presenca, auséncia ou a variagdo quantitativa de biomarcadores,
podem refletir ndo sé a origem (continental ou marinha) da MO em sedimentos e 6leos,
como também suas condicbes ambientais de sedimentacédo (salinidade, profundidade
etc.).

A evolugao das espécies indica que os diferentes grupos de organismos (algas,
vegetais superiores e bactérias) ocuparam determinados ambientes ao longo do tempo
geolégico do planeta. Dessa forma, alguns biomarcadores sao caracteristicos de
determinada era geoldgica, podendo ser utilizados como ferramenta geocronoldgica
relativa. Como exemplo, pode-se citar a presenca do 18«(H)-oleanano em amostras de
petréleo, indicando a contribuicdo de MO de origem terrestre, ja que seu precursor
deriva de vegetais da familia das angiospermas, demonstrando nao sé a contribuigéo
de vegetais superiores, mas também a idade deposicional, uma vez que as
angiospermas surgiram no final do periodo Cretaceo (TISSOT, 1978; PHILP, 1985;
RODRIGUES, 2000; WAGGONER, 2001).

2.5.6 Biodegradacao

A biodegradacdo de O6leos é realizada principalmente por microrganismos
anaerébios ou aerdbios, 0s quais sao introduzidos na rocha reservatério através da
circulagdo de aguas subterraneas (MILLES, 1989; GILL, 1997; KILLOPS, 2005;). Nesse
processo os hidrocarbonetos sdo oxidados pelas bactérias por reacdes catalisadas por
enzimas.

Varios estudos em relagdo aos processos de oxidacao dos componentes do
petréleo tém sido feitos nas ultimas duas décadas (CRUZ, 2012), mas ainda sao
necessarios mais estudos principalmente a respeito das etapas iniciais de ataque dos
microrganismos aos hidrocarbonetos. Porém, é conhecido que nos processos de

biodegradacdo os microrganismos atacam as cadeias carbdnicas e o fazem,
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geralmente, na sequéncia: hidrocarbonetos lineares, isoprenoides, ciclicos, etc
(PETERS, 1993; PETERS, 2005).

A mudanga na composicdo quimica do petrdleo devido a biodegradacéo
promove um aumento na densidade do Oleo. Isso ocorre ndo s6é em funcdo da
diminuicdo da concentracdo de compostos isotopicamente mais leves, mas também
pelo aumento de asfaltenos e heterocompostos isotopicamente mais pesados, levando
a formacéo de moléculas enriquecidas em *C, por exemplo.

Para que os microrganismos atuem € necessaria a existéncia de condigbes
ambientais de crescimento adequadas. A velocidade e a extensdo da biodegradacao
dos componentes do petréleo dependem da existéncia de, pelo menos, quatro fatores
principais (PETERS, 2005):

e Umidade;

e Contato 6leo/agua;

e Presenca de oxigénio (em condicbes anaerObias a oxidagdo € mais lenta e
realizada por bactérias sulfato-redutoras);

e Presenca de nutrientes para o desenvolvimento microbiano (fosfatos, nitratos,
sulfatos, entre outros);

e Temperatura (< 80°C).

2.6 Biomarcadores acidos

Os 4&cidos carboxilicos de cadeia longa (&cidos graxos) sdo 0s principais
componentes dos lipidios em organismos vivos, além de serem fosseis quimicos
encontrados em sedimentos e petroleo (FONTES, 2011). Apesar da existéncia de
petréleos acidos, como na Venezuela e na Russia, eles ndo sao rotineiramente
analisados para a exploracao do petréleo (SILVA, 2008). Entretanto, este grupo de
compostos tem mostrado um grande potencial para promover informacgdes
complementares no estudo geoquimico de sedimentos antigos e O6leos, como

maturacdo (MACKENZIE, 1982; JAFFE, 1990; PETERS, 2005), biodegradagio
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(MACKENZIE, 1981; BEHAR, 1984; LIMA, 2010) e migracdo (JAFFE, 1988a; JAFFE,
1988b; PETERS, 2005).

Os acidos carboxilicos, comumente encontrados em petroleos e sedimentos,
incluem diferentes tipos de estruturas quimicas como, acidos graxos lineares, acidos
isoprendicos, &cidos ciclicos saturados ou aromaticos e compostos bifuncionalizados
com o, w-dicarboxilicos (REBOUCAS, 1992). Durante a diagénese, pode ocorrer tanto a
preservacao do grupo carboxilico presente na matéria organica original, como a
formacgao deste a partir de outros grupos funcionais existentes no material de origem.

Em relacdo aos estudos de biodegradacdo de 6éleos utilizando acidos
carboxilicos, foram relatados por Behar e colaboradores (1984) &cidos lineares
insaturados e acidos aciclicos isoprendicos com caracteristicas de distribuicao de
isbmeros termicamente imaturos, atribuindo-se a presenca deles aos lipidios da
membrana celular das bactérias. Nesse mesmo trabalho foi relatada a presenca de
acidos terpanoicos, sugerindo sua formacado durante a biodegradagédo. Atribuiu-se
também que a razdo de acidos terpandicos triciclicos para os pentaciclicos
(hopandicos) é um indicador do nivel de biodegradacéao de 6leos, porquanto os acidos
triciclicos sdo mais resistentes ao ataque de microrganismos em comparacao aos
pentaciclicos (LIMA, 2010).

O aparecimento de compostos acidos no petréleo brasileiro € um fato
relativamente recente e relacionado as novas descobertas na bacia de Campos e nas
partes emersas das bacias de Potiguar, Sergipe-Alagoas e do Espirito Santo (LOPES,
1997; LOPES, 1999; CRUZ, 2005).

Em estudos realizados (SILVA, 2008; FONTES, 2011), atribuiu-se aos acidos de
baixo peso molecular a formacdo durante a exploragdo, producdo, armazenamento e
processamento do petrdleo. No entanto, esses estudos também mostraram que a
grande maioria dos compostos acidos € de alto peso molecular e ja se encontravam
nos 6leos. Devido a essas evidéncias, foram propostas duas possibilidades para a
formacao dos compostos acidos: 1) oxidacao dos hidrocarbonetos por meio da
biodegradacao realizada pelos microrganismos; 2) formacdo dos acidos juntamente
com o petréleo, originando-se os acidos graxos, carboidratos, mono-, di- e triglicerideos.
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Apesar de ambos 0s processos serem viaveis, acredita-se que a primeira
proposta seja a predominante, uma vez que a acidez é constantemente encontrada nos
6leos pesados e biodegradados (SILVA, 2008).

2.7 Esteranos

Dentre os diversos biomarcadores, destacam-se o0s esteranos que sao
provenientes de esteroides presentes nos organismos vivos. Os esteranos
constituem um grupo de biomarcadores imprescindivel como indicadores de fonte,
em estudos de correlagdo de 6leos, evolucao térmica e biodegradacao (PETERS,
1993; BROCKS, 2003). Eles sao formados a partir da redugdo de esteroides,
largamente distribuidos em plantas superiores e algas, originalmente incorporados
aos sedimentos (BODE, 2003).

Os esteranos que predominam em sedimentos e 6leos correspondem a Coy;
(colestanos), Cog (ergostanos) e Cpg (estigmastanos), muito embora possam ocorrer
compostos desde Cqg até Cszp (MACKENZIE, 1981; DAHL, 1992). Ha também os
diasteranos e esteranos aromaticos que na sua larga maioria sdo produtos de reacdes

termoquimicas dos esteranos normais (Figura 7).
R R

H
Esteranos Diasteranos

R R R R

5
AP o

Esteranos aromaticos

Figura 7: Classes de esteranos predominantes em sedimentos e odleos.
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Com o progressivo soterramento da MO e o consequente aumento de
temperatura e presséo, ocorre isomerizagao nos centros assimétricos. As moléculas
naturais dos esteranos (bioldgico) nas posicoes 5, 14, 17 e 20 sao isomerizadas para
as configuragcbes mais estaveis (geoldgico), resultando no equilibrio da razéo
aao20S:a0a20R:apB20R:app20S que ¢é aproximadamente 1:1:3:3 (Figura 8)
(PETERS, 1993; JOHANSEN, 2004; PETERS, 2005). Assim, estas razbes podem ser

usadas como parametros de evolugao térmica ou maturidade das amostras geolégicas.

T/

Cﬁ

aaa20S

C

aBp20S ofp20R

aaa20S:aaa20R:aff20R:afF20S
1:1:3:3

Figura 8: Transformacao do colesterol durante a diagénese: equilibrio de estereoisomeros de
colestanos.

Esteranos contendo 21 e 22 atomos de carbono (pregnanos e homopregnanos)
sao comuns em petréleos e rochas. A diferenca em relacao aos esteranos de cadeia
longa (C27-C3p) esta na cadeia lateral ligada ao C-20, sendo ela metil ou dimetil

(REQUEJO, 1997). Os esteranos de cadeia curta mais abundantes em 6leos sdo os
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diginanos e homodiginanos, os quais sdo as formas termodinamicamente mais estaveis

do pregnano e homopregnano (Figura 9), respectivamente (WINGERT, 1986).

(b)

Diapregnano Diahomopregnano

(c)

Figura 9: a) Estrutura do esteranos C,-C,, (5a, 14a, 17a); b) estrutura dos esteranos C,;-C,,
termodinamicamente mais estaveis (5a, 144, 17/5); c) estrutura dos diasteranos de cadeia curta
(C21-Cy2)-

Wingert e Pomerantz (1986) mostraram que a abundancia de diginanos aumenta
com a maturidade dos O6leos em relagdo aos esteranos C,7-Csp. Esse mesmo
comportamento foi observado em Oleos da Formacado de Duvernay, no Canada
(REQUEJO, 1994). O aumento da abundancia relativa dos esteranos de cadeia curta
esta relacionado a maior estabilidade térmica desses compostos comparados aos
esteranos de cadeia longa (EGLINTON, 1988).

Em estudos realizados por Requejo e colaboradores (1997), mostrou-se que a
abundancia dos diasteranos C»1 e Co2 (formados a partir do rearranjo do pregnano e
homopregnano) varia de acordo com a litificacdo e, ao contrario dos diasteranos de
cadeia longa, varia pouco com a maturidade. Dessa forma, esses compostos podem ser
utilizados como indicadores dos processos de formagéo da rocha geradora.
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A ocorréncia de esteranos Cys foi relatada por Moldowan (1985), consistindo em
21-, 24- e 27-norcolestanos (Figura 10). Os 24-norcolestanos sao derivados dos 24-
norcolesterdis, presentes em organismos marinhos invertebrados, enquanto que os 27-
e 21-norcolestanos sado, provavelmente, provenientes da atividade microbiana de
esterdis Cy7, sendo encontrados tanto em rochas e Oleos de ambientes marinhos
quanto terrestres. Devido as maiores ocorréncia e abundancia do 27-norcolestano
comparado ao 24-norcolestano, a razdo entre esses compostos € utilizada como
parametro de correlagdo de fonte geradora. Nesse trabalho também foi observado uma
maior abundancia do 21-norcolestano em relagdo aos outros esteranos Cos em 6leos

maduros, sendo, portanto, um possivel biomarcador indicador de maturidade térmica.

H
H H H
H H H
H H H

21-norcolestano 24-norcolestano 27-norcolestano

Figura 10: Estrutura dos esteranos C,; encontrados em dleos e extratos de rochas.

Esteranos com grupos alquila ligados ao C-3 sdo largamente encontrados em
Oleos e extratos de rochas (SUMMONS, 1988; SUMMONS, 1991; DAHL, 1992). Lopes
(1997; 1999) detectou a mais completa série de homdlogos de alquil-esteranos neutros
e acidos dos trés grupos: colestano, ergostano e estigmastano com configuracéo 5a(H).
Além disso, Lopes (1999) detectou pela primeira vez os alquil-esteranos neutros e
acidos dos trés grupos — colestano, ergostano e estigmastano — com configuracao
56(H). Acredita-se que a biossintese dos esteranos com grupos alquila de até 6
carbonos na posicdo C-3 ocorra através da acdo microbiana sobre o produto

diagenético A*-estereno.
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2.8 Métodos de analise

O desenvolvimento de um estudo sistematico da composicdo organica dos
sedimentos e petréleo experimentou um grande incremento nas ultimas décadas,
principalmente devido ao desenvolvimento de novas técnicas analiticas instrumentais,
as quais vieram propiciar a caracterizagao molecular em micro quantidades de misturas
organicas altamente complexas (FRYSINGER, 2001).

