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Gnaggélium spathulatum T, familia Compositae, ¢ consi

derada uma planta invasora de culturas e ccorre em todo o Estado
de 530 Paulo. Os extratos da parte aérea foram preparados e analil
sados através das técnicas cromatogrificas comumente utilizadas pa
ra tal fim. Assim, pudenos detectar as seguintes classes de com
postos: hidrocarbonetos, esteres e acidos graxos de cadeia longa,
isoprendides, esterdides, dcidos triterpenicos, aclucares livres,um
polissacarideo, sais inorganices e tereftalato de dimetila,

0Os hidrocarbonetos de cadeia longa nao foram identifi
cados., Os ésteres de cadeia longa foram analisados pelo emprego
da teécnica de CG/EM acoplada a um computador, indicando a presenga
de: n~tetradecanocato e palmitato de metila, laurato, miristato,
n-pentadecancato, palmitato e n-octadecancato de etila, alem de 3
outros compostos ndo identificados. Entre os acides graxos de ca
deia longa, foram identificados 08 Acidos palmitico, estearico,
oleico e/ou linoleico através de cromatografia gas-liguido dos resg
pectivos ésteres metilicos. Esqualeno, fitol e tereftalato de di
metila foram determinados atraves de seus dados espectrails. 0Os es
terbides foram analisados por MIKES e somente f-sitosterocl, estig
masterol e campesterol puderam ser identificados. ReacOes tais co
mo metilacio, acetilac@o e oxidagdo foram particularmente Gteis pa
ra a elucidagio estrutural precisa dos &cidos triterpénicos oleand
lico e ursdlico. Os aglcares livres foram identificados como glu
cose e frutose. Através da hidrdlise &cida do polissacaridec, fo
ram separadas glucose, galactose e xilose. 08 sails inorganicos fo

ram compostos predominantemente por nitrato de potassio.



2 segunda parte deste trabalho consta de estudos de

RMNEH, RMNlBC e espectrometria de massa de alguns derivados gluti

nanicos.



ABSTRACT

Gnaphalium spathulatum L., Compositae, is considered

to be a culture invasive and occurs all over the State of Sac Pau
lo. Extracts of the aerial parts of the plant were prepared
and analysed by the currently used chromatographic technigues. We

were able to detect the following classes of compounds: long chain

hydrocarbons, long chain esters, long chain fatty acids, iscprenoids,
steroids, triterpene acids, free sugars, a polysacharide, inorganic
salts and dimethyl terephthalate.

Long chain hydrocarbons were not identified. Long chain
esters were analyvsed by means of CG/MS system coupled with a
computer indicating the presence of: methyl n-tetradecancate and
pamitate, ethyl laurate, myristate, n-pentadecanoate, palmitate and
n~octadecanoate, and three other compounds not identified. Long
chain fatty acids were identified as palmitic, stearic, oleic and/or
iinoleic acids through gas chromatography of their corresponding
methyl esters. Sgualene, phytol and dimethyl terephthalate were
identified through their spectral data . Sterolds were analysed
by MIKES and only B-sitosterol, stigmasterol and campesterol could
he identified. Reactions such as methylation, acetylation and
oxidation were particulary useful for the accurate identification
of oleanolic and ursolic acids. Free sugars were identified as
glucose and fructose. Acidic hydrolysis of the polisacharide
vielded glucose, galactose and xylose. Inorganic salts are mainly
composed by potassium nitrate.

The second part of this thesis deals with iHNMR,

lBC NMR and mass spectra studies of some glutinane derivatives.



TNTRODUCAD

Apesar de Compositae ser uma das maiores familias de
plantas, compreendendo 1000 géneros e 15000 espécies, & ainda re
lati?ament@ fonte de poucos produtos de importincla econdmica ou
m&di@inal. Somente cerca de 30 especies sao eﬁpregadas em bruto
comoédr@gas,re ndo mais que 20 substidncias puras bem definidas sao

comercialmente disponiveis, ou usadas em terapeutica. Algumas des

sas plantas, como Chamomilla, Arnica, Cynara, Echinacea e Silybum

sho bem conhecidas, e tradicionalmente utilizadas na "medicina ca
selra“/1/.

) As teécnicas cromatograficas modernas, aliadas aos me
todos fisicos atualmente disponiveis, tornam os pesquisadores do
campo da fitogulmica potencialmente aptos para fazerem uma anélg
se cada vez mais refinada e precisa sobre @ composigac de uma da
da espécie vegetal. Considerando este presente estado de conhecl
mento, o evidente potencial cientifico e medicinal da familia Com
positae renova dia a dia o interesse pelc seu estudo fitoguimico.

Ha tempos vem se acumulando uma grande guantidade de
dados, cue constituem a base fundamental no desenvolvimento de
sua quimiotaxcnomia, mesmo assim ainda restam inimeras espécies
inexploradas. HAa sempre a possibilidade de se isolar uma substén
cia original gue apresente atividade bioldgica nova e interessan-
te.

Estamos realizando um estudo gquimico sistemdtico das

especies vegetals Pterocaulon e Gnaphalium, ambas da tribo Imdeae,

familia Compositae, comuns na reglao sudeste do Brasil. Todos 0Os
compostos mais caracteristicos das plantas sao de interesse, mas

especial atencdo & dedicada & detecgdo de substdncias poliacetilé



nicas. Sao de distribuigao limitada na natureza, mas sua presen
¢a & bem documentada na familia/2/. Sao interessantes ndo =0 pe
la guinica envolvida nos processos de isolamento, identificacdo e
determinagaco estrutural, como também pelas atividades bhicldgicas
que muitas delas tém apresentado /2'/.

Iniciamos nossos estudos com a especie Prterocaulon

alopecurdides. Sabe-se muito pouco guimicamente acerca deste gé

nero, mas a grande dificuldade encontrada na &poca para se obter
gquantidade suficiente desta planta nos levou a abandona-la tempo

rariamente e iniclar estudos com outra espécie. A escolha de

o

Gnaphalium spathulatum L., entao inédita sob o ponto de vista qul

mico, deveu-se em parte ao fato de se ter informacgoes acerca da
ccorrdneia de acetilenos em algumas espeécies do género.

0 estudo fitoguimico deste Gnaphalium, gue consiste na

primeira parte deste trabalho, visa a aquisigac de um treinamento
basico em isolamento, identificacido e quimica de substdncias natu
rais, e ainda serve como uma contribuicac com alguns dados e in
formagbes para a catalogacio de compostos caracteristicos destas
plantas.

vo primordial de criar um arquivo de dados espectrais de substan
ciag triterpénicas, outra classe de compostos de grande interesse
e gue ocorrem em Compositae /3/, inciluimos em nosso trabalhoum pe

13

gueno estudo sobre RMNlH & C e espectrometria de massa de um

triterpeno pentaciclico isolado de Olmediopereba schlerophylla e

alguns de seus derivados. Esta substdncia, que ainda nao  tinha
sido identificada, nos foi disponivel em forma purissima & em
gquantidade suficiente para todeo nosso estudo, que consiste na se

gunda parte desta dissertacao.



CAPTTULO 1



REVISAO BIBLIOGRAFICA

ro surpreendentemente grande de plantas da familia Compositae foram
usadas pelas suas propriedades curativas. Sem davida, este amplo
w80 medicinal inspirou os quimicos crgadnicos do inicio do  seculo

a exploraremn sua guimica, a fim de identificar os constituintes &

tivos. Desde aqueles dias, a quinica da familia vem sendo inves
tigada por varias razoes, resultandc numa cuantidade enorme de in
formacoes acerca dos constituintes quimicos presentes /4/.

Virias classes de compostos sio comuns nesta familia,
enbora nenhuma delas seja exclusiva. Flavondides, Oleos essen
ciais, ciclitdis, derivados de acido cafeico, di-e triterpencs
aparecem em muitos de seus membros, mas & a presenca de tipos es
truturais de tres classes de produtos naturais que a caracterizam:

as sesguiterpeno lactonas, 085 poliacetilencs e OS5 polissacarideos

tipo frutanas. As compostas sdo de fato excepcionalmente ricas,

tanto na variedade de compostos secundarios presentes, Ccomo no
nimero de estruturas complexas conhecldas dentro de uma classe
/3.4/.

A nivel das tribos dentro da familia, MABRY e BUHLMANN
/5/ enfatizam que, apesar de n3o haver muita uniformidade guimica
entre elas, estiao multo mais relacionadas entre si gue dJuaisguer
outras trihos de familias correlacionadas. Também sugerem uma
"classificacio" destas tribos de acordo com sua complexidade qul
mica. Assim, dentre as Compositae, a Senecioneae (114 géneros,
3000 espeécies) & distinta gquimicamente de outras tribos. Entre as

nEo-Senecioneae, a Heliantheae (211 géneros, 2600 espécies) e a



mais complexa guimicamente, sendo interrediirias as tribos Hele
nicae (40 géneros, 370 espdcies), Inuleae (193 géneros, 2100 espé
cies), Anthemideae (102 géneros, 1400 espécies), Bupatorieae {159
géneros, 2000 espécies), Vernonieae {70 géneros, 1456 especies) e
Cynareae (79 generos, 2725 espécies), e quimicamente mais depaupe
radas as tribos Cichorieae (80 géneros, 2413 espécies), Astereae
(133 géneros, 2500 espécies), Arctoteac (16 géneros, 200 espé
cies), Mutiseae (89 géneros, 974 espécies) e Tageteae (16 géneros,
237 espécies).

A tribo Inuleae, & gual pertence o género Gnaphalium,

foi muito pouco estudada quimicamente. Uma investigacao detalha
da limita-se a poucas espécles pertencentes principalmente aos geé

neros Blumea, Gnaphalium, Helichrysum e Inula /6/. A contribuigéo

mais representativa parece ser de BOHLMANN /7/, com o estudo de
poliacetilenos em raizes e folhas. As sesguliterpenc lactonas,due

tém sido exaustivamente exploradas em outras tribos, foram identil

ficadas soménte em alguns de seus membros. Os pigmentos flavondi
des tém sido estudados com bastante atengac em Helichrysum poOxT

HANSFEL e colaboradores, mas fora isto muito pouco tem sido feito
com eles. Dispde-se de informac@o fragmentaria acerca dos outros
congtituintes /8/, mas sem Anvida a interessante quinmica destas
plantas merece uma investigacac mais detalbada.

Através de uma revisdo biliogrifica exaustiva gobre
os estudos feitos com Gnaphalium, constatamos que existe algum ti
po de informacédo guimica referente a 23 espécies, gue estdao lista
das na Tabela 1.

A seguir comentaremos 0s aspecltos relevantes da cons
tituicho quimica destas espécies, de acordo com a classe de subs

+incias isoladas.



Terpendides

Bm relagao a classe dos terpendides, nao se dispoe de
quase;nenhuma informagao. TFragoes contendo Oleos essenciais fo
ram apenas detectadas em algumas espécies /9 a 12/, sem nenhuma re
ferénﬁia especifica quanto aos compostos isolados.

As sesguiterpeno lactonas, consideradas come caracte

risticas da famllia, ainda n3o foram encontradas neste género,ape

sar dp aparecerem em geéneros correlatos.

Apenas recentemente se tem noticias do isolamento de

diterpenos em Gnaphalium. A investigagao de G. undulatum/13/ con

duziu a dois novos derivados labdanos 1 e 2, além de uma diterpe
no lactona, cuja estrutura nac foi elucidada.

OH OH

3
+
#

1
: }
fﬂm&%qub K/K\<:§b
. 1]
) : q v

e T OH

1 2

NGo se tém indicagdes de nenhum triterpendide isolado,
a nac ser p-sitosterol /14/. Saponinas foram detectadas /12,15/,

mas nac identificadas.

Flavonoides

0s flavondides podem ser considerados, sem duvida al

gquma,; como a clasgse de Ccompostos mais caracteristica do genero
Cnaphalium. Sao amplamente distribuldos entre as especies, mas

nao apresentam grandes variedades estruturals. Os nmais comuns



sio0 os chamados co-pigmentos das antocianinas, a saber, flavondis
@ fl&yomag. Os compostos maisg representativos destes dols grupos
a0 a guercetina 3 /16,17,18/ e a luteolina 4 /16,17,19/, respec

tivamente. 5!
: b q‘ OR

J @t
RO B f '
eS¢
2
Sy o

HO O _

3 - R= R' = H 4 - R = H, R' = OH

5 = R =glucose, R' =t 6 - R = glucose, R'=0H
9 - R=H, R' = Ne 7 - R=R'=H

Ocorrem frequenterente em cambinagdo glicosidica na posigao 4',

DQMBQ&&XEi&Km ligados em outras posigoes foram isolados de g.sylva-
Egggé /21/, isoquercitrina (quercetina 3-0~B~D-glucopirandside) e
quercimeritrina (quercetina~7-0-8-D~glucopirandsido) .

0s outros flavondis e flavonas encontrados sao, salvo
poucés excegdes, simples variagbes estruturails dos mais comuns 3
e g,gcomo por exemplo apigenina 7 /16,21/, tricina 8 /21/ e

rhamnetina 9 /18/.

HO

A estrutura 10, proposta para o glicosideo isolado de

G. uliginosum /22,23/, apresenta uma interessante unidao entre dois

fragmentos fendlicos comuns en Compositae: acido cafeico e b-meto



xiluteclina.
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Finalmente, entre flavondis e flavonas tem-se também

enconktrado alguns compostos sem substituicao no anel B, como 3,

5,7mtrimhidr0xiw6,8mdimetoxiflav0na 11l em G, obtusifolium /24/

F

S-hidroxi~7,8~dimetoxiflavona 12 em G. pellitum /15/,.5,7~-di~hidro

®i-3,8~dimetoxiflavona 13 em G. lanuginosum /25/ e S5-hidroxi-3,6,

7,8~tetrametoxiflavona 14 em G. undulatum /13/.

11 - R = OH, R'= OMe, R"=H
12 - R = R'=H, R" = Me

13 = R = OMe, R's R" = H

14 - R = R' = OMe, R" = Me

outros flavondides de distribui¢ao natural mais limi
tada, como chalconas e flavanonas, foram econtrados em poucas eS
pécies. Chalconas ocorrem caracteristicamente em Compositae, es

pecialmente em Coreopsis, e em Gnaphalium isolou-se © glicosideo

éeidﬁ0wpm(3agebmtina(2',ﬁ,i'-trimhidroxiwﬁ‘“f)metoxichalcona~4' -

~glucdsido) 15 de duas espécies: G. affine /19/ e G. muliiceps

/26/, cuja estrutura fol comprovada por sintese /27/. Obtusifoli

na 16, uma flavanona com uma incomum unidade C 9, fol isolada de

G. obtusifolium /28/.



_CHEOH

L On

mTaninos condensados, formados pela polimerizagao oxi

dativa, nao—enzimatica,de unidades de flavondides simples, foram

detectados em algumas espéclies /29/, entre elas G. suaveoleus /9/

e G. remvanum /12/.

Lipidios e compeostos relacionados

npenas alguns trabalhos fazem vagas referéncias a de
teﬂgéb de hidrocarbonetos insaturados /29/ e Acideos graxos /J10/,
mas gor outro lado & bastante ressaltada a ocorréncia de poliace
tiledos. S3e caracteristicos da familia, e em membros de Gnapha-
ééggéforam isolados por BOHLMANN e colaboradores a partir de ral

zesd e folhas. De G, obtusifolium obteve-se pequenas quantidades

dos compostos triacetilénicos bicgeneticamente interessantes 17,
18 e 19 /30/, cujas estruturas foram confirmadas por sinteses pos

t@riéres /31,32/.

Tt

Me|C

clyman=_ =i ]
O

MelC

B

Cly — CH = —Cl 18
e
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Recentemente, tem-se registro do isolamento dos isdme

ros-trans de 20, 21, 22 e 23 /13/, considerados como  precursores

dos éteres cloroenol acetilénicos 17, 18 e 19. Foram encontrados em especies a

poliacetilénicos observados na natureza, ja4 tinha sido anterior

mente detectado em G. luteo-album /33/.

Me|C = €[, [CH = CH|, CH,CH,CH,OHI 20
Me|C = C|, CH = CHCH(CL)CH,OH 21
MeCH = CH[C =C|; CH = CHCH(CL)CH,OH 22
NelC = Cl[g CH = CH, 23

Outros constituintes secundarios

Compostos nitrogenados nao sao caracteristicos das
Compositae, e registros de alcaldides sao esparsos, com excegﬁ@

dagueles tipo pirrolizidinicos encontrados em membros da tribc Se

necioneae. Bm Gnaphalium fol detectada a presenga de alcaloide

em G. remyanum /12/, sem referéncias quantc a sua identificaca

» presenga de tragos de nicotina em algumas plantas

do género conduziu a um egtudo mals detalhado do material  G.poly-
bLpULly T
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cepha&um; G. macounii e G. obtusifolium /34/ foram coletados 44

sec@a% tostados e processados. Os produtos da combustao do mate
rial hpxesentaram sabor e arcoma como os do tabaco, mas continham
quadtidades minimas de nicotina. Sugeriu-se gue poderian ser uti
lizadbs como substitutos do tabaco natural.

. A maior parte dos carboldratos ocorrem atados a uma
variédade de diferentes aglicors, como glicosideos. A analise
dos @gﬁcares livres encontrados /12,29/ conduziu a identificagao
dos n%:}ﬁdsas&caride@s glucose e frutose.

A ocorréncia de frutanas tipo inulina e a acumulacao
conjﬁnta dos ciclitdis isoméricos L-inositol e escilitol consti
tuem.uma peculiaridade da familia /4/. Entretanto, no género
gﬁggﬁplium ndo se encontrou nenhuma indicacao relativa ao estudo

de polissacarideos e 08 ciclitdis sdo representados por apenas um

c@mpdst@, (+)-pinitol 24, isolado de G. pellitum /14/.

OH

HO

HO



Tabela 1 - Indice de plantas do género Gpaphalium submetidas

G.

(3.

Gy

G.

oy

G.

a estudo fitoguimico

Especie
affine

alatum
cltrinumn

declinatum

diocicum
alegans

lanuginosum

luteum album

macounid

multiceps

obtusifolium

oligandrum

pellitum
polycephalun

purpureum
remyamin

sprengellii
suyaveoleus

sylvaticum
uliginosum

undulatum

vatlcum

wrightii

Referéncia

16,19,20
15

10,11

13
98

25

25
7,33,98

34
26,27

24,28,30,34
13

13,14,18
34
7

12

7
9
17,21

7.22,23

7,13

13

11




CAPITULO 2
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ESTUDO FITOQUIMICO DE Gnaphalium gpathulatum

1 =~ Descricac botdnica

II - Maetodos de extragaes, tratamento dos extratos
e isolamento dos compostos

TIT~ Métodos de identificagdo e consideragoes  es

truturais das subgtinicas isoladas e derivados

T - ﬁegcriqao botanica /35, 36/

A planta estudada, Gnaphalium spathulatum, pode ser

classificada como seque:

Divisao : Angiospermae
Classe : Dicotyledoneae
Ordemn : Campanulales
Familia : Compositae
Tribo : Inuleae

Género : Gnaphaliunm

Espécie : spathulatum

As plantas do género Gnaphalium s@o herbaceas, anuais

ou perenes, em geral eretas. Gnaphalium spathulatum, conhecida

vulqarmente como macela, macic ou meloso , € anual, herbéacea, ere
ta, @om 30-60 cm de altura. Possui caule simples, em geral nao
ramificado, revestido em toda sua extensao por densa pllosidade
braﬁCOmlanugincsa. As folhas s3o alternas, sessels, espatuladas,
de apice arredondado e bordos Integros, membranadceas, na face su
perﬁer verde-clara e com pelos simples, curtos e brancos, e na in

ferior com densa e compacta pilosidade branco-lanuginosa.



—
fad

A infleorescencila @ axilar e terminal, formada por ca
pitulos sésseis e muito proximos uns dos outros, dando ao conjun
to aspecto espicifornme.

A reproducao se di por sementes, com ciclo de 100-120
dias e florescimento nos meses de julho-ocutubro. Ocorre comumen
te em todo Estado, tendo preferéncia por sclos argilosos.

Gnaphalium spathulatum e mais duas especies do  géne

ro, G. gpicatum e G. purpureum ocorrem no Estado de Sao Paulo co

no plantas invasoras de culturas,

1T - Metodos de extragées, tratamentos dos extratos e isolamento

dos compostos

0 método de extracgao e de tratamento dos extratos de
uma planta naturalmente depende do tipo de substé@ncias que estdo
sendo isoladas. No presente trabalho, nosso grande interesse se
dirigia ao isolamentc e estudo dos peoliacetilenos. Muitos destes
compostos podem ser obtidos em forma razoavelmente estavel, mas
outros, entretanto, sac muito instaveis /37/. Visando evitar per
das ou modificagoes guimicas que podem ocorrer durante O processa
mento de um material, o trabalho foi conduzido sob condigoes bag
tante controladas. Assim, a secagem ¢ obtengao dos primeirocs ex

tratos do G. spathulatum foram feitas culdadosamente, evitando em

particular aguecimento e exposicao a lu=z.
A primeira coleta foi feita em novembro, epoca de fim
de safra, e a parte aerea da planta fol seca ac ar e em estufa a
P p

40°c por uma noite.
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1 = EXTRATO HEXANO: EBETER I

0 material moido foi submetido primeiramente a repeti
das extracoes, a temperatura ambiente e no escuro, com hexano:
éter etilico 1:1.

Una amostra de cada extrato foil retirada e submetida
diretamente & anadlise no ultra violeta, para se verificar a possi

vel existéncia de poliacetilenos.

A propriedade mais caracteristica destes compostos & o©
espectro de UV. Quase todos mostram uma serie de 3 ou mails picos
muito intensos na regido de 200-320 nm (ex. fig. 1), e a espectros
copia de UV & largamente utilizada como um meio de detecgao prell
minar. Infelizmente, este ndao & um teste conclusivo, consideran
do gue uns poucos compostos ndo dao a série de picos intensos,mos
rrando somente uma unica banda larga. Em tals casos, O espectro
de IV também pode ser utilizado, desde que existe uma banda carag
teristica em aproximadamente 2200 cm“l para a ligagao acetiléni
wa /377,

Fm nosso caso, nem o espectro de UV (fig. 2}, nem O
de IV mostraram gqualguer banda indicativa de tal grupo.

continuando o processamento, todos extratos foram reu
nidos o o solvente devidamente evaporado. O material resultante
(extrato brutoe HEX: FrER T)Y foi submetido diretamente a cromato
grafia em coluna silica~gel. Desta coluna separamos varios com
postos, recromatografados atéd serem ohtidos puros ou em misturas
nio separaveis pelas tecnicas cromatograficas mais comuns.

Para identificacao dos componentes da planta utiliza

mos os metodos correntemente empregados para tal fim /37/, inclu-
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fig. 1 - Espectro de UV de
CH3"(C£C)BMCH:CH—C02MQ /37/

sive de algumas tecnicas especials, como MIKES.

camos neste extrate 18 compostos

ses, como hidrocarbonetos,

terpendides como esterdis e triterpenos.

(Gs 1 a Gs 18)

LRI 3 » )
pes (2 B Wh

fig. 2 - Espectro de UV do
extrato HEX:ETER T

Assim, identifi

de varias clas

Acidos graxos livres e esterificados e

0s metodos utilizados

para elucidacao de suas estruturas serao discutidos adiante.

2 = BXPRATO METANOLICO T

Para se separar tambem 05 componentes mais

polares,

ThETy
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como carboidratos, Acidos organicos e compostos fentlicos, entre
os quais se incluem os flavondides, optamos por uma segunda extra
cdo da mesma torta, desta vez com metancol, com extrator do tipo
Soxhlet por 48 h. Por evaporacao do solvente a pressao reduzida
obtivemos um material denominado EXTRATO METANOLICO I.

Este apresentou grande guantidade de s0lido, mistura
do com muita cloreflla e seus produtos_de d@composigéo, com certe

za remanescentes do extrato anterior.
0 $olido escuro, insolivel em solventes organicos co

muns, - fol lavado repetidas vezes com cloroférmio{FCHC1 ) e poste
’ 3
riormente com metanol (FMQOH)“ Ap6s repetidas purificacgoes, obti

vemos cristais incolores, com p.f. acima de BOOOC, alta insoclubi-~
lidade em solventes orginicos e nao detectivel em CCD com varios
reveladores utilizados /37-p . 216, 38 a, b, c/. O espectro de

1

RMNTH em D.O nido apresentou nenhum sinal.

2
Fstas caracteristicas nos levaram a crer gue 5se trata
va de sal inorgdnico, o gue foi confirmado por testes gualitati

vos sistematicos para ciAtions e anions /39,40,41/.

My

A ocorréncia de sais inorganicos em plantas bem do
cumentada. PLOUVIER /42,43/ observou, incidentalmente, a presen

ca constante de grandes quantidades de nitrato de potassio em Com

positae, dificultando inclusive O isolamento e purificagao dos
compostos de interesse, no caso ciciithis. HARBORNE , numa revi

sao publicada em 1975 /44/, se refere a uma nova classe de compos
tos de enxofre em plantas, os sulfatos de flavondides. Indica que
nuitas flavonas e flavondis comuns ocorrem distribuidos em  plan
tas em uma nova forma conjugada, covalentemente ligados @ bissulfa-
tos inorginicos. Uma pesqguisa sobre a distribuigao natural des

tes sulfatos mostrou gue eles tém sido encontrados em cexca de




tae. B sugerido que os flavondides té&m uma fungao ativa no balan
ceamento de Ifons, na incorporac¢ido do sulfato inorganico e na
transferéncia deste para o estado orginico. de tal modo gue 05

sulfatos conjugados somente se acumulam emn plantas due possuem en
4 -

malmente isolados como sals de potassio, presumivelmente porque o

suas vizinhancas altas concentragoes do lon SO Estes sao nor

potassio & o principal cation encontrado nos tecidos vegetais e a
- +., - - -

co~ocorrencia de K H804 livre & bastante provavel.

Pelos resultados dos testes identificamos nosso sal
como uma mistura de nitrato, cloreto e sulfato de potassio. Nao
foram feltos testes quantitativos, mas temos grande predominancia
de nitrato de potdssio. O IV de nossa mistura foi superponivel
ao de uma amostra auténtica de KNO .

Alem desta grande gquantidade de sais de potassio
(4,530 g apds purificagdes), o extrato metandlico apresentou-se
rico em aciicares livres e polissacaridecos. Estes foram detecta

dos na I juntamente com pigmentos, resinas e sals inorg&n%

MeOH '
cos arrastados pelo metanol. A presenga de agﬁcares livres foi
confirmada por revelagdo caracteristica das placas de silica e ce
lulose com reagentes especificos/37-p . 216 e 230, 38 ¢/ e por
formacido de espelho de prata com reagente de Tollens /45/.

0Os polissacarideos precipitam por adicao de grande ex
cesso de etanol, mas pela pequena guantidade obtida, nao foram es
tudados noe presente extrato.

A separacao dos aclcares naturais livres fol consegul
da utilizando teécnicas de cromatografia em camada delgada de sili

ca com diferentes impregnantes e de cromatografia em papel. A

identificacio foi feita por comparagao com padroes e sera discuti




da adiante.

Finalmente, a analise da FCHClq deste extrato naoc nos

i)

conduziu aoc isolamento de nenhum composto puro. Esta fragdo era
constituida em sua quase totalidade por matéria corante e mate
rial lipidicc remanescente do extrato anterior (HEX: BETER Ty, difi
cultandc sobremaneira na detecgao de outras substincias. Submete
mos o material a uma purificagao prévia atraves de particio  com
solventes de varias polaridades. Nos referiremos apenas a fracao

elulda com cloroférmio., As demais ou se encontravam muito impuri

ficadas, ou em gquantidades muito pequenas. Por CCD em varios sis
temas de solventes observamos uma série de manchas visiveis (azuis)
aoh irradiagéo com lampada UV, mas nenhuma muito nitida nem cCom
reveladores conuns (32504:MeOH, iodo), nem com reveladores especg
ficos (para terpendides, alcaldides).

Pequena porgac do material fol submetida a cromatogra
fia em camada espessa de silica, e 4 faixas azuls sob irradiacgao
foram extraldas e analisadas no UV. Apresentaram espectros muito
semelhantes, com A max em 225 nm e peqguenas absorgoes em 275 &
340 nm (fig. 3).

Considerando a possibilidede de termos flavonéid@s,tg
mos de lembrar que eles, contendo sistemas conjugados aromiticos,
mostram intensas bandas de absorgdo nas regites UV e visiveis do
espectro. As principais classes de flavondides apresentam bandas
de absorgao maxima acima de 300 nm /37/, com excecao das f{lavano-
nas e flavanondis (A max 275-290 e 225 nm, com banda menor em 310-330 nm) e das
isoflavonas (A max 255-265 nm, com handa menor em 310-330mn). Para as flavanc-
nas, un importante teste de cor em solugao alcodlica & a redugdo com magnésio
em pO e HC1 concentrado: scmente as flavanonas entre os flavondides dao cor ver

melha intensa/37,45'/. No nosso caso,apesar dos espoctros apresentarem bandas
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caracteristicas de uma flavanona, o teste de cor foi negativo.

=
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fig. 3 - Espectro de UV dos compostos isclados por CCE da Fao.,
T3

A detecglo de flavendides por CCD também &  bastante
utilizada. Eles sdo fendlicos e portanto mudam de cor guando tra
tados com base ou com amonia. Testes em CCD tanto com o material
da FCHC13 bruto gquanto com agueles isolados por CCE, utilizando va
por de amdnia e revelador especifico de ALClL, /38 £/ nao deranm re

aultados conclusivos.

Em resumo, todas as nossas tentativas de detectar fla
vondides neste extrato ndc forneceram nada qgue pudesse ser utili

zado como evidéncia.

