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RESUMO

Esta dissertagdo descreve o estudo preliminar da composigdo quimica dos extractos de
caules e folhas da Tolpis barbata, descreve também o isolamento e caracterizagdo quimica de
produtos naturais isolados da fracgdo de n-hexano.

Numa breve introdugdo séo abordados resumidamente, aspectos gerais da biossintese
dos compostos terpénicos e & revista a actividade biologica de compostos triterpénicos
pentaciclicos.

Nos extractos da fracgdo de n-hexano foram isolados e identificados vinte e oito
compostos, destes, vinte e sete sdo compostos naturais da planta e um foi obtido por reacgao
de hidrélise alcalina. Todos os compostos identificados ja eram anteriormente conhecidos mas
foram isolados pela primeira vez em plantas do género Tolpis Adanson.

No extracto menos polar desta fraccdo foram idenfificados por GC-MS dezanove
hidrocarbonetos de cadeia longa, sendo dois ramificados e trés insaturados. Das outras fracgdes
analisadas isolaram-se por métodos cromatograficos nove compostos de esqueleto friterpénico
pentaciclico, dos quais sete sdo alcoois esterificados, nomeadamente, o palmitato de lupeol
(72), o acetato de germanicol (111), o diéster 3,28-eritrodiol (112) e as misturas de palmitato de
o-amirina (74) com palmitato de B-amirina (110) e de acetato de a-amirina (113) com acetato
de B-amirina (114). Foram também isolados os alcoois lupeol (48) e germanicol (83), este, foi
obtido por hidrélise do acetato de germanicol (111).



ABSTRACT

This thesis dissertation describes the preliminary study of the chemical composition of
the stems and leaves extracts of Tolpis barbata and the isolation and chemical characterization
of the natural products isolated from the n-hexane fraction.

The infroduction begins with a brief overview of the terpenic compounds biosynthesis
followed by a review of the published work on the biological activity of the triterpenic pentacyclic

compounds.

From extracts of the n-hexane fraction, twenty eigth compounds were isolated and
identified, one of them obtained by basic hydrolysis. All the identified compounds were previously
known, although herein described for the first ime in Tolpis Adanson gender plants.

From the less polar sub-fractions of the n-hexane extract, were identified by GC-MS,
nineteen long-chain hydrocarbons, including two branched and three unsaturated hydrocarbons.

From the other studied sub-fractions, nine compounds with a triterpenoid pentacyclic
skeleton, were isolated by chromatographic methods. Seven esterified alcohols were obtained,
namely, the lupeol palmitate (72), the germanicol acetate (111), the 3,28-erythrodiol diester (112)
and two mixtures of a-amyrin acetate (113) and B-amyrin acetate (114) and a-amyrin palmitate
(74) and B-amyrin palmitate (110). Two alcohols were also isolated, the lupeol (48) and the
germanicol (83), this last one obtained from the germanicol acetate (111) hydrolysis.
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Introdugao

. Introdugio

A Quimica Organica dos Produtos Naturais, simplesmente designada por Quimica dos
Produtos Naturais (Q.P.N.) e a Fitoquimica ttm em comum o estudo dos metabolitos secundarios
produzidos nos seres vivos, designados usualmente por produtos naturais. Esta sobreposicdo de
objectivos é parcial, dado que, a Fitoquimica estuda apenas os metabolitos do reino vegetal, no
entanto, o seu dominio é muito vasto uma vez que engloba também os aspectos inerentes a bioquimica
vegetal.'

A Fitoquimica desenvolveu-se como disciplina autbnoma, situando-se entre a Bioquimica
Vegetal e a Quimica dos Produtos Naturais, estando infimamente relacionada com ambas.2 Também
se relaciona com outras areas, nomeadamente, a Botanica através dos estudos de quimiotaxonomia;
as Ciéncias Agrarias através da pesquisa de culturas alternativas as tradicionais, destinadas a
valorizagdo economica de solos pobres.3. 4  Quando se ocupa dos aspectos relacionados com a
fisiologia vegetal e a biologia molecular relaciona-se com a Biologia, estes sdo apenas alguns
exemplos.!. 5

O desenvolvimento da Fitoquimica ao longo do século XX trouxe uma nova visdo sobre o reino
vegetal. Os estudos ja efectuados tém ajudado a compreender o significado biologico de determinados
metabolitos secundarios produzidos nas plantas.®

Desde a antiguidade que o Homem utiliza produtos com acfividade biologica produzidos por
seres vivos, na caga, nas curas fradicionais, na guerra, nos actos de cariz religioso e também para
tornar mais agradavel o sabor ou o aspecto dos alimentos. Alguns povos dominam técnicas de caga e
de defesa que utilizam setas ou dardos envenenados com extractos de determinadas plantas. Na
actualidade algumas destas substancias também sdo utilizadas na medicina contemporanea durante
algumas intervengdes cirurgicas.!

Ao longo de muitas geragdes transmitiram-se usos, costumes e saberes ancestrais, na
maioria das vezes baseados em acontecimentos fortuitos, que criaram a base do conhecimento
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empirico da Humanidade. A utilizag3o dos recursos naturais, nomeadamente da fiora geral e endemica,
poderd ter contribuido de forma decisiva para desenvolver nos povos as bases da atitude
experimentalista. E sabido que nas antigas civilizagdes ja existia o habito de recorrer a preparados de
certas plantas consideradas medicinais e neles procurar virtudes curativas. Esta relagdo do Homem
com o meio ambiente marcou o inicio da tentativa de interpretagdo e aproveitamento do vastissimo
patrimonio que a Natureza lhe legou, permitindo-lhe usufruir de novos produtos naturais para a
melhoria no seu bem estar.

Estudos etnobotanicos realizados com comunidades orientais, fradicionalmente conservadoras
de usos e costumes, evidenciaram que a evolugdo do conhecimento sobre a utilizagdo de plantas
destinadas a alimentag&o e suas técnicas de cultivo se desenvolveu em paralelo com o aumento do
conhecimento sobre as espécies que manifestavam propriedades terapéuticas, toxicas ou outras.” 8.9

J& nos primeiros tratados médicos as plantas eram referidas pelas suas propriedades curativas
e foram elas a base dos primeiros receituarios. Actualmente, sobretudo em zonas onde o seu
crescimento é endémico, elas constituem a base da medicina tradicional, complementar ou alternativa
a terapéutica actual. O desenvolvimento das indistrias de perfumaria e de cosmética estimularam a
descoberta de novos produtos naturais, dos quais a maioria s&o obtidos a partir de extractos vegetais.®:
9.10 O grande avango tecnoldgico e cientifico promovido pela Revolugdo Industrial no século XIX,
marcou o ponto de viragem na evolugdo das ciéncias. A Quimica progrediu rapidamente impulsionada
pela constante evolugdo das tecnologias, tornando-se mais facil isolar compostos a partir de misturas
complexas. Paralelamente, 0 desenvolvimento das ciéncias médicas e a expansdo da industria
farmacéutica, fomentaram a pesquisa de novos produtos naturais com propriedades medicinais.

A Quimica dos Produtos Naturais tem-se desenvolvido como resposta a necessidade de isolar,
purificar e caracterizar quimicamente os produtos naturais dos extractos de plantas ou animais, com
vista a obtengdo de compostos que apresentem actividade biolégica.
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I.1. Os produtos naturais das plantas

Uma das caracteristicas dos vegetais é a produgdo de numerosos compostos cujo papel, ao
nivel da planta, ainda & mal conhecido.> O facto de muitos destes compostos ndo se encontrarem em
todas as espécies, mostra que eles ndo fazem parte do metabolismo geral: s os metabolitos
secundarios (produtos naturais), ndo exercendo fungio directa ao nivel das actividades fundamentais
do organismo vegetal (crescimento, desenvolvimento, reprodugdo ...). Em contraste, os metabolitos
primarios, tais como os fitoesterdis, os lipidos, os aminoacidos, os nucleétidos e os acidos organicos
representam papéis metabolicos essenciais e estio presentes em todas as plantas.!. 1!

Com a evolugdo da Fitoquimica deparou-se com uma enorme variedade de compostos
produzidos pelas plantas e que aparentemente ndo tinham utilidade no seu ciclo biolégico, por isso,
ndo constituiam motivo de interesse para os bidlogos.!!  No entanto tornaram-se de extrema
importancia no desenvolvimento dos estudos quimiotaxonémicos, enzimaticos e de ecologia quimica.!2
Através destes estudos foi possivel conhecer aimportancia dos produtos naturais como mediadores de
interacgdes ecoldgicas entre as espécies. Os metabolitos secundarios produzidos nas plantas devido a
sua actividade biologica apresentam fungbes de grande utilidade na preservagdo das espécies que 0s
produzem, por exemplo: impedem o crescimento de concorrentes a0 mesmo territério; actuam como
pesticidas na protecgdo contra pragas; servem como repelente de insectos e outros animais. Alguns
pelo contrario contribuem para o relacionamento simbittico com outros organismos, por exemplo, ao
afrair agentes de polinizagdo (manifestagdo de cores exuberantes, produgdo de feromonas sexuais),
apresentando por isso beneficios para a planta.2.5.6. 12

Na Natureza, cada espécie luta pela sobrevivéncia tanto na procura de alimentos como no
despiste de predadores dos quais, as plantas, ao contrario dos animais, ndo lhes podem fugir, por isso
algumas plantas desenvolveram mecanismos de defesa e de adaptagdo ao meio ambiente 5. 13

Baseado na sua origem biossintética, os metabolitos secundarios podem ser divididos em trés
grupos principais: os alcaldides, os terpendides, os fenilpropandides e compostos fendlicos
relacionados.!!  Na Fig. 1.1, ilustram-se alguns destes compostos que se obtiveram no estado puro
ainda no decorrer do século XIX, . % no entanto, na grande maioria dos casos, 0 esclarecimento da
sua estrutura molecular s6 foi possivel mais tarde, pois dependeu da evolugdo das técnicas de analise,
sobretudo das espectroscopias e da espectrometria de massa.

Apresentando propriedades medicinais, o ricino (1) foi primeiramente isolado a partir do 6leo de
castor, manifesta propriedades purgativas, enquanto a quinina (2) extraida da casca da Chinchona
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officinalis € utilizada como antipirético principalmente no tratamento da malaria.". 14 1 A cocaina (3)
extraida da planta Erythroxylon coca enquanto a cafeina (4) se pode obter da planta Coffea arabica.!"

Estes compostos sdo conhecidos por serem estimulantes.' 5 O consumo destas substancias
pelo homem pode criar habituagao, sendo que a primeira, torna os individuos muito dependentes e em
casos extremos pode criar-lhes graves distirbios comportamentais. 6

Os compostos (5) e (6), morfina e tetra-hidrocanabinol respectivamente, inserem-se na classe
dos narcoticos ou alucinbgenos. A morfina é o mais importante dos alcaléides do 6pio, foi utilizado em
medicina como analgésico e soporifico. Obtém-se das capsulas maduras de duas espécies de
papoulas, a Papaver somniferum e a Papaver setigerum,. 15. 16 também as ras da espécie Bufo
marinus acumulam quantidade apreciavel de morfina na sua pele.!! O tetra-hidrocanabinol (também
conhecida por maconha, marijuana, haxixe, liamba entre outros) é extraido de uma variedade de
canhamo, chamada Cannabis sativa pertencente a familia das moraceas.

A estricnina (7) & um alcaloide de nucleo indolico, pode-se isolar a partir de sementes de duas
espécies de Loganiaceas a Strychnos Nux vomica L. e a Strychnos Ignatii Berg.!'. 1> A sua sintese
total foi conseguida por Woodward. E um poderoso veneno, a sua comercializagdo esta proibida na
maioria dos paises. Foi utilizado no combate a pragas, sobretudo no controlo de roedores € outros
animais daninhos. Teve diversas aplicagdes, algumas no campo da medicina, porém, existem inimeros
relatos de envenenamentos provocados em humanos pela estricnina, uns de origem criminosa outros
por acidente ou suicidio.'® A bafracotoxina (8) € outro alcaldide venenoso, algumas espécies de ras

existentes na América do Sul produzem-no para se defenderem dos seus predadores. s
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Figural. 1.: Representagéo de produtos naturais obtidos sob a forma de cristais durante o século XIX e que séo

conhecidos por apresentarem actividade biologica.

Estima-se que o nimero de produtos naturais ja identificados ascende a 45.000. Os cerca de
8.000 composto fendlicos conhecidos sdo produzidos pela via do &cido xiquimico ou pela via do
malonato/acetato. Os alcaldides, cerca de 12.000, sdo biossintetizados principalmente a partir dos
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aminoacidos. Todos os terpendides, tanto os metabolitos primarios como os mais de 25.000
metabolitos secundarios, sdo derivados de um precursor com cinco atomos de carbono, o pirofosfato
de isopentenilo (IPP) (9)."

Nos pontos seguintes abordam-se somente os aspectos relacionados com os terpendides.
Pretende-se rever os conceitos que facilitem a descrigéo e a caracterizagéo dos principais compostos
que foram isolados e identificados durante a realizagao experimental deste frabalho.

1.2. Os terpendides das plantas

Os terpendides sdo uma classe de produtos naturais muito abundante e estruturaimente muito
variada. S3o constituidos a partir de monémeros de cinco atomos de carbono (unidades isoprénicas)
compreendendo esqueletos hidrocarbonados com o seguinte niimero de atomos de carbono: Cs, Co,
C1s, Ca0, C25, C3o, Ca0 € Superiores.

Estes compostos podem ser encontrados em todos os 6rgdos das plantas superiores e
também em fungos, algas e liquens, embora alguns sejam de origem microbiana ou de insectos. Esta
proliferagdo na Natureza pode ser ilustrada pela ocorréncia de pelo menos 38 tipos de esqueleto
diferente de monoterpendides, aumentando para mais de 200 nos sesquiterpendides, conhecem-se
mais de 500 compostos de iridoides (um dos subgrupos dos monoterpendides).®

Os terpendides devem o seu nome ao facto dos primeiros membros desta classe terem sido
isolados da terebentina (“terpentin” em aleméo)."!

Desde a antiguidade que o Homem utiliza estes produtos, principalmente os que existem em
oleos ou extractos, como ingredientes de sabores, conservantes, perfumes, terapéutica, narcoticos,
sabdes e pigmentos.®

Os terpendides encontram-se divididos em subclasses de acordo com o nimero de atomos de
carbono do seu esqueleto hidrocarbonado. Os mais simples s&o os hemiterpendides com apenas cinco
atomos de carbono, enquanto as restantes subclasses apresentam esqueletos que séo mltiplos deste.

Os terpendides podem existir na forma livre ou entdo na forma glucosidada, esta confere-lhe
maior solubilidade aquosa e facilidade de transporte infra e intercelular.”

Os mono- e sesquiterpenos sdo com os fenilpropandides os compostos principais dos 6leos
essenciais das plantas. Eles podem ser aciclicos, monocilicos, ou policiclicos.! Juntamente com os
hidrocarbonetos enconfram-se os diversos derivados oxigenados: alcoois, aldeidos, epoxidos, cetonas
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e acidos. Na mesma planta coexistem varias moléculas de formulas quimicas muito semelhantes
diferindo apenas no grau de hidrogenagdo ou de hidroxilag&o !

1.2.1. Principais vias da biossintese de terpenéides

A“... sintese de terpendides no é exclusiva dos vegetais; o esqualeno, tal como o nome indica
é um terpeno abundante no tubardo; o colestrol encontrado em certas aigas € caracteristico dos
animais. Mas os derivados terpénicos encontrados nos animais s&o apenas em pequeno nimero, o
que contrasta com a extrema diversidade dos que puderam ser isolados das plantas, sendo que a
sintese de numerosos terpendides (fitol, carotendides ...) é especifica dos vegetais.™

Os terpendides s3o formados por polimerizagéo de monomeros de isopreno (2-metilbuta-1,3-
dieno), em 1887 Wallach propds a “via do isopreno” que veio a ser confirmada por volta de 1894,
quando se elucidaram as estruturas da cinfora e do a-pineno. Neste, as unidades isoprénicas foram
encontradas ligadas cabeca com cauda, confirmando-se mais tarde que esta disposicao era geral para
o0s monoterpendides.

1.2.1.1. Biossintese do acido mevalénico e do pirofosfato de isopentenilo pela via do
acetato/mevalonato

0 4cido 3R-(+)-mevalonico (MVA) (10) & o precursor bioquimico dos terpendides. Embora
possuindo uma cadeia hidrocarbonada de seis &tomos de carbono, o MVA e um composto
intermediario na biossintese do pirofosfato de isopentenilo (IPP) (9), atrés citado como precursor dos
terpendides, por vezes referido genericamente como “unidade isoprénica’. Representa-se no esquema
1.1 0 mecanismo normalmente aceite para explicar a via metaboiica do pirofosfato de isopentenilo.

Duas moléculas de acetil-coezima A (acetil-CoA) (11) reagem entre si por influéncia do enzima
Bcetotiolase, sofrem condensagio de Claisen e originam o composto acetoacetil-CoA (1 2)1.6.11,14.15,18
este na presenga de uma terceira molécula de acetil-CoA e do enzima HMG-CoA sintetase sofre
condensagao aldolica e origina o produto 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) (13).11. 14.15. 18



Contribuiggo para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

O/] <O 0

0A
HLC SCoA HiC o SC | He. oH O
tpoOsison_ a0 S
(11) o SCoA
A 0 HMG-CoA (13)

g H—HC  SCA 5 H—HC  SCoA

an 2NADPH

0 He \\OH o o _ HC_ LOH
) I i 2ATP Oﬁ\>v\
0—P—O0—P—O0H -~ oH

o}
2+
\} (1) cl)' cl)' Mo MVA (10)

ATP

Esquemal l. 1.: Mecanismos da via metabdlica do pirofosfato de isopentenilo.

Por acgdo de duas moléculas de NADPH (14) e do enzima HMG-CoA redutase o carbonilo
ligado ao coenzima A reduz-se a alcool. A redugdo ocorre em dois passos irreversiveis e velocidade-
limitante,’* No primeiro passo, liberta-se o tioéster CoASH e forma-se um aldeido por intervengéo de
NADPH (14), este aldeido é um intermediario que ndo esta livre pois encontra-se ligado ao enzima.! !
No segundo passo, a outra molécula de NADPH (14) assegura a redugéo do carbonilo (no carbono Cs)
a alcool, formando o acido 3,5-di-hidroxi-3-metilpentandico ou seja o acido 3R-(+)-mevalénico (MVA)
(10), no estado livre.!.6. 14,15

0 acido 3R-(+)-mevalonico (10) sofre duas fosforilagdes por acgdo de ATP (15) na presenca de
catibes Mg2* e dos enzimas MVA cinase e MVAP cinase (esquemas .1 e 1.2). 11.15. 18.19. 2. Q grupo
pirofosfato (PP) liga-se ao grupo alcool primario do MVA (10) formando o acido 5-pirofosfatil-
mevalonico (16). Este composto activado pelo PP, sob a influéncia de uma terceira molécula de ATP
(15) e na presenga do enzima MVAPP descarboxilase, sofre descarboxilaggo, elimina o CO; do grupo
acido e também o grupo alcool terciario, convertendo-se em pirofosfato de isopentenilo (IPP) (9). Este
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sofre isomerizagdo através de reacges enzimaticas estereoespecificas, aceita um protdo do meio em
Cs e cede o atomo de hidrogénio pro-R do metileno C», formando o pirofosfato de 3,3-dimetilalilo
(DMAPP) (17), com o qual passa a coexistir. Cerca de 90% da mistura que se forma durante a reacgéo
de isomerizagao corresponde ao DMAPP 6. 14. 21
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Esquemal|. 2.: Via biossintética do acetato/mevalonato na formagéo do pirofosfato de isopentenilo.
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A formag8&o do pirofosfato de geranilo (GPP) (18) e a sua converso nas principais subclasses
de terpendides das plantas estdo representadas resumidamente no esquema .3, onde também se

referem os precursores nas respectivas vias de biossintese. 1. 14, 18,19, 20

R oPP

Cs Y}
OPP

IPP (9) DMAPP (17) ——————» Hemiterpenos
| IPP isomerase l
PPi
Cio \K\/\'/\/OPP
GPP (18) » Monoterpenos
IPP (9)
PPi
Cis L F S / oPP
X FPP (21) » Sesquiterpenos
IPP (9)
PPI
Ca0 7 7 7 7 PP
GGPP (32) —» Diterpenos
2
\-——> 2PPi
Cso - / / ~ ~ ~
-
Esqualeno (35) »  Triterpenos
K-‘—>2 PPi
Ca x X x NP » Z 7
Fitoeno (58) » Tetraterpenos

Esquema . 3.: Precursores das principais subclasses dos terpendides das plantas.