A caracterizacao de biomarcadores em sedimentos e petrdleos requer técnicas
sofisticadas de andlises que possibilitem sua deteccdo em pequenas quantidades em
uma matriz altamente complexa. Os problemas de co-eluicdo, frequentes nestas
amostras, sdo contornados através de alguns recursos em GC/MS e GC/MS-MS. A
aquisicao de dados pode ser realizada através de métodos distintos: o SCAN e o SIM
(Single lon Monitoring) e MRM (Multiple Reaction Monitoring).

No modo SCAN, a aquisicao de dados é realizada através da varredura de todos
os ions produzidos na fonte de ionizagdo, dentro de uma faixa de massa/carga (m/z)
pré-determinada. J& no modo SIM, os dados sao adquiridos através da selecdo de um
ion, ou grupo de ions, com m/z caracteristica da classe de biomarcadores que se
deseja monitorar. Dessa forma, o modo SCAN fornece resultados gerais e mais
representativos da amostra, porém apresenta desvantagens, como a co-eluicdo de
compostos. Este problema é minimizado através do SIM, ja que ele fornece resultados
apenas de um ion previamente selecionado.

O TIC (Total lon Current), também chamado de “cromatograma de massas”
(BIEMANN, 1970) € obtido a partir do modo de aquisicdo SCAN, apresentando um
resultado muito semelhante ao cromatograma obtido por GC-FID (Flame lonization
Detector).

A partir do “cromatograma” correspondente ao TIC é possivel extrair o
cromatograma relativo a um ion especifico, chamado de cromatograma reconstituido de
ions — RIC (por exemplo, RIC m/z 259). Este recurso corresponde a uma parcela da
corrente ibnica total, registrando somente 0s compostos que contém, em seus

espectros de massas, o ion selecionado. Em geral, a pesquisa de uma classe de
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biomarcadores é feita através da analise do RIC do ion correspondente ao pico base
desses compostos.

A espectrometria de massas em série acoplada a cromatografia gasosa (GC/MS-
MS) apresenta alta resolu¢cao cromatografica, alta sensibilidade e alta seletividade em
analise de misturas complexas, tais como petrdleo e extratos de rochas. O
espectrometro de massas triplo quadrupolo permite a realizacao de experimentos em
MS-MS, no qual no primeiro (Q1) e no ultimo (Q3) quadrupolos podem ser realizados
tanto a varredura de ions quanto a selegdo de um ion com m/z especifica; enquanto no
segundo quadrupolo (g2 — camara de colisdo) ocorre a fragmentacdo do ion (ou dos
ions) que atravessou o primeiro quadrupolo (Figura 11).

Cromatégrafo Gasoso Espectrometro de Massas Triplo Quadrupolo

.

|
1
|

Camara de Dissoclagdo

Analisador por Colisdo Induzida
Q1 . 2 . 2
Guiadeions -4 = E . q

Linhade -~
Transferéncia

Fonte de
lonizagdo

Q3
Analisador

Multiplicadora
de ions

Figura 11: Representacao de um sistema GC/MS-MS.

Assim como na espectrometria de massas convencional, em MS-MS também
sao utilizadas técnicas de monitoramento. A técnica de monitoramento seletivo de
reacdo em MS-MS é andloga ao monitoramento seletivo de ions (SIM) na MS
convencional.

No monitoramento seletivo de reacdo um numero limitado de transicao ion
pai/ion filho € monitorado. Assim como o monitoramento seletivo de ions, a técnica de
monitoramento seletivo de reacdo permite uma analise rapida de compostos tracos
presentes em misturas complexas.

Contudo, devido a relacdo inequivoca entre ion pai/ion filho, essa técnica fornece

uma maior especificidade comparativamente a técnica de monitoramento seletivo de
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ions. Mesmo que um composto de interferéncia apresente a mesma razao massa/carga
(m/z) do ion pai selecionado, ele sera detectado somente se no processo de
dissociacdo ativada por colisdo for gerado o ion filho previamente selecionado.
Portanto, para que esse composto possa ser detectado por MSR (monitoramento
seletivo de reacgéo), ele deve fornecer a relacdo ion pai — ion filho previamente
selecionada. Quando mais de uma transicédo ion pai — ion filho € monitorada em um
unico experimento, o tipo de analise € chamado de monitoramento de reagdes multiplas
— MRM (COOKS, 1978).

2.9 Novas classes de biomarcadores da bacia de Campos

Trabalhando em 6éleos lacustres salinos do Campo de Pampo Sul, bacia de
Campos, Lima (2010) identificou uma grande familia de biomarcadores constituidos
pelos &cidos 3-n-propil ergostandicos. Foram detectados 14 compostos identificados
preliminarmente por GC/MS e GC/MS/MS dos hidrocarbonetos correspondentes. Para
os compostos (3), (6) e (8) foram analisados os GC/MS dos ésteres metilicos
correspondentes.

A importancia desses resultados se deve ao fato desses compostos, além de
originais, serem indicadores de um processo de biodegradagdo ocorrendo naqueles
reservatorios. No trabalho realizado no Grupo de Geoquimica da UNICAMP, constatou-
se que a composicdo relativa dos compostos variava em funcdo do nivel de
biodegradacao (LIMA, 2010). Nos processos de biodegradagdo os microrganismos
atacam as cadeias carb6nicas e o fazem, geralmente, na sequéncia: hidrocarbonetos
lineares, isoprenoides, ciclicos, etc (PETERS, 1993; PETERS, 2005). Nos éleos de
Pampo Sul, foi possivel identificar uma série homologa de acidos esterandicos da série
ergostano (Figura 12), na qual é a cadeia lateral em C-20 que sofre biodegradacao
progressiva, o que € muito raro e evidenciado pela primeira vez por Lima (2010).
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Figura 12: Estrutura dos acidos 3-n-propilergostanoicos.

2.100bjetivos

Apés a identificacdo de novos biomarcadores a sintese se faz necessaria para
confirmagédo das estruturas dos compostos. Portanto, nesse trabalho, objetivou-se a
sintese dos hidrocarbonetos diastereoisomericamente puros correspondentes (Figura
13), sua completa caracterizacdo estrutural e sua co-injecdo com as amostras de
petroleo derivatizadas a hidrocarbonetos, em diferentes concentragbes, para
confirmacdo ou nao das estruturas propostas por Lima (2010) com base na sua

fragmentacao no espectro de massas obtido por GC/MS.
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Figura 13: Hidrocarbonetos derivados dos acidos 3-n-propil ergostandicos.
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3 SINTESE

3.1 Metodologia

Os compostos desejados possuem de 8 a 10 centros assimétricos em suas
estruturas. Uma vez que esses centros fornecem informagdes importantes sobre o
petréleo é absolutamente essencial conhecer suas configuracbes e,
consequentemente, os padroes devem ser preparados a partir destes requisitos. Para
tanto foi escolhido um material de partida que possuisse a maioria dos centros
assimétricos ja definidos e uma estrutura quimica semelhante aos padrées desejados.
Além disso, desenvolveu-se uma rota sintética que levasse as transformagdes quimicas
e a formacao dos demais centros assimétricos. O estigmasterol foi o produto de partida
escolhido por ter, de inicio, sete dos centros assimétricos desejados. Dessa forma, a
sintese se baseou na obtencédo de um hidréxi-aldeido que foi 0 composto intermediario
chave para a obtencéo dos padrdes (Esquema 1).

1- Oppenauer
2- Birch

Estigmasterol
n-PrMgBr

03; CHQClQ;
DMS

o

Esquema 1: Sintese do intermediario chave a partir do Estigmasterol.

Em uma segunda etapa este intermediario foi utilizado em uma série de

alquilac6es através de reacoes de Wittig com diferentes cadeias alquilicas, seguidas de
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desidratacdo com CuSQ4.SiO, em tolueno sob refluxo e hidrogenacao catalitica com
PtO; (Esquema 2).

THF; KHMDS; -78°C

CUSO4S|02, PhMe;
Refluxo
“,
R

H
Mistura de isomeros

O
\‘\

H2; Pt02

= 1D

Esquema 2: Sintese dos padrées hidrocarbonetos identificados na sua forma acida nas amostras
de petréleo.

3.2 Resultados e discussao

3.2.1 Obtencao da Estigmastenona

Partindo-se do Estigmasterol 17 foi feita uma oxidagcdo de Oppenauer na
presenga de isopropdxido de aluminio e cicloexanona sob tolueno em refluxo. Apos o
tratamento e purificagdo da reacédo, obteve-se a Estigmastenona 18 com 85% de
rendimento, cristais brancos, ponto de fusao 123,0 — 124,2 °C (Figura 14).
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i-(PrO)Al;

Tolueno. refluxo

Estigmasterol 17 Estigmastenona 18

Figura 14: Oxidacao de Oppenauer do Estigmasterol 15.

O mecanismo da reacao consiste na formacédo de um estado de transicado (ET)
de seis membros através da complexacdo do substrato (alcool) e do oxidante
(cicloexanona) com o ion metéalico (aluminio). Ao se coordenar com o aluminio, a
cicloexanona é ativada para a transferéncia de hidrogénio do alcéxido, formando o ET
de seis membros (Figura 15). A migracdo da ligagdo dupla para a posicdo o5 €

caracteristica de alcoois homoalilicos para essa reacao (GRAAUW, 1994).
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Figura 15: Mecanismo da oxida¢cao de Oppenauer do estigmasterol.
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No espectro de massas (Figura 56, Apéndice), destacam-se os sinais gerados
pelos ions: m/z 410, correspondente ao ion molecular; m/z 395, correspondente a perda
de metila (em C-10 ou C-13); m/z 381, correspondente a perda de etila em C-24; m/z
271, correspondente a perda da cadeia lateral ligada ao C-17 (CioHq9); m/z 367,
correspondente a perda do grupo isopropila ligado ao C-24, cujos fragmentos estao

indicados na Figura 16.

m/z 367

Estigmastan-4,22-dien-3-ona
(Estigmastenona) 18

Figura 16: Principais fragmentos do espectro de massas da Estigmastenona (70 eV).

No espectro de RMN de 'H (Figura 57, Apéndice), destacam-se os picos
referentes aos hidrogénios ligados a carbonos sp?, sendo um em 5,73 ppm
correspondente ao préton olefinico a a carbonila (H-4) e dois duplo-dupletes (5,16 e
5,03 ppm) correspondentes aos prétons H-22 e H-23.

No espectro de RMN de °C (Figura 58, Apéndice), observam-se os sinais dos 29
carbonos da molécula, destacando-se o sinal em 199,7 ppm referente ao carbono
carbonilico (C-3) e os sinais de carbonos sp2 em 171,7; 138,1; 129,4 e 123,7 ppm (C-5,
C-22, C-23 e C-4, respectivamente).

No espectro de RMN de '*C (DEPT-135 e DEPT-90) (Figura 59 e Figura 60,
Apéndice), destacam-se os 4 sinais de metila (CHjz), 9 sinais dos carbonos metilénicos
(CH>) e 9 sinais de CH.
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3.2.2 Obtencao da 5a(H)-estigmast-22-en-3-ona

Apos a oxidacao de Oppenauer foi feita uma reducao estereosseletiva (formacéo
preferencial do produto 5«(H)) e regiosseletiva (redugcdo apenas da dupla entre C-4 e
C-5). A reducédo de Birch utilizando Li metalico dissolvido em NH3 liquida na presenca
de uma fonte de prétons atua especificamente em compostos aromaticos, alcenos
conjugados e carbonilas o, f-insaturadas, além de ser conhecida como uma
metodologia que leva a formagao de produtos com estereoquimica 5a(H) (BOWERS,
1958).

Apés a reacao de Birch, obteve-se um sélido branco, ponto de fusdo 169,8 —
172,6 °C referente a 5a(H)-estigmast-22-en-3-ona 19 em 78% de rendimento (Figura
17).

NH,Cl; -78 °C

Estigmastenona 18 5a(H)-estigmast-22-en-3-ona 19

Figura 17: Reducao de Birch da Estigmastenona e obtencao da 5a(H)-estigmast-22-en-3-ona.