Por outro lade, em nossos testes com CCD observamos

manchas bastante polares, fluorescentes com luz UV e apresentando
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coleragéo caracteristica com reagente de Dragendorff /38 e/. Tes

te com readgente de Mayer na U também deu resultado positivo.
: CHCl3

A occorrencia de alcaldides em Compositae & bastante

limit?da, principalmente em Cnaphalium, como ja indicado anterior
menteé(revigéo bibliografica), portanto, niao podemos descartar a
possi%ilidade de uma falsa reacdc positiva para alcaldides /46/ .
Esta 5corre com muitos comostos nac nitrogenados comins em plantas, tals como

1mxm¢@xmnm% esterdis, triterpenos, cumarinas, etc., bastando gue

ge teﬁha uma funcao oxigenada e um carbono & ao oxigenio com alta
densiﬁade eletrénica.

. Como esta fracgdo era constitulda por compostos bastan
te hiﬁr@xilados (verificado pelas manchas alongadas em CCD e com
provaho pelo IV), uma separagao mais nitida so foi c0nsequidaquag
do trabalhamos com o material acetilado. Por cromatografia em co
lunaéde ailica obtivemos pequenas quantidades de 3 compostos com
R mdita préximos, que coram caracteristicamente com Dragendorff.
Foraﬁ purificados por CCE de s{lica ateé apresentarem aparentemen-
te apenas uma mancha em placa com varios sistemas de solventes.

As analises espectroscdpicas, no entanto, nao fornece
ram éados coerentes gque nos conduzissem a conclusCes satisfatorias .
Tentativas de isolar mais destes compostos de outras fragoes to
ram infruﬁiferas. Portanto, a baixa quantidade de material iscla
do, éliada 5 complexidade dos espectros e a falta de maiores in
form%gées acerca de possiveis estruturas alcaloidicas nao nos per

mitiram a identificagac dos compostos.

como descrito, o estudo detalhado da parte adérea do

G. spathulatum coletado em novembro nao levou ao ilsolamento de

certos compostos considerados como caracteristicos do generc, cg
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mo poliacetilenocs e flavondides. Este fato pode ser atribuido a
epoca da coleta, ineficiénecia dos métodos uitilizados, gquantidade re
lativa destas substancias frente a outras encontradas ou ainda, au
séncia destas na espécie analisada.

Assim sendo, resolvemos reestudar a planta, utilizando
um novo material coletado em agosto, época de inicio de safra,quan
do estas se encontram bastante vicosas, em periodo de floragao.

A parte aérea, sem secagem prévia, foi picada em peque

nos pedacgos e separada em 2 partes (parte a e parte bj.

Parte a

3-EXTRATO METANOL: AGUA

Aclicares sao compostos bastante sensiveis, que poden
facilmente sofrer isomerizacao e/ou decomposigao durante as va
rias etapas gue precedem seus isolamentos /37/. Até a obtengao da
FMeOH (EXTRATO METANOLICO I): onde estes foram anteriormente detec
tados e identificados, o material passou por diversos estagios do
processamento que poderiam levar a tais perdas. Além disso, a pe
quena quantidade de polissacarideos obtida naquele extrato nao
permitiu uma andlise mais completa. Assim, parte da planta da se
gunda coleta fol utilizada em uma nova extrag&o, visando apenas os
aciicares livres e 08 polissacarideos.

O material fresco foi extraido com metanol: agua 1l:1 a
frio e o solvente foi concentrado 2 baixa temperatura (inferior a

4GOC), sob pressac reduzida (bomba de vacuc). Teste com reagente

de FPehling /45/ resultou na formagao imediata e abundante de ppt
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vermnelho tijolo, evidenciande a presencga de grande quantidade de
aglicares redutores.

A separagao dos polissacarideos dos demais acucares
de baixo peso molecular requereu uma série de reprecipitacoes em
adgua~etanol: estes ficam em solugao, enguanto aqueles precipitam.
Para garantir a separagao, fizemos ainda didlise contra agua des
tilada, acompanhando por testes com reagente de Fehling /45%/, gue

deram negativos,

Para caracterizacao do polissacarideo, a anilise mais
importante e mais facilmente realizada & a hidrdlise e a detecgao
dog acgucares constituintes. A hidrdlise total foi conduzida en
HC1 aguoso IN por 5 h a 100%C. Acompanhando a reagao por teste
de Fehling, observamos resultados positivos apds 2 h.

Os aghcares naturais livres e os obtidos pela hidroli
se acida dos polissacarideos foram identificados utilizando as
mesmas técnicas anteriormente empregadas, atraves da comparagac
com padroes. Os agleares livres detectados neste extrato foram
identicos aos do EXTRATO METANOLICO I, e assim descartamos a pos

sibilidade de perdas ou alteragoes devidas ao processamento.

Parte b

4 - EXTRATCO HEXANO: ETER TI

A outra parte do material fresco fol extraida exausti
vamente por percolacgoes com hexano: éter etilico 1:2, com cuida
dos especiais relativos & exposicaoc a luz. Como para o EXTRATO

HEX: BETER I, varias amostras foram retiradas e submetidas direta



mente a analise no ultra viocleta, Novamente, nenhuma banda carac
. eter -
teristica fol observada (X max 200 nm).

Peguena porgao do extrato concentrado (HEXANO:ETER T1)
fol cromatografada em placa de silica gel com indicador fluores
cente, separando-se assim 5 faixas visiveis sob irradiagdo no ul
tra violeta. No entanto, 0s espectros no UV nao forneceram nenhum

eter
dado! caracteristico () max 200-205 nm, com pequenos ombros em 220~

225 rézm} )

Portanto, nesta triagem préevia nao verificamos neste
extrato nenhuma evidéncia de poliacetilenos ou de qualguer outro
composto com cromb&feoros caracteristicos.

Nao obstante, o extrato concentrade foi submetido a
um tratamento quimico para se separar os compostcos adcidos dos neu
tros, considerando dois fatores: em primeiro lugar a planta de
monstrou, pelo estudo anterior, conter grande gquantidade de aci-
dos de cadeia longa, e em segundo lugar muitos compostos acetilé
nicos conhecidos foram isolados cawo acides /7/. O tratamento es
colhido ja foi, inclusive, utilizado para tal fim /47/.

0O metodo consiste no fracionamento do extrato  brubo
(particao, fase aguosa/fase organica), levando em conta gue oOs di
versos componentes apresentam comportamentos distintos a  diferen
tes pH.

hs fracgoes neutras {Nl e N2) {parte experimental -
cap. 4) foram submetidas 4 andlise no ultra violeta, apresentando

eter
A max 202 nm e banda mencr em 260 nm. Por serem idénticas pox

CCD, foram reunidas uma unica fracao N.
A separagao total dos acidos de cadeia longa dos de
mais compostos nao fol conseguida, nem pelo tratamento acima, nen

atravées de uma reagao de saponificacdo testada com pequena quanti
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dade de material (fragao A).

As fracoes N e A foram submetidas a comparagao cuida
dosa por CCD de seus componentes com agueles ja estudados no EX
TRATO HEX: ETER I, e por nao apresentarem nenhuma difevenca evi

dente na composicao, nac foram levadas a fracionamentos posterio

res .

5 -~ EXTRATO BENZENICO

A mesma torta foi submetida a uma nova extracaoc, des
ta vez com benzeno em extrator do tipo Soxhlet.

Cromatografias em colunas de silica gel do material
obtido por evaporagdo do solvente (EXTRATO BENZENICO) resultaram
no isolamento de um composto idéntico em CCD e por  comparagoes

espectrais, com o Gs 9 isclado do EXTRATO HEX: ETER I,

6 — BRTRATO METANOLICC II

visando os compostos mais polares mas tentando evi
rar o arraste de grandes gquantidades de 5ai8 & agﬁcares, COomo
occorrido anterviormente, [izemos uma tercelra extragﬁw do MeSmo

material, agora com metanol a frio. O extrato ohtido por evapo
ragac do solvente, denominado METANOLICO 11, fol submetido a cro
matografia em coluna de si1lica gel, resultando no isolamento de

4 compostos, de Gs 19 a Gs 22, nao encontrados nos extratos pre

cedentes. Além destes, isolamos também esterdides e dcidos gra



x0s identicos aos estudados previamente. Gs 19 e

Gs 20 nioo foram
identificados, mas seus dados fisicos e espectrals serdo discuti

dog adlante, juntamente com 08 outros CoOmpostos.

TIT =~ Metodos de identificacac e consideracOes estruturais

substincias isoladas e derivados

Mistura de hidrocarbonetos (P 4-6 - EXTR. HEX:ETER 1)

$Glido amorfo, com p.f. 59-66"C.

O espectro no IV apresenta bandas em 2950-2840, 1470,
1380, 730 e 720 gmmif devidas a estiramentos e deformacgoes C-H,
sendo as duas ultimas caracteristicas para hidrocarbonetos de ca
deia longa com no minimo 4 grupos CH2 consecutivos,  Uma banda
larga em 1620 wmml sugere estiramento C = O /48/.

O espectre de RMNkﬂ apresenta um unico sinal @I
§ 1,25(s), devido aos protons retilenicos {Cﬂg)m.

A larga faixa de p.f. fol indicativa de mistura, com
provada por CG, condurida em coluna OV-17 3% a 270%. O cromato
grama apresenta & picos principais (fig. 4).

O espectro de massa da mistura (E. 0l) apresenta gru
pos de picos espagados de 14 wv.m,a. (ions CnH2m+l§) com  gradual
decrescimo de intensidade, caracteristico de hidrocarbonetos
saturados normais, correspondendo a perda de CH, A massa maxi-

ma (m/e 492) nos sugere CB%H??’ e pelo grande numero de picos 0b

servados pela CG, & bem provavel termos uma série de hidrocarbone



o

tos homologos.

fig., 4 ~ Cromatograma wmistura de hidrocarbonetos

Assim, por exemplo, 0s picos em m/e 464 e em mfe 436
poden ser devidos aos fons moleculares dos hidrocarbonetos CaBHSS

& Qﬂjﬂﬁ@’ respectivamnente, e assim por diante.

O espectro de IV nos indica a existencia de Thidrocary
honeto (s} insaturado {s) na mistura, o gue & confirmado pelo EM,
A adicao de uma dupla ligagdo em um alcano aumenta a abundincia

t . - T | - -+ N -
da serie de lons C _H, e C.H. , especialmente em 1lons de massas
AV noan
mais baixas. Isto pode ser perfeitamente notado no E. 0l para os
- . 7 oy O - & % + vy - 3] e
picos m/e 41, 55, 69, 83, 97(C H, 4 }, que em espectros de hidro

carbonetos saturades sdo muito menos intensos relativanente a

o +
Cpl, o /497,
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Esgualeno 25 (F 8-14-EXTR. HEX: ETER I)

Fste composto foil isolado comoe um oleo incolor.
O espectro de UV (F. 02) apresenta uma absorgdo maxi
ma em 244 nm.

0O espectro de IV (E. 03} apresenta bandas tipicas de
stiramento e deformagdo C-I (2910, 2870, 2800, 1460 e 1400 em ),
alem de unma banda em 1660 cmwl, propria de vC = C. Um sinal [ra
co em B30 cmml sugere ligagao dupla trisubstituida, mas nao pode
servir como diagndstico /48/.

O espectro de RMNlH (. 04) apresenta sinals caracte
risticos para protons de um hidrocarboneto insaturado aclclico.

0Os protons olefinicos sao evidentes pelo sinal largo em & 5.15.0s

sinais em ¢ 1.62(s), 1.68(s) e 2.00(sl) caracterizam grupos ~CH,

. 2
e ~CHy= ligados a C-sp” /50/.
Uma revigio na literatura nos levou a verificar gue

os dados espectrais obtidos para Gs 1 coincidem com agueles regils
trados para o esgualeno 25 /51/, nidrocarboneto aciclico com 30 C

(Cgaﬁﬂﬂiy conhecido precursor bicssintético de triterpendides.

O espectro de massa seria multo Gtil para confirmagao

da identidade, mas nfAo nos foi possivel devido a facil alteragao
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do composto. Ele absorve oxigenio e se torna viscoso como Aleo
de linhaga. No entanto, a integragao no espectro de RMNiH & pro

porcional a 50 prétons, como para O esqualends.

e 2 oa Gn 8

Esteres alifaticos (F 59-65— EXTR. HEX: BETER 1)

Estes compostos eluiram juntos da coluna, como umamis
tura de sblido e Sleo amarelados. Por CCD verificamos tratar—se
de uma mistura complexa de substancias. Tentativas de purifica
cao através de técnicas cromatograficas comumente empregadas para
tal fim foram insatisfatdrias.

Os dados espectrals de IV e RMNLH do material em bru
to nos levaram a supor gque temos ésteres alifatlcos na mistura. O
espectro de IV apresenta, além das bandas tipicas de estiramentos
e deformagdes C~H em compostos de cadela longa, absorcoes em 1740
e 1180 cmml, caracteristicas de vC =0 e v - 0 de ésteres, respec
tivamente. A insaturacao & evidenciada por uma absorcac fraca em
1650 cn”© 748/,

Algumas outras informagoes estruturails acerca dos cons
tituintes destas fracgoes foram obtidas analisando seu espectro de
RMNIH (. 05%). Dois grupos de sinais, um multiplete em & 5.30 e
um sinal largo em § 5.12 sdc indicativos de protons olefinicos  em
duplas di~ e trisubstituldas, respectivamente., Um quarteto e
§ 4.08 (I = THz) e um singlete em §3.62 nosg sugerem dois tipos de
ésteres: ester etllico (-0

L,CH,) @ éster metilico (~OCH.). O tri

3 }




29

wlete devido ao WCHB etilico (MOCHzggg) estaria encoberto por ou
tros picos observados na regiago (-8 1.3)., #fm & 2.77 um triplete
mal reﬂglvidc pode ser devido a unm grupo ~CH o= bastante desprote
gido, comg ==HC =~ CH, = HC==. Na regiao entre §1.0 e 2.3 temos
varios picos, com predomindncia de um singlete largo em & 1.25 de
vido aog protons metilénicos (Cﬁz}nu

Para separagio destes componentes, o método mais efe
tivo fol cromatografia gis-~liguido, conduzida em coluna de OV-17
3% com temperatura isotermica de 22596; ou com programacac linear
numa faixa de aGﬁmESGOC, oom vaxiagéo de 8Q€/mim, O oromatograma
(fig. %) mostrou nitidamente a predominidncia de 5 compostos, nunm
total de 10 picos. Pela auséncia de padroes adequados, afastanos
a possibilidade de usar o tempo de retengao como elemento auxi
liar nas identificacgoes dos compostos separados poxr CG.

Restou-nos portanto a alternativa de tentar identili

car as substincias da mistura através de cromatografia gas~ligui-

do acoplada & espectrometria de massa. [sta técnica estd sendo
utilizada na Universidade Federal do Ceard pelo Prof. Dr. Jose

Wilson Alencar na analise dos Oleos essenciais de plantas do Nor
deste /52/. MNeste processo de andlise ele elaborou um programa
de computacido eletrdnica para comparar o$ dados de espectyos de
massa obtidos com agueles de uma colegac de referéncias.

Em seguida discutiremos alguns aspectos fundamentails
relacionados com as vantagens e limitagoes do método .

Os espectros de referéncia sao normalizados, tabula
dos numa grade com os valores m/e diferindo de 14 u.m.a. situados
numa mesma coluna e simplificados pela selegao dos picos interpre
tatrivos visuals (PIV), definidos como sendo os mails intensos de

cada gruno de picos do espectro, devido aos fons (m-14), {(m-11,
- i : : ¥



fig. 5 -~ Cromatograma mistura de ésteres

(m), {m + 1) e {mu + 14). Os dados de cada espectro, selecionados
em forma de PIV, foram armazenados em disco e incorporados a memd
ria de um conmputador através de um programa escﬁito am linguagen
BASIC, gue & detalhadamente descrito na ref. 52. Constituiu-se as
sim a chamada bilioteca de padroes.

O processo de comparagac consiste no confronto de am
bos os espectros, desconhecide e referéncia, feita automaticamen
te PIV a PIV , e no cdleulo de um parametro denominado drau de

identidade (GI) que varia entre cs limites de 0 a 1, os gquals coxr

respondem a auséncia de identidade e identidade completa.



Bete programa gse mostrou superior a oubros, que tam
bém utilizam computador num processo de identificacdo automitica,
pelo menos no caso da analise de Oleos essenciais. Entretanto,os
resultados apresentados nao podem ser encarados com total confia
bilidade, devendo-se considerar certos aspectos com bastante aten
Cao, priﬁcip&lm@nt@ no cque diz respeito & eficiéncia do processo
de simplificacao usado para codificar os espectros, e a eficien
cia do parametro de comparacac (GI).

No processo de simplificagao utilizado (PIV), varios
requisitos foram atendidos de modo a torpd-lo valide. A retengdo
maxima do padrio de fragmentagdo da substancia fol cuidada, nao
excluindo sistematicamente os picos de peguena intensidade presen
tes no espectro, porgue algung deles podem ter valorx diagnostico,
e nem excluindo aguele correspondente ao ion melecular, guandopre
sente .

GI & uma funcao linear da posicao e das intensidades
dos plcos envolvides. Um inconveniente & gue © numero de pilcos
relacionados em cada comparagdo & atribuido ao nimero de PIV  do
composto de referéncla, e isto pode conduzlr & erros. Desde que
o namero de PIV da substincia desconhecida ndo e considerado, po
de ocorrer gue identificagoes com alto G naoc seiam conclusivas,
engquanto outras de baixo €I sejam consideradas corretas.
sultados devem ser confirmados pela andlise visual dos espectros
da literatura.

Uma amostra de nossa mistura fol analisada por CG/EM
wsando coluna capilar e condicdes que sao descritas na parte expg
rimental do trabalho.

O resultado da andlise felta com programa BUSC 6 &



32

apresentadoe na fig. &, com 10 constituintes analisados, 5 dos
guals identificados corretamente, e dois incorretamente.
O indice de acerto do programa nas identificagoes fei

tag fol de 72%
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fig. 6 - Cromatograma da mistura de ésteres
Bopectro Composto Nome GI
.06 Gs 2 lavrato de etila 26 nao indicado

B, 07 Gg 3 tetradecanocato de me
tila 27 0,98

E. 08 Gs 4 miristato de etila 28 nao indicado

.

®, 09 m/e 110 - nao identificado



Espectro

L.13

CEBNW(CH

longa, tal como o tetradecanoato

Composto

o)

-
a5

Ly

G 6

)
n
i

Gs 8

7
i
e

O

OR

palmitato de metila®
metil-pentadecancato
de metila®

palmitato de etila 29

~ nao identificado

- nao identificado

octadecanoato de eti~

incorretas

26 n = 10 R = Bt
27 n = 12 R = Me
28 n = 12 R = Et
29 n = 14 R = Et
30 n = 16 R = Et
3l n =13 R = Bt
32 n =14 R = Me

{(miristato)

de metila

nao

Lad
Lad

G1

indicado

Nos espectros de massa de um ester metilico de cadeia

(E.07y os

picos mais proeminentes sao devidos aos fons contendo oxigénio.

_ . ‘ +
Estes sdo o lon molecular (m/e 242 = M ),

la perda do grupo aledwi

”(CH2)12CH

{(M~-3L}),

+
3

no caso

L N ;
o ion aclla,

formado pe



O Ion molecular tende a aumentar de intensidade con
forme se aumenta o comprimento da cadeia, como pode ser notado pa
ra o outro éster metilico (m/e 270, E. 11).

0O pico base do EM de um éster metilico na faixa de
Ce ™ Cag corresponde ao fragmento com m/e 74 originado de um rear
ranjo do tipo MclLafferty. Propoe-se /53/ a clivagenm da ligagao
C, - CS e a transferancia de um atomo de hidrogénic do CY para o

fragmento lonizado.

Hwimdwh
o A cH, - ,
m%[ ”il x\ QHBO - C = CH,
' e OH
Hgmﬂijwﬁﬁgwmﬁ ,
“ " n/e 74
oW 5 = O o~ R
B ¥

nlefina neutra

A maioria dos outros lons pertencem a uma serie  com

formula geral

SEN e (} - (1 . (("1}-1 ) i ";n
{ig‘~ = g n[
O

como m/e 87, 101, 115, 129, 143, 157, etc.

Os ésteres etilicos de cadela longa apresentam EM bas
tante semelhantes aocs dos esteres meﬁilie@gfsendo gue a principal
diferenca estd no aumento por 14 u.m.a. no valor de m/e dos lons
gue contém o grupo éster intacto.

Assim, como por exemplo para ¢ palmitato de etila Gs 7

: ) e . .
(£, 12) temos o Jlon molecular M m/e 284, © Ton acila, correspon-



dente A perda do grupo aledxi (M-43), no cago mn/e 241 e o pico bha

se, tanbem origlnado do rearranijo tipo McLafferty com m/e 88

!
e T Y e o ()
QiEBCH{EC» ? CH,

i OH

Atraves destas consideragoes podemos confirmar as iden

tidades dog compostos Gs 2, Gs 3, Gs 4, Gs 7 « Ga 8, Os COmMpoy

tos Gs 5 e Gs &, ambos oom @43 270, foram erroneamente identifica

Y

dos. Gs 5 possul EM andlogo ao de um éster etilico, diferindo do

EM do miristato de etila apenas por um grupo CH portanto, certa

2!’

mente trata-se do pentadecancato de etila 31l. O composto 63 6,

por sua vez, apresenta EM com caracteristicas de &ster metlilico de

cadeia normal. Qualguer ranificacgao mudaria sensivelmente o eg
P . . L4 i .
pectro. Por comparagoes com os demals, concluimos tratar-se do

palmitato de metila 32,

Analise do EM dos tres compostos de m/e 110, 294 &
308, nao identificados pela comparagao com a colegao de referen

cias, nos possibilitam algumas consideragoes. O espectro com  pi

co maximo em m/e 110 {E. 09) nao aparenta ser de um —gster homd

logo dgueles ja identificados. Perdas de 14 u.m.a. sugerem um hi
drocarboneto, @ & massa naxima & compativel para 8 C com 2 instau
ragoes. Por outro lado, os espectros com pilcos magimos em 294 e
308 sao caracteristicos de ésteres metlilico e etilico, respectiva
mente, com instauracdes.

Poxr comparagées com dados da literatura /53/ encontra
mos muitas semelhangas entre o E. 13 (n/e 294) e o EM do linolea
to de metila 33 (E. 14), no entanto variagoes nas intensidades re

lativas dos picos, especialmente os de m/e 67, 79 e 8l sugeremiso

mero posicional da ligagaco dupla.
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Estes compostos insaturados vem justificar certas ban

das observadas nos espectros de RMNlH (BE. 05 e de IV da wmistura

original, j& comentadas.

O
v < S & Kl o . 4;’
H4C(CH,) 4CH = CHCH,CH = CH(CH,) ,C_
OCH
3
43

Gg 92

Ester nao metilico (F 105«108 - EXTRLHEX:ETER I)
(F 5=8 - EXTR. BENZENICO)

ver p. /5

Gs 10 a Gs 12

Raterdides (F 143-156- EXTR, HEX: ETER I)

(F 131145 = BEXTR., METANOLICO II)

Estes compostos elulram juntos da coluna e apds puri
ficacoes, mostraram apenas uma mancha em CCD ¢om varios sistemas
de solventes. Entretanto, uma larga faixa no p.f. fol indicativa

. O . o,

de mistura {(130-1357C e 160-1707C) .

0 espectro de 1V da mistura (E. 17) apresenta bandas

. . A . . .
em 3400, 1640 e 1060-1050 om devidas a vO-H, vwC=C & wC-0O, res
pectivamente, além das bandas normals de estiramento e deformagac
- . - . -1 _
o-H em grupos metila e metileno (2960-2860, 1460, 1380 cm 7). Una
. - . . ‘ - -1 ,

banda relativamente intensa em aproximadamente 965 om sugere de

formacio CH para duplas ligagdes com substituigao em trans /48/.
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3

0 espectro de RMNTH (E. 18} apresenta um grande enve

lope de CHQ e varios picos corvespondentes a metilas, alem de
dois sinais largos em 8 5.13 e 5.32, caracteristicos de protons

olefinicos.

hepectros como esses allados aos dados do EM { massas
maximas em m/e 412 e 414), sugerem compostos com esqueleto esterol
dal. Um namero cada ver maior de tais substdncias tém sido detec

tadas em plantas, mas existe um esterdide, o B-sitosterol 34, gue

provavelmente ocorre em todas as especies superiores.

34 - R=(CH,CH

o Z 3
0y _
35 = ATT, R=CH,CH4

36 - R = Clj

0 composto 35, estigmasterol, também & bastante comum,
o difere do f-sitosterol apenas por ula ligacao dupla exoclclica,
Comparagoes entre ©S dados desses dols esteroides e os de nessa
amostra evidenciam multas semelhangas (Tabela I1).

bara uma melhor elucidagdo dos constitulintes da mistu
va, o material fFoi acetilado, purificado e aubmetido a cromatogra
Fia gasosy, conduzida em coluna OV-17 3% 8 28006. O cromatograma
(Fig. 7) acusou no minimo 8 compostos, sendo que B-gitosterol
(Gs 10) e estigmasterol (Gs 11), os 2 constituintes em maior pro

@@r@ﬁm, foram confirmadoes por e@imj@@ﬁo com s respectivos pa

acetllados.
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Tabela TI - Dados de p.f. e RMNlﬂ de alguns esterdides

p-sitosterol /54/ AMOETRA ESTICMASTERDT, /54 )/

- M 414 0 - PM 412

{22 9{1 5 C)Q { 2 91-1 48

ol £, 139-140°C 130-13570 169-170°C
160-170°C

RMNTH{S) 0,658 {HHW{”TM@) 0.72 (3 0,70 {?*I*{?lg

60 MHZ 1,01 (H-C 1.03 {3H) 1,06 (H-C

}

19/ 19
3.53 (1H-0) 3.50 (1H)

4.67 (1H, W 1/2=18Hz)

.13 {20

5.40 {1y, #H-C 5.32 (i)

6

Téanicas de separacao e identificagao altamente  efi
cientes tém sido desenvolvidas para a anadlise de mistura de este
rdides, sendo CG/EM a mais popular, onde se reune ¢ conhecido de

sempenho da CGcom a alta sensitividade da EM /55/.

Um metode classico consiste em efetuar as etapas de
separacio e identificacao em um espectrometro de massa classico

com geometria reversa /56/. Nesta técnica, apds a lonizagio dos
componentes da mistura, gualquer Ion, que pode ou naoc ser © mole
cular, & selecionado em valor apropriado do campo magnético, e ca
racterizado sucessivamente por sua fragmentagao unimolecular néa
segunda regiac livre do campo (fiecld free region - FFR) do espec
trometro. Esta fragmentagdo pode ser registrada variando-se )
campo eletrostatico da voltagem inicial até zero. Na posicao nox
mal, o potencial El do campo elétrico, o lon precurson mi passa

: . S, A e
peld campo com enerygls cinetica m,y v /2. QOuando a decomposigan



39

¥ 7
i
i
i
o :
il
: £
: 35
: ; i !
i 4 H b
H H !
H : i i
H i ! H
i : { : ! :
: i : :
g s - ; 4 i
Il H i H
! ; | :
. ; N | N ;
- i ; H t
e i . ¢ : : i
" 3 H : . i
: : H : §
¢ i
s : ; i ;
! ) i ! e
{ : i §
B ' | i
i : { |
. ; i
e e [ i e}
‘ ! : !
| i
i ? : S |
i < H 3 I
; i : J {
i ; i H i
:
i ] t N H
; ; i i
H - s H |
{ : | o |
T |
s g : !
far W k : ; - | i
’ : i :
i : i :
: ; i —
i i i I
i { % :
i ‘ i
H 3 ¥ !

fig. 7 - Separagdoe dos esterdides por CG

: ] —— . e
ncorre, a energia cinetica divide-se entre O ion @rodutﬁIﬂz e &
particula neutra. Portanto, © ion produto passa pelo campo ele

trico num campo mais fraco E, e pela relacao abaixo, tem-se
e

B
ford

Varrendo-se a regido inteira de energia, possibilita-
~ge a determinacao de todos fons produtos formados pelo precursor
.

e desta maneira obtém-se um espectro da energia cinética dos lonsg

34 analisados por massa, MIKES ("Mass - Analvoed lLon Kinetic
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Fnergy Spectra®™) /57/.
A regiao de massa alta do EM convencicnal (E. 19) dos

esteroides & mostrada na fig. 8. Os picos a m/e 414, 412, 400 e

da de agua de m/e 414 e de m/e 412, respectivamente). Mesmo con
siderando que Iions moleculares sdo facilmente detectaveis, a com
plexidade da mistura pode causar muitas superposicgoes, de modo
gue a atribuicao de um pico a um determinado esterdide poderia
ser ambigua. Portanto, resolvemos utilirzar espectros de MIKE
{(fig. 9), visando obter informacdes acerca de cada conmponente da
mistura. #m cada caso, observamos um numero de fragmentagtes,semn
pre maior gque 10, suficiente para permitir o uso de suas abundan-

cias relativas como um diagndstico para cada lon molecular.

(,}MW . Ao me P IO 3 ‘%m &m . . oL ”qm

fig.8 - Regiac de massa alta - EM da mistura de esteroides
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fig.9 -~ Espectros de MIXE dos picos a m/e 414, 412, 400, 398,

396, 394 e 380
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A comparagao dos espectros de MIKE com agueles da 11
teratura /58/.comprovou as identidades de f-sitosterol 34(CGs 10),
estigmastercl 35 {Gs 11) e nos permitiu a identificacfo de campes

terol 36 {(Gs 12) como o componente com m/e 400. Os demails espec

tros (m/e 398, 396, 394, 386 e 380) nao conferem exatamente  com
os dados disponivels e serao discutidos abaixo.

