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Resumo

A familia Rubiaceae se caracteriza por produzir uma grande variedade de
metabolitos secundarios. Alcalbides, triterpenos iridoides e antraquinonas destacam-se
entre os produtos naturais de maior ocorréncia nas rubiaceas. Espécies desta familia
ocorrem com frequéncia no cerrado brasileiro, sendo que o género Alibertia, ndo havia
sido estudado at€ recentemente.

O presente trabalho, que é o primeiro com a espécie Alibertia edulis A. Rich,

descreve o isolamento, identificagdo e determinagdo estrutural de triterpenos presentes nas
folhas de um espécimen coletado nas proximidades de Campo Grande, Mato Grosso do
Sul.

O estudo da fracdo cloroformica do extrato etandlico mostrou a ocorréncia
predominante de triterpenos. Foram isolados atraveés dos métodos cromatograficos usuais
(coluna e placa preparativa), os pares oleanano-ursano urs-12-en-3f3,28-diol e olean-12-
en-3[3,28-diol; 3B-hidroxiurs-12-en-28-6ico e 3f-hidroxiolean-12-en-28-6ico; 3[,23-
diidroxiurs-12-en-28-6ico e 3[3,23-diidroxiolean-12-en-28-6ico, que foram identificados
através dos espectros de RMN de 13C e 1H. A mistura dos ésteres metilicos dos acidos
33,190.,23,24-tetraidroxiurs-12-en-28-6ico e 3[3,19a,23,24-tetraidroxiolean-12-en-28-
oico também foi isolada desta mesma fragdo. ApOs ser acetilada, esta mistura foi
submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia, o que possibilitou a separagao dos
seus componentes. Destes, o triterpeno com esqueleto tipo ursano foi identificado pelos
seus espectros de RMN de 13C e de 1H. Como nio foi encontrado registro na literatura
do triterpeno com esqueleto oleanano, a determinagdo estrutural deste foi feita por
comparagdo com os dados de RMN do éster metilico do acido 3pB,19a,23,24-
tetraidroxiur-12-en-28-0ico, associado a uma analise do espectro bidimensional Ig-1y
(COSY).

Do extrato hexanico de A. edulis também foi isolada uma mistura, constituida por
o e B-amirina, além de fitol.



Abstract

The Rubiaceae family affords as secondary metabolites, mainly alkaloids,
triterpenes and iridoids. Species of this family are spread in the region of Brazilian
"cerrado”. The genus Alibertia has not been studied until recently.

This work, the first one with the specie Alibertia. edulis A. Rich, reports the
isolation, identification and structural determination of the triterpenes that occurred in the

leaves of a specimen colleted in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil.

The chloroform fraction of the ethanolic extract shows the predominance of
triterpene compounds. From this fraction, we isolate, by means of chromatographic
procedures, the ursane-oleanane pairs: 383,28-dihydroxy-urs-12-en and 3[3,28-dihydrohy-
olean-12-en; 3B-hydroxyurs-12-en-28-oic and 3fp-hydroxyolean-12-en-28-oic; 3f3,23-
dihydroxyurs-12-en-28-oic and 3f,23-dihydroxyolean-12-en-28-oic; 3f,19a,23,24-
tetrahydroxyurs-12-en-28-oic and 3B,19a,23,24-tetrahydroxyolean-12-en-28-oic. The last
compound is a new natural product and its structure was determined based on methyl-
triacetylated derivative.

From the hexanic extract we isolated a and -amyrin and phytol.



Introducao
A familia Rubiaceae

As rubiaceas constituem uma familia essencialmente tropical, composta por 637
géneros, sendo que mais de 75% destes apresentam forma arborea.

De acordo com as caracteristicas biologicas, anatomicas, morfologicas e
evolutivas, a familia Rubiaceae ¢ dividida em quatro sub-familias (1):

Cinchonoideae 1
Ixoroideae 2
Antirheoideae 3
Rubioideae 4

Considera-se a sub-familia Cinchonoideae como sendo a menos evoluida. Ja a sub-
familia Rubioideae, que ¢ a unica caracteristica das regides temperadas, ¢ considerada
como a mais evoluida (1).

No Brasil, onde sdo registrados 125 géneros de Rubiaceae, a importancia
econdmica e terapéutica de algumas espécies € bem conhecida . S6 na regido do estado de
Sao Paulo existem cerca de 204 espécies registradas. Estas apresentam tanto a forma de
arbustos como de arvores e crescem principalmente na regido do cerrado (2).

O género Alibertia, que até recentemente ndo havia sido estudado (4), estd
incluido na sub-familia Ixoroideae, tribo Gardenieae A. Rich e sub-tribo Gardeniinae.
Dentro desta sub-tribo estdo classificados 67 géneros, incluindo Alibertia.

Através de um levantamento bibliografico cobrindo o periodo de 1962 a 1992, foi
construida a tabela 1, p.2 , que mostra as classes de substancias encontradas nos géneros
estudados de Gardeniinae.



Tabela 1- Substancias encontradas nos géneros de Gardeniinae

Género A |B |D |G G |[O|P [R [R |S
(numero L [R |I A E X |0 |A |[O |C
de I E |D |[R N |Y [S |[N |T |H
especies B [N |Y |D I A |O |D |H |U
estudadas) E |[A |M |E P N [Q |I M M
R [N |O |N A |T |U |A |[A |A
T |1 S I (L {H |E [(® [N |N
I A |A |A U |R N |N
A |l()|L |9 S |1 I |1
(1) P 2) | A A |O
I (1) () | P
N H
X Y
ey T
0O
N
@)
Saponinas X X X
Triterpenos X X X
Iridéides X X X X | X | X
Diterpenos X
Monoterpenos X X
Esteroides X X X
Alcaldides X
Cumarinas X X X
Ac. Graxos X X
Flavonoides X
Oleos X
Essenciais
Fenil X X
Propanoides
Referéncias 45 |6 7 8- 56, | 58 |59 |60- |77 |78-
55 |57 76 84




Como pode ser observado pela tabela 1, as plantas da sub-tribo Gardeniinae
produzem com destaque saponinas, triterpenos e iridoides. Estas substancias pertencem a
classe dos terpenoides, estando portanto dentro da esfera de interesse do grupo. Além
disto, saponinas, triterpenos e iridoides vém ultimamente despertando grande interesse,
ndo s6 do ponto de vista estrutural como também farmacologico (3).

Assim, escolheu-se a Alibertia edulis como representante desta sub-tribo, para um
estudo fitoquimico, com a finalidade de verificar a constituigio quimica das folhas de um
espécimen coletado em Campo Grande (MS).



