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“Posso ter defeitos, viver ansioso e ficar irritado algumas
vezes, mas ndo esque¢o de que minha vida € a maior
empresa do mundo, e posso evitar que ela va a faléncia. / Ser
feliz € reconhecer que vale a pena viver apesar de todos os
desafios, incompreensdes e periodos de crise.

Ser feliz € deixar de ser vitima dos problemas e se tornar um
autor da prépria histéria. E atravessar desertos fora de si,
mas ser capaz de encontrar um odsis no recondito da sua
alma. / E agradecer a Deus a cada manhd pelo milagre da
vida.

Ser feliz é ndo ter medo dos préprios sentimentos. / E saber
falar de si mesmo. / E ter coragem para ouvir um "néo". / E
ter seguranga para receber uma critica, mesmo que injusta. /
Pedras no caminho? / Guardo todas, um dia vou construir
um castelo...”

Fernando Pessoa

“Ha duas formas para viver a sua vida: / Uma € acreditar que
ndo existe milagre. / A outra é acreditar que todas as coisas
sdo um milagre.”

Fernando Pessoa

“Para ser grande, s€ inteiro. / Nada teu exagera ou exclui. /
Pde quanto és no minimo que fazes Assim, a lua inteira
brilha, porque alta vive.”

Fernando Pessoa

“O estudo em geral, a busca da verdade e da beleza sdo
dominios em que nos é consentido ficar criancas toda a
vida.” Albert Einstein
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RESUMO

RODRIGUES, E. D. Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de Produtos Naturais
por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear. 2010. 215p. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirido Preto - SP, 2010.

Dois dos principais aspectos da Quimica de Produtos Naturais sdo a identificacdo e a
determinacao estrutural dos compostos organicos presentes em materiais de origem vegetal ou
animal. Para realizar esta tarefa sdo empregados diversos métodos de separacdo e
espectroscopicos. Dentre os métodos espectroscOpicos, destaca-se a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear pela riqueza dos dados fornecidos. Entretanto, o
desenvolvimento da drea exige métodos cada vez mais eficientes e sensiveis, para permitir o
estudo de amostras em quantidades cada vez menores. Neste trabalho, empregamos trés
estratégias distintas para aumentar a eficiéncia da analise de amostras de produtos naturais por
RMN. A primeira estratégia busca acelerar o processo de identificacdo dos componentes de
fracOes de extratos vegetais através da separacdo virtual dos componentes da mistura, baseada
nas diferencas de seus coeficientes de difusdo. Esta estratégia permitiu identificar os quatro
componentes majoritarios da fracdo em acetato de etila do extrato etandlico das partes aéreas
de Bidens sulphurea (Asteraceae) através de um estudo de RMN DOSY-2D. A segunda
estratégia é dedicada ao problema da baixa sensibilidade da RMN °C, o que torna dificil, e
em alguns casos, proibitiva em termos do tempo necessdrio, a andlise de amostras muito
pequenas. Dada a dificuldade de se obter diretamente um espectro com uma relagdo
sinal/ruido adequada, uma abordagem possivel se baseia em estratégias de pds-processamento
de um espectro de RMN em que predomina o ruido. A estratégia utilizada neste trabalho
fornece um espectro reconstruido de secg¢des que foram previamente processadas para a
eliminacdo do ruido pela decomposicdo do valor singular (SVD). Os espectros assim
processados nos auxiliaram na identificacdo e/ou elucidacdo estrutural de dois alcaldides
obtidos de Duguetia furfuraceae (Annonaceae) e um poliacetileno e dois flavondides de B.
sulphurea (Asteraceae). A terceira estratégia utilizada neste trabalho se baseia na ampliacdao
dos parametros rotineiramente obtidos numa andlise por RMN, com a finalidade de fornecer
novos subsidios para a determinacdo da estrutura de produtos naturais. Neste sentido, a
determinacdo das constantes de acoplamento heteronuclear ("Jcy) forneceu dados valiosos
para a identificac@o de dois poliacetilenos obtidos de B. gardneri.

Palavras-chave: RMN. DOSY. SVD. Acoplamento heteronuclear. Bidens sulphurea.
Bidens gardneri. Duguetia furfuracea. Flavonoides. Poliacetilenos. Alcaldides
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ABSTRACT

RODRIGUES, E. D. Strategies to improve efficiency Natural Products analys by Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy. 2010. 215p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto - SP, 2010.

Two major aspects of Natural Products Chemistry are the identification and structure
determination of organic compounds in materials of vegetable or animal. To accomplish this
task are used various methods of separation and spectroscopic. Among spectroscopic
methods, we highlight the spectroscopy of nuclear magnetic resonance by the wealth of data
provided. However, the development of the area requires methods increasingly efficient and
sensitive to allow the study of small or diluted samples. In this work, we employ three
different strategies to increase the efficiency of analysis of samples of natural products by
NMR. The first strategy seeks to accelerate the process of identifying the components of
fractions of plant extracts through the virtual separation of the components of the mixture
based on differences in their diffusion coefficients. With this strategy we have identified four
major components of the in ethyl acetate fraction of ethanol extract of aerial parts of Bidens
sulphurea (Asteraceae) by 2D DOSY NMR. The second strategy is devoted to the problem of
low sensitivity of 13C NMR, which makes it difficult, and in some cases prohibitive in terms
of time, the analysis of very small samples. Due to the difficulty of obtaining directly a
spectrum with a signal-to-noise ratio adequate, a possible approach is based on strategies for
post-processing of an NMR spectrum in which noise predominates. This strategy used here
provides a spectrum of reconstructed sections were first processed to remove noise by
singular value decomposition (SVD). Spectra processed of this way helped us in identifying
and / or structural elucidation of two alkaloids derived from Duguetia furfuraceae
(Annonaceae) and a polyacetylene and two flavonoids from Bidens gardneri (Asteraceae).
The third strategy used in this work is based on expansion of the parameters routinely
obtained in an analysis by NMR in order to provide new subsidies for the structure
determination of natural products. In this sense, the determination of heteronuclear coupling
constants ("Jcy) provided valuable data for the identification of two polyacetylenes obtained

from B. gardneri.

Keywords: ~ NMR. DOSY. SVD. Heteronuclear coupling. Bidens sulphurea. Bidens gardneri.
Duguetia furfuracea. Flavonoids. Polyacetylenes. Alkaloids
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ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ACN — acetonitrila

AcOEt — acetato de etila

AIF — andlise por injecao de fluxo

By — campo magnético estdtico

B — campo magnético local

BPPLED — “bipolar pulse pairs longitudinal eddy currents delay”
BPPSTE — “bipolar pulse pairs stimulated echo”

BSACcOEt — fracdo de B. sulphurea em acetato de etila

BSDCM — fragdo diclorometanica de B. sulphurea

CCDC — cromatografia de camada delgada comparativa

CDB — Convengao da Diversidade Bioldgica

CDCl; — cloroférmio deuterado

CG — cromatografia gasosa

CL — cromatografia liquida

CLAE — cromatografia liquida de alta eficiéncia

COSY — “correlation spectroscopy”

CPMG — sequéncia de eco de spin de Carr-Purcell-Meiboom-Gill
1D ou 2D ou 3D— unidimensional ou bidimensional ou tridimensional
D — coeficiente de difusio molecular, dado por m*.s™

d — dubleto

DAD — detector com arranjo de diodos

DC — Espectroscopia de dicroismo circular

DCM — diclorometano

dd —duplo-dubleto ou dubleto de dubleto

ddd — dubleto de duplo-dubleto

dddd — duplo-dubleto de duplo-dubleto

DEPT— “Distortionless Enhancement by Polarization Transfer”
DFT ou TFD — a transformada de Fourier discreta

dl —dubleto largo

DMSO-ds — Dimetilsulféxido hexadeuterado

DOSY — “diffusion ordenated spectroscopy” = Espectroscopia ordenada por difusdo
dt —duplo tripleto ou dubleto de tripleto

dtd —dubleto de tripleto de dubleto

dtt — dubleto de tripleto de tripleto

EC — Eletroforese capilar (EC)

EF — emissao de fluorescéncia

EM — espectrometria de massas

EMBRAPA — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria

ESI — “electrospray ionization”

EUA — Estados Unidos da América

FDA — “U.S. Food and Drug Administration”

FFT — Transformada de Fourier rdpida (“Fast Fourier Transform”).
FID — “free induction decay” = decaimento livre da inducio
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FT ou TF — transformada de Fourier (FT)

g — amplitude do gradiente (g)

go — gradiente estdtico proveniente da ndo-homogeneidade do campo magnético

gap —degrau

G-BIRD — desacoplamento por rotagdo bilinear com gradiente (“biliniear rotation decoupling
with gradient”)

GCSTE —*“gradient compensated stimulated echo spin”

GCSTEL — “gradient compensated stimulated echo spin lock”

HAc — 4cido acético

Hertz — hertz (1 s™)

Hex —hexano

HINR — reducio de ruido por inversdao harmoénica

HMBC — correlagdo heteronuclear a miultiplas ligagdes (“Heteronuclear multiple-bond
correlation™)

HMQC — correlagdo heteronuclear de quantum multiplo (“Heteronuclear multiple-quantum
correlation™)

HSQC — correlagdo heteronuclear de quantum tnico (“Heteronuclear single-quantum
correlation™)

HSQMBC — correlagdo heteronuclear de quantum dnico a mdltiplas ligagcdes (“heteronuclear
single quantum multiple bond correlation”)

i —indice de um ponto de uma matriz

I— intensidade do sinal

IFT ou TFI — Transformada de Fourier inversa (“Inverse Fourier Transform”);
IH ou HI — Inversao Harmonica (“harmonic inversion™)

IV — Espectroscopia de absor¢do no infravermelho

IV-TF — Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF)

J — constantes de acoplamento.

J-resolved — técnica de separacdo de acoplamentos (“J-resolved spectroscopy”)

T — fluxo de matéria — n° de moléculas que atravessa uma superficie de controle por m*.s™
k — constante de Boltzmann (J.K™)

m — multipleto

MeOH — metanol

MHz — megahertz (106 hertz)

multi. — multiplicidade

"Jew —  constantes de acoplamento heteronuclear carbono-hidrogénio, onde n é nimero de
ligacdes entre o nicleos participante

"Juu — constantes de acoplamento homonuclear, onde n é nimero de ligacdes entre o

"Jx.u — constantes de acoplamento heteronuclear, onde n é nimero de liga¢des entre o nicleos
participante e X pode ser qualquer nticleo diferente de H.

NOESY — Spectroscopia do efeito nuclear de Overhauser (“Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy”)

NP/PEG — “Natural Products”(aminoetiléster difenilborinico) / Polietilenoglicol
ns — nimero de medidas ou varreduras

olp — frequéncia em que a metade de sw estd fixada

OMS — Organizacdo Mundial de Satide

p.a. — padrao de acoplamento

PFG — pulse Field gradient = PGC — pulso de gradiente de campo
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PFGLED — Pulso de gradiente com intervalo de tempo para eliminar correntes parasitas
(“pulsed field gradient longitudinal eddy current delay”)

PFGSE — “pulse field gradient spin echo” = eco de spin com pulso de gradiente de campo.

PFGSTE — “pulse field gradient stimulated echo” = eco de spin com pulso de gradiente de
campo.

PN — Produtos Naturais

ppm — partes por milhdo

QPN — Quimica de Produtos Naturais

rf — radiofrequéncia

Ry — raio hidrodinamico

RMN —Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

RMN de "*C {'H} — ressonéncia magnética de carbono 13 desacoplado do hidrogénio
RMN de “C — ressonincia magnética de carbono 13

RMN de 'H — ressonancia magnética nuclear de hidrogénio 1

s — singleto

S/R — relagdo sinal ruido

SI — nimero de pontos no dominio da frequéncia

s; —valor singular de uma matriz

sl —singleto largo

SPME —

SVD — decomposi¢do do valor singular (“singular value decomposition™)
sw — largura espectral)

swp — largura espectral em ppm

T — temperatura (K),

t — tripleto

T1 — relaxacdo longitudinal

T2 — relaxagdo transversal

T; — relaxacgdo transversal efetiva

TD — nimero de pontos no dominio do tempo
tdd — tripleto de dubleto de dubleto
TFA — 4cido trifluoracético
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1.1 Importancia da Quimica de Produtos Naturais (QPN)
Os produtos naturais t€ém servido como fonte de farmacos desde a antiguidade e,
atualmente, cerca de metade dos medicamentos existentes € derivada de fontes naturais. A

quimiodiversidade da natureza, ou seja, variedade de plantas, microorganismos € organismos

marinhos, etc., ainda oferece uma fonte valiosa para a descoberta de novos farmacos (12341
Tabela 1.  Histéria do uso de produtos naturais na Medicina ™.
PERIODO DESCRICAO
Antes de 3000 a. C. Medicina aiuvédica (conhecimento da vida) e Medicina tradicional chinesa:
Introduziu propriedades medicinais de plantas e outros produtos naturais
1500 a. C. Ebers Papyrus:
Apresentou um grande ntimero de firmacos de fontes naturais (exemplo, goma ardbica)
460-377 a. C. Hiprocrates (“pai da medicina”):
Descreveu virias plantas e animais que poderiam ser fontes de medicamentos
370-287 a. C. Teofrato (médico grego):
Descreveu virias plantas e animais que poderiam ser fontes de medicamentos
23-79d. C. Pliny The Elder:
Descreveu vdrias plantas e animais que poderiam ser fontes de medicamentos
60-80 d. C. Pedaneo Dioscérides:
Escreveu De Materia Medica que descrevia mais de 600 plantas medicinais
131-200d. C. Galeno:
Medicina botéanica (Galénica) e a difundiu no ocidente
Século XV d. C. Kraiiterbuch (Herbais):

Apresentou informacdo e pinturas de plantas medicinais

A importancia da Quimica de Produtos Naturais (QPN) no descobrimento de novos
farmacos € incontestavel, estima-se que 40% dos novos farmacos aprovados nos dltimos vinte
anos sejam provenientes de produtos naturais. Uma andlise da origem dos medicamentos
desenvolvidos entre 1981 e 2002 mostrou que 28% das novas entidades quimicas lancadas no
mercado eram produtos naturais ou derivados destes. Outros 24% dessas novas entidades
quimicas eram resultante de sinteses de produtos naturais ou andlogos sintetizados com base

61 A combinacdo destas

em estudos de farmaco6foros relacionados aos produtos naturais
porcentagens (52% das novas entidades) sugere que os produtos naturais sdao importantes
fontes de novos farmacos e também alvos adequados para futuras modificacdes durante o

desenvolvimento de farmacos.

A utilizacdo de produtos naturais na busca por novos farmacos é proveniente de sua

riqueza estrutural e da complexidade de seus esqueletos carbonicos. Além disso, como o0s

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Introducdo 3

|
produtos naturais sdo metabodlitos naturais de seres vivos, podem ser mais amigiveis aos

sistemas bioldgicos do que moléculas sintéticas .

A importancia dos produtos naturais também ¢ evidenciada na relagdo de farmacos
essenciais da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), como pode ser verificado na Tabela 1,
dos duzentos e setenta e sete farmacos classificados como essenciais: 33,2% sdo de origem
natural (animal, vegetal, mineral, microbiana), sem contar alguns dos fiarmacos semi-
sintéticos obtidos por modificagdes de produtos naturais. Grande parte das vacinas e soros
considerados essenciais também é de origem natural ',

Tabela2.  Origem dos 277 farmacos classificados como essenciais pela Organizacdo Mundial
da Sadde (OMS) """

FARMACOS OBTIDOS POR: PORCENTAGEM (%)

Sintese 51,6

Fontes vegetais 10,1

Semi-sintese 7,2

Fontes minerais 8,1

Fontes animais 7,9

Cultivo de microorganismos 7,2

Vacinas e soros 7,9
90
80 —farmacos provenientes de produtos naturais
70 L —farmacos derivados de produtos naturais
60 —nuUmeros de farmacos

40 -

30 -

20 -

0 L L L L L 1 1
1981 1983 1985 1987 1989 1991 1993 1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007

Figural.  Farmacos aprovados pelo FDA (U.S. Food and Drug Administration) no periodo de
1981 22007 17,
No periodo de 1981-2006 houve um grande desenvolvimento de novos firmacos, no
qual os produtos naturais desempenharam um papel fundamental, principalmente nas dreas
relacionadas ao tratamento de cancer e doencas infecciosas, representando aproximadamente

]
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63% e 70% de origem natural, respectivamente "', No periodo de 2005-2007, foram
aprovados treze farmacos de origem natural e derivados, sendo dois de origem de organismos
marinhos. Até margo de 2008, 37 candidatos que estavam em fase de desenvolvimento (6 em

fase de registro e 31 na fase III), eram de origem natural [6.121

Os farmacos recentemente aprovados e em desenvolvimento incluem compostos
oriundos de plantas, bactérias, fungos e animais. Entre as drogas obtidas a partir de plantas e
bactérias ha predominancia de indicag¢des terapéuticas como anticancer, anti-infecciosa e
antidiabética !"*!. Muitas substincias naturais sio consideradas como protétipos, alvos ou sdo
bases para as modificagdes estruturais na busca de drogas com melhor atividade

farmacoldgica e possibilidades terapéuticas ',

Dessa forma, muitos farmacos foram descobertos e ainda sdo utilizados na terapéutica
atual, como a morfina isolada de Papaver somniferum, a artemisinina, um poderoso agente
antimaldrico, isolada de Artemisia annua e agentes anticancerigenos como a vimblastina,

vincristina, taxol e a camptotecina (4] (Figura 2).
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OCH, OCH,
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N OAc
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| HO CO,CH; o=t
CHj H Morfina
Vimblastina Vincristina
Figura2.  Exemplos de alguns produtos naturais de grande relevancia '*'*'.
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Além destas, a podofilotoxina, uma ciclolignana com propriedades antivirais e
antitumorais, foi modificada quimicamente para originar as drogas etoposideo e teniposideo

(Figura 2) [15)

Os exemplos citados estimulam e justificam a busca por produtos naturais, ja que estes
mostram uma grande diversidade estrutural, complexidade e muitas vezes propriedades
farmacoldgicas eminentes, além do fato da enorme biodiversidade existente e ainda

inexplorada (plantas, oceanos e microorganismos) "'/,

Adicionalmente, hd um crescente interesse no desenvolvimento de produtos contendo
misturas de compostos naturais, como os obtidos a partir da medicina popular e extratos com

C o~ P . e 13
composi¢des quimicas definidas "',

Segundo Singh e Levine "', dados de pesquisa realizada em 2004 nos Estados Unidos
da América (EUA) revelaram que 12 a 14% da populagdo norte-americana usam
medicamentos de origem em produtos naturais. Ainda, segundo Singh e Levine, 9,6% dos

canadenses usam pelo menos um medicamento de origem natural.

No Brasil, a QPN tem sua importancia ainda mais destacada. Segundo estimativas da

Convencio da Diversidade Biolégica (CDB) '®

, 0 Brasil hospeda entre 15 e 20% de toda a
biodiversidade mundial, sendo considerado o maior do planeta em numero de espécies

endémicas e detem a maior floresta equatorial e tropical imida do planeta.

Dados estatisticos indicam ainda que existem 55 mil espécies de plantas, 517 de
anfibios (294 endémicas), 1.622 de aves (192 endémicas), 524 de mamiferos (cerca de 130
endémicas), 468 de répteis (172 endémicas), 3.000 espécies de peixes de dgua doce e cerca de
15 milhdes de insetos, muitos completamente desconhecidos ''*!. Por tudo isto, o Brasil ndo
pode abdicar de sua vocacdo para os produtos naturais. Neste contexto, a drea de QPN &,
dentro da Quimica brasileira, a mais antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue o maior

nimero de pesquisadores.

Desde antes do descobrimento do Brasil a QPN ja era praticada pelos indigenas
através da utilizacdo de corantes e remédios obtidos de drvores e ervas !'°!. Durante o periodo
colonial, os médicos portugueses que aqui vieram foram obrigados a utilizar tais remédios,
pois os medicamentos mais tradicionais eram escassos. Além disto, os portugueses, por

motivos econdmicos, também buscavam no Brasil as especiarias do sertdo, como, canela,

]
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baunilha, cravo, anil, raizes aromadticas, urucum, puxuri, salsa, sementes oleaginosas,

madeiras etc..

Os produtos naturais nao sdo apenas fontes de farmacos, eles desempenham uma
multiplicidade de papéis no ambiente, como a fertilidade do solo, o destino de poluentes e de
transportes, incluindo biodisponibilidade, ciclo de nutrientes, especiacdo de metais, e ciclos de

carbono e nitrogénio *°'.

Neste sentido, os produtos naturais representam uma parte importante da cultura
cientifica e tem um enorme impacto sobre a quimica, a biologia e a medicina *"**. Contudo,
devido a sua natureza complexa, os produtos naturais sdo verdadeiros desafios para os

quimicos analiticos.

1.2 Elucidacao de Produtos Naturais (PN)

Até a metade do século XX a elucidacdo estrutural de produtos naturais dependia
quase que exclusivamente do poder da sintese orginica ou, mais especificamente, das formas
de degradacdo ou, até mesmo de reacdes de derivatizacio para testar hipdteses estruturais das
substancias em estudo. Para tanto era necessaria disponibilidade de grandes quantidades das
substancias estudadas. Assim, elucidar as estruturas era uma tarefa que consumia anos de
esforcos e, na maioria dos casos, o estabelecimento da configuracdo absoluta ou relativa

estava fora de questio >,

A arte de elucidar estruturas era muito tediosa e com muitas limita¢cdes e muitas das
propostas desta época foram posteriormente consideradas equivocadas. Como exemplo

cléssico disto € a estrutura proposta por Wieland e Windaus para o colesterol em 1927 que foi

corrigida em 1932 apds a obtengdo da elucidacao estrutural do ergosterol por Bernal a partir
[24]

da andlise por raio X de um cristal deste esterdide

Me

OH

(a) Estrutura de colesterol segundo (b) Estrutura correta do colesterol (1932) ) y .
Wieland / Windaus (1927) (c) Estrutura do ergoesterol (1932)

verificada por Raio-X

Figura3.  Estruturas do colesterol propostas em 1927 e 1932 e estrutura do ergosterol 14,
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Os grandes desafios associados aos produtos naturais, tais como isolamento,
purificacdo, elucidagdo estrutural, sintese ou estudos de mecanismos de ac¢do t€ém estimulado
o desenvolvimento de vdrias dreas ou técnicas como espectroscopia, cromatografia, entre

2 .. . . L. T 25
outras, além de permitir um maior desenvolvimento de virias disciplinas >,

Principalmente, a partir do final da década de 60 do século XX a abordagem cldssica
do estudo de quimica de produtos naturais foi gradualmente substituida por medidas mais
precisas: métodos espectroscopicos ou espectrométricos, cuja vantagem principal € o fato de

necessitarem de quantidade menor das substincias em estudo e/ou ndo serem destrutivos /.

1.3 Métodos espectroscopicos e espectrométricos aplicados a
elucidacao estrutural de Produtos Naturais (PN)

Métodos como espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia no ultravioleta (UV) e infravermelho (IV), espectrometria de dicroismo
circular (CD) e de massa (EM) tém crescido tanto em nimero quanto em precisdo,
possibilitando ao pesquisador caracterizar um produto natural desconhecido, em pouco tempo,

tendo com apenas alguns miligramas de amostra.

Vale salientar que o desenvolvimento destes métodos ainda ndo eliminou por inteiro a
necessidade da realizacdo da sintese de produtos naturais para a confirmacao de estruturas. A
sintese desempenha agora um papel diferente no processo de elucidagdo estrutural, voltando-
se mais ao entendimento de mecanismos de reagdes e a maior disponibilizacdo de produtos
naturais para ensaios bioldgicos e farmacoldgicos, além de modificagdes estruturais para
otimizacdo das atividades bioldgicas e, consequentemente, a producdo industrial de novos

produtos ativos *°'.

Outro fator de desenvolvimento e crescente uso dos métodos espectroscopicos € a
possibilidade da combinacdo destas técnicas com métodos de separacdo, aumentando a

precisio e velocidade dos estudos da QPN

. Neste sentido, a comunidade cientifica tem
investido muito no desenvolvimento de bioensaios que permitam monitorar um ou Varios
efeitos de um produto natural, ao mesmo tempo, que métodos analiticos t€m sido refinados

para se alcancar niveis mais elevado de resolugdo e sensibilidade.

N

Para obter informacgdes estruturais que levem a identificacdo dos componentes de
extratos brutos, a cromatografia liquida (CL), geralmente a cromatografia liquida de alta

]
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eficiéncia (CLAE), a cromatografia gasosa (CG) ou a eletroforese capilar (EC) sdo ligadas as
técnicas espectroscopicas como infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF),
absorbancia no UV-visivel ou emissdo de fluorescéncia com detector com arranjo de diodos
(UV-DAD ou EF-DAD), espectrometria de massas (EM) e ressondncia magnética nuclear
(RMN), resultando em varias técnicas combinadas (“hifenadas”, acopladas): EC-EM; CG-
EM; CLAE-EM; CLAE-RMN; CLAE-DAD-EM, CLAE-EM-EM, CLAE-RMN-EM, CLAE-
DAD-RMN-EM. Entre estas combinag¢des a combina¢do da CLAE com EM e/ou RMN tem
aumentado a capacidade de resolver problemas estruturais de produtos naturais complexos.
Como a sensibilidade da técnica CLAE-EM € maior e seu custo € menor, ela € mais usada que

a CLAE-RMN [27:28.29.301

Cada uma das técnicas espectroscopicas ou espectrométricas fornece caracteristicas
estruturais especificas, por exemplo, os espectros de UV de produtos naturais proporcionam

informacdo sobre o tipo de constituintes e, no caso de polifenéis, o padrio de oxidagdo ',

A espectrometria IV fornece informacdes sobre os grupos funcionais presentes
(ligagdes carbono-carbono duplas ou triplas, fun¢des nitrogenadas como amina, amida, nitrila,
etc., ou oxigenadas, como &lcool, cetonas, acido carboxilico, aldeidos e a presenca de
enxofre, halogénios, entre outros). J4 a espectrometria de massas fornece informagdes sobre o

peso molecular e estruturas dos analitos !

. E a espectroscopia de RMN ¢ a técnica
espectroscOpica mais poderosa para a obtencdo de informagdes estruturais detalhadas sobre
compostos organicos em solucdo e no estado sélido, incluindo informagdes sobre a disposi¢ao
dos grupos funcionais na molécula, a estereoquimica, etc.. Entretanto, o potencial de cada
técnica, medido pelo nimero de informacdes tteis fornecidas, depende também do grau de

dificuldade de extrair e interpretar as informagdes e varia de problema a problema.

Apesar do alto potencial da técnica de RMN, ela apresenta uma baixa sensibilidade
que tem sido compensada com os recentes progressos em gradientes de campo pulsado (PFG)

supressdo de solvente, tecnologia de construcdo de sondas e magnetos com campo alto
[32,33,34]

Em termos de sensibilidade, vale ressaltar que a comparagdo entre as técnicas depende
nao s6 do fendmeno observado e medido, como também das particularidades das amostras e
equipamentos (disponibilidade e facilidade de manuseio), nimero de informacdes estruturais
fornecidas e grau de facilidade de interpretar estas informacoes.

]
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Em geral a sensibilidade de um método ou instrumento € a sua capacidade de
discriminar entre pequenas diferencas de concentracdo de um analito . Em espectroscopia
muitas vezes a sensibilidade é considerada como sendo o limite de deteccdo de um croméforo
que pode corresponder a um grupo funcional ou a um dnico dtomo ou grupo de d&tomos nao
relacionado com uma funcionalidade quimica. A detec¢do de um croméforo permite deduzir a

presenca de um fragmento ou elemento estrutural na molécula.

Alguns métodos como, por exemplo, a RMN—IH, detectam todos os cromoforos
acessiveis de uma molécula com igual sensibilidade. Outros como UV e RMN-"C

apresentam diferencgas de sensibilidade de acordo com o croméforo ou grupo de dtomos.