Algumas f[ragmentagoes caracteristicas num EM clissico

(BSQUEMA ¥ /59/), coinciden com as principais clivagens Chserva

dag nos espectros de MIKE /58/. Estas Ultimas sao:
- As perdas mais intensas de agua gue de radicals ne
5 -
tila para A7 - estercides
-~ Tons M-85 intensos (H,0 + CSH7) para = ~esterdides
monoinsaturados, e @liminaéﬁo cléssica da cadeia lateral dando um
fon & m/e 273.
-~ fon intenso a m/e 271 para esterdides com insatura-
cao na cadeia lateral correspondente 4 perda desta cadeia junto a
20 do niicleo. Estes compostos também mostram um intense pico  en
tre 299 e 300, provavelmente devido a clivagem da ligagao C20~C22
com e sem transferdncia de hidrogénio. O poder de resolugao de
energia do espectrometro MIKE pode ser insufliciente para .separar
og lons com m/e 300 e 299, resultando masgas nao integrais, como
O espectro de MIKE do Ion com m/e 398 mostra picos em

0.955 Ky, 0.918 By e 0.787 E; para as transigoes

m/e 398 3y m/e 383
) s

m/e 358 2 mn/e 380 (intenso)
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w (H,0 + CH.)

m/e 398 2 37 m/e 365
n/e 398 a0+ Cellg) r/e 333

Essas fragmentaces ocorrem caracteristicamente em es
terdides hidroxilados com insaturacgac nuclear. A falta de outros
picos diagndsticos, como aquele devido a perda da cadela lateral,

nac nos permite uma maiox elucidag&e de sua estrutura,

0s espectros de MIKE con m/e 396 e 394 demonstram cla
ramente que esses picos 530 superposigao dos fons Lragmentos devidos
i perda de Agua dos compostos com §L§‘4l4 e 412, regpectivamente,
e de Tons moleculares de esterdldes isoméricos. Os picos inten

sos, nos dois casos, em 0.961 E, e 0.956 B

1 1 sdao devidos as transi

cOes

n/e 396 27, m/e 378

m/e 394 _ 2% wm/e 376

indicando um esterdide hidroxilado

Para o conposte con m/e 396, um pico mails intenso cOX
respondente & perda de 15 u.m.a. (CHB}’ em m/e 381, nao sugere in
saturagio no C 5. Os sinais em 0.643 By e 0.538 Eqe

m/e 213, sao devidos 4 perda de cadeia lateral (CIOHEl) e cadela

a m/e 255 e
lateral + 42 u.m.a., respectivamente (ver esqgquema I).

Para o composto com m/e 394, estas tltimas perdas tam
hém sio observadas, a m/e 255 e m/e 211. Apenas a fragmentaGao

dando m/e 211 parece envolver a transferéncia de mais 2H, devido

possivelmente a existéncia de uma insaturagdo na cadeia lateral.

Para este composto, o sinal en 0.956 b (m/e 376) mais intenso su




iR VR AT B Yy e . e g o 5 E -,
BSQUEMA T - Principais fragmentagoes em A7 =3f-0l-esterdides

num EM classico

iy 4

" 34 m/e 396
= 24 m/e
35 mfe 394

36 m/e 382

= .0
ZWW% |
(eliminacao ~1,2)
~CH
3
+
M
34 - R = Et m/e 414 34 m/e 381
35 - 4%%, R = Bt m/e 412 35 m/e 379
36 ~ R = Me n/e 400 36 n/e 367

olivagem a

e 273 (- cadeia lateral)

271 (- cadeia lateral - 2H)

4 36 m/e 273 ( - cadeia lateral)

2,
",

e,
T

NN\clivagem b

“MMMK\ - 42
\\\M
"
= NN

34 m/e 231

35 m/e 229

36 m/e 231
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gere insaturagao no £ 5,

O espectro de MIKE do pico em m/e 416 demonstrou ser
o isdtopo (M + 2) de m/e 414. A baixa concentragac relativa do
lon com m/e 386 ndo nos permitiu maiores elucidacgbes de sua estru
tura .,

A principal vantagem de aplicarmos esta técnica para
a analise de esterdides & que ela fornece resultados ripidos acer

ca da mistura, sem a necessidade de difliceis isolamentos prelimi

nares, desde que a separacao molecular e trocada por uma clara se
legao-de fons. Entretanto, a situacdo pode ser complicada se a
fragmentagac de componentes com alto peso molecular fornece L1
lon de mesma massa que outro- lon molecular, como foi observado em
nossa mistura. Mesmo assim, pudemos ter alguma informagac acerca

de 6 compestos, sendo 3 totalmente identificados.

Ge 13 a Gz 16

Acidos de cadeia longa (¥ 173~180- EXTR.HEX: BTER I)

P151-175~-EXTR,METANDOLICC 1)

—
et

Estes compostos elulram juntos da coluna, e apos pu
rificacgdes se apresentaram como um 6leo amarelado que por CCD mos
tra uma mancha alongada caracteristica de acidos.

Pelo espectro de IV (B. 20), verifica-se uma banda

- - e Ml o ] m‘l
bastante larga entre 3300 e 2500 cm e outra intensa em 1710cm 7,
proprias de estiramento O-H e C = O, respectivamente, em  acidos
carboxilicos dimericos /50/. Aléem dessas, tem-se bandas devidas

a estiramento e deformagac C-H (2950, 2920, 2850, 1470, 7200mml),



47

VO o= O (1620 om T} e w0 (1280 cmml}.

O espectro de RMN L H (E. 21) & tipico de acidos de ca
deia longa insaturados, caracterizados pelo sinal largo em §10.63
devido ao prdton carboxilico e pelo intenso pico em § 1.27 devido
595 protons metilénicos. Um sinal em & 5.33 indica prdtons olefi
nicos em duplas disubstitulidas, e um triplete mal resolvido em
§ 2.77 pode ser devido a um metileno duplamente alilico (~HC=CH-
CH,~CH=CH~) /50/.

Atraves das analises dos espectros de IV e RMNiﬂ cons

tatamos a presenga de fcido graxo, mas ainda ndo pedlamos afirmar

COm SEeYUraAnga sea tinhamos uma substancia pura ou uma mistura. A
fim de uma melhor elucidacdo, a amostra fol esterificada com dia
zometano (ﬂMNlﬂ ~ B.22} e submetida & cromatografia gasosa. Utili
samos uma coluna com silicone SE-30 5%, considerada satisfatOria

para separagOes de ésteres metilicos de acidos graxos /60/, com

programacao linear de temperatura. O cromatograma (fig. 10) reve
ta no minimo 1)l compostos, alguns dos guals pudemos identificar

através da técnica de coinjecdo com dcidos graxos padroes metila-

dos.
Ds ésteres oleato e linoleato de metila nao Separamn
por CC em coluna de silicone SE-30. Una fase estacionaria matls

adequada para esses dois compostos seria PEGA (polyethylene glycol
adipate) /37 - p . 148/, mas nao nos fol disponivel.

Com programacdo multilinear de temperatura (parte ex
perimental) obtivemos uma meihor separacao entre os picos corres
pondentes a estearato e a oleato (e/ou linoleato) de metila (fig.
ii).

Deste modo, identificamos palmitato, estearato, olea-

to e/ou linoleato de metila como componentes de nossa misgtura. Os
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oleato e/ou  linoleato
i . e
i de metlila

e o
¥ estearato de metila

o
M"‘W-».

fig, 10 - Cromatograma dos acides draxos metilados con
programacao linear de temperatura

. H
4 I3

F
Loleato ¢/ou linolsato
- de metila

estearato de
A’ metila

D f

¥

e i

fig. L1 -~ Cromatograma do estearato e oleato{e/ou 1i-
noleato) de metila com programacao maltili-
temperatura

near de
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doidos originais foram denominados Gs 13, Gs 14, Gs 15 e Gs 16.

Gas 17 e Gu 18

Aeidos triterpénicos (F 189~-206 - EXTR.HEX: ETER 1)

dates compostos eluiram da coluna bastante impurifica

dos por plgumentos € por Geidos de cadeia longa, como os  ja isola

dos nas fragoes anteriores. purificacio de pequena guantidade re
. . C o O
aultou em oristais incolores, com p.f. 277-280,67C {etanol),

286,5-288,5°C (metanol) e |al. + 68° (¢ = 0,8, MeOH).

¥
0 espectro de IV (E. 23) foi multo importante no diayg
néstico dos grupos funcionais. Uma banda , bastante pronunciada
"’"'l e . - . - . - . -
em 3400 om & caracteristica de vO-H de alcbois, mas podemos no
tar sua parcial superposicao a uma banda multo larga entre 3300 e
- w}" ' - . - N
2500 cm T, sugerindo, por sua vez, vO-H em acidos carboxilicos.
- =1 . e
Uma absorgac intensa em 1700 cm (v ¢ = ) reforga a suposicao de
um grupamento Acido.  Além destas, temos bandas relativas a estil

ramentos e deformacSes C-H (2920, 2870, 1470, 1390 e 1370 cm '} e

relativas a vC~-0 (1280 « 1030 amml)w Os doils sinals em 1380 e



-1 . . . ‘

1370 om sugerem metilas geminadas /50/.

Devido & baixa solubilidade da amostra, nao fol possi
o1 & e Sey - 1o RMN D —_ -
vel a obtengao de um espectro de RMNTH que nos permitisse maiores
informagoes estruturais. No entanto, uma banda larga entre ¢ 1.0
e 2.0,varios pilcos agudos em tornc de § 1.0, relativos a protons
metilénicos em sistema ciclico e a prdtons em metilas terciarias,
respechtivanente, caracterizam 08 cspectros tipicos de triterpencs.

A espectrometria de massa constitui um método fisico

extremamente util na elucidacao estrutural dos triterpenos. Cada
classe principal destes compostos possul um comportamento de frag
mentagio hem caracteristico gue & controlade, em geral, pela pre
senca de uma ligagao dupla nuclear. Assim, as informagoes forne-
cidas pela andlise do espectro de nassa podem ser utilizadas, in
~lusive, como critério para se designar a classe a gual es5as8
substincias pertencem. Uma discussado detalhada do EM de triterpe
nos pentaciclicos saturados e insaturados ¢ felta por BUDZIKIEWILICY
e colaboradores /61/, apontando as possibilidades e limitagoes des
ta método, como um instrumento diagnostico na elucidagéo de estru
turas .

congiderando gue temos os 2 grupos funcionals ja indi
cados {~CODOH e ~OH), & massa maxima e © plco base registrados no

espectro de nossa amostra (E. 24), em m/e 456 e 248, respectivamen

te, sugerem um triterpeno pentaclclico com uma insaturacao nu-
clear, possivelmente nos aneis € ou B, polis o pico base sugere

uma fragmentacgao - da moléecula em 2 partes com massas proximas.
Os compostos naturais deste tipo mals comumente encon
lico 37 (derivado da a-amirina) e o dcido oleandlico 40 (derivado

da f-amirina), mas nao descartamos inicialmente a possibilidade




51

desses grupos funcionais estarem em outras posicdes, inclusive por
gque uma comparagac entre nossos dados e os desses 2 compostos (Ta

pela ITI} mostram algumas diferencas.

0

3

3

H

A
29 20
R N

Z2

™S coonr?
37 REY=R%=qH

1 2
38 RU=H,R =Me

40 RE=r?-p

8 41 RimHFR2mMe

42 RlﬁAC,RzmM@

Parva melhorarmos a pureza @ a zolubilidade da anostra,

esta foi submetida & esterificacdo com diazometano, resultando em

eristais incolores com p.f. 198-202°C (EtoH) e [u|D + 24° (o=1.1,

MeOH) .

O espectro de IV do produto metilado (E. 25} agora

mostra claramente uma banda larga em 1630 cm &, devida ao vC = O
visto gue a absorgac da carbonila fol deslocada para 1730 cn”t

(vC = 0 em esteres).
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O espectro de RMN'H (E. 26) apresenta um sinal largo

am ¢ 5.28(1H) e um singlete em § 3.62(3H), correspondentes a pro

. . 2 3
tons ‘olefinico e carbometoxilicos, respectivamente, Entre & 0.73

e 1.15 verificamos 6 singletes, referentes a préotons metilicos (Ta

b@ia_ﬁii}, Bsses dados nos permitiram concluir gque a molecula
possul uma ligagac dupla trisubstituida e grupes metilas tercia

rios, confirmando maig uma vez a sua natureza triterpénica.

De acordo com nossas verificagbes anteriores,teriamos

algumas posgibilidades de posicionamento da ligacac dupla, como
3 ) T
29 (L1} 12

. 14 . )
, A ’ A {somente no caso da R-amirinal. Qs valores I

intensidades dosg picos do EM de cada caso sugerem um "modelo" de

ﬁragmemt&@éo, e para o composto metiladoe (E. 27), os dados 5 a0
mals coerentes com a dupla na posicac Cl2-CL3 {vide esquema I

/61/. Isto, aliado aos resultados de RMNEH (Tabela IIT), apoiam
a suposicao de termos &cido oleandlico, mas certas diferengas nos
dados indicam alguma impurificacdo, provavelmente por acido ursd
licao,

A distingao entre os compostos desses 2 grupos por
andlises espectrais ds vezes se torna bastante dificil. Os EM séo
muito semelhantes, sendo gue em muitos casos apends as lntensida-~
des relativas de alguns fragmentos diferem levemente /61/.

0s dados de RMN'H dos grupos metilas terciarios de
compostos das 2 séries sao multo bem discutidos por TURSCH e cola
horadores /62,63/. As atribuiq&@g das frequénciaa de ressonancia
desses protons foram feitas comparando-se 03 espectros de deriva
s hom@l@go%, diversamente substituidos. Para isto, foram estu
dados 34 triterpoenos Alzw oleanenicos e 6 triterpenos A12 - urse-
nicos. BEm quase todos os casos, a unica diferenca evidente entre

os sinais devido aos protons metilicos terciarios em membros des
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hLat

sas 2 classes estd na absorgao relativa ao © 27: para os daeriva

dos ursolicos esta se apresenta em campo mals alto do que para os
compostos oleandlicos correspondentes, numa base de 3 a 4 Cps

(6 0.05 a 0.07), provavelmente devido a um efeito de anisotropria

vela proximidade da ligacao Cl9-C29) . As absorgdes dos protons
das metilas secundirias 29 e 30 dos compostos ursdlicos, gue de

vem g apresentar sob a forma de dubletes, foram consideradas de
dificil localizagdo, podendo estar encobertas por outros plcos.

Temos, em nesso espectro (E. 26) dois sinals: um  en
§ 1.1% e outro em menor proporgaco em & 1.08, gque poderiam ser atri
buldes acs protons metilicos da posigao 27, respectivamente, para
os derivados oleandlico e ursdlico. Alem disso, os dados de p.f.
e rotacgao optica do composto metilado nao conferem multo bem com
nenhum dos triterpenos individuals, reforgando novamente a suposi
ciio de uma mistura gue na forma &cida recebeu a denominagao de
Gs 17, 18.

Thacnicas cromatograficas de coluna ou de CCD 8a0 to

+talmente ineficaves para se resolver esta separacao /64/. Por ou
tro lado, a diferenciagdo entre compostos desgsas 2 séries, assinm
como a detecgac de um em presenga do oulro sao bem conhecidas atya
vés de reacgtes de oxidagdo com didzido de selénio /64-67/.

Para esta reagao, a guantidade total da amostra foi

metilada e posteriormente acetilada com anidrido acético/piridina.

O produto da acetilagac, Ac ~ Gs 17,18-Me, se apresentou COmo
cristais incolores, p.f. 205-208°C (CHCL :Me0H) , o] + 609 (c=1.9,

cnczBE

-

Pelo espectro de IV (E. 2B) verificamos as bandas 1

. _ n -1 .
picas do grupamento acetato: uma forte absorgao em 1740 cm (vC=0

de esteres) e outra em 1240 mei (v-C{=0)~0 em acetatos de al




cools secundavices /50/.
: o . - , -
No espectro de RMNTH (BE. 29) ohservamos absorgoes e

¢ 5.35 {1, 1H), 3.67 {

4]

y 3HY e 2.07 (s, 3H), correspondentes aos
protons olefinico (H 12), carbometoxilicos e acetoxilicos, respec
tivamente. Os sinals devido aos grupos metilas aparecem pratica
mente no mesmo intervalo do derivado metilado, entre & 0.76 o

1.16 (Tabela I1T). Wovamente aqui, chservamos uma absorcao de pe

guena intensidade em § 1.10 e outra em ¢ 1.16, gue concordam mul-

to bem com aquelas relativas aos protons metilicos naposicao 27

Os dados do EM do Ac-Gs 17,18~Me(E. 30} conferenm com

a fragmentagao proposta para o ursan-1eo-en-28-carhometoxi-35-
acetdxi 39 e para o olean~12«=en-28~carhometOxi-3f~acetoxi 42

(esgquema I1) /61/.

Aopul vale ressaltar algumas aonsid@rﬁgﬁes acerca das atribulcoes
dﬂﬁkﬁﬂﬂ&ﬁ(&}ﬂbﬂﬂ@ﬁ@ﬁgbﬁgﬂﬁﬁ@%;ﬁmtluﬁms,zwm aspectros de RMNIH desta
slasse de compostos. Nas comparagoes feltas entre compostos de
uma mesma serie, TURSCH et all /62/, consideraram que a  mudanga
de substituintes numa dada posicgao nao afeta o deslocamento guimi
co dos protons em grupos CH3 que estivessem suficlentementes afas
tados e fizeram a correlagao: ¢ aproximadamente constante —# ¢ru
pos metilas distenciados.

Por outro lado(apenas para o8 compostos oleanenicos) eles
tambem calcularam os Ad produzidos pela introdugac ou modificagac
de um dado grupo funcional sobre os metilas mais proximos, entre
compostos de séries andlogas.

Assim, por esses dois caminhos, todas as atribulgoes
foram feitas, e ainda foi construida uma tabela onde se relacionam

“incrementos correspondentes aos metilas vs substituintes, toman
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ESQUEMA IT -~ Fragmentacoes propostas parva alguns derivados da séerie

dos olsananos o ursanos Alzmlnmdturadar VAR

%XK/&
AN/

3\

~ + N
COOR, 5
O o \w,/
A
%
a
pico base dificilmente retem
f//’ a carga
fffxf “&OQRQES R,

w(CCOOR2+2H}

e
d £
mie 189 m/e 133
cation alilico altamente muito estabilizado
conjugado
ﬁi, X .

wico M ploca  pico b
/e /e /e
Rlz«“-Rzmi“i ; RB:{:ES ou H, Rz}m H ou CLHB 456 248 208
R]m H, R?-"—‘=CI'-13,R3 = CHB o H, i\ﬂxﬁ (010} CH3 470 262 208
5 v PR : Y- e
%L"mﬁ(,, E W(HE, j Cwiig oax H, 1{4 Hoou CHB 51z 267 256




do-se por base o0s valores dos plcos metilicos do 12-cleanenc 43

S 43

du 23 e

ram gue & concordincia entre o valores caloculados & Q8 Chgerva
dos & muito satisfatdria, e isto pode ser hastante ntil para as
atribuigoes de metilas em compostos oleanenlcos nOVOoSs.

Por exemnplo, temos dois derivados Gs 17,18-Me e P e Rl 1)
17,18-Me, cula unica diferenca & o tipo de grupo funcional na PO
sicao 3 (hidvoxila e acetoxila, respectivamente). Considerando
gque a mistura tem pxadomiméncia do triterpano oleanenico, baseamno
enos nos dados da Tabela IV para calcular o deslocamento gquimico

relativo aos protons de metila, e verificamos a grande semelhangda

com os valores experimentals registrados na Tabela i1T.

OXIDACAO COM DIOXIDO DB SELENTC

As reacoes de oxidagao com didxido de selénio sao de

consideravel interesse na guimica dos triterpenos. Alem de servl

rem como um instrumento valioso na determinacdo das estruturas das
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Tabela IV - Efeito de alguns substituintes scobhre o deslocamento

i .
gulmico dos grupos metila do l2-oleaneno

_ INCREMENTOS {AG)
substituintes

: 23 24 25 26 27 28 29 e/ou 30
3p~CH +0.12  ~0.03 +0.01 +0.02 0 +0,01 0 0
3E-0he 0 +0.05 +0,02 0 { 0 +0.01  +0.01L
28-C00H -0.03 -0.01 ~0.03 -0.23 0 40,04 40,04
28“€0@Cﬁ3 ~-0.02 ~0.01 -0.02 -0.26 & +0.04  +0.05
19MQXO 0 0 +0.03 +0.02 -0.14 +0.16  +0.Z26

§ grupos metila
L2=oleaneno 0.88 0.84 0.94 0.98 1.15 0.84 0.88 Q.83
41 (cale.) 0.98  0.80 0.93 0.74 1.15 0.92  0.93
42(cale.) 0.86 6.88 0.%4 0.72 1.15 .93 (.94
amirinamy rambam sao otilizadas como um meio de localizagac das

fumgﬁeﬂ sobre O esgueleto oileanenico /70/.
Sabe-se que com o didxido de selenio enm Acido acético
. . 12 . . - .
glagial, todos 0s AT Tetriterpencs conhecidos da serile B—amirina

11,13(18)

gio convertidos inicialmente a A ~Jienos, passando poste

riormente a Ag(ll)?lj(lg}

~dieno~12,19~diona /65,66/. Em contras
ta, 0 centro insaturado da g-amirina nao se mostra tao reativo,ha
vendo tambem uma particular falta de p&rtimipagéo do €18 adjacen
te. Tentativas de se efetuar a oxidacdo com compostos ursenicos
foram todas infrutiferas. Estes foram recuperados essenclalmente
Sem_modificagéaﬁ /66 /.

0 didxido de selénio promove oxidagao suave C-H em po




sigdes alilicas, sempre no lado mais substituldo de uma olefina ag
simetrica /71/. O curso que esta reagdoc toma & uma funcio de va
rios fatores, incluindo estrutura, estequiometria e solvente. Yo
caso de ligagoes duplas trisubstituldas, gue s@o as que nos inte

ressan, podemos ressaltar algumas generalizagdes:

a) A oxidagao sempre ocorre no lado disubstituide da

dupla, como i1a especificado acima.

h) A ordem de reatividade preferida & C,>CH,>CH e &
reacdo nunca ocorre em posigoes cabeg¢a de ponte.ls

to indica uma superposicao de fatores estéricos e

@letroénicos.

¢} Se a posigio alilica preferida & a terciaria, ge
ralmente se ohtém um dieno conjugado em lugar de
wm aloool terciario. Isto pode ser Justificado,

considerando-se a facilidade de desidratagdo de um
carbinol terciario sob as condicoes acidas da rea

Cao.

Existem varias proposicodes para o mecanismo da reagao,
de acordo com os produtos obtidos. Assim, intermedibdrios oxasele
nociclobutano, lon carbdnio e estados de transigao ciclicos pare
cem ser apliciveis em diferentes circunstancias /72 a,b/. A pro
posicio esguematizada a seguir & amplamente aceita/73/.

Outra cmnﬁidaragéo de ordem geral & a de gue nao exis
te envolvimento de radical livre /72¢/.

As condicgdes experimentais gue influencim na  obten
cdo dos produtos sao bem discutidas na vef. 7L. Utilizamos daio

%ido de selfnic récem sublimado (método com acido nitrico)/71,74/.
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em excesso com relagao a4 olefina.

Andlise por CCD do produto da reagado indicou 2 man

chas principais, gue foram totalmente separadas por cromatografia
em coluna.

As primeiras frag¢oes cristalinas, p.f. ElﬁﬂZIBOC,a@rﬁ
EOH
sentaram espectro de UV (E. 31) com A max 258, 250 e 241 nm, dJue
eatio em total acordo com og valores correspondentes &0 All,13(1&
EtOH

/64/.

N
[ ]

AN

EN\COOMQ o
P p.f. 232-47C/78/

neo
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O espectro de IV nao nos forneceu informagoes adicio
nais, sendo praticamente superponivel ao do composto Ac-Gs 17,18-Me.

0 espectro de massa nao mostrou pico devido ao lon mo
lecular do dieno. Apresentou massa maxima em m/e 512 e pico base
em m/e 262, como o composto de partida, mas com pequenas variagoes
nas intensidades relativas. De acordo com a ref. 64, o derivado
ursolico sem modificacgoes & recuperado juntamente com © prLs13(18)
~dienc, o gqual por sua ves & detectado apenas pelas absorgoes ca
racteristicas no UV. Nossos dados sugerem gue temos essa mistu-
ra, mas a pegquena guantidade isclada (0,006 g} nado nos permitiu
maiores informacgdes dos constituintes.

Continuando a eluigao da ccluna, isclames um  segundo
composto aristalino. Os dados apresentados na Tabela V mostram &

perfeita correlacdo com agueles da literatura para oleana~3{(1l1l) ,

5

~ancia na

Nao encontramos nenhuma refe

. I U . T S

literatura sobre a anilise do espectro de RMN'H desta substancila

guanto as absorcSes dos protons das metilas terciarias. Na [ig.12
. . . P B

temos 08 sinais relativos a esses grupos num espectro de RMNTH em

100 MHz,
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TABETA V -~ Comparagao dos dados entre o produto da oxidagao com

SeC., e o composto 45
) 22

Produto da oxidacao 45 /64,75/
p.f. (BHOH) 24324570 244-246°C
o, (cHCLy) «148% (¢ = 0.4) ~152° (¢ = 0.36)
N PO

U.VL(E.32) A max, 276 (¢11570) 278 (g 10500)
T.V. {1 33, em ™~ 1735 1735

1705 1w o= O 1705 | vC=0

1670 | . 1670

1630 v = C 1630 vO=C

1610

1250 wo-0 1255 vC-0
RMNVH (. 34) , 8 5.03 (s, H~11) 5.92 (s, 1)

4.50(1,1H-W 1/2 15 cps)

3.70(s, OMe) 3.67 {s,3H)
2.05 (5,082} 2.05{s,3H)

0,92-1.36(6s, 7 grupos Me)

Com base no gue foi discutido anteriormente comparan

do o composto 45 com o 42, podenos admitir dque os Jgrupos Meo-23 e

Me 24 em 45 estio suficientemente distanciados das posigoes afeta
das pela reagdo de oxidagao (9,11,12,13,18,19), logo, nao deven

sofrer grandes variacdes nos deslocamentos quimicos, relativamen-
te a 42, Portanto, podemos atribuir o sinal a § 0.91(6H) a esseas
dois grupos, considerando que todos os demais estido mais proximos

s insaturacoes e devem sofrer deslocamentos maiores.
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fig. 12 - Espectro de RMN lH {100 MHz) do composto 45

Uma funcio oxigenada ( € = 0) na posigao 19 contribui
com o8 incrementos mostrados na tabela IV, e podenos considerar
cque a maior influéncia sera exercida sobre as wetilas 27,29 e 30.
Para o composto 46, os calculos fornecen § 1.09 e 1.20 para o©s
metliias 29 e 30, rﬂmpﬁctivgment@'(ﬁ exp. /62/: 1.09 e 1.19)

A carbonila exerce sobre a metila axial 29(a) dois
efeitos opostos: de desprotegdo indutiva e de protegao anisotropi
ca. Sobre o metila equatorial 30(B),por outre lado, esses 2 efei
tos sio de desprotegdo (ver zonas de protec¢io e desprotegdo anisg
tropica na fig. 13), portanto, & coerente consliderarmos O sinal

em campo mails alto devido ao CH,~29, cOmo indicamos acima,

3
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»
30 P
/
4
Q.
e,
COOMe
L4
4g
O composto 47, olean-12(18)=-en~28-carbometoOxi-3,19-dioxo,
idéntico ao composto 45 ao nivel dos anéis D e B, mostra as se
gquintes absorgoes para 08 grupos metila /77/:
1,22 0,88
g
L
O
oy
COOMe
a7
Para o composto 45, estes efeitos sao bastante pronun
ciados devido & extensido das insaturagOes, ¢ © razoivel conside
rarmos 08 sinais em § 1.10 e 1.29 como correspondentes aocs meti
las 2% e 30, respectivamente.
Restam as absorcoes em & 1.13, 1.31 e 1.3% que deven
, ser atribuldas aos grupos 25,26 e 27. Essas 3 netilas, todas

axiais, se encontram acima (25 e 26) e abaixo (27) do "plano® for

nado pelo sistema de insaturactes (fig. 13). Seus protons, por




tanto, estdo localizados na zona de protegac anisotropica criada

pela circulagido de elétrons

0

fig. 13 - Composto 45, Zonas de protecac anisotropica

comparando este efelto sobre 0s 3 grupos, podemos  ad

mitir gue a maioxr influéncia serd sobre os prodotons do CH,-27, de

3
vido ‘a sua malicr proximidade dos centros ingaturados. O CH3m26 sa
encoritra em situacio bastante semelibante, mas OS efeitos de des
protegac 1,3-dlaxial /96,97/ devem deslocaxr a absorgao dos prd
tons para campo mais baixo. Assim, & razoivel sugerirmos gue OS5
sinais em & 1.13 e 1.31 sao devidos aos grupos 27 e 26, respectl
vamente, e por exclusao, ¢ 1.35 & atribulde ac grupo 25. Esta 1l
tima:deaiqnaqém & plenamente justificével, considerando 0§ pronun
ciados efeitos de desprotegac 1, 3~diaxial exercidos pelos grupos

24 @ 26 sohre O €H3w25,

ne gualguer modo, o sistema dieno—-diona cria uma si
tuagdo muito peculiar, e una atribuigio mais segura deveria  ser

haseada em comparacoes com modelos adeguados, © gue nao foi possi
vel. Assim, por exemplo, verificamos, atraves de uma pesquisa na

literatura, que estudos concernentes com os possiveis deslocamen



tos dos grupos wmetilas tercifrios em compostos 12-oxo deste

nac tém sido publicados,

ferentes 4s substincias indicadas abaixo, para as quals nao

feitas atribuigoes.