Nalgumas espécies de plantas a biossintese de terpendides culmina num processo de
polimerizagdo, esta via leva a produgéo de polimeros naturais.

1
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1.2.1.2. Os monoterpendides

Os monoterpendides aliciclicos, monaciclicos e biciclicos sdo vulgares nas plantas, embora
existindo nalguns insectos, s6 raramente surgem em animais.’ Estudos enziméaficos revelaram que
0s compostos ciclicos e aciclicos podem derivar do pirofosfato de geranilo (GPP) (18) e do pirofosfato
de nerilo (NPP) (19). Estes compostos sdo estereoisomeros cis e trans (GPP (2-E) ; NPP (2-2)) ambos
formados directamente da unido do IPP (9) com o DMAPP (17). As diferencas nos dois compostos
justificam-se pela eliminagdo no DMAPP (17) de um hidrogénio pro-R e pro-S respectivamente,
conforme se representa no esquema |.4.

)H“

26-GPP (18

Sfﬂ

2Z-NPP (19)

Esquema |. 4.: Formag&o do pirofosfato de geranilo e do pirofosfato de nerilo.

Banthorp2 demonstrou que ocorre isomerizagdo estereoespecifica na Rosa damascena,
intacta. O geraniol foi convertido em nerol pela remogéo do atomo de hidrogénio 1-pro-(S), enquanto o
processo inverso envolveu a remogao do atomo de hidrogénio 1-pro-(R) do pirofosfato de nerilo (19).
Outros estudos com sistemas enzimaticos de diversas plantas evidenciaram que todas elas podiam
produzir os seus monoterpenos ciclicos a partir do GPP (18) e do NPP (19), no entanto, um outro
precursor, o pirofosfato de linalilo (LPP) (20) revelou-se como o mais eficaz na producdo destes
compostos ciclicos.'* E possivel que 0s enzimas ciclases actuem como fungdo isomerase-ciclase,
convertendo o GPP (18) em LPP (20). Uma suposta via passa pelas isomerizagbes GPP =—= LPP
=== NPP. Segundo Mann J.,** a ciclizagdo para a produgdo de monoterpenos monociclicos e
biciclicos pode processar-se pela via dos intermediarios cationicos, através de rearranjos do fipo
Wagner-Meerwein com deslocagdo de hidreto, dando origem a diversidade dos tipos de esqueletos
monoterpénicos que existem na Natureza.

Quanto a sua estrutura, os monoterpendides podem-se dividir em aciclicos e ciclicos. Os
compostos GPP (18) e NPP (19) sdo considerados os principais precursores de monoterpendides

12
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aciclicos enquanto a principal via de biossintese dos monoterpentides monociclicos e biciclicos se faz
através do LPP (20). No esquema 5. representam-se monoterpenos ciclicos derivados do catido
geranilo obtido pela via do LPP (20) 1. 14 18.20.21 e monoterpenos aciclicos obtidos a partir do sistema
de isomerizagbes (GPP LPP NPP). Porém, a conversdo reversivel destes trés isomeros
sugere que todos possam ser percursores na sintese de qualquer monoterpeno. 1. 14

OH
OPP Hs  JHr |
N-"opp CHO
(LPP) (20) | Il @pp) (18\ Linalol Citl
N\ AL i
«T~0PP
|HR Hs —_— | I | OH

(NPP) (19) B~Mirceno Citronelol
Cahao geramlo a—TerplnoI
H
B—Pineno ? Canfora
o~Pineno ;
Tujona
Termpinen-4-ol

Esquema |. 5.: Monoterpenos ciclicos derivados do catido geranilo e monoterpenos aciclicos obtidos a partir do
sistema de isomerizagbes (GPP == LPP = NPP).
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1.2.1.3. Os sesquiterpendides

Os sesquiterpendides, como o farnesol e seus derivados, contém trés unidades isoprénicas
num arranjo regular cabega com cauda,’® no esquema |.6 estdo representados os principais
precursores dos mono- sesqui- e diterterpenéides. Os sesquiterpendides sdo uma classe de compostos
muito abundante nas plantas, obtém-se principalmente a partir dos seus éleos essenciais.

Hs =~

PPO H,CN_ PP @ OPP
—_— - ‘\
l :
HsC CHj, ' PPO PP (9
DMAPP (17) HC™  CHs
GPP (18)
CHj CH3
A x
A CHs & cH,
oPP I
H,c” CHs H,¢” “CH; ~OPP
Pirofosfato de neroiidio (23) FPP (21)

PP )

Esquema |. 6.: Mecanismos da biossintese dos precursores dos mono- sesqui- e diterterpendides

Numerosos sesquiterpendides actuam como fitoalexinas, compostos antibioticos produzidos
pelas plantas em resposta a ataques microbianos e como “antifeedants” para repelir herbivoros
oportunistas.!" Qufra particularidade dos sesquiterpendides relaciona-se com o facto das hormonas
juvenis dos insectos (inibidoras de metamorfoses) serem sintetizadas a partir do pirofosfato de farnesol,
por adigdo de dois grupos metilo, dai 0 seu grande interesse no confrolo de insectos.22

14
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A semelhanga dos monoterpenos também o precursor dos sesquiterpenos o pirofosfato de
2E 6E-famesilo (2E,6E-FPP) (21) possui dois isomeros. Os diversos esqueletos hidrocarbonados dos
sesquiterpenos podem derivar do 2E,6E-FPP (21), do seu isomero cis-trans, o pirofosfato de 2Z,6E-
farnesilo (22) ou do pirofosfato de 6E-nerolidilo (23).14

CH; CHs CH,
~ AN ~
Z
l & CH; | PP CH; I o P%Ha
H.C CH, ~OPP HC CHy H,C CH;
@1 @ @)

Da grande variedade de esqueletos hidrocarbonados da classe dos sesquiterpenos
representam-se no esquema 1.7 um composto biciclico, o cariofileno (24), um composto monociclico
misto, o bisaboleno (25) e um composto triciclico, 0 copaeno (26), todos obtidos pela via biossintética
do pirofosfato de nerolidilo (23).1418

Pirofosfato de nerolidilo (23) ¥ \

(2)/ m s
’ | &
f

| g

Cariofileno (24) Bisaboleno (25) Copaeno (26)

Esquema l. 7.: Mecanismo de biossintese de sesquiterpenos derivados do pirofosfato de nerolidilo.
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1.2.1.4. Os diterpendides

Os diterpendides sdo uma importante classe de compostos naturais sintetizados nas plantas.
Sao conhecidos por apresentarem actividade biologica muito diversificada.

Da enorme variedade e quantidade de diterpendides apresenta-se a titulo de exemplo, o fitol
(27) (um dos constituintes da clorofila), a vitamina A (28) (sintetizada em grande quantidade pela salsa
mas que existe tanto nas plantas como nos animais, nestes obtém-se por ruptura da molécula de
caroteno e fixagdo de agua), os acidos resinicos das coniferas (por exemplo, os acidos abiético (29) e
pimarico (30)), e as giberlinas, (por exemplo o acido giberélico (31)).. 11.14.15. 20

"
OH . OH ~
| /
COOH COOH

Fitol (27) Vitamina A (28) Acido abiético (29) Acido pimarico (30)

1.2.1.4.1. Biossintese dos diterpendides

Os precursores dos diterpendides sao o pirofosfato de 2E,6E,10E-geranilgeranilo (GGPP) (32)
ou o seu isomero alilico, o pirofosfato de geranil-linalilo (GLPP) (33), formados pela condensagéo do
IPP (9) com o pirofosfato de 2E,6E-farnesilo (FPP) (21), conforme se apresentou no esquema 1.6.

O pirofosfato de geranilgeranilo (32) cicliza com a cadeia dobrada de diferente forma
originando os diversos diterpenos. No esquema 1.8 representa-se resumidamente os principais passos
da biossintese do fitol (27), do acido pimarico (32), do caureno (34) e também do acido giberélico (31),
14.15.20.21 3 biossintese deste tltimo é complexa por isso apenas se representam os passos chave.

0O acido giberélico (31) pertence a classe de diterpenos mais estudada, as giberelinas, foram
pela primeira vez isoladas do fungo “Giberella fujikoro” mas também estdo presentes nas plantas
superiores. Actuam como hormonas de crescimento das plantas e desempenham também um
importante papel no mecanismo de controlo da floragdo.!. 14 15.20

16
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OH
OPP
hidrogenagéo
hidrolise

Fitol (27)

Acido giberélico (31)

Esquema |. 8.: Mecanismo de biossintese dos diterpendides fitol, &cido pimarico, caureno e acido giberélico.
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1.2.1.5. Triterpenodides e esterdides

Os triterpendides s3o um grupo muito numeroso e diversificado de produtos naturais derivados
do esqualeno (35). Actualmente ja foram isolados mais de 4000 triterpendides distribuidos por mais de
40 tipos de esqueletos. Dividem-se principalmente em dois grandes grupos, os ftriterpenos
tetraciclicos e os triterpenos pentaciclicos. Nos primeiros incluem-se os esteréides, metabolitos
considerados vitais para muitos organismos, em particular os animais. Esta classe é muito variada,
existindo nela compostos como: as hormonas sexuais dos mamiferos (testosterona (36), androsterona
(37) e progesterona (38), o colesterol (39), o B-sitosterol (40), o cicloartenol (41), o brassinoesterol (42),
as vitaminas D ( por exemplo o calciferol (43)) entre muitos.

Testosterona (36) Androsterona (37) Progesterona (38)

Colesterol (39) B-Sitosterol (40) Cicloarteno! (41)

18
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OH

HO.

HO

Brassinesterol (42) HO" Calciferol (43) (vitamina B2)

1.2.1.5.1. Biossintese de triterpenos pentaciclicos

0O esqualeno (35) & o percursor comum dos friterpenoides e por sua vez é o mais simples dos
triterpenos. A sua biossintese ndo segue a via normal dos restantes terpenos a excepgdo dos
tetraterpenos que apresentam uma via biossintética muito semelhante.

Os triterpenos resultam da unido cauda-cauda de dois grupos pirofosfato de trans-farnesilo
(21).14 18  Desta condensagdo surge um composto intermediario, o pirofosfato de pré-esqualeno (44),
com eliminag&o de um atomo de hidrogénio Pro-S da molécula inicial de acido 3R-(+)-mevalédnico (10).
Embora este mecanismo ndo esteja inteiramente determinado, aquele que actualmente reine maior
consenso, apresenta-se no esquema 1.9 o qual representa a biossintese do esqualeno (35).14 20. 24
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FPP (21)

Esqualeno (35)

Esquema. 9.: Mecanismo de biossintese do esqualeno.

Durante os processos de biossintese dos triterpenos (e esterdides), a molécula de esqualeno
(35) pode dobrar-se de maneira diversa (conformagdes pré-cadeira e pré-barco) e originar compostos
cujas estruturas podem divergir na forma e tamanho dos seus anéis, bem como na forma da cadeia
|ateral (sobretudo nos compostos esterdides).

20
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Quando o esqualeno (35) sofre oxidagdo numa das extremidades da sua cadeia por acgdo do
oxigénio em presenga de NADPH (14), foma o composto (3S)-2,3-epoxi-esqualeno (45). A
conformagdo assumida por esta molécula quando se liga & superficie do enzima (35)-2,3-epoxi-
esqualeno ciclase, a forma como se da a ciclizagéo e as diversas fransformagdes que podem ocorrer
devidas a rearranjos na estrutura, estdo na origem dos vérios subgrupos em que se subdividem os
triterpenos. 14.20. %5

No processo de ciclizagdo do (35)-2,3-epoxi-esqualeno (45) forma-se o catido fetraciclico
dammarenilo (46) também conhecido por catido protoeuféide. Este catido intervém na maioria das
vias de biossintese dos friterpenos pentaciclicos. No esquema 1.10, representa-se um destes
mecanismos de biossintese. Uma caracteristica geral nestes mecanismos € a expanséo do anel virtual
D seguindo-se a ciclizagdo da cadeia lateral do catido. No caso do catido dammarenilo (46) a ciclizagdo
conduz a formagdo do catido lupenilo (47). Deste pode obter-se directamente o lupeol (48) ou entdo por
expansdo do anel E produzir-se o catido oleanilo (49). Por sua vez, este catido € precursor na
biossintese de muitos outros triterpenos pentaciclicos, por exemplo, os que se incluem nas familias do
oleanano (50), do ursano (51) e do lupano (52).%.27

Oleanano (50) Ursano (51) Lupano (52)
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2,3-Epoxi-esqualeno (45)
Catido dammarenilo (46)

HO

\
N

‘o i Catiio oleanilo (49)
HO

Lupeol (48)

Esquema |. 10.: Mecanismo da ciclizagdo do composto (3S)-2,3-epoxi-esqualeno com formagao de lupeol.

Noutro processo de biossintese de triterpenos pentaciclicos apresentado no esquema .11, a
ciclizagdo do composto (35)-2,3-epoxi-esqualeno (45) leva também a formagao do catido dammarenilo
(46) seguindo-se uma série de rearranjos que conduzem aos compostos pentaciclicos g-amirina (53) e
a-amirina (54) pela via das espécies catidnicas bacharenilo (55), lupenilo (47) e oleanilo (49).27. 28
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Esquema I. 11.: Mecanismo da biossintese da -amirina e da a-amirina.

1.2.1.6. Biossintese de tetraterpenos

Os tetraterpendides formam-se pela unido cauda-cauda de duas unidades de pirofosfato de
geranil-geranilo (32), segundo um mecanismo semethante ao da biossintese do esqualeno (35), com
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formag3o de pirofosfato de pré-fitoeno (56), que origina o licoperseno (57), o qual sofre eliminagdo de
dois atomos de H, formando o fitoeno (58) (Esquema 1.12).14.6.17.15  |n vivo, parece formar-se tanto o

isémero cis como o trans.!4 10

= = x pN2g
GGPP (19)

GGPP (19)

%,
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/K/\/K/\)\/\)\w K ,/\)\/\/k/\/k
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Esquema I. 12 — Mecanismo da biossintese do fitoeno.
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1.2.2. Actividade biologica de triterpenos pentaciclicos

Os triterpenos pentaciclicos possuem diversos tipos de estrutura e estdo dispersos tanto em
organismos procariotas como em eucariotas. Na composicdo quimica do latex e resinas de algumas
plantas existem friterpenos em quantidade apreciavel. Admite-se que estes compostos naturais
desempenham nas plantas uma fungdo fisiologica de defesa quimica contra herbivoros e agentes
patogenicos. No entanto, os estudos de actividade bioldgica realizados ao longo das ltimas décadas,
levantam a possibilidade de alguns destes compostos friterpénicos poderem actuar contra certos
agentes patogénicos causadores de doenga em humanos e nos animais em geral.28

A actividade biologica de triterpenos pentaciclicos tem sido objecto de varios estudos no
decurso dos Ultimos dez anos e divuigados nas principais revistas cientificas.

Numa investigagdo com células tumorais A-549, L-1210 e KB, Yamagishi, T. ef al. (1988), 2
concluiram que o acido ursolico (59) manifestava propriedades citotoxicas para estas células.
Posteriormente, Simon, A. ef al. (1992),% publicaram resultados apresentando o acido ursélico (59)
como responsavel pela inibigdo do desenvolvimento de tumores produzidos na pele de murganhos. As
investigacdes efectuadas com este produto natural revelavam-se prometedoras no campo da medicina.
Talvez este facto tenha contribuido para o subito interesse demonstrado no estudo da actividade
biolbgica dos triterpenos pentaciclicos.

Num trabalho realizado por Sticher, O. et al. (1994),3! os triterpeniédes da série do oleanano
(50), acido 2a-hidréxi-3-oxoolean-12-en-30-6ico (60), acido 2-oxo-3p-hidroxiolean-12-en-30-6ico (61),
acido 1o-hidroxi-3-oxoolean-12-en-30-6ico (62) e acido  3-oxoolean-1,12-dien-30-6ico (63)
apresentaram actividade antibacteriana contra o Bacillus subtilis, Escherichia coli, @ Micrococcus
luteus.

A actividade alelopatica de triterpenodes da série do lupano (52) foi testada por Macias, F.A. et

al. (1994)32 Segundo os autores, os compostos lupeol (48), betulinol (64) (Lup-20(29)en-3,28 diol),
| % g 2
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aldeido betulinico (65), acido betulinico (66), e o norlupano messagenin (67) (30-norlupane-3p,28-diol-
20-ona) possuem potencial actividade alelopatica, em particular sobre espécies dicofiledoneas e
parecem estar significativamente envolvidas na acgdo alelopatica da Melilotus messanensis.

Da Maprounea africana foram Isolados dois triterpenos pentaciclicos por Pezzuto, J.M. ef al.
(1994),3 o 4cido 1B-hidroximaprounico-3-p-hidroxibenzoato (68) e o acido 2a-hidréximaprounico-2,3-
bis-p-hidroxibenzoato (69). Estes compostos e os respectivos produtos de hidrélise (geninas)
manifestaram uma potente actividade inibidora confra a transcriptase reversa do virus HIV-1.

Lee, K.H. ef al. (1994),3¢ isolaram nas folhas da Syzigium claviflorum os écidos platanico (70) e
acido betulinico (66). Estes triterpendides apresentaram efeito inibidor na replicagdo do virus HIV em
células de linfocitos H9. Na avaliagdo da actividade anti-HIV realizada com oito derivados do acido
betulinico (66), o acido di-hidrobetunilico (71) também se revelou um potente inibidor da replicago

26



Contribuigio para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

deste virus. Segundo a opinido dos autores, o grupo hidroxilo em C-3 e o grupo acido carboxilico em C-
17, assim como as substituigbes feitas em C-19, poderdo contribuir para realgar a actividade anti-HIV
desta classe de compostos.

12

Ratos Wistar padecendo de artrite foram tratados por Kweifiookai, G. et al. (1995),%5 com
triterpendides de esqueleto lupano. Foi-lhes administrado por via oral lupeol (48), lupeol-3-palmitato
(72) e lupeol-3-linoleato (73). O mecanismo antiartritico do lupeol (48) e seus ésteres permitiram aos
autores concluir que os compostos com maior eficacia antiartritica relativa seguiam a ordem: linoleato
de lupeol (73) > palmitato de lupeol (72) > lupeol (48). A eficacia antiarfritica do lupeol (48), foi
posteriormente aumentada por esterificagdo com &cidos gordos de cadeia longa.® Estes autores
observaram ainda que o palmitato de a-amirina (74), um outro triterpeno pentaciclico, também
apresenta efeito antiartritico.3

Noutro trabalho de actividade antiartritica de triterpenos, Varalakshmi, P. et al. (1998 a 2001),
38,39.40. 41 também concluiram que a eficacia antiarfritica do linoleato de lupeol (73) era superior a que
foi conseguida com o lupeol (48).