Materiais e Métodos

Especificacio do material e instrumentos utilizados

a. Nas colunas cromatograficas foi utilizada como adsorvente silica gel 60 (0,063-
0,200 mm) da Merck.

b. As placas de CCDC e CCDP foram feitas utilizando-se, respectivamente, silica
gel 60 G e silica gel PF,54 ambas da Merck. As placas cromatograficas foram preparadas
aplicando-se uma suspensdo de silica gel em agua destilada sobre placas de vidro,
utilizando-se o espalhador "Quickfit". As espessuras das camadas de silica gel foram de
0,25 mm para CCDC e 1,00 mm para CCDP.

c. As revelagdes foram feitas com vapores de iodo e as irradiagdes com lampadas
de ultravioleta chromat UVE, modelo C-3 (254 e 366 nm).

d. As extragdes das substancias apos CCDP foram feitas com cloroféormio, acetato
de etila, acetona e metanol como solventes.

e. A concentragdo das solugdes contendo substancias e/ou extratos foi efetuada
destilando-se o solvente a pressdo reduzida por trompa d'agua em evaporador rotatorio,
tipo Buchler.

f. O critério de pureza adotado foi a observagdo de uma unica mancha em CCDC,
variando-se o sistema de solvente.

g. Os solventes utilizados foram das marcas Merck, Reagen e B. Herzog, todos
grau P.A., com excegdo os utilizados em CLAE, que s3o grau Lichrosolv.

h. Os espectros de infravermelho foram obtidos com o espectrofotdmetro Nicolet
modelo 510 com transformada de Fourier. Os espectros foram registrados com amostra
em pastilha de KBr. O padrio de referéncia foi a absor¢do da agua em 1638 cm!.

i. Os espectros de RMN de !H foram registrados em espectrdmetro Bruker
AC200, operando a 200 MHz. Os espectros foram obtidos em deuterocloroféormio ou
deuteropiridina como solvente e padrao de referéncia interna.

j. Os espectros de RMN de 13C foram registrados em espectrometro Bruker
AC200 operando a 50 MHz. Os espectros foram obtidos utilizando-se deuterocloroformio
ou deuteropiridina como solvente e padrdo de referéncia interna.

1. Os espectros de massas foram registrados em espectrometros Hewlett-Packard,
modelo 5988-A, de baixa resolugdo. Os espectros foram obtidos através de ionizagido por
impacto de elétrons (EI).



m. Os cromatogramas foram efetuados em cromatografo liquido Perkin-Elmer
Series 3B, com integrador Hewlett-Packard HP 3396A, coluna RP-8 (10 um; 250x22
mm) da Perkin-Elmer, com solvente metanol, grau Lichrosolv, e agua milli-Q, em 210 nm.
O fluxo foi ajustado em 10 ml/min.

n. A determinagido do poder rotatorio especifico [at]p foi obtida em polarimetro
Polamac A, Carl Zediss. As leituras foram feitas em dois comprimentos de onda (546 e
578 nm) e interpoladas para a rotagdo na raia D do sodio.

0. O ponto de fusdo da substincia cristalina foi determinado utilizando-se
Electrothermal 9100.



Figura 1- Estruturas das substancias soladas de Albertia edulis
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Experimental

O material botanico de Alibertia edulis A. Rich utilizado no presente trabatho, foi
coletado no més de agosto de 1990, nas proximidades de Campo Grande, estado de Mato

Grosso do Sul. A exsicata (nimero 10) desta espécie, encontra-se depositada no herbareo
do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul.

Obtencao dos extratos

As folhas de Alibertia edulis foram secas em estufa e pesadas, resultando em 1600
g. Primeiramente o material foi apenas partido com as maos e extraido em hexano a frio.
ApOs concentragdo do solvente sob pressao reduzida, foram obtidos 13 g de extrato
hexanico bruto (E.H.I). Apos nova secagem das folhas, estas foram moidas e pesadas,
resultando em 1500 g. Este material foi entdo submetido a extra¢des a frio em hexano e
etanol, sucessivamente. As solucdes resultantes foram filtradas e concentradas em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida. Desta maneira, foram obtidos 18,5 g de
extrato hexanico bruto (E.H.II) e 274 g de extrato etandlico bruto.

O esquema 1, p. 10, mostra o processo de obtengdo dos extratos.



Esquema 1- Obtengdo dos extratos
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|
conc.
Ext.hexinico Folhas
bruto I (13g) (1500g)
(1) moagem
(2)ext. ¢/
hexano
congc. Folhas
Ext. hexanico ext. ¢/
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bruto (274g)
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Parti¢io do extrato etanélico bruto

Foram dissolvidos 57 g de extrato etanolico bruto em EtOH/H,O (85:15). Esta
solug¢do foi submetida a partig3o em hexano e cloroformio, sucessivamente, obtendo-se
assim, 3,3 g de extrato hexanico e 9 g de extrato cloroférmico.

Uma segunda particdo foi feita utilizando-se 60 g do extrato etandlico bruto,
dissolvidos em EtOH/H,O (9:1). Desta vez, utilizou-se hexano, éter etilico e n-butanol,
sucessivamente, como solventes. Foram obtidos 8 g de extrato hexanico, 8,5 g de extrato
etérico e 16,5 g de extrato butandlico.

Apos analise em CCDC, os extratos hexanicos E.H.I e E.H.II foram reunidos com
as fragdes hexanicas do extrato etanolico, formando 42,8 g. Também foram reunidos os
extratos cloroformico e etérico, resultando em 17,5 g.
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Isolamento dos constituintes quimicos

Fracionamento dos extratos hexanicos

Os extratos hexanicos brutos resultantes das extragdes das folhas ndo trituradas
(E.H.I), trituradas (E.H.II) e da parti¢io com hexano do extrato etanolico bruto, foram
reunidos apos analise em CCDC. Cerca de 35 g deste material foram cromatografados em
coluna de silica (350 g), eluida com misturas de hexano/AcOEt em gradiente crescente de
polaridade, sendo recolhidas 142 fragdes de aproximadamente 100 ml cada, reagrupadas
apos analise em CCDC, conforme a tabela 2, p. 12.

Tabela 2- Fracionamento cromatografico dos extratos hexanicos

Frac¢des reunidas Massa (g)
A-01 (01-07)

A-02 (08-16) 0,8
A-03 (17-39) 2,0
A-04 (40-44) 4,6
A-05 (45-48) 2,3
A-06 (49-53) 0,5
A-07 (54-58) 1,9
A-08 (59-68) 2,1
A-09 (69-73) 1,8
A-10 (74-79) 1,0
A-11 (80-85) 3,5
A-12 (86-90) 0,9
A-13 (91-96) 2,0
A-14 (97-105) 1,5
A-15 (106-114) 1,1
A-16 (115-123) 0,8
A-17 (124-138) 0,6
A-18 (139-142) 0,5
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Com a finalidade de identificar os triterpenos a-amirina e B-amirina, foram feitas
comparagdes entre as fragdes provenientes desta coluna e padrGes dos triterpenos
procurados. Atraveés desta analise, foram selecionadas as fragdes A-3, A-4, A-5, A-8, A-9,
A-10, A-11, A-12 e A-14, das quais foram registrados espectros de RMN de 1H (200
MHz). Assim, concluiu-se que a fragdo A-9 provavelmente conteria as amirinas como
constituintes.

Esta fragdo (1,8 g) foi entdo cromatografada em coluna, utilizando-se 55 g de
silica e misturas de hexano/AcOEt em gradiente crescente de polaridade como fase movel.
Foram recolhidas 35 frages de aproximadamente 100 ml cada, reagrupadas de acordo
com a tabela 3, p. 13.