Assim uma maneira simples de comparar a sensibilidade entre as quatro principais
técnicas espectroscopicas utilizadas em QPN seria em termos da quantidade de amostra
necessdria para a andlise, desta forma a ordem decrescente de sensibilidade seria: EM > UV >
IR > RMN-'H > RMN-"C. Entretanto, as consideracdes da sensibilidade relativa aos

cromoforos poderiam ser importantes.

Outro ponto a ser levado em conta € o custo da instrumentacdo e manutengdo de cada
técnica. Os instrumentos e acessérios para EM e RMN custam bem mais do que os

espectrometros de UV e IV. Quanto mais caro € o instrumento, mais cara € a sua manutencao.

Quanto ao grau de facilidade operacional de cada técnica, os espectrometros de UV e
IV sao mais acessiveis. E, finalmente, quanto ao grau de conhecimento teérico que o operador
e/ou usudrio da técnica necessita ter para melhor manusear o equipamento e interpretar

resultados, a ordem seria RMN > EM > UV = 1V.

A Figura 4 mostra as frequéncias e comprimentos de ondas envolvidos em cada
técnica espectroscopica. Mostra também a distribui¢do de Bolztman a temperatura ambiente
em cada técnica. Pode-se observar que na espectroscopia de RMN ocorre a menor diferenca
populacional entre os niveis de energia envolvidos. Isto significa que o nimero de spins no
estado excitado € bem préximo ao nimero de spins no estado fundamental. Logo, pode-se
dizer que a RMN ¢é menos sensivel que as demais técnicas espectroscopicas, entretanto,
desenvolvimentos recentes, como o uso de criossondas e a utilizacdo de campos magnéticos
cada vez mais elevados tornam a sensibilidade, principalmente nos casos de nicleos mais

sensiveis como hidrogénio, fésforo e fldor, compardveis com as demais técnicas.

]
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1.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear é uma técnica que permite

determinar propriedades de uma substancia através da medida da interacdo de um campo

eletromagnético (radiofrequéncia) com uma cole¢dao de nudcleos na presenca de um campo

magnético forte “O*!,

A energia da absorvida estd na faixa de megahertz (MHz) do espectro eletromagnético
e estd relacionada as transi¢des entre niveis de energia rotacionais (spin) dos nucleos
componentes das espécies (dtomos ou fons) contidas na amostra. Isso se dd necessariamente
sob a influéncia de um campo magnético e sob a concomitante irradiacdo de ondas de radio na

. N . . 33,42,43
faixa de frequéncias acima citada >>***!,

O conceito de spin surgiu da necessidade de se explicar os resultados inesperados da
experiéncia de Stern-Gerlach em 1927 ¥, Nessa experiéncia, um feixe colimado de dtomos
de prata, oriundos de um forno a alta temperatura, atravessavam um campo magnético
altamente nao-homogéneo. Tal experimento era destinado a medir a distribuicdo dos

momentos magnéticos, devidos principalmente aos elétrons.

Como os atomos saiam do forno no seu estado fundamental / sO, nio deveriam sofrer
desvios na presenca do campo magnético ndo-homogéneo. Logo, a distribuicdo esperada era a
da perda da coeréncia espacial do feixe durante o seu tempo de v6o, do forno de origem até o

alvo, o que ndo aconteceu.

O resultado obtido foram duas manchas de depdsito de prata sobre o alvo, indicando
que o feixe se dividira em dois durante o percurso. Isso indicou que os dtomos de prata do
feixe ainda tinham um grau de liberdade de momento angular, mas que ndo era o momento
angular orbital dos elétrons no 4tomo, mas sim um momento angular intrinseco destas

particulas . A esse "momento angular intrinseco” deu-se o nome de “spin”.

Em 1924, Wolfgang Pauli havia postulado que os ntcleos se comportariam como
mindsculos imas. Posteriormente, em 1939, Rabi e colaboradores submeteram um feixe
molecular de hidrogénio (H;), em alto vacuo, a um campo magnético nao-homogéneo em
conjunto com uma radia¢do na faixa de radiofrequéncia (rf). Para certo valor de frequéncia o
feixe absorvia energia e sofria um pequeno desvio. Isso era constatado como uma queda da
intensidade observada do feixe na regido do detector. Este experimento marca,

historicamente, a primeira observagao do efeito da ressonancia magnética nuclear.

]
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[45]

Em meados da década de 1940 duas equipes, uma de Bloch e seus colaboradores

146471 ¢ colaboradores na Universidade de

na Universidade de Stanford, e outra de Purcell
Harvard, procurando aprimorar a medida de momentos magnéticos nucleares, observaram
sinais de absor¢io de radiofrequéncia dos niicleos de 'H na 4dgua e na parafina,
respectivamente. Tal observacdo conferiu aos dois pesquisadores o prémio Nobel de Fisica

em 1952 481,

Quando Packard e outros assistentes de Bloch substituiram a dgua por etanol, em 1950
e 1951, e notaram que havia trés sinais e ndo somente um sinal [49], ficaram decepcionados.
Entretanto, esse aparente fracasso indicou alguns dos aspectos mais poderosos da técnica: o
deslocamento quimico, ou seja, a multipla capacidade de identificar a estrutura pela andlise de
parametros originados de acoplamentos mutuos de grupos de nicleos interagentes.

Pouco tempo depois, em 1953, ja eram produzidos os primeiros espectrometros de

RMN no mercado, j4 com uma elevada resolucio e grande sensibilidade !,

Nestas seis décadas desde a inovacdo proposta por Bloch e Purcell, a RMN
desenvolveu-se de forma espantosa, sendo util ndo s6 na fisica e quimica, mas também na
medicina, biologia, agricultura e, mais recentemente, na chamada computacdo quantica.
Devido a essas contribui¢des, varios pesquisadores receberam outros prémios Nobel: os
suicos Richard Ernst (Quimica, 1991) e Kurt Wiithrich (Quimica, 2002), bem como o inglés

Peter Mansfield e o norte-americano Paul Lauterbur (Medicina, 2003) (48],

Cabe destacar que a RMN € um fendmeno fisico baseado na propriedade dos nucleos
de produzirem campos magnéticos relacionados com seus momentos angulares e sua carga
[32.34.36,37.39.4042301 ') momento angular do nticleo é descrito em termos do nimero de spin I que

pode assumir valores 0, yz 1, % etc.

Os nucleos de maior interesse a andlise quimica por RMN sdo os que possuem nimero
. . 1 . . .o~ L. . 1 3 15
de spin [ igual a /2 com distribui¢do de carga esférica e uniforme: H, ;H, c, °N, “F, 3p,

porém a técnica pode ser aplicada a nucleos de spin igual a 1 (ex.: 21H °Li), ou igual a %

(ex.: f; Al, 1ZO), etc.. Deste modo, a espectroscopia de RMN pode fornecer detalhes de

informacdes estruturais, quimicas e eletronicas de praticamente qualquer molécula (organica
ou inorganica) °!!. Isto aliado ao fato de ndo ser um método destrutivo fez com que esta

técnica tornasse um instrumento fundamental da quimica analitica moderna.
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A interacdo entre os niicleos e o campo magnético externo ndo depende apenas do tipo
de nidcleo, mas, também, do ambiente quimico em que se encontra tal nicleo. Os niicleos em
uma molécula sdo blindados fracamente pelas nuvens eletronicas que os cercam, cuja
densidade varia com o ambiente quimico, ou seja, a vizinhanga deste nucleo interfere na
frequéncia de transi¢cdes do nicleo. Esta variacdo dd origem a absorcdo em posicoes
diferentes no espectro de RMN. Assim, uma andlise cuidadosa dos espectros obtidos pode
fornecer informagdes precisas da dindmica e estrutura molecular da amostra, bem como

interacdes inter- e intramoleculares °

Desde a sua descoberta em 1946, a espectroscopia de RMN tem tido um rédpido
crescimento, fruto dos continuos avangos da tecnologia e da utilidade deste método em

Quimica 53

Como outras técnicas espectroscopicas, RMN depende das variagdes de energia
quantificidveis que podem ser induzidas em pequenas moléculas quando estas sdo irradiadas
por radiacio eletromagnética. Os requisitos energéticos da RMN (10° kJ/mol) sdo
relativamente pequenos quando comparados com outras técnicas espectrofotométricas (a
radiacdo de infravermelho situa-se nos 10 kJ/mol; e a ultravioleta no intervalo 160-1300

kJ/mol) P4,

A espectroscopia de RMN € uma das técnicas mais ricas em termos de fornecimento
de informagdes estruturais de compostos organicos, como os produtos naturais. Entretanto, tal
técnica € a menos sensivel, o que torna seu tempo de andlise maior do que o das demais
técnicas. Isto somado ao alto custo do equipamento e acessorios de RMN faz com que seja
imprescindivel a busca de estratégias de aumento da sensibilidade e da eficiéncia da técnica e
reducdo de tempo e custo de andlise, com a finalidade de agilizar a elucidacdo estrutural,

identificac¢do e ou quantifica¢dao de produtos naturais.

A espectroscopia de RMN pode ser aplicada ndo sé a identificacdo e elucidacio
estrutural de compostos quimicos, mas também na quantificagdo de componentes da amostra,
estudos de dinamica de sistemas, incluindo equilibrio quimico, movimento molecular e
interacdes intermoleculares (incluindo difusdo, troca quimica, ligacdo de hidrogénio). E
utilizada pela sintese orgéinica e inorganica, quimica de produtos naturais, bioquimica e fisico-
quimica, na determinacdo de estereoquimica, na andlise conformacional e no
acompanhamento do curso de uma reacao quimica.

]
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1.4.1 Espectroscopia ordenada por difusio (RMN DOSY 1D e 2D)

1.4.1.1  Definicao do Fenomeno da Difusdo Molecular

A identificacdo de substancias antes da separagdo dos constituintes de extratos
vegetais aumenta a eficiéncia da Quimica de Produtos Naturais, especialmente quando alguns
dos compostos sdo sensiveis aos métodos de purificacdo ou propensos a gerarem artefatos
(produtos de degradacdo). Neste contexto, a Espectroscopia Ordenada por Difusdo (DOSY)

[55,56,57,58,59,60,61,62,63,64,

revelou-se uma ferramenta ttil e muito poderosa %1 Esta técnica baseia-

se na difusdo molecular, que consiste no movimento aleatério de particulas (moléculas) em

, o . P . 66,67,68,6
um gés ou liquido impulsionado pela energia térmica do sistema [°*6765-"]

Pelo processo de difusdao a matéria € transportada de uma parte do sistema para outra.

%
A velocidade de migracdo de uma particula € medida pelo seu fluxo J, ou seja, pela

quantidade de particulas que atravessa uma unidade de area por unidade de tempo.
A difus@o molecular ocorre em dire¢des aleatérias, produzindo um fluxo de matéria

- —
(J) em todas as direcdes. No Sistema Internacional de Unidades o fluxo J € o nimero de
moléculas que atravessa uma superficie de controle por metro quadrado por segundo '°®!. Para
o estudo da difusd@o molecular por RMN devem ser consideradas apenas as moléculas que se

movem na direcdo z, paralela ao campo magnético do espectrdmetro, ou seja, o fluxo de

matéria em z (J,). Segundo a lei de Fick, o fluxo de matéria na direcdo z € proporcional ao

nimero de moléculas que migram ao longo dessa diregdo 676869

—

J,=-D(dN/dz) 1)
A constante de proporcionalidade D na Equacgdo 1 € o coeficiente de difusdo molecular na
direcdo escolhida e depende da temperatura, da viscosidade, bem como de qualquer interacao

intermolecular (soluto-solvente ou soluto-soluto).

O coeficiente D depende do peso molecular efetivo, do tamanho e da forma,
fornecendo informacdes sobre a dindmica molecular (interagdes moleculares, estado de

agregacdo e mudancas conformacionais) 1°-767-68.69.70.71.72.73.74.75.76.77.78]

O valor de D ¢ dado em m”.s™ e é caracteristico de cada substncia e pode ser usado

para estimar o tamanho molecular em solucdo >%! Este coeficiente pode ser calculado

]
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através da equacao Stokes-Einstein, considerando uma molécula em formato esférico:
D=kT/6 7R, 2)
onde k (J .K'l) ¢ a constante Boltzmann, T é a temperatura (K), n (P) é a viscosidade do

solvente, e Ry (m) é o raio hidrodinamico '**%,

Neste caso, a distancia média percorrida pelas moléculas serd z :W e a
probabilidade de uma molécula percorrer uma distancia dz apds o tempo ¢ pode ser
representada pela seguinte equacao:

P(z,t)=(4Dt )" exp[ < z* /4Dt)] A3)
Valores tipicos de coeficientes de difusdo em liquidos, a temperaturas moderadas (25 - 30 °C)
variam de 107> m*s™ (para polimeros de alta massa molar em solugdo) até 10° m’s™ (para

2 ~ . 7
moléculas pequenas em soluc¢des pouco viscosas) .

Se uma molécula em solu¢do for considerada como uma particula esférica, seu raio
hidrodinamico sofrerd influéncias de fatores como solvatagdo, interacdes inter e
intramoleculares, estado de agregacdo. Logo o valor de seu coeficiente de difusao (D)

;- ~ . . 60,78,80,81,82
fornecerd informacdes sobre propriedades relacionadas a seu volume molecular [%0-78-8081-82831

1.4.1.2  Medidas de Difusdo Molecular

Entre vérias técnicas de medida do coeficiente de difusdo em liquidos destacam-se:
espalhamento de luz; cela de diafragma; interferometro de Gouy; analise por injecdo de fluxo
(FIA); dispersao de Taylor-Aris e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Esta tltima tem se
mostrado uma ferramenta ttil e poderosa para a andlise de misturas complexas, sobretudo por

ndo requerer uma separagao prévia.

Neste sentido, a técnica de RMN DOSY (“Diffusion Ordenated Spectroscopy’) ou
espectroscopia ordenada por difusdo destaca-se por ser capaz de fornecer informacgdes
facilmente analisdveis e possibilitar uma visdo global dos tamanhos de particulas em uma

~ . 0,84,85
amostra e a detec¢do de impurezas °*5%!,

Uma das principais vantagens da técnica DOSY é o fato de ser um método nio
destrutivo, separando os componentes moleculares da mistura apenas “virtualmente”, sendo

capaz de identificd-los em misturas e caracterizd-los simultaneamente quanto ao tamanho de

]
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[69.83,86,87] . . 1

agregados e outras estruturas presentes . Portanto, ela tem sido aplicada na andlise de

uma ampla extensdo de misturas complexas, tais como extratos de tecidos [88]; polimeros [89];

[82]; substincias hdmicas [90’91’92]; alimentos © 1’93]; complexos metélicos

[96,97,98]

combustiveis 94,951

produtos naturais

Além disto, tem sido usada em estudos de: formagdo de complexos '>*!% de

determinacdo da distribuicio do tamanho de particulas "*"'%*'®l: de massa molecular de

[78,80,104,105], [102,106,107]

compostos poliméricos ; de equilibrio (61.108.109.110]

e de troca quimica ,

bem como andlise de interacdes moleculares [¢!#7-108-111]

[112,113,114,115]

, além do préprio fendmeno da difusao

No caso da anélise de misturas de produtos naturais, como fragdes pré-purificadas de
extratos de plantas, a técnica DOSY € uma ferramenta em potencial, sendo uma alternativa

1

para andlise de misturas cujos componentes sejam instdveis aos métodos de purificacdo ** ou

cps . ~ . . . 116
de dificil separagdo como, por exemplo, misturas de polissacarideos ' '®!.

14.1.2.1 Medidas de Difusao por RMN-DOSY (1D e 2D)

Medidas de difusdo por RMN sdo feitas desde 1950 quando Hahn desenvolveu a
sequéncia de pulsos de ‘eco de spin’. Hahn observou e elucidou o efeito da difusdo molecular
sobre as amplitudes dos ‘ecos de spin’. Assim, € possivel medir a difusdo molecular

monitorando as amplitudes dos ecos na presenga de um gradiente linear de campo magnético
68,69,87]

Na sequéncia de ‘eco de spin’ tipo Hahn, [90°-7-180°-1-(eco)-],, elaborada por Carr-
Purcell, a perfeita refocalizacdo do vetor magnetizacdo sé ocorre se cada spin nuclear (de
constante magnetogirica y) se mantiver sob a acdo de um campo magnético homogéneo,
durante o tempo 2t. Como as moléculas em solu¢do estdo em constante difusdo, a
refocalizacdo ndo serd perfeita e a amplitude ou intensidade do sinal I (27) do ‘eco de spin’
serd reduzida (atenuada), de acordo com a equagao:

12 27 2
Qzexp —| = |-=y’¢’D7’ @
1(0) T,) 3

Embora seja possivel medir a difusdo molecular com a sequéncia de Hahn, é dificil

separar as contribui¢des da relaxacgao transversal (T,) e da difusao molecular (D). Para tanto é

]
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possivel usar a sequéncia 90°-1-[180°-1-(eco)-t-180°-1-(eco)-t],, derivada da sequéncia de
Hahn ") Neste caso, o efeito de atenuagdo do eco, devido a difus@o molecular, pode ser

separado do efeito devido a T,, de acordo com a equacdo 5, vélida para imas de alta

resolugdo:
0w _ |t Loy (5)
10) exp{ T, }xp[ 3 (5e7) Dt}

1.4.1.2.1.1 Eco de spin com pulsos de gradientes de campo magnético (PFG)

O uso de gradientes de campo magnético estiticos limita a faixa de valores de
coeficientes de difusdao que podem ser medidos 6869871 Para medir coeficientes de difusdo
pequenos ¢é necessdrio utilizar valores elevados de gradiente, produzindo um grande
alargamento do eco obtido, com consequente diminuicao da sua amplitude e da relacdo sinal-
ruido, aumentando a dificuldade de detec¢dao. Contudo, Stejskal e Tanner, encontraram uma

maneira de contornar este problema com o uso de pulsos de gradientes de campo (PFG)
[118,119]

A sequéncia PFGSE (pulso de gradiente de campo — PFG com ‘eco de spin’ — SE) é
derivada do conceito de ‘eco de spin’ de Hahn (1950) e de Carr e Purcell (1954) e utiliza dois
pulsos de gradiente de campo magnético, essenciais nos estudos dos efeitos do movimento
translacional na intensidade do sinal °*%%*7),

[120], uma breve

Embora uma descricdo completa do experimento seja dada por Price
discussdo qualitativa do efeito do gradiente de campo magnético € apropriada. Supondo-se
que seja utilizado um instrumento com magneto de corpo vertical, o gradiente de campo
magnético é produzido por um sistema de bobinas anti-Helmholtz (par de Maxwell) que
consiste em duas bobinas conectadas em série e posicionadas coaxialmente fora da bobina de

radiofrequéncia (rf), (Figura 5) (681,

Uma das bobinas de gradiente estd posicionada acima da bobina de rf e conduz a
corrente em um sentido, enquanto a outra bobina de gradiente, posicionada abaixo da bobina
de rf, conduz a corrente no sentido oposto. O campo magnético produzido pelas bobinas de
gradiente cria uma situacdo em que a intensidade do campo magnético diminui do topo para o

fundo da amostra, ou vice-versa, isto €, o gradiente de campo é formado na direcdo vertical,

]
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paralela a0 campo magnético externo (By). Entre as varias caracteristicas designadas as

bobinas de gradiente as duas mais importantes sio: a blindagem e a linearidade do campo '**'.

7A

z, | = corrente elétrica
i
I
8 B0 = campo magnético estatico
' rf = bobina de radiofrequéncia
ST y B1 = campo magnético gerado por rf
7
J/ ) R = raio das bobinas de ant-Helmholtz
/ . e distancia entre elas
£ B, rf By(t)
Dimensdes nao estdo em escala
(a) sistema de bobina (b) disposicao em relacdo a
anti-Helmholtz amostra e bobina de rf
Figura5.  Diagrama do sistema de bobinas anti-Helmholtz e bobina de radiofrequéncia (rf) de

uma sonda com gradiente.

A “intensidade” do gradiente € definida experimentalmente em termos da amplitude
de gradiente (g), duracdo (8) e constante giromagnética (y) que, quando multiplicados
definem a 4rea do gradiente aplicado **!. Assim, os gradientes sdo usados para impor dngulos
de fase espacialmente dependentes (®) na magnetizacdo liquida dos nicleos na amostra.
Embora a frequéncia de precessdo (®) do nicleo dependa do campo magnético estatico local
(Byr), a fase da magnetizacdo (®) em uma determinada posi¢do definida pelas coordenadas
xyz depende da intensidade do gradiente de campo aplicado. De fato, os pulsos de gradiente
permitem que as posi¢des dos nicleos sejam identificadas antes e depois do tempo de difusdo

experimental (periodo A) %3],

Um campo magnético ndo é produzido somente dentro da bobina de gradiente, mas
fora dela também. Sempre que um material condutor elétrico (neste caso o corpo da sonda)
experimenta um campo magnético varidvel, como no inicio ou no fim de um pulso de
gradiente, uma corrente elétrica, chamada de corrente parasita (“eddy’), é formada proxima da
superficie condutora (isto €, o corpo da sonda, criando um campo secunddrio oposto ao
sentido do gradiente, que interfere na deteccdo do FID (“free induction decay”), resultando

em distor¢des na forma das linhas e na linha de base do espectro de RMN 18431,

Para minimizar esta interferéncia as bobinas modernas sdo protegidas (blindadas) por

vdrias bobinas colocadas ao seu redor e em série com as duas bobinas principais, criando um

]
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campo igual, mas oposto fora das bobinas principais. O campo criado pela blindagem das
bobinas de gradiente cancela, portanto, o produzido pelas bobinas principais no corpo da
sonda '°® Muitas vezes o sistema de bobinas de blindagem ndo é suficiente para cancelar os
efeitos das correntes parasitas, assim, o ideal € inserir na sequéncia de pulsos um intervalo de
tempo TR, durante o qual as correntes parasitas sdo dissipadas (ou, pelo menos, minimizadas)

antes da deteccdo do sinal de RMN *1,

O outro aspecto a ser considerado € a linearidade do campo. O campo magnético varia
linearmente ao longo do eixo z (isto €, ao longo da altura do tubo de RMN) desde que o
gradiente aplicado seja constante (uniforme). Qualquer variagdo no gradiente de campo afeta
os resultados obtidos pelos experimentos PFGSE, prejudicando a obtengcdo de um decaimento

exponencial puro dos sinais.

0° [65,69,87]

A técnica de PFGSE consiste em uma sequéncia do tipo 90°-1-18 , onde se

aplicam dois pulsos de gradiente, um antes e outro apds o pulso rf de 180° (Figura 7).

90°x 180°y

T >I< LRI n
. et
T e

<>
e. i [\{¥g
PFG 0
Figura 6. Sequéncia de pulsos para o experimento de ecos de spins com gradientes de campo

pulsados (PFGSE) [65.69.871

A intensidade g do pulso de gradiente deve ser muito superior ao gradiente estético g,,
proveniente da ndo-homogeneidade do campo magnético (g>>g,). A duracdo & do pulso de
gradiente deve ser curta quando comparada com o tempo T entre os pulsos rf (6 <<T). Assim,

a amplitude do eco serd dada pela equacao:

II((%? = exp[— ?é } exp[_ D(7g5) Z(A - gﬂ i

onde A € o intervalo de tempo entre os inicios dos dois pulsos de gradiente consecutivos
(Figura 7). O termo de corre¢do -6/3 € uma consequéncia da forma retangular dos pulsos de

gradiente. Esta técnica tem duas vantagens sobre as que usam gradientes estaticos:

a)  torna possivel separar o efeito de atenuagdo do eco devido a difusdo, do

produzido pela relaxacdo transversal efetiva (T;), conduzindo o
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experimento em um intervalo T fixo, entre os pulsos rf e variando a

chamada 4rea do pulso de gradiente: q = ygo; e,

b)  detecta o eco de spin sob um campo magnético homogéneo '*'1..

1.4.1.2.1.2 Eco de spin estimulados (PFGSTE)

A técnica PFGSE pode ser melhorada com o uso de sequéncia de ecos de spins
estimulados, que consiste em uma sequéncia de trés pulsos de rf de 90° (Figura 8), onde é
aplicado um pulso de gradiente entre os dois primeiros pulsos de rf e um segundo pulso de

gradiente apds o terceiro pulso rf.

Uma sequéncia de trés pulsos de rf de 90° pode resultar em até cinco ecos de spin. O
primeiro eco é chamado de eco estimulado e a sua atenuagao pela difusao (dada pela equagao
8) compete tanto com a relaxacdo transversal T,, quanto com a relaxacdo longitudinal T;.
Quando ocorre troca quimica, por exemplo, T, pode ser bem menor que T; e pode ser mais

vantajoso usar a técnica baseada em ecos estimulados.

W20 1 [ (22) 1] [ oo S ®)
© 2 ”{ [TJ TJ p[ Dlred) (A 3H

onde: T € o intervalo de tempo entre o segundo e o terceiro pulso rf de 90°. Se T e T forem
mantidos constantes os efeitos de T; e T, podem ser separados do efeito da difusdo, na
atenuacdo do eco.

‘eco de spin’

90°x 90°x 90°x  estimulado
: l |
rfi l I ﬂ lﬂ | NVW’W
0 T T, T#T, Tempo \w W
PFG i3 S
Figura 7. Sequéncia de pulsos para o experimento de ‘ecos de spins’ estimulados (%7,

1.4.1.3  Vantagens da Técnica DOSY

A técnica DOSY apresenta duas caracteristicas importantes: a simplicidade e a

flexibilidade. Um experimento de DOSY pode medir a difusdo de qualquer substincia que

N [122]

tenha nucleos ativos em RM , podendo ser aplicada para moléculas organicas e

: At 61,92,10 4 ALs P . L,
morganicas (6152, 8]. Para as moléculas organicas, na maioria das vezes monitora-se o niucleo

]
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de 'H [69’87], mas trabalhos envolvendo o nucleo de 13C, 15N, »Si e *'P também podem ser

encontrados na literatura [8!:8286:106.114.123.124]

Apka e colaboradores afirmam que monitorar o nicleo de ">C pode ser mais vantajoso
que o nicleo de 'H [56.106.1251 * relaxagio longitudinal (T;) do "’C é mais demorada e permite
o estudo das heterogeneidades estruturais, pois ocorrem em escala maior do que as
normalmente acessiveis por RMN de 'H. O niicleo de >C é menos sensivel a falta de
homogeneidade de campo, uma vez que sua constante giromagnética é menor “*'%!'% Além
disso, a maior resolucdo de frequéncia do espectro de '>C torna possivel identificar
ressonancias individuais, sendo, pois, praticivel a aquisicio de medidas de dispersdo
especifica de espécies em sistemas com multicomponentes, onde a observacio de 'H produz

um espectro de baixa resolugao.

1.4.1.4  Limitacoes da Técnica DOSY

As limitacdes da técnica DOSY sao as inerentes a RMN, por exemplo:

a) Necessidade de se dispor de um espectrometro de RMN equipado com gradientes
de campo pulsado; e,

b) Baixa sensibilidade

¢) A sobreposicdo de sinais de RMN de 'H diminui a resolugdo na dimensdo da
difusdo, principalmente se existir interagdes intermoleculares (como ligacdo de hidrogénio)
entres 0os componentes da mistura analisada. Uma solucg@o para isto seria o uso de técnicas de
DOSY-3D, combinando a técnica DOSY com outras técnicas de RMN 2D, como NOESY,
COSY, HMQC, TOCSY, etc.

A abordagem mais simples de DOSY utiliza a sequéncia de pulso de Stejskal e
Tanner, PEFGSE (Figura 9(b)). Se os pulsos de gradiente nido fossem aplicados o pulso de
180° iria refocar a evolucdo dos deslocamentos quimicos e o sinal detectado seria atenuado

somente pela relaxacdo transversal (T,) durante o periodo 27.