Rios, J.L. et al. (1995),42 # isolaram da Diospyros leucomelas os triterpenos betulinol (64),
acido betulinico (acido 3p-hidroxi-20(29)-lupen-28-6ico) (66) e acido ursdlico (59), estes compostos
mostraram actividade anti-inflamatoria. Para estabelecer uma possivel relagdo entre as estruturas
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quimicas e as suas propriedades farmacologicas, investigaram a actividade ant-inflamatéria de dez
triterpendides pertencentes as séries oleanano (50), ursano (51) e lupano (52). Todos os triterpendides
estudados foram bastante activos contra os edemas. Os autores admitiram que 0s esqueletos basicos
ndo tém influéncia na actividade dos compostos, no entanto, a presenga de um grupo carboxilico em C-
28 ou C-30 ou, a presenga de um grupo hidroxilo em C-28 produzem um aumento na actividade anti-
inflamatéria dos compostos.

Rios, J.L. et al. (1997),% estudaram o efeito de alguns triterpentides na inflamag&o cronica da
pele. Concluiram que o eritrodiol (75) e o acido ursolico (59) apresentaram actividade biologica
significativa.

Os triterpendides de esqueleto oleanano caracterizados como acido 2,3-seco-2-oxoolean-12-
en-3-metiléster-30-6ico (76) e acido 1a,3p-di-hidroxiolean-12-en-30-ico (77) (4cidos dillénico D e E),
isolados da Dillenia papuana por Sticher O. et al. (1995),% manifestaram actividade antibacteriana.
Atraves da comparagdo dos resultados obtidos com estes compostos e com os que foram referidos
anteriormente para os acidos dillénicos A, B e C, estes investigadores admitem que a actividade
observada nos é&cidos dillénicos pode estar relacionada com a dupla ligagéo nas posigdes O ou O
relativamente ao grupo carboxilico e com a fungéo cetona no anel A do esqueleto oleanano.

0 acido pulsatilico (acido 3-oxo-23-hidréxi-lup-20(29)-en-28-6ico) (78), triterpendide da série do
lupano, isolado da planta Pulsatilla chinensis por Ye, W.C. et al. (1996),6 exibiu actividade citotoxica
contra celulas do carcinoma do pulméo, tanto da linha celular P-388, Lewis, como de numerosas

células de pulmdo humano.

Kaiya, T. et al. (1997),% avaliaram a citotoxicidade de varios triterpenos confra células de
leucemia L1210, cultivadas em meios de cultura com diferentes valores de pH. O &cido betulinico (66)
manifestou toxicidade para estas células em meios de pH ligeiramente acido. Segundo os autores este
acido revelou-se um promissor agente antitumoral contra tumores sélidos, porque, o valor do pH no
interior dos tecidos do tumor € normalmente mais baixo do que nos tecidos normais.
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Mais de 80 novos triterpenos derivados do acido ursélico (59) e do acido oleandlico (79) foram
sintetizados por Sporn M.B ef al. (1998).# Estes compostos foram estudados como potenciais
agentes anti-inflamatorios e quimiopreventivos. Foi avaliada a sua aptiddo na supresséo de renovagao
de dois enzimas, o 6xido nitrico sintase induzive! (iINOS) e o ciclooxigenase induzivel (COX-2). Dois
destes compostos sintéticos pertencentes a série oleanano (50), o acido 3,11-dioxoolean-1-en-28-6ico
(80) e o acido 3,11-dioxoolean-1,12-dien-28-dico (81), revelaram-se fortemente inibidores da renovagao
dos dois enzimas iNOS e COX-2. Outro composto sintético que também inibiu a renovagéo do enzima
COX-2, foi 0 acido 3a-ursolico (82), contrariamente, 0 seu epimero de ocorréncia natural, o acido 3p-
ursolico (59), ndo apresentou actividade inibidora. Estes investigadores consideram que é possivel
desenvolver triterpendides como agentes Uteis na quimioprevengédo do cancro ou de outras doengas
cronicas com uma componente inflamatoria.

Gribble, G.W. et al. (1997),% sintetizaram oito composto analogos por clivagem do anel A de
triterpenos das série oleanano (50), e ursano (51). Estes compostos foram avaliados relativamente a
sua facilidade em inibir a proliferagio celular em células da prostata do fipo NRP.152. Quatro
compostos resultantes das clivagens apresentaram actividade biologica significativa.

Na medicina popular chilena o trevo Trevoa trinervis Miers ¢ utilizado no tratamento de chagas
e queimaduras. Backhouse, C.N. et al. (1997),% isolaram os acidos betulinico (66) (metabolito
maioritario), oleanélico (79) e ursolico (59) a partir da fracgéo de diclorometano, esta fracgéo da planta
foi a que apresentou maior actividade anti-inflamatoria e antipirética. O acido betulinico (66) revelou
também alguma actividade contra linhas de células neoplasicas, mas apenas actividade residual contra
células do melanoma Mel-28.

Da planta Triphyophyllum peltatum foi isolado o acido betulinico (66) por Bringmann G. et al.
(1997)5' Este composto exibiu actividade antimalarica contra a fase assexual eritrocitica do
Plasmodium falciparum, parasita da malaria humana.
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Segundo Hasmeda, M. et al. (1999, 2000),%2. 5 a a-amirina (54) e o lupeol (48) s&o exemplos
de compostos triterpénicos anti-inflamatorios potentes inibidores da sub-unidade catalitica (CAK) da
proteina ciclica AMP-dependente proteina cinase (PKA) do figado de rato. Também os ésteres
palmitato e linoleato destes compostos apresentam forte actividade inibidora da cAK.

Varalakshmi, P. et al (1999)5 testaram a acgdo protectora do lupeol (48) contra a
nefrotoxicidade induzida em ratos ap6s administragdo de cadmio. Os valores dos parametros urinarios
dos animais de controlo reflectiam perturbagdo na membrana renal, contrariamente, os animais que
foram fratados com lupeol (48) juntamente com a administragdo de cadmio apresentaram valores de
actividade enzimatica proxima do normal, indicador da protecggo do rim contra leses renais induzidas
pelo cadmio.

Do extracto de n-hexano da Marsypianthes chamaedrys foram separadas duas misturas de
compostos triterpénicos por Menezes, F.D. et al. (1999).% A primeira contendo os compostos mono-
hidroxilados a-amirina (54), f-amirina (53), lupeol (48) e germanicol (83), a segunda, os compostos di-
hidroxilados chamaedrydiol (urs-12-en-20,3p-diol) (84), castanopsol (1a,3p-di-hidroxiolean-12-eno)
(85), 20-hidroxilupeol (86) e epigermanidiol (87). Foram efectuados testes moluscicidas com o extracto
de n-hexano e com as duas misturas. A mistura consfituida pelos compostos di-hidroxilados apresentou
grande actividade.

(84)
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Segundo Varalakshmi, P. ef al. (2000),% os triterpenos lupeol (48) e betulinol (64) apresentam
actividade anti-litiase, ambos possuem efeito protector confra a formagdo de célculos renais €
hepaticos.

O latex da planta Himatanthus sucuuba é utilizado em medicina popular amazonica como
remédio anti-inflamatorio. Pinto, A.C. et al. (2000),” avaliaram as propriedades farmacologicas da
planta e observaram que o extracto de hexano inibia a formagéo de edema induzido em ratos. Os
triterpenos presentes na fracgdo de hexano foram identificados como acetato de lupeol (88), a-amirina
(54) e cinamato de lupeol (89). Entre todas as fracgGes estudadas, a fracgéo contendo apenas
cinamato de lupeol (89) exibiu 0 melhor teste de actividade anti-inflamatoria. Os autores admitem que
este composto pode ser o principal responsavel pela actividade do extracto.

Nikiema, J.B. et al. (2001),%8 testaram a actividade anti-inflamatéria de varios triterpenos
isolados do latex da Leptadenia hastate. O lupeol (48) e seus ésteres acetato e palmitato, revelaram-se
os principais constituintes com actividade anti-inflamatoria. Testes efectuados com hemisuccinato de
lupeol (90), produto de hemi-sintese, revelaram que este composto possuia maior actividade do que a
apresentada pelo lupeol (48). Os resultados obtidos pelos autores justificam a utilizag&o topica do latex
da Leptadenia hastate na medicina fradicional e mostram que a actividade anti-inflamatéria do lupeol
(48) pode ser aumentada por hemisuccinilagdo, pelo contrario, a esterificagdo por acetilagdo ou
palmitoilagdo diminui esta actividade.
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1.3. O estudo fitoquimico da planta Tolpis barbata.

O interesse no estudo da planta T.barbata surgiu na sequéncia de uma pesquisa etnobotanica
realizada pelo grupo de Quimica dos Produtos Naturais da Universidade de Evora e destinada a
seleccionar espécies espontaneas na regido do Alentejo que justificassem o seu estudo fitoquimico.

No inquérito efectuado, alguns criadores de gado consideram que a T. barbata € uma planta
toxica. Porém, outros inquiridos suspeitam que a toxicidade poderad ser apenas nalguma fase do
crescimento da planta, uma vez que os ovinos e 0s caprinos a incluem na sua alimentag&o durante os
meses de Verdo quando as pastagens escasseiam.

Para avaliar esta questdo, Chaveiro, H. B., Candeias, M. F. e Cruz Morais, J. M., (1994),5°
realizaram um estudo prévio da actividade biologica dos extractos da planta. Este trabalho incidiu
principalmente na determinagéo da toxicidade aguda dos extractos de n-hexano, cloroformio, etanol e
agua. Foram inoculados por via infraperitoneal ratos Swiss macho (murganhos) com a dose {nica de
1g de extracto/ kg de animal. Os autores concluiram que a fracgao butandiica do extracto etanélico e a
fracgdo butandlica do extracto aquoso da planta apresentaram toxicidade aguda, sendo o extracto
aquoso o mais toxico. Os restantes extractos néo revelaram este efeito.

Na determinagdo da DLso (dose letal para 50% dos murganhos inoculados) os autores
utilizaram a fracgdo butandlica do extracto aquoso e obtiveram como resultado para a DLso o valor de
56,6 mg/Kg (mg de extracto/ kg de animal).

Nas pesquisas bibliograficas efectuadas até a presente data ndo foram encontradas
referéncias a estudos fitoquimicos e de actividade biolégica com plantas do Género - Tolpis Adanson.
Por isso, & possivel que o estudo da toxicidade aguda da planta tenha sido o primeiro frabalho no
ambito da fitoquimica que se realizou com a T. barbata.

A inexisténcia de estudos anteriores e o inferesse em aprofundar o estudo fitoquimico da
planta, constituiu a principal motivagdo para a realizagdo do presente frabatho.

Pode-se dividir este estudo em duas partes mais evidentes. Na primeira estio incluidos
objectivos que pretendem revelar aspectos gerais da caracterizagio quimica da planta, mas que sio
uteis por fornecerem dados pertinentes para utilizar no estudo fitoquimico, tais como:

- a determinag&o do teor de himidade da planta fresca;

- adeterminagdo do peso relativo dos 6rgdos da planta nas varias fases da sua maturagéo;
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- a determinago da percentagem de extracto de n-hexano, cloroformio, etanol e agua obtidos
por digestao a 35° C;

- a determinagdo da percentagem de extracto de n-hexano, cloroformio, etanol e agua obfidos
com extractor de Soxhlet;

- a identificagdo dos principais grupos de compostos naturais com actividade biologica
existentes nos exiractos de n-hexano, cloroférmio, etanol e agua;

Na segunda parte deste trabalho iniciou-se o estudo da composigdo quimica da 7. barbata,
para o qual foram definidos como objectivos principais, o isolamento, a identificagéo e a caracterizagdo
estrutural de componentes maioritarios da fracgdo menos polar da planta. O estudo incidiu sobre o
extracto de n-hexano.
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I.1. Caracterizagio daplanta - Tolpis barbata (L.) Gaertner *

I1.1.1. Taxonomia

A caracterizagao taxonomica é feita de acordo com Tutin, T.G. et al.: &0

Subdivisao ANGIOSPERMAE

Classe DYCOTYLEDONE

Ordem - Campanulales

Familia - Compositae

Género - Tolpis Adanson

Espécie - Tolpis barbata (L.) Gaertner

I1.1.2. Nome cientifico

Tolpis barbata (L.) Gaertner. Esta planta foi descrita pela primeira vez em “De Fructibus et
Seminibus Plantarum” Vol. 2: 372, 1791.

I1.1.3. Sinénimos

Néao tem sinénimos cientificos

* A caracterizaggo da planta foi feita pela Eng* Marizia Dias Pereira, do Departamento de Planeamento Biofisico da

Universidade de Evora, onde estéo depositados alguns exemplares da planta.
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Il.1.4. Nomes vulgares

Leituga; olho-de-mocho.

Figura ll. 2.: llustragdo de inflorescéncias da Tolpis barbata

I1.1.5. Descrigao taxonomica

Planta com 10-50 (6-90) cm de altura, um tanto robusta ou pouco delgada, lanuginosa
inferiormente.

As folhas basilares com 2-10 cm, sdo obovado-oblongas, sinuado-dentadas ou
subpenatifendidas, geralmente agudas e as caulinares, oblongo-lanceoladas, subinteiras.

Caule simples ou ramoso, com ramos excedendo o caule principal.

A inflorescéncia € uma cimeira paniculada, composta por capitulos majisculos (2-3 cm de
diametro), com as corolas externas amarelas e as centrais purplreo-escuras. Estdo inseridos em
pediinculos aclavados e providos de poucas a muitas bracteas escamiformes, setaceas e curvas.

Os frutos s&o aquénios tetragonais, octi-sexcostados, de ordinario com papilho de duas aristas,
raras vezes uma a trés.
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I1.1.6. Epoca de floragio

A fenologia da floragéo estuda o intervalo de tempo que medeia o inicio e o termo da floragéo
de um taxon. Para esta composta de polinizagéo cruzada, este periodo coincide, geralmente, com a
época do ano mais favoravel (Abril a Julho) e com o apogeu dos insectos (agentes polinizadores),
‘regulado hormonalmente e estimulado basicamente pela temperatura, que deve atingir um
determinado limite para que o processo se inicie”.5!

I1.1.7. Fisionomia

De acordo com a classificagdo de Raunkjaer citado por Font Quer, P., trata-se de um teréfito,
pois, passa o periodo do ano desfavoravel para o seu desenvolvimento, sob a forma de semente. 62

111.8. Biologia

E uma anual, isto &, nasce, desenvolve, floresce, frutifica e morre durante um periodo
vegetativo (um ano) e invernal, porque nasce no outono e floresce na primavera ou no verdo. 62

I1.1.9. Distribuicao fitogeografica
Em Portugal, Sampaio, G., Coutinho, A. X. P. e Franco, J. A, referem que esta planta aparece
em quase todo o pais.63. 64 65
Segundo Valdés, B., aparece a Oeste da regido mediterranica e Tutin, T. G. et al, no Sul da
Europa.80. 66

1.1.10. Ecologia

Trata-se de uma planta silicicola dos campos, pastagens, pinhais, sebes e incultos, muito
frequente em Portugal Continental.
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11.1.11. Biogeografia

Segundo Costa et al , a localizag&o biogeografica das regides onde foi herborizada a Tolpis

barbata, & a seguinte:’

Reino Holoartico
Regido Mediterranica
Sub-Regido Mediterranica Ocidental
Super-Provincia Mediterranica lbero-Atlantica
Provincia Luso-Extremadurense
Sector Marianico-Monchiquense
Sub-Sector Araceno-Pacense
Super-Distrito Alto-Alentejano
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lll. Metodologia, Resultados e Discussdo

il.1. Metodologia geral

O processo utilizado na obtengio dos extractos da T. barbata, destinados a analise qualitativa
dos principais grupos de compostos quimicos ndo volateis, foi a digestdo a temperatura de 35° C.
Utilizaram-se por ordem de polaridade crescente os solventes n-hexano, cloroformio, etanol e agua.
Nas digestdes efectuadas seguiram-se principalmente as indicagdes de Harborne, J. B.58 Prista, L. N.
e Alves, A.C.69.70

A andlise geral dos principais grupos de compostos da planta foi efectuada de acordo com o
método proposto por Ciulei, .7 tendo-se introduzido pequenas alteragdes. Enquanto Ciulei, 1., propde
que os estudos incidam sobre os extractos de éter etilico, etanol a 95° e agua, neste trabalho optou-se
por estudar os extractos de n-hexano, cloroformio, etanol a 95° e agua.

Os testes gerais destinados a caracterizagdo quimica dos principais grupos de compostos com
actividade biologica existentes na planta, incidiram sobre os seguintes grupos de compostos: alcaloides
(bases), alcaldides (sais), agliconas flavonicas, flavondsidos, emodois, antracenosidos, cumarinas,
heterdsidos cumarinicos, esterois e/ou triterpenos, heterosidos esterélicos, heterosidos triterpénicos,
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carotendides, 6leos volateis, matérias gordas, acidos gordos, taninos galhicos, taninos catéquicos,

compostos redutores, antocianésidos, glicidos (oses, polioses).

Apos a analise preliminar da composicdo quimica da planta e da sua toxicidade aguda,
considerou-se que ndo existiam diferengas significativas na composicdo quimica dos extractos
resultantes das folhas e dos caules que justificassem a sua analise em separado, por isso, optou-se por
estudar em conjunto as folhas e os caules da planta.

A amostra, constituida por caules e folhas da planta previamente seca e posteriormente
triturada, foi extraida por lixiviagdo em extractor de Soxhlet, sucessivamente com n-hexano,
cloroférmio, etanol a 95° e agua.

O extracto de n-hexano foi fraccionado através de uma cromatografia em coluna sobre silica
gel, utilizando um sistema de elui¢éo de polaridade crescente.

As fracgdes obtidas com sistemas de eluente de menor polaridade foram recromatografadas
em varios sistemas cromatograficos até se conseguir o isolamento dos compostos maioritarios dessas
fracgdes. No diagrama Ill.1 apresentam-se os processos efectuados. Os detalhes referentes ao
procedimento de extracgéo e de separagio dos compostos séo referidos no capitulo IV.

Na identificagdo quimica e na caracterizagéo estrutural dos compostos isolados utilizaram-se
os seguintes métodos instrumentais de andlise: Ressonancia Magnética Nuclear de Protéio (RMN H),
Ressonancia Magnética Nuclear Carbono (RMN 73C), Cromatografia Gasosa em associagdo com
Espectrometria de Massa (GC-MS), Espectroscopia de Infra-vermelho (/V), Espectroscopia de UV-
visivel (UV-Vis), além das determinagdes de propriedades fisicas como o ponto de fusdo (pf) e poder
rotatério especifico ( /ap’).

lil.2. Obtengéo dos extractos da T. barbata por digestdo a de 35°C

A digestso é um processo extractivo que é uma variante da maceragdo, a diferenga reside no
facto de se realizar em recipiente fechado e & temperatura de 35° C, enquanto que a maceragdo é um
processo que ocorre & temperatura ambiente. Ambos se baseiam no fenémeno de difusdo dos
compostos através das paredes das células para a solugdo extractante. Segundo Prista, L. N. e Alves,
A. C.9 os periodos de digestdo dependem da caracteristica da amostra e poderdo ir de 30 minutos até
alguns dias. Os extractos aquosos devem ser obtidos em periodos curtos porque se infestam
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faciimente por microorganismos, por outro lado, existe também o risco de alguns metabolitos
secundarios sofrerem hidrélises enzimaticas durante a extracgdo em meio aquoso.58. 69.70

Este processo extractivo pode ser muito demorado, no entanto, & um dos mais utilizados
quando se pretende isolar produtos naturais, sobretudo, quando se desconhece a composigéo quimica
do material em anélise. Alguns compostos naturais com actividade biol6gica sdo destruidos se sujeitos
a temperaturas relativamente elevadas, pelo que ndo se devera utilizar um método de extracgéo que
utilize uma temperatura de extracgdo superior a 40° C.59

Alguns autores recomendam como solvente para a extracgdo de compostos polares uma
solugdo aquosa de metanol a 70% (v/v).”2 As principais vantagens da utilizagdo deste método sdo a
maior facilidade de evaporagdo do solvente relativamente a agua e a eliminagdo do problema de
infestagdo do extracto por fungos durante as etapas da digestdo e da evaporagdo, dado que estes
dificilmente se desenvolvem em meio alcodlico.