HO <

6o

tipo

Algumas informa¢es disponiveis sao re

T - =

==

3f~acetoxi~10-pleanan-l2~ona /79/

Tambem néao fol encontrada na literatura nenhuma

.83
.89
.00

.04

.18
.24

.85
.94
.04
.09
.19

(3H)
(6H)
(98
{38
(3H

5340

refe

rencia guanto aoc processo de fragmnentagao do derivado dieno-diona

45 num espectrometro de massa.

picos de masgssa alta com intensidades significantes, a saber

538 (77%)

O especitro de massa

478

{49%) ,

437

(LO0%) .

(E.

A tipica reagao retro

35) do compostos apresenta 3

m/e

Dielg~-



~Alder, observada em compostos triterpénicos insaturados nao deve

ocorrer em substinclias como esta, considerando gue © sistema de
insaturacdes condugado proplcia uma maior estabilidade, desfavore

cendo fragmentacgdes deste tipo. De fato, a auseéncia de pilcos in
tensos de menor massa, e um lon molecular em m/e 538 com alta  in
tensidade relativa (77%), o que ndc e muito comum em compostos tri

terpenicos, apoiam estas suposicoes.
A perda de 60 u.m.a. pode ser relacionada a perda de
12 e e
Para o8 derivados oleanenos A7 T -insaturados, DJERASSL
et all /61/ propoe gue, apds a reacgao retro Diels-Alder, que re

sulta na formacgio do principal fragmento a (ESQUEMA IT, [ 56 ) res

te pode perder o substituinte na posigdo 17, resultando na  espg
cie ¢.  Esta @ sempre acompanhada por um intenso pico 14 ULl @,

mais baixo, e a presenca de um Ion metasstavel em alguns casos in
dica que este fragmento e formado por um processo em uma etapa @

partir da espacie a. Desde que esta fragmentacao presumivelmente

envolve a pevda do gubstituinte do C 17, o Gtomo de carbono adi
cional perdido & muito provavelmente o proprio C 17. Esta cliva

gemn necessita de uma dupla rransferancia de H, como a indicadsa no
esquema 17 para a, dando um cdtion alilico altamente conjugado d

(73 uw.m.a. mais baixo que a, no caso de um carbometoxi em 17) .
clivagen analoga, mas a perda de 101 u.m.a <05H909) sugere 2 dJru

pos ~CH,- a mails.

ot

A migracgdo de um H provocando a clivagem Cl6-Cl7  en
volve certamente um rearranjo tipo MacLafferty com a carbonila do
grupe carbometOxi.

A ruptura da ligagao C20-C21 proposta no esquens TTT
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3

pode ser favorecida relativamente & da ligag8o ©22-Cl7. consideran
do que a insaturagdo formada provoca uma extensao no sistema  de
eletrons T conjugados e, portanto, um aumento na establilidade do
produto.

A perda de um fon radicalar, com ruptura da ligagao
C18-C17, produz o chtion altamente egtavel g, em m/e 437, como pi

oo base do espectio.

Nsta oxidacio com didxido de selénico nos possibilitou
a seguinte conclusao: o derivado do Acido ursdlico, quando emguan
ridade consideravel, & recuperado sem modificagoOes juntamente com
o dieno 44 /64/, e @ separado deste por cristalizacac fracionada.
No caso, ndo tivemos esta separagdo, mas os dados sao indicativos
dos ﬂoiﬁ compostos, portanto podemos sugerlr gque nogsa mistura
tritérpénica original era constituida predominantemente por acido
oleanblico, junto a pequena guantidade de acido ursoHlico.

Tsto esth bastante coerente com a divergencia observa
da nos dados de p.f. e rotagao optica dos compostos individuais,
azsim como com 08 pegquenos pilcos verificados nos espectros de

RMNlH dos derivados metilado e acetilado, atribuldos aos protons

; - 12 ~ .
do Me-27 em substancias A7 -~ursenicas.



ESQUEMA ITY -~ Fragmentacao proposta para o conposto 45
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ACUCARES (Fmy; - BXTR, METANOLICO I)

(E¥TR, METANOL - AGUA)

A separagao de aglcares redutores em misturas & clas
@imaﬁ@ﬁk@ feita por cromatografia em papel e a identificagao re
ﬁulﬁa da comparagio com padrdes adequados. Multas tentativas de
separar misturas de aglcares por CCD, um matodo mails prético e ra
pido, tém sido feitas desde os primelros experimentos de STAHT,
/80/. 0Os resultados ohtidos com todos adsorventes conhecidos @
com ﬁuitom ripos diferentes de impregnantes e misturas de solven
tes, tém mostrado controvérsias, sendo altamente satisfatdrios pa
ra alguns casos e totalmente inoperantes em outros /81-83/.

mm nosso estudo de acglicares livres da planta, fizemos
una serie de cromatoplacas, variando adscorventes, impregnantes, sol
ventes e roveladores utilizados, e comparamos os resultados  obti
dos com agueles provenientes da cromatografia de papel.

Num primeiro teste, utilizamos como adsorvente silica
gel ativada, Esta normalmente & imprdpria para a separagao de agi-
cares, mas J4 fol utilizada para a deteccdo de ciclitdis. Com os
sistenas de solventes recomendados, n E2{1) /81, p . 307/ en Q(E}
/37, p . 230)/ (Tabela VI) tivemos una péssima resolugadc. Tanto
reveladores mais especificos para compostos redutores, anisaldel
dOmH2594 /38 of, e para compostos nao redutores, tetraacetato de

ahumbo 1% em etancl /37, p 230/, como os mails gerails, AqNOE ame

cromataografia em zelulose monocristalina, considerada
eficiente em muitos casos, revelou gue temos no minimo 2 COMPOSs

. . . . . . )
tos, mas a separacio ndo fol nitida. Com o sistema n = (3) e 0O
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ravelador hidrogeno-ftalato de anilina /37, p . 218/, obtivemos
manchas marron-avermalhadas, com RE muito proximes. Pela aplica-
gio conjunta dos padroes glucose, galactose e frutoss, og aclca
res livres mais comuns em plantas, verificamos que a distingao en
tye eles numa mistura seria muito dificil.

conseguines melhores resultados com placas de silica
impregnadas com Acido hdrico e com acetato de sddic. Uma investl
gagao detalhada dos limites e possibilidades desses 2 impregnan
teg em CCh fol feita por LATO e colaboradores /82,83/. Iles tra
malharam com 20 agﬁmareﬁ, sando 14 monossacarideos ¢ 6 oligossaca
rideos, e testaram 42 sistemas de solventes em cromatografia mono-
e hidimensional. Ewm todos os casos utilizaram reagente fenblico
(nmftﬁmxwaorcimwkmﬁzﬁﬁﬁ) como revelador, gua desenvolve cores di
ferentes para varios agloares.

Fm nossos testes, usamos 7 padroes, sendo 6 monossaca
rideocs {(glucose, frutose, galactose, xilose, manose e arabinosele
1 dissacarideo {gacarvose). Entre os reveladores ja indicados, a
solugao de anisaldeldo wHR504 apresentou bons resultados, com O
desenvolvimento de cores diferentes, de um modo bem caract%ris:&
ao para cada aglear. Vale ressaltar gque este reagente & muito
sensivel & acdo do tempo e da temperatura. Cores vivas sobre um
fundo claro somente sio obtidas se a solugao for recentemente pre
parada e se as placas nao forem submetidas a guperaguecimentos
apds a pulverizacgao,

As cromatoplacas de silica impregnadas com acetato de
ehdin foram desenvolvidas em 8 sistemas de solventes: (1), (3), (4]
/847, (5) a (9).

Fm todos o casos, a separacgao fol muito peguena. Os

padroes individuais apresentam praticamente o mesmo RE,evidenclan
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TRABELA VI - Sistemas de solventes uvtilizados para S@paragﬁo de

agucares /82/.

(1Y benzeno-metanol-icido acético~acetona (65:15:10:10)
(2} nebutanol-piridina-agua (10:3:1)

{3y n~butancol-acido acético~agua (3:2:6)

(4 acetato de etila-acetona-i-propanol-agua (6:3:2:1)

(5) cloroformio: metanol (6:4)

(6) acetato de etila~i=propanol-n-butancl-acido acético-agua
(FO0:60:35:35:30)

(7} i-propanol-agua (4:1)

(8) acetato de etila-piridina~&gua (3:3:2)

(9} Aeido acético-acetona-i-propanol-—agua (6:3:2:1)

do a dificuldade de identificagac destes em uma mistura. Os agu

gares glucose e frutose nao sa0 distinguidos por RE em nenhum dos

solventes testados, nao obstante o fato de se tratar de uma dupla

G

hexose-pentose. Bstas cromatoplacas, no entanto, nos permitiram
descartar a possibilidade de termos zllose @ manose em nessa amos

tra. Estes monossacarideos alem da peguena diferenga em RE, <o
£ p et

ram de modo muito peculiar: manchas avermelhada e amarela-clara,

respectivamente, aparecem bemn antes cdas demails.
Utilizandoe o impregnante acido borico em cromatogra
fia unidimensional, LATO et all observaram consistentemente uma

resolugao bastante limitada /82/. DNo entanto, em nossc casoco, es
ta foi superior a cobtida com acetato de sddio. Solventes conten
do piridina produziram manchas difusas e alongadas, 0 mesmo ccor-
rendo com metanol e/ou acetona. O melhor sistema de desenvolvi

_— o) e ~ .
mento foi o n ~~{7), mostrando uma nitida separagac em 2 grupos .
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Galactose e glucose apresentam RE muito préximos, mas por Lonto

mists sao totalmente dlferenciadas.

Por comparagoes das taxas de migracac, das cores de

senvolvidas no aguecimento e por ponto misto nos varios solventes,

pudenos verificar:

yiA

abaixo {(fig. 1

auséncia de arabinose, manose, xilose e galactose
existéncia de glucose, frutose e sacarose, além de
un agucar ndo identificado, com RE inferior a glu

cose, prasente en peguena gquantidade.

separacac conseguida pode ser representada COO

4 a)

ig. 14 - Separagao dos aglcares

a) CCD em silica impregnada com dcido bOrico

b)Y cromatografia em papel

g 3
BB 0
S8 48
I

@ &

#
() i=PrOn:I,0

a1
' :
g g <-
9 & 02

& Pl A + w

(4:1) (1)

MM, 1 =~ EXTR.METANOLICO I

AM, 2 - EXTR,METANOL~AGUA
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Alternativamente, firemos cromatografia descendente em
papel, segunde métodos classicos (parte experimental) .

a identidade dos aclcares 7a detectados foi confirmada,
e pudemos visualizar claramente manchas proximas a origem, devidas

provavelmente a oligo-e polissaciaridecs. O reagente utilizado para

revelacio, solugao alcalina de AgNO., & bastante geral tanto para
a@ﬁmareﬁ redutores Ccomo para nao redutores.
Os carboidratos provenientes da hidrolise dos polissa-

carideos foram analisados pelas mesnas técnicas.

Por cromatografia descendente em papel confirmamos a
hidrdlise total. Foram detectados 3 monossacarideos predominantes,
gue por comparagoes Ccom amostras auténticas (ponto misto) foram

id@nﬁificaﬂog como glucose, galactose e xilose. CCD en silica im
pregnada com acido horico desenvolvida em dois sistemas de solven
ras, (6) e (7), confirmaram & identidade dos monoconstituintes do
polissacarideo.

Atraves destes métodos detectamos apenas tragos de fru

tonse, degcartando assim a possibilidade de termos frutana cono ol

pwkiﬁmaﬁaridaa caracteristico da planta.

Fate estudo nos permitiuv verificar que CCD de silica
com impregnantes pode ser multo atil na andlise de agtcares de

plantas, aliando praticidade, rapidez e uma alta sensibilidade,mas
podé ser um método ineficiente para separagoes e identificagtes
mals complexas. Lsta limitagdo, no entanto, & hastante dependente
de fat@r@ﬁ como espessura da silica, concentragac do impregnante,
gquantidade dos acucares, sistemas de solventes, tempo de ativagao,
revelador e outros. Trabalhando sob as melhores condigoes, pode

mos obter resultados semelhantes aos da cromatografia em papel.
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Ester nio metilico (IF 105-108-EXTR.HEX: ETER T)

(F 5-8 - EXTR. BENZENICO)

Os oleos amarelados obtidos apds purificactes des

tas  fracoes dos 2 extratos se mostraram ideénticos ,
tanto por ponto misto em CCD, comO por comparagoes dos da
1

dos éspeatrai% de IV e RMNTH.
0 espectro de IV (E.36) apresenta alem das bandas em
3000, 2920, 2850, 1460, 1380 e 720 ﬂmml, devidas a estiramentos e
deformagoes C-H em compostos de cadeia longa, outras em 1740 e
llﬁﬁ-cmml, caracteristicas de vC=0 e vC-0 em ésteres,
O espectro de RMNTH (E. 37) & tipico de um dster ndo
metilico insaturado. O sinal centrade em ¢ 5,37 evidencia proton

nlefinico em dupla disubstituida , do tipo

m~£i?;\\ Hy /50/: Jab ~ 17 Hz
< .
C mmm.6; Jao ~ 7 Hz
e "
H. CH, - Jad ~ 2 Hz
= 2
a

O triplete mal resolvido em ¢ 2.77 sugere protons me
+ildpnicos duplamente alilicos. Na regiao entred(0.93 e 2.40 temos
varios sinais, com predomindncia de unm singlete largo em §1.25 de
vido aos protons metilénicos (CH,)n. Pelo multiplete centrado em
§ 4.22, proprio de grupo metilenc vizinho a oxigénio, parece nac
se tratar de um aster metilico ou etilico.

gubmetendo~se o composto a cromatografia em fase gaso
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sa conduzida em coluna de silicone 8E 30, verificamos a predomi

ndncia de um anico pico (fig. 15).

¥ : :
: i
i
L
: {
;
:é 1
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g’“.i
i
o
o
o :
de b \\ :
b N ™,
- P e Y,
H " kY
: : R BN
H H RN

Fig. 1% - CG do composto Gs 9 = coluna silicone SE-30

A id@ntificagéo deste tipo de substincla € geralmente

facilitada pela andlise individual das porgoes acida e alcodlica,

separadas por uma reacao de hidrdlise. No caso, 0s acidos foram
liberados atraves de uma hidrdlise basica.

Os dados espectrais de RMNYH (E. 38) e de IV dos aci

dos purificados sao muito gemelhantes acs do mistura de dcidos isg

lada no extrato HEX: ETER I,
Andlise por cromatografia gasosa (coluna OV-17 3%) do

produto esterificado com diazometano revelou 3 picos principals
(fig.16), gque foram identificados por coinjecac com padroes  como
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paimitato, oleato e estearato de metlla.

N !
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fig. 16 - CG -~ fracaoc Acida proveniente da hidrolise de Gs 9=
esteres metilicos

A obtencdo de 3 Acidos apds a hidrdlise de um  éstex
que apresenta apenas wn pico em cromatografia gas-liguido nos su
gere um composto trigliceridico, bastante comum em plantas. Neste
caso, teriamos um trigliceridio misto, com tres porgdes acidas di
ferentes.

Infelizmente, a andlise da fracao orgidnica em pH basi
co ndo nos conduziu d identificacio de nenhum composto. 0O alcool
deve ter ficado na fase aguosa.

A anidlise do espectro de massa da substancia Gs 9  se
ria de muita utilidade, mas ndo fol possivel o registro de nenhum

pico de massa alta.,
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A detecgao  dos long moleculares neste tipo de composto, com
m/e 800-900, & bhastante dificil, exigindo condigfes de  operagao

controladas e alta sensibilidade do aparelho /B5/.

Gs 19 (F 26~37 - EXTR, METANCLICO IT)

Este conposto, iselado como um 6leo incolor, mostra
muitas semelhangas com o esqualeno 25, isolado do extrato HEX:

ETER I (Gs 1).
EtOH

O espectro de UV (E. 39) apresenta A max em 252 e 211
nm, sugerindo cromoforos conjugados.

Pelo espectro de IV observamos 2 bandas caracteristi-
cas de vC=0 em ésteres e vC=C, em 1735 e 1660 cmmif respectivamen
te, além de bandas devidas a estiramentos e deformagoes C-H.

O espectro de RN (E. 40} & superponivel ao do conm
posto 25 ao nivel dos sinais devidos a protons olefinicos (65.12),
metilénicos (6 2.20) e metilicos (8 1.63), estes dois Gltimos tam
bem sobre Qspzn Adigionalmente, wn multiplete em & 3.95 pode ser
devido a um grupo CHQ vizinho a um oxigénio.

Podemos supor, baseado nestes dados, termos um  ester

alifdtico, ndo metilico, com porcido da molécula andloga ao esqua

leno, mas a pequena guantidade da amostra, assim como sua facil
é@ﬂomp@%igﬁof nao nos permitiram obter maiores informagSes estru-

turais.

G 20
(F 62~068 -~ BXTR. METANDLICO T1)

Este composto foi isolado como um Olec amarelado.
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O espectro de UV (E. 41) apresenta absorgoes em 203,
224, 253 e 355 nm, sugerinde novamente cromoforos conjugados,
O egpectro de 1V apresenta bandas em 1730 (=) erjOcmflmﬂﬁﬁ,aléndg
outras devidas a estiramentos e deformacoes C-H, que se asse~

melham aguelas encontradas em ésteres de cadeia longa.

1 ) .
O espectro de RMNTH (E. 42) apresenta sinais &m
§ 0.90(s), 0.93(8) e 1.27(s), correspondentes a grupos metilas e
metilténicos, sendo este (ltimo bastante intenso, caracteristico

de compostos de cadela longa., Dois singletes em 6 1.72 (3H) e

1.88 [3H), assim como sinais em & 4,585 {8, 2H, J = 7 Hz) « & 5,25

(i, 1H, J = 7 Hz) sugerem grupos WCH3, WCH2w0R e -H, respectiva
menta, ligados a C %pg. Finaimente, um dublete em § 2.22 (ZH

Jo= F Hzy pode ser devido & um grupo wCH?w vizinho a uma carboni
la.
Com base nestes dados espectrals, propusemos a exls

tencia de um esgueleto terpentide, do tipo
H

g " 0
s, e, e o ,L\\ i§
ST TS el -0-CR
n < i)
cono integrante do composto Gs 20.

Comparagoes com amostra auténtica de acetato de fitid

la 51, derivado do produte natural fitol 50, tambhém isolado da
nmesma planta (discutido adiante), reforgaram a suposicgaoc de ter

mos um éster, onde o componente alcodlico & um terpendide andlogo
ao fitol. CCD com ponto misto indigcaram gue estes compostos apre

sentam Rf muito préximos, com Gs 20 um pouco menos polar.

Uma melhor elucidacac da estrutura ndao nos foi possl
vel devido a facil decomposicac e peguena guantidade do  composto

isolado.
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Gg 21

Tereftalato de dimetila 49 (F99~108~EXTR.METANOLICOTLL)

(F109-120=-EXTR.METANOLICOID

ApOs purificacoes, este composte foil isolado como  um
o a . . \ : - o ., — . .
sd1ido crigtaline incolor, p.f. 136-136,47C, visivel sob irradia

cdo com lampada UV em placa de sllica fluorescente.

0 espectro de UV (E, 43) apresenta absor¢oes maximas
em 282 (e 2120) e 239 nm {& 87%0), duas bandas multo caracteriaté
cas de compostos aromiticos substituldos (banda XK e banda 8)/50/.

Os sinails em 3000, (1500, 1440), 1020, B1S e 725 cmml
no espectro de IV (E. 44) rambém sugesrem composto aromatico, sen
doy devidos a vwO=-1, vwO~C do anel, dobramento C-H e C-C, respectiva
mente. Uma banda fraca em 2950 mel & propria de vC~H de Grupo
metila o absorgdes intensas em 1720, 1280 e 1120-1110 mel suge
rem um grupo ester ligado a anel aromatice (vC=0 e vC~0, respectl
vamente) /50/.

Pelo espectro de RMN}H (. 45) constatamos ser um con
posto extremamente simétrico, apresentando apenas dois singletes
em & 4.00 & &8.20, com integracOes relativas de 1.5:10. O single
te em & 4.00 & caracteristico de protons em grupo ~OMe aromatico
ou em aster aromdtico, e aguele em 88.20 sugere protons aromdti
cos hastante desprotegidos.

Compostos simeétricos como y-pironas ja foram isolados
de Compositae /B6/, e poderiamos supor uma estrutura como 48 para

Ga 21, mas uma pesguisa na literatura mostrou discordancia nos da

dos.



O espectro de massa (E. 46) apresenta um pico corrss
pondente ao lon molecular em m/e 194. Perdas de 15, 31 e 5% u.m.
a., relativas a - Ciy Moo OCH, (pico base) e M- COOCH,, Teg
pectivamente, evidenciam a presenca de um grupo ester.

Uma revisao da literatura mostrou a perfeita conoor
didncia entre os dados de Gs 21 e agueles registrados para o tevefl

talato de dimetila 49 (Tabela VIIL)

Ao ddentificarmos o composto Gs 21 como tereftalato
de dimetila, aventou-se a possibilidade deste ser um plastifican-
te extraldo em alguma etapa do processamentc. No entanto, varios
fatores foram considerados, gue nos fizeram descartar esta suposi

cao.

Realmente, grande nimero de trabkalhos na literatura
indicam gue o Acido tereftdlico @ largamente utilizado na indis

tria de plésticos, na forma de polimeros derivados de glicdis do
tipo HO(CHQ}RGH, onde 0 n varia de 2 a 10. Seu dimetil éster tam
ham & usado como plastificante, mas em menor escala. No entanto,
a recuperacio do Acido ou do dimetil éster a partir de um plasti

co exige condicfes drasticas, como refluxo com acido mineral por



TARLLA VII o~ Comparagoes entre os dados de Gs 21 e os do terefta

lato de dimetila 49

Ga 21 Toraftalato de dimetila
.. (P0) 136~136.4 139-140 /87/
MeOH
VA max  {(nm) 239 242 /887
262 286
RMNTH(6) 4.60 (s, 6H) 3.92 (s, 6H) /87/
£.20 (s, 4H) 8.07 (s, 4
EM (/) 194 (M) 194 (M) /89/

179 (M - CH )

163 (M - oCH, - 100%) 163 (100%)
135 M - COOCH3) 135
2 h /Jo0/.
Tsto, aliade 4 grande guantidade de Gs 21 isclada e

an fato de nao texrmos mantido o material sm contato com plésticos
em nephuma etapa do processamento, apolam a hipbtese de gue se tra
ta de um produto natural.

Novamente, atraves de uma revisao na literatura, cons
ratamos o isolamento de tereftalato de dimetila de 3 plantas, a

saber, Aegle marmelos (fam. Rutaceae) /91/, Zizvphus sativa (fam.

Rhamnaceae) /92/ e Uncaria gambier (fam. Rublaceae) /93/.
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Fitol 50 (F 99-108-EXTR. METANOLICO II)

(B 109-120~ BEXTR. METANOLICO T1)

Fgte composto, iscolado como um Oleo incolor, mostra
caracteristicas espectrals de um terpendide.

Seu espectro de IV (E. 47) apresenta bhandas de absor

cao em 3340 e 1660 em™t (VO-H e vC=C, respectivamente), além da
gquelay referentes a estiramentos e deformagoes C-H em compostos
de cadela longa.

A presenca de sinais em campo alto, & 0.83(s),0.93(s)
@ 1.22 (1) no espectro de RMNlH (R, 48) indica prétons
da grupos wCHB e mCﬂzwa Adicionalmente, observamos sinals Gl
§ 1.65 {s, 3H), 4.04 (d, J = TiHw, 2H) e 5,37 (tl, J = 7 Hz, 1},
o8 gquais caracterizam a presenga de um metiia, de um grupo MGHEQH
e de um proton, respectivamente, ligados a SSPQ /507,

Uma revisao na literatura nos levou a verificar gue os
dados espectrals de Gs 22 coincidem com agqueles registrados para
o diterpeno aci%lico fitel 50, como evidenciado na tabela VIII pa

, , "
ra os sinais em BMNTH

T cH,0R 51 - R =

é b a Mo

o :

% (=}
Com a finalidade de obter dados de mals um derivado
de Gs-22 para comprovagao de identidade, e também de um modelo pa

ra comparagao com o ester Gs 20, preparamos o acetato atraves de
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TARELA VIII - Comparagao dos dados de RMNTH entre Gz 22 e fitol e

Do—Gs 22 o acetato de fitila

Gg 22 (H.48) FITOL 50 /947  Ac-Gs 220(8.49)  ACETATO TH L

TILA 51 /95/

WNH ) 0.83(s) 0.87 (Me, a)  0.81(s)

0.93 (s} 0,97 (Ma, b G.91 (=)
L.2200) L.2i ()

1.65(s) 1.68(Me, o) 1.70{s) 1.700Me, o

4.04 (&, T=THz)  4.13(CH,,d) 1.97 (s) 1.92(Me, f)
5.37 (£1,0=7Hz)  5.42(H, € 4,51 (&,J=7THz) 4.50(CH,,d)

5.31 (L1, J=THz) 5.32(1, e

reacan com anidrido ac&tico/piridina.
O produte Ac-Gs 21 ge mostrou idéntico ao acetato de
fitila 51 (Tabela VIIT). Agui verificamos claramente © desloca

mento do sinal devido aocs protons do grupo MCHzoR para campo mais

haixo (Aé ~0.4), que estd de acordo com aguele obtido para o S

ter Gs 20 (8 4.55). Podemos notar tambem a semelhanga entre es
; g l E o - -

ses 2 espectros de RMNTH (E. 42 e E. 49) ac nivel dos outros Si

nais referentes as porgbes alcodlicas dos esteres, reforgando asg

sim a suposicao de termos um derivado de fitol como Gs 20.




cApPITULO 3



85

NP 1 ,
HRTUDOS DR RMN CH,  DE R

T -

B DE BESPECTROMETRIA

DE MALSA DE ALGUNE DERIVADOS DO GLUTINANG

I - Isolamento do composto

IT = Consideragdes estruturais. Tecnicas utilizadas

e ) N 1.
para atribulcgoes de sinals em RMNTH

TIT - Obtengao dos derivados

IV - Aplicagao de reagentes de deslocamento no esty

do de RMNlH dos derivados do glutinano

13

n L

Vv - Analise dos espectros de RMN 7C de

alutinanicos

derivados

Vi o~ Analise dos espectros de massa de derivados glu

Binanioos

I = Tsolamento do comnposto

A substinclia escolhida para nossos estudos, dencomina

da Os-3, foi isoclada da parte soluvel em benzeno do extrato eta

réces (género até entdo totalmente desconhecido guanto a compe

edo quimica), atraves de cromatografia em coluna.
¥ 1

Por recristalizagoes sucessivas em benzeno:metanol .

.. . v ‘ o s . . O
foi obtide um gblido origtaline, p.f. 188, 5-190,57C

(o o= (.66, CMCLB) LT

11 = Consideragoes estruturais, Tecnicas utilizadas

i o 6
bov g + 91
D :

para atribul-

cOeE G sinais emn RﬁNlH

O sspectro de IV do conposto (B.50) apresenta bandas




o - Y . =1 . . : .
1740, 1240 e 1640 ow 7, proprias de =0, wC-0 e wi=C,

specti
vamente, as duas primeiras gendo caracteristicas de ésteres., Una
= . ity Yone prp ey i g o . ’;; " . E* . P 3 " -

intensa absorgao em 3420 cm sugaere vO-H em alcools, emrcra
nao observe vC-0 tiplco desta fungao entre 1200-1000 cm T, N

entanto, isto nao pode serviv de diagnOstico numa primeira andli

se, desde que outras absorgOes também aparecem nesta regiao/48/.

Entre as bhandas de estivamento e deformag' C-H, dols sinals  em

1390 e 1370 mmwi sugerem metilas geminados.
A natureza triterpenica da substancia ficon  eviden

g pela andlise do espectro de RMNi% (F.58 « 100 Muzi. Uma

olad
handa larga entre 1.0 e 2.0 e varios plcos agudeos em torno de

51.0 caracterizam protons metilénicos em sistemas clclicos e

rons eln metilas tergiarias, respectivamente, A integragao dos
sinais em campe alto esta coerente com § grupos CHg.  Um single
o em 52.00 (38) confirma o grupamento acetato e dols multiple

s oem 65,62 e 4072 {(1H o8

a) sugerem proton olefinico em  dupla
trisubstitulda e proton sobre C ligado a grupo acetoxidla, respeo
tivamente.

O espectro de massa da substancia (E.51) apresenta pi

COR am Ef@ 468 (massa maxima), certamente devido ao Ton molecy

. ! o N - . L . ,
lar, em m/s 408 (M -60), devido a perda de acldo acetlco, e 0 pl

o base em mfe 274,

Com base nestes dadeos e pelo numero de metilas ter

ciari

envolvidas, sugerimos tratar-se de um triterpeno pentacl
clico, com uma dupla ligagdo trisubstitulda e uma fungao acetato
secundaria.

Com a finalidade de acumularmos dados para wua deter



. o

Atrave uma hidrdlise basica, obbtivemos o alcood

secund ario T

pondente, que serd denominado Os=3.1. Recrista

Lizagao em metancl resultou em um sdHlido cristalino, p.f. 206~
U o3 BN I . .
207.47C, fafy, + 57.87 (¢ = 0.74, CHCl,).

A yeagdo @ evidenciada no espe

de IVE.SZ2) pelo

cimento das bandas de absorgao do grupo acetato ({(vC=0 e
vC~0} @ pelo aparecimento das absorgdes caracteristicas da fun

3440 wmwl (vO-11y @ 1040 amwl (wC=-0Y . As demals bandas

a0 idénticas as registradas no espectro do acetato,

0 espectro de RMNlH {F,60-100 MHz) apresenta - =

nais agudos em campo alto, culda integracao corresponde a 8 gru

pos CH, oo onm sinal largo em & 5.67 e outro em § 3,49, devidos aos
privtons olelinico e carbindlice,respectivanante.