1.4.1.5  Processos Envolvidos em um Experimento de DOSY

A aplicagdo do pulso de gradiente provocard a refocalizacdo completa do sinal,

desconsiderando as perdas por T, se o campo magnético local experimentado pelo nicleo for
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idéntico durante o periodo de difusdo A, ou seja, se o nucleo estiver na mesma posicao do

sistema nos momentos da aplicacdo do primeiro e do segundo pulso [**#¢!,

a) Processos da PFGSE

Excitagéo_l Evolugéo—l Aquisicao

Codificagdo Decodificagéo
b) PFGSE
90 90 0% ecode spin’ estimetladn
2 I S W -
0 Tl TZ Tl +T3 Tempo
1, A \!
o A A
o o
3 S

Sinal méximo (I,) wwlM"wiww

d) Presenga de difusao

=

Sinal atenuado (1) e
Figura8.  Processos ocorridos e um experimento de PFGSE de acordo com Antalek e Cohen e
colaboradores °*#¢!,

k (68

Segundo Antale o experimento de PFGSE ¢ dividido em cinco componentes

(Figura 9(a)):

7z

1. Processo de excitacio — quando a magnetizagao liquida é
colocada no plano e a fase dos spins € coerente;

instantaneamente

2. Codificacao ou perda de fase — quando as posicdes dos spins sao marcadas pela
producdo de angulo de fase espacialmente dependente, ou seja, a frequéncia de
Larmor (o) varia uniformemente ao longo do eixo z durante o pulso gradiente

3. Evoluc¢ao — durante o periodo A os spins mudam de posi¢cdo devido ao constante
movimento translacional (difusdo) e sua magnetizacdo gira 180° devido ao pulso
de rf;

4. Decodificacao ou recuperaciao da fase — o segundo pulso de gradiente localiza
o spin, que devido ao pulso de 180° tem sua fase invertida e a contribuicdo de fase
adicionada pelo primeiro pulso gradiente é agora subtraida. Nao ocorrendo a

]
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difusdo € obtido um sinal mdximo, mas se a difusdo ocorrer, alguns spins nao
estardo na mesma posi¢ao e, portanto, sua fase ndo serd cancelada (a refocalizacao
serd apenas parcial) e o sinal obtido serd atenuado, por isso a importancia da
uniformidade do gradiente por toda a amostra ao longo de z, evitando criacao de
artefatos ou ocultando sinais reais da amostra.

5. Aquisicao do sinal — Ao final do experimento, o sinal detectado serd atenuado
pela distancia percorrida pela molécula ao longo do eixo z (eixo do magneto e do

gradiente) durante o periodo A. A distincia percorrida, como mostrado

anteriormente pela Equagio 4 (z = (2Dt )1/2

(D) da molécula.

), depende do coeficiente de difusdo

A intensidade observada do sinal (I) para um experimento PFGSE pode ser obtida
com uma modificacio da Equagdo 8, por substituicio dos termos 1(27) por I, resultando na

Equacgao 9, onde Ij € a intensidade do sinal quando a intensidade do gradiente é zero, ou seja,
logo apds o pulso de 90°, T € o intervalo entre os pulsos de rf e T, é o tempo de relaxacdo

transversal %!,

I=1, exp{—ij }exp{— D(jg6)’ (A -~ gﬂ 9)

Assim, o valor de D pode ser obtido através da determinacdo do coeficiente angular da reta
gerada pelo gréfico de ln(I/ IO) vs (ygd)’. Logo, realizando-se virios experimentos de

PFGSE com A e o constantes e porcentagem da intensidade do gradiente varidvel, € possivel

obter o valor de D.

1.4.1.6  Estratégias para o aumento da qualidade de um espectro de
DOSY

Como ja& mencionado para minimizar as perdas de magnetizacdo devido a relaxacao
transversal T, o que leva a degradacoes significativas da relacdo sinal-ruido em moléculas
com T, curto, pode-se usar a sequéncia de pulso de eco de spin estimulado (PFGSTE),

substituindo o pulso de 180° por dois pulsos de 90° como mostrado na Tabela 4.

Segundo Antalek °®, 0 sucesso de um experimento PEGSE com finalidade analitica
depende da eliminag@o de alguns artefatos experimentais que podem aparecer nos espectros
gerados. Para ele, um bom conjunto de dados de RMN de PFGSE deve possuir um bom
registro das frequéncias de ressonancias; deve ser capaz de produzir uma boa diferenciagdo

]
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dos componentes do FID; ndo deve apresentar espalhamento ou distor¢ao de fase dependente
do gradiente, nem artefatos de linha base; e, finalmente, deve apresentar um decaimento

exponencial puro.

Os principais fatores de geracdo de artefatos sdo: correntes parasitas; correntes de
conveccdo térmica geradas pela diferenca de temperatura entre regides do sistema e falta de
homogeneidade do campo e do gradiente de campo (desajustes entre os pulsos de gradientes
seqiienciais, pelos ruidos de fundo e pelo amortecimento da radiacdo). Existem, também,
artefatos gerados por troca quimica que, embora sejam menos comuns, podem afetar a

eficiéncia do experimento.

As correntes parasitas provocam deformacdes de linha base e reduzem a resolugdo dos
sinais de DOSY. Estes problemas podem ser solucionados com utilizacio de bobinas
ativamente blindadas e/ou uso de sequéncias pulsos modificadas como as PFGLED e

BPPLED (Tabela 3) que possuem um intervalo de tempo para dissipagdo dessas correntes
[33,68,126]

Os artefatos gerados pelas correntes de convecgdo térmica dependem da velocidade
destas correntes. Sdo eles: o aumento do valor de D e origem de sinais com intensidades

[68,127,128,129,130,131]

negativas . Para eliminé-los ou minimiz4-los € necessario:

— ajustar e controlar a temperatura da amostra, lembrando que temperaturas
diferentes da temperatura ambiente sdo mais faceis de controlar;

— usar solventes viscosos e tubos de RMN com didmetro o menor possivel;

— minimizar a altura da amostra;

— ajustar o fluxo de gds afim de promover uma troca de calor eficaz; e,

— realizar o experimento sem girar a amostra.

A falta de homogeneidade do gradiente de campo (desajustes entre os pulsos de
gradientes sequenciais) pode produzir distorcdo residual de fase, causando perda de
intensidades do sinal de eco. Dependendo da intensidade do gradiente, estes distirbios podem
ser confundidos com os efeitos das correntes parasitas. Por isso € importante que a drea
efetiva do primeiro e do segundo pulso de gradiente sejam exatamente idénticas. Em geral, o

uso de pulsos de gradientes ndo-retangulares, como senoidais, facilita a reprodutibilidade
[120,132]

]
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B

Os ruidos de fundo sdo frutos de imperfei¢cdes do campo By e s@o gerados pela bobina
principal, pela bobina de gradiente, pela falta de ajuste da homogeneidade de campo, por
materiais em suspensdo, etc. Estes ruidos podem diminuir a relaxac¢do transversal T,*ou
alterar as curvas de decaimento dos sinais, afetando a sensibilidade. Neste caso o uso de
pulsos de rf de 180° para refocalizar o efeito da defasagem (sequéncias de pulsos de BPPSTE
e BPPLED), e/ou de pulsos de gradientes bipolares, como, nas sequéncias de pulsos de
GCSTE, GCSTEL, BPPSTE e BPPLED (Tabela 4) podem reduzir os efeitos dos ruidos,

desde que eles sejam constantes durante todo o experimento '*%.

O amortecimento da radiacdo pode ocorrer quando a magnetizagdo nuclear de espécies
presentes for suficientemente forte para que a corrente induzida na bobina seja grande o
bastante para perturbar sua prépria movimentacdo no sistema de medida. Isto promove
alargamento excessivo dos sinais mais intensos, anomalias nas fases dos sinais e erros
sistematicos na amplitude do sinal. O problema causado pelo amortecimento da radiacao pode
ser solucionado com a calibracio do sistema de gradiente de campo pulsado com
experimentos PFGSE envolvendo substiancias com coeficiente de difusdo determinado por
outra técnica '™ a manutencio da magnetizacdo transversal defasada e reducdo da

longitudinal com uso de sequéncias de pulsos préprias para este fim. Trabalhar sempre que

possivel com misturas equimolares também contribui na resolucdo deste problema.

A ocorréncia de troca quimica entre duas espécies presentes na solucao pode produzir
distorcdes de sinais e perdas severas de sensibilidade, bem como, interpretagdes erroneas. Se
a troca de hidrogénio, entre duas espécies da solugdo, ocorrer muitas vezes durante o periodo
de difusdo (A) uma unica correlacdo serd observada para os dois sinais e o valor de D serd a
média entre os coeficientes das duas espécies. As sequéncias com pulsos de gradientes
bipolares como BPPSTE, BPPLED, GCSTE, GCSTEL sdo tteis na prevencdo destes

problemas (Tabela 4) [61,108,109,121]

]
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Tabela 3.

Sequéncias de pulsos usadas em experimentos DOSY e os recursos usados para

aumentar da qualidade do espectro DOSY. [68,126,134,135,136]

SEQUENCIA DE PULSOS

RECURSOS PRESENTES

90

Qo aor )
1y E] I I iz

Eco de spin estimulado

Eco de spin estimulado;
Pulso de rf 180° para refocar a defasagem;
Pulsos de gradientes bipolares

50 9o EL L 1

i

5 PLEN
o.M i

t© = longitudinal eddy delay (LED)
R

PFGLED (pulse field gradient longitudinal eddy delay)

Eco de spin estimulado;
Intervalo de tempo (tg) para dissipar correntes
parasitas (“eddy”).

90° 180° ogoe 90° 180° @00 R

IH. e -+

[P o
W W

[
/L.
Gj_. i_.
iz,
-

&% ¢ =longitudinal eddy delay (LED)
H R

BPPLED (bipolar pulse pair longitudinal eddy delay)

Eco de spin estimulado;

Pulso de rf 180° para refocar a defasagem;
Pulsos de gradientes bipolares;

Intervalo de tempo (tR) para dissipar correntes
parasitas (“eddy”).

Qo°

"l I

GCSTE (gradient compensated stimulated echo)

Eco de spin estimulado;
Pulsos de gradientes bipolares.

5B i w0t | sp = spin lock
I T I sp
1
5. B
G, E_.J_-;

GCSTEL (gradient compensated stimulated echo spin lock)

Eco de spin estimulado;

Pulsos de gradientes bipolares;

Trava de spin (“Spin lock™) para eliminar
defeitos de fase e anomalias geradas por
sistemas de spin fortemente acoplados.

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Introdugdo 27

1.4.1.7  Aplicacoes da técnica RMN DOSY-1D e 2D

A técnica DOSY tem sido aplicada em varias areas, tais como quimica ambiental

[57,116] [84,132] [59,86] [70,71,72,137,138]

, farmacéutica , combinatoria , quimica dos materiais , analitica

[59,75] [139,140] [51,141]

, intermedidrios de reagdes e alimentos , entre outros. Em virtude da sua

finalidade ser a separag¢do virtual dos componentes de uma mistura, da sua habilidade de
resolver misturas complexas e permitir a identificacdo simultanea dos compostos, a técnica
DOSY € chamada por muitos pesquisadores da drea como a “cromatografia de spin” ou

“cromatografia de RMN” [56,59.69.86.87]

Alguns pesquisadores relacionam a técnica DOSY com cromatografia de exclusdo por
tamanho, porque em ambas as técnicas, a forma e o tamanho molecular sdo importantes e,
sem duvida, a técnica DOSY pode ser utilizada para estimar os tamanhos e pesos moleculares

dos compostos desconhecidos, quando realizada uma curva de calibracio com compostos

[56,86,97]

conhecidos . Outros pesquisadores sugerem o uso de espectroscopia ordenada por

difusdo como um complemento para cromatografia de exclusio por tamanho "*%.

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Introdugdo 28

1.4.2 Estratégias de aumento de sensibilidade de RMN de BC via
processamento

1.4.2.1  Evolugao do Processamento dos dados de RMN

Atualmente, existem dois tipos de espectrometros em uso: de onda continua e de ondas

pulsadas com transformada de Fourier (RMN-TF).

Nas primeiras décadas da espectroscopia de RMN, a maioria dos espectrometros
usados para fins quimicos era de onda continua. O processo envolvido neste tipo de
espectrometro € parecido ao processo da espectroscopia de absorcdo: € usada uma fonte de
frequéncia fixa (radiacdo de radio frequéncia, rf) e varia a corrente elétrica de uma bobina de
eletroima, variando, portanto, o campo magnético (By), para observar os sinais de absor¢cao

ressonante de onda continua 3%

. O uso deste tipo de equipamento atualmente estd
limitado a andlises de rotina na industria petroquimica, de produtos alimenticios e materiais

agricolas.

A introducdo do espectrometro de RMN-TF comegou em 1965-1966 pela “Varian
Associates” depois dos trabalhos de Richard Ernst e Weston Anderson "4+ A partir
deste trabalho pioneiro, vérios avangos como a introducdo de experimentos multidimensionais
e, mais recentemente, os protocolos otimizados de aquisi¢do, t€ém confirmado o papel

fundamental do processamento de dados na RMN de alta resolucdo Y.

O ano de 1965 foi marcado ndo s6 pela proposta de RMN pulsada de Ernst como
também pela publicacdo por James Cooley e John Tukey (1461 de um algoritmo chamado DFT
de ordem N log (N), que juntamente com subsequentes modificagdes sao conhecidos como
FFT (‘Fast Fourier Transform’). O uso dos algoritmos FFT foi mais pronunciado a partir do
desenvolvimento do computador digital, enquanto Ernst e Anderson, usando um PDP-8 (12
bits), levavam segundos para obter uma FFT, hoje, usando um tnico circuito integrado com

32 ou 64 bits, demora cerca de 10” segundos para se obter a mesma FFT.

1.4.2.2  Processamento de dados de RMN (tratamento do sinal)

Nos instrumentos com ondas pulsadas, a amostra € irradiada com pulsos periddicos de

rf, direcionados para a amostra, perpendicularmente ao campo magnético estatico Figura 9.
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Esses pulsos de excitagdo originam um sinal no dominio do tempo que decai durante o
intervalo T entre os pulsos, Figura 10 (a). Este sinal ¢ chamado de decaimento livre da
inducdo ou FID (“free induction decay”). Este sinal € convertido para um sinal no dominio de

frequéncia aplicando-se uma transformada de Fourier, resultando no espectro de RMN da

amostra.
T
BO
B,(t)
s
Figura9.  Posigdo relativa entre rf (B;) e campo magnético estético (Bo)

Os pulsos de 1f aplicados sdo bem curtos, de 1 a 10° s, como mostrado na Figura 10.
A sua frequéncia estd na ordem de 10" a 10° MHz. O intervalo T entre os pulsos é da ordem
de alguns segundos. Durante o tempo T, um sinal de rf no dominio do tempo (FID) € emitido
pelos nucleos excitados a medida que relaxam, ou seja, retornam ao estado fundamental. Logo
o valor de T deve ser suficiente para dar tempo para todos os niucleos relaxarem antes da

aplicagdo do proximo pulso.

2 @)
g l—-
E T .
g < > > Sequéncia de pulsos
;% T~1s —4’5@ 1<t <10ps
0
/ [ .~ S~ / F
0 e
S~ ~< Tempo

’S 1<t<l0ps — 3 ~-
<
E r{ A ®)
11
3 J Vista expandida do pulso de rf
£o ‘ ‘ J
w2

, & \ \\/ \»

Tempo
Eixo do tempo ndo estd em escala
Figura 10. Sinal de excitacdo tipico para RMN pulsada. (A) sequéncia de pulsos; (B) vista
expandida do pulso de rf .

O FID ¢ detectado por uma bobina receptora de rf localizada perpendicularmente ao

campo magnético estdtico. Na verdade a mesma bobina usada para emitir o pulso de rf de
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excitacdo € usada para detectar o sinal emitido pela amostra. Assim, o FID de cada pulso é

digitalizado e armazenado em um computador para ser processado.

Durante o processamento os FIDs de varios pulsos sucessivos sdo somados para
melhorar a relagdo sinal ruido (S/R). Esse processo € chamado de promediacao de conjunto ou

coadigdo.

O sinal pode ser submetido a outros tratamentos matematicos para melhorar a S/R,
como filtragem digital, ajuste polinomial ou apodizagdo através de sua multiplicagdo por uma
fun¢do exponencial ou gaussiana, por exemplo, para eliminar o ruido. A prépria transformada
de Fourier ¢ um filtro digital. Muitos destes procedimentos sdo aplicados em forma de ondas

ndo periddicas e irregulares a sinais que ndo possuem onda sincrona e sinais periddicos.

Na promediacdo de conjunto séries sucessivas de dados armazenados sao coletadas e

somadas ponto a ponto,Sy. O resultado deste processo pode ser observado genericamente na

Figura 11.
©
g Dados digitais antes
2 do processamento
por promediacio
de conjunto
1° espectro
2° espectro
3° espectro
4° espectro
S (D)
% oo C .
2 °® ° Dados digitais apds
g0 M ¢ . processamento
(=% [ ] o~
= R ° Espectro por promediagio
£ o ° promediado de conjunto
A o ® e o000 o

Deslocamento quimico
Figura 11.  Efeito do processo de promediacdo de conjunto para um espectro.

O valor médio do sinal Sy é dado pela equacao: S =i (10)

onde S; sdo as medidas individuais do sinal incluindo o ruido, com i=1, 2, 3, ..., ns. O valor

médio Sy menos o valor de S; seréd o ruido R; ou simplesmente R: R=S _-S, (1)
ns Sl

ou: R= 1;17 _s 12)
ns '

Ao elevar o ruido ao quadrado, somar ao desvio da média do sinal Sy e dividir pelo nimero de
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varreduras ns, obtém-se o ruido quadratico médio RQM ou varianga do sinal, A equacao neste

> (s, -S,)

caso é: RQM _ =l (13)
ns

O valor efetivo do ruido R € o seu desvio padrao Ry:

(14)

(15)

Multiplicando-se tanto o numerador como o denominador pelo nimero de varreduras ns, tem-

% _ ns.S, _ Jms. S,
ns ‘

se que: N 2 N 2 (16)
—— S, =S, S, =S,
\/;S ;( X 1) ;( X 1)

As flutuagdes aleatérias do ruido tendem a ser canceladas a medida que o nimero de

varreduras aumenta, mas o sinal acumula. Assim, a relacdo S/R é proporcional a raiz quadrada

Vns

do nimero de varreduras ns, ou seja S R
Para conseguir as vantagens da promediacdo de conjunto e ainda extrair toda a
informacao disponivel em um sinal, a amostragem deve ser feita numa frequéncia de pelo

menos duas vezes a do componente do sinal de maior frequéncia, conforme o teorema de

Nyquist.

1.4.2.3 A importdncia do processamento dos dados no aumento de
sensibilidade da espectroscopia de RMN

U471 devido 2

O processamento de sinal de RMN continua a ser um desafio
considerdvel complexidade dos sistemas computacionais necessarios para modelar a dinamica
fisica adequadamente. Além disso, a baixa sensibilidade inerente ao fendmeno de RMN torna
os ruidos produzidos pela prépria instrumentacdo um dos mais importantes interferentes na
medida do sinal. Além disso, muitas amostras analisadas por RMN sdo muito diluidas,

sobretudo as provenientes de produtos naturais. A baixa concentragdo de uma amostra
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dificulta ou até mesmo inviabiliza a obtencdo de um espectro de RMN de °C com uma boa
relacdo S/R. Além do efeito da concentragdo do analito, a intensidade do sinal de RMN ¢

afetada pela intensidade do campo magnético e temperatura.

A maneira mais usual para resolver o problema causado pela baixa concentragdo € o

aumento do nimero de varreduras ns durante a aquisi¢ao dos espectros, uma vez que o ruido

cresce mais lentamente que o sinal da amostra, na razdo de ' ns .

Em muitos casos o nimero necessario de varreduras para obtengdo de um espectro
com boa relacdo S/R € tdo alto que pode ser considerado proibitivo, pois aumenta
exageradamente o tempo necessdrio para andlise. Deste modo, é imprescindivel o
estabelecimento de métodos de processamento de dados de RMN que possibilitem uma

maximizacao de extragdo de informacao relevante a partir de um sinal medido.

Na literatura encontram-se vdrios trabalhos neste sentido. A maioria envolve a
utilizacdo da decomposi¢do do valor singular (SVD — “singular value decomposition”) da
matriz complexa formada pelas componentes: real e imagindria do sinal para separar o sinal
do ruido. Os métodos existentes sdo: inversdo harmonica, predicdo linear (‘linear

prediction’), aproximagdes de Pade, filtro de diagonalizaco ou derivagdo ['#8-149-150-151.152],

Trabalhando com Ny amostras decimadas de sinal C,; medido no dominio do tempo, o

sinal medido  poderdo  ser  criados  vetores  linearmente  independentes

én (=, C Cooip-1) com M =N, /2, definindo um espago vetor com dimensdo

ns+1"

M. Os vetores de sinal medido é a soma de um vetor de sinal real (En) com um vetor de

ruidos (ou flutuacdes) aleatorios (§ ns), ou seja, Cn §= g'ns +73ns a7

O modelo harmdnico estabelece que os elementos sinal real (sem ruido) S, no

dominio do tempo, sdo criados a partir da soma de K harmdnicas, ou seja, o espectro € a soma
de K Lorentzianas, onde K pode ser relacionado ao nimero de picos observados na se¢do ou

espectro. K, na verdade, é o nimero de pontos que se destacam no sinal medido C,,.

O modelo € expresso vetorialmente, ponto por ponto, como:

. K K
Sns =24y’ S, e S, =2di 7’ (18)
k=1 k=1

-1
7h,

onde: (§k)T = (1, Zk,Z,f,---,Zk Z, =eXp(-iCUde), dy € amplitude e wx é a

frequéncia complexa (com parte imagindria <0), zx € o decaimento exponencial no dominio
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do tempo. A parte real da frequéncia wx e o médulo da parte imagindria € duas vezes a largura
da Lorentziana com altura: 4, / ‘Im( @, )| . Logo, para o sinal digitalizado C amostrado no

periodo T (t=NT, n=0...N-1), tem se:

K .
ns = Ldee ™" tmlan Ko (19) 147
onde {wk,dk}e Csdo: a frequéncia e amplitudes complexas de cada parcial Kk,

respectivamente. A ordem dada por K corresponde a ordem do sinal. Seguindo a metodologia

[153]

de Cadzow , a partir do sinal no dominio do tempo  , pode-se construir a matriz de
ns

- . o 148
correlacdo covariante Hermitiana M XM como **);

1 Nd—-M

PN M1 rg)cns+i—lcns+ j1 (20)

onde N, é o niimero de pontos do sinal C,q decimado, M =N, /2.

A matriz R;; pode ser diagonalizada por SVD, obtendo-se os autovalores (ou valores
singulares) s; e os autovetores u; com i =1,...,M indexados de modo que s; ) ;.-

Segundo Kunikeev e colaboradores este método deve ser usado em se¢des do espectro
do sinal medido. Neste caso o espectro obtido com a transformada de Fourier do sinal medido
c, ¢ dividido em se¢des de 200 a 500 pontos, contendo, preferencialmente um tnico sinal

S

7

para facilitar o desempenho computacional. Esta secdo €, entdo, submetida a TF inversa,

obtendo-se o FID da se¢do. Em seguida, constroi-se uma matriz hermitiana R;; para cada FID
de sec¢do de espectro, A matriz R;; de cada se¢do ¢ submetida a SVD e os valores singulares

das matriz resultantes sdo os sinais filtrados (com ruido reduzido) da secao.
A segmentacdo do espectro € realizada por trés motivos:

1° motivo: A segmentacdo pode facilitar o processo de reducdo de ruido por SVD,
pois sem a divisdo em secdes, o grafico dos valores singulares derivado do
SVD e discutido a seguir, fica tdo cheio de pontos de valores singulares de

sinais e ruido dificultando sua analise.

2° motivo: A segmentacdo permite que cada se¢do seja processada individualmente,
conforme as necessidades e caracteristicas especificas, pois nem todas as

secoes do espectro apresentam a mesma relacao S/R.
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3° motivo: Sem a segmentacdo e dimensdo Ng/2 da matriz hermitiana resultante do
método de Cadzow seria tdo grande que o tempo necessdrio para a

diagonalizagdo seria muito longo.

Voltando-se a considerar a equagdo 19, o processo de SVD resulta na decomposicao

do sinal c,, €M seus componentes {K N dk}. Se N>2K, o sinal pode ser totalmente

reconstruido e se pode obter a posi¢ao (Re (wk )), a largura (Im (alk )), a altura Qdk|) e a fase

(Arg (dk )) de cada estrutura ressonante no espectro [,

A aplicabilidade da SVD em um sinal C, pode ser verificada por um critério
qualitativo. Os dados resultantes da SVD da matriz R;; sdo colocados na ordem decrescente e

o grafico Ins;versus i com i=1,..N, é s;é o valor singular no ponto é obtido. Tal grifico

deve apresentar um degrau (“gap”) (Figura 12), entre os valores singulares sem ruido e os
valores singulares com ruido, indicando que o método foi capaz de discriminar o sinal em
relacdo ao ruido, e / ou que o ndmero de varreduras em que o espectro foi adquirido foi
suficiente para permitir a obtencdo de um aumento por SV da relacio S/R da secdo ou
espectro em questdo. O nimero K de pontos antes do degrau € maior ou igual ao nimero de
sinais na secdo ou espectro analisado. Além disso, o nimero K pode ser acompanhado em
fun¢do do nimero de varreduras ns. Quando K se mantiver constante diante do aumento de ns
0 “gap” é considerado estdvel e os dados de sinal medido sdo considerados aptos para ser

decompostos por SVD.

70 + —eo— Nscans —o— Mscans
—%— Pscans —v— Qscans

Obs:
N, M, P e Q: nimero de varreduras
N<M<P<Q

K(N
™
(P)

T

= =
m
x w X

(Q)=2

0 10 20 30 40 . 50
Indice(i)

Figura 12. Demonstragdo da verificacdo de estabilidade de “gap”.
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O tratamento descrito anteriormente pode ser esquematizado em 4 etapas, conforme a
Figura 13:

1* etapa: Aplicacdo da Transformada de Fourier e divisdo do espectro em segdes
contendo preferencialmente um Unico sinal;

2% etapa: Obtencdo do FID da secdo selecionada através da Transformada de Fourier
inversa (IFT);

3* etapa: Reducao de ruido por SVD e verificagdo da estabilidade do “gap”;
4* etapa: Combinacdo linear dos FIDs filtrados (ou limpo ou com menos ruido) e

obtencdo do espectro filtrado.

Sinal E :
medido SPECLro
(FID) ] original

IF Escolha das scgocs

—— e divisdo do espectro

Obtengido
de mais
varreduras (725)

Espectros
de secoes
selecionadas

- Aplicacgio da SVD
- Verificacdo da cstabilidade do “gap™

Sinais limpos
sem “gap”
estavel

Sinais limpos
com “gap”
estavel

|

FID limpo FIDs limpos
combinado - das secdes
Combinagao
lincar dos

FIDs limpos

TF inversaou __|
outro filtro digital

Espectro limpo
com alta resolucio

Figura 13. M¢étodo de reducao de ruido por SVD.

A transformada de Fourier inversa aplicada na ultima etapa pode ser substituida por
um algoritmo de inversdo harmodnica, que segundo Kunikeev e colaboradores, fornece um
maior aumento da relacio S/R com uma resolucdo espectral mais elevada para um dado
comprimento de sinal, pois a informacdo usada, a priori, ¢ uma combina¢do linear de
exponenciais com decaimento complexo, o que fornece um bom modelo para um sinal de FID
[148.199.150.1I5LIS2.154] " Btretanto, a relacdo S/R do espectro obtido a partir da transformada de

Fourier do FID submetido ao SVD ¢é excelente e permite sua utilizacdo como parte da

estratégia de reducao de ruido por SVD, aumentando a eficiéncia da andlise por RMN.