No diagrama Ill.1. esquematizam-se as digestes efectuadas a 35° C com caules e folhas da
Tolpis barbata.

Para identificar os extractos atribuiu-se-lhes um cédigo. A primeira letra indica o lote da planta,
o algarismo representa um dos seus 6rgdos (Raiz — 1; caule — 2; folha — 3; flor — 4), a segunda

letra identifica a solug&o extractante (n-hexano — H ; cloroférmio — C ; etanol a 95°— E; agua — A).

Exemplo do codigo de um extracto: D:H
D — lote da planta

2 — caule

H — extractante (n-hexano)
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Diagrama lll.1 - Fraccionamento da amostra por digestoes a temperatura de 35°C

Fraccionamento da T. barbata para
Analise Quimica Qualitativa de

Produtos Vegetais
Folhas Processo extractivo Caules
Extracgdo com n-hexano
Extracto D-H Extracto DsH
Extracgdo com cloroformio
Extracto D.C |« Extracto DsC
Extracgdo com etanol a 95°
Extracto D:E g »| Extracto D:E
Extracgdo com agua
Extracto D:A ¢ Extracto D;A
Residuo

ll. 2.1. Analise da massa dos extractos da planta

Os extractos obtidos com os diferentes solventes séo apresentados no quadro lil.1. A massa
dos exiractos dos caules e das folhas foram analisadas para avaliar a percentagem relativa de cada
extracto em fungdo da massa inicial de amostra seca.
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Quadro Hl. 1.: Percentagens dos extractos nas amostras D (caules) e Ds(folhas) da T. barbata.

Peso de amostra (g) | Peso de extracto (g) % de extracto
Solvente
caule folha caule folha caule folha
n-Hexano 23203 | 18179 1,99 5,22
Cloroférmio 116,73 34,84 0,9105 0,7655 0,78 2,20
Etanol 21,2043 6,8462 18,16 19,65
Agua 21,6432 6,5129 18,54 18,69

A andlise do quadro IIl.1 revela que a razdo entre a massa dos extractos de n-hexano e de
cloroformio e a massa das amostras de onde foram extraidos, apresenta nas folhas um valor cerca de
duas vezes e meia superior 8 mesma razéo obtida nos caules. Relativamente aos extractos de etanol e
aquoso ndo existe diferenga significativa na percentagem de compostos polares extraidos por cada

solvente em ambos os 6rgdos da planta.
Quando se relacionam as percentagens de extracgdo obtidas nas folhas e nos caules com os

solventes n-hexano e cloroformio, obtém-se as relagbes (1) e (2):

(D2H/Dy) ! (D2CID2) = 0,39 (1
(D3H/D3) / (D3CID3) = 0,42 (2)

Quando se relacionam (1) e (2) obtém-se a seguinte correlagéo:
Correlagéo = 0,39/0,42=0,93 (3)
A correlagéo (3) evidencia que 0 método extractivo é aparentemente homogéneo em ambos 0s

6rgaos da planta.
As massas do extracto de n-hexano obtido a partir da amostra constituida por folhas da T.

barbata permitem admitir que & neste 6rgdo da planta que existe maior concentragéo de compostos de
menor polaridade ou/e portadores de cadeias hidrocarbonadas longas, por exemplo, de ésteres de

45



Metodologia, Resultados e Discusséo,

acidos gordos, de hidrocarbonetos ou de dlcoois de elevada massa molecular, enfre oufros. Esta
dedugso esta de acordo com Lea P.J e Leegood, R.C.,7® segundo estes autores, as plantas acumulam
cerca de 75% dos seus lipidos nas folhas. Os lipidos resultam da esterificagéo de um dlcool de elevado
peso molecular com um &cido gordo, frequentemente o palmitico ou o estearico mas este em menor
quantidade.” 75 Estes compostos sdo conhecidos vulgarmente por ceras, possuem fungdo protectora
tanto das folhas como dos frutos e s@o extraidos facilmente com n-hexano.

ll.3. Estudo preliminar da composigdo quimica da 7. barbata

O estudo preliminar da composigio quimica da T. barbata baseou-se na andlise quimica
qualitativa dos produtos vegetais. Visou detectar a presenga de grupos de substancias que apresentam
normalmente actividade biologica. Esta andlise é constituida por um conjunto de testes de diagndstico,
geraimente pouco especificos, cuja finalidade é fornecer ao investigador uma orientagao sobre a
composicéo geral dos diversos extractos da planta.

Conforme foi referido anteriormente, neste estudo utilizou-se o método de analise de produtos
vegetais proposto por Ciulei, 17" Os grupos de compostos quimicos que se podem detectar afravés
deste conjunto de testes esta indicado no quadro Ill.2.

Quadro HiI. 2.: Testes efectuados para a caracterizagao quimica geral da T. barbata

Teste n® Reacgao de: Grupo de compostos detectaveis
1 Mayer; Bertrand; Dragendorff Alcalbides (bases), Alcalbides (sais)
2 Schibata Agliconas flavonicas, Fiavondsidos
3 Bomtréger Emodois, Antracenosidos
4 (Fluorescéncia UV) Cumarinas, Heterosidos cumarinicos
5 Liebermann - Burchard Esterdis efou Triterpenos, Heterosidos esterdlicos e/ou triterpénicos
6 Carr — Price Carotendides
7 (Destilagdo em comrente de vapor) Oleos volateis
8 Saponificagdo Matérias gordas, Acidos gordos
9 FeCls Taninos galhicos e Taninos catéquicos
10 Fehling Compostos redutores
1 (ApH => alterag&o de cor) Antociandsidos
12 Timol em meio acido Glucidos (oses, polioses)
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lil.3.1. Principais grupos de compostos da T. barbata
No quadro lll.3 resumem-se os resultados das analises nos vérios extractos. Estes séo

identificados pelas letras H, C, E, A., que significam respectivamente, n-hexano, cloroformio, etanol e
aquoso.

Quadro lIl. 3.: Resultados das andlises da caracterizagdo quimica da T. barbata.

Analises Resultados

DH | DsH | D€ | DsC D:E | D:E | DA | DA
oleos volateis - - - - ne. [ne |[ne |ne
matérias gordas, acidos gordos + + - - |ne. |ne. |ne |ne
esterdis elou triterpenos + + + + ne. |ne. |[ne |ne
carotenoides - - - - ne. |[ne [ne |ne
alcaldides (bases) - - - - ne. |[ne. |[ne. |ne
agliconas fiavonicas - - - - ne. (ne. |[ne [ne
emoddis - - - - - - ne. |ne
cumarinas - - - - - - ne. |ne.
taninos galhicos ne. {(ne |ne |ne - - - -
taninos catéquicos ne. |ne |ne [ne + + + +
compostos redutores ne. |[ne |ne |ne + + + +
alcalbides (sais) ne. |ne. |ne |ne - - - -
antracenésidos ne. |[ne |ne. |[ne - - ne. [ne
heterosidos cumarinicos ne. |ne. |[ne |ne - - ne. |ne.
flavonésidos ne. [ne |ne |ne + + + +
heterésidos triterpénicos ne. |ne |ne [ne + + - -
heterésidos esterélicos elou triterpénicos ne. [ne. |ne |ne + + - -
antociandsidos ne. [ne. |ne [ne - - - -
glicidos (oses, polioses) ne. |ne. |ne |ne + + + +

interpretagdo: — negativo; + positivo; ne. nao efectuado
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Pela analise do quadro lI.3. verifica-se que as folhas e os caules da T. barbata apresentaram
em todos os testes de identificagéio efectuados resultados idénticos. Pode-se admitir que os grupos de
compostos identificados se encontram tanto nos caules como nas folhas.

Seguidamente apresentam-se os resultados dos testes efectuados aos diversos extracto.

1) Extracto de n-hexano

O extracto de n-hexano apresenta teste positivo para a reacgdo de Liebermann - Burchard, por
isso poderdo estar presentes na amostra esterois ou triterpenos ou ambos simultaneamente porque a
falta de especificidade deste teste ndo Ihe permite diferenciar estes grupos de compostos.

A saponificagdo da amostra revelou a presenca de matérias gordas ou acidos gordos.

Os testes para a identificagdo de oOleos volateis, alcalides, agliconas flavénicas, emodois,
cumarinas e carotendides apresentaram leitura negativa. Pode significar que no extracto de n-hexano
ou ndo existem ou a sua concentragdo € t3o baixa que ndo é detectavel por este método.

2) Extracto de cloroformio

Este extracto apresenta teste positivo para a reacgdo de Liebermann - Burchard, podendo
estar presentes na amostra esterois e/ou triterpenos.

Apresentaram leitura negativa os testes para a identificagdo de Oleos volateis, alcalbides,
agliconas flavénicas, emodois, cumarinas e carotendides.

3) Extracto de etanol

Neste extracto obteve-se leitura positiva para os testes de identificagdo de taninos catéquicos,
compostos redutores, flavonésidos, heterosidos triterpénicos e/ou heterésidos esterélicos e glucidos
(oses e polioses).

Apresentaram leitura negativa os testes para a identificagdo de emodois, cumarinas, taninos
gathicos, alcalbides, antracenésidos, heterdsidos cumarinicos e antociandsidos.

4) Extracto aquoso

O extracto aquoso apresenta testes positivos para os testes de identificagdo de taninos
catéquicos, compostos redutores, flavonésidos e glticidos (oses e polioses).
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Apresentaram leitura negativa os testes para a identificagdo de taninos galhicos, alcaldides,

antocianosidos, heterésidos triterpénicos e/ou heterosidos esterolicos.

ll.4. Isolamento de produtos naturais da fracgdo de n-hexano da T. barbata.

Descrevem-se neste ponto 0s varios compostos que foram isolados a partir do extracto de n-
hexano da T. barbata. Discutem-se também os aspectos relevantes que permitiram isolar e identificar
os referidos compostos.

0 extracto obteve-se por lixiviagdo de uma amostra constituida por folhas e caules de planta
seca, ufilizando um extractor de Soxhlet.

ll.4.1. Extracgdo com aparelho de Soxhlet

Nos casos em que é possivel submeter a amostra & temperatura de ebulicdo do solvente,
pode-se fazer a extracgdo a quente através de uma lixiviagdo. Normalmente ufiliza-se um extractor de
Soxhlet que permite fazer a extracg&o em continuo num circuito fechado. Neste aparelho o solvente da
solugo extractiva é continuamente evaporado, condensado e langado no topo da coluna contendo o
material a extrair.

Este método extractivo apresenta como principais vantagens a rapidez do processo € a
economia de solventes. A renovagio permanente do solvente puro aumenta a velocidade de
dissolugdo dos compostos, por isso, este método é um dos preferidos quando se pretende maior
rapidez. E muito cémodo porque o volume de solvente que sera necessario evaporar € pequeno.

Apresenta como principal desvantagem o facto do método de extracgéo utilizar temperaturas
relativamente elevadas. A temperatura de ebulicdo das solugdes extractivas alguns compostos
naturais poderdo sofrer modificagdes quimicas. Como consequéncia, aqueles que possuem actividade
biologica poder&o perde-la. Por isso, a aplicagéo deste processo extractivo no estudo de produtos
naturais limita-se aos casos onde se reconhece estabilidade termoquimica nos compostos que se
pretendem extrair.
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Na Tabela lil.1, apresentam-se a massa dos extractos de n-hexano, extraidos por lixiviagdo
com extractor de Soxhlet e por digestdo a 35° C e os rendimentos de extracgdo que se obtiveram nos
dois processos.

Tabela lil. 1.: Percentagem de massa do exfracto de n-hexano da T. barbata - extracgao com soxhlet

Lixiviagdo em soxhlet | Digestdoa35°C

Massa de folhas e caules (9) 560,019 151,5
Massa de extracto de n-hexano (g) 11,05¢ 414
Percentagem de extracgao (%) 1,97 2,73

Quando se comparam os rendimentos de extracgdo de ambos os métodos pode-se calcular a
eficiéncia relativa da lixiviag&o face a da digestéo:

n=((1,97) 1 (2,73)) x100 = 72,2%

n representa a eficiéncia relativa da lixiviagdo face a digestdo nas condigdes em que se
efectuaram as extracgoes.

A percentagem de extracgdo por lixiviagdo em aparelho de Soxhlet surge um pouco inferior,
mas ao comparar os periodos de extracgdo de ambos os métodos neste estudo, 18 dias para a
digestsio e cerca de 60 horas para a lixiviagdo, pode-se considerar que a eficiéncia do método mais
rapido é boa. Esta podera ser melhorada se for alargado o periodo de extracgéo e se for diminuido o
nimero de extracgdes recorrendo-se a extractores de maior capacidade.

50




Contribuigéo para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

l.4.2. Fraccionamento do extracto de n-hexano - Cromatografia A

Da extracgdo de 560 g de caules e folhas da T. barbata obteve-se 11,05 g de extracto. Deste
extracto, 10,42 g foi fraccionado em coluna de silica gel por um sistema de solventes de polaridade
crescente (cromatografia A).

A eluigdo teve como solvente inicial o n-hexano passando-se para misturas de solventes de
maior polaridade. Como eluentes utilizaram-se éter isopropilico, éter etilico, cloroformio, acetato de
etilo, metanol e agua.

Na cromatografia A obtiveram-se 211 fracgbes. Neste trabalho estudaram-se as primeiras 50
fracgdes totalizando 6,660 g de extracto, que representa 64% da massa total do extracto de n-hexano
cromatografado. Identificaram-se 28 compostos, tendo-se isolado 9 compostos de esqueleto
triterpénico pentaciclico.

Como a amostra nao foi descerada, puderam-se identificar 19 hidrocarbonetos de cadeia longa
e quatro ésteres de acidos gordos esterificados com alcoois friterpénicos. Tanto os hidrocarbonetos
como os acidos gordos identificados sdo frequentes na maioria das plantas.

Para tornar mais perceptivel a explicagio do isolamento e identificacdo dos referidos
compostos, apresenta-se de forma resumida a marcha geral seguida no processo de analise, ver
diagrama lll.2.

lI.5. Separagio e identificagdo dos hidrocarbonetos da 7. barbata.

Na mistura que se obteve pela reunido das fraccdes A+ a Ass da eluigiio da coluna A com n-
hexano, foram identificados hidrocarbonetos de cadeia carbonada longa (compostos (91) a (109).

Na analise desta fracgdo do extracto de n-hexano da T. barbata recorreu-se as técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear de Protdo (RMN 'H) e de Carbono (RMN *3C) para reconhecimento
dos grupos funcionais existentes na mistura. Na separagdo e identificagéo dos compostos foi utilizada
a Cromatografia Gas-Liquido em associagdo com a Espectrometria de Massa (GC - MS).

51



Metodologia, Resultados e Discusséo

Diagrama lll. 2. Resumo dos compostos isolados elou identificados no exfracto de n-hexano da T. barbata

Estudo do extracto de n-hexano

Compostos isolados efou identificados

- 5-Metil-undecano 91)
- Tridecano 92
- Dodec-2-eno (93)
Cromatoarafia A - Tetradecano (94)
g - 2,6,10,15-Tetrametil-heptadecano (95)
- Hexadec-2-eno (96)
- Hexadecano on
- Octadec-5-eno (98)
- Octadecano (99)
Fracedes 1a 15 ) - Nonadecano (100)
GC-MS - Eicosano (101)
- Uneicosano (102)
- Docosano (103)
- Tricosano (104)
- Tetracosano (105)
- Pentacosano (106)
- Heptacosano (107)
- Nonacosano (108)
- Untriacontano (109)
Fraccoes 31 a 37 Cromatografia B
_ Mistura: palmitato de o+f3-amirina 74;110)
_ Palmitato de lupeol 72
_ Acstato de germanicol (11)
Fraccdes 38 a 42 Cromatografia C
_ Palmitato de lupeol 72
_ Acetato de germanicol (11)
Diéster de 3,28-eritrodiol (112)
_ Mistura: acetato de o+p-amirina (113;114)
_ Lupeol (48)
_ Germanicol (hidrolise de (111)) (83
Fracedes 43 a 50 Cromatografia D
_ Acetato de germanicol (111)
_ Diéster de 3,28-eritrodiol (112)
_ Mistura: acetato de o+p-amirina (113;114)
_ Lupeol “49)
Fracedes 51 a 211 nao estudadas
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li.5.1. Identificagdo de hidrocarbonetos da T. barbata por GC-MS.

A identificagdo dos compostos fez-se por interpretagdo dos espectros de massa em
conjugagio com a comparagdo directa de outros espectros existentes na base de dados do
espectrometro de massa (VG MassLab DataBase: WILEY). A identificagdo da maioria dos
hidrocarbonetos foi confirmada por comparagio dos seus espectros de massa com 0s espectros de
compostos padro.

Nos esquemas IIl.1 a lil.3 analisam-se as principais fragmentagbes sofridas pelos compostos
hexadec-2-eno (96), hexadecano (97) e octadec-5-eno (98).

Nas figuras ll.1 a lll.5 representam-se os compostos (91) a (109) com indicagdo das principais
fragmentagdes e respectivos valores da relagdo massalcarga dos ibes (m/z).
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Esquema lll. 1.: Interpretagéo do espectro de massa do composto hexadec-2-eno (96)

(GC-MS: espectro n® 1428 ; tr 23,802 min.)

CoHanut CnHan CoHani miz %
HaC—CH=CH—(CHy),,CH ]:“
3 2)127CHs 24 12
CaoHa
CsHs CisHxn* —— 209
CiaHz™ [ CoHe Et 196 1,3
CiHz <—L 195 0
CrsHzs™  CoHa > CoHe I Pr 182 0
» CisHzs* 181 0
Cota CioHaa™ Bu: 168 0
|, CrHz* *_1' 167 0
CiiHz*  CaHs Pe 154 0,9
. CiHa* l 153 0,9
CzHs CioHzo™ Hex: 140 1,0
—» CioH1e* 139 1,3
Cothig™  CaHs I Hep 126 37
» CoHir* 125 7
CaHa P CsH16™ Oc: 112 8
CaHi7 L » CgHis* L 111 23
_I’ CrHis* v 99 32
CrHia+ No 98 16
C1obhe CaHe ¢ » CrHi" <.__T— 97 60
CeHis* A\ 85 14
CeHi2™ I De: 84 25
C1iHz CoHy «— — CegHu* 83 56
L05H11+ v CoHs €— 71 29
CsHio* I Und 70 45
» CsHe* 69 61
CHo* \4 57 94
CrzHz  CHi <+ CaHs* T Dod: 56 67
v —— CiHY <« 55 100
CisHazs CsHs™ 42 0
CaHr* 43 0
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(91)

55

Figura Hll 1.: Representagéo dos compostos (91) a (94) com indicag&o das principais fragmentagbes e

respectivos valores de (m/z).
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Esquema lI1.2.: Interpretagdo do espectro de massa do composto hexadecano (97)

(GC-MS: espectro n® 1440 ; fr 24,002 min.)