Tabela 3 - Fracionamento cromatografico da fragdo A-9

Hexano/AcOEt Fracoes

100:00 B-01/B-02
99:01 B-03/B-08
98.02 B-09/B-10
97.03 B-11/B-14
95:05 B-15/B-24
09:01 B-25/B-27
85:15 B-28/B-30
08:02 B-31
07:03 B-32
06:04 B-33
01:01 B-34

00:100 B-35
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As fragdes provenientes desta coluna foram comparadas por meio de CCDC com
os padroes dos triterpenos procurados. Desta forma, a fracdo B-16 (260 mg), foi
selecionada para ser submetida a CCDP em silica, a fim de separar os seus constituintes.

Parte deste material foi aplicada nas placas cromatograficas, eluidas em
hexano/AcOEt (8:2). Chegou-se assim a uma subfragdo, cujos espectros de RMN de IHe
de 13C (200 e 50 MHz) mostraram tratar-se de uma mistura (MA) de a-amirina, P-
amirina e fitol (1, 2 e 11 respectivamente).

Além da fragdo B-16, provavelmente as fra¢gdes B-14, B-15, B-17 ¢ B-18 também
apresentam como constituintes a o-amirina € (3-amirina, ja que através da analise por
CCDC, elas apresentam manchas cujos Rf sio os mesmos dos padrdes destas substancias.
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Fracionamento do extratos cloroformico e etérico

Os extratos cloroformico e etérico provenientes das partigdes do extrato bruto
etanolico, foram reunidos (17,5 g) e cromatografados em coluna, utilizando-se para tal
170 g de silica. O sistema foi eluido com misturas de DCM/MeOH em gradiente crescente
de polaridade, sendo coletadas 70 fragbes de aproximadamente 125 ml cada, reagrupadas
conforme a tabela 4, p. 15, apds analise em CCDC.

Tabela 4- Fracionamento dos extratos cloroformico e etérico

Fracées reunidas Massa (g)
C-01 (01-05) 0,1
C-02 (06-08) 0,1
C-03 (09-12) 0,1
C-04 (13-16) 0,1
C-05 (17-18) 1,0
C-06 (19-21) 2,0
C-07 (22-23) 0,6
C-08 (24-25) 1,0
C-09 (26) 0,1
C-10 (27) 0,1
C-11 (28) 0,4
C-12 (29-30) 0,5
C-13 (31-37) 1,5
C-14 (38) ‘ 0,3
C-15 (39) 0,7
C-16 (40-44) 4,0
C-17 (45-48) 1,0
C-18 (49-54) 1,6
C-19 (55 0,1
C-20 (56-61) 1,2
C-21 (62-70) 3.6
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Fracionamento cromatografico da fracio C-6

A fragdo C-6 (2,0 g), foi metilada com diazometano e cromatografada em coluna,
utilizando-se 70 g de silica. Foram utilizadas misturas de DCM/AcOEt em gradiente
crescente de polaridade como eluente, sendo coletadas 25 fra¢des de aproximadamente
125 ml cada, reagrupadas em 11 fragdes, conforme a tabela 5, p. 16 , apds analise em
CCDC.

Tabela S- Fracionamento cromatografico da fracdo C-6

Fracées reunidas Massa (mg)
D-01 (01) 37.8
D-02 (02) 2,6
D-03 (03) 3,5
D-04 (04) 4.5
D-05 (05-07) 149,6
D-06 (08-10) 107.9
D-07 (11-13) 32,2
D-08 (14) 98,2
D-09 (15-17) 518.5
D-10 (18-21) 551,0
D-11 (22-25) 1774

A fracdo D-5 foi submetida a CCDP em silica, utilizando-se como eluente
DCM/AcOEt (9:1), o que originou S faixas. Destas, apenas uma pode ter suas estruturas
identificadas, pois as demais ndo apresentaram quantidades suficientes. Apos a analise dos
espectros de RMN de 1H e de 13C (200 e 50 MHz), concluiu-se que esta é uma mistura
de triterpenos (MC), constituida pelas substincias 5 e 6 (ésteres metilicos dos acidos
ursolico e oleanolico, respectivamente).
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Com base nas placas cromatograficas comparativas, a fragio D-6 também foi
submetida a CCDP em silica, utilizando-se DCM/AcOEt (85:15) como fase movel. As
placas foram eluidas duas vezes consecutivas e desta forma ocorreu a separa¢io em 2
faixas distintas, sendo que uma destas faixas continha uma unica mancha e a outra,
diversas. A primeira destas faixas mostrou tratar-se de uma mistura triterpénica complexa
e, portanto, ndo foi possivel identificar os seus constituintes. A outra faixa, apos ser
extraida da silica, foi submetida novamente a CCDP, no mesmo sistema de solvente
utilizado anteriormente. Desta vez foram recolhidas 5 faixas, das quais somente uma
apresentou quantidade suficiente para ser submetida as espectroscopias necessarias para a
verificagiio de suas estruturas. Apos analise dos espectros de RMN de 1H e de 13C (200 e
50 MHz), concluiu-se que esta subfragdo € uma mistura dos triterpenos (MB) 3 (uvaol) e
4 (eritrodiol).

Fracionamento cromatogrifico da fraciao C-8

A fragdo C-8 (1,0 g) foi cromatografada em coluna de silica (38 g), com a
finalidade de separar as suas substancias constituintes. O sistema foi eluido com misturas
de CHCI3/MeOH em gradiente crescente de polaridade, sendo recolhidas 49 fragdes de
aproximadamente 13 ml cada, reagrupadas de acordo com a tabela 6, p. 17 , apos analise
em CCDC.

Tabela 6- Fracionamento cromatografico da fragéo C-8

Fracdes reunidas Massa (mg)

E-1 (01-08) 19,8
E-2 (09) 4.6

E-3 (10-16) 233,8
E-4 (17) 22,4

E-5 (18-22) 290,3

E-6 (23-27) 1079

E-7 (28-33) 27,1

E-8 (34-49) 20,6
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Os espectros de RMN de 1H e de 13C (200 e 50 MHz), da fragdo E-3, mostraram
que esta € constituida pelo triterpeno 5 na sua forma acida (acido ursoélico).

A fim de identificar os componentes da fragdo E-5, esta foi submetida a CCDP em
silica, sendo utilizado como eluente o sistema CHCl3/MeOH (92:8). As placas foram
eluidas duas vezes consecutivas, originando desta forma 5 faixas, das quais trés ndo
puderam ser trabalhadas devido as suas pequenas quantidades. As outras duas foram
analisadas através de seus espectros de RMN de 1H e de 13C (200 e 50 MHz), sendo
concluido que ambas sdo constituidas por uma mistura (MD) de 2 triterpenos: 7 ¢ 8
(hederagenina).

Fracionamento cromatografico da fracao C-11

A frag@o C-11 foi cromatografada em coluna de silica (25 g), eluida em gradiente
crescente de polaridade com misturas de CHCl3/MeOH. Foram coletadas 63 fragdes, das
quais as primeiras 46 continham aproximadamente 13 ml cada uma e as demais, 60 ml
cada.

Ap6s analise em CCDC, estas fragdes foram reagrupadas conforme a tabela 7, p.
18.