A escolha criteriosa das secdes e 0 respeito aos critérios de aplicabilidade impedem
que o método insira alguma linha falsa, criando artefatos e/ou suprima linhas verdadeiras,
eliminando picos reais de um sinal muito ruidoso. Logo, um limite da relacdo S/R do FID

[151]

original € estabelecido. Segundo Kunikeev e colaboradores , para que o redutor de ruido

por SVD possa ser aplicado, a relacdo S/R do FID a ser tratado deve ser maior ou igual a 1,5.
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1.4.3 Estudo de constantes de acoplamento de longa distancia
heteronuclear JCH em sistemas poliinsaturados

1.4.3.1 Importdncia e métodos de determinacdo de constantes de
acoplamento de spin-spin heteronuclear

As constantes de acoplamento spin-spin heteronuclear a longa distancia (CJen e ou
3 ~ . . ~ A
Jen) sdo importantes nos estudos de elucidagdo estrutural de compostos organicos,
fornecendo informagdes sobre a estereoquimica (conformacao e configuracdo). Entretanto, o
uso dos valores destas constantes ndo € tdo frequente devido a problemas inerentes aos
métodos de sua determinagdo. Tais problemas decorrem do fato de que as constantes de
acoplamento heteronuclear a longa distancia, em geral, sdo pequenas (1 a 10 Hz) e da mesma

. Ae Tioomae 3 c

magnitude da constante de acoplamento homonuclear a trés ligacdes, "Jyy, além de serem

. 3 . s 13 15n7 [155
associadas a nicleos de baixa sensibilidade como °C e PN 1%,

O valor da constante de acoplamento heteronuclear Jen depende do angulo diedro (0)
formado entre os nucleos acoplados que apresenta um comportamento geral descrito pela
equagdo de Karplus para acoplamento o P\ dependéncia angular do acoplamento
2Jen se origina das interacdes intramoleculares que os nicleos envolvidos participam devido a
interagdes hiperconjugativas dos orbitais ocx ligantes, onde X ¢ um substituinte
eletronegativo ou antiligantes 6*cx contendo os nucleos acoplados (Tabela 5).

Tabela 4.  Efeito da orientagdo dos substituintes eletronegativos sobre o valor da constante de
acoplamento heteronuclear a duas ligacdes (“Jcp) 10,

. Exemplos
Orientagdo Angulo diedro (0) o CH . 2
Substancia Je,n,
180°
o—¢ L
C—H 0 positiva +1Hz
(antiperiplanar)
0
00
0.
Q H o H
\ / 0 negativa -5,7Hz
c—C

[B-glicopiranose

. , . ) L, N .
Outra importante caracteristica da constante “Jcy € sua dependéncia pronunciada da

eletronegatividade dos substituintes. Basicamente, pode-se distinguir quatro padrdes de
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acoplamentos diferentes, que podem ser subdivididos de acordo a existéncia ou ndo de um
padrdao andlogo ao acoplamento préton-préton. Esta classificacdo pode ser ttil se puder ser
feito um paralelo entre 2Jecn € “Jucn. Em alguns casos podem existir o acoplamento geminal

entre os nicleos —C—-0O-H ou —C-NH-, 2JCOH e 2JCNH, respectivamente (43,1561,

Em sistemas saturados os efeitos da eletronegatividade e dos pares de elétrons ndo
ligantes do substituinte sobre a constante ?Jep sdo andlogos aos efeitos sobre “Jun. A presenca
de substituintes eletronegativos ligados no carbono central aumenta o valor de 2Jen.
Entretanto, se o substituinte eletronegativo estiver ligado ao carbono terminal a constante 2JCH
dependerd da orientacdo do substituinte (Tabelas S e 6). Quando este substituinte for um
oxigénio com orientacio antiperiplanar (dngulo diedro 6=180°) o valor de *Jcy serd positivo,

se O for igual a 0° o valor de *J¢y serd negativo (Tabelas 5 e 6) 4>,

Enquanto a constante de acoplamento Jen pode ser utilizada na determinacdo da
L. 2 . .
estereoquimica, a constante “Jcy exibe um comportamento mais complexo, podendo ser

positiva ou negativa, abrangendo uma faixa maior (-10 a +20Hz) ***-1° 2

Basicamente, quatro padrdes de acoplamento BC,'H a duas ligacdes podem ser
distinguidos: dois sdo andlogos a acoplamento homonuclear 'H,'H e dois nio apresentam

analogia alguma ao acoplamento 'H,'H. Estes padrdes sio apresentados na Tabela 5.

O valor da constante de acoplamento a duas ligacdes do “tipo B” (Tabela 5) recebe
uma contribuicdo negativa de substituintes em beta e uma contribuicdo positiva de

substituintes em alfa.

Em sistemas ciclicos conjugados tipo O=C-CH=C- a constante ?Je torna-se mais
positivas com o aumento do dngulo de ligagdes C—C—H. Um substituinte eletronegativo no
carbono envolvido no acoplamento provoca um aumento positivo significativo no valor de

2
Jen.

Os valores da 2JCH em sistemas insaturados do “tipo C” (Tabela 5) sdo calculados a
partir do valor de “Jey para o etileno (2,4Hz) somado aos incrementos provocados por
substituintes geminais e vicinais (frans ou cis). Os valores destes incrementos encontram-se,
geralmente, tabelados nos livros que abordam a ressoniancia magnética nuclear como

ferramenta da elucidacdo estrutural.
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Tabela 5. Padrdoes de acoplamento heteronuclear a duas ligacoes (Jen) e efeito de
substituintes [+

I) Acoplamentos andlogos a H,H
Tipo A Exemplos:

) "

. . XCH
/( Sem substituintes eletronegativos ® 2JCH = -4,8 Hz

C H O H
Com substituintes eletronegativos 0 Ot 2JCH = +6,6 Hz
Tipo B Com substituintes eletronegativos em posigdo f3
COOH COOH
C H Jeu=+4,1Hz o iH 2Jen=+1,9 Hz
< Com substituintes eletronegativos em posi¢ado o
CH, CHs CClg
H — o~ o~
H  2J=+0,5 Hz H 2Joy=+26,7 Hz H o 2Jey=+51,6 Hz
Em anéis: aumento do angulo de ligacdo C—C-H

i
H

f
C. H c
| <j
O/ 2JCH =+0,5 Hz I ZJCH =+5,7Hz

Contribuicdo positiva do substituinte no carbono participante do acoplamento trans-orientado

i
_C. _H 7
U/ /C%\
Jon = +4,THz H 2Jey = +5,3Hz

II) acoplamentos sem analogia com H,H

Tipo C Em alcenos: 2JCH depende dos substituintes na 2JCH: C + AJgeminal + Adis + AJyans, Onde:
H posicdes geminal ou vicinal (cis ou trans) nos C = Jcy geminal no etileno

C=< sitemas AJ (geminal, cis ou trans) = INCTEMENLOS POSitivos

N A ou negativos, de acordo com os substituintes

C% C= = no sistema, geralmente tabelados
/ / /
X X
Tipo D, ?Jen ~50Hz. Exemplo: H—C=C—H “Jcu=+49,6Hz
C=C—H
Tipo D, 2Jey -10 a +10Hz. Exemplos: HC=C—CHj “Jey = -10,4Hz
C=C-C-H A
HC=C—C

A
CH, ZJCH = +2,0HZ

O valor de *J ¢y é maior quando o acoplamento passa por dois carbonos sp (ou seja, sistema & 1)

O sinal e a magnitude das constantes de acoplamento heteronuclear CH a trés ligacdes
CJen) sdo fungdes do tipo de ligagdes entre os nucleos envolvidos. Portanto, este tipo de
acoplamento é subdividido de acordo com os tipos de ligagdes e com a existéncia ou nao de

analogia com padrdes de acoplamento homonuclear IH,IH, conforme a Tabela 6.
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Tabela 6.  Padrdoes de acoplamento heteronuclear a trés ligagcoes CJen) andlogos a
acoplamentos homonuclear 1H,lH [43.156)

Tipo A

Tipo B

Tipo C

Estrutura bésica C

Ligacdes envolvidas: 6 6 ¢

Jvariade 2 a 15Hz

Estrutura bésica C

Ligagdes envolvidas: 6 T ¢

Jvariade 2 a 15Hz.

Estrutura basica
C—C=C—H

Ligacdes envolvidas

6 G

Valor préximo ao valor
médio de 'Jey: ~145Hz

Exemplos Exemplos: Exemplos:
CH 3 -
o e /. \3J=76Hz J = 149Kz
“3 |\H H3C H ‘V
N 24 :
H- — HC=C—CH,

Novamente o valor ou magnitude da constante depende da proximidade de

heterodtomos eletronegativos em relagdo aos dtomos de carbonos centrais, estejam eles

. R S 2 3
integrados a rede de acoplamento ou ao redor desta. Em contraste a “Jcy a constante “Jey

sempre serd positiva, independente da natureza da ligac@o ou substituicdo.

O padrao de acoplamento mais estudado € o do tipo A (Tabela 7) que envolve trés

ligagcOes simples contiguas (o o o).

Tabela 7.  Padrdes de acoplamento heteronuclear a trés ligacoes CJen) sem analogia com

acoplamentos homonuclear H,

H [43,156]

D E
C—H H H
/ / /
C—= C=C—C
oon oo

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Introdugdo 40

Este tipo de acoplamento obedece a equacdo de Karplus e € evidenciado na Figura 15.
A equacdo de Karplus, equagdo 21, relaciona o angulo diedro 6 formado entre os nucleos
participantes do acoplamento com o valor da constante de acoplamento.

3JH,C = Acosz(ﬂ) + Acosz(ﬁ) +C (21)

onde A, B, C sdo parametros derivados empiricamente a partir de valores dependentes dos

atomos e substituintes envolvidos no acoplamento.

Hendo

H;C—C=C—C=C—C==C—CH o
. L h\ s
/3 C—CH\ \
/,.' J= 5,0HZ CH
_ \C—H
d
H/
\
H
Figura 14. Exemplo de acoplamento tipo Jen sem anologia com acoplamento homonuclear
HLY 431561
3 =8,1H
CHax = 0,1HZz Cl
r”—-~~~‘s CI
,/' Hax Hexo
\ cl g

.\‘\
N
N

e Cl
3JCHax =2,1Hz

5 ¢OH 3JCHendo = 5Hz

acido
ciclo-hexano 1,4,5,6,7,7-hexaclorobiciclo[2.2.1]heptano-2-carboxilico

Figura 15. Diferenca de valores de constante de acoplamento em func¢do da geometria
molecular
Ha vérios métodos de determinagdo de constantes de acoplamento heteronuclear. Um
método tradicionalmente usado ¢ o HMBC (Heteronuclear multiple-bond correlation) que
fornece informacdes apenas qualitativas, pois os acoplamentos homonucleares 'H,'H podem
distorcer a forma dos picos das correlagdes observada, este método ndo € usado para medida

quantitativa de constantes de acoplamento heteronuclear [157.138]

Outro método € uma versaio HSQC (Heteronuclear single quantum correlation)
adaptada, conhecida como HSQCMBC, que tem a vantagem de ser menos influenciada pela

evolucao do acoplamento homonuclear 'H,'H.

A sequéncia de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) ">, comumente aplicada

na determinagdo da constante de relaxagdo transversal T,, pode ser combinada com a HSQC,
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para a determinacdo de constante de acoplamento heteronuclear com a vantagem de suprimir
a evolucdo do acoplamento homonuclear. As correlagdes observadas no espectro obtido a

partir desta sequéncia de pulso apresentam boa intensidade sem problemas de fase L1601

Uma dificuldade observada em alguns experimentos de determinacdo de constante de
acoplamento heteronuclear a longa distincia € a correlacdo incorreta de alguns picos causada

pela evolugdo do acoplamento homonuclear de Jyy "%,

Uma boa alternativa para eliminar este problema é uma adaptacdo da sequéncia
CPMG, experimento G-BIRDg x-CPMG-HSQMBC [158] (Figura 14), que envolve além da
sequéncia CPMG, uma sequéncia de HSQMBC, que permite a obten¢do do valor numérico da

constante de acoplamento e o filtro GBIRD que suprime o sinal referente aos 'H ligados a *C
[33,157,158,160]

K
t2 24

¢G_ 41 | |

Pulso de 180° T = M2 X" "Jxm] G

T ¢ =fase
1
— = U4 X "]

Pulso de 90° .
A =intervalo de tempo

G,.G,:G,:G, sempre positivo

i A i o
Pulso trim de alta poténcia 90 G.: sinal alternado +/-

Figura 16. Experimento G-BIRDg x-CPMG-HSQMBC 1581

Por causa das linhas extremamente estreitas e comportamento de fase excelente
fornecido pela sequéncia HSQMBC, as constantes de acoplamento heteronuclear entre
singletos dos 'H e ressonncias de >C podem ser medidas diretamente a partir dos espectros
de HSQMBC 1D ou 2D, a menos que a constante de acoplamento heteronuclear se aproxime

da largura pico da correlacdo el

Se a ressonancia do préton de interesse for um multipleto, a interpretagdo do
acoplamento heteronuclear fica dificultada. Uma maneira simplificada de simular o sinal
observado consiste na adi¢ao de dois espectros de 'H, com fases invertidas um em relacdo ao
outro e deslocados horizontalmente até que o espectro soma corresponda com o espectro a

HSQMBC 1D ou uma fatia dos dados 2D HSQMBC. A magnitude do deslocamento
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horizontal € igual ao valor da constante de acoplamento heteronuclear. Devido as
caracteristicas de fase fornecida pelo experimento HSQMBC, o pico simulado devera ser
praticamente idéntico ao do experimento de correlacdo heteronuclear, resultando em um nivel

de confianc¢a de pelo menos + 0,5 Hz na medida da constante de acoplamento.

Ao contrdrio dos experimentos HMBC sensiveis a fase, o experimento HSQMBC
requer apenas um multipleto de 'H para a andlise de ajuste de pico. Em regides de
sobreposicdo espectral na dimensao 'H, uma absorcdo pura de experimento TOCSY-2D ou

HSQC pode ser usada para fornecer o multipleto de 'H resolvido. "%
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2 Objetivos
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O objetivo principal deste trabalho de doutorado foi buscar estratégias de aumento de

eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN de 'H e °C.

Neste sentido, um dos objetivos especificos € a avaliacdo da viabilidade de uma
identificacdo sem separacdo prévia dos componentes de extratos vegetais, aproveitando as

diferencas de seus coeficientes de difusdo através da técnica de RMN de '"H DOSY-2D.

O segundo objetivo especifico foi avaliar o aumento da relacdo sinal/ruido de
espectros de RMN de BC através do processamento do sinal por SVD (“singular value

decomposition”).

A terceira meta é ampliar os parametros rotineiramente obtidos numa andlise por
RMN, incluindo a determinagdo das constantes de acoplamento heteronuclear ("Jcy), com a

finalidade de fornecer novos subsidios para a determinagdo da estrutura de produtos naturais.
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3 Materiais e
Meétodos
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3.1 Analises por RMN

3.1.1 Equipamentos utilizados para analise por RMN

Para as andlises por RMN realizadas durante este trabalho foram utilizados os

seguintes equipamentos:

3.1.1.1  Espectrometro BRUKER® -Modelo DRX500 - Ultra
Shield®

Com magneto de 11,74 Teslas e sonda multinuclear de detec¢do inversa (lH: 500,13
MHz, Be: 125,77 MHz) para tubos de amostras de 5 mm de amostra, com sistema de “lock”™
de Deutério (*H) e bobina geradora de gradiente de campo em z (campo méximo de 53,5
Gauss.cm™). Para os experimentos realizados com controle de temperatura foi utilizada
unidade de temperatura varidavel, modelo BVT-3200 (BRUKER®) e um sensor tipo termopar,

modelo T, com fluxo de nitrogénio liquido para estabilizar a temperatura em 300K.

3.1.1.2  Espectrometro BRUKER® -Modelo DRX400

Com magneto de 9,40 Teslas e e sonda dual de detec¢do direta (IH: 400,13 MHz, Bc:
100,613 MHz) para tubos de amostras de 5 mm de amostra, com sistema de “lock” de

Deutério (*H).

3.1.1.3  Espectrometro BRUKER® -Modelo DPX300

Com magneto de 7,05 Teslas e e sonda multinuclear de detec¢io inversa (IH: 300,13
MHz, Be: 75,468 MHz) para tubos de amostras de 5 mm de amostra, com sistema de “lock”

de Deutério (ZH), bobina geradora de gradiente em z (campo maximo de 53,5 Gauss.cm-1).
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3.2 Origem dos Materiais Vegetais

No presente trabalho foram analisadas substincias obtidas de trés espécies de plantas:
duas da familia Asteraceae (Bidens sulphurea e Bidens gardneri) e uma da familia
Annonaceae (Duguetia furfuracea). No apéndice B, no final deste trabalho, sdo apresentadas
as descricoes das espécies e respectivas familias.

A coleta das asterdceas, bem como a obtencdo e fracionamento de seus extratos

hidroalcodlicos foram realizados por Denise Brentan da Silva [163]

, como parte de seu
doutoramento em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirao Preto (FCFRP/USP).

A coleta e fracionamento da D. furfuracea também foram realizadas por Denise
Brentan da Silva " durante seu mestrado em Quimica pela Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS). A descricdo deste processo encontra-se no Apéndice C no final deste

trabalho.
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3.3 A RMN DOSY-2D na analise de fracoes do extrato
etanoélico de Bidens sulphurea

3.3.1 Obtencao e identificacio dos componentes da fracao acetato
de etila do extrato etanélico de Bidens sulphurea

As partes aéreas (folhas e caules) da planta B. sulphurea (Cav.) Sch. Bip. (Asteraceae)
foram coletadas em Julho de 2006 no municipio de Campo Grande/MS, identificadas pela
Profa. Dra. Mara Angelina Galvdo Magenta (Universidade Santa Cecilia/SP). Uma exsicata
foi depositada no Herbario CG/MS (UEMS, Campo Grande, MS). Cabe salientar que a coleta
do material vegetal, bem como a obten¢do e fracionamento do extrato hidroalcodlico de B.
sulphurea foram realizados por Denise Brentan da Silva, como parte de seu doutoramento em
Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

(FCFRP/USP).

O extrato etandlico-aquoso foi obtido apds a extracdo com etanol 90% por percolacao
das partes aéreas de B. sulphurea, secas e trituradas (2,07kg). Posteriormente, foi submetido a
um fracionamento por parti¢do liquido-liquido com hexano (Hex), diclorometano (DCM) e
acetato de etila (AcOEt), obtendo-se as fragdes: hexanica, diclorometinica, acetato e
metandlica. As trés fracdes bem como o extrato bruto foram submetidos a analise por RMN-

DOSY-2D.

3.3.2 Obtencao de espectros DOSY (1D e 2D)

Os experimentos DOSY-(1D e 2D) foram realizados como indicado por Kerssembaum
11631 " ytilizando as sequéncias de pulsos ledbpgp2sld™ e ledbpgp2s™ (Figura 17), que
envolvem: dois pulsos de gradiente em z bipolares; um intervalo de tempo para dissipagcdo de
correntes parasitas (“eddy currents”); dois pulsos de “spoil” (purga) para eliminar

magnetizacdes indesejadas oriundas de imperfei¢des experimentais.
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Figura 17.  Sequéncia de pulso ledbpgp2s usada nos experimentos DOSY-2D.

3.3.3 Processos cromatograficos e espectroscopicos usados para a
verificacdo qualitativa da confiabilidade da analise por DOSY
(1D e 2D)

3.3.3.1 Anadlise Cromatogrdfica de BSAcOEt

Primeiramente, foi realizada uma coluna cromatogrifica de Sephadex- LH20® de
BSACOE?t, que resultou em 233 fragdes de 25 mL cada. As fracOes entre 69 e 89 foram
reunidas por apresentarem alta semelhanga na cromatografia de camada delgada comparativa
(CCDCQ), utilizando como fase mével AcOET:HAc:HForm:H20 (100:11:11:26) e NP/PEG
como revelador. Apds a evaporacdo do solvente esta mistura apresentou aspecto de sélido
amorfo e foi, entdo, submetida a CLAE-UV a 270 nm, utilizando como fase estacionaria
reversa uma coluna C-18 semipreparativa (Shim-pack Prep-ODS (Kit) - Shimadzu, 20 mm DI
x 25 cm). A fase mével foi composta pelo sistema ‘eluente A’ (ACN com 0,01% de TFA) e
sistema ‘eluente B’ (H20 com 0,01% de TFA), com um gradiente linear de 15% a 100% do
‘eluente A’ por 64 minutos e um gradiente linear de 100% a 15% do ‘eluente A’ durante 70 a
85 min a uma a vazdo de 9 mL.min". Este processo possibilitou a separacdo dos quatros

componentes principais da fracdo acetato.

3.3.3.2  Anadlise espectroscopica dos componentes majoritdrios de
BSAcOEt

Os componentes majoritarios de BSAcOEt foram analisados por EM-ESI e por RMN-
1D de 'H e de °C (*C{'H} e DEPT 135°) e RMN-2D (HMQC e HMBC).
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3.4 O tratamento de sinal de RMN por SVD

3.4.1 Condicoes dos espectros de RMN de Bc{'Hy para aplicacao
do método de seccionamento.

Os parametros de aquisi¢do e processamento como: largura espectral (sw), posi¢do da
radiacdo na frequéncia da metade de sw (olp); solvente, nimero de pontos no dominio do
tempo (TD); nimero de pontos no dominio da frequéncia (SI); funcdo de janela (Wdw); entre
outros, foram ajustados conforme as caracteristicas de cada amostra analisada, de modo a se
obter espectros com a melhor resolugdo possivel. Para simplificar € minimizar o tempo do
processo optou-se por trabalhar preferencialmente com FID com TD=16384 pontos e

espectros transformados com SI=8192 pontos.

3.4.2 Programas computacionais utilizados para a filtragem do
sinal de RMN de *C {"H} por SVD.

Para o processamento do FID e prepard-lo para o tratamento com SVD, foram
utilizados os programas de processamento de espectros de RMN (MestreNova®, Bruker

XWinNMR®, TOPSPIN®, SpinWoks® e/ou ACDLabs®).

Para o seccionamento e aplicacdo de SVD foram elaboradas rotina na linguagem do

programa Matlab® versdo 7.04 da “The MathWorks, Inc”.

Para o processamento dos espectros DOSY-2D foi utilizado a rotina de de

processamento disponivel no TOPSPIN®.

3.4.3 Obtencao das amostras analisadas por RMN de Bc {IH}
tratado por SVD

3.4.3.1 Obtencdo da Fracao DF, a partir do extrato alcaloidico das
cascas do caule subterrdneo de Duguetia furfuracea

A fracdo A foi gentilmente cedida por Denise Brentan da Silva. A obtengdo desta
fracdo, a partir das partes subterrineas (casca do raiz e madeira) de Duguetia furfuracea (A.

St .- Hil.) Benth. & Hook f., foi realizada durante seu curso de mestrado na Universidade

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Materiais e métodos 51

Federal de Mato Grosso do Sul. O procedimento detalhado desta obtencdo € descrito ao final

deste trabalho no Apéndice C.

3.4.3.2  Obtengao das substancias 7 — 9 a partir da fracdo acetato
de etila do extrato hidroalcodlico das partes aéreas de B.
gardneri

As partes aéreas de Bidens gardneri Bak. foram coletadas em Outubro de 2005 e
Fevereiro de 2006 nos municipios de Aquidauana/MS e Bardo de Melgaco/MT, ambos
encontram-se na regidao da regido do Pantanal Sul-mato-grossense. Sua identificacdo foi feita
pelo pesquisador Arnildo Pott (EMBRAPA de Campo Grande/MS) e exsicatas foram
depositadas no herbirio da EMBRAPA, Campo Grande/MS, sob os nimeros A. Pott 13.680 e
A. Pott 13.855.

O extrato hidroalcodlico das partes aéreas (folhas e caules) de B. gardneri foi obtido a
partir de 694,30 g do material seco e triturado, submetido a extracdo por percolacdo com
etanol 90% e fluxo de 20 gotas/min e concentrado em rotaevaporador, resultando em 110,34 g

de extrato hidroalcodlico bruto seco.

Parte deste extrato bruto seco (101,56 g) foi solubilizada em 1,5 L de solucdo
MeOH:H,O (9:1), obtendo-se uma solu¢do hidrometandlica que foi submetida a parti¢ao
liquido-liquido com Hex, DCM e AcOEt, obtendo-se quatro fracdes: Hexanica,

Diclorometanica, Acetato e Hidrometandlica.

Uma aliquota de 2,98 g da fracio acetato de etila do extrato hidroalcodlico das partes
aéreas de B. gardneri foi analisada em CLAE-DAD, sendo constatada a presenca de
substancias com espectros de UV compativeis com poliacetilenos. Esta fracdo foi entdo
submetida a cromatografia em coluna aberta de Sephadex LH-20, utilizando MeOH em
sistema isocrdtico, sempre com a menor presenca de luz possivel, para preservar os
poliacetilenos. Este procedimento resultou a obtengdo de 53 fracdes de 90 mL que foram
concentradas em rotaevaporador, na auséncia de luz, e analisadas em CLAE-DAD e reunidas

em 19 grupos de acordo com os seus perfis cromatograficos.

A oitava fragdo da Coluna de Sephadex LH-20, obtida da Fracdo Acetato, depois de
seca, apresentou uma massa de 208,7 mg foi analisada por CLAE-DAD, que confirmou a

presenca de poliacetilenos. Assim, esta fracdo foi purificada por CLAE-UV utilizando uma
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coluna semi-preparativa de C18 (Shim-pack Prep-ODS, marca Shimadzu, sendo: a analitica
com 4,6 mm de DI e 25 cm comprimento e a preparativa com 20 mm de DI e 25 cm de
comprimento). O fluxo de eluicdo foi de 9 mL/mim, comprimento de onda foi selecionado em
280 nm e como fase mével composta pelos eluentes: ACN (bomba B) e H,O (bomba A)
variando linearmente de 10 a 100% de ACN até 47 min de experimento e de 100% a 10% de
ACN de 50 a 52 min, mantendo-se em 10% até o final (60° min).

Deste processo foram selecionadas para aplicagdo do método de processamento por

[148,150,151,166]

seccionamento ¢ SVD e/ou para estudo de determinacdo de constante de

acoplamento heteronuclear a duas ou trés ligacdes, as seguintes substancias:
— A substéncia (10) com tempo de retencao igual a 25,7 min;
— A substéancia (11) com tempo de retencao igual a 28,0 min.

A décima fracdo da Coluna de Sephadex LH-20, obtida da Fracdo Acetato, apresentou
depois de seca a massa de 113,4 mg. Sendo, também, composta por uma mistura de
poliacetilenos foi submetida a purificagdo por CLAE-UV. Para tanto, utilizou-se uma coluna
semi-preparativa de C18 (Shim-pack Prep-ODS, marca Shimadzu, sendo: a analitica com 4,6
mm de DI e 25 cm comprimento e a preparativa com 20 mm de DI e 25 cm de comprimento),
com fluxo de 9 mL/mim, comprimento de onda 270 nm e fase mdvel composta pelos
eluentes: ACN (bomba B) e H,O (bomba A), variando linearmente de 20 a 46% de ACN até
35 min; de 46 a 100% de ACN até 38 min de experimento ¢ de 100% a 20% de ACN até
43min, mantendo-se assim até o final do experimento (48° min). Deste processo foi

selecionado o composto com tempo de retencdo igual a 15,6 min (11,1 mg).

A andlise do perfil cromatografico em CLAE-DAD da décima fracdo da Coluna de
Sephadex LH-20 da Fracdo Acetato mostrou que se tratava de mistura de flavonéides, cujo o
componente majoritario apresentava espetro de UV caracteristico de uma flavona. Logo, esta
fracao foi submetida a recristalizacdo com MeOH e acetona (precipitado = 46,9 mg), obtendo-
se a 7-O-B-glicopiranosil-apigenina (8), que posteriormente foi submetida aos experimentos

de RMN abordados no presente trabalho.