CoHonz CoHant CoHon CoHiamna mz %
[CHy{CHo)1iCH; |~ 26 12
L, CH3(CHo)15CHy M 0
T, —  CHa(CHo)oCHy 197 03
Et » CzHa '
» CHa(CH)11CHy 183 05
TF: CHy(CHaoCHCH; 182 03
— CzHa
T —> CHy(CHaCHy 169 08
- CHy(CHo)sCHCH, 68 05
_l_. o CH3(CH,)oCHy 155 10
Pe CH3(CHy)CHCH, 54 07
_l_, > CH,(CH,)sCHy M 12
ex > CHy(CHy)CHy 127 20
L cryCHpciCH, 126 17
—l—> > CH3(CHy)eCH, 13 44
o || L  CHaCHCHCH, 112 21
_l_> . CHy{CHy)sCH, 9 9
0. L—  crycHacicH, % 39
_l_. | CHA(CH)CH, 85 2
o || |, crsCHasciict, B 42
> CHyCHaCHy "o
_l;: |___, CHy(CH,),CHCH, 70 9
\ s
H3CH,CHC=CHCH;, 69 7
T’ |, CHyCHp),CH, 5 100
Und |_> CH4CH,CHCH, 565 14
oo HaCHC=CHCH, w17
L |, CHiCHCH, 80
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Figura lll 2.: Representagao dos compostos (95) a (98) com indicag&o das principais fragmentagdes e

respectivos valores de (m/z).
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(100)

(101)

(102)

Figura lll 3.. Representagéo dos compostos (99) a (102) com indicagéo das principais fragmentagdes e

respectivos valores de (m/z).
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Esquema IIL.3:: Interpretagdo do espectro de massa do composto octadec-5-eno (98).

(GC-MS: espectro n® 1724 ; fr: 28,735 min.)
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Figura Il 4.; Representagdo dos compostos (103) a (106) com indicagao das principais fragmentagGes e

respectivos valores de (m/z).
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Figura Il 5.: Representagao dos compostos (107) a (108) com indicag&o das principais fragmentagdes e

respectivos valores de (m/z).
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Os compostos identificados pela técnica de GC-MS sdo apresentados no quadro lli.4 pela

sequéncia dos respectivos tempos de retengao na cromatografia gasosa.

Quadro IIl. 4.: Hidrocarbonetos da T. barbata identificados por analise de GC - MS

Temfno de‘ lao molecu-lar Composto Cédigo—
retengdo (min.) | m/z (% relativa)
9,37 170 (1,9) 5-Metil-undecano (1)
14,13 184 (1,8) Tridecano (92)
17,67 168 (.....) Dodec-2-eno (93)
17,97 198 (1,8) Tetradecano (94)
20,02 296 (....) 2,6,10,15-Tetrametil-heptadecano (95)
23,80 224 (12 Hexadec-2-eno (96)
24,00 226 (1,2 Hexadecano (97
28,73 252 (...) Octadec-5-eno (98)
28,88 254 (1,0) Octadecano (99)
31,14 268 (0,7) Nonadecano (100)
33,15 282 (1,0) Eicosano (101)
35,12 296 (0,6) Uneicosano (102)
36,99 310 (....) Docosano (103)
38,79 324 (06) Tricosano (104)
40,52 338 (...) Tetracontano (105)
4250 352 (0,4) Pentacosano (106)
47,85 380 (0.3 Heptacosano (107)
53,60 408 (0,2) Nonacosano (108)
53,60 436 (0,3) Untriacontano {(109)
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ll.5.2. Isolamento e caracterizagio estrutural de uma mistura de paimitatos de a+8-amirina.

As fracgbes Asr a A, eluidas com éter isopropilico na cromatografia A, foram reunidas e
recromatografadas em coluna de silica gel G60 - cromatografia B. Nas fracgdes B11 a B1, separou-se
com n-hexano, 177 mg de uma mistura constituida por compostos pouco polares. Efectuaram-se varias
cromatografias em camada fina tendo-se observado trés manchas. Uma das manchas apresentava Ry
muito elevado, as outras duas estavam praticamente sobrepostas. Nos varios sistemas de eluentes
usados na cromatografia em camada fina (CCF) ndo foi possivel separar as manchas que
apresentavam os valores de R muito semelhantes. Admitiu-se por isso, que seriam compostos com
grande semelhanga quimica.

Para isolar o componente de maior Ry desta mistura, fez-se uma cromatografia em camada fina
preparativa (CCFP) em silica gel Ge0. Esta separagdo designou-se por cromatografia 7P e dela
resultaram trés fracgdes, que se apresentam por ordem de polaridade crescente: 1Py ; 1P, ; 1Ps.

O espectro de RMN 'H da fracgdo 1P; apresenta sinais que comespondem ao perfil
caracteristico de compostos de estrutura linear. Por néo apresentar sinais afribuiveis a qualquer outro
grupo funcional ndo se fez a caracterizagao estrutural do composto.

Os espectros de RMN 'H das fracgbes 1P; e 1P; revelaram-se quase idénticos, por isso, estas
fracgdes foram reunidas e recromatografadas em coluna de silica gel:nitrato de prata - cromatografia
By. Na eluigdo com n-hexano, isolaram-se 92 mg de um solido branco amorfo que né&o foi possivel
purificar. Foram efectuadas diversas cromatografias monitorizadas por CCF que apresentaram
invariavelmente duas manchas praticamente sobrepostas.

No espectro de /V desta mistura, observa-se uma banda de forte intensidade a 1734 cm', que
pode estar associada a vibragio de elongagdo do grupo funcional carbonilo (de ésteres ou lactonas).
Observam-se também as bandas de intensidade média centradas a 1174 cmr! e a 989 cmr!, atribuiveis
a vibragdes de elongagio das ligagdes C-O, caracteristicas da presenca de ésteres na mistura. A
presenga de uma banda de fraca intensidade a 1620 cm-! pode ser atribuida a um grupo aiceno.’

No espectro de RMN H da mistura dos compostos (74;110) observa-se um multipleto centrado
a & 4,50 ppm (1H, m) caracteristico de um protso geminal a um grupo éster - RCOOCHR1R27".7¢ O
sinal centrado a & 2,29 ppm (2H, t, J=7,4 Hz) ¢ afribuivel aos protbes metilénicos do atomo de carbono
em posigdo o relativamente ao grupo carbonilo da cadeia carbonada - CH3(CH2),.CH,OCOR.7%.80.81 - A
existéncia de dois tripletos centrados a & 5,17 e a & 5,13 ppm (1H, t, J=3,6 Hz), caracteristicos do
protdo olefinico em H-12 dos triterpenos pentaciclicos do fipo olean-12-eno e urs-12-eno,
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respectivamente, em conjunto com os outros sinais detectados, permitem identificar a presenca de -
amirina e de a-amirina. 82. 83,84

Entre 5 1,13 e & 0,83 ppm observam-se diversos sinais singuleto relativos & ressonancia de
grupos mefilo de compostos com esqueleto triterpénico.

No espectro de RMN 'H observa-se ainda a presenga de um sinal muito intenso a & 1,25
ppm, sugerindo a existéncia de um nimero elevado de grupos CH, pelo que o composto deve
apresentar uma cadeia linear. A existéncia de um tripleto centrado a & 0,79 (3H, s, CH3(CH2),COOR)
atribuivel aos protdes metilicos da cadeia linear do grupo éster, e a auséncia neste mesmo espectro de
um singuleto a & 2,03 ppm exclui a possibilidade da existéncia de grupo acetato na mistura e admite a
possibilidade de se fratar de ésteres de cadeia longa.

O sinal a 8 2,29 ppm é caracteristico de compostos que foram esterificados com acido
palmitico. A comparagao dos dados de RMN 'H com dados da literatura,’®. 8. 81. 82.83.84 permite aceitar
que a mistura de compostos (74 ; 110) proveniente das fracgdes 5 a 10 da cromatografia B, & uma
mistura de palmitato de o.-amirina (74) e palmitato de B-amirina (110).

¥

R1 = OCO(CH2)14CH3

3B-palmitoxiurs-12-eno (74) 3p-palmitoxiolean-12-eno (74)

(palmitato de o-amirina) (palmitato de B-amirina)
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li1.5.3. Isolamento e caracterizagdo estrutural do lupeol.

As fracgdes Ass a Aso, eluidas com éter isopropilico, foram reunidas e recromatografadas em
coluna de silica gel G60 - cromatografia D. Nesta cromatografia isolou-se com uma mistura de n-
hexanoléter etilico (98/2) (fracgdes Des a D72) 293 mg de um sélido cristalino incolor, composto (48),
apresentando o p.f. 212- 214 °C e [o]p22 +27,8° (c= 0,19; CHCL).

O espectro de /V apresenta uma banda a 3330 cm-! afribuivel a um grupo hidroxilo, confirmada
pela presenca de uma banda forte a 1037 cm! atribuivel a vibragdo de elongagdo C-O. Na regido da
absorgdo da elongagdo dos grupos C-H apresenta uma banda muito intensa a 2945 cm!, o que
sugere a existéncia de um niimero elevado de ligagbes C-H. Também apresenta uma banda media a
1643 cm-! atribuivel & elongagao da ligago dupla C=C em carbono vinilico, confirmada pela existéncia
de uma banda fraca a 3080 cm!. Por ulimo, a presenga de uma banda fraca a 882 cm! atribuivel a
vibragdes de deformagdo de um grupo metileno terminal sugere a existéncia de um grupo
R{R,C=CH, 76. 8, 85

No espectro de RMN 'H do composto (48), figuras Il.6 a lll.8, pode-se observar:

mmmmmm

4.5691
4.5640
32177
3.1955
3.1768
2.3902
2.3680
1.6786

.~ 46800
— 12520

0

9
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S
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Figura lll 6.; Espectro de RMN 'H do composto (48)

65



Metodologia, Resultados e Discusséo

- dois singuletos largos entre 4,40 - 4,80 ppm (figura Iil.7), um centrado a 4,68 ppm (1H) e 0
outro cenfrado a 4,56 ppm (1H), caracteristicos de protdes vinilicos geminais, atribuidos ao acoplamento
vicinal, em posigéo anti e syn, de um agrupamento de tipo CH,=CCH3R %. 87. 88 esta atribuigéo
pode ser confirmada pela existéncia de um singuleto a 1,68 ppm (3H) atribuivel a um grupo metilo em
posigdo o relativamente & dupla ligagio C=C, o que reforga a hipétese anterior e sugere a existéncia de

grupo isopropenilo no composto;8. 88

5640

m4.5691
—_—

Figura 1l 7.: Ampliagéo do espectro de RMN "H do composto (48) entre & 4,40 a 4,80 ppm.

- um duplo fripleto centrado a 2,38 ppm (1H; dt; Js = 5,5 Hz , J> = 10,9 Hz) na zona do espectro

~ ~ ~ ~ ~ o~

Figura Ill 8.: Ampliagdo do espectro de RMN 'H do composto (48) entre & 2,20 e & 2,60 ppm e grupo
isopropenilo ligado a um anel pentaciclico de um esqueleto ursano.

66



Contribuigao para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

compreendida entre § 2,20 - 2,60 ppm (figura 111.8), que pode ser originado pelo acoplamento de um
protdo metinico vicinal a um carbono sp? de um alceno,® o qual acopla com os dois protdes do
metileno adjacente, podendo originar um tripleto. Este metino pode acoplar simultaneamente com o
protdo de um metino vicinal em posigdo anti., desdobrando o tripleto inicial num duplo tripleto. O
acoplamento entre os dois metinos apresenta uma constante de acoplamento de J = 5,5 Hz;

- um multipleto centrado a & 3,20 (1H, m) na zona do espectro compreendida entre & 3,10 -
3,30 ppm, atribuivel ao acoplamento de um metino em posig3o geminal relativamente a um grupo OH e
com um metileno adjacente na mesma cadeia carbonada;® |

- seis singuletos (3H cada) com os desvios quimicos & 1,02, 0,96, 0,94, 0,82, 0,79 e 0,76 ppm,
atribuiveis a outros tantos grupos metilo.

A andlise do espectro de RMN 'H permite colocar a hipotese de estarmos perante um
composto de um esqueleto triterpénico pentaciclico do tipo lupano, no qual se podem identificar os
protdes H-29 (4,68 e 4,56 ppm), H-30 (1,68 ppm), H-19 (2,38 ppm) e H-3 (3,20 ppm).

Figura lll 9.: Esqueleto triterpénico pentaciclico do tipo lupano.

No espectro de RMN 3C com desacoplamento protonico de banda cheia podem-se observar
os sinais relativos aos atomos de carbono do composto. Na figura IIl.10 existem 30 sinais que
representam a totalidade dos atomos de carbono do composto (48).

O espectro de RMN *3C - DEPT com pulso a 135°, permite observar na sua zona positiva 0s
sinais produzidos pelos atomos de carbono dos grupos CHs e CH, os sinais invertidos representam os
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atomos de carbono dos grupos CHy. No espectro de RMN 73C - DEPT com pulso a 90° observam-se
apenas os sinais relativos aos grupos CH.8%.%0. 78,91 Pela analise das figuras 11110 e lll.11, podem-se

identificar sete grupos metilo, onze grupos metileno, dos quais um € olefinico, seis grupos metino e seis
atomos de carbono tetrasubstituidos, sendo um olefinico.

— 1509911
— 1002966
~— TRBD
— 5587
— 3555%
— — 274946
— 15381

Figura Il 10.: Espectros de RMN *C - DEPT do composto (48);

em baixo, desacoplamento protonico de banda cheia; a meio, espectro DEPT com pulso a 135°;
em cima, espectro DEPT com pulso a 90°.
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Figura lll 11.: DEPT da regizo alifatica dos espectros de RMN *3C do composto (48)
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Na tabela I1.2 representam-se os valores dos desvios quimicos dos sinais observados nos
espectros de RMN 3C - DEPT do composto (48) e a respectiva atribuicdo aos diversos tipos de
grupos a que os atomos de carbono pertencem no composto.

Tabela Ili. 2.: Relago dos tipos de carbono do composto (48) identificados por RMN *C - DEPT.

Tipo de Carbono

\ ] ] I /
—CH, CH, =CH, —?H R—<|:H —c|:— =C_
3 (ppm) & (ppm) d (ppm) 3 (ppm) 3 (ppm) & (ppm) o (ppm)
14,5 18,3 109,3 38,0 79,0 37,1 150,99
15,4 20,9 480 388
15,9 25,1 48,2 408
16,1 274 50,4 428
18,0 27,4 55,2 430
19,3 298
28,0 34,2

356

387

40,0

A andlise dos espectros de RMN 3C e de RMN 'H e a comparagéo dos sinais observados com
os dados da literatura,92. 88. 93, 94, 95,96, 97. 98 permite confirmar a existéncia de um esqueleto friterpénico
pentaciclico do tipo lupano, pela presenga dos sinais a:

- 109,3 ppm caracteristico de um carbono sp2 metilénico, C-29;
- 150,9 ppm caracteristico de um carbono quaternario insaturado, C-20;
- 19,3 ppm caracteristico de um carbono metilico terminal, C-30;

A auséncia de sinais na zona 125 a 145 ppm, caracteristicos da existéncia de duplas ligagbes
nas cadeias ciclicas, e o sinal a 79,0 ppm caracteristico de um carbono metinico hidroxilado em C-3,
reforga a hipétese de identificar o composto (48) como sendo o 5a-lup-20(29)-en-3p-ol conhecido por
lupeol.
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¢

&
N

23

5a-lup-20(29)-en-3p-ol (48)
(lupeol)

O espectro de massa do composto (48) apresenta os sinais caracteristicos de triterpenos
pentaciclicos, nomeadamente, a rotura do anel C por fragmentag&o rectro Diels-Alder (RDA).%. 8¢ No
esquema l1l.4, estdo representadas as relagdes hipotéticas entre os principais sinais do espectro de
massa do composto (48) e as possiveis fragmentagdes do lupeol.

As fragmentagdes com m/z 189, m/z 207 e m/z 218 sdo caracteristicas dos triterpenos
pentaciclicos mono-hidroxilados em C-3. Resultam da sua fragmentagéo por RDA com quebra do anel
C. O fragmento m/z 207 provém da parte da molécula que contém os anéis A e B, enquanto os
fragmentos m/z 218 m/z e m/z 189 s&o originados na parte que contém os anéis D e E, podendo o
Gitimo provir de ambas e assumir sinais muito intensos no espectro de massa de compostos de
esqueleto lupano.1®

Os desvios quimicos da RMN 3C experimentais podem ser comparados na tabela lil.4, com

valores da literatura,88. %, onde é evidente a sua coincidéncia. De certo modo este facto reforga a
convicgdo de que o composto (48) pode ser o lupeol.
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Esquema lll. 4.. Representagdo das principais fragmentagdes do espectro de massa do lupeol.
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ll.5.4. Isolamento e caracterizagdo estrutural do palmitato de lupeol

As fracgdes As1 a Asz, eluidas com éter isopropilico, foram reunidas e recromatografadas em
coluna de silica gel G60 - cromatografia B. Nesta cromatografia separou-se com n-hexano (nas
fracgdes B11 a B21) uma mistura constituida por compostos pouco polares. Fez-se uma cromatografia
em camada fina preparativa (CCFP), a mesma que foi descrita no ponto I1l.5.2..

As fracgdes 1P, e 1P; foram reunidas e recromatografadas em coluna de silica gel:nitrato de
prata - cromatografia By. Nas fracgdes 31 a 35 isolou-se, com n-hexano, 23 mg de um composto sélido
de cor branca e aspecto amorfo, designado por composto (72). Este composto apresentou o p.f. 47- 49
°C e [a]p?® +22,8° (c= 0,02; CHCl3).

O espectro de IV apresenta uma banda muito intensa a 1730 cm! atribuivel & elongagao do
grupo carbonilo.'0' A existéncia de trés bandas médias a 1260, 1104 e 1011 cm™ afribuiveis a ligagao
C-O indiciam a presenga de um grupo éster no composto isolado.

Este espectro apresenta ainda uma banda fraca a 3080 cm atribuivel & elongagao de ligagbes
C-H vinilicas, uma banda fraca a média a 1642 cm! atribuivel a elongagéo da ligagdo dupla C=C e uma
banda média a 883 cm! atribuivel a vibragbes de deformagdo de um grupo metileno terminal, sugere a
existéncia de um grupo CR{R;=CH, 76. 85, 86,101

No espectro de RMNH do composto (72), figuras li.12 e 11113, pode-se observar:

- dois singuletos largos, um centrado a 5 4,68 ppm (1H) e o outro centrado a & 4,56 ppm (1H),
caracteristicos de protdes vinilicos geminais do tipo CH=CCH3R;26. 87. 88, 101

- um singuleto a & 1,68 ppm (3H) atribuivel a um grupo metilo em posi¢éo o relativamente a
dupla ligagdo C=C, o que sugere a existéncia de grupo isopropenilo no composto, tal como no lupeol;

- um duplo dupleto centrado a & 4,46 ppm (1H, dd, J; = 3,9 Hz, J=10,0 Hz) cujos sinais se
podem atribuir ao acoplamento de um metino geminal a um atomo de oxigénio (H-3), com um grupo
metileno vicinal.101. 102
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Figura lli 12.: Espectro de RMN H do composto (72)
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Figura Il 13.: Ampliagéo do espectro de RMN 'H do composto (72) entre 6 4,36 e 6 4,76 ppm
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Na zona do espectro entre 2,12 e 2,56 ppm, figura lil.14, pode-se observar:

- um multipleto centrado a & 2,37 ppm (1H; m) que pode ser devido ao acoplamento do protdo
do metino (H-19) vicinal ao carbono sp2 de um grupo isopropeniio € ao grupo metileno (H-20), de um
esqueleto lupano. Este protdo pode acoplar simultaneamente com o outro metino vicinal em posigéo
anti (H-18), desdobrando o tripleto inicial num multipleto;83. 103

- um tripleto centrado a & 2,28 (2H, t, J = 7,6 Hz) atribuivel ao acoplamento de um metileno, em
posigao o relativamente ao carbonilo de um éster de &cido gordo, com o metileno 8 da mesma cadeia

carbonada.