Tabela 7- Fracionamento cromatografico da fragdo C-11

Frac¢des reunidas Massa (mg)
F-1 (01-18) 6,7
F-2 (19-38) 11,0
F-3 (39-46) 8.3
F-4 (47-49) 152.3
F-5 (50) 58,8
F-6 (51-55) 433
F-7 (56-59) 15,2
F-8 (60-63) 11,3
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Apos ser metilada com diazometano, a fragdo F-4 foi submetida a CCDP em silica,
utilizando-se como fase movel a mistura CHCI3/MeOH (95:5) + 0,5 ml de HyO. Desta
maneira, chegou-se a uma fragio cujos espectros de RMN de 1H e de 13¢ (200 e 50
MHz), mostraram que esta era constituida principalmente por 9, além de poder conter
também o triterpeno 10 (ME). Como ndo foi encontrado registro de 10 na literatura, esta
fracdo foi acetilada com anidndo acético e piridina, e submetida a separagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em fase reversa MeOH/H»O (8:2). Desta
maneira foi possivel separar 9a de 10a.
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Elucidagao Estrutural

Conforme descrito na parte experimental deste trabalho, as substincias extraidas
da espécie Alibertia edulis foram obtidas em misturas, tendo como constituintes principais

dois triterpenos: um de esqueleto ursano e o seu equivalente no esqueleto oleanano (figura
1, p. 6 € 7). A unica excegdo ocorreu com o acido ursolico (5), que além de ter sido
encontrado em mistura com o acido oleanolico (6), ambos na forma de metil-éster,
também foi encontrado sem a presenga deste ultimo na fragdo E-3, na sua forma acida.

Tabela 8- Constituintes das Misturas

Mistura Constituintes
MA 1+2+11
MB 3+4
MC 5+6
MD 7+8
ME 9+10
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Identificacao dos constituintes das misturas

A identificagdo dos constituintes de cada uma das misturas foi feita através da
metodologia desenvolvida por Roberto S. Gallegos Olea e Nidia F. Roque, para a analise
de misturas de triterpenos (85).

Seguindo esta metodologia, foram feitos espectros de RMN de 1H (200 MHz),
das fragdes que apresentaram uma unica mancha em CCDC, em diversos sistemas de
solventes. Através destes espectros, constatou-se que cada uma das misturas era
constituida apenas por triterpenos e que estes apresentavam as mesmas fungdes organicas.
Estas caracteristicas sdo fundamentais para a analise da mistura.

Com estes requisitos garantidos,. foram registrados entdo dois espectros de RMN
de 13C (50 MHz), para cada uma das misturas, sendo um com desacoplamento total dos
protons (NOISE) e um DEPT 135° O espectro totalmente desacoplado forneceu as
seguintes informagdes:

- fungbes organicas presentes nos triterpenos. esta informagdo € obtida através dos
deslocamentos quimicos caracteristicos dos atomos de carbono referentes as fungdes
organicas oxigenadas;

- numero aproximado de triterpenos: pode-se ter o numero aproximado de constituintes
da mistura em andlise, através do nimero de sinais registrados, que € sempre menor do
que o nimero de atomos de carbono total, e também do numero de carbonos sp2,
considerando que os triterpenos pentaciclicos, salvo algumas excegdes, possuem uma
ligag¢do dupla e os tetraciclicos duas ligagdes duplas;

- abundancia dos triterpenos presentes na mistura: este dado € obtido a partir do espectro
NOISE, comparando-se a intensidade de sinais referentes a carbonos com a mesma
multiplicidade.

O espectro DEPT 1359 informa a multiplicidade de cada carbono, sendo que os
deslocamentos quimicos s2o obtidos pelo espectro totalmente desacoplado.

Com estes dados, iniciou-se a identificagdo dos constituintes das musturas,
comparando-se os deslocamentos dos carbonos spz com os existentes na literatura, o que
forneceu o tipo de esqueleto triterpénico. A tabela 9, p. 22, da os valores caracteristicos
de RMN de 13C de carbonos sp2 em triterpenos (85).
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Tabela 9- Valores caracteristicos de RMN de 13C de carbonos sp2 em triterpenos (85)

Dados observados (ppm) Triterpenos Ref.

157,9(s); 117,0(d) D-friedoolean-14-eno 86
-154,3(s); 107,0(t) Urs-20(30)-eno 87

151,5(s); 115,9(d) D:C-friedo-B"A' 88

neogamacer-9(11)-eno

150,5(s); 109,3(t) Lup-20(29)-eno 89

148,7(s); 114,8(d) Lanosta-9(11),24-dieno 90

130,9(s); 125,2(d)

146,0(s); 117,7(d) Lanosta-7,24-dieno 91

130,8(s); 125,1(d) (13, 14B)

142,7(s); 120,1(d) Lanosta-7,9(11)-dieno 92

145,9(s); 116,3(d)

145,4(s); 116,4(d) D:C-friedours-7-eno 93

145,3(s); 117,3(d) Lanost-7-eno 91

145,1(s); 121,7(d) Olean-12-eno 94

142,6(s); 129,8(d) Olean-18-eno 95

141,9(s); 131,0(s) B':A'-neogamacer 96

13(18)eno
140,4(s); 122,7(s) A'-neogamacer-21-eno 88
140,0(s); 136,0(s) A'-neogamacer 88
17(21)-eno

139,6(s); 118,8(d) Urs-20-eno 97

139,4(s); 124,1(d) Urs-12-eno 98

134,6(s); 134,2(s) D:C-friedours-8-eno 93

134,4(s); 134,2(s) Lanost-8-eno 99

134,1(s); 133,6(s) Lanost-8-eno 92

(13a, 14B)

134,1(s); 133,3(s) Lanosta-8,24-dieno 99

130,0(s); 125,2(d) (13a,,14B)

130,8(s); 125,4(d) 9,19-ciclolanost-24-eno 100

sem ligac@o dupla, 6,8(q) D:A-friedooleanan-3-ona 101

sem ligacao dupla, 20,0(s) 9,19-ciclolanostano 102
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Na etapa subsequente, verificou-se quais seriam as fungdes oxigenadas presentes
nos triterpenos. Isto pode ser feito atraveés de comparagdo dos dados obtidos com os
dados fornecidos pela tabela 10, p. 23 (103), onde aparecem os deslocamentos quimicos
dos atomos de carbono oxigenados, de triterpenos naturais mais frequentes.

Com a proposta do esqueleto triterpénico e com o tipo de oxigenagao que este
apresenta, procura-se na literatura dados de RMN de 13C de triterpenos, cujos carbonos
apresentem deslocamentos quimicos compativeis com aqueles observados. Para facilitar
este trabalho, pode-se construir uma tabela onde se correlacionam os deslocamentos
quimicos observados no espectro NOISE, a multiplicidade e a intensidade relativa de cada
sinal. Comparando-se estes valores com os dados da literatura, iniciando pelos carbonos
metinicos, ja que estes existem em menor nimero que os metilénicos ou metilicos, espera-
se observar todos os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos de cada triterpeno
presente na mistura, exceto talvez, de algum carbono quaternario de um dos constituintes
que estiver em menor quantidade. Muitas vezes pode ocorrer uma coincidéncia de
deslocamento quimico para mais de um carbono de uma mesma substincia ou de
substancias diferentes, o que obviamente levara a uma quantidade menor de sinais no
espectro NOISE, do que a somatoria de todos os carbonos dos triterpenos presentes na

mistura.