As fracdes de 30 e 31 da Coluna de Sephadex LH-20 da Fragdo Acetato foram
reunidas e submetidas ao processo de purificacdo por recristalizagdo com AcOEt e MeOH,

obtendo-se 9,7 mg da substincia 9, também selecionada para o presente estudo.
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3.5 Constantes de acoplamento heteronuclear a longa
distancia, "Jcu
Para o estudo das constantes de acoplamento heteronuclear "Jcy foi utilizado o

experimento G-BIRDg x-CPMG-HSQMBC %,
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Uma vez que objetivo principal deste trabalho € a busca por estratégias de aumento de
eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN, visando a reduc¢do de tempo e custo de

andlise de produtos naturais, como mencionado anteriormente, aplicou-se trés estratégias:

v Técnica de RMN DOSY-2D: estratégia de andlise de produtos naturais em mistura,
ou seja, sem separacao prévia;

. . . . . 148,150,151,166
v' Método seccionamento e filtragem de sinal, via processamento [ I,

estratégia de aumento da sensibilidade (ou aumento da relacdo sinal/ruido, S/R) de

RMN de *C de amostras diluidas;

v' Experimento G-BIRDg x-CPMG-HSQMBC [158] para determinar constante de
acoplamento heteronuclear a longa distancia: estratégia de agilizar a identificacao

de poliacetilenos, incluindo informagdes sobre suas estereoquimicas.

Os resultados da aplicagdo destas estratégias sdo apresentados a seguir.
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4.1 Andlise da fracao Acetato de etila do extrato etanélico
das partes aéreas de B. sulphurea por RMN: DOSY-2D

4.1.1 Obtencao e analise do espectro DOSY-2D da fracao BSAcOEt

Para uma andlise preliminar, o extrato etandlico bruto e suas trés fracdes foram
submetidos a experimentos de RMN DOSY-2D. O perfil do espectro de DOSY-2D da fracao
diclorometanica (BSDCM) foi bastante semelhante ao da fracao acetato de etila (BSAcOE).
Como o espectro da fracdo BSAcOEt apresentou uma resolu¢ao um pouco melhor, optou-se

por aprimorar o estudo desta fracao.

A intensidade do sinal obtido depende do coeficiente da difusdo, da intensidade do
gradiente (g) e do tempo de duracdo (J) do pulso de gradiente de campo (PFG). Se nao
ocorrer a difusdo, o sinal obtido tera intensidade maxima, mas caso ela ocorra, o sinal obtido

. . = [68
serd atenuado, conforme a seguinte equacio [*':

[=1,expl(~D ).( 18 ) .(A=8/3)] @

onde, Iy é a intensidade do sinal na auséncia do PFG, A ¢ o tempo de difusdo, D é o
coeficiente de difusdo e y é a razdo giromagnética do nicleo sob investigacdo. Deste modo,
dois experimentos DOSY-1D foram realizados com 5 e 95% de g, com valores iniciais de A e

0, 2000 ps e 50ms, respectivamente.

Considerando a intensidade do sinal obtido com 5% de g igual a Iy e a intensidade do
sinal com 95% de g igual a I, determina-se a relagdo I/1y. Se I/l for igual a 0,05 significa que
o experimento de DOSY-2D um decaimento exponencial que obedecerd a Equacdo 1 e terd
uma boa resolu¢do na dimensio de Log D. Caso contrdrio, novos pares de experimentos /D
devem ser realizados, variando-se o valor de A ou d até obter a relacdo I/lp = 0,05. Nota-se
que a variagdo de 0 proporciona um maior efeito sobre I e, portanto, deve ser o parametro
varidvel. Assim, o valor do tempo de aplicac@o do pulso de gradiente de campo, o foi ajustado
para as condi¢des da andlise (tipo da amostra, concentracdo relativa dos componentes da

amostra, solvente, etc.).

Para ajustar o melhor valor de 6 para a andlise da fragdo BSAcOEt por DOSY-2D

foram realizados varios experimentos de DOSY-1D, com os parametros de aquisi¢ao listados
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na Tabela 8 que foram sempre os mesmos, com exce¢do do valor de ¢ que inicialmente foi

igual a 2000 ps e variou de 100 em 100 ps até o valor de 4000 ps.

Para cada valor de 9, foram realizados dois experimentos, um com a magnitude do
gradiente (g) em seu valor maximo (95% de g) e outro no seu valor minimo (5% g). Os
espectros gerados com o processamento de cada par de experimentos com o mesmo valor de
foram comparados quanto a intensidade dos sinais. Se a intensidade do sinal do espectro
adquirido com 95% de g fosse igual a cinco por cento da intensidade do espectro adquirido
com 5% de g, o valor de § utilizado nesses experimentos seria considerado o valor adequado
para a realizacdo do experimento DOSY-2D para a amostra e condi¢des de andlise em

questao.

Cabe salientar que estes valores ndo sdo nem 100% de g nem 0% de g para garantir
que o sinal a ser adquirido ndo ultrapasse a capacidade do amplificador e do registrador de

sinal do espectrometro, nem seja tdo pequeno que nao possa ser detectado.

O valor de & estabelecido neste processo foi de 3250 ps. Assim, realizou-se o
experimento de RMN DOSY-2D com 6=3250 ps e uma variacdo linear de 5 a 95% de forca

de gradiente com 32 passos.

Tabela 8.  Parametros de aquisicdo dos espectros de DOSY-1D da Fracdo BSACcOEt

realizados para ajuste do valor de tempo de aplicacao do pulso de gradiente de campo (o)

Pardmetro (unidade) Valor Pardmetro (unidade) Valor
Valor inicial de & (us) 2000 Largura espectral =sw (ppm) 15,011
Tempo de difusdo =A (ms) 50 Metade de sw = sw/2(ppm) 7,00
Miximo da magnitude do gradiente — g 95% g Niimero de varreduras = ns 32
Minimo da magnitude do gradiente — g 5% g Temperatura (K) 300
Tempo de espera para recuperar 200 Duracdo do pulso de purga = ‘spoil 1000
gradiente =d16 (ps) gradients’ = pl9 (us)

Solvente DMSO-d, Niimero de pontos do FID =TD 32768

Uma rdpida inspe¢@o dos espectros de RMN 1H e DOSY (Figuras 18 e 19) mostra
que a amostra é constituida por uma mistura de quatro substancias majoritdrias que

apresentam um alto grau de similaridade estrutural, com log D entre -9,8 e -10,0.

Agrupamentos de sinais podem fornecer pistas importantes sobre as estruturas destas

substancias:
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v O primeiro grupo (Figura 18) é composto por sinais largos em 9,24; 9,73 e 10,88
ppm, tipicos de hidroxilas fendlicas € um sinal maior e estreito 12,65 ppm,

caracteristico de hidroxila quelada a uma carbonila.

v" O segundo grupo compreende os sinais na regido dos hidrogénios ligados a anel
aromadtico, ou seja, em 6,21 ppm, 6,41 ppm, 6,82 ppm (dubleto, J = 8,5 Hz), 7,48
ppm (dubleto, J = 2,0 Hz) e 7,67 ppm (duplo-dubleto, J = 2,0 e 8,5 Hz), Figura
18.

Juntos, esses grupos de sinais apontam para uma estrutura de polifendis, mais
especificamente um flavondide, ja que o sinal em 12,65 ppm € tipico de um flavondide com

hidroxila no C-5 7!,

NENNNNNNNNNOCOOCOOOOCOONWIBBWWVINOT T T TSSO o w660
el e bl lI\H|(|H H 0 I B I L
1 1 ] 1 fremr rer T [ [
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13 12 1" 10
Figura 18. Espectro de RMN de 'H (500 MHz) da fracdo Acetato (BSAcOEt) do extrato
etandlico das partes aéreas de B. sulphurea.
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Figura 19. DOSY-2D de BSAcOEt em DMSO-d6: A=50ms; 6 = 3250us.
) s s "o A an .. logD
| -9.98 - -9.98
<|® Q |em = | pmemeeplmEam 00
t-9.90 P anose "::ma;m Wi
< @ {988 < piranose : .88
E @ 9.86 =] s e .935
-9.84 \ arabinofuranose log D= -9.869 | 984
082 - s
o 8o ppPM “s8 56 54 52 S
130 120 .‘:0 10.0 ’90 80 60 58 56 54 52 50 ppm
(a) Regidao de prétons (b) Regido de prétons
de hidroxilas de ligados a carbonos
polifenéis anoméricos
I
u\_/'ﬂ_,..ﬁ‘,A_f\_,\J\ ~ Q.U'\JJ k\'s_/; |°g D A ,r“iUI‘» Iog D
-9.98 0) ' -9.98
-9.96 ‘ -9.96
ie -9.94 ) :
1980010 duel S |
if® of &8 | -9.90 B -9.90
et RALLE A ;
sw ) rensdt | o
-9.82 -9.82
5250 48 4644 42 40 38 36 34 3230 ppm 45 44 400 08 08 07 08 ppm
(c) Regidao de prétons (d) Regiao de prétons
ligados a proétons tipicos de metila da
carbinélicos de ramnose
agucar
Figura 20. Ampliacdes do espectro de RMN DOSY-2D de BSAcOEt em DMSO-ds: A=50ms;
g phag p

0=3250us.
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Em um campo mais alto, na regido entre 3,0 e 5,6 ppm, um outro grupo de sinais pode
ser atribuido a presenca de acuicar nas moléculas. Neste grupo, separado do conjunto
principal, € possivel identificar os prétons anoméricos entre 5,2 e 5,6 ppm (Figura 20b). De
modo geral, estas observacdes apontam para flavonéides glicosilados. A atribui¢c@o de sinais e

sua comparacdo com publicados na literatura levam a concluir que a aglicona (por¢ao
Loy 4 . . (167
aromatica) € uma unidade de quercetlna[ !

Os deslocamentos quimicos de prétons anoméricos de acicar de varios flavondides
glicosilados sao bem conhecidos na literatura [4.167.168.169.170.17L172] " ym base nestes dados, os
sinais em 5,38 ppm (dubleto, J = 1,7 Hz), 5,47 ppm (dubleto , J = 7,2 Hz) e 5,51 (singleto
largo) sugerem que trés dos agucares presentes podem ser a glicopiranose, a galactopiranose e

a arabinofuranose, respectivamente (Figuras 20b e 21).

O quarto componente majoritario da fracio BSAcOEt apresenta uma correlacdo do log
D = -9,88 com o singleto largo em 5,23 ppm (referente a um préton anomérico) € com o
dubleto (J = 6,2 Hz) em 0,82 ppm referente a protons metilicos (Figuras 20b e 21). Estas

correlagbes sugerem que o acglcar presente no quarto componente da fracdo € uma

. 168,173,174
ramnoplranose[ 8173, ].

Composto R (sinal marcador) logD D (mz.s'l)

(1a) Galactopiranosila -9,93 1.17x1071°
OH (5.38 ppm,

H anomérico)
OH

(2a) Glicopiranosila -9,92 1.20x1010
(5.47 ppm,
HO (0] H anomérico)

3a) Ramnopiranosila -9,88 1.32x10°1°
(5.23 and ~0.82 ppm,
OR H anomérico

OH (0} e grupo metila)

(4a) Arabinopiranosila 9,87 1.35x10°1°
(5.51 ppm,
H anomérico)

Figura 21. Estruturas propostas e coeficientes de difusdo dos componentes majoritarios (la -
4a) da fracdo BSAcOEt obtidos a partir das correlacdes dos sinais dos prétons

anoméricos das unidades de acgucar observadas no espectro de DOSY-2D.

Os coeficientes de difusdo foram medidos sobre os picos de correlacdo relacionados
com o préton anomérico. A Figura 21 mostra a correspondéncia das estruturas propostas para

os principais componentes da mistura com os dados de difusao destes.
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Neste ponto, € oportuno comparar a técnica DOSY-2D com a técnica de separacdo
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), j4 que esta ultima € muito eficiente e
amplamente utilizada. Assim como os espectros de DOSY-2D, o cromatograma resultante da
CLAE da fragdo (Figura 22) também revela a presenga de quatro componentes principais da
mistura em questdo, além de outros trés minoritarios, que por estarem presentes em uma
concentracdo bem menor que a dos principais ndo foram plenamente detectados ou

identificados durante o experimento DOSY-2D.

2
0,4 A 3
1 1 p
0,2 4
0.0 fL
o 10 20 30 40 50 a0 7o o

Minutes

Figura 22. Cromatograma da fracdo BSAcOETt obtido ap6s andlise por CLAE-UV analitica

Nota-se que o perfil cromatografico da fracdo, apresentado na Figura 22, condiz com
os dados fornecidos pelo experimento de RMN DOSY-2D. Observa-se, também, que apesar
dos quatro compostos majoritdrios possuirem estruturas bastante semelhantes, eles

apresentam uma diferenca de polaridade suficiente para permitir sua separacao por CLAE.

As caracteristicas estruturais que produzem esta diferenca de polaridade devem ser as
responsdveis pela resolucdo obtida na direcdo da difusdo nos espectros de DOSY-2D,
permitindo que as moléculas pudessem ser diferenciadas por seus coeficientes de difusdo, ou

seja, possibilitando a sua separacdo virtual dos componentes da fragao.

O fato de ser possivel diferenciar as substancias pelos seus coeficientes de difusdo
permite dizer que, embora as diferencgas estruturais sejam sutis elas proporcionam as quatros
substancias majoritdrias da fracdo possibilidade de diferentes interacdes moleculares e
propriedades de agregacdo como consequéncias das diferencas de polaridade, preferéncias
conformacionais, ligacdo de hidrogénio, etc.. Todos esses fatores contribuiram com o sucesso

da andlise por DOSY-2D.
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4.1.2 Verificacao qualitativa da confiabilidade da aplicacio da
técnica DOSY-2D na identificacio dos componentes
majoritarios da fracao BSAcOEt

A fim de verificar qualitativamente a atribuicao se sinais derivada do espectro DOSY-
2D para os componentes majoritirios da fracdo foi realizada a separacdo da mistura,
utilizando técnicas de separagdo (cromatografia em coluna de Sephadex LH-20®,
cromatografia em camada delgada, CLAE-UV semipreparativa). Os principais componentes
da fracdo (1 a 4), com tempos de retengdo em CLAE-UV, respectivamente, iguais a 26,3;
26,9; 33,9 e 32,9 min, foram isolados e submetidos a andlise por espectrometria de massa

(EM-ESI) e por outras técnicas de RMN (lH, 13 C, HMQC, HMBC, etc.).

Os espectros de massa obtidos mostraram que os componentes de 1-4 possuem ions
moleculares m/z, respectivamente, iguais a 463,0871 (£ 1,2 ppm), 463,0872 (= 1,1 ppm),
447,0937 (+ 2,2 ppm) e 433,0766 (+ 1,1 ppm), respectivamente. Note que o penultimo valor é
a massa do composto 3 desprotonado. Os dados obtidos a partir das andlises por RMN-1D de
'H, de "C{'H} e de "°C (DEPT 135°) e por RMN-2D (HMQC 'H-"°C ¢ HMBC 'H-"°C) sio
mostrados nas Tabela 9 e os espectros estdo anexos no final do presente trabalho.

A comparagdo destes dados com os obtidos na literatura [175.176.177]

confirmou que os
quatro principais componentes da fragdo acetato de etila do extrato etandlico das partes aéreas
de B. sulphurea sao os flavonéides glicosilados: quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo (1),
quercetina-3-O-B-D-glucopiranosideo (2), quercetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (3) e

quercetina-3-O-o-L-arabinofuranosideo (4), Figura 23 !'7>176:1771

(1) () @) (4)

Figura 23.  Estruturas dos compostos majoritarios de BSAcOEt.

Tabela9.  Dados espectroscopicos dos compostos 1 a 4.

Composto Técnica Condic¢oes
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Experimentais
1 RMN de 125 MHz, 156.5; 133.7; 177.6; 161.1; 98.8; 164.2; 93.7; 156.4;

Bc{'H) DMSO-dg 104.0; 121.3; 116.1; 144.8; 148.4; 115.3; 122.0; 102.0

80) (C-17); 71.3 (C-27"); 73.2 (C-3""); 67.9 (C-4’"); 75.9
(C-5""); 60.2 (C-6"").

RMN de 500 MHz, 6.20, sl (H-6); 6.40, sl (H-8); 7.53, d (J=1.6Hz, H-2");
'H DMSO-dg 6.81, d (J=8.5Hz, H-5"); 7.66, dd (J=1.6 and 8.5Hz,
(8w H-6"); 5.37, d (J=7.6Hz, H-1""); 3.57, ¢l (8.7Hz, H-

27%); 3.36, s (H-3""); 3.65, dl (J=1.5Hz, H-4"’); 3.32
(H-5"’); 3.37 (H-6""); 12.62, 5 (5-OH)
DOSY-2D 500 MHz, D= 1,20 X10™"°, m’.s™
DMSO-d,

EM-ESI 463.0871 (x 1.2 ppm)

2 RMN de 125 MHz, 156.4; 133.3; 177.5; 161.3; 98.7; 164.2; 93.6; 156.3;

Bc{'H} DMSO-d6 104.1; 121.3; 116.3; 144.8; 148.5; 115.3; 121.6; 101.0
8) (C-17%); 74.2 (C-277); 76.6 (C-3"); 70.0 (C-4"*); 77.5

(C-5");61.0 (C-67).

RMN de 500 MHz, 6.20, sl (H-6); 6.41, sl (H-8); 7.56, d (J=2.1Hz, H-2’);
'H DMSO-d6 6.84, d (J=8.5Hz, H-5"); 7.57, dd (J=2.1 and 8.5Hz,
&) H-6"); 5.45, d (J=7.15Hz, H-1""); 3.23, m (H-2"");

3.23, m (H-3"’); 3.08, m (H-4""); 3.32 dl, (J=11.4Hz,
H-5""); 3.57 dl, (J=11.4Hz, H-6""); 12.63, 5 (5-OH)
DOSY-2D 500 MHz, D=1,23X10"", m*s!
DMSO-d6
EM-ESI 463.0872 (+ 1.1 ppm
RMN de 125 MHz, 157.0; 134.8; 178.2; 161.4; 99.2; 164.4; 94.3; 157.9;
3 13C{1H} DMSO-d6 104.6; 121.3; 116.1; 145.4; 148.7; 116.2; 121.8; 102.1
(8¢) (C-1"%); 70.7 (C-27); 71.1 (C-37"); 71.5 (C-4""); 70.4
(C-5); 17.9 (C-67).

RMN de 500 MHz, 6.20, d (J=2.0Hz, H-6); 6.41,d (J=2.0Hz, H-8); 7.48,
'H DMSO0-d6 sl (H-2); 6.87, d (J=8.4Hz, H-5"); 7.25, dl (J=8.4Hz,
(&n) H-6"); 5.24, sl (H-1""); 0.81, d (J=6.15Hz, H-6"");

12.62, s (5-OH)
DOSY-2D 500 MHz, D=1,29 X10-10, m2.s-1
DMSO-d6
EM-ESI 447.0937 (£ 2.2 ppm)
RMN de 75 MHz, 157.4; 133.8; 178.0; 161.3; 99.1; 164.5; 94.1; 156.8;
4 Bc{'H) DMSO-d6 104.3; 121.4; 115.8; 145.3; 148.7; 115.9; 122.2; 108.2
(8¢) (C-17); 82.3 (C-27); 77.2 (C-3""); 86.6 (C-4’"); 60.9
(C-57)

RMN de 400 MHz, 6.11, d (J=1.5Hz, H-6); 6.31, d (J=1.5Hz, H-8); 7.48,
'H DMSO-d6 d (J=2.0Hz, H-2"); 6.84, d (J=8.5Hz, H-5%); 7.53, dd
(&n) (J=2.0 and 8.5Hz, H-6"); 5.57, sl (H-1); 4.16, dd

(J=0.8 and 3.1Hz, H-2""); 3.71, m (H-3""); 3.55, m (H-
4°);3.33,dd (J=3.9 and 12.0, H-5a"); 3.28, dd (J=5.0
and 12.0, H-5b")

DOSY-2D 500 MHz, D= 1,35 X10-10, m2.s-1

DMSO-d6
EM-ESI 433.0766 (x 1.1 ppm)
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4.2 Melhoramento de espectros de RMN de “C{'H} por
SVD

4.2.1 Tratamento integral do espectro e RMN de “"C{'H} da Fracao
DF com o método de seccionamento e SVD.

O espectro de RMN de "“C{'H} da Fracdo DF (Figura 24) foi obtido com um
experimento com 16384 varreduras (11h e 46 min), largura espectral (sw) igual a 250.029
ppm, com a metade da largura (sw/2) fixada em 126ppm, FID com 32768 pontos e 8192
pontos no dominio da frequéncia. Observa-se neste espectro que a S/R da regido entre 100 e

180 ppm € bastante baixa, o que dificulta a identificagdo dos sinais nesta regido.
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Figura 24. Espectro original de RMN de *C{'H} (125 MHz) da Fracio DF em CDCl; obtido

com 8192 pontos no dominio da frequéncia apds 16384 varreduras (11h e 46min).

Como o aumento de varreduras para aumentar a relacdo S/R tornaria o experimento
muito longo e, portanto, impraticdvel, optou-se por tratar integralmente este espectro com o
método de seccionamento e filtragem de sinal por SVD, dividindo em trinta e duas seccoes,
sendo vinte e oito sec¢des com sinais das substincias presentes, duas com sinais referentes ao
solvente e TMS e duas apenas com ruido, que foram tratadas para minimizar os defeitos

causados pela sobreposicao de secgdes.

Verificou-se a aplicabilidade do método em cada uma delas, o qual teve em sua

maioria valor de k=1. Por acreditar que, no momento, a apresentagdo dos “gaps” (degraus)
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obtidos em todas as seccdes ndo seja necessdria, seis exemplos podem ser observados na
Figura 25. Nota-se que algumas janelas ndo apresentaram “gap” visivel e estdvel, como no
caso da seccdo 24, que apds a andlise dos nimeros de sinais e o deslocamento do sinal nela

contido, foi desconsiderada.
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Figura 25. Verificagdo da estabilidade de gap nas sec¢des escolhidas do espectro de RMN de

BC{'H} (125 MHz) da Fracio DF em CDCl; obtido com 8192 pontos no dominio
da frequéncia ap6s 16384 varreduras (11h e 46min).

Para cada seccdo foi obtido o FID “Parcial” através da aplicacdo de transformada de
Fourier inversa. Os dados correspondentes foram submetidos ao processo de reducio de ruido
por SVD com auxilio do programa Matlab 7/04®. Os FIDs filtrados foram submetidos a uma
funcdo de janela (exponencial ou gaussiana, de acordo com as caracteristicas da seccdo
tratada), seguida pela FFT e combinados linearmente, formando o espectro final filtrado
(Figura 26).
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Figura 26. Espectro de RMN de BC{'H} da Fracao DF tratado pelo método de
seccionamento e filtragem de sinal.

A comparagio entre o espectro de RMN de "°C da Fragdo DF tratado com o método
de seccionamento e filtragem de sinal (Figuras 26), ou seja, ‘espectro filtrado’, e o espectro
original (Figuras 24) mostra que o processo proporciona um aumento significativo da relagcao
S/R de um espectro de RMN. Assim, o espectro filtrado foi analisado juntamente com os
espectros de RMN de "He de BC (DEPT 135°), conforme os dados listados na Tabela 10. A

781 hossibilitou identificar duas das substincias

comparacao destes dados com os da literatura
presentes na Fracao DF, os alcaldides: dicentrinona (§) e (-)-duguetina -N-6xido (6), Figura

27.

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Resultados e Discussdo 67

OCH;,

OCHj
) (6)
Figura 27. Estruturas dos alcaléides: dicentrinona (5) e (-)-duguetina [-N-6xido (6),

componentes da fracio A.

Tabela 10. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e *C{'H} (125 MHz) de 5 ¢ 6 em CDCI3

Composto ppm
5 S¢ 152,2; 107,5; 122,2; 147,6; 102,6; 136,2; 124,3; 142,9; 143,7; 180,4;
125,0; 109,1; 149,4; 154,1; 108,8; 127,7 55,6; 55,7; 102,7
Sy 6,14, s; 7,54 d (J= 5,2Hz); 8,48 d (J= 5,2Hz); 7,58, s; 7,59, s; 3,74, s;
3,81,s;6,14 s
6 S¢ 149,9; 149,0; 146,4; 143,6; 122,8; 119,9; 116,6; 116,1; 110,3; 108,0;
106,4; 101,9; 76,7; 68,0; 64,7; 56,2; 56.1; 48,7; 26,7
Sy 6,65, s; 7,53, s; 7.45, s; 6,11, d (J=1,2Hz); 6,28, d (J=1,2Hz); 5,45, d

(J=12,2Hz); 3,84, s; 3,90, s; 4,83, d (J=12,2Hz); 3,37 dd (J=12,0 e 6,0Hz);
3,41 dd (J=12,0 e 6,0 Hz); 3,56 dd (J=10,0 e 6,0Hz); 3,60 dd (J=10,0 ¢ 6,0
Hz)

O processo deste tratamento, no entanto, deve ser automatizado para viabilizar sua
aplicagdo em andlise de rotina, tornando-o menos trabalhoso. Apesar disto, ele pode ser
bastante util se aplicado de maneira parcial, ou seja, realizado em determinadas sec¢des do
espectro, onde a relagdo S/R é bem inferior do que a apresentada na maioria das seccoes, €
quando o nimero de varreduras realizados na aquisi¢do de espectros for superior a 16k (12

horas de maquina, aproximadamente).

4.2.2 Tratamento integral do espectro e RMN de “C{'H} do
composto 7 com o método de seccionamento e filtragem de
sinal.

Para identificar o composto 7 foram realizados experimentos de RMN-1D de 'H,

13C{ 1H} e °C (DEPT 135°). O espectro RMN-1D de 13C{ 1H}, apresentado na Figura 28, foi
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obtido com 16384 varreduras e FID com 4096 pontos. Como todo o espectro apresentou uma
baixa relacdo S/R, decidiu-se trati-lo integralmente com o método de seccionamento e

limpeza do sinal.
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Figura 28. Espectro original de RMN de *C{'H} (75 MHz) do composto 7 em Metanol-d,.

O referido espectro foi dividido em trinta sec¢gdes. O tratamento de limpeza de sinal
foi efetuado nas sec¢des que apresentavam um singleto. A seccao entre 48,5 a 50,5 ppm nado
foi tratada por apresentar apenas sinais referentes ao solvente. A Figura 29 apresenta o

espectro resultante deste tratamento.
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Figura 29. Espectro de RMN de "“C{'H} do composto 7 tratado pelo método de
seccionamento e limpeza de sinal.
Assim, apOs a andlise dos dados de RMN de 13C{IH} e DEPT 135° ¢ de 'H
apresentados na Tabela 11, os dados de J-resolved, HMQC e HMBC e a comparacao destes

[179,180]

com os da literatura , 0 composto 7 pdde ser identificado como sendo o poliacetileno 2-

O-B-glicopiranosil-trideca-3(E),1 1(E)-dien-5,7,9-triin-1,13-diol (Figura 30).

Vale salientar que este poliacetileno € do tipo eno-triino-eno, um tipo pouco comum
no género Bidens, sendo os mais comuns os Cl3-acetilenos dos tipos eno-tetraino-eno,
fenilacetileno, eno-diino-trieno e eno-diino-dieno U8 Algm disto, esta substincia foi relatada
trés vezes na literatura, tendo sido encontrada nas espécies B. campylotheca e B. bipinnata,

< £ . [163,179,180
além da espécie B. gardnerz[ /.
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HO OH
HO
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2-0O-B-glicopiranosil-trideca-3(E),11(E)-dieno-5,7,9-triino-1,13-diol (7)
Figura 30.  Estrutura do composto 7.