T 2.4285
—T2.4070
~2.3855
T 2.3621
—2.3406
—2.3133
—2.2820
T2.2528

S B A B S o s e A et (B e et e et Lt Bt L

2.56 2.52 2.48 2.44 240 236 232 2.28 2.24 2.20 2.16 212
(ppm)

Figura lil 14.: Ampliagio do espectro de RMN H do composto (72) entre  2.12 e & 2, 56 ppm.

Na zona do espectro entre 5 0,70 e & 1,70 ppm Jfigura Ill.15, pode-se observar:

- um singuleto com desvio quimico a 1,68 ppm atribuivel ao protdo H-30;101.103

- cinco singuletos com os desvios quimicos 1,02, 0,93 ppm (6H, s, 2x CHs), 0,84 ppm (6H, s, 2x
CHs), 0,73 € 0,78 ppm (6H, s, 2x CHy) atribuiveis a seis grupos metilo; "0

- um fripleto centrado a & 0,87 ppm (3H, {, J = 5,4 Hz) afribuivel a um metilo em posi¢ao

extrema da cadeia de um éster de cadeia longa;
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- um singuleto muito intenso a & 1,24 ppm (nH) atribuivel a varios grupos metileno de cadeia

linear.

—1.6769
— 1.5968%
1.3802
1.2435
1.6210
-—0.9331
— 0.8745
— 0.845)

™-0.8316
— 0.7789

Figura lll 15.: Ampliagao do espectro de RMN *H do composto (72) entre 3 0,70 e 6 1,70 ppm.

No espectro de  RMN 73C com desacoplamento protonico de banda cheia do compsto (72),
figura lll.16, observam-se 41 sinais que, analisados pela técnica DEPT (tabela lli.3), se atribuem a oito
grupos metilo, vinte grupos metileno sendo um olefinico,” seis grupos metino e sete 4tomos de carbono

quaternario, dos quais um € olefinico e outro é carbonilico.

* existe um niimero de atomos de carbono além da parte triterpénica do composto, que podem ser atribuidos a uma cadeia
carbonada de um éster de um acido gordo, esta pode ser identificada pelo sinal caracteristico a 29,7 ppm.
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Figura Il 16.: Espectros de RMN 3C - DEPT do composto (72);

em baixo, desacoplamento protonico de banda cheia; a meio, espectro DEPT com pulso a 135°,
em cima, espectro DEPT com pulso a 90°.



Tabela lll. 3:. Relagdo dos tipos de carbono do composto (72) identificados por RMN 3C - DEPT.

Metodologia, Resultados e Discusséo

Tipo de Carbono

_C H3

AN
“CH,

=C H2

R—CIIH

RCOOR’

o  (ppm)

)

(ppm)

o (ppm)

o (ppm)

S (ppm)

o (ppm)

14,1
14,5
159
16,2
16,6
18,0
19,2
279

18,2
20,9
22,7
23,7
25,0
25,1
27,4
29,1
29,2
29,4
29,5
29,7
29,8
31,9
34,2
34,9
35,5
38,3
40,0

109,3

553

80,6

151,0

173,7

O desvio quimico dos sinais observados no espectro de RMN 73C e a sua atribuicdo aos

atomos de carbono do composto (72) estdo sistematizados na tabela lll.4..
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Tabela Ill.4:. Atribuigao dos desvios quimicos de carbono dos compostos (48) e (72) e comparagao com 0s

valores da literatura.

Atribuigao Lupeol Composto (48) || Composto (72) Pﬁjg‘;t(-)lde Acetato de lupeol
Carbono 3 (ppm)®® | O (ppm) % S (ppm) & (ppm) 3 (ppm) 5 |3 (ppm)®” |3 (ppm) 4
C-1 38,7 38,7 38,7 38,3 38,3 38,4 38,3
c-2 274 275 27,4 23,7 23,7 237 23,6
C-3 78,9 79,0 79,0 80,6 80,6 81,0 80,7
C-4 38,8 38,9 38,8 37,8 37,8 37,8 37,7
C5 55,2 55,3 55,2 55,3 55,3 55,4 55,3
C6 18,3 18,3 18,3 18,2 18,2 18,2 18,2
C-7 34,2 34,3 34,2 34,2 342 34,3 341
C-8 40,8 40,9 40,8 40,8 408 40,9 40,7
C9 50,4 50,5 50,4 50,3 50,3 50,4 50,2
Cc-10 371 37,2 371 37,0 37,0 37,1 37,0
C-11 20,9 21,0 20,9 20,9 20,9 21.0 20,9
C-12 25,1 25.2 251 25,1 251 251 25,0
C13 38,0 38,1 38,0 38,0 38,0 38,1 379
C-14 428 429 42,8 428 42,8 429 42,7
C-15 27,4 2715 27,4 27,4 27,4 275 274
C-16 355 35,6 35,6 35,5 355 35,6 35,5
C-17 430 43,0 430 43,0 429 430 429
C-18 48,2 48,3 48,2 48,2 48,2 48,0 48,2
C-19 47,9 48,0 48,0 48,0 48,0 48,3 47,9
C-20 150,9 150,9 151,0 151,0 150,9 150,9 150,5
C-21 29,8 29,9 29,8 29,8 29,7 29,9 29,8
C-22 40,0 40,0 40,0 40,0 39,9 40,0 39,9
C-23 28,0 28,0 28,0 279 27,9 28,0 27,9
C-24 15,4 15,3 15,4 16,2 16,6 16,2 16,5
C-25 16,1 16,1 16,1 16,6 16,1 16,5 16,1
C-26 15,9 16,0 15,9 15,9 15,9 16,0 15,9
c-27 14,5 14,6 14,5 145 14,5 14,5 14,4
C-28 18,0 18,0 18,0 18,0 17.9 18,0 18,0
C-29 109,3 109,3 109,3 109,3 109,4 109,4 109,2
C-30 19,3 19,3 19,3 19,2 19,3 19,3 19,2
CH3(CH2):COOR 14,1 14,1 21,0
CH3(CH2)nCOOR 1737 173,4 170,4
CH3(CH2}\COOR 29,7 29,5
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A andlise dos sinais de RMN 'H anteriormente discutidos e a sua comparagéo com os dados
do composto (48), permitem colocar a hipotese do composto (72) ser um derivado esterificado do
lupeol. Nos espectros de protdo dos dois compostos estdo presentes os sinais dos protdes H-29 (4,68
e 4,56 ppm), H-30 (1,68 ppm), H-19 (2,37 ppm), H-3 (4,46 ppm), caracteristicos de um esqueleto
lupano. A presenca dos sinais atribuiveis aos protdes H-2' (2,28 ppm) e H-n’ (0,87 ppm) indiciam a
existéncia de uma cadeia lateral que podera ser afribuida a uma possivel esterificagio no lupeol.

A analise dos espectros de RMN 73C e a comparagdo dos sinais nele observados com os
dados da literatura 92 93.94.9.96.97. 98 confirmam a existéncia de um esqueleto triterpénico pentaciclico
do tipo lupano. A presenga de outros sinais existentes nos espectros de protdo e de carbono do
composto (72) e que ndo sao atribuiveis ao esqueleto lupano, serdo discutidos no ponto I11.5.4.1..

Il1.5.4.1. ldentificagdo do grupo éster do composto (72).

A confirmagdo do grupo éster do composto (72) fez-se por comparagdo dos dados do
composto isolado com os dados das espectroscopias de RMN H e RMN 3C de um padrdo de
trimeristina (72a) (tri-hexadecanoato de propano-1,2,3-triilo) cuja formula molecular &€ CsiHgsOs €
tambem por comparagdo com dados da literatura da trimeristina, do palmitato de metilo (72b) e do
acido palmitico (72¢).

Na figura 111.17 podem-se observar os seguintes sinais:

~23638
T-z3345
—23040
—~16220
—15927

12521
— 08972
05728
08448

vvvvvvvvv 7 Tr Ty 7 T L A e e e R S e’
26 24 22 20 18 16 14 1z 10 08
bpm)

Figura lll 17.: Ampliagéo do espectro de RMN 'H da trimeristina entre 5 0,60 a & 2,60 ppm

- um fripleto centrado a 8 2,33 (2H, t, J= 7,5 Hz) atribuivel ao acoplamento de um metileno, em

posigao o relativamente a um carbonilo, com o metileno B da mesma cadeia carbonada;
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- um fripleto centrado a 5 0,87 ppm (3H, ¢, J = 6,1 Hz) atribuivel a um metilo em posigao
extrema da cadeia de um éster de cadeia longa;

- um singuleto muito intenso a & 1,24 ppm (nH) afribuivel a varios grupos metileno de cadeia
linear.

No espectro de  RMN *3C, figura IIl.18, observam-se 15 sinais que segundo a analise pela
técnica DEPT podem comresponder a um grupo metilo, 12 grupos metileno (podendo ser dezasseis
dado que o sinal a 5 29,6 ppm pode representar cinco metilenos), um metino e trés grupos carbonilo.

T

1445
9871
5889
4498

173.2020
i 172.7824
31
29.6333
29,
29.3186
29.239¢
29.0563
248075
22.6569

— 68.7908
— 62.0242
34
13,

. 140543

j
|

...........................................................................................................................................................................

(om)
Figura Il 18.: Espectro de RMN 3C - DEPT da trimeristina; em baixo, desacoplamento proténico de banda

cheia;, em cima, espectro DEPT com puiso a 135°
Para analisar a regido do espectro onde se localizam os sinais dos atomos de carbono

saturados das cadeias de palmitato na trimeristina, ampliou-se o espectro na zona entre 6 13,0 a &

35,0 ppm.
Sl | e | | |

.............................................

35 34 33 32 3 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 7 16 13 14 i3

Figura lll 19.. Ampliagéo do espectro de RMN **C da trifl;iméristina na zona entre 8 35a6 13 ppm.
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Tabelallll. 5.: Atribuigdo dos desvios quimicos de carbono do grupo éster do composto (72) por comparagao
com padrdes de acido palmitico, trimeristina e valores da literatura.

Composto (72) | Paimitatode | Ac. palmitico Trimeristina
metilo
Carbono 8 (om) |8  (ppmyEms| & (ppm)ios 8 (ppm)1 o (ppm)”
C-1' 1737 1734 180,6 1732 1732
C-12 172,8 172,8
C-i3 173,2 173,2
C-! 34,9 347 34,2 34,1 34,0
C-# 34,3 34,1
C-3 34,1 34,0
c-3 25,0 25,1 248 24,9 24,8
c4 295 206 294 29,7 296
c5 297 29,6 29,2 207 29,6
c6 297 29,6 29,6 297 29,6
C-7 297 29,6 29,8 297 29,6
c8 297 206 29,8 297 29,6
Cc-9 297 29,6 29,8 297 29,6
C-10 207 296 298 295 294
Cc-11 29,4 29,6 29,8 29,4 29,3
C-12 29,2 29,6 298 29,3 292
Cc-13 29,1 296 25 29,2 29,1
C-14 31,9 31,9 32,0 32,0 31,9
C-15 227 226 28 27 27
C-16 14,1 18,1 14,1 14,1 14,1
C- 62,2 62,0
c+ 69,0 68,8
C 62,2 62,0

** - Valores obtidos experimentalmente com um padréo de trimeristina

Conforme se pode constatar pela andlise da tabela il.5. os sinais do espectro de RMN 3C ndo
atribuiveis ao esqueleto lupano no composto (72), coincidem com os sinais observados no espectro da
trimeristina e também com os valores referidos na literatura para os compostos palmitato de metilo e
acido palmitico. No entanto, existem pequenas diferengas nos valores de desvio quimico relativamente
aos atomos de carbono carbonilo e aos grupos metilénicos em posi¢io o nas trés cadeias de acido
gordo que esterificaram as funges alcool do glicerol. Este resultado era previsivel, uma vez que a
existéncia de trés carbonilos, por se influenciarem mutuamente, alteraria a propria vizinhanga quimica e
a de atomos de carbono vicinais.
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Em suma, os dados espectrais do compostos (72) e da timeristina (72a) e ainda a sua

comparagdo com os valores referidos na literatura®. %. 104 105, 106 relativamente aos compostos

palmitato de mefilo (72b) e &cido palmitico (72¢), permitem identificar o composto (72) como sendo o
palmitato de lupeol.

3B-palmitoxi-5a-lup-20(29)-eno (72)
(palmitato de lupeol)

16°
trimeristina (72a)
W W
\O 16 HO 16
palmitato de metilo (72b) acido palmitico (72c)
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11.5.4.2. Analise parcial das fracgdes Asi.a7 e Ass.42 do extracto de n-hexano da T. barbata

Nas fracgbes Asra7 € Ass.42 eluidas com éter isopropilico na coluna mée do extracto de n-
hexano foram identificados os mesmos compostos em ambas as misturas. Apos diversos
fraccionamentos obtiveram-se 57 mg de uma mistura de palmitato de a-+8-amirina, 23 mg de composto
palmitato de lupeol, conforme se descreveu nos pontos Ii1.5.2.e lll.5.3. e 27 mg do composto (111), um
solido branco que apresentava polaridade superior aos anteriores.

Os espectros de RMN 'H e a andlise por cromatografia gasosa (GC) revelaram que nas
fracgbes Ass42 0 composto (111) era o composto mais abundante da mistura. No proximo ponto
descreve-se 0 seu isolamento e respectiva caracterizagdo estrutural.

I.5.5. Isolamento e caracterizagdo estrutural do acetato de germanicol

Os compostos das fracgdes Asi-37 foram separados por cromatografia em coluna de silica gel
(cromatografia B). Na fracgdo 52 da cromatografia B separou-se uma outra mistura que depois de
recromatografada em CCFP originou 45 mg do composto (111), um sélido branco cristalino.

As fracgdes Ass.4; foram recromatografadas em cromatografia em coluna (CC) de silica gel
(cromatografia C). Nas fracgdes Ca7.3s separou-se uma mistura que apresentava os mesmos compostos
das fracgdes Ast-37, mas nesta mistura o composto (111) era claramente maioritario. Nas fracgoes Cao-
5 obteve-se 990 mg de uma mistura onde este composto se apresentava praticamente puro.
Recromatografaram-se 450 mg desta mistura em diversos sistemas e apos recristalizagéo em CHOH /
CHCls, obtiveram-se mais 284 mg do composto cristalino (111), com o ponto de fusdo a 279-281°C e
poder rotatorio 6ptico especifico [aJp?! = +15,8° (¢ = 0,31; CHCl).

O espectro de IV do composto apresenta uma banda muito intensa a 1731 cmr! atribuivel a
elongagao do grupo carbonilo. A existéncia de uma banda intensa a 1251 cm! e outra media a forte a
1025 cm afribuiveis a ligagdo C-O indicam a presenga de um grupo éster, duas bandas fortes a 1454
e a 1377 cm™! atribuiveis as vibragdes de deformagdo do grupo metilo em carbono a relativamente ao
carbonilo sugere a existéncia de acetato no composto. Uma banda fraca a 1640 cm! e outra média a
847 cm! sugerem uma insaturagéo de tipo CR1R,=CHRs. Uma banda muito forte centrada a 2951 cm'
sugere a existéncia de um nimero elevado de grupos C-H no composto.!07. 108
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No espectro de RMN H do composto (111), figura 111.20 e Ill.21, podem-se observar:

- um singuleto largo centrado a 4,86 ppm (1H, sl) atribuivel ao protéo de um metino em carbono
insaturado de um agrupamento CR:R,=CHR; (onde R3 é um carbono quaternario), caracteristico do
protéo olefinico em H-19 dos triterpenos pentaciclicos, com esqueleto do tipo olean-18-eno;!®. 110

- um mulfipleto centrado a 4,48 ppm (1H, m) cujos sinais se podem atribuir ao acoplamento de
do protdo de um metino geminal a um atomo de oxigénio com um grupo metileno adjacente na mesma
cadeia carbonada ( Me-COOQ-CH ).108. 110, 111

- um singuleto a 5 2,05ppm (3H, s) atribuivel aos protdes metilicos de um acetato, confirma
a existéncia do grupo éster no composto;1%9. 110

e~ B wival~ —t — N SN \Q NN
O A~ Or~ 223 # [+ OO\ =000V
L) ﬂl\l\g O o N\
% v -] < SO Kw
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Figura Ill 20.: Espectro de RMN H do composto (111)
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Figura lll 21.: Ampliagdo do espectro de RMN H do composto (111) entre 5 4,30 e 5 4,90 ppm

- com desvios quimicos a & 1,08, 1,01, 0,94, 0,93, 0,91, 0,87, 0,84, 0,73 ppm observam-se oito

singuletos (3H cada) atribuiveis a outros tantos grupos metilo. 109. 110

A analise dos sinais de RMN 'H anteriormente discutidos permitem colocar a hipdtese da
presenga de um esqueleto triterpénico pentaciclico do fipo olean-18-eno por ser possivel identificar os
sinais dos protdes H19 (4,86 ppm). 109. 110

S
N

A 24

Figura Il 22.: Esqueleto triterpénico pentaciclico do tipo olean-18-eno.
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Uma caracteristica espectral dos compostos que possuem este esqueleto € o de apresentarem
a campo baixo no espectro de RMN H um sinal dnico, como singuleto, entre & 4.8 e 4,9 ppm relativo
ao protdo de um metino em carbono sp?, numa cadeia onde ndo existe hidrogénio nos atomos de
carbono adjacentes.

Outros compostos triterpénicos pentaciclicos que apresentam um espectro de RMN 7H ainda
mais simples a campo baixo, pertencem ao outro esqueleto olean-13(18)-eno, nestes compostos 0s
dois atomos de carbono olefinicos s&o ambos tetrasubstituidos n&o originando por isso qualquer sinal a

campo baixo.

No espectro de RMN *3C do composto (111) observam-se trinta e dois sinais que pela técnica
de DEPT (figuras 1ll.23 e 1il.24) se atribuem a nove grupos metilo, dez grupos metileno, cinco grupos
metino e oito atomos de carbono tetrasubstituido, dos quais um & olefinico e outro € carbonilo. O desvio
quimico dos sinais observados no espectro e a sua atribuido aos atomos de carbono do composto
natural estdo representados na tabela lll.6.

Tabela lll. 6.: Relagéo dos tipos de carbono do composto (111) identificados por RMN #C - DEPT.

Tipo de Carbono

AN | | | /s
—CH; | CH; —(I:H =CH R—?H —cl:— =C_ | RCOOR'
& ppm) | & (ppm) | & (ppm) | & (ppm) | & (ppm) | & (ppm) | & (ppm) | 8 (ppm)
14,6 18,2 38,4 129,7 80,9 323 1426 171,0
16,1 21,1 51,1 34,5
16,5 237 55,5 37,1
16,8 26,2 378
213 275 40,7
25,2 333 433
27,9 345
29,2 373
31,3 37,7

38,6
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Figura Il 23.: Espectros de RMN 5C - DEPT do composto (111);
em baixo, desacoplamento protonico de banda cheia; a meio, espectro DEPT com pulso a 135%,

em cima, espectro DEPT com pulso a 90°.
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Figura Il 24.: Espectro de RMN *3C - DEPT da regigo alifatica do composto (111).
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A analise do espectro de RMN 73C e a comparagdo dos sinais observados com os dados da
literatura12. 113,109, 114,115 confirma a existéncia de um esqueleto triterpénico pentaciclico do tipo olean-
18-eno, ja prevista pela analise de RMN 'H, e agora justificada pela presenga dos sinais a:

142,9 ppm caracteristico de um carbono sp? metinico, C-19;
129,7 ppm caracteristico de um carbono sp? tetrasubstituido, C-18;
26,2 ppm caracteristico de um carbono metilénico pouco desblindado, C-12.