Uma informagao adicional gue podemos tirar dos espeg

rros de RMNEH Ae Os-23 & Os-3,1L (B.5f

LaE

para Ca-3 & BE.60

Os-~3,1) @ provenlente da largura da meia altura da banda devida
acs provons carbindlicos. Memso guando, por causa do  acoplanen
to virtual, o sinal nao e resolvido (como ocorre Lregquentamnan—
te am esterdides e terpenos), & largura do multiplete 4 meia al
tura (W 1/2) & efetivamente caractevistica, sendo que em geral
um proton axial tem W L/2 > 15Hz, enguanto gue num egquatorial
W 1/2 2 menor gue 12 Hz /100/. Wo nosso caso, observamos W o1/d
-8 Hz, o gue nos permite concluir gue a fungao oxigenada do com
posto se encontra em posicaoc axial.

O egpectro de massa de Os-3.1 (B.53) mostra ploos em

/e 426, devido &ao 408, devido a perda de

H.0, ¢ novamente O Para massas inferiores

& oindéntico ac do acetatoe, evidencliando gue

a 274, o BM do

o principal fragmento destas substancias, v ponsavel pelo  pilco
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base, nao carrega a fungio oxigenada.
e e b e e MM YN e ' : - ‘ Y
Os espectros de RMNTH em 100 MHz dos 2 compostos (H.58
para oz Os-3 o B.60 para Os-3.1) mostram nitldamente 8 sinais  agu

dos dd intensidades semelhantes

em canmpo alto, confirmando assim a
supeosicao anterior de termos § grupos metlilas terciarios ligados
e ‘ b
ao nucleo pentaciclico.

Fizamos um levantamento dos principais esqueletos  Lri

Eryiam

ﬁgyg%éiewﬁ p@ﬂtmciaéigmﬁ gue ooorrem sn plantas e gue apre
derivados cujas caracteristicas espectrals podem, numa primelra
anslisé, ser condizentes com aguelas verificadas para nossos Com
postos.

assim, alouns esgueletos chaves /101/ sao mostrados na
pagina seguinte.

Intre os triterpendides naturails, as funcoes hidroxila
s 14

ou acetato se encontram comumente sobre o O 3. Compostos

v oxigenada em posicac diferente sao de ocor

res de uma unica fungd

réncia bastante rara J101/.

considerando os derivados insaturados mals representa

. . , \ L 1B . o
tivos dentro de cada classe, temos os A7 ~germanicanos, Jermanicol

o 12 \ o : L4
52, A77-oleananos, B-amiripa 54, 47 -taraxeranos, taraxerol

€2

A-glutinanos, glutinol 58.

como discutido anteriormente, a insaturagfio nuclear po

da "dirigir" o procesgo de fragmentacao destes compostos,portanto,

o CLT

a anflise do EM pode ser de extrema utilidade na determina

frutural. Wa tabela VIII apresentamos os valores de p.l., rotacac
Sptica e os picos mals significativos do EM destes compostos .,
e S e - z - . : bl . . I T S .
Os isoémeros 3-epil foram incluidos porgue os alcools nag
turais germanicol, taraxerol e R~amirina apresentanm a hidroxila no

¢ 3 em configuragdo B-eguatorial, Apenas no glutinol a hidroxila




x

o

"o,

("‘/’
& \g
o, ‘iw ,...»}
p e L e
¢
i\ ;
PN /

%"‘w"’# i % ;de,,/.«”

B (1 eanano

Alz o

-5 g
S

n

o Toarawerano D-Glut i nano

56 Aléf 38=-1 AJ; IR0l

-

>
Ay 3E-0AC

5T OAT T, AR-0Ac

e df-axial, e confirmadamente as funcoes acetato e hidroxila &m

Os-3 & Os~3.1, respectivamente, sdao awiaisg.

Por esta tabela podencs veriiicer a estrelta correla

gao entre os dadeos dos compostos nao ildenti

gistrados pava ¢ glutinol e seu acetato.



germanicol 52

acetato 53

cresrmaniond , Jeond
o ¢ ;8

acedato

g-amirina 54

acetato 55

B-aniring , 3~api

acetato

Taraxerol 56

Os-3., 1 {alodol)

O3 {acetato)

o, £, /10,1027

(“ry

178

2280

221222

188

247

A02-304

267269

L1022

186-187

206207, 4

iBg . 5-100,2

§€':‘€. E .
H H ‘}’:g

O
6

m

3
e

fes)

~ Comparagoss entre triterpenos

rotacao Optica/101,102/

e
LY

EM/GL, 09/

426 M)
177,189,204 (100%)

a68 M)

177,189,204 (100%)

426

2R8{100%), 203

?'

468 (M)
18 (100%) , 203

idem 54

204 (1004

idem 56

426 M5
274 (100%)

468 (M)
274 (L00%)

476 ()

974 (100%)
468 (M)
274 (1009)




Agul vale ressaltar gue a andlise detalhada do espec

o SN A e
tro de RMNTTC do compogto Os-3 ¢ a conpars

com a8 dados dispo

e x - . N o - . . . oy o . " . . - - ,
niveis de derivados friedelancs /128/ fol decisiva para a  defini

de sua estrutura. O fato de 34 ter sido isolada B-amirina da
nesma planta, aliado 4 possibilidade de terros uma segunda funcio
oxidgenada no esgueleto, come sugerido pela handa em 3420 mmwl no
espectro de IV de Os-3 (E.50) (vO-H - apesar disto nao estar coe
rente com outras analises), poderia nos conduzir a uma estrutura
tipo amirina, ou outra bastante diferente. No entanto, estas du
vidas foram eliminadag pela analise do espectro de R“m ‘o, crue
mostrow apenas um carbono ligado a oxigeénio, com excegao do carbo
no carbonilico, e fol muito semelhante ao dos compostos friedela
nos. Basta sera discutida adiante.

Atraves de uma pesguisa na literatura,verificamos que
apesar de glutinel ccorrer comumente na natureza, esta @ a primel
ra vew gue ge isola o seu acetato como produto natural. Tambéem Ve

ificamos gue triterpencs desta classe nunca foram encontrados en
plantas Moriceas.
Nenhuma referencia e feilta quanto. acs estudos dos  da

dos espectrais destes conpostos, especialmente guanto as  atyribul
.... , - ey . 1,
oes dos protons metlilicos em BMNTH.
Os deslocanentos guimicos dos 2 derivados glutina
*Yy L . e ,
nos s sao apresentados na tabela 11X, Juntamente gom o aohtidos

N . . P, , 1
para Os=-3 & Og-~3.1L (B, L8 2 E. B0,respectivamente - RMNTH 210

L0 MH=z) .

) } ) ) e b ‘
Para wn estudo mals detalhado acerca da RMNTH  desses

compostos, verificamos na literatura os méetodos utilizados mara

*Y glutino Teglut-5~en-3f~ol=D: o~ riedool Ean-been- 3 -0k &Cjiﬁfﬁiéi? o

glutinol=glut~5-on=-3if-acetoOxi=0D: B Jr‘@mﬂ@l@aHWJWQHMShwacatﬁxi




TABRLA FTX -

glutinol - RMNTH,

Clutinel 58

0.8% (3H)

0.97 {3H)

1.00 (6 W

116 .16 €3
3.49(W L72 B.6H2)

(préton carbindlico)
5.67 5. 64 {proton

vinlliico C &)

Fal fim.

O uso e reagentes paxam&qn%ticws

s

udo de HMN de mo

elucildag

Ainivalometanato)

tais como tris!

~Eu (DPM) . ou Pr (TPMY 4

de moleculas gue carregam fungoes onde existem pares de

sonancia dos protons, devido a f@xm&g;

culas complexas

Comparacoes entre 0s8-3 e Us-3.1 @

e 3

1. 05

L.07

Ry

1.17

LA 0 L2 BHzy-CX ea. 2,00

4.72(W1/2 8Hz)

EPR N

G

derivados de

acetato de glutinol

0.84 (35}
0,84 (3H)
0.98 (34}

1.00 (34

.16 (31
2.00 (30, acetato)
4, 70{Wl/2 THz ~C 3

ey, (proton carbindlico

5,56 (pfoton

vinilico ¢ )

lantanidicos no es

tem sido de multa utilidade na

o das estruturas de compostos naturals

de europio oun

tém a habilidade de induzir,

o de adutos entre O

/103/.  Com

?j i Ny

o
4

de praseudimio-

no saspectro




Nk

o elenento adequado do substrato /1047, Os processos pelos cualy

e
L3

staEtrons de

nparelhados do reagente de deslocamnento

de absorgace de nucleos do substrato sdao bem

dos na ref. 105,

Assim, aegs reagantes podem ser exbremamsnte tteis

> 6
no estudo de triterpendides gue carregam funcdes oxigenadas (oe

guals podem atuar como bases de Lewis), especialmente na caracte

xiza@ﬁw dos numerosos grupos O .

3

Num espectro normal, os oito sinals devidos aocs  pro

tons metilicos se situam numa estreita regido en campo
(~60.8 ~ 1.2). A adigao do complexo paramacnético resulta et um
deslocamento desses sinals, gue passam a cobrir wma faiwa de  ateé
-

Hoppm, sendo gue a magnitude deste deslocamento e diretamente  re

lacionanda & proximidade espacial entre o grupo metila ¢ o sitio

S106,107/.

de coordenacac do metal

rUCRLEY @ oolaboradores /JL07/ utiliza

£ ﬁu(@?ﬁ}% @m
. Y e . 7 :; - . o . - o o ey T LI . P R T

um estudo de RMNTH com triterpenos tetrvaclolicos e pentaciclicos,
incluindo glutineol e 3~epiglutinol. Ceongiderando gue os  protons

dos grupos metilas mais proximos da funcio Z-oxigenada (onde ocor

e a formacio do aduto com o metal) sofreraco os mailores desloca

- o s - -
mery s CONS T LT Al oOm O

HE

vouma tabela relacilonando o8 grupos QHB

respectivos valores "normalizados” de A4, Nenhuma referencia fol

feita a4 atribuigdo das bandas de absorgdo nos compostos puros.
"t
Trabalhos mais recentes sobre o estudo de RMNTH €2
compostos triterpenicos tdm aplicado o método de deslocamento por
. . E o S T - . - . . g g :
reagente lantanidico en combinagao com o metodo de ressonancia in

ternuclear dupla INDOR /108,109/. Esta técnica de RMN dupla & um

6]

instrumento poderoso pas

g A ﬁet@xminaq&m preclisa dosg sina:

sorgao de protons  encobert an espect

5ode RMN comp Ll



>

tom demonstrado g myuibo o

iclente na elucidacao de moleculas or
r

ganicas complexas /110/. Em especial, na c¢lasse dos triterpenos

a téonica de ressondncia dupla internuclear {(INDOR)homonuclear foi

fetriva para medidas gualitativas do efeito Overhaus

ity

claay (NOREY entr

o protons de gru

NOB M

il-metlil, o gue pode ser re
sumidamente considerado como a seguir: frequentemente 2 nucleos

gue sao nmantidos em proximidade espacial possuenm um mecanismo domi

nante para relaxagao mitua, através de interagoes dipolo-dipolo.Se

NG o e T e , R . o B e R g
un desses nucleos e duplamente irradiado, a distribuigao de
Boltzmann de spins para o outro nitcleo & aliterada, e a intensidade

o

de suasg ressondnclas & perturbada. Este fen

Smeno fol  primeiramen

observado por Overhauser, e & por lsso chamado de efeito Over

T
P
Bid

5
i1

haunser nuclear (NOE) . U consideradoe de grande utilidade nas inves

ﬁigﬁ@ﬁ@@ estruturais porgue o necanismo dipolo-dipolo para
cao diminui com o inverso da distdncia entre os 2 spins J111/.

Assim, © NOE pode ser operativo para triterpenos entre

grupos Ch, espacialnente prowimos, mas o8 aumentos das intensida
des dos sinais neste caso sao usualmente multo peguenos para serem

madidos diretamente pela tecnica convencional.

10 da tecnica de THNDOR, no entanto, bem

conseguide resultados satisfatdrios na atvibuicgao dos picos de res

nancia dos grupos metilas da B-amirina, friedelina e triterpenos

relacionados J108, 109/,

I

Com hases nestas referencias, resolvemos aplicar os

métodos {deslocamento por pseudocontato e LEDOR) na anfilise dos

pectros de RMN&H do produto natural Os-3 e cerivados.

Utilizames 5 conpostos para nossos estudos, obtidos o
I E

partir do acetato de glutinol 0s~3, pela seguinte serie de ro
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TiI = Obtencao dos derivados

Q composto getonigo 03-3.2, DiB-friedoolean~b-en-3-ona

se

60, tambeém cophecido como alnusenona, foi o primeiro derivado glu

tinano isolado na natureza f112/ & & o mais comumente encontrado.
A literatura cita sua preparacgao a partir do glutinol pela oxida
cao com o complexo CXQ%/@ixidim& AL13/.

gm trabalhos mais recentes, encontrames refereéncias &
utilizacao de clorocromato de piridina (CCP), CﬁﬁﬁN%CrQEQl, COmo
um reagente altamente eficlente para a oxidagao de uma variedade
de alobois a compostos carbonilicos /114/. Sua preparacac & muito
facil e segura e ¢ produto & bastante estavel ao ar. 0Os rendimep
tos alcangados com 1,5 eguivalentes molares sao iguais ou malores
gue agueles obtidos com o clésslco reagente de Collins, gue ol
mente @ usado em excesso de 5 a 6 vezes. No entanto, a dificulda

inconveniente foi contornado, e otimos resultados foram consegul

dos pelo uso do reagente adsorvido el uln suporie inorganico inex
den g g o . & g, e i o
te, no caso alumina JL15/.

0 reagente adsorvido proporciona um meio de reacao par

ticular, capaz de aumentar a reatividade de varios compostos. iy

sim, a oxidagao do colesterol da  um rendimento de 80% em 2.%h, en
guantd oom Crwg/piridiﬁa dave somente 64%, Juntamente com OutrTos
produtos secundarios. Além disso, o método de isolamento do produ
to, antes trabalhoso e susceptivel de perdas, se tornou reduzido a
uma mera filtragao. A reagao , de um modo geral, @ muito limpa e

simplés.

Fizemos um teste previo com lanosterol, e obtivemnos



N

oxidagao total apbs 6h de reagao com 75% de rendimento(produto pu
rificado em colunal}. Estes resultados foram excelentes, guando
comparados a outros métedos de oxidagio anteriormente testados
S116/ - 24% de rendimento com reagente de Jones, 11% com DMED/
{CH,E{KO} I:ZO .

A oxidagao de glutinel {(0Os-3.1) com CCP adsorvido em
alumina fol completa apos 7h de rea¢do. Por purificagao em colu
na curta sob pressac, obtivemos o produto Os-3.2 em 74% de vendl

mentn, identificado como D:B-friedoolean-S-en-3~ona 60 por compa
p.f. 241-241.57C (Bz:MeUH)

5 4 .
2.2, caa13§

Lit/112/ p.f. 244-245°C (CHCLy:MeOH)

lal, + 307 (o = 2.2, cuCly)

O Alcool o~equatorial Os-3.3 foi obtido pela redugao

da cetona 60 com hidreto de litio e aluminio /117,73/. Tanto A

rgacan com esse reagente metdlico gquanto aguela com boro hidreto

de sodic produzem predoninantemente o aleconl o, devido ao atague

preferencial do reagente pela face 5 menos impedida da molécula

S5/

No entanto, de acordo gom a literatura, a propoin
Flecool o obtida pela reagao com Li&lﬁg/lLEX 2 naior gue a obtida
com NaBH, 7118/,

A reagac com LiAlH, fol completa apts 2h. O produto,




mostrado por CCD ser uma mistura de 2 &looois, fol cuidadosamente
E

cromatograiado em coluna de gilica. Taolancs assim 2 alcoolis,

e o {em ordem de eluicdo da coluna) na proporgaoc de 0.3:1.
identificacoes foram feitas por comparacoes com os dados da lite

raturs ¢ com o do composto Os-3.1, obtlido anteriormente.
alcool o - DB-friedoolean~S-en-3o-ol §1

oL f. 201-202%C (Bz: MeOH)

+ 58,47 (¢ = 1.0, CHCLly)

A

nit /101/: p.f. 204%C

m/e 426

Atraves de uma reagao classica de acetilagac com  ani
dride acético/piridina, obtivemos o ultimo composto da serie, o

acetato o Qﬁwﬁ,éﬁm:ﬁwﬁxi@d@@l@ﬂmwﬁw@mw3mwawetéxi 62,

oL £, 234-23550 (BE: MeOl)



fol. b 507 o o= 0.6, CHOL

Lad
R

...E ) )
M m/e 468

ALL9S pl.EL 2352 36”

ol + 46°

acac de reagentes de deslogamento no estudo de RN i

dos derivados do glutinano

Em nossas experiéncias com reagentes de desglocamento,
gtilizamos 08 complexos tris (1,1,1,2,2,3,3~heptafluor-7,7- dlumg
til=4,6~octadionato) de eurdpio (Eu(FOD} 4} e de pras eudimio { Pr
(F@ﬁ}33m O primeivo fol usado apenas oom o glutinol (Os-3.17, e
promove un deslocamento dos sinais de v gssonancia para campo  bal
«er, enguanto o segundo, usado com os demals COMpPOsLOs,promove des

taeamentos dog sinais para campe alto. Estes, principalmente

Pr {(FOD).,, foram escolhidos por gserem mais soluveis e mals eata
e

vels em CDOL., gue o complexo M{DPM }3 ALO8 S

3

/iﬁ@ - ci‘ '\ M{FOD)
|

/ x
\Kh 7 | | M= Ty ou Pr
e VY N g
O e CFLCF.L,CF .
. PRl Y

Fstes reagentes complexam reversivelmente com as  fun

goss oxigenadas (eq. 1)



Lo

1

ROR + M {(POD; 3

5 I 1.5 AEODR) 4

@, num eapectro de RMN, rnos observamneos deslogamentos gujmj TOE ue

sao a media entre og valores devidos ao composto livie e ao

plexo composto-lantanideo. Pela adigao de malores guantidades

gante, © equilibrio indicado & progressivamente deslocado pava

a direita, e o0s AS observados sao proporcionals 3 razao molar  do
ol . ‘ Y el

reagente para O substrato (1L[/ §$g}$ {ato ocorre apenas ate um

valor timite (predito pela eg. (1)), a partir do gual o desliocansy

+o Ao substrato independe do lLantanideo /105/.

Os espectros de RMNlH dos triterpenos 59, 60 e 62 fo
ram medidos na presenga de varias guantidades de PK(FQD)E {para o
composto 58 utiligamnos Em{Fﬁmjg}, e 08 deslocamentos 1n&nx‘ﬂcunaw
sinais devidos acs metilas sao mostrados graficamente na fig. 17.

Pe um modo deral, os reagentes foram adicionados em guantidades

da 2-6 mg por vez, até uma relagao molar limdte de 0.3 (|L]/]5]

[
ey

concentracoes dos substratos em CDClB sao indicadas nas Figu
TEE .
Usualmente os graficos s sho construldos colocando Wl

daglocanentos induzidos pelos lantanideos vs a yarzao molar  entroe

reagaente e substrato inl/1s8]. Considerando as interacoes de

dns "retas’ sao entao usadas para estl

do-contato, as lnclinagoes

mar as posicgdes relativas dos correspondentes protons, e pOTEAan
to, ajudar na eluad idacao das estruturas,

Na realidade, cgses deslocanentos quinicos observados
nGe 5o diretamente proporcionais & simples retacao |[Li/181 expe
rimental, primelro porgue astas concentyagOes nao podem ser deter
minadas com tanta precisdo guanto os deslocanentos induzidos, &)

UNIC A MP
%Eﬁié@féﬁw CENTRAL
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1O

Fig.17 -~ Deslocamentos induzidos pelos lantenideos nos sinais metd

ticos de alguns derivados do glutinano,
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trato complexado {]&ﬂ; & a concentracido do substrato conplexado
LE da eg. 1). ITsto acaba conduzindo a gréficos nao lineares/120/.
Estes o ovtros fatores foram considerados, resultando na elabora
gao de uma formuls gue fornece um valor "corrigide® de relagao mo

i

lar, o gual e proporcional & soma dos deslocamentos em cada esper

pro S120,121/7.

Eestes valores "corvigidos® foram usados nos graficos
da fig. 17 e o procedimento para tal correcac & detalhadamente des
crito na ref. L21.

Nag tabelas ¥ & e b indicamos os valoves de desloca
mentos guimicos dos protons metilicos dos compostos astudadas
{RMNiﬁ e 100 MHz)

a) sem adicac do reagente de deslocamento

b)) na presenca deste reagente en relacdo molar maxima
e o iy

O compostos enm quﬁﬁtﬁo sao estruturalmente multo e
lacionados agueles 4o grupo da friedelina, diferindo apenas NS

- ] . . . , ) . o . )
ancis A e B, Dstudos detalhados de RMNTH deos friedelanos e rela

L

cionados /109,122,123 evidencloranm gue o fon do metal lantanid

co estd locallzado priximo & face

Loda moléconla, tanto nos  cAases
da friedelina 63 e do acetato de epifriedelancl 64 (0 em 8) ,quan

Lo no caso do acetato de friedelanol 67 {0 em a}. Basgados TIELE

dos complexos coordenados, @ nos resultados dos exps

conformaco

rimentos com INDOR, mostraram que os sinais dos protons metilicos

gue mals deslocavam eram devidos aos grupos 23,24 e 2D para 63 e




, 24 & 27 para 67. Através desses estudos tambeém ficou

evidenciado gus o3 comnpositos con esqueleto do friedelano possuem

e B em conformagao bote-~bote /109/.

63 R= =0

b R o= B-0he {(axiall
65 R = -0 {axial)

66 R o= o-08 {sguatorial)

67 W= oeObo (equatorial)

Para os derivados do ¢lutinano, tambem & bastante coe
renbe SUupormos Jque a moaxd@magﬁm do metal se dard sobre a face 8,
nenos impedida, mesmo no caso dos substituintes Ohc em o equato
riai. Certamente o Me-24 seri o mals deslocado.

Os experimentos de INDOR, controlando cada um dos sin
gletos na presenga de M{FGU)B em relacio molar maxima, ndadc nos per
mitiram obter informacoss mals detalhadas.

Apenas com o acetato de glutinol Os-3 na presenga de
?K(FQQ}E (E.59 ~ &, =0.35) controlando o sinal a 6~0.98, obtivemos
wn pegueno pico a §0.25 e vice~versa. O sinal a §-0.98, © mals

deslocado do espectro (com excegao daguele devido ao metila

x11lice), & certamente devido ao Me~24, e deve provocar um pico NOBE

com o, grupo metila espaclialmente mals proxing, no caso o Me-23. As




Los

sl é segqunde sinal mails deslocado, em 5348.05, deve ser devido ao
maetila 25, evidenciande gue o sitio de coordenagidc do metal estd
sobre a face £, e gue o grupos mals afetades sao o 24 e 0 25,
infelizmente, controlando os outros sinais, nao obser
Vamwﬁzmemhum oioo NOB.
Como vimoes, se conslderarmos os derivades do  glutina
iate) @S%ﬁmikmmentﬁ relacionados aos friedelanos, inclusive na con

ﬁmxma§ﬁﬁ dog aneis D e B, esperariamos picos NOBE metil-metil e

Lt

rye o sinals devidos aos grupos 25, 26 e ZE.
Varios fatores podem ter influenciado na nao detecgao
desses, entre eles:

- diferencas muito peguenas nos deslocamentos quimi

aw
i

cos induzidos pelos grupos gue apresentam NOE nic propiciando con

dictes favoravels para a expeviéncia de INDOR, Isto pode ser exen

plificado para o caso dos friedelanos /109 /, ou da fB~amirina/108/,

onde ndo se observam picos NOE devido as interagoes Me-28-30(frie

delanos), Me-23 - Me-24 (B-~amirina} ou Me-29 - Me-30 {ambos).




107

- guantidade multo peguena da amostra, Umn experine

com INDOR nao & operativo nestas condigbes /109/. De acordo Com
a literatura /L1077, a concenty aqao Orima do substrato deve ser an
torno de 0.1 M., Este foi, sem divida, un fator de grande importdn

cia nt caso do acetato de epiglutinol (sol. 0,04 ™).

- ruldo do aparelho

De qgqualguer modo, mesmo nao dispondo das informacoes

do INDOR, efetuamos as designacoes dos sinals em RMTH com base

nos experimantos com reagentes de pseudo-contato, por

com o8 derivados friedelanos e por cgmpxya&f@% dos comnpostos entre

ai, como indicado abaixo:

a) Todos os compostos, de Os-3 a 0s-3.4, apresentam 3
sinais, em 60,950,946, 0.99 «1.00 @ 1.16-1.17, que praticamente
nhao se alteram pelas adigoes do reagente M(FOD )3. Devem ser  atrl

wuidos, portanto, acs metilas 28, 2% e 30, gue estac bastante

tanciados do slitio de goordenacio do complexo e nao devem ser i1
fluenciados por ele., Por analogia aos dados dos friedelanos, rela
cionamos 81.16-1,.17 ao Me-28, $0.95-~0.96 ao Me-29 e §0.585~-1.00  ac
Ma-30.

by Para o caso dos derivados com substituinte em f &
para a glutinona, o metal, sen davida algumea, coordenara pela face
8, provocando maiores deslocamentos no sinad protéonico do Me- 24,
nsoim, teremos 61,05, L.14 e 1.23 para esses ¢grupos nos  Ccompostos
Os=3, Os~3.1 e Os-3.2, respectivamente. Fara o acetato em o
Ds~3,4, também podemcs supor gue o metal eoordena pela face [ (ana

logia com o acetato de friedelanol/10%/, onde se considera gue o

grupd acetoxila deve estar em Regxiall., Portanto, o sinal 01.03 .

que sofre o malor deslocamento, pode ser atribuido ac Me~24. Este




grupo, no caso do dlcool em o, Os-3.3, deve estar em situagao mul

to semelhante aguela do &lecool em B /62/, & podenos,portanto, con

siderar seu sinal protdnico em §1.14.

¢} Com hase na experiéncia de INDOR com o acetato de
glutinol Os-3, podemnos considerar os sinals devidos aos grupos 25
e 23 romo o sagundo e o tercelro mals deslocados do espechtlo
(5,.59), respactivamente. Assim teriamos §1.07 para o ﬂﬂg - 23 e

$0.85 para o Cﬁgwﬁﬁg Com o8 demails compostos, @ mais provavel

gque o complexo induza um deslocamento maiol no CH3w23 que N
ﬂﬁgwgi (progimidade relativa}, e agsim podemos atribulr 05 sinals
em 61.04 e 0.85 {0s-3.1), §1.23 e 0.82 (0s-3.2), ¢1.00 e 0.79

e-3.3) e 61.03 e ¢.79 (0s-3,4) para os metilas 23 e 25, respec

Hivamenta,

A4y Os demais sinais devidos aos grupos 26 e 27 foram
atribuidos com base nas distlncias relativas aos sitios de coorde
nagao do metal, e por comparagoOes com os dados registrados para a
friedelina e derivados. Agul, como foi observado para 0 acetato
de friedelancl /108/, & coerente supormos que 08 protons do Me=27
no acetato de epiglutinol devem ser mails deslocados que agueles do
Ma- 26,

Todos oz dados sao apresentados na Tabela XI, junta
mente com o8 dos derivados Iriedelanos,

A semelhanca dos dados dos grupos Me-28, 29 e 30 en
rre as derivados glutinanos e friedelancs apolam a suposigac de
termos og aneis D e ¥ em conformacgac bote~bote, mas malores evi

lﬁﬁ

dencias podem ser dadas pela analise dos espectros de RMN

mo nostrado adliante.




TARELA YT = Atribhuictos dos i eoe .
LA X1 Atribulgoes dos plceos devidos acs grupos metilas nos

compostos glutinénicos e comparacao com os Ao iy

dos analogos da frie

e ldina

Mg 25 Mew 26 Men- 277 [ 28 Me 29 Me— 20

L.ov L.05 0.85 1.01 1.0 LB 0.95 (.od

b4 0.81 $.93 0.86 L.00 100 L.E7 0.94 1,00

1.04 1.14 (.85 1.00 1.09 L.l& .85 .99

L2 0.8% 1.03 1.310 LT 0,96 1.00

—
\ur‘}
i\.(
o~
3
1)
oy
et
Lo
t
Lk
s

0.88 0,73 0.84 L. 0L 1.00 1,18 0.97 1.01

3
.

o
L
£
5
D

Os~3,3(61) 1,00 L4 0,79 1.09 0.95  1.16

Os=3, 40620 1 1.03 1,03 0, 7s 1.04 L.l .17 0.95 0. 049

L7 .94 0,499

fomrd
2

67 0.75  0.83  0.83  0.99  1.01

i
4
H
i

H

. < ; 13 g :
v - Analice dos espectros de RMNTTC de derivados

, S :
A utilidade da espectroscopia de RMNTTC na caracterl

zacio de produtos naturais & amplamente reconhecida, nao  sonente

para a elucidagée das estruturas de compostos novoes, cemo La

para a identifilcac de compostos conheo! a partir de fontes no

vas /124,125/.

recentes dao

um grande numero de public ACO

. - U I S . . .
acorca dos espectros de RMNTTO da varias classes de Friternenos

/. no entanto nenhuma raforencia foi feits guanto a estes

/125,146




L1

estudos en devivados de glutinanos.