Tabela 11. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e 13C{ 1H} (75 MHz) do composto 7 em
Metanol-d4, incluindo dados de padrdo de acoplamento (p.a.) e J obtidos do experimento J-
resolved, multiplicidade de C (multi.) obtida do experimento DEPT 135° e dados da literatura
de RMN de 'H (400 MHz) e °C{'H} (100 MHz) em DMSO-d6 """,

2-0-p-D-glicopiranosil-trideca-3(E),11(E) -dien-

Hc Composto 7 5,7,9-triin-1,2,13-triol ')
Sy p.a.[J(Hz)"] 3" 3¢ p.a.[J(Hz)"] (60"
(multi.*)

1 3,56 ¢ 3,52 [dd, 5,5e 11,8] e [dd, 6,0 e 11,8] 64,8(1) 3,45¢ 3,55 [m] e [m] 63,7
2 4,30 [dddd, 1,8,5,2,5,5 ¢ 6,0] 81,6(d) 4,37 [m] 78,7
3 6,38 [dd, 5,2 e 16,1] 148,1(d) 6,54 [dd, 4,6 e 15,8] 148,8
4 591 [ddd, 0,7, 1,8 e 16,1] 110,6(d) 6,23 [dd, 2,0 e 15,8] 108,7
5 - - 78,1(s) - - 76,8
6 - - 66,4(s) - - 65,5
7 - - 75.1(s) - - 74,5
8 - - 74,6(s) - - 73,3
9 - - 66,7(s) - - 65,7
10 - - 78.,4(s) - - 78,5
11 5,80 [dtd, 0,7,2,3 € 16,0] 107,8(d) 5,92 [dd,J=2,5¢15,8] 105,1
12 6,46 [dt, 4,5 € 16,0] 150,4(d) 6,68 [dd,J=3,5¢e15,8] 152,1
13 4,10 [dd, 2,3 € 4,5] 62,6(1) 4,10 [m] 60,8
1’ 4,35 d, 7,71 104,1(d) 4,18 [d, J=28,0] 101,3
2’ 3,16 [dd, 7,7 e 8,8] 75,3(d) 3,07 [t, J=8,0] 73,4
3’ 3,30 [z, 8,8] 77.9(d) 3,20 [t, J=8,0] 76,6
4 3,26 [z, 8,8] 71,5(d) 3,10 [m] 70,5
5 3,18 [m] 78,0(d) 3,13 [m] 779
6 3,60 €3,75 [dd, 5,4e11,9] e[dd, 2,3¢e11,9] 62,6(1) 3,50e 3,71 [m] e [m] 61,0
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4.2.3 Tratamento parcial do espectro e RMN de Bc{'H} do
composto 8 com o método de seccionamento e filtragem de
sinal.

Os processos de seccionamento e filtragem do sinal de um espectro de RMN
integralmente, dependendo do nimero de sinais presentes no espectro e das distncias entre
estes sinais, podem ser considerados como uma tarefa um tanto drdua. Entretanto, esta tarefa
pode ser facilitada se o processo for realizado de modo parcial, ou seja, apenas sobre parte

destes sinais.

Isto € possivel, pois, devido a diferencas de constantes de relaxacdo dos diferentes
tipos de carbonos da amostra, os espectros sempre apresentardo sinais bastante intensos que

ndo precisam ser tratados e sinais passiveis de tratamento por apresentar baixa intensidade.

Para aplicar o método de seccionamento e limpeza do sinal parcialmente, € necessario
que se tenha relativa certeza de que os sinais pouco intensos se referem a nicleos da mesma
molécula que os sinais mais intensos, além de ter a certeza de que esses sinais ndo sdo ruidos,
de modo a ndo criar “artefatos” de processamento o que conduziria a uma interpretacao
erronea dos dados. Para tanto, se faz necessdario o acompanhamento da evolucao da relacdo
S/R em funcdo do nimero de varreduras (ou tempo de experimento), observando, inclusive, o

aumento ou nao do nimero de sinais.

Se o nimero de supostos sinais se mantém constante com o aumento de varreduras o

espectro poderd ser tratado parcialmente com o método de seccionamento e limpeza do sinal.

Logo, para o composto 8, foram realizados quatro experimentos de RMN de Bc{'H},
com 128, 512, 2048 e 8192 varreduras, respectivamente, com 15 min; 56 min; 2h € 22 min e 9
h de duragdo. Todos eles com largura espectral (sw) igual a 250,069 ppm, com sw/2 fixada
em 109,2 ppm, FID com 65536 pontos e 8192 pontos no dominio da frequéncia (SI).
Observou-se, entdo, a evolugdo da relagdo S/R com o aumento de varreduras e o aumento ou

ndo do nimero de sinais nos espectros.
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Figura 31.  Espectro original de RMN de "C{'H} (125 MHz) do composto 8 em DMSO-ds.

Notou-se que o espectro obtido com 8192 varreduras (Figura 31) ja apresentava todos
os sinais da amostra apesar de sua baixa resolu¢@o. Entretanto, os sinais em 164,2 ppm e
162,9 ppm ainda ndo estavam bem definidos, sendo, portanto, escolhidos para a execugdo do

seccionamento e limpeza parcial do espectro.

Ap6s a separagdo das secgOes escolhidas, a construcdo de suas matrizes hermitianas e
a diagonalizag@o das mesmas, verificou-se a aplicabilidade do método através da estabilidade

de “gap” observada no gréfico dos valores singulares (si) versus indices (7).

A Figura 32 mostra a evolugcdo dos “gaps” (degraus) para ambas as seccdes em
fun¢do do nimero de varreduras. Observa-se que em ambas as sec¢des o “gap”’(k) foi igual a
1 apenas nos experimentos com 8192 varreduras, portanto, os dados destes experimentos

foram os escolhidos para o tratamento por SVD.

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



72

Resultados e Discussdo

Seccao 1, 64 pontos, swp= 1,92 ppm Seccao 2, 64 pontos, swp= 1,92 ppm
comolp em 164,2 ppm (165,16 a 163,24 ppm): comolpem 162,9 ppm (161,94 a 163,86 ppm)
31 e 31 ——
—— ns=128; k indefinido ——ns=128; k indefinido
30.5 o —— ns=512; k=3 305} 5 ——ns=512; k=3 E
. —* ns=2048; k=4 —%— ns=2048; k=4
\ —*— ns =8192; k=1 K — & ns =8192; k=1
307 301 ’
& 29.5 29.5
29+ 291
g 7‘\\ =t 777%\\
28.5 e e 28.51 e Tww—% A
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28 1 1 1 I I I I I I 28 L L 1 1 1 1 I I I
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Figura 32. Degraus ou “gaps” observados nas seccdes selecionadas espectro de RMN de

BC{'H} do composto 8 em DMSO-d6 em fun¢ao do nimero de varreduras.

O efeito do tratamento por SVD nas secc¢des escolhidas pode ser observado na Figura
33. Nota-se que o tratamento aumentou consideravelmente a relacdo S/R nas duas seccoes,

confirmando a existéncia dos sinais em 164,22 e 162,88 ppm.

Seccao 1: antes do tratamento apos tratamento
T :
1.00 [
0.5 4
075 |
° 0.50 :
-0.5 0.25 :
0
165.0 164.5 164.0 163.5 ieso 164.5 164.0 163.5
Seccao 2: antes do tratamento apos tratamento
70 T
] 03 :
T 163“5 T 163“0 T 162“5 T 162“0 163.5 163.0 162.5 162.0
. ~ ~ 131
Figura 33. Aumento da relagdo S/R das seccdes 1 e 2 do espectro de RMN de "C{ H} do

composto 8 com o tratamento com SVD.
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Assim, apOs a andlise dos dados de RMN de 13C{IH} e DEPT 135° ¢ de 'H

apresentados na Tabela 12, os dados de HMQC e HMBC e a comparagao destes com os da

[182]

literatura" ", o composto 8 pdde ser identificado como sendo o flavonéide glicosilado 7-O-f3-

glicopiranosilapigenina (Figura 34).

HO
.0
HO 5
HO
3* HO 2 1

7-O-B-glicopiranosil-apigenina (8)

Figura 34.  Estruturas do composto 8.

Tabela 12. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e 13C{IH} (125MHz) do compostos 8 em DMSO-
de.

Dados e L
181,9; 164,2; 162.9; 161,3; 161,1; 156,9; 128,5; 121,0; 116,0; 105,3; 103,1; 99,9; 99,5; 94,8;

8¢ 77,1;76,4; 73,1; 69,6:.60,6
7,95, d (J=8,4Hz, 2H); 6.93, d (J=8 4Hz, 2H); 6,44, s (1H): 6,82, s| (1H); 6,86, sI (1H): 5,06, d
(J=7,2Hz, 1H)

Oy

3,27, m #, 3,45, d (J=8,4Hz, 1H); 3,48, m #, 3,18, d (J=7,6Hz, 1H); 3.29, m# (1H); 3,71, d
(J=10,3.Hz, 1H)

# sinais encobertos pelo sinal da 4gua do DMSO, atribuidos pelo HMBC e HMQC.
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4.2.4 Tratamento do espectro e RMN de 13C{'H} do composto 9.

Para a andlise do composto 9 foram realizados experimentos de RMN de 'H, de
BC{'H} e DEPT135°, além de experimentos de RMN-2D (COSY'H, 'H , HMQC e HMBC).
O espectro de RMN de B desacoplado foi obtido com diferentes niimeros de varreduras
(1024, 4092, 12888 e 16384). Nestes experimentos a largura espectral (sw), a sw/2, o nimero
de pontos do FID, bem como o nimero de pontos no dominio da frequéncia (SI) foram iguais
aos dos experimentos com o composto 8 e, a evolugao da relagdo S/R em fun¢do do nimero

de varreduras foi observada.

21 1 . .
A andlise dos espectros de RMN de H e de RMN-2D indicou que o composto 9,
provavelmente seria uma chalcona glicosilada, com a unidade de agucar acilada com acido p-
cumdrico. Para confirmar esta proposta seria necessario encontrar um sinal de carbono

quaterndrio proximo a 190 ppm, tipico de carbonila de chalconas.
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L
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Figura 35. Espectro de RMN de BC{'H} (125 MHz) original do composto 9 em DMSO-d¢

adquirido com 12888 varreduras.

Analisando esta regido nos espectros de RMN de ">C {'H}, observou-se nos espectros
obtidos com 12888 (Figura 35) e 16384 varreduras a existéncia de um pico em,
aproximadamente, 192,5 ppm, com intensidade baixa e insuficiente para considerd-lo como
sinal. Assim, resolveu-se tratar a regido entre 188,7 e 196,5 ppm por SVD, para melhorar a

relacdo S/R desta regido e confirmar ou ndo a existéncia deste sinal.

A aplicabilidade do tratamento foi analisada através do gréfico de si x i mostrado na
Figura 36. Observa-se que nos experimentos com 12888 e 16384 varreduras o “gap”
apresentou k=1, o que significa que os dados jd eram estdveis com 12888 varreduras. Os

dados deste experimento para cada secc¢do escolhida foram tratados por SVD, resultando num
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ganho de S/R na ordem de 100, como mostrado na Figura 37. Deste modo, a existéncia do

sinal em 192,6 ppm foi confirmada.

Cabe citar que as regides proximas de 95 ppm e 30 ppm do espectro de RMN de
13C{lH}, obtido com 12888 varreduras (Figura 37), também apresentaram supostos picos,
que depois da andlise de “gap”, por ndo apresentar estabilidade no valor de k, foram
descartados.

A comparagdo destes dados, juntamente com dados obtidos a partir dos demais

[183]

experimentos de RMN (Tabela 13), com dados da literatura indicou que o composto 9

tratava-se do flavonéide 4’-O-B-(6"-trans-p-cumaroil)-glicopiranosilocamina (Figura 38).

322 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
38k $ — —%— — 4052 transientes (~4h), k=2 -
4l — =k — - 12288 transientas (~12H), k=1 ]
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Figura 36. Evolugdo dos degraus em func¢do de varreduras, observados nas seccao selecionada

do espectro de RMN de Bc{'H} do composto 9 em DMSO-de.
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Figura37. Evolu¢do dos “gaps” em funcdo dos transientes, observados nas secgdes
selecionadas do espectro de RMN de Bc{'H} do composto 9 em DMSO-dg.

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Resultados e Discussdo 76

4'-0-B-(6"-trans-p-cumaroil)-glicopiranosil-ocanina (9)

Figura 38.  Estruturas do composto 9.

Tabela 13. Dados de RMN de 'H (500 MHz) e *C{'H} (125MHz) do composto 9 em DMSO-
ds

Dados ppm
N 192,6; 166,5; 159,8; 152,4; 150,3; 149,0; 145,6#; 145,3#; 145,5; 136,1; 130,4*; 126,1; 125,0;
C 123,6; 121,3; 117,4; 116,2*; 115,9; ;115,8*; 113,9; 106,5; 100,7; 75,7; 73,9; 73,1; 70,0; 63,3

7,81, d (J=9,2Hz, 1H); 7,75, d (J=15,1Hz, 1H); 7,70, d (J=15,7Hz, 1H); 7,63, d (J=8,0Hz, 2H);
7,60, d (J=15,1Hz, 1H); 7,33, s (1H); 7,27, d (J=8,0Hz, 1H); 6,89, d (J=8,0Hz, 1H); 6,81, d

S (J=9,3Hz, 1H); 6,79, d (J=8,0Hz, 2H); 6,50, d (J=15,7Hz, 1H); 5,09, d (J=6,4Hz, 1H); 4,47, dd
(J=11,5Hz, 1H); 4,29, dd (J=11,5Hz, 1H); 3,82, d (J=7,9Hz, 1H); 3,55, m #: 3,50, m #; 3,34, d
(J=8,9Hz, 1H);

# sinais encobertos pelo sinal da 4gua do DMSO, atribuidos pelo HMBC e HMQC. * referentes a dois carbonos

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Resultados e Discussdo 77

4.3 Elucidacao estrutural de poliacetilenos baseadas nas
constantes de acoplamento de longa distancia
heteronuclear Jcg

A fracdo acetato de etila do extrato etandlico de B. gardneri mostrou-se rica em

poliacetilenos. Apresentando além da substancia 7, outros dois poliacetilenos (compostos 10 e

11).

Geralmente, a andlise deste tipo de composto por RMN ¢ dificultada pela baixa
sensibilidade dos vdrios carbonos sp ndao hidrogenados presentes, pois este tipo de carbonos
possuem uma relaxacdo lenta, sendo necessdrio realizar experimentos com um tempo longo
entre pulsos. Além disso, enquanto os carbonos sp3 e sp2 apresentam valores de constantes de
acoplamento heteronuclear (IJC_H) respectivamente nas faixas: 115-125 Hz e 150-170 Hz, os

carbonos sp apresentam valores bem diferentes 250-270 Hz %/,

O acoplamento a duas ou trés ligagcoes (ZJC_H ou 3JC.H) envolvendo carbono sp3 também
¢ diferenciado. O valor das constantes de acoplamento geminal (*Jen) através de ligacdes-o
do sistema R-C=C-H (J=ccn) € proximo de 10 Hz e através da ligacdo tripla (Jc=cy) pode

variar de 40 a 65 Hz [*>134

No caso de acoplamento vicinal, 3JC_H (Jee=cu ou Je=cch) os valores sdo de 2 a 6Hz.
Estas diferencas de 1JC.H, 2JC_H ou 3JC_H dificultam a andlise destes compostos por RMN-2D,
sobretudo experimentos modulados pelo valor destas constantes, como HMQC, HMBC, etc.
1301 Como na literatura sdo relatados poucos estudos de acoplamento de sistemas envolvendo
carbonos sp, sobretudo em ligacdes triplas conjugadas com duplas ligacdes, hd necessidade de
estudar este sistema mais detalhadamente e determinar o valor destas constantes para

poliacetilenos, possibilitando a identificac@o destes.

4.3.1 Identificacio dos poliacetilenos 10 e 11, presentes na fracao
Acetato de etila de Bidens gardneri

Os compostos 10 e 11 sao substancias solidas e amorfas a temperatura ambiente,
apresentam cor branca amarelada e sdo soliveis em MeOH. Seu espectro de UV revelou
. . . L. , . .. 185
diversas bandas com A, € intensidades tipicas de um croméforo tipo eno-diino-eno [185]

Existem quatro possibilidades estruturais para este tipo de croméforo de acordo com a
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geometria das ligacdes duplas carbono-carbono, podendo ser: (cis)-eno-diino-(cis)-eno; (cis)-
eno-diino-(trans)-eno; (trans)-eno-diino-(cis)-eno e (trans)-eno-diino-(frans)-eno. As
estruturas dessas possibilidades estdo apresentadas na Figura 39.

R

{\ - /f «

Ry

s

H H

(cis)-eno-diino-(cis)-eno (trans)-eno-diino-(cis)-eno
(a) ()
R H H H
H‘gm trans /> Ry R_<\ trans trans />_ R,
H H H H
(cis)-eno-diino-(trans)-eno (trans)-eno-diino-(trans)-eno
(b) (d)

Figura 39.  Estruturas possiveis do croméforo eno-diino-eno.

Os experimentos de RMN (IH, J-resolved, HMBC, HSQC e/ou HMQC e G-BIRDg.x-
CPMG-HSQMBC) podem auxiliar na determinacdo da configuracdo assumida pelos

compostos 10 e 11.

4.3.1.1  Elucidacdo da estrutura do composto 10

O espectro de RMN 'H de 10 apresentou quatro sinais na regido de hidrogénios
olefinicos em: 6,39; 6,37; 5,83 e 5,66 ppm, com multiplicidades determinadas a partir do
experimento J-resolved, respectivamente, iguais a a’ta’,1 (J=5,1;5,1e 15,9 Hz), drt, J =0,7;
0,7; 4,9, 4,9; e 16,1 Hz); dtd’, (J =2,3; 2,3 e 158 Hz) e dt, (J = 2,3; 2,3 ¢ 16,1 Hz) (Tabela
14). Estes sinais apresentaram correlacdes no experimento de HSQC com os sinais de BCem
147.,4; 150,0; 109,1 e 109,8 ppm, respectivamente, indicando a presenca de duas ligacdes

duplas carbono-carbono do tipo trans.

O espectro de RMN de "°C apresentou outros dezesseis sinais, sendo quatro carbonos
quaterndrios (& 73,1; 75,0; 79,8 e 81,3), indicativos de duas ligagdes triplas carbono-carbono
conjugadas; nove carbonos carbindlicos (6 59,6; 62,7; 62,8; 71,7; 75,4; 77,8; 77,9; 78,2 e
104,0); e trés carbonos alifaticos (0 30,1; 35,4; e 38,2). Os espectros obtidos com os

1 d = dubleto; dd = duplo dubleto; df, = duplo tripleto; dtd = dubleto de triplo dubleto; df# = dubleto de triplo
tripleto; s = singleto; # = tripleto; 7 = triplo tripleto
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experimentos DEPT135° e HSQC? mostraram que o composto 10 possui em sua estrutura: um
grupo referente a B-D-glicopiranosila, dois grupos -CH,OR ou —-CH,0OH, um grupo -CHOR
ou —CHOH-, e trés grupos —CH,—.

Os experimentos de HMBC’ realizados foram modulados pelo valor de 145 Hz para
const] ("Jen) e 8 e 4 Hz para const2 (*Jey ou “Je). Os espectros gerados a partir destes

experimentos mostraram poucas correlagdes, sendo elas:
v 8u4,15 (-CH,OH)— 8¢ 147,4 (=CH-);
V' 813,83 (-CHOR)—3¢ 150,0(=CH-);
v' 834,35 (-CHOH, anomérico)—d¢ 75,4 (-CHOH, C-2’ do agticar); e
v’ 813,42 (-CHOH, C-5’ do agticar)—d¢ 62,7 (-CH,0OH, C-6’ do agucar).

A presenca de uma correlagdo no Mapa de contorno gerado a partir do experimento
NOESY ('H-'H) entre o H-anomérico do grupo glicopiranosila (8 4,35) e o sinal em 8y 3,83
e da correlacdo no espectro de HSQC deste com o carbono em d¢ 78,2 indicaram que o actcar
se liga a aglicona no —CH carbindlico. Estas afirma¢des juntamente com as correlagdes
observadas no experimento TOCSY-2D e J-resolved indicam que o composto 10 € o 3-O-f-

D-glicopiranosil-tetradeca-6(E),12(E)-dien-8,10-diin-1,14-diol (Figura 40).

3-O-B-glicopiranosil-tetradeca-6(E),12(E)-dieno-8,10-diino-1,14-diol (10)

Figura 40. Estrutura do composto 10.

2 DEPTI135° = ‘Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer’; HSQC = ‘Heteronuclear Single-Quantum
Correlation’
3 HMBC = ‘Heteronuclear Multiple-Bond Correlation’
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4.3.1.2  Experimento G-BIRDR-X-CPMG-HSQOMBC

O experimento G-BIRDg x-CPMG-HSQMBC °* foi realizado para o composto 10, se
FID foi adquirido com 4096 pontos de dados em F2, 1024 incrementos para F1 com 32
varreduras por incremento e largura espectral (sw) F2 x F1 de 4496 x 22638 Hz, com rf

fixado em 1850,5 (3,7 ppm em F2) e 12 450,02 Hz (99,0 ppm em F1), respectivamente.

Ap6s processamento foi obtido o espectro mostrado Figura 41, com 16384 pontos em
F2 e 1024 pontos em Fl. Em ambas as dimensdes o FID foi preenchido com zeros. O
decaimento em F2 ndo foi submetido a nenhum método de apodizacdo enquanto o decaimento

em F1 foi apodizado por multiplicacdo de uma fun¢do cosseno com LB=0,30 Hz.

A razio de gradiente para G-BIRDg x-CPMG-HSQMBC ¥ foram G1 : G2 : G3 : G4
foi 5:3:4:1. O intervalo de tempo para a transferéncia de polarizacdo a longa distancia foi

definida a ~31 ms.

Os intervalos de tempos A foram ajustados para 200 ps. O pulso trim foi ajustado em

1.2 ms de duragao.

23 . . . . . L1
Os valores de “"Jcy foram determinados a partir de medidas diretas e posterior andlise

de montagem manual de picos.

Os experimentos de RMN 1D e os experimentos de correlacdo heteronuclear (HSQC e
HMBC) foram suficientes para atribuir os sinais referentes aos carbonos sp’ e sp’ presentes na
estrutura do composto 10. Os sinais dos carbonos sp, no entanto, ndo apresentaram nenhuma
correlacdo a longa distincia nos experimentos HMBC e, obviamente, nenhuma correlagdo a
uma ligacdo no experimento HSQC. Deste modo, a atribui¢do dos valores de deslocamentos
dos carbonos de C-8 a C-11 do composto 10 foi realizada com base na comparagdo com o0s
dados da literatura do composto 7 e nas correlacdes observadas no mapa de contorno do

experimento G-BIRDr xCPMG-HSQMBC (Figura 41).
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Figura41l. Mapa de contorno do G-BIRDr xCPMG-HSQMBC para o composto 10.

As correlacdes de interesse seriam as referentes aos carbonos em 79,8; 73,1; 75,0 e
81,3 ppm (C-8 a C-11). No entanto no mapa de contorno apresentado na Figura 41 nao
observadas correlacdes com os carbonos em 73,1 e 75,0 ppm, mas sdo observadas para os
carbonos em 79,8 e 81,3 ppm. Assim, foram extraidos espectros 1D deste mapa, nas linhas

referentes aos sinais em questdo (Figuras 42 e 43).
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Ampliacdes de seccdoes do espectro 1D gerado a partir das correlagdes para o
carbono em 79,8 ppm observadas no mapa de contorno do experimento G-BIRDg-
xCPMG-HSQMBC para o composto 10.
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Figura 43. Ampliagdes de seccdes do espectro 1D gerado a partir das correlagdes para o

carbono em 81,3 ppm observadas no mapa de contorno do experimento G-BIRDg.
xCPMG-HSQMBC para o composto 10.
A existéncia das correlagdes do 6c em 79,8 ppm com H-5 (2,33 ppm), H-6 (6,37 ppm)
e H-7 (5,66 ppm) e das correlagdes do ¢ em 81,3 ppm) com H-14 (4,15 ppm), H-13 (6,39
ppm) e H-12 (5,66 ppm), permitem afirmar que os valores dos deslocamento quimicos de C-8

e C-11 sdo 79,8 ppm e 81,3 ppm, respectivamente.

A baixa resolucdo do mapa de contorno ndo permitiu a determinacdo precisa dos
valores das constantes de acoplamento heteronuclear. Os valores aproximados determinados

de 3Jc_g,H_6 € 3Jc_11,H_14 foram por volta de 80 Hz, o que corrobora com a atribuicdo feita
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anteriormente para os carbonos C-8 e C-11. Logo a tabela de atribuicdo de sinais de RMN do

composto 10 pode ser elaborada (Tabela 14).

Tabela 14. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e 13C{IH} (75 MHz) do composto 10 em
Metanol-d4, incluindo dados de padrdo de acoplamento (p.a.) e J obtidos do experimento J-
resolved, COSY e/ou TOCSY, multiplicidade de C (multi.) obtida do experimento DEPT
135°, HSQC, HMBC e/ou G-BIRDg.xCPMG-HSQMBC e dados da literatura de RMN de 'H
do composto 7 (400 MHz) e *C{'H} (100 MHz) em DMSO-d¢ """ .

2-0-p-D-glicopiranosil-trideca-
3(E),11(E)-dien-5,7,9-triin-1,2,13-

H/C Composto 10 triol 179
(composto 7)
S [p-a., J(Hz)] dc 8 [p-a., J(Hz)] (GO}
(multi.*)

1 3,63 [dt, 16,0; 8,7 € 8,7]; 3,75 [dr, 16,0; 8,7 € 8,7] 59,6(t) 3,45 [m]; 3,55 [m] 63,7
2 1,76 [dt, 10,7; 8,7 € 8,7] 38,2(1) 4,37 [m] 78,7
3 3,83 [#, 10,7; 10,7; 6,8 € 6,8] 78,2(d) 6,54 [dd, 4,6 ¢ 15,8] 148.,8
4 1,66 [tdd, 8,5; 8,5; 6,8 ¢ 0,7] 35,4(t) 6,23 [dd, 2,0 e 15,8] 108,7
5 2,30 [tdd, 8.,5;8,5;4,9 ¢ 2,3] 30,1(t) - 76,8
6 6,37 [dtt, 16,1;4,9;4,9;0,7 ¢ 0,7] 150,0(d) - 65,5
7 5,66 [dt, 16,1; 2.3 e 2,3] 109,8(d) - 74,5
8 - 79,8(s) - 73,3
9 - 73,1(s) - 65,7
10 - 75,0(s) - 78,5
11 - 81,3(s) 5,92 [dd,J=2,5¢15,8] 105,1
12 5,83 [dt, 15,8; 2,3 ¢ 2,3] 109,1(d) 6,68 [dd,J=3,5¢ 15,8] 152,1
13 6,39 [dtd, 15,8; 5,1 e 5,1] 147.,4(d) 4,10 [m] 60,8
14 4,15 [dd, 2,3 e 5,1] 62,8 (1)
r 4,35 [d, 8.4] 104,0(d) 4,18 [d, J=8,0] 101,3
2’ 3,16 [dd, 8,4 € 8,9] 75,4(d) 3,07 [, J = 8,0] 73,4
3 3,33 [dd, 8,8 € 8,9] 77,8(d) 3,20 [z, J = 8,0] 76,6
4 3,27 [dd, 8,8 € 9.0] 71,7(d) 3,10 [m] 70,5
5 3,42 [ddd, 2,3; 5,5 € 9.0] 77.9(d) 3,13 [m] 77,9
6’ 3,60 [dd, 5,5¢€ 11,9]; 3,75 [dd, 2,3 ¢ 11,9] 62,7(t) 3,50 [m] 3,71 [m] 61,0

4.3.1.3  Elucidacdo da estrutura do composto 11

Para o composto 11 foram feitos os mesmos experimentos de RMN realizados para o
composto 10, exceto o experimento G-BIRDrxCPMG-HSQMBC. A andlise destes
experimentos gerou os dados constantes na Tabela 15, onde se pode observar que os
compostos 10 e 11 apresentam o mesmo esqueleto carbonico: o tetradeca-6(E),12(E)-dien-
8,10-diino, diferenciando pela presenca de uma carbonila em d¢ 210,5, auséncia do sinais em

Oy 3,83 / d¢ 78,2 referentes a um grupo —CHOR, aumento dos deslocamentos quimicos dos
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carbonos C-1, C-2 e C-4 e dos respectivos hidrogénios, bem como a mudanga do padrdo de
acoplamento de H-2, H-4, H-5, H-6 e H-7. Estas diferencas indicam que o composto 11 € o 1-
O-B-D-glicopiranosil- 1,14-di-hidroxi-tetradeca - 6(E),12(E)-dien-8,10-diin-3-ona (Figura
44).