Como os elétrons do sistema = estdo conjugados, o anion radicalar formado pela
adicdo de um elétron proveniente da oxidagcdo do Li metalico € um hibrido de

ressonancia e, assim, é possivel reduzir tanto a carbonila quanto o alceno (Figura 18).
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Figura 18: Mecanismo da reducao de Birch.
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Nas reacOes realizadas foi observada a formacédo da cetona (19) e do alcool
correspondente na proporgéo 7:1.

No espectro de massas (Figura 61, Apéndice), destacam-se os sinais: m/z 412
referente ao ion molecular; m/z 273 correspondente a perda da cadeia lateral ligada ao
C-17 (C1oH19); m/z 369, correspondente a perda do grupo isopropila ligado ao C-24; m/z

231 correspondente ao fragmento ABC cujos fragmentos estéo indicados na Figura 19.

[}
v
m/z273

O - m/z231

Figura 19: Principais fragmentos do espectro de massas da 5a(H)-estigmast-22-en-3-ona (70 eV).

No espectro de RMN de 'H (Figura 62, Apéndice), observa-se o
desaparecimento do pico do H-4 que na cetona precursora aparecia em 5,73 ppm.

No espectro de RMN de *C (Figura 63, Apéndice), destacam-se as mudancas
nos deslocamentos quimicos dos carbonos C-4 e C-5 que passaram de 123,7 e 171,7
(no precursor 18) para 44,7 e 46,7 ppm no produto (19). Além disso, houve mudanca no
deslocamento do carbono carbonilico C-3 de 199,7 para 212,2 ppm devido a perda da

conjugacao.
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No espectro de RMN de '*C (DEPT-135) (Figura 64, Apéndice), observa-se o
aparecimento do C-5 (CH) e a inversao da fase do C-4 (CHy).

3.2.3 Obtencao do 3-propil-5a(H)-estigmast-22-en-3-ol

A alquilacdo na posicao 3 foi realizada através de uma reagdo de Grignard,
utilizando-se brometo de propila e Mg em THF seco seguido da adicdo do substrato
(19) dissolvido em THF.

Apés a analise por CCD (Hex/AcOEt 9:1) e GC/MS, observou-se a formacao de
uma mistura de dois alcoois. Os produtos formados sao: 34-propil-5a(H)-estigmast-22-
en-3-ol 20 (PF = 141,8 — 142,4 °C) e 3a-propil-5a(H)-estigmast-22-en-3-ol 21 (PF =
112,4 — 113,3 °C) (Figura 20). Uma vez que ambos os produtos levam a uma mistura
de alcenos na etapa de desidratacdo e ao mesmo composto quando submetidos a
hidrogenacgéao catalitica, a mistura de alcoois néo representa problemas para as demais
etapas.

o NN
OH H OH H
3B-propil-5a(H)-estigmast-22-en-3-ol 20 3a-propil-5a(H)-estigmast-22-en-3-ol 21
70% 30%

Figura 20: Produtos da reacao de Grignard a partir da 50(H)-estigmast-22-en-3-ona.

No espectro de massas dos compostos (20) (Figura 66, Apéndice) e (21) (Figura
71, Apéndice), destacam-se os sinais: m/z 456 correspondente ao ion molecular; m/z
413, referente a perda de propila em C-3; m/z 438, referente a perda de agua; m/z 317,
correspondente a perda da cadeia lateral ligada ao C-17 (C1oH19); m/z 276, referente ao
anel ABC (Figura 21).
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OH H
Figura 21: Principais fragmentos encontrados no espectro de massas dos compostos (20) e (21)
(70 eV).

Os espectros de RMN de 'H dos compostos (20) (Figura 67, Apéndice) e (21)
(Figura 72, Apéndice) sao bem semelhantes ao da 5«(H)-estigmast-22-en-3-ona 17.

As maiores diferencas estdo nos espectros de RMN de 'C, onde estio
presentes os picos referentes aos carbonos carbindlicos (71,7 ppm — composto (20);
73,0 ppm — composto (21)).

Segundo Lopes (1997) para a série colestano, a analise dos espectros de RMN
'3C destes compostos também permite inferir acerca da configuracédo do grupo R em C-
3. Baseando-se em dados da literatura (WINTER, 2004), o deslocamento do C-1' é
menor quando o grupo propil estd na posicao axial (41,1 ppm) em relacao a posicao
equatorial (46,9 ppm) (Figura 22). Com o substituinte (propil) na posicao axial, tém-se

interacdes entre o orbital ligante da ligacdo C2-Hx € o orbital anti ligante da ligacao C3-.

OH 3a(propil)-5a(H)-estigmast-22-en-3-ol 21

Figura 22: Deslocamentos quimicos (5 em ppm) de *C dos alcoois.
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3.2.4 Obtencao do hidroxi-aldeido:

O aldeido-chave (21) foi obtido através de uma reacao de ozondlise a partir dos

alcoois (18) e (19) sintetizados na etapa anterior.

04/ CH,Cl,
—_—
DMS/-78°C

OH
(20) ou (21) (22)

Figura 23: Sintese do intermediario (22) a partir dos alcoois (20) e (21).

No espectro de massas (Figura 76, Apéndice), observam-se os sinais: m/z 374
(ion molecular); m/z 356 referente a perda de agua; m/z 331 devido a perda do radical
propila ligado em C-3 e m/z 215 referente aos anéis ABC.

No espectro de RMN de 'H (Figura 77, Apéndice), observa-se o pico em 9,55
ppm referente ao préton do aldeido.

Ja no espectro de RMN de *C (Figura 78, Apéndice), estdo presentes 25 sinais,
dos quais se destaca o pico em 205,2 ppm caracteristico de carbonilas de aldeidos.
Além disso, houve o desaparecimento dos sinais dos carbonos sp® C-22 e C-23

presentes nos compostos anteriores.

3.2.5 Reacoes de alquilacao em C-22

O aldeido (22) obtido na etapa anterior € suscetivel de se enolizar fazendo com
que o centro assimétrico em C-20 seja epimerizado (Figura 24). Entretanto,

conservando o produto em geladeira por pequenos periodos, indicando que se trata de
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um equilibrio lento, foi possivel realizar as alquilagdes logo ap6s a reacado de ozondlise

H
_ N
OH S o
SN PN

OH OH OH
(22a) (22b) (22c)

sem maiores dificuldades.

Figura 24: Tautomerizacado do aldeido e epimerizacao do centro assimétrico « a carbonila.

As alquilagcdes em C-22 podem ser feitas tanto por reacdo de Wittig quanto por

Grignard (Figura 25).
20
MB
PPhy/ RBr
KHMDS) THE 785C i

Mg/ RBr
THF/ 0°C

PN
OH

Figura 25: Produtos obtidos apos as reacoes de Wittig e Grignard.

Apesar da reacao de Grignard ser mais pratica (a formacéao do agente alquilante
é realizada in situ) e de maior rendimento, a etapa posterior de desidratacdo promove a
perda do centro assimétrico em C-20, uma vez que o carbocation formado (C-22)
rearranja para o carbono terciario vizinho mais estavel. Em uma tentativa de contornar
esse problema, pensou-se em realizar a mesilagdo do alcool secundario seguida da
substituicado com LiAIH4. Porém, em teste realizado com o colesterol, a reacdo com o
LiAIH4 levou a formagao do alcool novamente (Figura 26). Portanto, a reacao de Wittig é
de maior interesse nesse trabalho.
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Reﬂuxo

THF; LiAlH,

Refluxo

Figura 26: Teste de mesilacao e substituicio com LiAlH,.

Na reagcdo de Wittig do aldeido (22) com [(Ph)sP*CH.CH.CH3]Br e
[(Ph)sP*CH.CH3]Br’, utilizando-se BulLi como base, obteve-se 47% e 16% de
rendimento, respectivamente. Quando a base utilizada foi KHMDS os rendimentos
subiram para 76% e 70%, respectivamente (

Tabela 1).

Tabela 1: Reacoes de alquilacao realizadas a partir do synthon (21).

R Produto Rendimento (%)
N
Propil 76
(23)
N
Metil 75
(24)
N
Etil 70

2-
metilpropil

62
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3.2.5.1 Interpretacao dos espectros de GC/MS

O espectro de massas do composto (23) (Figura 81, Apéndice) apresenta os
seguintes sinais: m/z 400, referente ao ion molecular; m/z 357, referente a perda do
grupo propila ligado ao C-3; m/z 317, devido a perda do fragmento ligado ao C-17 e
pico base m/z 43 (Figura 27a).

No espectro de massas do composto (24) (Figura 86, Apéndice), observam-se 0s
seguintes sinais: m/z 372, referente ao ion molecular; m/z 354, devido a perda de agua;
m/z 329 (pico base), referente a perda do fragmento propil em C-3 (Figura 27b).

No espectro de massas do composto (25) (Figura 91, Apéndice), estdo presentes
0s seguintes sinais: m/z 386, referente ao ion molecular; m/z 368, referente a perda de
uma molécula de agua; m/z 343, referente a perda do grupo propil; m/z 317, referente a
perda da cadeia lateral ligada ao C-17; m/z 257, referente aos anéis ABCD e pico base
m/z 69 (Figura 27c¢).

Para o composto (26), o espectro de massas (Figura 96, Apéndice) mostra os
sinais: m/z 414, referente ao ion molecular; m/z 396, referente a perda de uma molécula
de H,O; m/z 371, devido a perda do grupo propil em C-3; m/z 299, referente ao anel
BCD (Figura 27d).
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m/z 317

OH PM= 372 g/mol

PM= 400 g/mol

i

|

1

\

< OH ~~~-._.7 m/z354
m/z 357

(a) (b)

m/z 317

OH~._ _» m/z368 PM= 414 g/mol
~ PM= 386 g/mol
(c) (d)

Figura 27: Principais fragmentos encontrados no espectro de massas (70 eV); a) composto (23); b)
composto (24); c) composto (25); d) compostos (26).

3.2.5.2 Interpretacao dos espectros de carbono

No espectro de RMN de 'C do composto (23) (Figura 83, Apéndice), observam-
se 28 picos, dos quais se destacam os sinais em 136,1 e 128,2 ppm referentes aos
carbonos sp? da cadeia alquilica proveniente da reagéo de Wittig e o sinal em 73,0 ppm
referente ao carbono carbinélico C-3. No espectro de RMN de *C (DEPT-135) (Figura
84, Apéndice), nao estao presentes os picos em 73,0; 42,6 e 36,0 ppm, referentes aos
carbonos quaternarios C-3, C-13 e C-10, respectivamente. Além disso, estdo presentes
12 picos referentes aos grupos metilénicos. No espectro de RMN de *C (DEPT-90)
(Figura 85, Apéndice), observam-se 8 carbonos metinicos.

No espectro de RMN de "*C do composto (24) (Figura 88, Apéndice), observam-
se 26 linhas espectrais, sendo 2 picos referentes aos carbonos sp? C-22 e C-23 em
145,3 (CH) e 111,4 ppm (CH>), respectivamente. Além disso, observa-se um pico em
71,6 ppm referente ao carbono quaternario C-3. Nos espectros de RMN de '*C (DEPT-
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135) (Figura 89, Apéndice) e (DEPT-90) (Figura 90, Apéndice), observam-se outros 2
carbonos quaternarios, 7 grupos metinicos, 12 grupos metilénicos e 4 grupos metilicos.

No espectro do composto (25) (Figura 93, Apéndice), estdo presentes 27 picos,
sendo um referente ao carbono carbindlico (73,0 ppm) e dois referentes aos carbonos
sp? em 137,7 (CH) e 120,3 ppm (CH). Nos espectros de RMN de *C (DEPT-135)
(Figura 94, Apéndice) e (DEPT-90) (Figura 95, Apéndice), observam-se 3 carbonos
quaternarios (73,0 ppm — C-3; 42,6 ppm — C-13; 36,0 ppm — C-10), 8 grupos metinicos,
11 grupos metilénicos e 5 grupos metilicos.

No espectro do composto (26) (Figura 98, Apéndice), observam-se 29 picos,
destacando-se os sinais em 134,2 ppm e 134,1 ppm referentes aos carbonos
insaturados (sp?). Observa-se também um pico em 71,7 ppm referente ao C-3. Nos
espectros de RMN de *C (DEPT-135) (Figura 99, Apéndice) e (DEPT-90) (Figura 100,
Apéndice), observam-se outros dois carbonos quaternarios (42,5 ppm — C-13; 35,9 ppm
— C-10), 9 grupos metinicos (CH), 11 grupos metilénicos (CH,) e 6 grupos metilicos
(CHa).