Dos friedelanos, gue sao estyruturalmente relaclonados

aoss glutinanos, temos registro da anali detalhada dos  espectros

Sy
de RMNL“Q da friedelina 63 /127,128,132/, de algumas friedelancnas

-

J127/, o tambem dispomos dos dados para os acetatos de friedelanol

£7 e de epifriedelancl 64, mas sem atvibuigoes /128/. ©  interes

sante notar gue para a friedelina existe uma grande divergéncia en

o dados apresentados por SULTANBAWA e colaboradores /127/ €

os demais J128,132/. Usaremos agui agueles publicados por

HE LE R
Utilizamos 3 compostos da serie de derivados glutina
E E oL

R

nog para a andlise dos espectros de BMNTC, a saber glutinona{alnu

sencna) 60, e o acetatos de glutinol 59 e de epiglutinol &62.

ha atribuigoes toram feltas atraves de comparagoas com

os friedelanos relaclonados €3, 64 e 67, e por aplicaga

o dos  pard

metros de adig

132/.

vlempiricos formulados por BEIERBECK et all/L29-

Estes parametros de adigdao sao discutidos brevemente a

&

geryy L s

2

‘ o , 13, - o -
Os deslocamentos guimicos de ¢ sao uma fungao  sensi

P

vel da vizinhanga gulmica deo nucleo de carbono, particularmente de

sué relagac estrutural com substituintes 8- e Y-, 0Oz ef

2itos  des

ses substituintes sao aproximadamente aditives /130/, mas agueles

vho & omals correto usar

devidos ao carbono o sao nio aditivos, porte
as ressondncias dos carbonos primdrio no etano, secundario no  pro

panc, tercifirio no isobutanc e guaterndric no neopentano cono re

rencias para os carbonos 19(P), 29(8), 3900} e 49{0}, respectiva

mente;

Como hase para os parametros de protegao do carvbono =§,



1L

proposto o use de interagoes "gauche", visto gque elas repre

sentam a descricgac mals simples da relacac espacial entre o nh

cleo de carbono e seu carbono ~f /129/.

Agsim,acs valores de referéncia foram adicionados in

crementos assoclados as interagdes "gauche” hidrogdnio-carbono (HO

e carbono-carbono (CC) exoclclicas, e as interacdes nao ligante

......... e -

syn" =~ axiais, y({C) e §(C) /130/. No entanto,foi

verificado que o efeito "y - gauche" ndo estd associado ac  grupo
¥ oem g1, mas gim com a eliminagao do hidrogenio £ e, consequente

mente, com & eliminacao de uma contribuicido HC. Esta (ltima, por

kS

sua vez, estd diretamente relacionada s interacgoes hidrogénio-hi

drogenico L, 3-diaxiais /132/, Assim, os quatro pardmetros descri
tos acima foram redefinidos como sendo as contribuigdes a partir

de interagoes hidrogenio-hidrogénio 1,3-diaxials (HC), carbonoc-car

bono “gauche" (CC) exoclclicas e "6 syn"-—axials /132/.

Por analogia, a derivacido dos deslocamentos guimicos

dos carbenos heterosubstituldos podem ser baseadas nas ressondn

cias dos substratos CH X, CH,LCH,X, (CH CHX @(CH?}%CX, respecti

32
vamente (X = heterosubstituintes). Q(Quanto acs efeltos -§ do hete

rogsubstituinte, tambem podem ser considerados como dependentes do

numero de interagbes “"gauche” hidrogénio-heterosubstituinte (H¥)e

s

carbono-hetercaubstituinte (CX) /130,.132/. Assim, para uam  grupo
hidroxila terciario (1), os parametros OC, HO e CO sdo associados
ds interagoes "gauche" oxigénio-carbono, hidrogéenio-oxigénio e

carbono-oxigenio. O pardmetro v & usado tanto para interagoes

"y = gauche" como para as "y - anti" desde gue o grupo hidroxila

i" seja equatorial. O parémetro ¢ se refere as intera

goes "4 - syn" - axials /132/.

Os outros parametros de intere

BE para nossas anali



aqueles referentes a carbonila e a ligagao olefini
¢ parametro C e a referencia para o carbono carbonili
co. Existe somente um parﬁmethKQ, mas 2 pardmetros Y, "y =syn'e

..... PN ——

N.Y "

. JA gue o carbono carbonilico ndo estd ligado a hidro
génio; as unicas interacoes hidrocarboneto que podem ocorrer $ac

as CC exociclicas. O incremento B € adicionado a ressonancia de

todos o8 carbonos adjacentes, e ag interagoes "y anti" poden ocor

irbonos exoclclices guanto para os | endoclceli

rery tanto para os «

Os parametros T ¢ O sao ag referénclas para os  0arbo

Ta 0 um

nes sp° terciarios e qmaﬁernérioaf respectivamente. 5Se a ¢
deles estiver ligado um segundo C sp® gquaternivio, eles sofrerao
un incremento nos valores das ressonancias, indicado por R. Aguil,

como para a carbonila, existe somente um parametro B e dois v, de

B

vidos ds interagoes "y -~ syn" e "y - apti”. Neste caso, no entan
to, 08 pardmetros § e y ndo sao aplicados a carbonos guaternarios
6@3 & &pﬁ J132/.

Todas as definicgfes dos pardmetros de referéncias @
estruturals, assim come seus valores numnéricos, sao apresentados
na tabela ¥IL,

Os parametros hidrocarboneto, hidroxila e carbonila fo

ram elaborados a partir de aneis de seis membros na conformagac

em cadeira, e somente sic validos neste caso. Os parametros ole

£

fina sac validos apenas para aneis de 6 membros /132/. Come a 1i
gag&m dupla provoca uma d@fmrmagﬂm no anel {(semi-cadeiral, e s

gue considerar a dependeéncia geral dos parametros 8 do angulo die

dro 4, a saber 2 x HC X o3 4 e 2 x CC x cos & /130/. RAssim 85
O } i / (e’ ¢

coas "o

carbono~carbono exociclicas em angulos proxi-

inters

o - - vt e . :
mes a 07 entram com 2 contribulgoess CC, enquanto aguelas em  angu




TABELA XII -~ Definicdes de parametros e valores numéricos

E{:LIDEQ{}{ﬁf\léiﬁ@

B P ! T
Foad Gaz : SO i 128,99 0%

&} FRT
T 3 o0 O
. o

. - G Pt . .
los dz g0~ gao ignoradas.

Nag tabelas XITI, XIv e XV apresentamnos O0s pardnetros
de referéncia, os de hidrocarbonetos e 08 dos grupos funcionais

para cada carbono dos compostos estudados 60,

mente. Ao lado temos o § calculados, o8 O experimentals e 0s  AC

ohservados. Pambeén inciulmos os dados vegilstrados para O8 Tespd
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TABELA X ~ Deslocamentos guimicos em RMNLH dos grupes metilicos

nog comoostos 59 a 62 (6, pom}

[ O B Gl cetona : .- OH G DA

a) L 0s-3 Os=~3, 1 Os=~3.2 Os-3.3 Og=71. 4

59 58 60 b1 £

{E.58) (E.640) (E.62) Lo{E.64) (E.65)

0,85 .85 0.82 0.79 0,74

0.95 0.495 0.96 0.95(2) 0.95

1,07 1.0% 1.10 1.09 1.09
L. 10 L.14 1.14
1.17 L.l6 L.17 1.16 1.16

2.00 1.23(2)

| 1]
[
1

b (8£.59) (¥.61) (£.63) | (E.66)
“2 .57 1.06(2) ~1.56 ~0.98

= (e 98 .27 -1.29 .25

0.25 L.55 0,74 0.81

0.78 £.08 0.79 0.88

0.89(2) 0.91 " 1.00

1.02 1.04 1,09

L.16

By =0.35 | Bg0.33 R, =0.30 Ry=0.57

"

pyﬁmmjgfffg; **mmumwﬂgi/}51



tivos derivados friedelanos, para a@mpaxag@@ga

Gouso dy parédmetros para O calculo dos deslocans

T

o ; 13
tos guinicoes de O po

ser demosntrado atraves de alguns £

wlog.

O ¢ 11 em gualguer um desses compostos estard envolvi

e

do apénas com os pardmetros de hidrocarbonetos, 38 gue esta sufi

cientemente distanciado da insaturvacao ¢ 5 - ¢ & e dos heterosubs

tituintes parva ser influenciado por eles. E uam carbono secunda

rio, portanto o pardmetro de referencia & § (17.62 ppm). A esse
valor de somam 3 contribuicgdes HC, provenlentes das interagoes hi
drogénio~hidrogénio 1,3~diaxiais, & saber H,Z -~ C 11 - C 9 -~ C &~

H H, - © 11 - € 9 - ¢ 10 - H, e H, o« ¢ 11 - ¢ - 2 - 25 -~ H, @

"t & &

uma coptyibuigio CC, devide a interagaoc "gauche" carbono-carbono

eyociolica ¢ 12 - O 11 - O 89 - ¢ 25, Portanto, temos 17 .62+
(3 % 4.58) + 188 = 33.12 ppm como § calc. © caleculo do desloca
mento para o ¢ 25 exemplifica o uso do parametro § para hidrocal
roneto. Este carbono sofre uma desprotegao adicional de 2.%6 ppm

devido & interagac"d-syntaxial € 25 - C % - C 8 - C 14 ~ O 26.

O deslocamento do C 1 no caso da glutinona 60 nao  so
fre nephuma contribuicao dos parémetros de hidrocarboneto, mas &
afetado por contribuledes ya tanto da carbonila em C 3 quanto da

olefina em € 5 = C 6. Assim, o § calg. sera L7.62 {(8) + 5.16 (vya

carbonila) + 5,23 {(va olefina) = 28.0} ppm. HEste carbono no ace

Frar

rato de epiglutinol 62 (3ua~0Ac, eg.) sC

o mesme efelto da in
saturacdo C5-C6, mas sera protegido em 1.28 ppm pela insaturagio
va gom o oxlgénic em € 3. Também s@frerd uma desprotegao adicio
nal devida a interagao hidrogénio-hidrogénio 1,3-diaxial #, -C lL-
C 2 - C 3 -~ Hy.

. . ‘ \ . 13
para o caloulo do deslocamento guimico de ¢ do C



(oS

primario 24 na glutinona &0, devemos considerar 2 contribulcoes

»

HC, provenientes dasg interacfes hidrogénio-hidrogénio 1,

d~diaxiaisg

H-C 23 - C 4 - C 24 -~ H, e duas contribuigde devidas as in

teragoes "y - syn" da carbonila e da insaturacao C 5 - C 6.

teremos um § cale, = 7,44 + (2 % 4.55) + (~0,22) + 1.41 = 17,73
ppm.  Para os acetatos de glutinol 28 e de epiglutinol 62 , a con

tribulgao dos pardmetros hidroxila serd de -1.28 pom devida & in

teragao "y-gauche" com o oxigénio.

o)
[
-
™y
i3

O caleoulo do deslocamento de lgﬂ para o carbono
acetato de glutinol 59 exemplifica a utilizagac dos pardmetros hi
droxila HO e CO. Assim, as interagoes "gauche®™ H, - C 2 = C 3 -
D, e ﬁ - C 2~ C 3« Oh4 contribuem com 4,41 ppm (HO) e 2,28 pom
(COY, respectivamente, no valor de ¢ C 2. Para o carbono 4 neste
mesne composto temos, além das 4 contribuicdes CC indicadas, devi

das as interagoes “gauche" carbono~carbono exociclicos € 24 ~C 4~

- . ) y - - - O o
o5 o0 6 {contada 2 ox porgue o angulo & proximo a 07), O 23-C 4-

o
T
3]
i
T

10eC 24 »C 4 -0 3~ C 2, 2 interagoes "gauche"CO,C24~
Cd -0 3 - 0,e C5 - C 4~ C3 = 0, que contribuen comum incre
mento de (2 x 2.28) ppm.

B importante salientar agul gue os deslocamentos cal

culados para os acetatos 59 e 62 foram primeiramente baseados nog

parametros para hidroxila, e os valores obtidos foram depois co

P
i

rigidos para acetato, com base nos dados & OH - S0Ac fTornecidos
por WEHRLI et all JLaB, 133/,

Ao oaplicagao dos parametros de adigido formulados BOX
REIERBECK /132/, Suntamente com as outras inﬁerma§6&ﬁ provenien
tas @Qﬁ espectros, nos permitiram & atribuigao de todos os  carbo

a

nos dos anéig A; B e C dosgs 3 compostos.

Certas divergéncias entre os deslocamentos guinicos
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’ I P L A
Tabela XITT - Deslocamentos gquimicos de U parametros estrutu

’ r & E oo o~ P ~ N I : -
Parametros hidrocarboneto | Outres doalo. | & exp, A5 Sfriedel ing

Carkono | HC oo & Ol O (E.67) | dcalo-Soxp, {prm

L5 e 0 ) 0 Y& Y 28,0 28,2 - 3.2 24,3
2 05 1 G { B e 36,90 34,5 2.4 42.7
3 O 1 {1 - - 214.0 1 Z1B.1 - 1.1 213.0
iU | {3 4 f e 48.6 1 49.9 - 1.3 58,2

3

143.4 | 142.2 1.2 al.5

0 - R OLDIL7.5 1 121.2 - 3,7 41.3
5 0 0 0 - B 1 2L.5 23.6 - 2.1 18.3
X { - v 43.9 46.9 - 3.0 53.1
8 Q 0 = VE 39.0 38.0 1.0 a7.5
00T 0 o B 47.2 50.6 -~ 3.4 58.5
0
{

Lo
H
H

2
2 Usp
0

e B
Tam

)

£r b
o L

Lk
L

- 3301 34,1 ~ 1.0 3%.86
- - 8.6 30.2 - 1.7 35
- - 41,0 2.4 3%.7
4 Q { 7 0 e - 39.5 37.9 L.g 38.3

(u...}
| aaad
[
1 S S

I
LS
¥y
-
o
]
o
[
Lt
6]
N
42

23 F & G G Yéa Yit 6.9 24.4 2.5 5.9

25 B L1 0 1 - - 14.6 15.6 —- 1.0 18,0

31.9 31.8
o P 35.0 35.0
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TABELA XIV - Deslopamentos guimicos de C e pardmetros estruturais

do acetato de glutinol 5%. Comparagtes com 0 acetato

de epifriedelancl 64

3y e e o o -]
N ) . ) - - dacetato de
Parametros hidrocarbonstol  Ouivos Sealo. Sexp. A ‘

| evifriede-
Carbong] O e & O OH (E.68) | (dealonlexp)) lanol

s 0 0 0 lva v 22.6 25.0 ~2.4

2 5 1 0 01 - HO,C0|26.9 28.92 -1
A0 2 i 0 va 0C(3) | 86.1 8.3 7.8 94

1

- CO(2) §36.5 34.4
-y 42,1 141.5 1.6
R~ 117.5 119.7 -2 2
g 21.5 23.3 ~1.8
Y oo- 43.9 47,1 -3, 2
vE o 38.0 38.8 0.2
3 - 47.2 49.6 —2 .4
2

3

3
[

e

& 0 0

5 ﬁmpzu 0
2,
6 ‘Tsp {0

S R
[ o o0
SEEERE
ied  tad I
[SanlE 5 S v S N 1
]
-

6 - - 33.1 30.9 2.
iz 5 2 1 9 - - 28.6 28,9 -0.3
13 Q 0 8 0 - - 41.3 38.8 2.5 39.7
4 0 0 7 0 - - 39,5 37.7 1.8 38.4
15 8 31.9 32.4
16 8 5.8 360
17 | | 30.1 30.1
8o 42,9 ‘ 47,9
19 8 34.4 35,4
20 © 28.0 282
2108 37.9 39.3
27§ 32.9 32.9
24.9 1.4 11.3
19.3 2.9 15.8
15.8 ~1.2 | 18.3
26 18.3 L 18.6
27 P 20.9 2001
28 P 31.9 | 391
29 P 31.9 31.8
v P 34.4 35.0

OCOCH, 21.1 21,3

oy
CCOCH, 170.6 1704

R ST O
[ ER S, ¥
[aw B <o BN A v
P LTS I O]
]
o

— e

ERE 1> B

i < i
FEESRE N S
F-N s Y
o B2 R




TABELA XV =~ Deslocamentos guimicos de

a3
"

do acetato de epiglutinol 62.

o de friedelanol 67

118

e paramebros estruturals

Comparagoes

GO O

aoetd

Caxbone

Parametro  hidrocarbonoto

3 oo

&

Cuatros
e 8

Sealio.

(£, 70}

LS e,

i
LG

{Soalow San)

Sacetato de

Triedelanod

I &

i

g

el 11
Q

5 C}:ﬁpg

& e

Lo

Em

wgT

0
0

Fon SR NS S

[
L La3 e

Led Lad
[l e S ¥ B 4}

LS I ¥ v

0

Ya YA
w2
va OO
0 {2)

H

£

e I\; Oli

¥s -
' -

{ad [

[Sa) —
P s “
S5 B N

nd el
3 T dad
2 . .
T R

20.5
24,2
14.6

29.9
26.5
78.7
34.6

143.3
120.1
23.4
47.1
40.1
49.8
34.6
29.6
38.8
37.7
31.9
35.9
30.2
42.9
34.6
28.1
39.2
33.0
22.5
24.2
16.2
18.3
19,5
32.3
31.9
34.9
21.2

170.4

3.7
1.2

5
4
0.9
2

i
o
o

~2.,0
ARy
~1.6

3.8
38,

(]

fo

.

w3 S

i
it
. =

g
(4]
.

B




caloculados & o

3

chgervados podem ser devidas as modificagdes con
formacionais produzidas nos aneils A e B pela insaturagao C5 - C6,
visto gue as correcoes para angulos dledros diferentes de 607 so
mente foram feitas guando estes eram muito proximos a GG, [O3h! @n
tio » 90°.

Algumas informacdes adicionais utels foram obtidas pe
la andlise dos especiyros FDEF (E.87, 68 ) {Frequencia de desaco
mi&meﬁt& Fora de TFaixa) . Neste caso, cada carbono & caracteri
zado por um acoplamento residual apenas com o proten diretamente
ligado, e a multiplicidade observada & uma fun¢do do numero des
tes protons /125/.  No entanto, o espectro FDIF de compostos tri

rerpenicos na regiao de campo alto apresenta um acumulo de plcos

muitas vezes superpostos, que dificultam uma diferenciagao inequl

vooa das multiplicidades. Nestas gituagﬁegf as medidas de relax

cao podem Qf@r@wér um método alternativo para a designagao dos si
nais. Informacdes valliosas podem ser obtidas atraves de um eepec
tro de invexm&mmrﬁﬁup@ragﬁm ("inversion-vecovery”"), CcOmo agquele
registrade para o acetato de glutinel (E. 69). Pela escolha apro
priada das condicles de operagao, as ressonancias dos carbonos

metinicos e metilénicos aparecem positivas, enguanto os carbonos
gquaterndrios e os metllicos, com tempo de relaxagao malor, apare
cem come linhas invertidas. No espectro 69 observamos niltidamen
te 6 sinais negativos agudos, relativos aos carbonos quaternarios
o4 {3pa}, C 9, ¢ 13, C 14, C LT e ¢ 20. 08 pleoos devidos AOH
carbonos metilicos aparecem como linhas peguenas e largas, poden
do ser encchertos por outros sinais. Aspectos tedricos e aplica

coes deste métode de relaxagao spin-reticulo sao discutidos nea

ref. 125.



ey

a correlacaco entre os dados experimentals e agueles

)
&
[are
.

dog para os derivados friedelancs. (oo ja indicado,

N

R, U ; . .
Lo de ITNDOR em RMNTH /L09/ e estudos de raio-¥ 134/ com os  tr

snos tipo friedelina evidenciaram uma conformagao bhote - bote

ra esses anéls. A semelhanga entre os resultados de carbono-13

para as 2 séries de compostos vem, portanto, reforgar a suposigao
de também termos esta conformagao para os derivados glutinanicos.

Os dados das tabelas XIII, XIV e XV nos permltiram o
caleulo dos incrementos (Ad) caracterlsticos no anel A destes com-

*

sostos  pela modificacac da subgtituicao no € 3. Assim, temos

1o () e bl (OB B () e BH oA

yI - Andlise dos espectros de masssa de derivades glutinanos

como 34 citado, uma analise detalhada dos aspectros
de massa de compostos triterpenicos saturados e insaturados foi
feitd por DIERASSI e colaboradores /61, 69/, indicandc que, em 4e

ral, o comportamento do fragmentagao destes compostos pode ser o

racteristicamente controiado pela presenca de uma insaturagac nu



clear. No eptanto, ndo encontramog na literatura r%f@réncia$<guaﬂ
to ao estudo de triterpenos Aﬁwingatuxaﬁeﬁg como & o caso dos de-
rivados glutinanicos em questao.

Assim, atraves da anidlise dos EM destes comnpostos, sU
gerimos um modelo de fragmentagio com 0 apresentado no esquema 1V,

s 3 compostos analisados, O0s-23 (D:B-friedoolean—B—apn-—
38 ~adetdxi} (E.51), Os-3,1 {DxBwffi@d@@i&@ﬂmb@mwﬁﬁmoi} (E.53) e
Jee3.2 (eB-friedoolean~b~en~3=ona) (B.55) apresentam pico base em
m/e 274 e seus EM sdo muito semelhantes em relagac aos picos de
magsas mails baixas. Peguenas variagbes $3do verificadas apenas nas
intaensidades relativas.

Eam ﬁ@lagﬁm acs ploos de massas mals altas, o© acetato
Gs-3 e o alcool Os-3.1 mostram as tipicas perdas de acidos acético
e de agua, através de um rearranjo tipo Maclafferty para o acetato

/50/ e de uma eliminagsoc ~1,2 para o alcool /5%/. 0z 3 compostos

. . e N
apresentam perda de 15 w.m.a., correspondente a M - Cﬁgﬂ
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A fragmentacdo mailg caracteristica destes compostos o

de ser melhoy descrlta pela colivagem do anel B, envolvendo a  liga
cao dupla num processo retro Diels-Alder, gerando as espécies 1 pa

ra o acetata e o alcool, com m/e 134, ] para a cetona,com mSe 150,

e 1L para os 3 casos, com m/fe 274 (Esquema IV).

O pico base em m/e 274 evidencila gue nestes compostos
a carca permanece Col 2 espécie monoinsaturada, o gue nao & multo
comum, pois normalmente a carga se logaliza no dieno, gue & ontao

a especie responsavel pelo pico base,

Um pilco relativamente intenso em m/e 259 para os 3 con
postos pode ser atrvibuido 3 espécile m, devido a4 perda de um  grupo
metila. A perda do Me—26 deve ser mails provavel, pois gera um ca
-ion alilico bastante establlizado.

DIERASSI et all/61/ sugeriram uma fragmentagac para &

isomultifluorenona 68 envolvende a transferéncia de um hidrogeénio,

f&‘k ‘m}
- P i :z‘“f
3 PNy
{j‘fﬁs‘w\ o Ho0 Iy o
N 4 15723
m/e 205
&

i 424
segulda pela olivagen da iaq&qan 12-13 alilicamente ativada, resul
tando assim num cation estabilirzado com m/e 205. Comparando el

aneis ¢, D e F da isomultifluorenona com ¢ lon enm m/e 274, podemos

tambem sugeriy um mecanismo analogo, resultendo na espéci@ I Com

mAe 205, proposta gue conside
mse k :

mos bastante plausivel, poils os  es

pectros de massa dos 3 derivados estudados mostraram este ploo.
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PARTE HEAPERIMENTAL

I - Materiais e métodos
IT - Coleta do material
11T = Chtencao dos extratos
IV - Tratamento dos extratos e isolamento dos constl

tulntes

T
T

Vo~ Constituintes da parte acres

spathulatun e seus derlvados

VI - O -3 e derivados. Reacgoes, propriedades

cas e dados @ﬁpemtrmﬁwﬁpicog

T - Materiais e metodos

1. As cromatografias em coluna foram feitas utilizan
do-se silica gel (0,06 - 0,20 mm) da Merck A.G. Darmstadt, Alema
mha. - As dimensoes das colunas variavam de acordo com a guantida
de de material empregada.

As eluigtes foram feitas com solventes Organicos
em ordem crescente de polaridade e as fragoes coletadas, cujos vo
lumes dependiam da quantidade de material e da complexidade da
mistura, foram concentradas a pressac reduzida em evaporador rota
torio,.  Fracgoes semelhantes por CCD foram reunidas.

Para purificacaoc dos compostos isolados fol utili
zada, na maior parte das vezes,u coluna curta sob Dressac de

i

N, /135/ com gilica ¢ ou H {(Merck A.G.}. Nasta coluna (f. = 2,0

cm e altura total 35,5 comy o adsorvente era colocado de modo a




perfazer um total de 14 om apbs o empacotamento.

eluente

5, quando misturas de solventes eram nid

lizadas, cram agueles nos guals a pywpwxgﬁu do componente mais

reduzida & metade em relagao ao ideal para uma boa

Lewr

ragac em CCD.

“as om camada  delgads (CCD) foram

2. As cromatogra

gtilizando-se silica gel 60 G ou Hﬁﬁgé da Merck ALG., suspensd

Agua destilada e distribulda em camada de 0,25 mm de espessura, so

bre placa de vidro de 5 x 20, 10 x 20 ou 20 x 20 cm,utilizando-se

um aparstho Ouickfit., Para cromatogralia camada

lizou~se silica gel 60 PF,. com espessura de 1 omm.  Para 0o

254,3667

e em camada delgada com silica impregnada com AgNDK utilizou

i

tes
~ge uma solugao 15% deste sal, seguindo-se 08 metodos normais  de

sparagao, come j& indicadon

As revelacOes das placas foram obtidas por irradia

sHo com uma ldmpada ultra violeta em 254 e 366 nm e/ou em cuba de
vapor de iodo. Reveladores especlficos para terpendbides,cono aci
do fosforico: vanilina ou anisaldefido: dcido acético: dcido sulfl

rico /38 o,8 / . gue coran caracteristicamente com esses tipos de

compostos, tembem foram freguentemente vtilizados.

3. Os criter:

srios de pureza adotados foram nitide:z ao
ponto de Fusao, wbgarvagﬁw da uma unica mancha em CCD com diver

sos sistemas de desenvolvimanto e/ou uam Unico plco em Ccroma&toyra-

Gascsa.
4, Og pontos de fusde fovam determinados num aparelno

Mettler 0P 52 {com registrador automatico FP 5}, instalado em LI

y optica (lal.) foram determi

B oOs valores do roﬁ&gﬁi




nados em polarimetro foroelatrico da Carl Zeiss (precisao 0,005),

com lampada de Naf{raia D), em clorofdrmio para espechs

(Merok) .

6, Og espectros de absorgao no infravermelho(IV,om )

f@fam:ﬁ@it&ﬁ nut espectrofotdometro Perkin~Elmer, modelo 337, @m

pastilhas de KBr com cerca de 1% da amostra ou em filmes sobre ce
v - —— - . e o . . - L - o .
las de KBr ou NaCl. As absorgoes em 1601 e 1028 om de um [ilme
de poliestireno foram utilizadas como referencias.

7. Os espectros de absorgao no ultra violeta (UV,)nm)
foram feitos num espectrofotdmetre Zeiss modelo DMR-ZL1, em atanol

ou metanol para espectroscopia (Merck).

8. Os espectros de ressonancia magnética nuclear cde

. . s - - : ‘ \ .
nidroganio (RMNTH) foram feitos nun instrumento da Varian Assoo

tos, modelo T-850. Os solventes utilizados foram tetracloreto de
carbons e cloroformio deuterado, tendo COmMo referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS) . Os deslocamentos gquimicos foram dados em
unidades & {(ppm) e as constantes de acoplamento {(J} em Hertz(liz) .
As letras s, 4, t, m e 1 foram usadas para designar bandas sim
ples, dupla, triplice, multipla e larga, respegctivamente.

08 espectros de RMNlﬂ a 100 MHz foram obtldos  nuam
instrumento da Varian Associates, modelo XL-100-15-FT. © solven-
te utilizado foi clorofbrmio deuterado.

9, Os espectros de ressonancia magnetica nuclear e

. U L. B o . _ , e
carbono L3 (RMNTTCY foram obtidos num instrumento da Varian Asso-
ciates, modelo XL~100~1S~FT (25,2 MHz) com transformada de Fou
rier. Os deslocamentos gquimicos foram dados em ppm e o  solvente

utilizado foi clorcformio deuterado.

10. Os espectros de massas (EM} foram obtidos no ing




Le7

rrumento da Varian, modelo MAT-311 a 70 V. Serviram emn todos oOf
casos para a determinacio dos pesos moleculares, e em alguns ca
sos, para confirmacao das estruturas propostas atraves da inter
pretacao do padrio de fragmentagao da substancia.

11, Para cromatografia em fase gasosa foram utiliza
dos os instrumentos: cromatografo Varisn modelo 1800 e cf@matégrg

fo Pinnigan modelo 1015 §/L, ambos com detector de i@migagﬁm dea

]

Py
t

chama. As temperaturas do injetor e do detector senpre foram su
L . ) k O
periores & mAxima alcangada pela coluna, numa base de 30 e 6070,

respectlvamente.

12. Os reagentes e solventes utilizados foram analiti
camaente puros. O=n solventes para colunas de extratos foram seqos
2 F

o redestilados am nosso tabhoratdbrio,’

11 ~ Coleta do material

As plantas foram coletadas em duas epocas distintas,
novenbro de 1979 e agosto de 1980, ambas na Fazenda Sta. sliza,
pertencente ao Instituto ngronémico de Campinas, SP. A ldentifi-
cagio fol feita pelo Prof. Dr. HermSgenes de Freitas Leitdo Filho
Chefe do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de Biolo
gia da UNICAMP.