HO
1-O-b-glicopiranosil-14-hidroxi-tetradeca-6(E),12(E)-dieno-8,10-diino-3-ona (11)
Figura 44.  Estrutura do composto 11.

Tabela 15. Dados de RMN de 'H (300 MHz) e "C{IH} (75 MHz) do composto 11 em
Metanol-d4, incluindo dados de padrao de acoplamento (p.a.) e J obtidos dos experimento J-
resolved, COSY e/ou TOCSY, multiplicidade de C (multi.) obtida do experimentos DEPT
135°, HMQC e ou HMBC e a comparacao com dados para o composto 10.

H/C Composto 10 Composto 11

3i'p.a., J(H2)"| 8¢” (multi.®)  8yp.a., J(Hz)"| 8" (multi.*)
1 3,63 [dt, 16,0; 8,7 ¢ 8,7] 59,6(t) 4,12 [d1, 6,3; 6,3 ¢ 10,8] 65,9(1)

3.75 [dr. 16.0: 8.7 e 8.71 3.83 [dt. 6.3: 6.3 ¢ 10.81
2 1,76 [dr, 10,7; 8,7 ¢ 8,7] 38,2(1) 2,751, 6,3] 43,8(t)
3 3,83 [1, 10,7; 10,7, 6,8 ¢ 6,8]  78,2(d) - 210,5(s)
4 1,66 [tdd, 8,5;8,5;6,8¢0,7]  354(1) 2,67 [td, 2,1;6,9 ¢ 6,9] 42.3(1)
5 2,30 [1dd, 8,5, 8,5;49¢2,3]  30,1(2) 2,39 [¢d, 2,0;6,9;6,9 ¢ 6,9] 27,9(1)
6 6,37 [drt, 16,1;4,9:49;0,7¢  150,0(d) 6,29 [dtd, 2,1, 6,9 e 15,5] 148,2(d)
7 5,66 [dt, 16,1;2,3 ¢ 2,3] 109,8(d) 5,64 [dd, 2,0, e 15,5] 110,4(d)
8 - 79,8 (s) - 80,0 (s)
9 - 73,1 (s) - 73,5(s)
10 - 75,0 (s) - 74.8(s)
11 - 81,3(s) - 80,8 (s)
12 5,83 [d1, 15,8;2,3 ¢ 2,3] 109,1(d) 5,83 [dr, 1,8; 1,8 ¢ 15,2] 109,0(d)
13 6,39 [dtd, 15,8; 5,1 e 5,1] 147,4(d) 6,37 [dtd, 4,7, 4,7 ¢ 15,2] 147,6(d)
14 4,15 [dd, 2,3 e 5,1] 62,8 (1) 4,13 [dd, 1,8 e 4,7] 62,87(t)
I 4,35 [d, 8.4] 104,0(d) 4,25 [d, 8,0] 104,6(d)
2 3,16 [dd, 8,4 ¢ 8,9] 75,4(d) 3,13 [dd, 8,0 ¢ 8,8] 75,0(d)
3 3,33 [dd, 8,8 ¢ 8,9] 77,8(d) 3,321, 8,8 ¢ 8,8] 78,0(d)
4 3,27 [dd, 8,8 ¢ 9.0] 71,7(d) 3,24 [dd, 7,8 ¢ 8,8] 71,7(d)
5 3,42 [ddd, 2,3;5,5 ¢ 9.0] 77,9(d) 3,26 [dd, 2,0;5,8 ¢ 7,8] 78,1(d)
6’ 3,60 [dd, 5,5 11,9] 62,7(1) 3,65 [dd, 5,8 ¢ 11,8] 62.,8(t)

3.751dd. 23¢11.9] 3.86 [dd. 2.0 11.8]
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Com a finalidade de buscar estratégias de aumento da eficiéncia da andlise de produtos
naturais por RMN, visando a redu¢do de tempo e custo de andlise. Para tanto, foram feitas trés
abordagens distintas. Na primeira abordagem estudou-se a viabilidade da aplicacdo de DOSY-
2D na andlise de extatos vegetais. Na segunda abordagem, foi avaliado o efeito do tratamento
por SVD do sinal de RMN de BC de amostras diluidas, com o intuito de aumentar a
sensibilidade da técnica. Finalmente, na terceira abordagem foi estudado o papel da constante
de acoplamento hetero nuclear nJCH na elucidacdo de poliacetilenos com vérios carbonos ndao

hidrogenados.

A técnica de RMN DOSY-2D teve um papel importante na identificagdo dos
componentes da fracdo acetato de etila do extrato etandlico das partes aéreas de Bidens

sulphurea.

Geralmente, um espectro DOSY ndo apresenta uma resolu¢do na dimensdo dos
deslocamentos quimicos, suficiente para permitir a atribuicao da multiplicidade e constante de
acoplamento dos sinais dos prétons dos carbonos anoméricos, impossibilitando a
determinacdo da configuracdo das unidades de acucar. Assim, foi necessdria a separacdo

fisica dos componentes.

Apesar disso, pode-se dizer que a técnica DOSY-2D mostrou-se como uma importante
ferramenta na andlise preliminar da fracdo estudada, pois além de fornecer o nimero de
componentes presentes em concentracdes detectdveis, como a técnica de cromatografia,
forneceu, também, informacdes estruturais, como o tipo dos esqueletos carbdnicos. Isso
permite dizer que esta técnica pode ser utilizada na andlise rdpida de produtos naturais,
extratos, pois € capaz de identificar as substancias em mistura com relativa rapidez e precisao,
mesmo quando as substancias s@o muito semelhantes, como o0s quatro compostos

apresentados neste trabalho.

Com o uso da técnica DOSY, o quimico de produtos naturais pode identificar
compostos em mistura, usando dos métodos de separacdo somente quando for estritamente

necessario ou conveniente.

O tratamento por SVD foi realizado no sinal secionado, através do procedimento
proposto por Kunikeev e Taylor e foi seguido por uma transformada de Fourier inversa. O
método mostrou ser bastante promissor como meio de racionalizagdo do tempo de mdquina

gasto na andlise de amostras diluidas, pois promove um ganho de sensibilidade de RMN de

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Conclusoes 87

1 . . 2 ~
3C bastante expressivo, ou seja, os espectros tratados com o método apresentam uma relacio
S/R bem superior aos espectros processados apenas com os recursos disponiveis nos

programas de processamento de sinal de RMN.

Além disso, para se obter um ganho de S/R equivalente ao promovido pela aplicacdo
do SVD através do aumento de transientes seria necessdrio um tempo muito longo, o que

tornaria o experimento impraticavel.

O fato de existir um critério de aplicabilidade do método (existéncia de “gap” estdvel)
permite dizer que o método ndo gera nenhum artefato. Entretanto, deve-se tomar cuidado na
escolha das sec¢Oes tratadas de modo que contenham apenas um sinal para que nenhum seja
suprimido. A aplicacdo sistemdtica do método requer maior automatiza¢do permitindo maior

agilidade do operador na escolha e o tratamento dos sinais.

Nos experimentos em que os espectros foram parcialmente tratados, o método
contribuiu com a identificagdo dos compostos analisados de modo preciso, demonstrando que
pode ser uma ferramenta muito ttil na andlise de dados de RMN. Portanto, embora seja
necessdria sua automatizagdo, o método de seccionamento e limpeza de sinal por SVD pode
ser considerado uma boa estratégia para aumentar a sensibilidade de RMN de ¢, reduzindo
o tempo de experimentos (e/ou otimizando o tempo de mdquina), reduzindo custos e

aumentando a qualidade das andlises, mesmo de amostras muito diluidas.

A terceira técnica aqui destacada trata-se do experimento G-BIRDg x-CPMG-
HSQMBC, usada como maneira de agilizar a identificacdo do poliacetileno 3-O-B-D-
glicopiranosil-tetradeca-6(E),12(E)-dien-8,10-diin-1,14-diol. A sequéncia de pulso usada
neste experimento, permitiu a observacao de correlacdes a duas e trés ligagdes de carbonos sp
da substincia em questdo, as quais ndo foram observadas nos experimentos HMBC modulado
“tradicionalmente” pelo valor de 2’3JC,H iguais a 4 e 8Hz e IJC,H igual ao valor médio tipico
145Hz. Cabe salientar que em sistemas do tipo dos poliacetilenos os valores destas constantes
de acoplamento heteronuclear assumem valores bem diferentes da média estabelecida para a
maioria dos compostos organicos e usada para modular experimentos de RMN, como HSQC,
HMQC e HMBC. Portanto, é necessario um estudo mais aprofundado sobre tais constantes

nestes sistemas, de modo a facilitar a andlise dos poliacetilenos por RMN.
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7 Apéndice A: Espectros
Selecionados
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7.1 Compostos 1-4 : aplicacao de DOSY-2D

7.1.1 Dados de EM-ESI:

O espectros de massa para os composto 1-4 apresentaram [M-H] em m/z 463.0871 (+
1.2 ppm), 463.0872 (x 1.1 ppm), 447.0937 (£ 2.2ppm) e 433.0766 (£ 1.1 ppm),

respectivamente.

7.1.1.1 Espectro de EM-ESI do composto 1
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7.1.1.2 Espectro de EM-ESI do composto 2

= r
2 E
o L
I
=
=
=2 J—
=
=)
[ =
5 =]
3
= r
E
o
o
- —
[ ol
=
=
o
=]
5]
o
FS
=4
o
=]
=]
iLs
=]
=]
1
&
=
g
E
=
qArz
2]
=
=]
=]
- T T T T
7] o =] =] =] o
= [=] = [=] =
o = 3] = [r=]
= =] - -

]
Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Espectros selecionados 102

7.1.1.3 Espectro de EM-ESI do composto 3
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7.1.1.4 Espectro de EM-ESI do composto 4
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7.1.2 Dados de UV:

7.1.2.1  Espectro de UV do composto 1
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7.1.3 Dados de RMN do composto 1:

7.1.3.1 Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 1 em DMSO-dj.
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7.1.3.2 Ampliacées do Espectro de RMN de '"H (500 MHz) do composto 1 em
DMSO-d;.
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7.1.3.4 Espectro de RMN de C{'H} (125 MHz) do composto 1 em DMSO-d,.

Zv91L6€ -
126€'68 |
0005'6€ ﬁ§
6.99'6€
8GE8'6E =

BRUKER

40

SPeL'09—
GEE6'L9
8/8T 1L
S ArA TN
8808'G.L —

¥059'€6 —

V.1.86—
v060°C01 ——
S066°€01 ¢

I
100

(Ppm)

LI92°GLL —
LLOL'OLL
z6zT el
gL96'LglL -

WLMWMWWM’”WLMLﬂ&fmuuhmwmmw&wwwi«wwwwwwww T
I
80

I
120

8069°€E|

I
140

8LLLYPI —
1ELE81

GOLE9OSL
Slev'ost -
£/86°091
2rSL oL -

16

9192/ —

I
180

200

mwmwwmwmMMWVWWWWWMWWLMWNWMWWMWWWMWWJ«MWWWW’LMWWWMWWMWM
0

Compound 1 125MHz DMSO-d6

Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Espectros selecionados 109

7.1.3.5 Espectro de RMN de BC (DEPT 135° 125 MHz) do composto 1 em

DMSO-d,.
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7.1.3.6 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMQC (°C: 125
MHz, "H: 500 MHz) do composto 1 em DMSO-d;
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7.1.3.7 Mapa de contorno gerado a partir do experimento COSY 90° ("H,"H: 500
MHz) do composto 1 em DMSO-d.
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7.1.3.8 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C: 125
MHz, 'H: 500 MHz), modulado para *Jcy=8Hz, do composto 1 em

DMSO-dg.
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7.1.3.9 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C: 125
MHz, 'H: 500 MHz), modulado para ZJCH=4Hz, do composto 1 em

DMSO-d,.
= o o o o
3 2 3 8 & g 8
(=%
. = \ ! ! ! |
) | . <
\/ / / =
S —= o b
[ §Z i
Naas i
— ° ° LN
_— 4] @
o @?@‘ {
e 0 @@
> ‘ 0
= o
C,Q\ @b
e
<
//
™
{ -3
\
Vs
(4\\
_ 0
L ©
D
— ® (4] [SR=]
U | <
— e O o 5 o
= 0] [©=u ©
N
N~
N
X
"r —_ o o © fe)
(&) D)
S - ﬁ
X
o—
= €
S &
o
Q.
E
o
O

]
Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



Espectros selecionados 114

7.1.4 Dados de RMN do composto 2

7.1.4.1 Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 2 em DMSO-dj.
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Espectros selecionados

7.1.4.2 Ampliacées do Espectro de RMN de '"H (500 MHz) do composto 2 em
DMSO-d;.
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7.1.4.3 Espectro de RMN de C{'H} (125 MHz) do composto 2 em DMSO-d,.
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7.1.4.4 Espectro de RMN de BC (DEPT 135° 125 MHz) do composto 2 em

DMSO-d,.
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7.1.4.5 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMQC (°C: 125
MHz, "H: 500 MHz) do composto 2 em DMSO-d;.
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7.1.4.6 Mapa de contorno gerado a partir do experimento COSY 90° ['H, "H: 500
MHz] do composto 2 em DMSO-d;.
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7.1.4.7 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C: 125
MHz, 'H: 500 MHz), modulado para *Jcy=8Hz, do composto 2 em

DMSO0-d,.
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7.1.4.8 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C: 125
MHz, 'H: 500 MHz), modulado para *Jcy=4Hz, do composto 2 em
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7.1.5 Dados de RMN do composto 3:

7.1.5.1 Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 3 em DMSO-d.
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7.1.5.2 Ampliacées do Espectro de RMN de "H (500 MHz) do composto 3 em
DMSO-d;.
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7.1.5.3 Ampliacdo do Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 3 em
DMSO-d;.
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7.1.5.4 Espectro de RMN de C{'H} (125 MHz) do composto 3 em DMSO-d,.
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7.1.5.5 Espectro de RMN de BC (DEPT 135° 125 MHz) do composto 3 em

DMSO-d,.
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7.1.5.6 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMQC (°C: 125
MHz, "H: 500 MHz) do composto 3 em DMSO-d,.
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7.1.5.7 Mapa de contorno gerado a partir do experimento COSY 90° ("H, "H: 500
MHZz) do composto 3 em DMSO-d.
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7.1.5.8 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C: 125
MHz, 'H: 500 MHz), modulado para Jcy=8Hz, do composto 3 em

DMSO-d,
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7.1.5.9 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C: 125
MHz, 'H: 500 MHz), modulado para *Jcy=4Hz, do composto 3 em
DMSO-d;.
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7.1.6 Dados de RMN do composto 4:

7.1.6.1 Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 4 em DMSO-d.
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7.1.6.2 Ampliacées do Espectro de RMN de "H (500 MHz) do composto 4 em
DMSO-d;.
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7.1.6.3 Espectro de RMN de C{'H} (125 MHz) do composto 4 em DMSO-d,.
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7.1.6.4 Espectro de RMN de Bo(DEPT 135° 125 MHz) do composto 4 em
DMSO-d;.
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7.1.6.5 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMQC (°C: 125
MHz, "H: 500 MHz) do composto 4 em DMSO-d,.
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7.1.6.6 Mapa de contorno gerado a partir do experimento COSY 90° ("H, "H: 500
MH?z) do composto 4 em DMSO-d.
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7.1.6.7 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C: 125
MHz, 'H: 500 MHz), modulado para 2Jew = 8Hz, do composto 3 em

DMSO-dg.
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aplicacio do método de
1 por processamento

7.2 Dados dos compostos 5-9

mna
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toel

seccionamen

7.2.1 Dados de RMN dos componentes da Fracao DF

Espectro de RMN de 'H (500 MHz) da Fracéio DF em CDCL;,
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7.2.1.2  Espectros de RMN de “C{'H} (125 MHz) da Fracéio DF em CDCL;,

7.2.1.2.1
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7.2.1.2.2  Espectro tratado pelo método de seccionamento e limpeza de sinal
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7.2.1.3 Espectro de RMN de BC(DEPT 135° 125 MHz) da Fracdo DF em
CDCL;.
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7.2.2 Dados de RMN do composto 7

Espectro de RMN de "H (300 MHz) do composto 7 em Metanol-d,.

7.2.2.1
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7.2.2.2  Ampliacées do Espectro de RMN de "H (300 MHz) do composto 7 em
Metanol-d,.

<
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7.2.2.3  Espectros de RMN de " C{'H}(75 MHz) do composto 7 em Metanol-d,.

7.2.2.3.1 Espectro original
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e}

7.2.2.3.2 Espectro tratado pelo método de seccionamento e limpeza de
sinal
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125

500 MHz) do composto 7 em DMSO-d6,

MHz e 1H

7.2.2.5 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMQC (13C
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7.2.2.6 Mapa de contorno gerado a partir do experimento COSY 90°

[1H,1H] do composto 7 em DMSO-d6, (500 MHz)
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7.2.27 Ampliacoes do Mapa de contorno gerado a partir do experimento
COSY 90° [1H,1H] do composto 7 em DMSO-d6, (500 MHz)
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8Hz, do composto 7 em DMSO-dé6, (13C

500 MHz)

modulado para 2JCH

MHz e 1H

7.2.2.8 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC [13C,1H],
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500 MHz)

7.2.2.9 Mapa de contorno gerado a partir do experimento g-NOESY [1H,
1H] do composto 7 em DMSO-d6, (1H
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7.2.3 Dados de RMN do composto 8
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Espectro de RMN de 1H do composto 8 em DMSO-d6, 500 MHz.
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7.2.3.2  Ampliacées do Espectro de RMN de 'H do composto 8 em DMSO-d6,
500 MHz.

1H 500MHz, DMSO-d6
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0 1016 19 < < < ] © o s sl
Current Data Parameters
NAM edrbg18p
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters
Date_ 20080719

Time 3.05
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBl 1H-BB

SOLVENT DMSO
NS 16

DS 2
SWH 12531.328 Hz
FIDRES 0.095606 Hz
AQ 5.2298226 sec
RG 71.8
DW 39.900 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
=== CHANNEL 1 ====
1H
8.25 usec

PL1 3.00dB

SFO1 500.1355014 MHz
F2 — Processing parameters
Sl 32768

SF 500.1300069 MHz
WDW EM

0
LB 0.30 Hz
0

K

- - < o =1 @

- - o - © ol =
55 54 53 52 5.1 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 3.8 37 3.6 3.5 34 33 3.2 ppm
Scale: 0.1337 ppm/cm, 66.89 Hz/cm

1H 500MHz, DMSO-d6
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Current Data Parameters
NAME edrbg18p
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 — Acquisition Parameters
08071

Date_
Time 3.05
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG 2g30
TD 131072
SOLVENT DMSO
NS 16
Ds 2
SWH 12531.328 Hz
FIDRES 0.095606 Hz
AQ 5.2208226 sec
RG 71.8
DW 39,900 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0
D1 1.00000000 sec

== CHANNEL f1 =

1H
8.25 usec

PL1 3.00 dB
SFO1 500.1355014 MHz

F2 - Processing parameters

| 32768
SF 500.1300069 MHz
EM

WD!

SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

i T

T T T T T T T T T T T T T
81 80 79 78 7.7 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 ppm
Scale: 0.1132 ppm/cm, 56.6 Hz/cm
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7.2.3.3  Espectro de RMN de “C{'H} (125 MHz) do composto 8 em DMSO-d,.
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7.2.3.4 Espectro de RMN de BC(DEPT 135° 125 MHz) do composto 8 em

DMSO0-dé,.
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7.2.3.5 Espectro de RMN de BC(DEPT 90°, 125 MHz) do composto 8 em
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7.2.3.6 Mapas de contorno gerado a partir do experimento HUQC (°C: 125
MHz e "H: 500 MHz) do composto 8 em DMSO-dj.

HMQC

|

Ll il

1]

|

T T
14 13 12 1

T T T T T T T
10 9 8 7 6 5

Current Data Parameters
NAME sdrb‘?1 8p
00
1

EXPNO
PROCNO

F2 — Acquisition Parameters
Date 2008071

11.32

Time _
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB

PULPROG invietgp
TD 2
SOLVENT DMSO
NS 32
ppm DS 16
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 3.912510 Hz
AQ 0.1279076 sec
RG 10321.3
[ 20 DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0K
CNST2 145.0000000
do 0.00000300 sec
) - 40 D1 1.00000000 sec
d4 0.00172414 sec
d11 0.03000000 sec
d13 0.00000400 sec
[ D16 0.00020000 sec
[N - 60 DELTA  0.00122250 sec
DELTA1 0.00071614 sec
[] INO 0.00001590 sec
& MCREST 0.00000000 sec
[} MCWRK 0.20000000 sec
- 80 STICNT 128
======== CHANNEL f1 ========
NUC1 1H
P1 8.25 usec
100 p2 16.50 usec
P28 2000.00 usec
PL1 3.00 dB
SFO1 500.1335919 MHz
120 ======== CHANNEL {2 ========
CPDPRG2 gan|
NUC2 13C
P3 15.00 usec
—140 p4 30.00 usec
PCPD2 70.00 usec
PL2 3.00 dB
PL12 6.00 dB
SFO2 125.7715718 MHz
~160
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM1 SINE.100
GPNAM2 SINE.100
GPX1 0.00 %
180 GPX2 0.00 %
GPY1 0.00 %
GPY2 0.00 %
GPZ1 80.00 %
GPZ2 20.10 %
T T T J P16 1000.00 usec
4 3 2 1 ppm F1 - Acquisition parameters

ppm

L

L

i

F 40

E 50

E 60

F 70

F 80

E 90

100

F110

F120

F130

T T T T T
85 80 75 7.0 65 6.0 5

T T T T T T T
5 50 45 40 35 30 25

ppm
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7.2.3.7 Mapas de contorno gerado a partir do experimento COSY 90° ("H,'H:
500 MHz) do composto 8 em DMSO-d.

Current Data Parameters
NAME edrbg18p
EXPNO 300
PROCNO 1

COSY90
JL ppm o, _ Acquisition Parameters
= _If_).ate7 205(3)%9&71 9
ime X
E o1 INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBl 1H-BB
PULPROG cosygpqf
TD 204

048
F 2  SOLVENT DMSO
NS 32

DS 16
F 3 swH 8012.820 Hz
[ FIDRES 3.912510 Hz
AQ 0.1279076 sec
F 4 RG 114
DW 62.400 usec
DE 6.00 usec
F 5 TE 300.0 K
do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
E 6 di3 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00012480 sec

E 7 MCREST 0.00000000 sec
MCWRK 1.00000000 sec

f g ======== CHANNEL fl ======
NUCH 1
PO 8.25 usec
E 9 P1 8.25 usec
PLA 3.00 dB
SFO1  500.1335919 MHz
10 ___ GRADIENT CHANNEL -

GPNAM1 SINE.100
GPNAM2 SINE.100

E11 Gpxi 0.00 %
GPX2 0.00 %
GPY1 0.00 %
F12  Gpyz 0.00 %
[ GPZA 10.00 %
- GPZ2 10.00 %
| = _ ° F13 P16 1000.00 usec
T T T T T T T T T T T T T 14
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

ppm

T T T T T T 8.5
50 45 40 35 3.0 25 ppm

N DV
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125

8Hz, do composto 8 em

Espectros selecionados

500 MHz), modulado para °Jcy

MHZ e g
DMSO-d,.

7.2.3.8 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C
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7.2.3.9 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HUBC (°C: 125
MHz e 'H: 500 MHz), modulado para *Jcy=4Hz, do composto 8 em
DMSO-d;.
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500

7.2.3.10 Mapa de contorno gerado a partir do experimento g-NOESY ('H
MH?z) do composto 8 em DMSO-d,.
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7.2.3.11 Ampliacdo do mapa de contorno gerado a partir do experimento g-
NOESY (*H: 500 MHz) do composto 8§ em DMSO-d;.
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7.2.3.12 Mapa de contorno gerado a partir do experimento ROESY ['H, 'H] do

500 MHz)

composto 8 em DMSO-d6, ('H
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7.2.3.13 Ampliacdo do mapa de contorno gerado a partir do experimento
ROESY ['H, "H] do composto 8 em DMSO-d6, (‘H: 500 MHz)

ROESY
W J\ ppm
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7.2.4 Dados de RMN do composto 9

Espectro de RMN de 'H do composto 9 em DMSO-d6, 500 MHz.
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7.2.4.2  Ampliacées do Espectro de RMN de 'H do composto 9 em DMSO-d6,
500 MHz.

Current Data Parameters

NAME edrbg31p

EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 0080704

Time 7.18

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm BBI 1H-BB

PULPROG zg

TD 13107

SOLVENT CDCI3

NS 64

DS 2

SWH 12531.328 Hz

FIDRES 0.095606 Hz

AQ 5.2298226 sec

RG 71.8

DW 39.900 usec

DE 6.00 usec

TE 300.0 K

D1 1.00000000 sec

== CHANNEL {1 =====

1H

P1 8.25 usec

PL1

3.00 dB
SFO1 500.1355014 MHz
F2 - Processing parameters
Sl 32768
SF 500.1299958 MHz
WD EM

SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
R -
=1 0 - |- =} < -
— © - I - ™ -
T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 ppm

© Qonoo NN RONEN O

QN ANOS = DO-NT &

M O =N O~ et N

- 80O ® o N AS =

- OANT QR o0 @

N rrr-r- ® 0 © KNKOO®© 1D

N NN - o
Current Data Parameters
NAME edrbg31p
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20080704
Time 7.18
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zg30
TD 131072
SOLVENT CDCI3
NS 64
DS 2
SWH 12531.328 Hz
FIDRES 0.095606 Hz
AQ 5.2298226 sec
RG 71.8
DW 39.900 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec

== CHANNEL 1 ====

NUC1 1H
P1 8.25 usec

P 3.00dB
SFO1 500.1355014 MHz

F2 - Processing parameters

Sl

SF 500.1299958 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz

GB 0

PC 1.00

B EE - -

55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 3.8 3.7 36 35 34 33 32 ppm

—
]
o

]
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7.2.4.3  Espectro de RMN de “C{'H} (125 MHz) do composto 9 em DMSO-d,.
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7.2.4.4 Espectro de RMN de Bo(DEPT 135° 125 MHz) do composto 9 em
DMSO-d,.
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125

500 MHz) do composto 9 em DMSO-d.

MHz e 'H

7.2.4.5 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMQC (°C
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Espectros selecionados

7.2.4.6 Mapa de contorno gerado a partir do experimento COSY 90° (‘"H,'H,

500 MHz) do composto 9 em DMSO-d.
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125

8Hz, do composto 9 em

500 MHz), modulado para *Jcy=

MHZ e g

7.2.4.7 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C

DMSO-dg.
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7.2.5 Dados de RMN do composto 10

Espectro de RMN de "H (500 MHz) do composto 10 em DMSO-d.
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7.2.5.2  Ampliacées do Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 10 em

DMSO-dg.
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7.2.5.3  Ampliacées do Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 10 em

DMSO-dg.

4.426
—— 4357
—— 4331
——a274
——a.247
"
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T~—a.124
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T T T T 1
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7.2.5.4

Ampliacées do Espectro de RMN de "H (500 MHz) do composto 10 em
DMSO-d;.