3.2.6 Desidratacao dos alcoois

Apbés as reacdes de alquilacdo, foram realizadas as desidratacbes com
CuS04.SiO2. A eliminacdo do grupo OH ocorre através da ativagcdo dos orbitais de
fronteira ap6s a complexacdo do Cu?* (acido de Lewis), enfraquecendo a ligagdo C-O.
A desidratagdo dos alcoois leva a formagdao de uma mistura de alcenos de dificil
separacao e, portanto, nao é possivel fazer uma interpretacdo dos dados obtidos com
RMN. Tratam-se de compostos com ligagdes duplas endociclicas e exociclicas, que por

hidrogenacgéao catalitica darda um unico produto com a cadeia n-propila na posicao .
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Tabela 2: Desidratacao dos alcoois com CuS0,.SiO,.

Rendimento
Material de Partida Produto
(%)
I\
91
OH (29
\\
93
(25)
OH
93
99

No espectro de massas da mistura (27) (Figura 101, Apéndice) estao presentes
0s seguintes sinais: m/z 354, referente ao ion molecular; m/z 339, devido a perda de
uma metila; m/z 299, devido a perda da cadeia lateral ligada ao C-17 e m/z 258,
referente ao anel BCD (Figura 28a).

No espectro de massas da mistura (28) (Figura 102, Apéndice) estao presentes
0s seguintes sinais: m/z 368, referente ao ion molecular; m/z 353, devido a perda de
uma metila; m/z 299, devido a perda da cadeia lateral ligada ao C-17; m/z 326,
referente a perda do grupo ligado a C-3 e m/z 272, referente ao anel BCD (Figura 28b).

No espectro de massas da mistura (29) (Figura 103, Apéndice) estao presentes
0s seguintes sinais: m/z 382, referente ao ion molecular; m/z 367, devido a perda de
uma metila; m/z 329, devido a perda da cadeia lateral ligada ao C-17 (Figura 28c).

No espectro de massas da mistura (30) (Figura 104, Apéndice) estao presentes
0s seguintes sinais: m/z 396, referente ao ion molecular; m/z 381, devido a perda de
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uma metila; m/z 299, devido a perda do grupo ligado ao C-17 e m/z 353, referente a
perda da cadeia lateral ligada a C-3 (Figura 28d).

m/z 299 m/z 299

! PM= 354 g/mol \ ' PM= 368 g/mol
X m/z258 - > 1m/z 326 ()

(a) N\ m/z 272

m/z 299

m/z 299

= |
PM= 382 g/mol \ PM= 396 g/mo

(c) m/z 353 (d)

Figura 28: Principais fragmentos encontrados no espectro de massas (70 eV) a) composto (27); b)
composto (28); ¢) composto (29); d) compostos (30).

3.2.7 Hidrogenacao dos alcenos

A Ultima etapa da sintese dos padrdes de biomarcadores 3-n-propilergostanos
consistiu na hidrogenacgao catalitica das misturas de alcenos com PtO; (20 mol%) em
CH2Cl2:i-PrOH (1:1). A configuracao 5a(H) (sistema trans decalina) do substrato induz a
obtencdo de um unico produto no qual o grupo n-propila fica em posicédo equatorial (/)
(Figura 29).
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PtO, (20 mol%)
_—
CH20|2:i-PI'OH; H2

Figura 29: Hidrogenacéao da mistura de alcenos e formacao dos padroes de biomarcadores.

Tabela 3: Hidrogenacao das misturas de alcenos e obtencéo dos padroes de biomarcadores.
Composto Rendimento (%)
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3.2.7.1 Interpretacao dos espectros de massas:

As Figura 105 a Figura 125 (Apéndice), apresentam os respectivos espectros de
massas dos padrdes. Nos espectros desses compostos, destacam-se como principais
picos os que estao indicados na Figura 30 e na Tabela 4, que correspondem:

e Ao ion molecular;

e A perda de metila em C-10 ou C-13;

e Ao fragmento relativo aos anéis AB (fragmento AB);

e Ao fragmento relativo aos anéis ABC (fragmento ABC);

e Ao fragmento relativo a perda do anel A (fragmento BCD).

Desses fragmentos, o que corresponde aos anéis AB é de fundamental
importancia na interpretagdo dos espectros de massas desses compostos, pois, como €
citado por Lima (2005); Lopes (1997); Peters (1993) e como foi confirmado nos
espectros dos padrbes, ele pode apresentar dois valores de m/z, dependendo do
caminho de fragmentacao e suas abundancias relativas sdo dependentes da geometria
da jungao dos anéis AB.

Um esquema de fragmentacdo que leva a formacado do ion com m/z 148+R,
caracteristico de esteranos com juncao A/B trans é apresentado na Figura 31, enquanto
que o caminho de fragmentacdo que leva a formacao do fragmento m/z 150+R nos

alquil-esteranos com estereoquimica 54(H) é apresentado na Figura 32.

m/z 149+R se 5a(H)
m/z 151+R se 55(H)

Y
m/z 257 + R se 17 a(H)
m/z 259 + R se 173(H)

s
m/z 217+R se 14a(H)
N, m/z218 + Rse 145(H)

H

Moo m/z 1914X

Figura 30: Principais fragmentos dos padrées de sintese dos esteranos (70 eV).
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m/z 148+R

Figura 31: Esquema de fragmentacao de alquil-esteranos, levando a formacao do ion m/z 148+R.

X X
+ " .
(Hj .
R
H R H R H

m/z 150+R

Figura 32: Esquema de fragmentacao de alquil-esteranos, levando a formacao do ion m/z 150+R.

Tabela 4: Principais ions presentes nos espectros de massas para os padroes 5o(H)-esteranos.

Grupo alquil
Fragmento Metil Etil Propil 2-
metilpropil
M* 358 372 386 400
M-15 343 357 371 385
AB 191 191 191 191
ABC 259 259 259 259
(100%) (100%) (100%) (100%)
BCD 206 220 234 248

3.2.7.2 Interpretacdo dos espectros de RMN de '*C:

As interpretacdes foram feitas por comparagédo com os dados da literatura (LIMA,

2005).
Como sugerido por Lopes (1997) para a série colestano, a andlise dos espectros
de RMN de "*C destes compostos permite inferir acerca da configuragdo do grupo R
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(propil) em C-3. Pode-se concluir que este grupo ocupa, nesta série, a posicao
f(equatorial), uma vez que eles ndo alteram significativamente os deslocamentos
quimicos em C-1 e C-5, quando comparados com o composto ndo-alquilado, o que
deveria acontecer caso esse substituinte ocupasse a posicdo « (axial), jA que assim
geraria interagées j-gauche com C-1 e C-5, deslocando os sinais desses carbonos para

campos mais altos (Figura 33).

Figura 33: Atribuicdo dos espectros de RMN de *C (125 MHz) dos biomarcadores sintetizados (5
em ppm).

interagdo gauche

Figura 34: Projecdao de Newman mostrando interacdes gauche dependentes da estereoquimica do
substituinte em C-3.
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3.2.8 Sintese do padrao (16)

Diferentemente do estigmasterol que sofre redugcdo da insaturagdo facilmente
através de hidrogenacao catalitica, o ergosterol apresenta uma dupla ligacdao em C-7
inerte a este tipo de redugdo, mesmo em condigbes mais severas de temperatura e
pressao, como fora observado anteriormente em nosso grupo de pesquisa e também
por Dorée (1948).

Wetter e Dimroth (1937) conseguiram reduzir completamente as insaturacdes do
ergosterol via hidrogenagéo catalitica apos prévia isomerizagao da dupla em C-7 para a
posicao C-6 atraves de refluxo em meio acido. A desvantagem dessa metodologia é
que a hidrogenacédo leva a uma mistura diastereoisomérica dos compostos 5«(H) e
5/(H) de dificil purificagdo (BARTON, 1949). Porém, em nosso laboratério a reducéo de
Birch foi utilizada com sucesso na reducao diastereosseletiva da isoergostenona,

obtendo-se o composto 5a(H) com 100% de excesso diastereoisomeérico.

O padrao (16) foi sintetizado a partir do ergosterol seguindo o

Esquema 3. Uma pequena quantidade da 5«(H)-ergostanona 33 ja sintetizada no
laboratério foi utilizada em uma reagéao de Grignard com brometo de propila, obtendo-se
a mistura de alcoois (34). Submetendo-se esses alcoois a desidratacdo com
CuS04.SiOz e hidrogenacgao catalitica com PtO,, obteve-se o padrao (16) desejado.
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Ergosterol 31 Isoergostenona 32 5a(H)-Ergostanona 33

(34)

Esquema 3: Sintese do padrao (16). I) oxidacao de Oppenauer; Il) Isomerizacao; lll) reducao de
Birch; IV) Grignard; V) desidratacao; VI) hidrogenacao catalitica.
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4 CO-INJECOES

4.1 Metodologia

No trabalho realizado por Lima e colaboradores (2010), foram utilizadas trés
amostras de petrdleo da bacia de Campos provenientes da mesma rocha geradora,
porem de reservatérios diferentes. O 6leo A esta bem preservado, nivel PM1 da
classificacao de Peters (2005) e os 6leos B e C, biodegradados, estdo em niveis PM5 e
PM6 respectivamente. A Figura 35 mostra os cromatogramas da fracdo neutra
utilizando GC-FID, nos quais é possivel perceber que os n-alcanos estao preservados

no éleo A e exauridos nos éleos B e, principalmente, C.

oil C

—

T - T — —— T —
30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00

oil B

Relative Intensity

T T T T T T T T
30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00

oil A
Pr

Ph Cas
| Ces

C27
C29
|

30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 65.00
Retention time (min)

Figura 35: Cromatogramas de GC-FID das frac6es neutras dos dleos A, B e C (LIMA, 2010).
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Nessa dissertacdo de mestrado foi utilizada a amostra de 6leo C para a
comprovagao estrutural dos &cidos 3-n-propil norergostanicos (Figura 12) através de
sua derivatizacdo a hidrocarbonetos para co-injegdo com os padrdes sintéticos (Figura
13)

Para que a fracao acida da amostra de 6leo possa ser analisada por GC/MS-MS,
€ necessario que ela seja derivatizada a hidrocarbonetos. Como o objetivo é fazer a co-
injecdo com os padrdes sintéticos e confirmagédo ou ndo das estruturas propostas para
0s novos biomarcadores, todo o procedimento seguiu o roteiro de Lima (2010) e
referéncias citadas (MELLO, 1988; KOIKE, 1992; LOPES, 1995; LOPES, 1999). Para
isso a amostra de Oleo foi extraida, fazendo-se passar os 6leos em coluna de
silica/lKOH que retém os compostos acidos. Os compostos neutros foram eluidos com
éter e em seguida os acidos foram eluidos com éter/acido férmico 20% (Fragédo NAF). O
Fluxograma 1 resume todas as etapas para a transformacao dos acidos presentes no
6leo em hidrocarbonetos- HHA, para torna-los volateis e analisaveis por GC, e
hidrocarbonetos deuterados — HDA (esta etapa ndo faz parte dos objetivos), com o
objetivo de reter a informagédo sobre a localizagdo da carboxila original e passivel de
identificacdo por GC/MS e ou GC/MS-MS.
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~&— Sijlica gel/KOH

éter etilico acido férmico:éter etilico

Fragdo Neutra Fragéo Acida
NAF

~«— Silica gel ativada
hexano cloroférmio:metanol

Fragao Acida

purificada

Fragcdo Neutra
remanescente Diazometano

Coluna cromatogréfica

F2
(ésteres)

LiAlH,/éter
Coluna cromatografica

F3
(alcodis)

Mesilagao
Coluna cromatografica

F4

(e
TLC

(mesilado)
LiAlH,/éter LiAID,/éter
| |
F5 F6
(hidrocarboneto derivado (hidrocarboneto deuterado
de acido - HHA) derivado
de &cido - HDA)

Fluxograma 1: Método para obtencao da fracao de hidrocarboneto derivado de acido (HHA).