O material para o presente estudo constou da parte aé
rea da planta @ folhas, fiores e caule. Este foi, no caso da pri
maira coleta, seco ac ar, em estufa a éDOG por uma nolte, @ poste
riormente triturado em moinho tipo Wiley para ser submetido as ey

%rag@@ﬁu 0 material da sequnda coleta fol utilizado sem secagemn
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prévia,

TIT = Obhtencao dog extratos

1. Material proveniente da primeira coleta.

O material moldo (1400 g) foi submetido a repetidas
extragdes a temperatura ambiente, no escuro, com hexano: éter etl

tieo {1:1). Apos cada extragdo, uma amostra era submetida a ana
lise no ultra vicleta para verificar a possivel existéncia de po
liacetilenos. Descartando-se esta possibilidade e verificando-se
por COD que todos os extratos eram idénticos, estes foram feuni
dos e o solvente evaporado & temperatura ambiente em avaporador
rotatdrio & pressao reduzida.

Fol assim obtido um total de 24 g (1,7% do peso do ma
terial moido) de uma mistura gue serd denominada BEXTRATO HEX:ETER
I

A torta resultante fol submetida a uma nova extragaoc,

agora com metancl em extrator do tipo Soxhlet por 48 h., Por eva

poracio do solvente em evaporador votatdrio & pressac reduzida
foi obtido um total de 8L g (5,7% do peso do material moldo) de

uma mistura gue sera denominada EXTRATO METANOLTCO T.

O esguena V resume as operagoes realizadas na obten

cao desses extratos

2, Material proveniente da sedunda coleta.

A parte agrea das plantas frescasg (3800 g) fol corta
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ESQUEMA YV - Obtengdo dos extratos do material da primeira coleta

Parte asrea (folhas, flores, caule)

seca e moida -~ L1400 g

extragdo com hex:oter(l:1)

evaporacas do solvente

&

TA

s

. |
WWTRATO HEXANG: ETER T 2 PO

24 g

extragac Ccom

metanol-Soxhlet 48 h

evaporacao do solvente

EXTRATO METANOLICO I TORTA

_ C nao estudada
8L g9

da em pequenos pedagos e separada em duas partes:

Parte a: 1100 g foram masceradas com metanol: agua

(1:1) & temperatura aubliente e o solvente lol concentrado emn  eva

porador rotatdrio sob pressac reduzida (pomba de vacuo), com  tem
e SN P . ) . .
peratura inferior a 40°C, ate aproximadamente 200 ml. Obteve-ze

i

assim o extrato METANOL: AGUA.

foram submetidas a  repe
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biente, no escuro. Como na obtencdo do extrato HEX:ETER T Amos
trag de cada extracao foram analisadas ne ultra violeta para veri
ficagido da existéneia ou ndo de poliacetilenos. O solvente fol
concentrado até aproximadamente 200 wml, obtendo-se assim o EXTRATO
HEX: ETER II.

A torta resultante fol submetida a nova extracao com
benrenc, em extrator do tipo Soxhlet por 48 h. Por evaporagso do
soivente fol obtido 5 ¢ do material (0,2% do peso da planta fresca)
denominado EXTRATO BENZENTICO.

A mesma torta fol submetida a uma tercelra extragao,des
ta vez com metanol & temperatura ambiente. Apds repetidas percola
coes, o solvente fol evaporado, resultando em 1lg de um material
denominado EXTRATO METANOLICO I (0,4% do peso da planta fresca).

O esguena VI resume as operactes realizadas na obtengéo

destes oaxbtratos.

ESQUEMA V1 — Obtengao dos extratos do materiasl da segunda coleta

{:

8

600 g)

Parte a: Parte aerea cortada em pedacgos

sem secagem prévia -~ 1100 g

masceragio com metanol: agua (l:1)

concentragac

EXTRATO METANOL: AGUA f TORTA

200 mi ; nao estudada




Parte b: Parte asrea cortada em pedagos

sem secagem prévia - 2700 g

percloracac com hex: eter (1:2)

concentragao

! brennach I a1 4011 e e e -

EXTRATO HEX: RTER IT TORTA

! 200 mi -
f extragao com benzenc

Soxhlet 48 h

gvaporagao do

solvente

TORTA | EXTRATO BENZENICO

5 g

percolaca

com metanol

evaporagac do T

solvente & L
o ]

EWTRATO METANOLICO I1 TORTA

1l g nao estudada

TV - Tratamento dog extratos e isolamento dos constituintes

o

Lo~ BXTRATO HEX: ETER I

A guantidade total {24 g} do extrato HEX: ETRR T fol
submetida a cromatogratia em coluna {ﬁﬁ = 6 cm) com silica - gel
(1200 g). Foram coletadas 250 fracgoes de 400 mi, eluldas da colu

na com hexano, hexano: éter, hexano: cloroformio, clorofdrmio g
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cloroformio:metancl. O material recuperado (22 g} correspondeu a
92% do peso original. Na Tabela XVI estao indicadas apenas Y
fracdes que conduziram ao iscolamento de substancias puras, ou ain
Ao de misturas gue servivam para estudos posteriores. As  demals
fracoes foram trabalhadas, mas apresentarem misturas complexas,
com peguenas gquantidades de compostos, apenas detectados por COD
e impurificados com muito material covante. FPor isso, nao  foram

gubmetidas a estudos postariores.

TABELA XVI ~ Cromatografia em coluna de silica-gel do extrato

HEX: BTER I (24 g}

FRACOES REUNIDAS BLUENTE COMPOSTOL TEENTTFICADOS PEEO (o)
e henano 5,812
He14 FesEno Cm L {249
H0-65 hex:oter 2,5% Cs 2 a s 8 3,590
105-108 hex:eter 7,5% 35 9 1,464
143=1.56 hex:eter 15% Gs 10 a Gs 12 2,709
173~180 hex:eter 25% Gs 13 a Gs 16 0,831

189206 hesreter 30% Gs 17 - Gm 1B 1,721

F_(4-6)

O solido das fragbes 4-6 fol recristalizado em CI,OH

g, apesar de apresentar uma mancha por CCD, mostrou larga faiwa
) ‘ o A . _ . . -

de p.f.  B9~667C. A ameostra fol submetida a cromatograiia ga5w1§

cquido com as seguintes condigoes operacionais:

Coluna: OV-17 3% (3 m}



Velocidade de vazao do gas de arvraste {He): 40 ml/min
. , ey
Temperatura da colunas J2707C

O cromatosrama revelou 9 ploos, cu

Jas substancias nao foram iden

tificadas (£ig. 4). Os dados espectrais sao caracteristicos de hidvocarbonetos,

™o(8-14)

O material olecso desta reuniao de fragoes fol purifi
sado por coluna curta sob pressao de N? nsando=-se hexano como e«

luente, O &leo incolor assim obtido (0,116 g), puro por CCD o
varios sistemas de desenvolvimento (hexano, hexano:éter e hexano:
acetato de etila), fol denominado G5 1 e identificado como  esguia

Taro ég% N

F_(59-65)

Esta reunido de fragdes apresentou mistura de s0lido
e Hleo amarelados, com odor agradivel. CCD mostrou tratar-se de
mistura complexa de substincias gue coram caracteristicamente com
revelador especifico para terpenbides. Tentativas de purificagao
por cromatografia em coluna foram infrutiferas. Os dados espec
trais sac caracteristicos de ésteres alifaticos.

Cromatografia gas-liguido fol o método mais efetivo
para a separacgao desses componentes e o8 melhores cromatoygramnas
(fig. 5) Foram obtidos nas seguintes awnﬁig@ag;

Coluna: OV-17 3% (3 m)

vVelocidade de vazao do gas de arraste {(He): 30 ml/min

O
Temperatuyra da coluna: 2257C

i

sotérmica ou com progra

nagao linear de temperatura de




i

Constatou-se a existencia de pelo menos 10 COMPonen
tes, mas gque nao foram identificados através desta técnica Do
falta de padrces adeguados.

O principal processo de andlise usado na investigacdo
gquimica desta mistura fol cromatografia gas-ligquido acoplada & es

paectrometyia de nas

{fig. 6, E.06-16). Fol utilizada uma técni
ca, recentemente aplicada na Universidade Federal do Ceara para

analise de Oleos essenclais, de comparacgdo dos espectros de massa

chtidos com 0% espectros de uma colegac de referencias. FEsta com
paragac & felta automaticamente por computador. Para tal andlise
fod wtilizada uvma coluna capilar de vidro (20 m 2 0,025 mm} Com
fase SP-2.100 metil-silicona) . O espectro de massa fol obhtido em  insg
trumento Finnigan 3,300 com poder de resclucao 1.000 u.m.a. aco
plado a cromatdgrafo o gis e a sistema de processamento de  dados
Finnigan 6.115. A& fragmentagao das substincias foi obtidaa 70eV.
¢ programa para o computador, escrito em linguagem BASIC & encon-

rrado na ref. 52.

Poyram deste modo iLdentificados:

Dencminacas  Pleo molecular Corpostos Gl

B2

{36

/e 228 lavrate de etila 26 nao indicado

Gs 3 /e 242 tetradecancate de me
tila 27 G.o8
G 4 /e 256 miristato de etila 28 nao indicado
mfe 110 -~ nao identificado
Gs 5 mie 270 pentadecancato de eti

la 31 nao indicado

Gs 6 m/e 270 palmitato de metila 32

Ga 7 m/ie 204 paltnitato de etila 29 .92




2 294 - pao identificado
m/e 308 -~ nao identificado
G 8 m/fe 312 cotadecanoato de et

la 30 0.93
v e o ' « v " -
(*} G.I. - parametro denominado grau de identidade
gue varia entre os limites de 0 e 1, 05 guals correspondem a au

sencia de identidade e identidade completa.

FALLOG=-108)

Parte (0,500 ¢) das fracoes combinadas 105-108 (Oleo

vig

>80 amarelo) foram recromatografadas em coluna curta sob pres
sao {(eluente hex:éter 12,5%), fornecendo um &leo incolor (0,0809),

suro por CCD (hexano:éter 25%, benzeno:acetato de etila 3%, cloro
¢ —

ra terpendides. Serd denominado Gg 9. Apresentou mesmo RF ( uma

unicda mancha em ponto misto) em CUD e caracteristicas  espectrais

{RMNlﬁ e IV) idénticas ao composto isolado do EXTRATO RENZENTCO.

E(143-156)
Desta reunido de fragoes obteve-se um sdblido cristali
no do qual pegquena porgao fol purificada por recristalizacao =h

hexano., Mostrou apenas wia mancha em placa de slilica com  varios

gist

as de golventes como éter, hewxano: acetato de etila 10% o

cloroefdrmio: metanol 0,5%, inclusive em placa de silica impregna
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maiores informages acerca da mistura, fol obtida pelo emprego da
tecnica de MIKES (Mass-Analysed Ion Kinetic Energy Spectra), Em
pregou~se um espectrometro Varian MAT 3114 com condicgoes tipicas
de operacao: voltagem de aceleracdo a 3 kV, ionizacido dos elétrons
a 70 eV e emissao de corrente a 2-3mA. Qs compostos foram intro
duzidos via uma sonda de insercac direta, a temperaturas minimas,
para se evitar deconposicio térmica. Para se obter 0s espectros
de MIKE vtilizou-se um voltimetro digital para se medir a volta
i ki o o ' *
gen B, dos lons precursores e E, dog ions fragmentos. Opera-se do
seguinte modo: varre-se automaticamente a voltagem E de 2V/sey pa
ra se obter a forma do espectro. En seguida varre-se manualmente
a voltagen B oparsa medir EH para cada plco, com precisao. Usando
-8
a
Mo = I
| F2

oyl My = MASSA do precursocr, calcula-se a razao n/e do Ion produ
by {mz}u

Deste modo foram confirmadas as estruburas propostas
vara Gs L0 e Gg 11, além de se identificar mais um composto,
pestercl 36, denominado Gs 12.

POOLY3-1840)

.

Por CCD destas fragdes observou-se uma mancha alonga

da gue cora caracteristicamente com revelador especifico de terpe

noides, bhastante impurificaeda por clerofila e seus produtos de de

composicido. A amostra fol submetida a uma purificagao previa com
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oo

~vao ative em metanol a quente e fjitﬂﬂkdﬁ sobre Celite. O Oleo
viscoso assim obtido (0,339 g} foil cromatografado em coluna curta
de silica sob pzmﬁqau COm CHCEB:AGQH 0,8% como eluente, consequin
do-se assim 0,087 g de um dleo amarelado gue apresenta mancha a-
longada por CCD. Por apresentar caracteristicas espectrais e
Goidos de cadeia longa, & amostra fol metilada com diazometano pa
ra posterior analise POr cromatoyralia gasosa. A metiiagﬁo 5

reglizouw segundo metodos usuals:

0,030 ¢ do material a metilar foram dissolvidos e
largo volume de eéter etilico {100 ml). Sobre esta solugao, <colo

cada em bhanho de gelo, adicionou-se a solugao etorea do diarzometa

-

no, preparado a partir de N-nitroso metil ureia/45~-vol.3, p 1017/
caleulado para um excesso de aproximadamente 3 veres. Deixou-se en
repousc a temperatura ambiente. Ocorrendo metilagdo, nota-se deg
coramento rapido. A reacdo foi acompanhada por CCD ate se verifi
car metilacao completa. Deixou-se o frasco aberto para eliminar
o excesso de diazometano, apds o que evaporou-se o solvente no va
cun akd secura.

O produte (0,035 ¢) fol submetido i cromatografia géﬁ
~1iguido, sendo que as melhores condigOes de operagac foram as se
guintés:

Coluna: silicone SE-30 5% (1.50 m)

Vazao do gas de arraste (N,): 30 ml/min

Com programacac Linear da temperatura da coluna, de
T L T L : ‘ 5 e Tt o e o ot o e T
20-23070C a 6 /min, verificou-~se no winimo 11 pleos  corvesponden
res ans esteres metilicos da mistura de acidos (fig. 10).

Os padroes oleato, linoleato e estearato de metila

nao apresentaram boa separacdo nestas condi¢des, por ilsso  optou-

-

~ge por progranagio multilinear de temperatura da coluna, como sg
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s

g

r
za

gu

Total: 1B passos: 1 passo/min
PPy g v o A1 o g e T ore e
Temperatura inicilal: 1207C

oo,
&7 /mnin

[ 93]

PASSOS

aa

_ Qg
6 passos 37 /min

e

N
17 min

2 passog

s

o,

2 passos: 107 /min

%

NeR
3 passos: 16 /min

Por coinjegao com os padroes foram identificados 4 e

sg metllicos, a saber, palmitato, esteavato, oleato e/ou  lino

leato de metila. Os respectivos acidos forem denominados Gs 13,

Gs 14, Gs 1% e Gs 16,

FLLED-

s
P
o

Nesta reuniao de fragbes fol observada a presenga de
sH1ido bastante impurificado por matéria corante. Por CCD notou-
~se, além de manchas caracteristicas de compostos Scidos cono o8 ja
indicados, oubtra mancha menes polar, gque cora caracteristicanente
com revelador especifico de terpendides,

Uma purificagao previa fol felta, apoHs um testo com

pequena quantidade: a amostra fol tratada com carvao ativo em

tanol a guente e filtrada sobre Celite, recuperando-se 0,608 g do
solido amarelado.
A purificacho total do composto sem modificagoes fol

@ificil, porgue por cromatografia em coluna ele sempre elula Jun

o oo oum acido de cad



¢a de RE por CCD. Tentativas de cristalizacdo também foram mél
sucedidas tendo-se testado com metanol,clorofdrmico: metancl, eter
@ &ﬂﬁ%ato de etila. Apds repetidas colunas de silica sob pressao
(@luehtes: clorofdrmio, clorcfdormio:metanol 0,8% e cloroformio:
metantl 1,25%), foram obtidas algumas fragoes apresentando apenas
uma mancha por CCD (0,036 g) . Fol vecristalizado em etanol, re
ﬁuiﬁamdm aristals na forma de agulhas com p.f, E??mﬁﬁﬁfﬁoﬁizaﬁpﬂw
~288,5°C por recristalizacao em metanol) .

Pelas caracteristicas espectrais, especialmente as de
v, foi verificado tratar-se de acidos hidroxilados, presentes nu
ma mistura gue fol dencominada Ga 17,18,

Todas as demais fracoes gue continham o composto fo
ram reunidag {(0.061l9) & o total fol submetido a metilacgao, aceti

tacio e posterior oxidacdo com dioxido de selénio.
¥ i g

Metilagao Gs 17,18

Foi feita com diazometano segundo método usual, cono
ia indicade para a F {173~180), utilizando-se 0,095 g do material
a diazometano em excosso (3 vezes)y. A K@&Qé@ foi considerada con
pleta apos 3 h, sendo acompanhada por CCD.

Apds evaporagio do solvente foi obtido um solido (0,112
g3, com peguenas impurificagoes por CCD. Fol purificado por <ro
matografia em coluna curta sob pressao,usando-se clorofdrmio:meta
nol 0,4% como eluente. O produto (0,080 g, gue se mostrou puro
por CCh, fol recristalizado em etanol, fornecendo cristais em for

o ‘ . oy O s . 4y
ma de agulhas com p.f, 188-2027°C. Foi denominado Gs 17,18-Me.
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Acetilagao Gs 17, 18-Me

Gs 17,18-Me (0,070y) fol acetilado com piridina/ ani
drido acético segundo método usual (ver F{l@3ml56$a A acetilacao
foi Q@mﬁiéﬁrﬁﬁa completa apds uma nolte a4 temperatura ambiente. O
prm&m%@ obtido (0,076 g } foi recristalizado em metancliclorofir-

mic, fornecendo cristals incolores ocom w.f, 205~2087C, denomina

dos Ac-Gs 17,1d-Me.

Oxidacdc Ac-Gs 17,18-Me com didxido de gselenio/64/

ro=Gs 17,18~Me (0,067 g} em acido acético glacial (4ml)
foi refluxado com didxido de selénic recentemente sublimade /71,
TAS U0, 040 g) por 24 h. O precipitado preto de seleéenio fol ril

com cloro

secacda 85O
bre Naﬁﬁﬁép Por evaporacao do solvente foram obtidas 0,043 g de
uma mistura de produtos, gue apresentou duas manchas principais
oy CCD.

Fsta mistura fol cromatografada em coluna curta de sl
lica sob pressgdo, utilizando-se éter de patrdleo: eter etilico
(4:1) contendo 1% de acido acatico comoe eluente. As primeiras
fragoes cristalinas (0,006 g} com p.f. 216-2197C foram uma mistu
ra de compostos, constando principaliente de oleana-11,13(18 ) ~dien~
- 28-carbometdxi~38~acetoxi 44, impurificado pelo ursolato de wetila

Continuando-se a elulcdo da coluna, a polavidade dos




arlvenhtes fol aumentads (1,5% de dcido acdtico) & foi obtido G
tro comnposte cristalino (0,016 g), recrigstalizado em metanol, p.
. N T s s , . . .

. 243-2457C, Tol identificado como oleana-8 (11} ,13{(18)-dien-28~

~garbomnetdxi~3B~acetdni~12, 19~dioxo 45.

2 - EXTRATO METANOLICO I

Fste extrato, apds concentragao do solvente, se mes

Fronl escuro, viscoso, com drande guantidade de solido. Este ﬂﬁli
do se mostrow insoliivel em solventes orgidnicos comuns ( hewana,

-

dter etilico, benzeno, clorofdrmio, metanol) e sollivel em Agua.
Uma amostra-teste fol purificada por lavagens sucessl
vas com solventes de polaridade crescente na seguinte ordem: hexa
ne, eter etilico, clorofdrmio @ metanol. 05 cristals brancos re
sultantes apresentaram p.f. acima de BGGOQ.Q nao acusaram nenhuma
mancha em CCD com varios reveladores utllizados (lampada de UV,va
por de dodo, HESQQ:M@GH, revelador para terpendides, para agtca
res, para ciclitbis, para flavondides /38 b,c,L/).
O esqguema VII mostra o tratamento feito com a quantida

de total deste extrato (80 g)

s6lido
Este fol purificado come indicado para a anostra- teg
ta, fazendo-se adiclonalmente um tratamento com carvao ative £

e

dgua. Praticamente livre de pigmentos, fol reprecipitado em meta
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ESQUEMA VIE Tratamento do EXTRATO METANOLICO I

EXTRATO METANOLICO T

(80 g

lavagens sucessivas com

mio em funil de placa porosa

"

<

o
COHE ‘

La sOLIDO
39,351 g

lLavagens suCessivas

com metanol

oy

MeOH aolido  escuro
15,885 ¢ ‘
L5, 895 « 90,265 o

nol., Repetidas critalizagdes em dgua-metanol resultaram &
4,530 g de um s61lido cristalino com as mesmas caracteristicras  £1
sicas da amostra anterior. Fol identificado como uma mistura  de

s

sais inorginicos através dos seguintes testes gualitativos.

Analise de cations

4 o . . . e
Teste previo - Teste de chama:violeta-s» K

Testes especilficos - a) precipitagac com cobaltonitrilo de sOdio (+)



by
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Con em celulose desenvolvida em HCL 0, 1N

20% em etancol, revelada com hexanltrooo

maltito de sodio: uma mancha amarela-

G

verdeada em fundo amarelo evidencia o

tion potassio /44/.

Analise de anions

Testes previos/40/ -

(&3}

Testas

&

de identificagao

solubilidade da amostra - totalmente solu
vel em agua
pH da solucao aguosa da amostra pHid-5

Descartar: HSOQ o deidos livres (pH< 23

o WFPGE

3 (pH>‘LOJ

-
P

tratamento com H,S80, diluido (6M) nao desg

prende gas

Descartar: CQ? s NQ;, 5

formagio de sal de prata insoluvel

forymou ppt bhranco, insolivel em HNO

ﬁa%aaftar;ﬁ@x ’ EOQ ;3 .

rode ser CL

£39,40,41/

{(+)

cloreto

amé

- forma fumaga branca de cloreto de
nio

~ forma ppt branco com AgNO,, gue persig

pe com QNOE 6M e dissolve em solugas de



£y

amsnia

aulfato ()

- forma ppt branco com solugao de BacCl

d

anto em meio neutro quando em meic  ha

sico

nitrato (4}

- forma vapor pardo avermelhado com  odor

sicante, aon ser aguecido com HL50 ,cona.
, 274

O H,80, diluido nio tem agao (diferenga

274

do nitrito)

- forma vapor pardo avermelhacdo gquando

aguecido com Hﬁﬁﬂﬁ conc. e cobre metall

co. A solugio fica azul pela formacao

de nitrato cuprico

~ forma "anel pardo” com sol. de sulfato

o —_ e o -y 2 L'm'i - . oo
ferroso & HEUQ@ COY .

Outros dnions foram descartados também por testes es

vecificos (NO., CQEM,
mente positivos, mas
cao com molibdato de
ooorrem devido

cloretos.,

O material

se apresentou escure e viscoso, parcialmente soluvel em

poy,
Sia
amonio /41/.

a interferencia de oubros

ohtido pela evaporagio do metanol

Os testes para fosfato deram leve

a4 1o

susencia

-

fol constatada atraves

Estes testes positivos

anions, principalmente

solugoes
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alcodlicas, soltivel em Agua. Por CCD, foram observadas varias man
chas que coram caracteristicamente com reveladores especificos pa
ra acucares /37 -~ p 216 e 230, 38 </. Por teste com reagente de
Tollens confirmou-se a exist@nclia de agucares redutores: grande
quantidade de prata metalica e depositada nas paredes do tubo,for
mando-se o conhecidoe "espelho de prata”,

Este material foi utilizado para os estudos dos carbo
idratos por cromatografia em camada delgada com impregnantes &

por cromatografia em papel.

CCh de silica com impregnantes

a) Preparacgac das cromateoplacas: uma suspensac felta
com 30 g de silica gel G em 60 ml de uma solugao de
-~ acetato de sodio 0,2M
w acido borico 0,03M (0,21 g de HBBQB/lﬁﬁ ml HQQ
dest.]
Fol distribulda de maneira usual sobre placas de vidro, numa camng
da de 0,25 mn de espessura. Essas placas foram secas por 24h a

. , ; . O
remperatura ambiente e entao ativadas por lh a 1107C.

das manchas: depois do desenvolvinento,as

b} Detecga
cromatoplacas foram secas d temperatura ambiente e em estufa a
110%c até que todo solvente tenha evaporado (~lh em certos casos).
As placas aguecidas foram entio pulverizadas com uma solugdo re
cém preparada de 0,5 ml de anisaldeldo e 1 ml H,50, conc. em 50

ml de HOAc glacial. Manchas vividas contra um funde claro foram

obhtidas com pouco aguecimento. Por acao prolongada do calov, as
B 1 L J '



plavas tendem a escurecer @ a diferencia

nor cores se torna di

Fieil,

Cromatografia em papel (descendente)

a) Papel:Whatman n 21 (20 = 50 om)

b} Aplicacio das amostras: as amostras foram aplios

das com uma migropipets, de maneira usual, conservando uma dlstan

cia de 2-3 com entre elas. Os padrdes foram preparados disscolven

do-se ~10 mg de cada acicar em 2 ml de agua destilada.
ol Blstema de desenvolwvimento:
Acetato de etila: piridina: agua (8:2:1)
dy Tempo de desenvolwvimento: 16h

e) Deteccao das manchas /80/: depols de totalmente se

cos, os cromatogramas foram pulverizados na seguinte ordem:

19 spray: 1 ml de solugao saturada de AQN(I}3 em 200
ml de acetona. Misturar e adicionar 5 a

L0 ml de H,O ate dissolver o pob. Conservar
[

e Vidro esoura,

29 apray: solugac de NaOH 0,5¥ em metanol. Dissol
ver o NaOH em agua (minima guantidade) e
completar com metanol.

Apbs @ pulverizacao, os cromatogramas foram Lava

dos com solugido diluida de NH,OH e depois com dgua corrente.

A separacao e hidrdlise dos polissacaridecs estao



Lag

descritas no EXTRATO METANOL:AGUA.

I

CCHCT.

SR

Egta fracao se apresentou bastante impurificada DO
clorofila e seus produtos de decomposigdo. Uma purificagao Dre

via foi feita atrvavés de uma particao em celulose (l:1) com S0l

ventes de varias polaridades ~ hexanc, hexano:cloroformio, cloro
f&Hrmio, cloroformio:metancl, metanol.

Apenas a fracao eluida com clorcformio (2 g) foli  sub
metida a fracionamento posterior. As dewmals, cu se encontravan
muite impurificadas, ou em misturas multo complexas, Ou em guanti
dades multo peguenas.

Por COD foram observadas varias manchas visiveils sob

aplicacdo de outros reveladores (H,50

QZM@QH; iodo, revelador para
it

terpenbide, para alcaldide).

200 my do material foram submetidas a CCE de silica de
aenvolvida em clorofdrmio: acetona 20%. Foram separadas 4 faixas
azuis sob irradiagdo para andlise no UV.

tevido & dificuldade encontrada para se trabalhar comn
o material original, e visando compostos mals polares, que cora

vam caracteristicamente com Dragendorff e pareciam bastante hidro

wiladog (IV e manchas alongadas em plaga), este fol acetilado com
piridina/anidrido acético segundo metodos usuals {(ver F {143-156)

- . “ - . e @ TN 3 s
FY TR, HEX: ETER I), e submetido a cromatogralia en coluna de sllica
com hHexano: clorofbrmio, cloroférmio e cloroférmiormetanol . FPoram

igolados 3 compostos gque coram caracteristicamente com Dragendort .
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Foram recromatografados em camada espessa de alilica (clovoformio:
metanol 5%) até apresentarem aparentemente uma uUnica mancha £

cen cloroformio: metancl 5%, acetato de etila: metanol 10%,

na: acetatro de etila:r oloroformio (3:4:2).
Cg compostos (0,051 g, 0,032 g« 0,014 g en orden de

polaridade decrescente) nao foram identificados.

7 - EYTRATO METANOL:ACUA

Este material foi utilizado para o estudo de polissa
carideos e agleares livries da planta. Teste com reagente de
Fehling /45/ deu resultado positivo.

O polissacarideo f£oi precipitado por adicac de etanol
absoluto, atée uma concentracao alcodlica de 75% V/V, e delxado enm
repouso por 24 h. Apds a decantacgao, o sobrenadante fol separado,
o ppt fol redissolvido em agua destilada e reprecipitado poxr nova
adigac de etanol. Este processo fol repetido 3 vezes, apbs o que
o sblido fino fol filtrado em papel e lavado com etanol abso
luto,

O polissacarideo assim cobtido fol dissolvido em Agua
destilada e dialisado contra adgua destilada a 59¢ por 48 h. Apds
a didlise, foi reprecipitado por adicao de etanol e separado por
dﬂmamtagﬁm" Teste com reagente de Fehling /45/ deu resultado ne
gativo.

0O volume total do sobrenadante [ol concentrado sob
pressfio reduzida & baixa temperatura ate aproximadamente 100 nl |

Com reagente de Fehling /45/ fol cbservada formacdo de ppt verme
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tho tijole em guantidade abundante. Esta solugao fol usada Tid

identificagido dos agucares livres.

Hidrélise total do polissacarideo

0 polissacaridec fol adicionado a uma solugao de HCL
IN (5:ml) e mantido a 100%¢ por um periodo de Sh. A reacac foi
sequida por testes com readente de Tehling /45/ e apés 2 h 1a se
chservavam resultados positivos. A hidrodiise foi total, como Ve
rificado pelos cromatogramas. O material hidrolisado ol usgado

na identificacio des monoconstituintes do polissacarideo,

4 - EXNTRATO HEX: ETER II

Pequena porgao do EXTRATO HEX:ETER II concentrado foi

submetida, sem nenhure tratamento prévio, a coromatografia em  cama

da espessa (ooE) de silica para se tentar detectar algum composto
com caracteristicas de poliacetilenos. O solvente utilizado fol
hexano:éter 20%. Foram separadas 5 faiwas visiveis na lampa
da ultravioleta, gue foram oxtraldas com eter e diretamente leva
das 4 analise no ultra viocleta.