A existéncia do sinal 80,9 ppm caracteristico de um carbono metinico esterificado e o facto dos
atomos de carbono C-2 e C-4 surgirem a campo mais baixo do que no olean-18-eno, sugere que o
grupo éster esta ligado ao carbono C-3. O efeito de desblindagem que este grupo também exerce
sobre 0 metilo do carbono C-24 reforga a hipétese de identificar o composto (111) como sendo o 3f-

acetoxi-olean-18-eno, usualmente designado por acetato de germanicol.

3 2%

3p-acetoxiolean-18-eno (111)
(acetato de germanicol)

A caracterizagdo feita através das espectroscopias € reforgada pela andlise do espectro de
massa do composto. A semelhanca do espectro do composto (48) também o espectro do composto
(111) apresenta os sinais caracteristicos de triterpenos pentaciclicos, nomeadamente, a rotura do anel
C por fragmentagao rectro Diels-Alder (RDA),'*¢ por outro lado, existe um conjunto de picos resultante
das fragmentagdes com mvz: 249, 218, 204, 190, 189 e 177 que podem ser aftribuidos aos iGes
resultantes das diversas fragmentagdes do acetato de germanicol.
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No esquema Ill.5 estdo representadas algumas espécies resultantes das principais

fragmentagbes do composto (111), assim como a intensidade relativa dos respectivos picos expressa
em percentagem.

Esquema lll. 5.: Representagao das principais fragmentagdes resultantes da Espectrometria de Massa de Impacto
Electronico (MS-El) do composto acetato de germanicol.
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l1.5.5.1. Caracterizagéo estrutural do germanicol (83)

Uma amostra de 118 mg acetato de germanicol proveniente das fracgdes 44 e 45 da
cromatografia C, foi hidrolisada por reacgdo em meio alcafino. A parte neutra resultante foi extraida
com éter etilico, obtiveram-se 98 mg de extracto. As cromatografias em camada fina (CCF) efectuadas
revelaram duas manchas com Rs muito distinto. Por cromatografia em coluna de silica gel G60/nitrato
de prata a 10% (m/m), cromatografia Cs isolaram-se dois componentes da mistura. Nas fracgdes 10 a
19 obtiveram-se 12 mg do composto (111) (acetato germanicol) e nas fracgdes 22 a 47 isolaram-se 61
mg do composto (83), um solido branco cristalino, que apés recristalizagdo em CH3OH / CHCly
apresentou o ponto de fusgo 172-174° C e um poder rotatorio optico especifico [ao?? + 8,4 (c=0,06;
CHCl).

No ponto IV.5.5.1. descrevem-se os detalhes do isolamento destes compostos.

0 espectro de /V do composto (83) apresenta uma banda a 3350 cm! atribuivel a um grupo
hidroxilo, confirmada pela presenga de uma banda forte a 1026 cm! atribuivel a vibragéo de elongagao
C-0.

Uma banda fraca a 1620 cm! e outra média a 841 cm' sugerem uma insaturagéo de tipo
CR4R2=CHR;. 109, 110 _

Na regido da absorgéo da elongagdo dos grupos C-H apresenta uma banda muito intensa a
2926 cm!, 0 que sugere a existéncia de um nimero elevado de grupos C-H.107. 108

No espectro de RMN H do composto (83) (figuras 111.25 e 11l.26) podem-se observar:

- um singuleto centrado a 4,85 ppm (1H, s) atribuivel a um metino em carbono insaturado de
um agrupamento CRiR,=CHRs, onde R3 & um carbono quaternario, caracteristico do protao olefinico em
H-19 dos triterpenos pentaciclicos que apresentam um esqueleto do tipo olean-18-eno;

- um duplo dupleto centrado a & 3,20 ppm (1H, dd, J;= 54 Hz, J2= 10,7 Hz) cujos sinais se
podem atribuir ao acoplamento de um metino geminal a um grupo hidroxilo com um grupo metileno
adjacente na mesma cadeia carbonada;

- um dupleto largo a & 2,25 ppm (1H, di, J= 11,5 Hz) atribuivel ao prot&o do grupo hidroxilo;
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Figura lll 25.: Espectro de RMN 'H do composto (83)
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Figura Il 26.; Ampliagao do espectro de RMN H do composto (83) na zona entre & 2,10 e & 3,40 ppm

- observam-se trés singuletos com desvios quimicos a & 1,07, 1,01, 0,96 ppm (3H cada), um
singuleto a & 0,93 ppm (6H) e outros trés singuletos com desvios quimicos a & 0,87, 0,76 e 0,73 ppm

(3H cada) atribuiveis a oito grupos metilo. 109. 110
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No espectro de RMN 3C do composto (83) observaram-se 30 sinais que pela técnica DEPT
(figura 111.27), se atribuem a oito grupos metilo, dez grupos metileno, cinco grupos metino sendo um
olefinico e sete atomos de carbono tetrasubstituidos, dos quais um & olefinico, conforme se menciona

natabelalil.7.
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Figura lll 27.: Espectros de RMN 3C - DEPT do composto (83);
em baixo, desacoplamento protonico de banda cheia; a meio, espectro DEPT com pulso a 135°%;

em cima, espectro DEPT com pulso a 90°.
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Tabela lll. 7.: Relag3o dos tipos de carbono do composto (83} identificados por RMN ©C - DEPT.

Tipo de Carbono

\
—CHs ,CH; =CH —(IEH R—(IEH —(::— =C:
o (ppm) 6 (ppm) & (ppm) & (ppm) 3 (ppm) & (ppm) 3 (ppm)
14,6 18,2 129,7 38,4 78,9 32,3 142,7
15,4 21,1 51,2 344
16,1 26,2 55,4 37,2
16,7 27,3 389
25,2 215 41,5
279 333 43,3
29,2 34,5
314 37,3

37,7

38,5

Tal como no composto acetato de germanicol a andlise do espectro de RMN 735C e a
comparagdo dos sinais observados com os dados da literatura,!'2 113. 1% sugere que o composto (83)
também apresenta um esqueleto do tipo olean-18-eno, 0 que se confirma através da existéncia no
espectro dos sinais a:

142,7 ppm caracteristico de um carbono sp? metinico, C-19;
129,7 ppm caracteristico de um carbono sp? tetrasubstituido, C-18;
26,2 ppm caracteristico de um carbono metilénico pouco desblindado, C-12.

A existéncia de um sinal a 78,9 ppm caracteristico de um carbono metinico hidroxilado e o
facto dos atomos de carbono C-2 e C-4 surgirem a campo mais baixo do que no olean-18-eno, sugere
que o grupo hidroxilo esta ligado ao carbono C-3. O efeito de desblindagem que este grupo também
exerce sobre o metilo do carbono C-24 reforga a hipotese de identificar o composto (83) como sendo o
3B-hidroxi-olean-18-eno, usualmente designado por germanicol.
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HO

&
&
3

24

3p-hidroxiolean-18-eno (83)
(germanicol)

O desvio quimico dos sinais observados no espectro de RMN 3C e a sua afribuigdo aos
atomos de carbono do germanicol estéo representados na tabela 1il.8.
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Tabela lll. 8.:Atribuigio dos desvios quimicos de carbono dos compostos (111) e (83) e comparagdo com os

valores da literatura.

Contribuigao para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

Atribuiggio Acetato de germanicol [Composto (111) | Composto (83) Germanicol

Carbono | & (ppm)'= | & (ppm)e 8 (ppm) 3 (ppm) |3 (ppm) ™3 | & (ppm)
C-1 385 38,6 38,6 38,5 385 38,6
C-2 23,8 23,6 23,7 27,3 274 274
C3 81,0 80,8 80,9 78,9 79,0 78,8
C4 379 377 378 38,9 39,0 388
C5 55,7 555 55,5 55,4 55,7 55,4
C6 18,2 18,0 18,2 18,2 18,3 18,2
C7 346 333 345 345 34,7 345
C8 40,9 40,7 40,7 415 40,8 40,6
C-9 51,2 51,0 51,1 51,2 5.3 51,1
C-10 37,3 37,0 371 37,2 37,3 37,2
C-11 21,2 211 21,1 21,1 21,2 21,2
C-12 26,2 26,0 26,2 26,2 26,2 26,4
C-13 38,7 38,3 38,4 38,7 39,0 38,8
C-14 43,4 43,2 43,3 433 43,4 43,2
C-15 276 27,4 27,5 275 276 27,8
C-16 37,7 373 3.7 37 37,7 37,6
Cc-17 34,4 34,2 345 34,4 34,4 345
C-18 142,7 142,5 142,6 142,7 142,8 142,6
C-19 129,8 129,6 129,7 129,7 129.8 1295
C-20 32,4 32,2 32,3 32,3 32,3 32,3
C-21 33,4 345 33,3 33,3 33,4 32,2
C-22 375 376 37,3 37,3 374 375
C-23 28,0 27,8 279 27,9 28,0 279
C-24 16,5 16,6 16,5 15,4 15,4 15,4
C-25 16,1 16,0 16,1 16,1 16,1 15,9
C-26 16,8 16,4 16,8 16,7 16,7 16,7
C-27 14,5 14,4 146 14,6 14,6 14,4
C-28 25,3 25,1 25,2 25,2 25,3 25,2
C-29 31,3 31,2 31,3 31,4 31,3 31,2
C-30 29,2 29,1 29,2 29,2 29,2 29,5

CHsCOOR 21,0 21,3

CH:COOR 170,7 171,0
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l.5.6. Isolamento e caracterizagdo estrutural do composto (112).

As fracgdes A4z a Aso, eluidas com éter isopropilico, foram reunidas e recromatografadas em
coluna de silica gel G60 - cromatografia D. Numa das fracgdes (ver diagrama lIl.2.) isolou-se através de
uma mistura de n-hexano/éter etilico (95/5), 51 mg de um sélido amorfo de cor branca, composto (112).

O espectro de /V deste composto, apresenta uma banda muito intensa a 1735 cm-! atribuivel &
elongagdo do grupo carbonilo de um éster.’®"  Uma banda muito intensa a 1239 cm! e duas de
intensidade média a 1036 e a 1018 cm atribuiveis a ligagdo C-O confirmam a presencga de grupo
éster, duas bandas fortes a 1463 e a 1383 cm! atribuiveis as vibragbes de deformagdo do grupo metilo
em carbono o relativamente ao carbonilo sugere a presenca de acetato no composto. Uma banda fraca
a 1620 cm e outra média a 987 cm! sugerem uma insaturagdo de tipo CR1R2=CHR3. Bandas muito
fortes centrada a 2933, 2918 e 2856 cm-' sugerem a existéncia de um niimero elevado de ligagdes C-H
no composto.107. 108

No espectro de RMN 'H do composto (112) (figuras 11128, 111.29 e 11.30) podem-se observar:

3 8 38 R & 3% Fha8
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..................................................
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Figura lll 28.: Espectro de RMN 'H do composto (112).
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- um tripleto centrado a 5,18 ppm (1H, t, J = 3,3 Hz) atribuivel ao acoplamento de um metino de
um agrupamento CR1R>=CHCH:R3, cujo desvio quimico é caracteristico do protdo olefinico H-12 de
triterpenos pentaciclicos que possuem esqueleto do tipo olean-12-eno;82 83.84

- um tripleto centrado a 4,49 ppm (1H, t, J=7,9 Hz) atribuivel ao acoplamento entre o protdo de
um metino com os protdes de um metileno vicinal, num agrupamento do tipo CH3(C=0)OCHR1Rz,

onde R representa um carbono quaternario;’”. 78 110

)
B ey
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Figura lll 29.: Ampliagéo do espectro de RMN 'H do composto (112) na zona entre & 3,50 e & 5,40 ppm.

- um sistema de dois dubletos, um centrado a 4,02 ppm (1H, d, 2J(H,H)=10,98 Hz) e outro
centrado a 3,66 ppm (1H, d, 2J(H,H)=10,95 Hz). Este sistema podera dever-se ao acoplamento geminal
dos hidrogénios H e H' de um metileno que esta ligado a um carbono quaternario de uma estrutura
olean-12-eno e que sofre a influéncia de uma ligagéo geminal a um grupo éster;8. 9. 117.118

- cinco singuletos a & 1,14, 0,94, 0,88, 0,86 e 0,85 ppm, atribuiveis a ressonéncia dos grupos
metilo de um esqueleto de tipo olean-12-eno. Os sinais a 0,94 e a 0,85 ppm podem representar dois
metilos cada.”928

- um singuleto a 2,04 ppm (3H, s) atribuivel a um metilo de um grupo acetato; 0. 110, 111, 118

- um tripleto centrado a 2,28 ppm (2H, ¢, J = 7,46 Hz) afribuivel ao metileno o em relagdo ao
carbonilo de um grupo éster;®. 80,82 84

- um tripleto centrado a 0,87 ppm (3H, t, CHs) atribuivel a um metilo de uma cadeia linear e
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- um singuleto muito intenso a & 1,24 ppm (nH, s, nCHy) caracteristico de metilenos de cadeia

linear |onga101, 104, 117,118

A andlise do espectro de RMN 'H permite colocar a hipétese do composto (112) ser um
triterpeno pentaciclico de esqueleto olean-12-eno. Pode-se também inferir que no composto
existem dois grupos éster, dos quais, um sera o acetato e o outro podera ser um éster de cadeia
longa.

—z23096 |
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-
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ppm
Figura Il 30.: Ampliagéo do espectro de RMN *H do composto (112) na zona entre & 0,65 e & 2,35 ppm.

No espectro de RMN 3C observam-se 42 sinais que pela analise da técnica DEPT (figura
lIl.31) se atribuem a nove grupos metilo, 19 grupos metileno (podendo ser vinte e quatro dado que o
sinal a & 29,6 ppm pode representar varios metilenos), cinco grupos metino sendo um olefinico e nove
atomos de carbono tefrasubstituidos, dos quais um ¢ olefinico e dois so carbonilicos, conforme se
indica na tabela 11.9.
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Figura lll 31.: Espectros de RMN 3C - DEPT do composto (112);
em baixo, desacoplamento protonico de banda cheia; a meio, espectro DEPT com pulso a 135°
em cima, espectro DEPT com pulso a 90°.
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Figura lll 32.: Espectro de RMN 3C - DEPT da regio alifatica do composto (112);
em baixo, desacoplamento proténico de banda cheia; em cima, espectro DEPT com pulso a 135°;
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Figura Il 33.: Ampliagéo do espectro de RMN **C do composto (112) na zona entre & 27,4 e 8 30,4 ppm.
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Tabela lil. 9.: Relagao dos tipos de carbono do composto (112) identificados por RMN #C - DEPT.

Tipo de Carbono

AN | | 7
—CH; _CH, —(IJH =CH —(IZ— =C_ | RCOOR
O (pm) | & (ppm) | O (ppm) | 3 (om) | & (pom) | & (ppm) | & (ppm)
14,1 18,2 425 122,7 308 1435 171,3
15,5 21 474 357 1737
16,6 226 55,2 36,7
16,7 235 80,4 37,7
20,9 25,1 39,7
25,9 255 45
28,0 29,1
331 292
339 293

29,4

295

296

31,3

31,9

32,4

348

382

46,1

70,7
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Tabela lll. 10.: Atribuiggo dos desvios quimicos de carbono do compostos (112) (diéster) e
comparagao com os valores da literatura

Atribuicdo composto (112) | diacetato de eritrodiol
eritrodiol
Carbono 8 (ppm) 3 (ppm) 117 3 (ppm)!17. 118

Cc1 38,2 38,2 38,6
C-2 235 234 27,2
C-3 80,4 80,7 79,0
C4 36,7 37,6 38,8
102) 55,2 55,1 55,2
C6 18,1 18,1 18,4
c-7 324 32,4 32,6
C8 39,7 39,6 39,8
Cc9 474 47,4 47,6
Cc-10 36,7 36,7 36,9
Cc-11 235 234 236
C-12 122,7 122,5 122,3
C-13 143,5 1433 144,2
C-14 415 415 4,7
C-15 255 255 256
C-16 221 22,1 2,0
c-17 35,7 35,7 36,9
C-18 42,4 424 42,3
C-19 46,1 46,1 465
C-20 30,8 30,7 31,0
C-21 33,9 339 34,1
C-22 31,3 31,3 31,0
c-23 28,0 279 28,1
C-24 16,6 16,6 15,5
C-256 15,5 15,5 15,5
C-26 16,7 16,6 16,7
C-27 259 258 25,9
C-28 70,7 70,5 69,7
C-29 331 330 33,2
C-30 235 234 236

R (acetato): 171,3 (C"1), 20,9 (C"2)

Rz (palmitato): 173,7 (C'1), 34,8 (C'2), 25,1 (C'3), 29,4 (C'4), 29,6 (C'5-C’8),29,5

(C'9), 29,3 (C'10), 29,2 (C'11), 29,1 (C'12), 28,0 (C'13), 31,9 (C'14), 22,6 (C'15),

14,1(C'16).101
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A analise dos espectros de RMN H e de RMN 13C e a comparaggo dos sinais observados com
os dados da literatura,'™'. 117. 18 permite confirmar que o composto (112) apresenta um esqueleto

triterpénico pentaciclico do tipo olean-12-eno. Esta convicgdo € apoiada pela presenga dos sinais a:

143,5 ppm caracteristico de um carbono sp2 metinico, C-12;

122,7 ppm caracteristico de um carbono sp? tetrasubstituido, C-13;

30,8 ppm caracteristico de um carbono quaternério, C-20,

e por terem sido identificados por DEPT seis carbonos quaternarios na estrutura do composto. Este
facto permite distinguir um esqueleto olean-12-eno de um esqueleto urs-12-eno, visto este possuir
apenas cinco carbonos quaternarios. |

No espectro de RMN 3C do composto (112) existem dois sinais caracteristicos da presenga de
grupos éster. Um dos sinais surge apresenta um & a 80,4 ppm e foi identificado por DEPT como
metino, o outro com & a 70,7 ppm foi identificado como sendo um metileno. Por comparago dos dados
de RMN 73C do composto (112) com os dados referidos na literatura’'”. 18 para os compostos,
eritrodiol e diacetato de eritrodiol (compostos de esqueleto olean-12-eno) pode-se admitir que os dois
grupos éster se encontram ligados aos &tomos de carbono C-3 e C-28.

Os dados apresentados nas tabelas 111.9 e II1.10, permitem identificar os grupos éster como
sendo o acetato e o palmitato. No entanto as evidéncias espectrocépicas ndo sdo conclusivas a ponto
de defenir a qual dos carbonos C-3 ou C-28 se encontram ligados.

A analise dos espectros de protdo e de carbono e a semelhanga dos dados obtidos com os da
literatura, 8. 104,105, 106, 117, 118, 120, 121 permite identificar a estrutura do composto (112) com a do 3B-
palmitoxi-28-acetoxi-olean-12-eno (diéster de eritrodiol).

3p-palmitoxi-28-acetoxi-olean-12-eno (112)
(diéster de eritrodiol)
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l1.5.7. Isolamento e caracterizagdo estrutural de uma mistura de acetatos de a+B-amirina.