4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Analises da amostra de oleo

Apdés o processo de derivatizacdo da fragdo 4&cida, os hidrocarbonetos
resultantes (HHA) foram analisados por GC/MS-MS utilizando os métodos SCAN, SIM
(m/z 259) e MRM (varias transicoes ion-precursor->ion produto) (Figura 36).
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RIC (m/z 259) - HHA

SIM (m/z 259) - HHA

MRM - HHA
n AMWWJ WMMWMMWM
85 87 89 91 93 95 97 99 101 103 105 107 109 111 113

Tempo (min)

Figura 36: RIC (m/z 259), SIM (m/z 259) e MBRM dos hidrocarbonetos derivados de acido (HHA) do
dleo C.

A analise por monitoramento multiplo de rea¢des (MRM) do HHA permitiu realizar
as atribuicdes apresentadas na Figura 37 e na Tabela 5. Todas as analises foram feitas

com a presencga de S-colano como padrao interno de referéncia.
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MRM - HHA a

MRM (358--->259) - HHA

__

MRM (372--->259) - HHA

S F

MRM (386--->259) - HHA

MRM (400--->259) - HHA
N JL.
MRM (428--->259) - HHA

85 87 89 91 93 95 97 99 101 103 105 107 109 111 113

Tempo (min)

Figura 37: MRM da fracao acida derivatizada (ions precursores: m/z 358; 372; 386; 400 e 428. ion
fragmento: m/z 259).

Tabela 5: Atribuicao dos picos presentes no MRM da amostra de oleo.

Pico Composto? Estereoquimica®
a (3)
b (4)°

c,e (6) 5a,14a, 17
d (5)

f,g (8)

4atribuicio realizada por Lima (2010);
®oroposta por Lima (2010) através da fragmentacéo por espectrometria de massas;
°n&o identificado por Lima (2010).
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4.2.2 Analises das co-injecoes

Os acidos 3-propil-ergostandicos foram identificados por Lima (2010) com base
nos espectros de massa e respectivas fragmentacées dos ésteres dos &cidos
carboxilicos e dos hidrocarbonetos e hidrocarbonetos deuterados. Nessas
identificagbes o n-propil foi fixado no C3 e as estereoquimicas dos centros 5a(H),
14a(H) e 17a(H) estabelecidas. Nao foi possivel determinar as configuracées em C20
(Rou S) e em C24 (R ou S) para os compostos que tenham esses centros assimeétricos.
A carboxila foi fixada na cadeia lateral com base na fragmentacdo nos espectros de
massa dos derivados hidrocarbonetos e hidrocarbonetos deuterados. Entretanto os
autores nao determinaram com exatiddao a sua posicdo nesta parte da molécula.
Portanto, havia imprecisdes que poderiam ser sanadas pela sintese de padrdes. Como
vimos anteriormente, nossos padrdes foram sintetizados a partir do estigmasterol que
tem as configuracdes 20R e 24S sendo 24R no dihidroestigmasterol. Portanto, havia a
probabilidade de diferencas estereoquimicas entre os biomarcadores identificados nos
0leos de Campos e os padrdes sintetizados.

As co-injecoes foram realizadas utilizando o método MRM, uma vez que esse se
mostrou mais sensivel que o SCAN, além de diminuir as possibilidades de co-elui¢ao.
Nessas analises, percebeu-se que 0s picos mais intensos mostrados na Figura 36 nao
correspondiam aos compostos sintetizados e propostos no trabalho de Lima (2010).
Porém, observou-se a presenga de picos préximos, de menor abundéancia, com tempos
de retencgao e transi¢cdes ion precursor - ion produto iguais aos padrbes sintetizados.
Dessa forma, as co-injecées confirmaram a presenca dos acidos (3), (5), (6) e (8) na
amostra de 6leo, porém ndo os acidos de maior concentracdo relativa. Além disso,
observou-se a presenga do composto (12), identificando o acido (4) néo relatado
anteriormente. As Figura 38 a Figura 42 mostram os resultados das co-injegdes do éleo
(HHA) com os padrdes sintéticos (descritos no tépico: SINTESE).
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MRM - HHA

x103
2,5 MRM (358 -> 259) - HHA

x102 \
] MRM (358 -> 259) -
CO-INJEGAO 1,25 pg/mL.

2
x10 \ MRM (358 -> 259) -
i CO-INJEGAO 2,5 ug/mL

83 8 87 8 91 93 '~ 95 97 99 101 103 = 105 107 109 = 111 ~ 113 ~ 115
Tempo (min)

Figura 38: Co-injecao do 6leo com o padrao (11) e confirmacao da presenca do acido (3).
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x103  MRM - HHA

«102 MRM (372 -> 259) - HHA \

x102  MRM (372 -> 259) - \

CO-INJEGAO 1,25 pg/mL
2,5

1,5

0,5

X102 \IRM (372 -> 259) - \
8] CO-INJECAO 2,5 pg/mL

83 ~ 8 87 ~ 8 91 93 95 97 99 101 103 ~ 105 107 109 111 ~ 113 115
Tempo (min)

Figura 39: Co-injecado do 6leo com o padrao (12) e confirmacao da presenca do acido (4).
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x103 MRM - HHA

x102 MRM (386 -> 259) - HHA

0.6
0,2

x11°: MRM (386 -> 259) - \
1 CO-INJEGAO 1,25 pg/mL

0,8

04

X102 \IRM (386 -> 259) - \
41 CO-INJEGAO 2,5 pg/mL

83 ' 8 8 8 91 93 95 97 ' 99 101 103 ~ 105 = 107 = 109 111 ~ 113 '~ 115
Tempo (min)

Figura 40: Co-injecdo do 6leo com o padrao (13) e confirmacao da presenca do acido (5).
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x103 MRM - HHA

25
2

1,5

1

0,5

]
x103 MRM (400 -> 259) - HHA
1,6

08

\
\

x102

a1 MRM (400 -> 259) -
CO-INJEGAO 1,25 pg/mL

]
X102 V1M (400 -> 259) - \
8] CO-INJEGAO 2,5 ug/mL

83 8 87 8 91 93 ' 95 97 99 101 103 105 = 107 109 111 113 '~ 115
Tempo (min)

Figura 41: Co-injecao do 6leo com o padrao (14) e confirmacao da presenca do acido (6).

56



x103 MRM - HHA

0
x102. MRM (428 -> 259) - HHA

MRM (428 -> 259) -
1,2{ CO-INJEGAO 1,25 pg/mL

x102 \‘
MRM (428 -> 259) -
3 CO-INJEGAO 2.5 ug/mL

83 ' 85 87 8 91 93 ' 95 ' 97 99 ' 101 ' 103 = 105 107 ~ 109 = 111 113 ' 115
Tempo (min)

Figura 42: Co-injecado do 6leo com o padrao (16) e confirmacao da presenca do acido (8).

E reconhecido que os esteranos aparecem numa faixa de retencdo muito
pequena, apos os terpanos e de dificil resolucao (SEIFERT, 1978). A Figura 43 mostra
uma analise SCAN do 6leo HHA com os RIC’s dos ions com m/z caracteristicos de
cada classe de compostos, mostrando que os compostos identificados por Lima (2010)
se tratam de esteranos, uma vez que alem dos dados de espectrometria de massa,

aparecem na ordem de eluigdo esperada.
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SCAN - HHA

RIC (m/z 85) - HHA

X el A . ' I | | 1 | U W S

RIC (m/z 191) - HHA

RIC (m/z 217) - HHA

—Mmu Lt » " b

RIC (m/z 259) - HHA

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135

Tempo (min)

Figura 43: SCAN da amostra de 6leo e RIC’s dos ions caracteristicos de cada classe de
compostos (m/z 85 — n-alcanos; 191 — terpanos; 217 - esteranos e 259 — 3-propil esteranos).

Como a co-injecao dos padrbées com a amostra de éleo ndo confirmou as
estruturas dos compostos majoritarios, assim como proposto por Lima (2010), tentou-se
avaliar estruturas alternativas que nao possuissem diferencas claras na fragmentacao
e, portanto, passiveis de erro na determinagcdo sem a co-injecdo com padrdes
sintéticos. A fim de verificar a presenca dos epimeros 5a, 14, 17« € 20S, realizou-se a
co-injecao da amostra de 6leo com o padrdo racémico (20R + S) do composto (14),

poréem, o0 mesmo nao foi identificado na amostra de 6leo.
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x103 MRM - HHA
2,5
21
1,54
1]
0,54

0-
x103 MRM (400 -> 259) - HHA
1,6

0,84

Y S
] VR SN
o/
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MRM (400 -> 259) - %
12/ CO-INJEGAO 1,25 pg/mL §
1,
0,84
0,64 g
0,4
0'27WM,MMW,__AA_.W\#\AAAJ_}
0,
X102 \MRM (400 -> 259) - %
CO-INJEGAO 2,5 ug/mL 3

2,5

1,54

0,5

83 8 8 8 91 93 965 97 99 101 103 105 107 109 = 111 113 115
Tempo (min)

Figura 44: Co-injecdo da amostra de 6leo com o padrao racémico (14) (20R + S).

Como nao houve a identificacao do epimero 20S, verificou-se a estereoquimica
dos compostos presentes na amostra de petréleo nas posicdes 5, 14 e 17 através dos
espectros de massas dos picos mais intensos obtidos por SCAN do HHA. Analisando-
se 0s espectros de massas (Figura 45 a Figura 47), pode-se concluir que os compostos
possuem estereoquimica 5a(H) (presencga do ion com m/z 191) e 14«(H) (presenca do
ion m/z 259). Em relacdo a posicao 17, os espectros de massas possuem o sinal do ion
m/z 301 mais intenso do que m/z 299, sugerindo a configuracao 17 4(H), diferentemente
do proposto por Lima (2010). Porém, a confirmacdo podera ser melhor realizada
através da co-injecdo com padrdes sintéticos de estereoquimicas perfeitamente
estabelecidas, uma vez que esses fragmentos (m/z 299 e 301) sdo pouco abundantes.
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Figura 45: Espectro de massas do pico a, correspondente ao composto (3) com estereoquimica
aaf)(20R ou S).
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Figura 46: Espectro de massas do pico e, correspondente ao composto (6) com estereoquimica
aaf(20R ou S).
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Figura 47: Espectro de massas do pico g, correspondente ao composto (8) com estereoquimica
aaf)(20R ou S).

Outra possibilidade seriam regioisdbmeros no anel A. Lima (2010) fixou o
substituinte propil na posicao C-3 por analogia a toda uma série de aquil-esteranos com
diferentes homélogos de cadeia alquilica naquela posicao. Nos espectros de massa de
metil-colestanos com o grupo substituinte nas posicdes C-2, C-3 e C-4 (anel A),
observou-se que o padrao de fragmentacdo é muito semelhante. Isto torna dificil excluir
outra possibilidade de fixacdo do propil baseado apenas na espectrometria de massa.
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Figura 48: Espectro de massas de isomeros 2-metil-5a(H)-colestano (fornecido pela Prof2 Dr? Luzia
Koike).
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Figura 49: Espectro de massas do composto 3-metil-5a(H)-colestano (LOPES, 1995).
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Figura 50: Espectro de massas do padrao 4-metil-5a(H)-colestano (fornecido pela Prof? Dr2 Luzia
Koike).
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho foi realizada a sintese de 5 padrdées nor-ergostanos desejados
com bons rendimentos. Esses compostos se tratam de uma série homdloga de
ergostanos com diferentes cadeias laterais ligadas ao carbono 17 e configuracao 5a(H).
Esses padrées s&o os hidrocarbonetos correspondentes aos acidos 3-n-propil
ergostandicos encontrados em Oleos de Pampo Sul, bacia de Campos e suas
estruturas foram propostas por Lima (2010). Esses acidos, além de inéditos, estariam
associados a um processo de biodegradagado no qual a cadeia lateral em C-17 sofreria
o ataque microbiano. Os padrdes foram sintetizados a partir do estigmasterol através de
reacoes estéreo e regioespecificas e suas estereoquimicas foram estabelecidas por
RMN de "*C e fragmentac&do nos espectros de massas.

A amostra de 6leo foi tratada com procedimento idéntico ao executado por Lima
(2010). A fragédo acida foi derivatizada a hidrocarboneto para que fosse possivel a co-
injecdo com os padrdes sintéticos em GC/MS e GC/MS-MS.