- = e o =
E B8 8 8558 £ g g g
g 85 & 58328 8 g g g
Er E & E
~ < S >
g 8 g Z
6.00 5.95 5.90 5.85 5.80 5.75 5.70 5.65 5.60 5.55 PPmM
=3 S =2 i3 S8 8 p=1
5 8 2 2 8 8 g
S 8 5 g 5 3 g
I\* ?_/*’l
e
5
6.48 6.46 6.44 6.42 6.40 6.38 6.36 6.34 6.32 6.30 6.28 6.26 6.24 6.22 ppm
g g 23 e 8
2 SR s >
~ ~ 0w o o
8 8 &
2 2 =
r T T T T T T T T T 1
7.05 7.00 6.95 690 6.85 680 6.75 6.70 6.65 nnm
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7.2.5.5 Espectro de RMN de “C{'H} (125 MHz) do composto 10 em DMSO-d,.
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7.2.5.6  Espectro de RMN de BC (DEPT 135° 125 MHz) do composto 10 em

DMSO-dg.
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125

500 MHz) do composto 10 em DMSO-d.

MHz e 'H

7.2.5.7 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HSQC (°C
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7.2.5.8 Mapa de contorno gerado a partir do experimento TOCSY (‘H, 'H, 500

MHZz) do composto 10 em DMSO-d.
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125

8Hz, do composto 10 em

500 MHz), modulado para *Jcy=

MHz ¢ 'H

7.2.5.9 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HMBC (°C

DMSO-dg.
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MH?z) do composto 10 em DMSO-d;.
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7.2.5.11 Mapa de contorno gerado a partir do experimento J-resolved (‘"H,'H,

500 MHz) do composto 10 em DMSO-d;.
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7.2.6 Dados de RMN do composto 11

Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 11 em DMSO-d,.
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7.2.6.2 Ampliacées do Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 11 em
DMSO-d;.
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7.2.6.3 Ampliacées do Espectro de RMN de 'H (500 MHz) do composto 11 em
DMSO-d;.
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7.2.6.4  Espectro de RMN de “C{'H} (125 MHz) do composto 11 em DMSO-d,.
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125 MHz) do composto 11 em

o
5

7.2.6.5 Espectro de RMN de “C(DEPT 135

DMSO-dg.
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500 MHz) do composto 11 em DMSO-d.
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7.2.6.6 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HSQC (“°C
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7.2.6.7 Mapa de contorno gerado a partir do experimento HUBC (°C: 125
MHz ¢ 'H: 500 MHz, modulado para *Jcy=4Hz, do composto 11 em
DMSO-d;

Current Data Parameters
NAME edrbgac 8 7
EXPNO 5

PRCCNO 1
F2 — Acquisition Parameters

Dale_ 20090710
Time 20.25

INSTRUM sgecl
| l M M M PROBHD. 5 mm BBIiH 8B
pp PULPROG inv4gplpimdaf
™ 4026

SOLVENT MeOD
NS 16

DS 16

SWH 5296.610 Hz

FIDRES 1.293118 Hz
- 0 AQ 0.3867124 sec

RG 16384

bw 84.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
CNST2  145.0000000
do 0.00000300 sec
D1 200000000 sec
- el d2 0.00344828 sec
D6 0.12500000 sec

di3 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
bt - - - . - INO 000001596 sec
MCREST 0.00000000 sec
- B0 wcowmk 200000000 sec

- -
- - 880 usec
17.60 usec
- -~y - To0uss
- - “a - SFOT  500.1316506 MHz
- -
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NUGZ 13C
P3 15.00 usce
1 00 Se 12 rusess
L 77 2
r = - —————— GRADIENT CHANNEL -
- - . GPNAM!  SINE 100

GPNAMZ  SINE 100
GPNAM3  SINE 100

GPX1 0.00%
GPX2 0.00 %
GPX3 0.00 %
GPY1 0.00 %
GPY2 0.00 %
GPY3 0.00 %
GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %

- ™ .
. — GPZ3 40.10 %
1 50 Pi6 1000.00 uosec
F1 — Acquisition parameters
NDO 2

0 512
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FIDRES 61.178543 Hz

SwW 249.053 ppm
FniMODE QF
F2 — Processing paramelers
Sl 1024
- 200 SF  500.1292402 MHz
WDW SINE
588 0
e oo -~ - LB 0.00 Hz
9 GB 0
PC 140

F1 — Processing paramelers
Sl 1024

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25  ppm aw TR

]
Estratégias de aumento de eficiéncia da andlise de produtos naturais por RMN



190

wdd 00 60 01 L 02 S2 0¢ G€ Oy Sv 0S S 09 69 02 GZ

Espectros selecionados

7.2.6.8 Mapa de contorno gerado a partir do experimento J-resolved (‘H,'H,
500 MHz) do composto 10 em DMSO-d;.
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7.2.6.9 Mapa de contorno do G-BIRDr xCPMG-HSQMBC para o composto
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8 Apéndice B: Descricao das
Fontes dos Produtos Naturais
Analisados
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Neste trabalho foram analisadas substincias puras e/ou mistura de produtos naturais
obtidos de duas plantas da familia Asteraceae (Bidens sulphurea e Bidens gardneri) e uma da

familia Annonaceae (Duguetia furfuracea). Tais plantas sdo descritas a seguir.

8.1 Plantas da Familia Asteraceae

A familia Asteraceae compreende cerca de 1.300 géneros e 25.000 espécies, que estdo
divididas em trés subfamilias e 17 tribos segundo Bremer (1994). Aproximadamente, 98%
dos géneros sdo constituidos por plantas de pequeno porte, sendo encontradas em todos os

tipos de habitats, principalmente nas regides tropicais da América do Sul L1861

As espécies desta familia sdo amplamente difundidas na medicina popular, como a

.. . . L, . A . [187.1 L. N .
Artemisia absinthium e as espécies do género Bacchari """ Virios géneros dessa familia
ja foram extensamente estudados quanto a sua constitui¢do quimica, como o género Artemisia

em que 62% de suas espécies ja foram investigadas fitoquimicamente L1891

Das plantas desta familia revelaram o isolamento de benzofuranos, monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, cumarinas, poliacetilenos, lactonas sesquiterpénicas e
flavondides, sendo que os trés ultimos sdo considerados descritos como marcadores
quimiotaxondmicos L186.190-1911 * A5 Asterdceas abordadas no presente trabalho sdo do gé€nero

Bidens, o qual é pertencente a tribo Heliantheae e subtribo Coreopsidinae.

8.1.1 Tribo Heliantheae

A tribo Heliantheae € uma das maiores e mais diversas do ponto de vista morfoldgico.
Virias substancias foram isoladas e identificadas a partir de espécie desta tribo, entre elas:

. . . . . . . 181,191,192,193
poliacetilenos, flavondides, derivados do tiofeno, alquilamidas e outros ! 1

Os marcadores desta tribo sdo flavonoides. Entre os obtidos de plantas desta tribo, 46
% sao flavonois, 21% flavonas, 16 % chalconas e 10% auronas, sendo que a alta incidéncia de

2 . 190
chalconas e auronas s6 ocorre nesta tribo de Asteraceae [,

Em Heliantheae, ha também uma maior ocorréncia de flavondides oxidados no anel A,

sendo estes O-metilflavondides e O-glicosilflavondides. As flavonas sdo, principalmente,

]
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substituidas em 6 e 5, 3°,4°, os flavondis em 5, 7, 3’ e 4’, e as flavanonas em 5, 3’ ¢ 4’

(Figura 14) ",

(A) (B) (C)

Figura 45. Esqueleto basico dos flavonodides (A), chalconas (B) e auronas (C)

Os flavondides apresentam diversas atividades bioldgicas, como antioxidante, inibicdao
de enzimas (respiragdo mitocondrial), anti-inflamatéria, inibi¢do da agregacdo plaquetdria,
vasodilatacdo, antitumoral, antiespasmolitica, antidiarreica, hepatoprotetora, antifiingica e
analgésica 11941 " Os heterosideos flavonoidicos possuem maior absor¢do pelo trato intestinal,
quando comparados com as agliconas, como também se destacam por possuirem algumas

atividades mais potentes do que as agliconas '*!.

8.1.1.1  Subtribo Coreopsidinae

A subtribo Coreopsidinae, a qual se encontra o género Bidens, ¢ uma das maiores em

Heliantheae e compreende 31 géneros e 480 espécies, sendo que destas, até 2006, apenas 168
foram estudadas quimicamente [186,191]

Os principais metabdlitos encontrados nesta subtribo foram os monoterpenos,

sesquiterpenos, flavondides e poliacetilenos, sendo que estes dois ultimos sdao os de maior
A 4o [191

ocorréncia nesta subtribo "',

Dentre os flavonéides, hd uma maior incidéncia daqueles oxidados no anel A (Figura

14), sendo majoritariamente O-glicosilflavonéides "

[196]

e pertencentes a classes das auronas e

chalconas . Além desses, também ha muitos relatos do isolamento de acetilenos, sendo

estes principalmente do tipo eno-tetraino-eno (Figura 15) e seus derivados oxigenados sdo

tipicos dentro do género Bidens """,

]
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R'—HC—CH——— CH=—CH—R"

eno-tetraino-eno

Figura 46. Acetileno tipico de Bidens

8.1.1.1.1  Geénero Bidens
O género Bidens, pertencente a tribo Heliantheae e subtribo Coreopsidinae,
compreende cerca de 230 espécies que estio presentes nas Américas, Africa, Polinésia,

Europa e nordeste da Asia ']

. Ha poucas espécies deste género que foram estudadas
quimicamente, tornando o género Bidens pouco conhecido. A partir dos relatos encontrados
na literatura, pdde-se observar uma maior incidéncia de poliacetilenos (34 %), chalconas (12
%), fenilpropanodides (9 %), flavonois (9 %), derivados do tiofeno (9 %) e auronas (5 %) no

género Bidens (Grafico 1) [163]

Virias espécies de Bidens foram avaliadas biologicamente e apresentaram atividades
como antidlcera, citoprotetora, antioxidante, anti-inflamatdria, imunomodulatéria, anti-
hipertensiva, antimicrobiana, antialérgica, antidiabética, antiviral, mutagénica, antitumoral e

. 4. 168,198,199,200,201
antimaldrica [168:198:199.200:201]

Outros | ]
Carotendides | |
Derivados de tiofeno -%|
Fenilpropandide | :
Poliacetileno |
Aurona |
Chalcona [
Flavanona [
Flavonol |
Flavona |
Feofitina [
Esterdide [
|

Triterpeno
Diterpeno
Sesquiterpeno
Monoterpeno

0 20 40 60 80 100 120 140

Quantidade de constituintes isolados

Figura 47. Ocorréncia de metabélitos no género Bidens %!

]
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8.1.1.1.1.1 Bidens gardneri Bak.

Figura 48. Aspectos morfolégicos da Bidens gardneri Bak. [163]

A espécie Bidens gardneri Bak. (Figura 17), conhecida vulgarmente como picédo e
picdo-do-pantanal, é uma erva de 0,4-1,5 m de altura com produc¢do de flores e sementes o

ano todo.

Ha registros de coletas desta espécie em Sao Paulo, Bahia, Goids, Espirito Santo e em
poucas regides da Bolivia e Paraguai (www.herbario.iac.sp.gov.br), porém € na regido do
Pantanal que esta espécie, considerada invasora nesta localidade, encontra-se abundantemente

distribuida %%

B. gardneri Bak. € utilizada popularmente para fins diuréticos, tratamento de ictericia
e de ulceras cronicas. Possui altos teores de célcio (0,67 %), fésforo (0,44%), magnésio
(0,39%), cobre (17 ppm) e zinco (40 ppm) ***.

O primeiro estudo quimico desta espécie foi feito por Brentan da Silva [163]

, que relata
a presenca majoritdaria de sesquiterpenos (B-cariofileno, germacreno D e biciclogermacreno,
Figura 18) na fracdo de volatil das partes aéreas, flores e frutos de B. gardneri. Ja a fracao
hexanica das partes aéreas de B. gardneri apresentou como componentes majoritarios os

metabdlitos B-estigmasterol e o trans-fitol.
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CHj
B-cariofileno germacreno D biciclogermacreno
Figura 49. Substincias majoritarias da fragdo volatil das partes aéreas de Bidens gardneri Bak.

[163]

MM/\/OH

trans-fitol

= JIIIID

HO'
B-estigmasterol

Figura 50. Componentes majoritdrios da fracdo hexanica do extrato etandlico das partes aéreas
de B. gardneri Bak. [163]

O fracionamento do extrato etandlico das partes aéreas de B. gardneri resultou no
isolamento das seguintes substancias (Figura 20 %))

v Quatro 4cidos clorogénicos:
o Acido 3,4-di-O-E-cafeoilquinico;
o Acido 5-O-E-cafeoilquinico;
o Acido 1-metil-5-0-E-cafeoilquinico;
v' Acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico;
v" Dois novos poliacetilenos tipo eno-diino-eno:
o 1-0O-B-glicopiranosil-14-hidréxi-tetradeca-6(E),12(E)-dieno-8,10-diino-3-ona;
o 3-0-B-glicopiranosil-tetradeca-6(E),12(E)-dieno-8,10-diino-1,14-diol);
v" Um poliacetileno tipo eno-triino-eno:
o 2-0-B-glicopiranosil-trideca-3(E),1 1(E)-dieno-5,7,9-triino-1,13-diol;
v Duas flavonas:
o 7-O-B-glicopiranosil-apigenina;
o 7-O-B-glicopiranosil-luteolina;
v Trés novas flavanonas:
o 4’-metdxi-7-0-B-glicopiranosil-8,3’-diidréxi-flavanona;
o 4’-metdxi-7-0O-B-(67-acetil)-glicopiranosil-8,3’-diidroxi-flavanona;
o 7-0-B-(6"-trans-p-cumaroil)-glicopiranosil-8,3’4’ -triidréxi-flavanona);
v Duas chalconas:
o  4-met6xi-4’-O-B-glicopiranosil-ocanina;
o 4’-0-B-(6”-trans-p-cumaroil)-glicopiranosil-ocanina.
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Acidos clorogénicos

OH OH
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HO. OH
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OH OH
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HO o g Hooc H;C00C

HO 0.
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3,4-di-O- E-cafeoilquinico 5-0O-E-cafeoilquinico 1-metil-5-O- E-cafeoilquinico 3,5-di-O-E-cafeoilquinico
Poliacetilenos
ng OH
()
HO OH Ho
HO,
o o
HO N
o =7 OH
=
/ N oH HO. ~
= 3-O-B-glicopiranosil-tetradeca-6(E),12(E)-dieno-8,10-diino-1,14-diol

\

[o]

=
s m
2-O-B-glicopiranosil-trideca-3(E),11(E)-dieno-5,7,9-triino-1,13-diol

1- O B- gl|cop|ranOS|I 14-hidroxi-tetradeca-6(E),12(E)-dieno-8,10-diino-3-ona

Novas Flavanonas

OCH,
% o
OH

OH
4'-metdxi-7-O-p- gllcoplranosﬂ o OH
8,3"-diidroxi-flavanona HO °

Flavonas

7-0-B-(6"-trans-p-cumaroil)-glicopiranosil-
8,3',4"-triidroxi-flavanona

7-O-B-glicopiranosil-luteolina

4'-metdxi-7-O-B-(6"-acetil)-glicopiranosil-
8,3'-diidroxi-flavanona

OH
HO
OCH,
OH
HO o
HO ‘
HO'
OH o

4-metdxi-4'-O-B-glicopiranosil-ocanina

Chalconas

OH o
4'-O-B-(6"-trans-p-cumaroil)-glicopiranosil-ocanina

Figura 51.  Substancias isoladas a partir de Bidens gardneri Bak. (1631
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8.1.1.1.1.2 Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip.

Figura 52.  Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip. '**

A espécie B. sulphurea (Cav.) Sch. Bip. (sinonimos: Cosmos sulphureus Cav., Cosmos
asthemisioefolius Jacq.) € uma herbacea anual, ereta, muito ramificada, origindria do México,
intensamente disseminada e naturalizada no territério brasileiro. Popularmente € conhecida

como cosmo-amarelo, picdo-grande e &ster-do-méxico, sendo muito valorizada pelo seu
potencial ornamental e considerada uma planta invasora .

Esta espécie, muito comum no Brasil, € popularmente utilizada para o tratamento da
. L. . . L. . 204
ictericia, febre intermitente (maldria), esplenomegalia e como hepatoprotetor | 04,
A mistura dos extratos de B. sulphurea com de outras espécies € utilizada em

formulacdes dermatoldgicas pela atividade de inibicdo proteases 2072

[207]

e em composicoes

para o tratamento de cancer . Além disso, o extrato apolar das folhas desta espécie

apresentou significante atividade citotéxica 2.
A andlise dos volateis por SPME/CG-EM das partes aéreas, flores e frutos de Bidens

[163]

sulphurea também realizada por Brentan da Silva mostrou que 0s componentes

majoritarios desta espécie também os sdo sequiterpenos: P-cariofileno, germacreno D e
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biciclogermacreno (Figura 18). No entanto, a fracdo hexanica desta espécie apresentou uma
composi¢do diferente da B. gardneri.

CHs CH,

1y,

HoC .
g

/"”CH3
HyC

H;C
6xido de cariofileno espatulenol B-cariofileno
Figura 53.  Substincias majoritarias da fracdo hexénica do extrato etandlico das partes aéreas
de Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip. (163]

B-amirina

Y-sitosterol

Figura 54. Componentes majoritdrios da fracdo hexanica do extrato etandlico das partes aéreas
de B. gardneri Bak. "'®,
Os constituintes majoritarios da fracdo hexanica do extrato etandlico das partes aéreas
de B. sulphurea foram o 6xido de cariofileno, espatulenol e [-cariofileno (Figura 22),
enquanto que na fragdo hexanica de suas flores os principais constituintes identificados foram

B-amirina e y-sitosterol (Figura 23) %!,

O estudo quimico da espécie B. sulphurea (partes aéreas e flores) conduziu ao

isolamento de um sesquiterpeno, cinco flavonas, oito flavondis, uma aurona e chalconas,

conforme mostrado na Figura 24 "%,

]
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Sesquiterpeno Aurona Chalconas

OH o
4'-O-B-glicopiranosil-2',3,4-triidréxi-chalcona

4(15)-eudesmeno- sulfuretina 3,4,2'4'-tretaidréxi-chalcona
1B,60-diol

Flavonas

8-C-B-glicopiranosil-luteolina

8-C-B-glicopiranosil-apigenina

Flavonois

3-O-B-galactopiranosil-

3-O-B-glicopiranosil- OH quercetina

quercetina
OH

OH o

3-O-B-xilopiranosil- 3-O-a-ramnopiranosil-
quercetina quercetina

OH

; . 3-O-a-arabinofuranosil-
3-0-B-(6"-trans-cafeoil)- 3-O-a-arabinofuranosil- caempferol
galactopiranosil-quercetina quercetina

Figura 55. Substancias isoladas a partir da fracdo hexanica do extrato etandlico das flores de
Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip. [1631
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8.2 Plantas da Familia Annonaceae
A familia Annonaceae € maior familia da ordem das Magnoliales, € tipica das regides
tropicais e subtropicais, se distribui pela América do Sul e Central, Austrélia, Asia e Africa e

compreende 2.500 espécies divididas em 135 géneros.

E conhecida pelos seus frutos comestiveis, como pinha (‘custard apple’, Annona
reticulata), graviola (A. muricata), biribd (Rollinia deliciosa) e fruta-do-conde (A. coriaceae),
além das propriedades medicinais de vérias de suas espécies. No Brasil foram, at€é o momento,
identificadas 260 espécies divididas em 26 géneros sendo o mais comum o Annona com 120

] 20
espemes[ 9].

As anondceas sdo constituidas de arvores, arbustos e raramente cipds e sdo todas
floridas. Suas folhas, flores e cascas de caule sdo aromaticas e algumas espécies sdo usadas
como fonte de esséncias para perfume, como exemplo a espécie Cananga odorata. Viarias
espécies sdo usadas pela medicina popular e hé varios relatos de avaliacdo bioldgica de vérias

espécies apresentando atividade antifingica, bacteriostatica, antimaldria e citostatica.

Estudos quimicos de espécies anondceas relatam a obtencdo de flavondides, alcaldides
e acetogeninas. Além disso, algumas espécies amazonicas sdo usadas como fonte de madeira
para confeccdo de macanetas e de corantes amarelos e marrons. Algumas espécies sdo usadas

- [164
como plantas ornamentais L ].

8.2.1 Género Duguetia

O género Duguetia é o terceiro maior género da familia Annonaceae e possui 93
espécies, sendo 89 nativas da América Central e do Sul e 4 da Africa. Suas espécies sdo
conhecidas como araticum (D. riparia = araticum-da-mata, D. furfuracea = araticum seco).
Estudos quimicos deste género mostram que ele se caracteriza por conter caempferol

(glicosilado e ndo) e isorramnetina e alcaldides, Figura 25. [164]

Estudos de espécies bolivianas, colombianas e brasileiras mostram que os alcaldides
benziltetraidro-isoquinolinicos, aporfinicos (incluindo os 7-substituidos, como a duguetina,

Figura 25) e oxaporfinicos, cujos esqueletos carbdnicos sdo mostrados na Figura 26
[210211,212]

]
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OGlu
OH O OH O
caempferol caempferol-3-O-glicosilado OH isoorramnetina OMe
duguetina
Figura 56. Estrutura do caempferol, do caempferol glicosilado, da isorramnetina e da
duguetina [210,211,212]
0, OO0 OO L, o, -
N{ N- o N N
H R N R R HO
HO ,
( ® SRS ("
benziltetraidro- - - -hi i-1,2-metileno- ini
isoquinolinico aporfinico oxaporfinico B ggmggﬂﬂ&%ﬂo 71‘{%23{3%0 fenantrénico

Figura 57. Tipos de alcaldides obtidos de espécies do género Duguetia [210211.212]

Na figura sdo apresentados exemplos de substincias obtidas das espécies: D. eximia,
D. panamensis, D. calycina, D. spixiana, D. obovata, D. glabriiiscula, D. hadranta, D.
vallicola. Observa-se que as espécies do género sdo ricas em alcaldides, sobretudo aporfinicos
e derivados. Além disso, vale salientar que o primeiro alcaldide isolado a partir de uma
espécie do género Duguetia foi a duguetina encontrada nas espécies D. eximia e D.

panamensis [211,212,213,214,215,216,217]

Apesar da alta ocorréncia de alcaldides nessas espécies, o marcador quimico da familia
Annonaceae € o terpeno policarpol, obtido a partir da espécie D. glabriiscula, além do

terpenos derivados do santalano e alcaldides oxaporfinicos e 7-hidroxi-aporfinicos
[218,219,220,221]

A espécie D. flagellaris também se mostrou rica em alcaléides, tendo sido isolados

[210]

dela cinco alcal6ides aporfinicos e cinco 7-hidroxi-aporfinicos . Além disso, alcaldides

isoquinolinicos isolados de D. vallicola tem sido avaliados quanto a atividade antiplasmddica,
mas somente os alcaldides cleistopolina e (-)-oliverolina exibiram atividade contra o

Plasmodium falciparum ***.

]
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D. panamensis D. calycina
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© e
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2,4,5- tr|met0X| estireno Noraterospermmma discretamina ™ Noraterosperminina discretaming
D.eximia D. obovata
OMe
MeO.
- 9
N OMe ‘
n N'WIe
11-hidroxi-1,2-metileno- ote 1)

O-metilmoscatolina  dioxidoxaporfinico ~ 2,4,5-trimetoxi-estireno "
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(morfinanedienona

D. hadranta
R D. vallicola

Ry 0O Me O

Ri=Me Ry=OMe hadrantina A R=H sampangina cleistopolina oliverolina
Ry=H Ry=H hadrantina B R=0OMe 3-metdxi-sampangina
D. spixiana D. glabriuscula
MeO ﬁk z
espiguetina esplguetldlna santalano policarpol
. 21 . o . [210,211,212,213,214,215,216,217,218,219,220,221
Figura 58. Metabdlitos isolados de espécies de Duguetia ' ]
[222]

8.2.1.1  Espécie Duguetia furfuracea

Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.) Benth. & Hook f. é um arbusto, tipico do cerrado
seco da regido central do Brasil, principalmente nos estados de Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Goids e Minas Gerais. Conhecida popularmente como “araticum seco”, € considerada

uma planta daninha e, geralmente, forma grandes infestacdes de dificil controle.

A suspensdo em dgua de suas sementes pulverizadas €, popularmente, utilizada como

parasiticida, especialmente contra piolhos a infusd@o ou tisana de seus ramos e folhas ¢é

- . 164
utilizada para combater o reumatismo 64l

]
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(Fonte: http://images.google.com.br/, termos pesquisados Duguetia furfuracea, 05/02/2010.)
Figura 59. Partes aéreas de Duguetia furfuracea St. Hil

Das folhas de Duguetia furfuracea foram identificados por UV/visivel e CLAE/EM-
ES quatro diferentes flavondides glicosilados: 3-0O-galactosil-galactosil-caempferol, 3-O-

galactosil-isorramnetina, 3-0-galactosil-ramnosil-isoramnetina, 3-O-ramnosil-glucosil-
. (178
isorramnetina "%,

O estudo quimico das folhas de D. furfuracea conduziu ao isolamento de seis
sesquiterpenos, um flavonéide, um esteride e nove alcal6ides'Figura 29] enquanto o estudo

das cascas do caule aéreo levou a obtengdo dos alcaldides oxaporfinicos: aterospermidina,
liriodenina e lanuginosina (2121
O extrato alcaloidico das folhas de D. furfuracea apresentou significante toxicidade

[223]

contra Plasmodium falciparum sensiveis a cloroquina Essa atividade pode estar

relacionada com a presenca de alcaldides isoquinolinicos, uma vez que vdrias plantas que
cont€ém esses alcaldides sdo tradicionalmente utilizadas contra maldria, por exemplo, as

;- . . . . N 1 224
espécies Annona muricata e Guatteria amplifolia, pertencentes a familia Annonaceae '***/.

]
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Figura 60. Substincias obtidas de espécimes da espécie Duguetia furfuracea (A. St.-Hil.)

Benth. & Hook f. [164,178,210,211,212,213,214,215,216,217,219,220,221,222]
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9 Apéndice C: Obtencao da Fracao
DF de D. furfuracea
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As partes subterrdneas (casca do caule e madeira) de Duguetia furfuracea (A. St .-
Hil.) Benth. & Hook f. foram coletadas em mar¢o de 2004, no campus da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) em Campo Grande, MS e identificadas pelo Prof. R.
Mello-Silva. Uma exsicata (n°. 023) foi depositada no Herbario CG/MS (UFMS, Campo
Grande, MS). Como ja mencionado, a coleta do material vegetal, obten¢do do extrato e seu
fracionamento foram realizados na maneira a seguir descrita, por Denise Brentan da Silva

durante o seu curso de mestrado em Quimica na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Aproximadamente 1,32 kg de casca do caule subterraneo de Duguetia furfuracea foi
seco e pulverizado. Em seguida foi submetido a extracdo exaustiva com CHCl; em meio
basico (NH4OH 10%, PH = 9), obtendo-se, depois de eliminacdo do solvente, 68,81g do

extrato bruto alcaloidico de casca de caule subterraneo de D. furfuraceae.

Esse extrato bruto foi tratado em solu¢do de CHCls com 10% de HCI para eliminar
substancias organicas ndo alcaloidicas. A fase aquosa 4cida desta extracdo foi, entdo,
neutralizada com NH4OH 10% (PH = 9) e submetida a uma particio com CHCI; puro,

obtendo-se 9,22¢g de extrato alcaloidico livre de graxa e aminoécidos.

Uma aliquota de 7,16g desse extrato alcaloidico foi submetida ao fracionamento em
coluna aberta de alumina (422g), seguindo o gradiente linear de polaridade CHCl;
(100%)—CHCIl5:MeOH—MeOH (100%) e H,0, sendo coletadas 261 fracdes de 20mL que
foram agrupadas de acordo com semelhanca dos perfis cromatogrificos em cromatografia de
camada delgada comparativa (CCDC), utilizando-se o revelador Dragendorff, especifico para
identificar alcaldides e variando-se a fase moével de acordo com a necessidade: CHCI3
(100%); CHCI3:MeOH-(6%); CHCIl3:MeOH-(15%) ou AcOEt:AcOH:HCOOH:H20-
(100:11:11:26), resultando na obten¢do de 13 grupos (I a XIII) de fracdes semelhantes entre
si. As fracdes de 80 a 102 eluidas com o gradiente CHCI;:MeOH entre 2 a 5% de MeOH,
foram reunidas no grupo VI. Este grupo foi denominado como Frac¢ao DF e submetido a
andlise por RMN-1D de "Hede C (13C{1H} e DEPT 135°). A andlise dos espectros obtidos
e uma andlise minuciosa por CCDC mostraram que a Fracdo DF ¢ composta por dois
compostos principais: um composto semelhante ao composto majoritario do Grupo V e outro

semelhante ao do Grupo VII, respectivamente, dicentrinona (5) e (-)-duguetina-f-N-6xido

(6).
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