Tabela 10- Dados de RMN de 13C (ppm, CDCl3) dos atomos de carbono na fungdo

oxigenada (103)

Carbono tipo o (ppm)
C(3)-OH(o) - 76,1+/-0,5
C(3)-OH(B) 78,6+/-0,5
C(3)-OAc(B) 80,61/-0,4

C(3)-OCHz(B) 88,7+/-0,1

C(3)-OCH»z(B) 57,5+/-0,1

C(3)-0oCCH3(B) 170,6+/-0,3
C(3)-0-oCCH3(B) 21,2+/-0,2
C3)=0 216,8+/-1,2
C(28)0OoH 181,14/-2,3
C(28)0»CH3 177,3+/-0,8
C(28)0,CH3 51,4+/-0,2
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Identificacao dos constituintes da mistura MB

A mistura MB ¢ constituida pelos triterpenos urs-12-en-33,28 diol (uvaol, 3) (104)
e olean-12-en-3f3,28 diol (eritrodiol, 4) (105).

Para a identificagdo destas substancias, usou-se a metodologia ja descrita para
analise de mistura de triterpenos.

Ao ser submetida 3 CCDC em DCM:AcOEt em diversas proporgdes, (85:15),
(9:1), (8:2); a frag@o analisada apresentou somente uma mancha.

O espectro de RMN de !H (espectro 1, p. 42) apresentou uma fei¢ao espectral
caracteristica de triterpenos, com diversas absor¢des entre 0,6 e 1,9 ppm, correspondentes
aos protons metilicos e metilénicos, um multipleto em 3,2 ppm atribuivel a proton
oximetinico, um tripleto em 5,1 ppm caracteristico de préton olefinico, e um dubleto em
3,5 e 3,6 ppm, de dois protons oximetilénicos.

O espectro de RMN de 13C totalmente desacoplado (espectro 2, p. 43), revelou
ao todo 49 sinais, o que indicou que na mistura poderiam estar contidas duas substancias.
Foram observados sinais em 69,5 e 69,8 ppm, indicando que estas substincias
apresentavam a mesma fungdo oxigenada, no caso, uma hidroxila, além daquela em C-3,
presente em todos os triterpenos (106), cujo deslocamento do carbono ao qual ela se liga
€ 79,0 ppm. Absor¢des em 122,6 ; 125,3 ; 139,1 e 144,6 ppm referentes a carbonos spz,
também indicaram que a mistura teria, em principio, dois triterpenos pentaciclicos, ja que
cada um deles possui apenas uma ligagdo dupla.

Ao confrontar estes valores com aqueles apresentados pela tabela 9, p. 22 (85),
observa-se que eles estio muito proximos dos deslocamentos dos carbonos sp? dos
esqueletos olean-12-eno (-amirina) e urs-12-eno (o-amirina).

Com a construgido da tabela correlacionando os deslocamentos quimicos de cada
carbono, a multiplicidade dada pelo DEPT 1359 (espectro 3, p. 44) e intensidades
relativas, foi possivel atribuir os deslocamentos quimicos para todos os 30 carbonos dos
triterpenos, comparando-se estes valores com os fornecidos pela literatura (104, 105).
Também foi possivel concluir, principalmente através das intensidades dos quatro sinais
relativos aos carbonos sp2, que o uvaol (3) esta em maior quantidade que o eritrodiol (4),
na mistura analisada.. A tabela 11, p. 25 apresenta os dados de RMN de 13C para os dois
triterpenos. Como pode ser observado por esta tabela, muitos carbonos possuem
deslocamentos quimicos idénticos, o que era previsto ja que o espectro NOISE apresentou

somente 49 sinais.
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Tabela 11- Dados de RMN de 13C para 3 e 4: Mistura MB (ppm, 50 MHz, CDCl3)

1w
|

C-01 38,5 38,3

C-02 268 26,8

C-03 790 790 2
C-04 39,0 38,5 z
C-05 55,0 55,0
C-06 17,9 17,9
C-07 325 32,2
C-08 397 39,5
C-09 474 47,3
C-10 36,5 36,6
C-11 232 23,2
C-12 1253 1226
C-13  139,1 1446 3- uvaol
C-14 41,7 41,7
C-15 25,6 25,1
C-16 23,0 21,6
Cc-17 377 36,6
C-18 53,8 42,0
C-19 395 46,2
C-20 39,7 30,7
C-21 303 33,7
C-22 34,8 30,7
C-23 27,7 27,7
C-24 152 15,2
C-25 15.2 15,2 4- eritrodiol
C-26 16,9 16,9

C-27 23,1 25.6

C-28 69,8 69,5

C-29 16,9 32,9

C-30 209 231
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Identificacio dos constituintes da mistura MC

O espectro de RMN de 1H (espectro 4, p. 45) da mistura MC, apresentou diversas
absor¢des entre 0,7 e 2,6 ppm, referentes aos protons metilicos e metilénicos, um
multipleto em 3,2 ppm, caracteristico de proton carbinodlico e um mulitipleto em 5,2 ppm
atribuivel a préton olefinico. Também observou-se em 3,6 ppm, dois singletos referentes a
duas metoxilas, pois o material foi metilado com diazometano.

O espectro de RMN de 13C totalmente desacoplado (espectro 5 ,p. 46),
apresentou 52 sinais, acusando a presenca de duas substancias triterpénicas. Quanto ao
tipo de oxidagdo, as absor¢des em 178,0 e 178,2 ppm sugeriram a presenga de carboxilas
e as duas absor¢des em 51,4 ppm, a presenca de metilas do grupo éster (103).

A absor¢do em 78,9 ppm foi atribuida a um carbono carbinolico, e os sinais em
122,3 ; 125,5; 138,1 e 143,7 ppm ao serem confrontados com os dados da tabela 9, p. 22
(85), indicaram a presenga de dois triterpenos: um com esqueleto tipo urs-12-eno (a-
amirina) e o outro tipo olean-12-eno (f3-amirina).

O espectro de RMN de Iy (espectro 4, p. 45) confirmou esta proposta, através
das absor¢des do H-18 em ambos os esqueletos (107). No esqueleto tipo o-amirina, o
proton em 18 esta em [-axial e acopla com o proton em 19, que é a-axial. Eles estdo
portanto, numa relagdo trans. O espectro mostra um dubleto em 2,1 ppm (J=11,2 Hz). Ja
no espectro de uma substancia com esqueleto tipo -amirina, o sinal deste proton aparece
como um dubleto largo em 3,4 ppm, pois ele acopla com os dois protons que se ligam ao
carbono 19.

Estes dados levaram aos ésteres metilicos dos acidos 3B-hidroxiurs-12-en-28-0ico
(éster metilico do acido ursolico, 5) e 3B-hidroxiolean-12-en-28-0ico (€ster metilico do
acido oleanolico, 6) e, ao correlacionar os deslocamentos quimicos, multiplicidades,
(DEPT 1359 espectro 6, p.47) e intensidades relativas, foi possivel atribuir deslocamentos
quimicos compativeis com os citados na literatura (108, 109), a todos os carbonos dessas
duas substancias, conforme pode ser verificado na tabela 12, p. 27.