A co-injecdo dos padroes sintéticos com a amostra de Oleo derivatizada a
hidrocarboneto (HHA) confirmou a presenca dos compostos (3), (5), (6) e (8). Os
compostos de maior concentragédo relativa relatados por Lima (2010) ndo deram co-
injecdes positivas com os padrdes sintéticos apesar de apresentarem retencdo muito
préximas e mesmo padrdao de fragmentacdo no espectro de massa, sugerindo a
presenga de isbmeros. Além disso, foi possivel identificar um novo biomarcador (4).
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Materiais, reagentes e aparelhos

e Os solventes anidros utilizados (THF e tolueno) foram secos em peneira
molecular (3A para THF e 4A para o tolueno) apds ativacao por 4h a 400 °C;

e O estigmasterol utilizado foi da marca Sigma-Aldrich (95%).

e A aménia utilizada foi comprada da Air Products com 99,5% de pureza;

e Foram utilizados solventes destilados da Synth (Labsynth, Sdo Paulo, Brasil) na
sintese dos padroes.

¢ No tratamento da amostra de béleo e nas co-inje¢des foram utilizados solventes
de grau HPLC da Tedia (Tedia Brasil, Rio de Janeiro, RJ).

e O padrao interno 54(H)-colano foi adquirido da Chiron (Chiron As, Trondheim,
Noruega).

e As purificagdes foram realizadas com silica gel 60 (30 — 70 um) da Merck (Merck
Brasil, Sao Paulo, SP).

6.2 Métodos espectroscopicos

6.2.1 Espectrometria no infravermelho (1V)

Os espectros de absorcédo no infravermelho foram obtidos em um espectrémetro
Nicolet 380 FT-IR da Thermo Scientific, utilizando filmes sobre cela de KBr. A faixa de
varredura foi de 400 — 4000 cm™'. Foram feitos 32 scans com resolugdo de 4 cm™.
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6.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN 'H e '3C foram obtidos em espectrémetro Bruker Avance

[l 500MHz (11,7 T). O solvente deuterado utilizado foi o CDCl3 da CIL ( Andover, EUA).

6.3 Analises cromatograficas

As sinteses foram analisadas em um aparelho GC/MS Agilent 7890A

(cromatografo) e Agilent 5975C (espectrdmetro de massas).

Coluna J&W DB5 - 30 m x 250 um 0,25 pum;

Volume de inje¢ao = 1 ulL;

T injetor = 250 °C;

Split = 1:1;

Fluxo de He = 1 mL/min;

Programacao: 200 °C (4 min); 6 °C/min até 290 °C (15 min); 2 °C/min até 305 °C
(5 min). Tempo total = 46,5 min.

T auxiliar = 310 °C;

Solvent delay = 5 min;

Aquisicao = 40 — 600 Da.

As co-injecdes foram realizadas em um aparelho GC/MS-MS triploquadrupolo

Agilent 7890A (cromatdgrafo) e Agilent 7000 (espectrémetro de massas).

Coluna CPSIL-8CB - 60 m x 250 um 0,25 um;
Volume de injecdo = 1 puL;
T injetor = 300 °C;
Split = 10:1;
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e Fluxo de He =1 mL/min;

e Programacao: 60 °C (10 min); 10 °C/min até 190 °C; 1 °C/min até 250 °C; 2
°C/min atém 300 °C (30 min). Tempo total = 138 min.

e T auxiliar = 300 °C;

e Solvent delay = 12 min;

e Aquisi¢ao = 50 — 600 Da.

6.4 Obtencao da fracao acida

Uma amostra de cerca de 100 g de éleo foi aplicada em uma coluna
cromatografica com reciclagem de solvente, contendo silica-gel, modificada com KOH,
conforme descrito a seguir: 25 g de KOH e 400 mL de isopropanol foram agitados a 50
°C, até completa dissolucdo do KOH e em seguida adicionados a 200 g de gel de silica,
previamente ativada a 400 °C. Apds homogeneizacdo, a mistura foi deixada em
repouso por uma hora e posteriormente transferida para uma coluna cromatografica. O
excesso de KOH e isopropanol foram lavados abundantemente com éter etilico, seco e
entdo, cerca de 100 g de dleo, dissolvidos no menor volume possivel de éter etilico,
foram aplicados no topo da coluna.

A fracao neutra foi eluida com 100 mL de éter etilico seco, mantido sob refluxo
por cerca de 6 horas. Esta fracdo nao foi objeto de estudo. Em seguida a coluna foi
eluida também continuamente, com cerca de 1000 mL de uma solugdo de acido
férmico, a 20%, em éter etilico, mantido sob refluxo por cerca de seis horas.
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6.4.1 Purificacao da fracao acida

Preparou-se uma coluna filtrante contendo aproximadamente uma proporcao de
amostra-silica ativada de (1:30) com hexano. No topo da coluna cromatografica aplicou-
se a fracao acida extraida anteriormente. Foram eluidos o restante dos hidrocarbonetos
neutros com 400 mL de hexano, seguindo a eluicdo dos &cidos com 400 mL de
diclorometano (ou cloroférmio). A seguir extraiu-se com cloroférmio/metanol 10%. O

acido formico fica retido na coluna de silica.
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Figura 51: Espectro de infravermelho da fragao acida purificada.

6.5 Esterificacao da fracao acida

A fracdo acida purificada foi submetida a uma reagcdo de esterificacdo com
diazometano. Cerca de 500 mg da fracdo acida foram dissolvidas em 5 mL de éter
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etilico e, em seguida, uma solucao etérea de diazometano foi adicionada, gota a gota,
sob refrigeracdo em banho de gelo, até que ndo se observasse mais a liberacao de
gases. A mistura foi deixada em repouso por 30 minutos, adicionando-se uma nova
porcdo da solucdo de diazometano igual a metade do volume gasto inicialmente,
deixando-se a reacdo sob agitacdo em temperatura ambiente durante a noite. O
solvente foi evaporado, obtendo-se os ésteres totais. Estes foram submetidos a
purificacao por coluna flash, utilizando-se uma coluna de 30 mm de diametro, contendo
aproximadamente 50 g de silica flash. A mistura foi eluida com 100 mL de cada mistura
de solventes: hexano, hexano:AcOEt (5%), CHCI; e CHCI3:MeOH (10%). ApGs analise
por CCD e IV foi observado o deslocamento da banda referente a carbonila, de 1706,78
cm™ para 1741,49 cm™, além do desaparecimento da banda larga entre 2600 cm™ e
3400 cm™, correspondente & hidroxila do 4cido. Massa dos ésteres totais = 300 mg.

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 = 600 400
Numero de onda (cm™)

Figura 52: Espectro de infravermelho dos ésteres.

6.6 Reducao dos ésteres a alcoois

Os ésteres obtidos anteriormente foram dissolvidos em THF anidro e, em

seguida, adicionou-se LiAIlH4s em excesso. A reacao foi mantida sob refluxo por 2 h em
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atmosfera inerte de N,, monitorando-se por CCD. Apdés finalizada a reagéao, resfriou-se
a mistura em banho de gelo e se adicionou solucéao gelada de HCI 5%, gota a gota, até
completa destruicao do excesso de LiAlH4. A fase organica foi extraida com Et,0 e
seca com NaxSOq4 e 0 solvente evaporado sob pressao reduzida. Os produtos obtidos
foram analisados por IV, observando-se o desaparecimento da banda correspondente a
carbonila de éster e o surgimento de uma banda larga em 3388,48 cm™ referente &
hidroxila do alcool.
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Figura 53: Espectro de infravermelho dos alcoois.

6.7 Mesilacao do alcoois

230 mg da mistura de alcoois foram dissolvidas em 10 mL de piridina a 0°C. Em
seguida foram adicionados 2 mL de MsCI. A reagéo foi deixada sob agitagédo por 4 h em
atmosfera de N», monitorando-se por CCD. Apés o término da reacdo, a mistura foi
lavada exaustivamente com solucao de HCI 5% extraida com Et.O. A fase organica foi
seca com Na,SO,4 e evaporada, obtendo-se 220 mg do produto desejado. A analise por
IV mostrou o desaparecimento da banda em 3388,48 cm™', correspondente & hidroxila.
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Figura 54: Espectro de infravermelho da amostra mesilada.

6.8 Reducao dos compostos mesilados com LiAlH,.

O produto mesilado obtido anteriormente foi dissolvido em THF anidro e, em
seguida, adicionou-se excesso de LiAlH4. A mistura foi mantida em atmosfera de N2 sob
refluxo por 2 h, monitorando-se por CCD. Apds o término da reacao, resfriou-se a
mistura em banho de gelo e se adicionou solucao gelada de HCI 5%, gota a gota, até
completa destruicdo do excesso de LiAlH4. A fase organica foi extraida com Et,O e
seca com NaxSO4 e o solvente evaporado sob pressao reduzida. Os produtos obtidos
foram analisados por IV, onde se obteve a confirmacdo da formacado dos
hidrocarbonetos. Realizou-se a purificacdo da amostra em placa preparativa dopada
com AgNOs;, obtendo-se 80 mg dos hidrocarbonetos derivados de acidos (HHA), os
quais foram analisados por GC/MS-MS.
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Figura 55: Espectro de infravermelho dos hidrocarbonetos derivados de acido — HHA (nao
purificada).

6.9 Oxidacao de Oppenauer do Estigmasterol

Em um baldo de 3 bocas, equipado com condensador e Dean-Stark, adicionou-
se 250 mL de tolueno seco e 25 mL de cicloexanona bidestilada, sob atmosfera de Nz e
5,0 g de estigmasterol.

Aqueceu-se o sistema até o refluxo, coletando-se cerca de 50 mL de
tolueno no Dean-Stark. Em seguida, adicionou-se 7,3 g de i-(PrOH);Al em 50 mL de
tolueno e o sistema mantido sob refluxo por 45 min. A solugdo alaranjada e
fria,adicionou-se 2 g de tartarato de sodio e potassio, agitando-se por 2 min. A solucao
foi lavada com solugdo de HCI 5% e extraida com CH.Cl,. A fase organica foi
evaporada, dissolvida em acetona e recristalizada com a adigdo de H»>O gota a gota. A
agua mae foi submetida a coluna flash, obtendo-se 4,18 g da Estigmastenona 18 (15%
de rendimento). Ponto de fusdo: 123,0 — 124,2 °C RMN de 'H (500 MHz, CDCls, § em
ppm): 8 5,73 (s, 1H); 5,16 (dd, 1H, J= 8,5 Hz, J= 15,5 Hz); 5,08 (dd, 1H, J= 8,5 Hz, J=
15,5 Hz). RMN de '*C (125 MHz, CDCls,  em ppm): § 12,1 (CHs); 12,2 (CH3); 17,4
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(CHs); 19,0 (CHa); 21,0 (CH2); 21,1 (2CHs); 24,2 (CH,); 25,4 (CH,); 28,9 (CH,); 31,9
(CH); 32,0 (CH,); 32,9 (CH.); 34,0 (CH.); 35,6 (CH); 35,7 (CH.); 38,6 (C); 39,5 (CH,);
40,5 (CH); 42,3 (C); 51,2 (CH); 53,8 (CH); 55,9 (CH); 56,0 (CH); 123,7 (CH); 129,4
(CH); 138,1 (CH); 171,7 (C); 199,6 (C).