O extrato concentrado total (200 ml) foi submetido ao
sequinte tratamento: apos ser resfriade a 0"C em banho de gelo e
doua, fol lavado repetidamente cOm porgdes de 50 ml de solugdo sg

turada de NmﬁCGg fvia, A camada etérea fol seca sobre MgsO @

42

apbs andlise no ultravioleta, o solvente fol evaporado 4 tempera




tura ambiente sob pressaco reduzida. Fol denominado N]u A camada

sguosa fol extraida com porgdes de 25 ml de eter, resultando ag
sim uma nova camada etérea, tratada do mesmo modo gue a anterior

e denominada Ny A camada aquosa foi adicionada pequena porgac de

-
o

Gter etlilico, apds o gue esta fol acidificada com HCL aguoso 5%
(gelado) até pH2. A solucdo acida foi extraida com 3 porgoes de
5 ml de éter, que foi lavado com solugao saturada de NaCl e subme
fido a tratamento usual. A fragao resultante foi denominada A. A

camada aguosa fol abandonada.

Fat

0

s operactes estdo indicadas no esguema VILI

se mostraram idénticas guando com

&3

As fragoes N, e N
paradas por CUD com varios sistemas de solventes, sendo portanto
reunidas numa Unica fragac W.

Para uma separagao mais efetiva dos compostos dcidos
ainda presentes na fracaoc N, especlialmente dos acidos de cadela
longa; uma amostra teste Lol submetida a uma reagac de saponifica
CAC, COmo segue:

0,840 g do material foram dissclvidos em 30 ml de uma
solugac etanolica de ¥OH 0,05 N, e esta foi rvefluxada por 3 h. ¥Fo
ram adicionados 50 ml de agua e o material ndo saponificavel foi
extralde com &ter, Este foi lavado com dgua, secado scohre Na2604
anidro e pory evaporacao do solvente obteve-se 0,155 g de uma mig
rura amarelada. A camada aguosa fol acldificada com HCL concen
trado até pH 2 e deixada em repouso por uma noite. Por extragao
com Arer e tratamento usual, obteve-se (0,230 g do material saponi
ficavel.

A validade deste tratamento ndo ficou muito evidencia
da, por isso ndo foi aplicado ao restante da fracao N.

as fractes N e A nao foram submetidas a Eracionamen
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EEOUEMA VILID ~ Tratamento do extrato HEX: BTER LI

EXTRATO HEY: ETER II

concentradoe {200 ml)

L. Resfriamento a o“c

2. Lavagem com solugdo saturada

dea NHHCQ3 (fria)

4 4

L

camada eterea camada agquosa

sk
Mepst . o -
MRy Extracao com eter
2 Evapoms
cao  do
sl vens

L aray
te

camada etérea camada agquosa

o

FRBCAD Ny 1.Becagem s0
- . 1. Adigao éter
orer Mo -

5,239 g ke M}&%

2. Evaporagao 2. Adigdo HCL ag. 5%

do solvente atd pH 2.

FRACAC N,
1.314 g

camada eherea

e

1. Lavacen com osol. sat. MNacl :
AVEG ; * ¢ camada

2. becagern mﬁm&f&ﬁ&a AQuUOSa

nao estudada

3. Evaporacao do  solvente

FRACEO  ACIDA

A
0,558 g




tos posteriores.

5o EXTRATO BEN:ZBENICO

Parte deste extrato (1 g) foi cromatogralada em colu-
na de silica (fos 2,5 em, 40 g de silica), iniciando-se a eluigao
com hevano: cloroformio 25% ¢ aumentando-se a polaridade com clo

roférmio e posteriormente com metanol. Foram recolhidas 40 Ira

I

coes de 20 ml, recuperando-se um total de 0,912 g (21%). A reu

nido de fracdes 5~8 (0,160 g) foil recropatogralada en coluna  our

ta de silica sob pressio, com cloreofdrmic como eluente. Ag demalis
M ¥

fragoes apresentaram peguenus gquantidades de misturas complexas ©

nao foram submetidas a estudos posterliors

pa coluna sob pressao foraw isoladas 0,063 g de 1m

slado, puro por CCD em varios sistenas de solventes (clo

SGleo amar

rofdyrmic, hewanc:eter 1:1, clorafbrnicimetanol 0,5%) .
ror cromatografia gas-liguido, com as condlcoes de
operagido especificadas abaixo, verificou-se um Gnico pileo signilfi

cativo (fig. 15).

Coluna: silicone SE~30 (1.50 m)

Vazao 4o o de arraste (N.): 30 ml/min
é 3

o

Temperatura da colunas progranacao linear de tempera
L O O,
tura, de 150-2807C a L6 /min,
Egte composto se mostrou identico ao composto 48
igolado do EXTR. HEX:ETER I ¢ por apresentar caracteristicas e

Guter de Gcido de cadeia longa, foi submetide 4 hidrolise como se




Hidrdlise basica de Gs 9

4,061 g de Gs 9 foram digsolvidas em 10 ml de B0 L
cdo etanblica de XOH 0,5 N e esta fol refluxada por 3 h. Foram
adicionados 10 ml de dgua e a solugdo fol extraida com éter. A
camada etérea fol seca sobre MgSO, e o solvente fol evaporado a
pressac reduzida e temperatura ambiente, obtendo-se 0,019 g do
material ndo saponificivel. A fase aguosa foi acidificada eom
el soncentrado atd pll 2 e deixada el repouse por uma noite.Apds
extragio com éter e tratamento usual obteve-se 0,028 g de mate
rial saponificavel.

O material saponificavel, constando de acidos graxos
asteres metilicos por cromatografia gasosa.

A metilacao fol feita com diazometano el eXCcesso,pre
parado a partiy de Nenitroso metil uréia, segundo metodo usual
(ver F{173-180) do extrato HEX: ETER I). O produto fol purifica
do por cromatografia em coluna curta de silica, utilizando-seclo
rofdrmio como eluente. Obteve-se assim 0,020 g de um Oleo amarg

lado, gue por cromatografia gas-liguido nas condigoes abaixo e

1

pacificadas, mostrou 3 picos principails (fig. 16), identificados
por coinjecio com padroes como palmitato, ¢leato e estearato de

metila.
Colunar OV-17 3% (1.80 m)
Vazdo do gas de arraste (N5} 26 wl/min

o

N O .-
Temperatura da coluna: 200°C {(isotermica)

analises por cromatografia gasosa do material néo wa

ponificivel ndo conduziram a identificagio do composto alcodlico.




f = ENTRATO METANOLICO IT

. A quantidade total deste extrato (11 g) fol submeti
da 4 cromatografia em coluna (Ei: 4.5 cm) com silica-gel (600g).
Foram coletadas 290 fracfes de 200 ml, eluidas da coluna com he
wano, hexano:clorofdrmio,clorofdrmio e clorvofdrmicimetanol. O N
terial recuperado {8,089 g} corrvespondey a 74% do peso original.
Ha tabela XVIT estac indicadas apenas as frages que conduzivam
ao isolamento de substineias puras, ou alnda de misturas gue ser
viram para estudos posteriores. As demals fragoes foram trabi
thadas, mas por se encontrarem em peguenas guantidades, ou ainda
muite impurificadas por matéria corante, nao foram copduzidas a

estudos posteriores.

PABELA XVII - Cromatografia em coluna de silica-gel do EXTRATO

METANGLTCO TI (L1 g)

FR&@@HS FEUNIDAS LLUENTE COMPOLTOS PESC(g)

L

ah- 37 hewioloroformio 5% (g 19 Q}OZ@
. 6268 hex:olorofdrmio 30% Gs 20 0,073

GO 08 cloroafdrmnio 0,291

A

e
& Gl

. 1093120 clorofarmiormetanol 0,350

131145 cloroformiormetanol 1% Geld a Gsl2 ©,385

Bhl-175 clovoformic:imetanol 2% Guld oa Gesle 0,035




BOLZ26-37)

ra caracteristicamente com revelador para tarpendoides., Fol deno

minadn Gs 19.

F O{62-68)

Oleo amarelado, apresentando predomindncia de uma
mancha em CCD gue cora caracteristicamente com revelador especl
fico para terpendides. Fol purificado por CCE de silica  utili
zando—se hexano: acetato de etila 15% como sistema de desenvolvi
mento, Recuperou—sge assim 00,0399 do composto, denominado Gz 20,
puro por OCD emn vAarios sistemas de solventes {(hexano:clorofdrmio

101, hexano: acetato de etila 10%).

Po{eg-108) e F {(109-120)

Hatas reunides de frag&@@ aprasentaram-se iguais por
con, mostrando mistura de compostos com predomindncia de duas
manchas, ampas visiveis sob irradiagao com lampada ultravioleta
(placa de silica GF), e apenas uma, a correspondente ao composto
mais polar, corando com revelador especifice de terpendides. A
reunidao de fyacoes 109-120, num total de 0,325 g, fol submetida
a cromatografia em coluna de sllica sob pressao, utilizando-se

clorafirmio:metanol 0.25% como sluente. Desta coluna foram  iso
! e

tadog os 2 compostos de interesse, a saber, 0,084 g de um sG1ido




s imtaling denominado Gz 21, e 0,018 g de um Oleo incolor denomi

nado - Ga 22,

Cromatografia em camada espessa de silica~gel o

PLgo-108Y, ubilizando-se hexano: acetato de etila 20% como

ma de desenvolvimento (2 vezes), resultou no isolamento de 0,014g
de G 251 e 0,059 o de Gs 22.

Recristalizacio do solide Gs 21 em metanol resultou
en cristais em forma de agulhas, com p.i. 336u6w13$.40C @ ldentl
ficado como tereftalato de dimetila 49.

Parte de Gs 22 (0,020 g}, identificado como titol
foi submetida & acetilacao com piridina/anidrido acético segundo
matodo usual {ver (FL43-156), DXTRATO HEX:ETER I), e apbs 18h de

reaglo & temperatura ambiente, obteve-se 0,022 g do produto  ace

tilado, denominado Ac-Gs 22,

Foo{13i-143)

o

O s6lide desta reuniao de fragoes fol purificado por
recristalizacfes sucessivas em hexano, obtendo-se assim cristals
com p.f. 135-1407¢, mostrando apenas uma mancha em CCD com va
rins sistemas de solventes (clorofdormio: metanol 1%, eter, hena

noracetato de etila L0%),

~Eo de peguena guantidade (0,011 g), segundo

K

Aoetills
metodors ugsualis (ver F{L43-156), extrato HEX: EPER 1) resultou emn
0,016 g de produto, tambem apresentando una inica mancha por CCD.
0 mesme fol observado por cromatografia em camada delgada da ﬁ§

Tioa impregnada com &gN@QW Rﬁaristalinagﬁw do produto acetilado

: : ; : . - oy G
em metanol conduziu a cristais com p.t. 101-1337C.
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As amostras original e acetilada foram comparadas por
CCD gom a mistura de esterdides isolada na FP{142-156) do extrato
HEX: ETER I {original e acetilada) e apresentaram uma unica man
cha en ponto misto.

Comparacoes dag 2 amostras por cromatografia Jasosa
dos scetatos mostravam tratar-ge de misturas analogas, o gue {foi
mmmfirmad@ por coinjecao (fig., 7). Pelos cromatogramas verl
ficaram-se diferengas nas proporgoes relativas dos componentes pa

o on ¢ oasos,

Portanto, por analogia, foram identificados p-siltos

vol {(Gg 10), estlgmasterol (Gs 11} e campesterol (24-metilcoleste

roll {Ge 12).

Po(LSI~L75)

Esta anostra fol submetida a uma purificagéo préevia
com carvdo ative em metancl e filtragdo sobre Celite. O Oleo ama
relads obtido, por apresentar caracteristicas espectrais de Aol
dos de cadela longa, foi tratade como ja indicado para a TF(1l73-

180) do EXTRATO HEX:ETER I. Comparacgoes em CCD por ponto misto |

cromatograila gasgozsae dog foteres metilicos, aléem de m@mparagﬁw

dos dados espectrals mostraram se tratar de misturas aniilogas . As

sim ficaram identificados os adcidos paimitico, estearico, oleico

a/ow linnleieo (S 1%, Gs 14, Gs 1% e Gs 16, respectivamentel oomd
K ¥ N

OO RGN tes tamb fg modesta mistura.




Cs 1 (esgualeno 25) /51/

hexanc
UVI(E.02): A nmax {nm) 244

filme .
IV{E.03):v max (cm 7} 29 10, 2870, 2800, le&(C=C),

1460 o 1400,

ruvt (E.08) 5 £(CCL,) 1.62, 1.68(s), 2.00(1)e 5.15n)

- relagao (4.1:3.8:1)

Gs 2 {laurato de etila 26}

+ .
EM{0.6): n/e (intensidade relativa): 228(M , 89y, 185

(LOy, 183(14), 157(1le)y, 1l49¢l5), 115(1Q}, 101(39}§.88(106}§ 73

(20%, 55(26) .

Gs 3 {tetradecandato demetila 27)

EM(E.07): m/e (intensidade relativa): 242 (M+,&>;211
(5) . 199{10), 143016), 87(59)y, 75{17), 74(10C0), 55(25), 43(32 ),

41 (32} .

Gs 4 {(miristato de etlla 28}

EM(E.08 )+ m/e {intensidade relativa): 256 (M ,11),213




Loy, 2LL0L0Y, 157015y, 10L{51),. 89(l4), 88(L00), 73{10),55{26},

(pentadecanoato de etila 231)

o
W

EM{E.10): m/e (intensidade relativa): 270(M',11),227

{9y, 225(9), 157(16y, 115{11), 10L(56), 89(18), 88(100), 55(24),

Gu 6 {palmitato de metila 327

EM(E.1L): m/e (intensidade roalativa): 270 ,17),239

--------

(6Y, 227(11%, L43018), 87(65), 75(21), 740100, 55027}, 43{22) .

41L(25) .

Gs 7 (palmitato de etila 292)

{7y, 239(8), 187{16), 101{62), 89(18), 88(L00), 73(18), 5> (32),

43(35).

Gs 8§ (octadecancato de etila 30}

. : , : : . . -y - o e
EM{E.16): m/e (intensidade relativa): 312(M ,16),460



(7)), 267 (6), 157017y, 101(54), 89(21), B8{L00),585{(22), 43 (32).

Tilme -1
TV E.36)r v max  {oem 7) 3000, 2920, 2850, 1740 (C = 0),

1460, 1280, 1160 (¢ ~ Gy, 720,

RN'H(E.37): 8 (CC1,) 0.93(5,CH,), 1.10-1.80(1),1.80-2,40

4

(varios ginais), 2.77 {(tl), 4.22 {(m), 5.37{m).
Ga 10 {(B-sitosterol; {(24R)=~24«etll-colest-S=en=-3f~01 34
/d’bﬁ/

Espoctro MIKE (fig. @)

ilon m/e 414 do EM (E. 19) da mistura de esterdides.

m, = mfe 414

0,963 & mSe 399

0,729 B m/e 302
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Gs 11 [estigmastercl; Z24(8)-Z4~etilcolesta~5,2d~dlen~

/587,

Espectro MIKE

my o= onge 4L7

0,963
0,956
0,920
0,895
0,858
0,826

0,794

0,726
0,695
0,857
0,627

0,595

{fig.

9)

it

397

3e4

e 379



= Beane-2E-01

w2

Oy 557 5. mﬁ‘”i gLt

13
i

Ge 12 {campesterol: 24-netilcolesterol;Zi-metilcoolost

36) /58/

Espectro MIKE (fig. 9)

ion m/e 400 do BM (E.19) da mistura de esterdides

0,962 . m/e 385

0,955 1, mfe 382

By m/e 368
0,891 E, m/e 356
0,852 B, m/e 341
iy /e 329
0,787 By m/e 315
0,753 1. m/e 301
0,722 El m/e 289
0,683 F m/e 273
0,651 25 mie 260
0,616 By m/e 246
0,578 Ey mie 23]

4,445 E m/Se 178



Gas 17,18 (predominantemante Aeido oleandlico; acido

cisan-38~-hidroxi~28-0ico 40 /68/.

,,,,

o,
&

p.f.: 277-280,6°C (HtOH), 286,5-288.5 C (MaOH)

+68Y (0 = 0.8, MeOH)

JOR w51
UV A max (nm)y 194 {e 2400

KBy .
IV O(E.23): v max (onm i} 3400 (oH), 2920, 2870, 17400

(C = 0), 1470, 1390, 1370,

EM (E. 24): n/fe (intensidade relativa) 456 (M ,3), 410
(14Y, 249(24), 24B(100)y. 233(8), 207(24), 204(38), 203068, La0(ley,

189 (16), L75(10), 133(12).

Gs L7, 18-Me (predoninantemante oleancato de metilarolean-

12~en-28~carbomnetdxi~3p~hidroxi 41) /62,68,69/.

b

p.f.: 198-202° (EtOH)

ol o+ + 247 (o = 1.1, MeOH)

EfOH
Ve A maw {nmy 202 (e 9400)

Wh
IV {E.25) v max {(om i} 3420 (0OH), 2940, 2850, 1730{(C=03,

1460, 1390, 1360.

,éu

EM (E.27): m/e (intensidade relativa) 470 (M ,10),263
(23}, 262(97), 249(9y, 248(9), 247{(6), 207(29), 204(30}, 203(L00),
202(46), 201(10), 190¢21), 189(43), 187(15), 175016}, 73412} ,147

(15}, 135(13), 123(45), 119(25).
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1 .
RMNTHE 26 ¢ OQC@GEB} 0.73 {(s1, 3H), 0.78(s,.31),0.93

(s, 9H}, 1.00{s,3H), 1.08(s), 1.15(s,3H), 3.62(s,3H), 5.28(m, 1) .

Ac—-Gs 17, l8~-Me (predominantemente acetoroleanoato de

metila: olean=12-cn-28~carbometOxi~3f~acetoxi 42} /62,687,

p.f.: 205-208 (CHCL.:MeOH)

3
R )
+ 60 foo= 1.9, CHCEE}
e
Vs A omax (nm) 203 (g 90060
KBy -1
IV OIE.28) v max {(om 7)) 2040, 2Bed, L740{C=0) 1650 (C=C,

Loy

1470, 1390, 1370, 1240, 1020.

EM{E.30): m/e (intensidade relativa) 512{M+,27}y 497
(3}, 454(12), 453(3), 263(33), 262(100), 249(23), 248(13),247(5),
204 {33y, 203{10), 202¢27), 190027, 189¢32),133(18),119(10).

RM&EH{ L29): S(eDCL,)  0.76(sl, 3H), 0.88(s,6H), 0.92

3
(s5,30), 0.95{(s,6H), 1.10(s)y, 1.16{s,3W),2.07(s,31), 3.87 (&,3H),

o35 m, 1HY .

Oleana=~9{11},13(18)~dien~28~carhbometoxi~3~acetoOxi~

12,19~dioxo 45 /75/.

« .
o F.; 243-2457C (BE4OH) Lit: 244-246"

Il -1487 (¢ = 0.4, CHCL,) Lit: =152 (c=0.36,CHCL3)
BeOH -

UVER.32): A max {nm) 276 {g 11570}

N

Lit/64/ 278 (e 146000
Rpr .1
ITV(EL.INY s v max {om 7)) JO60, 2940,1735(C=0) ,L705(C=
1670 (C=0) ,1630{C=C) ,1470G,1380,1250(C~0), 1030, 1610(C=C)
. .
EMIE.35) ﬁ&g (intensidade relatival) B3IB{M ,77), 479
(203, 478{40) 438307 ,437{100)y, 26711},
RM&lﬂ (R, 34) . 6(&@@1%} 0.92{s,6H)y, 1.08(s,3H), L.L3
(e, 3Ry, L.27 (e, 30, 0.3 {m, 3, 1,36 (s, 30, 2.08(s,3H),3.70 (s, 3K} ,5.93

{a,1H).
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Gy 19

O
UV(E.39Y 0 h max  {nmy 252, 211

£ lme
IV s umax fom 7) 2920, 2850, 1735 (C=0),1660(C=C),

RMNLH (BE.407 ﬁ{CCl%}z 1.28(s1l)y, L1.63(s)y, 2.02(s1l) ,

2,85 {m), 3.85(my, B.1Z{m),

Ga 20

MeO1
Uv o (E.41) s X max (nm) 355, 2855, 224,202
filme -
IV oy max (om 7)) 2900, 2850, 1730 (C=0) 1460,1380,

!

BMNTE (E.42): S(CCL,) ©.90(s), 0.93{s),1.27(sl),1.72

4
ful, Lo86{s), Z2.220d, J=THz), 4.55(d,J=7 Hz), H.25 {m}.

Gs 21 (tereftalato de dimetila 49) /87,388,89/

p.f.r 136-136.4%C (MeOH) Lit: 139-140°C
BEOH

UV (H.423): & max 282, 23%{e 2120, 8780
KB

- e i -
TV {HE.44): v max {om

JOA000, 2950, 1720(C=0), 1500,

1440, 1420, 1280 (C~0), 1120~1110 (C-0Q), 1020, 815, 725.

BM(E.46): m/e {intensidade relativa):194(M° ,33) 179
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=

Lao L2y, Le3{le), 76(7).

1

RMTH (., 45): o {C(’jlé} 4.00 (s, B6H)Y, 8.20{(s, 4H).

Gs 22 (Litol 5Q) /95/

BEeOH
Ve A max {nm) 202 (& 94403

Filme
IV O{ELATY s v max  A340(0HY, 2820, 2850, 1660 (C=(7,

1460, 1380,
RMNVH (B. 48): S(CCl,) 0.83 (s, €H), 0.93 (s, 6H ) ,

L.22(1y, L1.65(s, 3H), 4,04 (4, J = THgz, 2H), 5.37(tl.J=THz, 1H).

Ac-Gs 22 (acetato de fitila 51) /95/

BEOH
Ve h max {nm) 201 (= 10820)
£ilme -1
TV v omax  {em ) 2810, 173%(C=0), 1680(C=Cj), 1460 ,

1376, 1230, 1020,

RMN‘}”?}]{ (8. 48): & {Cf(ﬁlfg}

(1), L.70(s, 3H), 1.97 (s, 3u), 4.51{(d, J = 7THz, 2H}, 5.31 { tl,

0.8 (s, 6H), 0.91 (s, 6H),1.21

o . It 5 . o v 3 ey 1 P ” b BT
Vi o~ O ~3 e derivados. Beacoes, propriedades Tislcas e dados

BERectLOscopleos

Os -3

hcetato de glutinol; D:B-friedoolean-S-en—~3f-aceto-



1B

. [y
Wi o hY,

e ) ) s .
oL, IBE.BE-190,57C (Bz: MedDH)Y Lit/101/:186-

. O o . . e o
o]+ 907 (e= 0.66,CHC1L,)  LiE/101/: +80°

el
VoA max (nm)y 207

KB .
IV (E.50): ymax {em “): 3420, 2920, 2860, 1740(C=0),

1640 (C=Cy, 1460, 1390, 1370, 1240 (C-0).
RMNiﬁ (B.58 - 100 MHz}): @{QQCLQ} 0.85, 0.95, 0,949,
1,01, 1.05, 1.07, 1.10, 1.17 {(3H cada, 8Me), 2.00 (3H, QCOCHK Ty

4,72 (1H, W 1/2 8Hz), 5.62 (1H).

g o e . . . L - e
EM(E.51) m/e (8): 468 (1 ,208), 453 (L), 408 (8%) ,
2741100%), 259 (36%), 205 (17%), 172 (12%), 134 (27%),100(22% ),

95 (20%) .
Hidrollse de Os-3

O acetato Os-3 (0.210 ), p.F.: 188,5-190.5°C,  foi
tratado com uama ﬁ@iu@ﬁ@ de KOH 3% em etanol (80 ml} & a mistura
foi refluxada por 3h. Apds a extragao, feita de maneira usual
com ater etilico, o solido (0,190 g) fol cromatografado em wa
coluna de silica sob pressao., Bluigao com bendenco: acetato  de

arila 3% forneceu um s0lido coristaline (0.158 gy, p.f. 206

p.E. 206-207,4°C (MeOH) Lit/101/:210-12"C

! Lit/101/5+ 557

+57F@“{c::af?&Fcuc13

Jal

KBy o
IV (E.52) v max (cm i} 3440 (CH), 2920, 2880, 1640
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(C=C}, 1460, 1390, 1370, 1040 (C-0}.

1 . . :
BMINTH (E.60 - JO00MH=z): S(CDCL,) 0.85, 0.95, oLag

3
34‘
1.00, 1.04, 1.09, 1.14, 1.16 (34 cada, & Me), 3.49 (1H,WL/2 9H=z),

BM (E.53): m/e (%) 426 (M', 14%), 408(2%), 274(100%),

wwwwwwwwww 4

259 [34%), 205{14%), 1521024%), 134(28%).

Oxidagao de Os-3.1

a) Preparagao de clorceromato de piridina (CCP) ad

sorvido em alumina /L1L5/.

A ouma solucac de tridxido de cromic (3 g) em HCI

;

eN (6 ml) fol adicionada piridina (3,5 ml) nun periodo de 10 min
. o ] SR - 7 ey i & il o - g . e T
a 40°C. A mistura fol resfriada a 107°C, ate formar um sclido la

ranita., EBste fol reaguecido s 4070, retornande a forma de solu

Alumina (25 g fol entao adicionada & solugao com agitagao

O . . o - e
a 407°C. Depols da evaporagao em um evaporador rotatorio, o soli

do laranja fol seco no vicuo a temperatura ambiente. Para me

thor conservagaco da atividade, o reagente foi mantido no  escuro

h) Oxidagao com QOP

Dii-Lriadoolean~S-an-36~a0l 10,137 g-0,32 mmol) em
penzeno (10 ml) fol tratado com clorocromato de piridina adsorvi

do em alumina (2.12 g - 1,72 mmol - recentamente preparado) por

7 h & temperatura amnbiente. A mistura reagao fol filtrada

en funil de placa porosa e o residuo fol lavado com eéter etilico

(10 ml =-3x). Apds a evaporagio do solvente, o produto  (0.1169)
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foi cromatografado em coluna de silica sob pressao, Elulcao com

benzeno: acetato de etila 3% forneceuw um solido (0,101 g-74% de

rendimento), recristalizado em benzeno:metanol, com p.i. 24 -

RN ) e , . . . L . _
241, 57C {nlacas) . Yol denominado Os-~3.2 e identiflicado COMD

o.f.: 241-241,5°C (Bz:MeOH) Lit/ii2/: 247%¢

. o

iu]m: + 31 = 2.2, CHCL.,) Lit/112/: +31

Eal

KBr 1
IVIB.54): v max (cm 7}y 2920, 1710 (C=0),1660(C=C) ,

1460, 1390, 1370, 1120, 840.

1

RMNH (E,62 ~100MHz): ©{CDCL 0,82, 0.96, 1.00,3.03

3/
1.0, 1,17 (3H cada, 6Me), 1.23 (6§, ZMe), 5.70 (1H).

EM(E.B5): m/e (%) 424 (M, 30%), 409(6%), 406 (4%)

2TALLOO0%) , 259 (40%), 245(10%), 205(28%), 138(29%), 137 (33% ) ‘

136022%), 123(27%), 109(27%), 95(38B3%}.

Reducac de Os=3.72

Ume solugao de DrB-friedoolean-b-en-3-ona (0.058q)

am eter etilico seco (% ml) 745/ fol adicionada gota a gota, a

temperatura ambiente, & uma suspensac de LiALH, em eXCesso
(0.035% g} finamente pulverizado em gter etlilico seco, sob agita
chio. A mistura reacional ferveu suavemente, Esta Lol mantida
em refluxo e a reacao foi acompanhada por CCD até redugao comple
ta da cetona {2 hr. O excesso de Li%lﬁé foi destruldo pela adi

cao cuidadosa de acetato de etila. A mistura fol vertida sobre

solugie dilulda de HCL gelada para decompor os compostos comple



e

7L

wos de aluminio e dissolver o Al{@ﬁ}% precipitado, A camada ete

rea fol extrailda, tratada de maneira usual, vesultando em 0.0379

de wna mistura de 2 produtos. For gromatografiasz em coluna

tica sob pressao (henzeno: acetato de etils 5%) estes foram

Beapa

e ldentificados come DiB-friedoolean-5-en~38-01 58{0.0099),

. S o e e . . . . e i
p.f. 206-207,87C o Dibi~friedoolean~S~an—30-0l 61 (0.028 g}, p.tf.

] B _ i - . .
20120270 {henroeno:metanol) . FEste ultinmo recebeu & denomis

p.f. 201-202°C (Bz: MeOH) Lit/101/:204"C
lwlys +58.4%¢e=1,0, cHCL,) nit/101/: +61°

TVIE. B6): vmax {om ©) 3400 (0H), 2930, 2860, 1630 (C=C)

1460, 1380, 1370, 1060-10L0 (C~0).

RMN (B.64 ~ 100 MHz) » iuwez% 0.79, 0.99, 1.00,1.09,

Lok, 1.16 (30 cada, 8Mey, 0.95% (85, 2Me), 2324010, WL/ 2 1f

Acstilacac de 03,3

DiB-friedoolesn-S-an~3o=-0l {({,020 g} fol tratado com

piridina (0,2 ml) e anidrido acaético (0,2 ml) a temperatura am

biente por 24h. A solucao fol vertida sobre agua gelada e @y

traida % x com CHCL, (5 ml cadaj. Lete lavado uma vern  oom
3

solucho aquosa de HCL 30% (5 ml) e depols 2 x com Goua. A solugas clovofumi

ca foi tratada de maneira usual e por evaporacao do solvente foram obtidas

4,010 g do produto, denominado Gs-3.4 e ddentilicadc

en-Jo~acetdxl 62.

m.f. 224-2357C (benzenc:metanal) Lit/119/235-20% &Y



+507 (c= 0.6, CHCL.)

RMNéii (B.68 - 100 MHz): S{CDCL.) 0.79, 0,85, DL By,

1204, 1.09, 1016 (210 cada, & Me), 1.03 (&M, ZMe), E»OSEBHFOCQGH@L

4,46 {1H, Wi/2 1BHz), 5.64 (1H}.
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