Através das intensidades relativas dos sinais, principalmente das absor¢des dos
carbonos sp2, concluiu-se que o éster metilico do acido ursolico (5) é o principal

constituinte da mistura.



Tabela 12- Dados de RMN de 13C para 5 e 6: Mistura MC (ppm, 50 MHz, CDCl3)

C-01
C-02
C-03
C-04
C-05
C-06
C-07
C-08
C-09
C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
C-17
C-18
C-19
C-20
C-21
C-22
C-23
C-24
C-25
C-26
C-27
C-28
C-29
C-30

3

38,6
28,0
78,9
38,7
552
18,3
32,9
39.4
475
36,9
23,2

125,5

138,1
41,9
28,0
24,2
48.0
52,8
39,0
38,8
30,6
36,6
28,1
15,6
15,6
16,8
23,5

178,2
17,0
21,1

CO,CH;3 51,4

I

38,4
27,6
78,9
38,7
55,2
18,3
32,6
39,4
47.6
36,9
23,0
122,3
143,7
41,9
27,6
23,3
46,6
41,2
45.8
30,6
33,8
32,3
28.1
15,6
15,2
17,0
25,9
177,9
33,0
23,6
51,4

6- éster metilico do acido oleandlico
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Identificacdo dos constituintes da mistura MD

A fragido da mistura MD apresentou uma unica mancha ao ser submetida a CCDC
em CHCl3:MeOH em diversas variagdes de concentragdo destes dois solventes: (95:5),
(92:8), (9:1) e (85:5).

O espectro de RMN de IH (espectro 7, p. 48), apresentou sinais de protons
metilicos € metilénicos entre 0,9 e 2,3 ppm, um multipleto em 3,7 ppm, atribuivel a
protons oximetinicos € um sinal em aproximadamente 4,2 ppm, que apos a identificagio
dos componentes da mistura, foi atribuido aos protons do C-23 de ambos os triterpenos.

No espectro de RMN de 13C totalmente desacoplado (espectro 8, p. 49),
observou-se aproximadamente 57 sinais, 0 que sugeriu a presenga de dois triterpenos. Os
sinais em 67,8 e 73,9 ppm sugeriram a presen¢a de dois atomos de carbonos oxigenados.
Os sinais em 1226 ; 125,7 ; 139,5 e 144,9 ppm correspondem as absorgdes dos carbonos
sp2 dos esqueletos olean-12 eno (B-amirina) e urs-12-eno (o-amirina) (85).

Através da comparacio destes dados com os apresentados na literatura (110, 111),
chegou-se aos triterpenos acido 3f,23-diidroxiurs-12-en-28-6ico (7) e acido 3pB,23-
diidroxiolean-12-en-28-6ico (hederagenina, 8).

Ao correlacionar os deslocamentos quimicos, as multiplicidades dadas pelo DEPT
1359 (espectro 9, p. 50) e as intensidades relativas de cada sinal, foi possivel atribuir
deslocamentos quimicos compativeis com a literatura a todos os 30 carbonos de cada
triterpeno proposto e, concluiu-se que a hederagenina (8) estd em maior quantidade na
mistura analisada.

A tabela 13, p. 29 mostra os deslocamentos quimicos dos carbonos dos dois
triterpenos contidos na mistura MD.
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Tabela 13- Dados de RMN de 13C para 7 e 8: Mistura MD (ppm, 50 MHz, piridina ds)

A

(-]

C-01 38,9 38,8
C-02 28,3 283
C-03 73,3 73,3
C-04 425 42,9
C-05 485 48,5
C-06 18,6 18,6
C-07 33,0 33,0
C-08 40,0 39,7
C-09 481 48,1
C-10 37,1 37,2
C-11 23,8 23,7
C-12  125,7 122,6
C-13 1395 1449
C-14 422 422
C-15 27,6 287
C-16 248 23,7
C-17 481 46,7
C-18 53,6 42,0
C-19 394 46,5
C20 394 31,0
c-21 31,1 342
C-22 374 33,2
C-23 67,8 67,8
C-24 13,1 13,1
C-25 16,1 16,0
C-26 17,5 17,5 8- hederagenina
C-27 23,9 26,2

C-28 180,8 180,8

C-29 23,9 33,3

C-30 21,4 23,8

BN
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Identificacio dos constituintes da mistura ME

Assim como as demais misturas analisadas, a fracdo da mistura ME apresentou
uma Unica mancha ao ser submetida a CCDC.

O espectro de RMN de H (espectro 10, p. 51) desta fragdo, que ja havia sido
metilada com diazometano, mostrou diversos sinais entre 0,6 e 1,9 ppm, devidos aos
protons metilicos e metilénicos e também sinais entre 3,0 e 4,2 ppm, indicando a presenga
de varios carbonos oxigenados na molécula. Além destes, em 5,3 ppm pode ser observado
um pico caracteristico de préton olefinico.

O espectro de RMN de 13C totalmente desacoplado (espectro 11, p. 52) revelou
49 sinais. A absor¢dao em 178,5 ppm indicou a presenga de um grupo carboxila e em 51,6
ppm a presenga de uma metoxila (103). Os sinais em 65,9 ; 66,9 ;70,1 e 73,0 ppm
sugeriram a presenga de quatro carbonos unidos a oxigénio, através de uma ligagao
simples.

As absorgoes em 1249 ;128,9 ;138,0 e 142,6 ppm indicaram que poderiam estar
contidos na mistura dois triterpenos pentaciclicos, sendo um com esqueleto urs-12-eno e o
outro com esqueleto olean-12-eno. Como os valores dos desiocamentos quimicos dos
carbonos sp2 observados estavam alterados em relacdo aos esqueletos basicos (85), sendo
observada uma protegdo no C-13 e uma desprotegdo no C-12 de ambos os esqueletos,
pensou-se na presenga de uma hidroxila proxima a ligagdo dupla, de tal maneira que estes
fendmenos pudessem ser explicados.

Para que pudessem ser formados os dois pares de deslocamentos quimicos de
carbonos de cada liga¢do dupla, foram consideradas as intensidades relativas dos quatro
' sinais destes carbonos, no espectro NOISE.

Comparando-se os dados obtidos pelos espectros de RMN de 13C totalmente
desacoplado e do DEPT 1359 (espectro 12, p. 53) com a literatura, chegou-se ao éster
metilico do acido 3f,19a,23,24-tetraidroxiurs-12-en-28-6ico (éster metilico do acido
clétrico, 9) (112), que € o constituinte principal da mistura analisada.

Como ndo foi encontrado registro na literatura do equivalente de 9 no esqueleto
olean-12-eno, optou-se por acetilar a mistura com anidrido acético e piridina, a fim de
obter uma melhor separagio das duas substancias, caso o segundo constituinte fosse
realmente o triterpeno esperado.
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Esta melhor separagio seria obtida porque esperava-se que a hidroxila ligada ao C-
19 no triterpeno com esqueleto ursano (9), ndo fosse acetilada, ja que ela esta ligada a um
carbono terciario. Porém, na substincia com esqueleto oleanano, esta mesma hidroxila
seria acetilada, ja que ela esta em um carbono secundario. Com isto, criaria-se uma
diferenga de polaridade entre as duas substancias , e elas poderiam ser separadas mais
facilmente. As demais hidroxilas presentes sdo acetiladas em ambas as moléculas. Os
espectros de RMN de 1H (espectro 13) e de 13C (espectro 14) das paginas 54 e 55
respectivamente, sao da mistura ME ja acetilada.