6.10Reducao de Birch da Estigmastenona

Em uma baldo de 1 L foram adicionados 1,3 g de Li metélico. Condensou-se 400
mL de NH3 a -78°C (acetona/ gelo seco) e, em seguida, adicionou-se 5,0 g (1 eq, 12,2
mmol) da Estigmastenona 18 em 200 mL de THF seco. A reagédo foi mantida sob
agitacao, a -78°C, sob atmosfera de arg6nio por 1 h. Apés esse periodo, adicionou-se
32 g de NH4CI seco, deixando agitar por 2 h. Retirou-se o banho de acetona/ gelo seco
e a mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente por 1 noite até a evaporagéao
da NHs. A reagao foi extraida com CHxCl, e a fase organica foi seca com NaxSOq e
evaporada. Foram formados 3,9 g (9,47 mmol, 78% de rendimento) da 5a(H)-
estigmastanona 19. Ponto de fusao: 169,8 — 172,6 °C. RMN de H (500 MHz, CDClj3, 5
em ppm): 6 5,15 (dd, 1H, J= 8,5 Hz, J= 15,5 Hz); 5,02 (dd, 1H, J= 8,5 Hz, J= 15,5 Hz).
RMN de '3C (125 MHz, CDCl3, § em ppm): & 11,5 (CHa); 12,2 (2CH3); 19,0 (CHa); 21,1
(CHa); 21,2 (CH3); 21,4 (CHp); 24,3 (CHy); 25,4 (CHy); 28,9 (CHyp); 29,0 (CHy); 31,7
(CHz); 31,9 (CH); 35,4 (CH); 35,6 (C); 38,2 (CHy); 38,6 (CH>); 39,8 (CHy); 40,5 (CH);
42,5 (C); 44,7 (CHy); 46,7 (CH); 51,2 (CH); 53,8 (CH); 56,0 (CH); 56,4 (CH); 129,3 (CH);
138,3 (CH); 212,2 (C).
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6.11 Alquilacao da 5a(H)-estigmastanona

Em uma baldo de 3 bocas foram adicionados 0,990 mg de Mg e 25 mL de THF
anidro sob atmosfera de No. Em seguida, adicionou-se 7,5 mL de brometo de propila. A
reacao foi mantida em temperatura ambiente por 30 min.

O balao foi colocado em banho de gelo e se adicionou uma solugéo da 5a(H)-
estigmastanona 19 (1,133 mg; 1 eq; 2,75 mmol) em 25 mL de THF anidro através de
uma céanula. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente
durante 2 h. Apds esse periodo, a reacdo foi novamente resfriada a 0 °C e se
adicionou, vagarosamente, H,O até a precipitacdo de um sélido branco. A mistura foi
extraida com Et,O e a fase orgénica seca com NaxSO4 e evaporada. A analise por CCD
e GC/MS mostrou a formacao de dois compostos, correspondentes ao 34(propil)-5a(H)-
ergost-22-en-3-ol 20 e 3a(propil)-5a(H)-ergost-22-en-3-ol 21 em um rendimento total de
73%.

e 3p(propil)-5a(H)-ergost-22-en-3-ol 20 — Ponto de fusao: 141,8 — 142,4 °C. RMN
de 'H (500 MHz, CDCls, § em ppm): § 5,15 (dd, 1H, J= 8,5 Hz, J= 15,5 Hz); 5,10
(dd, 1H, J= 8,5 Hz, J= 15,5 Hz); 2,03 (m, 1H); 1,96 (dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6
Hz). RMN de 3C (125 MHz, CDCl3, 5 em ppm): & 11,2 (CHs); 12,2 (CH3); 12,3
(CH3); 14,7 (CHg); 16,3 (CHa); 19,0 (CHs); 21,0 (CHy); 21,1 (CHs); 21,2 (CHs);
24,3 (CHy); 25,4 (CHy); 28,6 (CH2); 28,9 (CH,); 31,9 (CH); 32,0 (CH); 33,1 (CHy);
33,9 (CHy); 35,5 (CH); 35,9 (C); 39,9 (CH,); 40,5 (CH); 40,9 (CH); 42,5 (C); 46,9
(CHy); 51,2 (CH); 54,3 (CH); 56,0 (CH); 56,6 (CH); 71,7 (C) 129,2 (CH); 138,4
(CH).

e 3o(propil)-5a(H)-ergost-22-en-3-ol 21 — Ponto de fusao: 112,4 — 113,3 °C. RMN
de 'H (500 MHz, CDCl;, 5 em ppm): § 5,15 (dd, 1H, J= 8,5 Hz, J= 15,5 Hz); 5,03
(dd, 1H, J= 8,5 Hz, J= 15,5 Hz); 2,03 (m, 1H); 1,95 (dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6
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Hz). RMN de '3C (125 MHz, CDCls,  em ppm): & 12,1 (CHs); 12,2 (CHs); 12,3
(CHs); 14,7 (CHa); 16,1 (CHa); 19,0 (CHs); 21,1 (CHy); 21,2 (2CHs); 24,3 (CHy);
25,4 (CHy); 28,7 (CH.); 28,9 (CH,); 31,9 (CH); 32,1 (CH,); 34,5 (CH.); 35,5 (CH);
35,9 (C); 36,2 (CH»); 39,8 (CHy); 39,9 (CH.); 40,5 (CH); 41,1 (CH,); 42,5 (C);
43,7 (CH); 51,2 (CH); 54,6 (CH); 56,1 (CH); 56,6 (CH); 73,0 (C) 129,2 (CH);
138,4 (CH).

6.120zonolise da mistura de alcoois

140 mg (0,306 mmol) da mistura de &alcoois foram dissolvidas em 20 mL de
CH2Cl>, em um borbulhador de gases com agitador magnético, adaptado ao sistema
gerador de O3 em banho de gelo seco/ acetona. A reacgao foi submetida a um fluxo de
O3 por 30 min. Em seguida, adicionou-se 0,1 mL de Me,S, deixando-se sob agitacao
por 20 min. A mistura foi evaporada sob presséo reduzida e purificada por coluna flash
(hexano:AcOEt 10%), obtendo-se um O6leo viscoso em aproximadamente 50% de
rendimento. RMN de 'H (500 MHz, CDCl3, § em ppm): & 9,55 (d, 1H, J= 3,6 Hz); 2,34
(m, 1H); 1,91 (dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz). RMN de '*C (125 MHz, CDCls, 5 em

ppm): 6 11,2 (CH3); 12,4 (CH3); 13,4 (CH3); 14,7 (CH3); 16,3 (CHy); 20,9 (CHy); 25,4
(CHy); 27,0 (CHy); 28,5 (CHy); 32,0 (CHy); 33,1 (CHy); 33,9 (CHy); 35,5 (CH); 35,9 (C);
39,7 (CHy); 39,9 (CHy); 40,8 (CH); 43,2 (C); 46,9 (CHy); 49,5 (CH); 51,1 (CH); 54,2
(CH); 55,8 (CH); 71,6 (C); 205,2 (CH).
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6.13 Reacoes de alquilacao em C-22

PPhy RBr/ KHMDS

THF/-78°C

As reacdes de Wittig foram realizadas segundo o procedimento basico: em um
baldo de 3 bocas de 25 mL foram adicionados 2 eq do sal de fosfénio em 6 mL de THF
anidro em banho de gelo seco/ acetona. Em seguida, adicionou-se 2 eq de KHMDS,
obtendo-se uma solugéo alaranjada. Ap6s uma 1 h foram adicionados 100 mg (1 eq;
0,267 mmol) do aldeido (22) em 6 mL de THF anidro lentamente. Apds mais 1 h sob
agitacao e atmosfera de Ny,retirou-se o0 banho de gelo seco/ acetona, deixando a
reacdo aquecer até a temperatura ambiente e mantendo por mais 1 h. A mistura

reacional foi purificada por coluna flash (hexano:AcOEt 10%).

6.13.1 Composto (24):

PN
OH

Rendimento: 76%. RMN de 'H (500 MHz, CDCl;, 8 em ppm): &
5,67 (ddd, 1H, J= 8,4 Hz, J= 10,4 Hz, J= 17,2 Hz); 4,90 (dd, 1H, J= 1,2 Hz, J= 17,2 Hz);
4,81 (dd, 1H, J= 2 Hz, J= 10 Hz); 2,10 (m, 1H); 1,96 (dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz).
RMN de '3C (125 MHz, CDCl;, § em ppm): & 11,2 (CHs); 12,2 (CHs); 14,7 (CHg); 16,3
(CHz); 20,1 (CHa); 21,0 (CHp); 24,2 (CHy); 28,4 (CHy); 28,6 (CHy); 32,0 (CHy); 33,1
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(CHy); 33,9 (CHy); 35,5 (CH); 35,9 (C); 39,9 (CHy); 40,9 (CH); 41,2 (CH); 42,6 (C); 46,9
(CHy); 54,2 (CH); 55,5 (CH); 56,5 (CH); 71,6 (C); 111,4 (CHy); 145,3 (CH).

6.13.2 Composto (25):

N
OH

Rendimento: 75%. RMN de 'H (500 MHz, CDCls3, 6 em ppm): 6
5,27 (dg, 1H, J= 6 Hz, J= 12 Hz); 5,17 (dd, 1H, J= 6 Hz, J= 12 Hz); 2,47 (m, 1H); 1,96
(dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz). RMN de '*C (125 MHz, CDCl;, 5 em ppm): § 12,2
(CHa); 12,4 (CHas); 13,1 (CHa); 14,7 (CHs); 16,1 (CH2); 20,5 (CHas); 21,2 (CHy); 24,2
(CHy); 28,0 (CH>); 28,7 (CHy2); 32,1 (CHy); 33,8 (CH); 34,5 (CHy); 35,5 (CH); 36,0 (C);
36,2 (CHy); 39,8 (CHy); 40,0 (CH2); 41,1 (CHy); 42,6 (C); 43,8 (CH); 54,6 (CH); 56,3
(CH); 56,6 (CH); 73,0 (C); 120,3 (CH); 137,7 (CH).

6.13.3 Composto (23):

PN
OH

Rendimento: 70%. RMN de 'H (500 MHz, CDCl3, § em ppm): §
5,18 (dt, 1H, J= 6 Hz, J= 10,5 Hz); 5,11 (M, 1H); 2,43 (m, 1H); 2,15 (m, 2H) 1,96 (dt, 1H,
J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz). RMN de '*C (125 MHz, CDCl;, § em ppm): 5 12,1 (CH3); 12,4
(CH3); 14,4 (CHs); 14,7 (CHs); 16,1 (CH,); 20,8 (CHs); 20,9 (CHy); 21,2 (CH.); 24,2
(CHy); 28,2 (CH>); 28,7 (CHyz); 32,1 (CHy); 34,2 (CH); 34,5 (CHy); 35,5 (CH); 35,9 (C);
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36,2 (CHy); 39,8 (CHy); 40,0 (CHo); 41,1 (CHy); 42,6 (C); 43,8 (CH); 54,6 (CH); 56,2
(CH); 56,6 (CH); 73,0 (C); 128,2 (CH); 136,1 (CH).

6.13.4 Composto (26):

Rendimento: 62%. RMN de 'H (500 MHz, CDCl;, 5 em ppm): §
5,18 (dt, 1H, J= 6 Hz, J= 10,5 Hz); 5,11 (M, 1H); 2,43 (m, 1H); 2,15 (m, 2H) 1,96 (dt, 1H,
J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz). RMN de '*C (125 MHz, CDCl3, § em ppm): § 11,2 (CHs); 12,4
(CHa); 14,7 (CH3); 16,3 (CHp); 21,0 (CHyz); 21,1 (CHs); 28,2 (CHg); 23,6 (CHs); 24,2
(CH>); 28,4 (CH>); 28,6 (CH>); 32,0 (CH>); 33,1 (CHy); 33,9 (CHy); 34,6 (CH); 35,6 (CH);
35,9 (C); 39,9 (CHy); 40,9 (CH); 42,5 (C); 46,9 (CHy); 54,3 (CH); 56,1 (CH); 56,6 (CH);
71,7 (C); 134,1 (CH); 134,2 (CH).

6.14Desidratacao dos alcoois

As reacdes de desidratacao seguiram o seguinte procedimento basico: em uma
baldo de 25 mL foram adicionados 70 mg do alcool em 15 mL de tolueno. Em seguida,
adicionou-se 700 mg de CuSO4.SiO, previamente ativada a 230°C por 3h. A reacao foi
mantida sob refluxo por 1h. Apds o término da reacdo, a mesma foi filtrada e seca.
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6.15Hidrogenacao dos alcenos

PtO,/ CH,Cl,
i~PrOH/ H,

As reacgdes de hidrogenacao seguiram o seguinte procedimento basico: em um
baldo de 15 mL foram adicionados 60 mg da mistura de alcenos (1 eq) em 8 mL de uma
mistura de CH,Cl,:/-PrOH (1:1). Em seguida, adicionou-se 20 mol% de PtO,. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo em atmosfera de H, por 1h. Apds esse periodo
reacgao foi filtrada e purificada por cristalizagdo com AcOEt e MeOH.