A seguir, esta mistura foi submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em fase reversa. O cromatograma desta mistura, que € mostrado abaixo,
apresentou dois picos principais, além de um terceiro com o menor tempo de retengio,
relativo as impurezas. O pico com tempo de retengdo intermediario (19.647 min) possui
uma area menor do que o pico com o maior tempo de retengdo (22.435 min), ndo
correspondendo portanto, ao triterpeno com esqueleto ursano (9a), como era esperado, ja
que ele € o principal constituinte da mistura.

Os espectros de RMN de 13C totalmente desacoplado (espectro 15, p. 56)
juntamente com o DEPT 135° (espectro 16, p. 57) da substancia com o maior tempo de
retencdo no cromatograma, confirmaram que esta € o triterpeno 9 na sua forma acetilada
(9a), assim como o seu espectro de RMN de 1H (espectro 17, p. 58) (112). Os espectros
de massas (espectro 18, p. 59) e infravermelho (espectro 19, p. 60) também apresentam
dados concordantes com a literatura.

A tabela 14, p. 32 mostra os dados de RMN para o triterpeno 9a.

Cromatograma de ME (metilada e acetilada)

E
<~
EMT (lFé

cTRFT
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Tabela 14- Dados de RMN para 9a (ppm, CDCl3)

C ca Hb
01 33,1
02 22,3
03 70,2 5,00 (m)
04 42,9
05 47,9
06 19,3
07 32,7
08 39,8
09 472
10 36,6
11 23,6
12 128,7 5,34 (m)
13 138,0
14 41,1
15 28,1
16 25,4¢
17 478
18 53,1  2,59(s)
19 73.1 22
20 41,1
21 25,9€
22 37.3
23 67,1  4,06(d 11 Hz)
4,16 (d 11 Hz)
24 642  425(d11Hz)
4,16 (d 11 Hz)

25 151 0,98(s)
26 16,44 0,67 (s)
27 243 1,20(s)
28 178,3
29 16,14 1,30 (s)
30 274 0,95€(s)
OCH3 51,6 3,60 (s)
OCOCH3 20,8

20,9

21,2

OCOCH3 170,1 1,99 (s)
170,7 2,04 (s)
170,8 2,04 (s)

a. 50 MHz b.200 MHz
¢,d,e. os valores podem estar invertidos
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Determinacgio estrutural do éster metilico do acido 3f,190.,23,24-tetraidroxiolean-
12-en-28-6ico (10

O triterpeno 10a (10 na sua forma acetilada), que correspondende ao pico com
tempo de reteng@o intermediario no cromatograma (p. 31), apresentou um espectro de
RMN de 1H (espectro 20, p. 61) muito semelhante ao espectro de 9a (espectro 17, p. 58):
dois multipletos em 5,0 e 5,4 ppm devidos aos protons H-3 e H-12 respectivamente, o,
sistema AB de dubletos dos prétons H-23 e H-24 em 4,1 ; 4,2 e 4,3 ppm (espectro
ampliado 21, p. 62). Juntamente com estes sinais, no espectro de 10a podem ser
observados outros dois sinais em 3,3 € 3,1 ppm, os quais correspondem a dois prétons
acoplados entre si, como mostra o espectro HOMOCOSY (espectro 22, p. 63). Destes
dois protons, o que aparece mais desprotegido acopla também com um outro proton, cujo
sinal aparece em 1,6 ppm.

No acido oleandlico, o H-18 possui um deslocamento quimico em torno de 3,0
ppm. Entdo, o sinal em 3,1 ppm do espectro de 10a foi atribuido a este proton, e aquele
em 3,3 ppm atribuiu-se ao H-19.

A hidroxila em C-19 deve estar em posi¢do axial, o que explica a pequena
constante de acoplamento observada entre os protons H-18 ¢ H-19 (J=3 Hz), e também o
acoplamento a longa distancia (acoplamento em W) entre este ltimo proton e o H-21
(6=1,6 Hz). Esta posi¢do da hidroxila em C-19 justifica também a nao acetilagdo deste
grupo em 10a, ja que ela sofre um grande impedimento estérico, o que impossibilita a
entrada de um grupo volumoso como o acetato.

Os espectros de RMN de 13C totalmente desacoplado (espectro 23, p. 64) e
DEPT 1359 (espectro 24, p. 65), também mostraram a semelhanga entre 10a ¢ 9a, quando
os anéis A e B sdo analisados. Os deslocamentos quimicos para os outros carbonos foram
definidos quando comparados com os dados do éster metilico do acido oleanolico (6)
(26).

Através desta comparagdo, podem ser observados efeitos B de desprotegdo nos
carbonos 18 e 20, ocasionados pela hidroxila em C-19. Os carbonos 12 e 16 também sao
desprotegidos pela mesma hidroxila, s6 que devido ao efeito 6. Os carbonos 29, 21, 17 e
13 tem os seus deslocamentos em campo mais alto em 10a, em fungdo de um forte efeito y

de protecio.



34

A tabela 15 da p. 35 mostra os dados de RMN para 10a.

O espectro de massas deste triterpeno (espectro 25, p. 66), apresentou como ion
molecular o ion M 1644, confirmando a formula molecular C37H5609. A fragmentagio
proposta € concordante com a descrita na literatura para moléculas semelhantes (esquema
2, p. 36).

O espectro de IV (espectro 26, p. 67), mostrou as bandas das carbonilas dos
grupos ésteres e da hidroxila ainda restante na molécula acetilada.



Tabela 15- Dados de RMN para 10a (ppm, CDCl3)

C ca Hb
01 32,8€
02 22,1
03 70,1 5,00 (m)
04 42,8
05 48,0
06 19,2
07 32,3¢
08 39,3
09 47,7
10 36,7
11 23,6
12 124,6 5,45 (m)
13 142,6
14 41,0
15 27,8
16 27.8
17 452 10a
18 43,6 3,15 (m) —
19 81,5 3,34 (m)
20 34,5
21 27.4
22 32,3€
23 67,0 4,06 (d 11 Hz)
4,17 (d 11 Hz)
24 64,0  4,26(d 11 Hz)
4,17 (d 11 Hz)

25 148 0,954 (s)
26 16,6 0,67 (s)
27 243 1,21 (s)
28 178.3
29 278 0,974 (s)
30 248  0,98d (s)
OCHj3 51,6 3,61 (s)
OCOCH3 20,7

20,8

21,1

OCOCH3 169,9 2,00 (5)
170,6 2,05 (s)
170,7 2,05 (s)

a. 50 MHz  b. 200 MHz
¢,d. os valores podem estar invertidos



Esquema 2- Proposta de fragmentagdo de massas para_10a

3 AcO. C31Hass

*®
% 464 (1,2) g
y
AcO.

A0y )
AcOH,C" CH,0Ac

644 11,3,

}

*“—P HyO

ATy A
AcOH,C” CH,OAc {4
626 (1.1

J RDA
.CO,4CHy

& —I" o j*—

I
/'LT]{C% CH,

260 (55,61 201 (100)

JT> CHy

|
e
/\L/TCOZCHS

245 119.9)

}‘—> HCO,CH,

—
A/g |
&

A

185 (31,8)

CaoHy©
.
405 (0.7 '
A
HaO
HO,,

AcOH, ('/ CH,0Ac

s84(3.00

-RDA

wo N

~.
[ CO,CH,

27805

y > .CO,CHy

o M 1Y
T

219 (148

36

Caoll3g
387 (1,1) E
2 AOH

AOH,C” 'CH,0Ac

507 (1,0)

AcOH,C” CH,0A¢

j " 566 (0,9)



37

Identifica¢cdo dos constituintes da mistura MA

Como todos os triterpenos que foram isolados de Alibertia edulis apresentam os

esqueletos urs-12-eno (o-amirina) e olean-12-eno (B-amirina), pensou-se que as proprias
o-amirina e [(-amirina também pudessem estar presentes, possivelmente no extrato
hexénico da planta. Usando-se padrdes destas duas substdncias (em mistura), conforme
descrito na parte experimental deste trabalho, chegou-se a uma fragdo que apresentou uma
unica mancha quando submetida a CCDC em diversos sistemas de solventes, € que
possuia 0 mesmo Rf das amostras de o-amirina e 3-amirina.

O espectro de RMN de IH (espectro 27, p. 68), apresentou uma feigdo espectral
caracteristica de triterpenos, com uma grande concentra¢do de sinais entre 0,7 € 2,4 ppm,
um multipleto em 3,1 ppm atribuivel ao proton carbindlico H-3 e um multipleto em 5,1
ppm de proétons olefinicos.

O espectro de RMN de 13C totaimente desacoplado (espectro 28, p. 69), mostrou
ao todo 97 sinais, 0 que sugeriu a presenga de trés triterpenos na mistura.

Ao comparar os deslocamentos quimicos obtidos pelo espectro NOISE,
considerando-se a multiplicidade de cada carbono, que é dada pelo espectro DEPT 1359
(espectro 29, p. 70), com os dados da o e B-amirina fornecidos pela literatura (98 e 94
respectivamente), constatou-se que estes dois triterpenos realmente estdo presentes na
mistura. Juntamente com eles, encontra-se o cis e trans-fitol (113).

Através das intensidades relativas dos sinais dos carbonos olefinicos no espectro
NOISE, concluiu-se que destes constituintes da mistura, a o-amirina esta em maior
quantidade e a B-amirina em menor quantidade, sendo que para esta tltima substancia n3o
sdo observados no espectro totalmente desacoplado os deslocamentos quimicos de dois
carbonos quaternarios (C-13 e C-19), o que é previsto pela metodologia empregada,
quando se trata do constituinte em menor quantidade na mistura.

As tabelas 16, p. 38 e 17, p. 39 mostram, respectivamente, os dados de RMN de
13€ dos dois triterpenos contidos na mistura MA e do cis e trans-fitol.



Tabela 16- Dados de RMN de 13C para 1 e 2: Mistura MA (ppm, 50 MHz, CDCl3)

|~
[

C-01 38,7 38,6
C-02 272 26,9
C-03 79,0 79,0
C-04 386 38,6
C-05 552 55,1
C-06 18,3 18,3
C-07 32,9 32,6
C-08 39,7 39,7
C-09 47,7 47,7
C-10 36,9 37.0
Cc-11 23,1 23,1
C-12 1244 1217
C-13 1395

C-14 42,0 42,0
C-15 2773 27,3
C-16 26,6 26,1
C-17 33,7 32,5
C-18 59,0 47,7
C-19 396

C-20 396 31,0
C-21 312 34,7
C-22 41,5 37,1
C-23 281 28,1
C-24 156 15,5
C-25 15,6 15,5
C-26 16,8 16,8
C-27 233 26,0 2- B-amuirina
C-28 28] 28,1

C29 214 33,3

C-30 174 23,7
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Tabela 17- Dados de RMN de 13C para 11(cis e trans-fitol:) Mistura MA (ppm, 50 MHz,

C-01
C-02
C-03
C-04
C-05
C-06
C-07
C-08
C-09
C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
C-17
C-18
C-19
C-20

CDCl3)

cis-fitol

593
124,4
139,5
39,3
25,1
36,6
32,8
37.3
24.4
37.3
32,8
37,3
24.8
39,3
27,9
22,7
22,7
19,7
19,7
22,7

trans-fitol

593
123,3
139,5

393

25,1

36,6

32,8

37.3

24,4

37,3

32,8

37,3

24.8

39,3

27,9

22.7

22,7

19,7

19,7

16,2

OH

17 18 19 20
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Dados Fisicos

9a

LV. Vinax (Cm'l): 3500; 2932; 1743; 1650, 1452; 1368; 1235; 1035.

EM, 70 eV, m/z (int. rel.): 644, M*- (1,1); 584, M*-- AcOH (18,6); 365, M*-C7H4053
(1,6); 305, 365-AcOH (3,3); 278, RDA (4,3); 260, 278-H,0 (11,9); 246, 260-CHs (20,!);
245, 365-2AcOH (7,0); 219, 278-AcO (14,6); 218, 278-AcOH (14,0); 203, 218-CHy
(8,8); 201, 219-H,0 (30,5); 200, 218-H,0 (16,9); 185, 365-3AcOH (22,6); 179,
C11H;50; (100)

RMN IH (200 MHz) e RMN 13C (50 MHz): Tabela 14, p. 32

10a

P.F.: 181-183°C (MeOH)

[a]p2°= -40,0 (CHCl;; 0,164g/100ml)

LV. vpax (cm1): 3510; 2948; 1747; 1703; 1645; 1453; 1370; 1236; 1033,
EM 70eV: Esquema 2, p. 36

RMN H (200 MHz) e RMN 13C (50 MHz): Tabela 15, p. 35
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Discussao Final

O presente trabalho mostrou que, como constituinte de baixa polaridade, a espécie
Alibertia edulis apresenta principalmente substancias de carater graxo. No extrato

hexénico das folhas de A. edulis foram identificados apenas os triterpenos o € [3-amirina,
além de fitol.

A maior variedade de substancias sdo de polaridade intermediaria e estdo presentes
na fragdo cloroformica do extrato etanolico. O isolamento deste tipo de composto ¢
relativamente dificil, o que impossibilitou um estudo completo da fragdo cloroférmica,
assim como das demais fragdes do extrato etanolico.

A presenca dos triterpenos urs-12-en-383,28-diol; olean-12-en-3p3,28-diol; 3pB-
hidroxiurs-12-en-28-0ico; 3B-hidroxiolean-12-en-28-6ico; 3[,23-diidroxiurs-12-en-28-
dico; 3B,23-diidroxiolean-12-en-28-6ico; 3[3,19a,23,24-tetraidroxiurs-12-en-28-0ico e
3B,190,23,24-tetraidroxiolean-12-en-28-6ico nas folhas de A. edulis esta de acordo com a
classificagdo botanica da planta dentro da sub-tribo Gardeniinae.
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