6.15.1 Composto (11):

Rendimento: 71%. Ponto de fusao: 55,5 — 57,3 °C. Espectro
de massas (m/z): 358 (M*); 343 (M-15); 259 (pico base); 191 (anel AB). RMN de 'H
(500 MHz, CDCl3, 5§ em ppm): 5 1,96 (dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz); 1,82 (m, 1H); 1,66
(m, 2H); 0,75 (s, 3H); 0,65 (s, 3H). RMN de '3C (125 MHz, CDCl3, § em ppm): & 10,3
(CHa); 12,1 (CH3); 12,3 (CH3); 14,4 (CH3); 18,1 (CH3); 20,0 (CHy); 21,0 (CHy); 24,2
(CHy); 28,1 (CHy); 28,3 (CH2); 29,0 (CHy); 29,1 (CH,); 32,2 (CH,); 35,6 (CH); 35,8
(CHy); 36,2 (C); 37,0 (CH); 37,8 (CH); 38,7 (CH>); 39,8 (CH»); 40,1 (CHy); 42,6 (C); 46,7
(CH); 54,7 (CH); 55,8 (CH); 56,6 (CH).
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6.15.2 Composto (12):

Rendimento: 95%. Ponto de fusao: 57,1 — 58,3 °C. Espectro
de massas (m/z): 372 (M*); 357 (M-15); 259 (pico base); 191 (anel AB). RMN de 'H
(500 MHz, CDCl3, 6 em ppm): & 1,96 (dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz); 1,82 (m, 1H); 1,66
(m, 2H); 0,75 (s, 3H); 0,65 (s, 3H). RMN de '*C (125 MHz, CDCl3, § em ppm): & 12,1
(CHa); 12,4 (CH3); 14,2 (CHs); 14,4 (CH3); 18,7 (CH3); 20,0 (CHy); 21,1 (CHy); 23,2
(CHy); 24,2 (CHy); 28,3 (CH>); 28,4 (CHy); 29,0 (CHy); 29,1 (CHy); 32,2 (CHy); 35,6
(CH); 35,7 (CHy); 35,8 (CH); 35,8 (C); 37,8 (CH); 38,7 (CHy); 39,9 (CHy); 40,2 (CHy);
42,6 (C); 46,7 (CH); 54,8 (CH); 56,3 (CH); 56,7 (CH).

6.15.3 Composto (13):

‘e Rendimento: 98%. Ponto de fusao: 57,7 — 59,1 °C. Espectro
de massas (m/z): 386 (M*); 371 (M-15); 259 (pico base); 191 (anel AB). RMN de 'H
(500 MHz, CDCl3, § em ppm): § 1,96 (dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz); 1,82 (m, 1H); 1,66
(m, 2H); 0,75 (s, 3H); 0,65 (s, 3H). RMN de *C (125 MHz, CDCl3, § em ppm): & 12,1
(CH3); 12,4 (CHs); 14,2 (CHs); 14,4 (CHs); 18,7 (CHs); 20,0 (CHy); 21,1 (CH.); 23,2
(CHy); 24,2 (CHy); 28,3 (CH.); 28,4 (CH>); 29,0 (CH2); 29,1 (CH.); 32,3 (CHy); 35,6
(CH); 35,7 (CHy); 35,8 (CH); 35,8 (CHy); 36,2 (C); 37,8 (CH); 38,7 (CH2); 39,9 (CHy);
40,2 (CHy); 42,6 (C); 46,7 (CH); 54,8 (CH); 56,3 (CH); 56,7 (CH).
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6.15.4 Composto (14):

Rendimento: 93%. Ponto de fusdao: 58,2 — 59,7 °C.
Espectro de massas (m/z): 400 (M"); 385 (M-15); 259 (pico base); 191 (anel AB). RMN
de 'H (500 MHz, CDCl3, § em ppm): & 1,96 (dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz); 1,82 (m
1H); 1,66 (m, 2H); 0,75 (s, 3H); 0,65 (s, 3H). RMN de 3C (125 MHz, CDCl3, § em ppm):
d 12,1 (CH3); 12,3 (CHj3); 14,4 (CH3); 18,7 (CHs); 20,0 (CHy); 21,0 (CH»); 22,4 (CHj3);
23,1 (CHs); 24,2 (CHy); 28,2 (CHy); 28,4 (CH); 29,0 (CHy); 29,1 (CHy); 32,2 (CHy); 33,6
(CHy); 35,3 (CHy); 35,6 (CH); 35,8 (CHy); 35,9 (CH); 36,2 (C); 37,8 (CH); 38,7 (CHy);
39,8 (CHy); 40,1 (CHy); 42,6 (C); 46,7 (CH); 54,7 (CH); 56,2 (CH); 56,6 (CH).

6.15.5 Composto (16):

‘e Rendimento: 90%. Ponto de fusao: 60,5 — 62,1 °C.
Espectro de massas (m/z): 428 (M*); 413 (M-15); 259 (pico base); 191 (anel AB). RMN
de 'H (500 MHz, CDCl;, § em ppm): & 1,96 (dt, 1H, J= 3,6 Hz, J= 12,6 Hz); 1,82 (m
1H); 1,66 (m, 2H); 0,75 (s, 3H); 0,65 (s, 3H). RMN de "*C (125 MHz, CDCl;, § em ppm):
§ 12,1 (CHs); 12,3 (CHs); 14,4 (CHs); 15,5 (CHs); 17,6 (CHs); 18,9 (CHa); 20,0 (CHy);
20,5 (CHs); 21,0 (CHo): 24,2 (CHy); 28,2 (CH.); 29,0 (CHa); 29,1 (CHy); 29,7 (CH,); 30,6
(CHo): 31,5 (CH); 32,2 (CH»); 33,7 (CHy); 35,6 (CH); 35,8 (CHy); 36,2 (CH); 36,2 (C);
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37,8 (CH); 38,7 (CH.); 39,1 (CH); 39,8 (CH.); 40,1 (CH.); 42,6 (C); 46,7 (CH); 54,7
(CH); 56,2 (CH); 56,6 (CH).
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Figura 56: Espectro de massas do composto (18) (70eV).
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Figura 57: Espectro de RMN de 'H do composto (18) (500 MHz).
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Figura 58: Espectro de RMN de *c do composto (18) (125 MHz).
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Figura 59: Espectro de RMN de *C (DEPT-135) do composto (18).
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Figura 60: Espectro de RMN de *C (DEPT-90) do composto (18).
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Figura 61: Espectro de massas do composto (19) (70 eV).
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Figura 62: Espectro de RMN de 'H do composto (19) (500 MHz).
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Figura 63: Espectro de RMN de '*C do composto (19) (125 MHz).
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Figura 64: Espectro de RMN de *C (DEPT-135) do composto (19).
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Figura 65: Espectro de RMN de *C (DEPT-90) do composto (19).
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Figura 66: Espectro de massas do composto (20) (70 eV).
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Figura 67: Espectro de RMN de 'H do composto (20) (500 MHz).
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Figura 68: Espectro de RMN de *c do composto (20) (125 MHz).
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Figura 69: Espectro de RMN de *C (DEPT-135) do composto (20).
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Figura 70: Espectro de RMN de *C (DEPT-90) do composto (20).
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Figura 72: Espectro de RMN de 'Hdo composto (21) (500 MHz).
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Figura 73: Espectro de RMN de *C do composto (21) (125 MHz).
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Figura 75: Espectro de RMN de *C (DEPT-90) do composto (21).
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Figura 76: Espectro de massas do composto (22) (70 eV).
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Figura 77: Espectro de RMN de 'Hdo composto (22) (500 MHz).
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Figura 78: Espectro de RMN de *C do composto (22) (125 MHz).
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Figura 79: Espectro de RMN de *C (DEPT-135) do composto (22).
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Figura 81: Espectro de massas do composto (23) (70 eV).
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Figura 82: Espectro de RMN de 'Hdo composto (23) (500 MHz).
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Figura 83: Espectro de RMN de *C do composto (23) (125 MHz).
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Figura 84: Espectro de RMN de 3c (DEPT-135) do composto (23).
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Figura 85: Espectro de RMN de *C (DEPT-90) do composto (23).
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Figura 86: Espectro de massas do composto (24) (70 eV).
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Figura 87: Espectro de RMN de 'H do composto (24) (500 MHz).
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Figura 88: Espectro de RMN de "*C do composto (24) (125 MHz).
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Figura 89: Espectro de RMN de *C (DEPT-135) do composto (24).

113



145.3

Wy 0 Mwm 0
] ? ) 'T_ ;9 =1
h\ / A
T T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 90: Espectro de RMN de *C (DEPT-90) do composto (24).
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Figura 91: Espectro de massas do composto (25) (70 eV).
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Figura 93: Espectro de RMN de *C do composto (25) (125 MHz).
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Figura 94: Espectro de RMN de 3c (DEPT-135) do composto (25).
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Figura 95: Espectro de RMN de *C (DEPT-90) do composto (25).
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Figura 97: Espectro de RMN de 'Hdo composto (26) (500 MHz).
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Figura 98: Espectro de RMN de "*C do composto (26) (125 MHz).
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Figura 99: Espectro de RMN de *C (DEPT-135) do composto (26).
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Figura 101: Espectro de massas do composto (27) (70 eV).
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Figura 102: Espectro de massas do composto (28) (70 eV).
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Figura 103: Espectro de massas do composto (29) (70 eV).
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Figura 104: Espectro de massas do composto (30) (70 eV).
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Figura 105: Espectro de massas do composto (11) (70 eV).
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Figura 106: Espectro de RMN de 'Hdo composto (11) (500 MHz).
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Figura 107: Espectro de RMN de *c do composto (11) (125 MHz).
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Figura 108: Espectro de RMN de *c (DEPT-135) do composto (11).
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Figura 109: Espectro de RMN de '*C (DEPT-90) do composto (11).
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Figura 110: Espectro de massas do composto (12) (70 eV).
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Figura 111: Espectro de RMN de 'H do composto (12) (500 MHz).
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Figura 112: Espectro de RMN de *C do composto (12) (125 MHz).
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Figura 113: Espectro de RMN de *c (DEPT-135) do composto (12).
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Figura 114: Espectro de RMN de 3c (DEPT-90) do composto (12).
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Figura 115: Espectro de massas do composto (13) (70 eV).
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Figura 116: Espectro de RMN de 'H do composto (13) (500 MHz).
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Figura 117: Espectro de RMN de *C do composto (13) (125 MHz).

131



Veb—_
reL—"

b=
FrL—"

LBl—
00E—
Fig—

EEE—
EVE—

EBE-,
FEE—x
0ez—
LBE—"

ETE—

956
18
BSE
g5e~"
BiE—
LBE—
BBE———
Zor—"

Lo —

FvE—
E95—_
L95—

e

ppm

50

60

Figura 118: Espectro de RMN de *c (DEPT-135) do composto (13).
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Figura 119: Espectro de RMN de 3c (DEPT-90) do composto (13).
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Figura 120: Espectro de massas do composto (14) (70 eV).
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Figura 121: Espectro de RMN de 'H do composto (14) (500 MHz).

134



LEl—_
L

rl—

fel—
VoE—
Vig—
Vae—
VEE—
gre—

Z8z-,
vEE—=
06E—=
Lz~

EgE—

FEE—_
£'GE-,

FGE-5,_
wmmW
FEE

zoc~"
FLE—

rge—
E6E——
gor—"

Far—

Loy—

Ers—

85—
L96—

ppm

40

Figura 122: Espectro de RMN de *C do composto (14) (125 MHz).
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Figura 123: Espectro de RMN de *C (DEPT-135) do composto (14).
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Figura 124: Espectro de RMN de 3c (DEPT-90) do composto (14).
136



Abundance

Scan 12605 (32.019 min): FRS2_14A.D\DATA.MS
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Figura 125: Espectro de massas do composto (16) (70 eV).

36
.95

|.|'\ n I [ ’ J | ,I
f Wy F\ |1 i 1 \
N "‘vﬁ'lﬁ.\auf,nﬂi"-‘r" ! v i lu_.' W "VUJM.N.'UJU \ ||,‘ |

Figura 126: Espectro de RMN de 'Hdo composto (16) (500 MHz).
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Figura 127: Espectro de RMN de '*C do composto (16) (125 MHz).
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Figura 128: Espectro de RMN de *c (DEPT-135) do composto (16).
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Figura 129: Espectro de RMN de '*C (DEPT-90) do composto (16).
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