As fracgBes 48 a 64 da cromatografia C, eluidas com n-hexano:éter etilico (98:2), foram
reunidas resultando 142 mg de amosfra.

Nos espectros de protdo destas fracgGes observou-se um conjunto de sinais caracteristicos
dos compostos triterpenos pentaciclicos do tipo urs-12-eno e olean-12-eno que indiciavam a presenga
de uma mistura de o-amirina e B-amirina na amostra. A presenga do sinal caracteristico do grupo
metilo do acetato permitiu suspeitar que as amirinas estavam esterificadas.

Outros sinais de pequena intensidade e com desvios quimicos entre 5 2,8 e 5 4,2 ppme a-
existéncia de um sinal muito intenso com & 1,23 ppm, caracteristico de protdes metilénicos, levou a
admitir que nesta mistura também existiam outros compostos, possivelmente alcoois de cadeia linear.

O processo de separagdo iniciou-se submetendo 123 mg da mistura a uma cromatografia em
camada fina preparativa (CCFP: 3P). Na cromatografia obtiveram-se trés fracgdes, as duas menos
polares (3P+ e 3P) eram misturas que apresentaram grande complexidade. A fracgdo mais polar (3P),
com a massa de 76 mg, apresentou em varias CCF duas manchas intensas praticamente sobrepostas
e outras manchas de compostos minoritarios.

Os compostos maioritérios da fracgdo 3P3 foram separados por cromatografia “flash” em silica
gel G60, cromatografia Cs Nas fracgoes 9 a 16 foram isolados 68 mg da mistura (113,114), um sélido
branco amorfo que nao foi possivel isolar nas cromatografias efectuadas.

No espectro de /V da mistura (113,114), pode-se observar uma banda de forte intensidade a
1732 om-* associada a vibragdo de elongagdo do grupo funcional carbonilo (de ésteres ou lactonas).
Observam-se também as bandas de intensidade média a forte centradas a 1163 cm*, 1076 e 989 cm-*,
atribuiveis a vibragdes de elongagdo das ligagdes C-O caracteristicas da presenga de ésteres na
mistura.’s

No espectro de RMN 'H da mistura dos compostos (113,114) (figuras 111.24 e 111.25) observa-se:

- um tripleto centrado a & 4,50 ppm (1H, t, J=8,5r Hz) caracteristico de um protéo geminal a um
grupo éster - RCOOCHR1R,77.78

- um singuleto centrado a & 2,05 ppm (2H, s) que é atribuivel aos protbes do grupo metilo do
acetato - CH;OCOR.77.78,79

- dois tripletos centrados a & 5,18 e a 5,13 ppm (1H, {), caracteristicos do prot3o olefinico em
H-12 dos triterpenos pentaciclicos do tipo olean-12-eno e urs-12-eno, respectivamente, que
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conjuntamente com outros sinais permitiram identificar a presenga de acetatos de B-amirina e de a-
amirina. 77.78. 7,

- entre 3 1,13 e 8 0,80 ppm observam-se diversos sinais singuleto relativos & ressonancia de
grupos metilo de compostos com esqueleto triterpénico.
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Figura Il 34. Espectro de RMN *H da mistura dos compostos (113;114)
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Figura Ill 35.: Ampliagéo do espectro de RMN 'H da mistura (113;114) na zonaentre § 0,60 e & 2,20 ppm.
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No espectro de RMN *3C da mistura (113,114) observam-se cinquenta sinais que pela técnica
de DEPT (figuras 1l.36, 111.37) se atribuem (na tabela Ill.11) a dezasseis grupos metilo, quinze grupos
metileno, nove grupos metino, dez atomos de carbono tetrasubstituido, dos quais dois s3o olefinicos e
um ¢ carbonilo. O desvio quimico dos sinais observados no espectro e a sua afribuigfio aos tomos de
carbono dos compostos fez-se por comparagéo com os valores da literatura e estdo representados na
tabela l1l.12.
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Figura llt 36.: Espectros de RMN *C - DEPT da mistura dos composto (113;114);
em baixo, desacoplamento protonico de banda cheia; a meio, espectro DEPT com pulso a 135°;
em cima, espectro DEPT com pulso a 90°.
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Figura lll 37.. Espectro de RMN "C - DEPT da regigo alifatica da mistura dos composto (113;114);

em baixo, desacoplamento protonico de banda cheia; a meio, espectro DEPT com pulso a 135°;

em cima, espectro DEPT com pulso a 90°.

109



Metodologia, Resultados e Discusséo

Tabela lll. 11.: Relagao dos tipos de carbono da mistura (113 ; 114) identificados por RMN ©C - DEPT.

Tipo de Carbono

AN | ] s
—CH; | CH, —CH =CH —C- =C_ | RCOOR
& (pm) | & (ppm) | 3 (om) | S (om) | & (pm) | S (ppm) | & (ppm)
15,5 18,2 39,6 1216 31,1 1396 171,0
15,7 234 47,2 124,3 325 1452
16,7 236 475 337
16,8 26,1 476 36,8
17,5 26,6 55,2 37,7
21,3 26,9 59,0 40,0
214 28,2 80,9 42,0
232 31,2
237 32,6
259 328
26,5 347
28,1 37,1
284 38,2
287 38,4
333 M5

46,7

A analise dos espectros de RMN H e RMN 13C e a sua comparagao com dados da literatura, .
80, 81, 82, 83,119, 120, 121,12 permite concluir que a mistura de compostos (113;114) proveniente das
fraccdes 9 a 16 da cromatografia C4 € uma mistura de acetato de o-amirina (113) e acetato de B-
amirina (114).

n 2

3p-acetodxi-urs-12-eno (113) 3p-acetdxi-olean-12-eno (114)

(acetato de ai-amirina) (acetato de B-amirina)
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Tabela lll. 12.; Atribuigo dos desvios quimicos de carbono dos compostos (113) e (114) e comparag&o com
os valores da literatura.

i Acetato de Acetato de
Atribuigdo -amirina Composto (113) | Composto (114) B-amirina
Carbono S (ppm) e, 120 d (ppm) S (ppm) S (ppm) 121122

CA1 38,4 38,4 38,2 38,2

C-2 23,6 23,6 23,6 23,6

C-3 80,7 80,9 80,9 80,7

C4 37,6 37,7 37,7 37,6

C5 55,3 55,2 55,2 55,3

C-6 18,3 18,2 18,2 18,3

C-7 32,8 32,8 326 32,6

C-8 40,1 40,0 40,0 39,7

Cc9 47,6 475 47,6 47,6

C-10 36,8 36,8 36,8 36,8
C-11 23,3 234 234 234
C-12 124,1 124,3 121,6 121,5
C-13 139,4 139,6 145,2 1449
C-14 421 42,0 42,0 4,7
C-15 28,7 28,7 28,2 28,3
C-16 26,7 26,6 26,1 26,2
C-17 33,8 33,7 325 325
C-18 59,0 59,0 47,2 47,2
C-19 39,7 39,6 46,7 46,8
C-20 39,7 39,6 311 311
C-21 31,3 3,2 34,7 34,8
C-22 415 45 371 371
C-23 28,1 28,1 28,1 281
C-24 16,8 16,7 155 15,5
C-25 15,7 15,7 15,7 15,7
C-26 16,8 16,8 16,7 16,8
C-27 23,2 23,2 259 26,0
C-28 28,1 281 28,4 28,4
C-29 232 23,2 333 33,4
C-30 21,4 214 23,7 236
CH;COOR 21,2 21,3 21,3 21,2
CH:COOR 170,4 171,0 171,0 170,4
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3.6. Conclusodes

Os resultados dos testes efectuados no estudo preliminar da composigo quimica de caules e

folhas da Tolpis barbata apontam para a existéncia na planta dos seguintes grupos de compostos

quimicos:

matérias gordas e/ou &cidos gordos

esteréis elou friterpenos

taninos catéquicos

compostos redutores

flavonésidos

heterosidos triterpénicos

heterésidos esterolicos e/ou heterosidos triterpénicos
glicidos (oses efou polioses)

Na fracg3o menos polar dos extractos de n-hexano de folhas e caules da T. barbata foram

identificados por GC-MS, dezanove hidrocarnonetos de cadeia longa, dos quais, dois sdo ramificados €

trés s30 insaturados. A numerago destes compostos segue a ordem crescente dos seus tempos de

retengao:

5-Metil-undecano (91) ; Tridecano (92) ; Dodec-2-eno (93) ; Tetradecano (94);
2,6,10,15-Tetrametil-heptadecano (35) ; Hexadec-2-eno (96) ; Hexadecano (97);
Octadec-5-eno (98) ; Octadecano (99) ; Nonadecano (100) ; Eicosano (101);
Uneicosano (102) ; Docosano (103) ; Tricosano (104) ; Tetracosano (105);

Pentacosano (106) ; Heptacosano (107) ; Nonacosano (108) ; Untriacontano (109)

No extracto de n-hexano de folhas e caules da T. barbata foram isolados, por técnicas

cromatograficas gerais, nove compostos triterpenos pentaciclicos, sendo dois de esqueleto lupano, dois

de esqueleto urs-12-eno, trés de esqueleto olean-12-eno e dois de esqueleto olean-18-eno. Destes,

apenas um composto n3o existe como produto natural na planta, pois foi obtido por hidrélise alcalina de

um composto natural.
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Compostos isolados com esqueleto lupano:

3B-palmitoxi-Sa-lup-20(29)-eno (72) lup-20(29)-en-3p-ol (48)
{palmitato de fupeol) (lupeol)

Compostos isolados com esqueleto urs-12-eno:

T |

(3B-palmitoxi-urs-12-enilo) (74) 3p-acetoxi-urs-12-eno (113)

{palmitato de o-amirina) (acetato de o-amirina)

Compostos isolados com esqueleto olean-12-eno:

(3B-palmitoxi-olean-12-enilo) (110) 3p-acetoxi-olean-12-eno (114)
(palmitato de B-amirina) (acetato de B-amirina)
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3p-palmitoxi-28-acetoxi-olean-12-eno (112)
(diéster de eritrodiol)

Compostos isolados com esqueleto olean-18-eno

3p-hidroxiolean-18-eno (83) 3p-acetoxi-olean-18-eno (111)
{germanicol) (acetato de germanicol)

A identificagdo e a caracterizagio estrutural dos compostos isolados foi feita através de
métodos cromatograficos e espectrais, GC-MS, RMN °C, RMN 'He IV.
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CAPITULO IV - PARTE EXPERIMENTAL
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IV. Parte Experimental

IV.1. Identificagdo, recolha e conservagdo da T. barbata

A colheita da T, barbata efectuou-se na Herdade Experimental da Mifra, situada na freguesia de
Valverde, no concelho de Evora. As plantas foram identificadas no local por um especialista do
Departamento de Planeamento Biofisico da Universidade de Evora, que depois de delimitar a zona de
cotheita colaborou na sua recolha.

A recolha obedeceu aos critérios de protecgdo da espécie na zona de colheita e outros
relacionados com as condigdes climatéricas e de localizagéio das plantas no prado. Evitaram-se as
colheitas nas zonas humidas, por serem locais onde normalmente as plantas produzem metabolitos
secundarios em menor quantidade. 8. &9

Procurou-se que a recolha fosse representativa do crescimento médio destas plantas na zona.
Colheu-se material suficiente para a realizagao das diversas fases do estudo da planta.

Varios espécimes foram cuidadosamente preparados e guardados no Departamento de
Quimica da Universidade de Evora. O restante material depois de seco foi amazenado, respeitando-se
0s requisitos para a sua conservagao.

IV.2. Preparagdo da planta para a andlise

As plantas foram separadas em lotes de acordo com 0 seu estado de maturagao.
Fez-se a monda no material colhido, ou seja, procedeu-se & sua limpeza para eliminar plantas

de outras espécies, poeiras e outros detritos.
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Eliminaram-se as partes da planta que apresentavam deterioragao ou que apresentavam sinais
da presenga de larvas ou ovos de insectos.

IV. 2. 1. Pesagem dos lotes de plantas

As plantas depois de preparadas foram pesadas e secas ao abrigo da luz em local arejado e &
temperatura ambiente. |

Apos a fase de secagem, as plantas foram novamente pesadas e posteriormente separadas nos
diversos Orgdos: raiz, caule, folha e flor. Pesaram-se também os orgaos de cada lote de planta.
Apresentam-se no quadro IV.1., os valores dos pesos dos diversos lotes de plantas antes e depois de
secas. Também & possivel recolher neste quadro outras informagdes, época do ano em que foram feitas
as colheitas, critério para a elaborago dos lotes e a relagéo peso de planta seca/ peso de planta fresca.

Quadro IV. 1.: Peso dos lotes de plantas da T. Barbata antes e depois da secagem

Lote frzls.ac[:ag) seP(l:aariag) sh::;e?;!) Observagoes
Colheita em finais de Abril
B 731,6 154,9 21,2 | muitos botdes; algumas flores, muitas folhas
627,2 1478 236 poucos botdes; muitas flores, muitas folhas
D 961,4 2484 258 muitas flores, poucas folhas, caules muito ramificados

No quadro IV.2 apresenta-se o peso dos 6rgdos das plantas obtido ap6s secagem. Estes lotes
de plantas foram considerados de referéncia relativamente a trés fases do seu crescimento. O lote B era
constituido por plantas um pouco mais jovens, estas apresentavam muitos botées mas estavam mais
atrasadas na floragsio do que as dos lotes C e D. Estes dois lotes apresentavam idéntica floragdo,
apresentando o lote D caules mais longos.

Para os lotes referidos também se apresentam os valores em percentagem da relagéo peso do
oérgaa/peso total de planta seca.
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Quadro IV. 2.: Peso de 6rgdos da planta e sua percentagem relativa ao peso total de planta seca

Peso do 6rgdo Peso de planta seca | Peso do orgdo/ Peso
Lote ) @ |deplantaseca (%)
Flor 21,29 15,3
Caule 47 86 333
Raiz 25,79 17,9
Flor 28,17 19,9
Caule 59,62 42,0
Raiz 22,77 16,1
Flor 58,02 24,0
D Folha 34,84 241 84 144
Caule 116,73 48,3
Raiz 32,25 13,3

IV.2. Estudo preliminar dos principais grupos de compostos da Tolpis barbata.

IV.2.1. Metodologia seguida no estudo preliminar da composigdo quimica da T. barbata

O material em estudo (caule e folha, analisados separadamente) foi esgotado por extracgbes
com solventes de polaridade crescente, & temperatura constante de 35° C. Obtiveram-se os extractos
de n-hexano, cloroférmio, etanol e agua. Com os extractos efectuou-se um estudo preliminar da
composicao quimica da T.barbata, ou seja, determinou-se os principais grupos de produtos naturais de
cada extracto. Para o efeito, procedeu-se de acordo com o método proposto por loan Ciulei, (1984),"
tendo-se introduzido pequenas alteragbes & marcha geral de andlise. O autor baseia o estudo nos
extractos de éter etilico, etanol e agua. Neste trabalho, estudaram-se os extractos de n-hexano,
cloroférmio, etanol e agua.

Os dois extractos menos polares (n-hexano e cloroformio) foram submetidos aos mesmos testes
que Ciulei, |7 propde para o estudo do extracto de éter etilico. Em relagéo aos alcaldides, alem dos
testes propostos com os reagentes de Mayer e de Bertrand, utilizou-se também o reagente de
Dragendorff.
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IV.2.2. Extracgdo pelo processo de digestdo a temperatura de 35°C

0 processo utilizado na obtenggo dos extractos dos lotes D2 (caules) e Ds (folhas) destinados
ao estudo preliminar dos principais grupos de compostos quimicos néo volateis da T. barbata, foi a
digestao & temperatura de 35° C.

Nas extracgbes utilizaram-se por ordem de polaridade crescente 0s solventes n-hexano,

cloroférmio, etanol e agua.

IV.2.2.1. Extrac¢des efectuadas pelo processo de digestdo

Caules e folhas da planta foram triturados em separado. As amostras foram colocadas em
digestores separados e mantidos & temperatura de 35° C. As amostras foram esgotadas com cada um
dos solventes. No final de cada digestsio, a solugdo resultante foi filtrada e o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida a temperatura de 35° C. Os extractos foram conservados em atmosfera de azoto a
temperatura de 4° C.

Os pesos dos extractos de n-hexano, cloroférmio, etanol e agua, obtidos com 0s lotes de planta
designados por D2 (caule) e Ds (folha), apresentam-se no quadro IV.3..

Quadro IV. 3.: Peso dos extractos dos lotes D2 e D3 da T. barbata obtidos por digestéo a 35° C

Solvente Peso de amostra (g) | Periodo de | Peso de extracto (g) | % de extracto
caule folha |extracgdo (dia)| caule folha caule folha

n-Hexano 18 23203 | 1,8179 1,99 5,22
Cloroformio 1673 | 3484 21 0,9105 | 0,7655 | 0,78 2,20
Etanol 34 21,2043 | 6,8462 | 18,16 | 19,65
Agua 16 216432 | 65129 | 18,54 | 18,69
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IV.2.3. Testes utilizados na caracterizagdo quimica preliminar da 7. barbata

A marcha geral efectuada na caracterizagdo quimica dos principais grupos de compostos da
planta, apresenta-se resumidamente no quadro IV.4.. Neste quadro, os extractos séo referidos pelas
letras H, C, E e A, respectivamente, n-Hexano, etanol, cloroformio e agua.

Quadro IV. 4.: Testes efectuados no estudo preliminar da caracterizagao quimica da T. barbata

Andlise| Grupo de compostos | Exfracto | Teste Reacgao de:

1 Alcaldides (basses) H;C 1 Mayer; Bertrand; Dragendorff
2 Agliconas flavonicas H;C 2 Schibata

3 Emodois H;C;E 3 Borntrager

4 Cumarinas H;C;E 4 (Fluorescéncia UV)

5 Esterdis ou Triterpenos H;C 5 Liebermann-Burchard

6 Carotendides H:C 6 Carr - Price

7 Oleos volateis H;C 7 (Destilagao em corrente de vapor)
8 Esterdis ou triterpenos H;C 5 Saponificagéo ; Liebermann-Burchard
9 Carotenoides H;C 6 Saponificagao ; Carr - Price
10 Acidos gordos H;C 8 Saponificagéo

11 Taninos galhicos E;A 9 FeCls

12 Taninos catéquicos E;A 9 FeCls

13 Compostos redutores E:A 10 Fehling

14 Alcalbides (sais) E;A 1 Mayer, Bertrand; Dragendorff
15 Antocianosidos E;A 1" (ApH = alteragéo de cor)
16 Antracendsidos E 3 Borntrager

17 Heterosidos esterdlicos E;A 5 Liesbermann-Burchard

18 Heterosidos triterpénicos E.A 5 Liebermann-Burchard

19 Heterosidos cumarinicos E 4 (Fluorescéncia UV)
20 Flavonosidos E;A 2 Schibata
21 Poliésidos A 12 Timol em meio acido
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IV.3. Instrumentagdo e técnicas analiticas mais utilizadas

IV.3.1. Determinagéo dos pontos de fuséo

Os pontos de fusdo (p.f) ndo estdo corrigidos, foram determinados em aparelhos de placa
aquecida com microscopio incorporado, das marcas Reichert - Jung e LEICA VMTG.
IV.3.2. Determinagdo da rotagéo optica especifica
A rotagdo Optica especifica [o] foi determinada nos polarimetros da marca Perkin Elmer modelo
241 MC e Atago modelo Polax - L. O solvente e a concentragdo a que se fez a determinagdo sao
especificados para cada caso.
IV.3.3. Espectros de infravermelho
Os espectros de infravermelho (V) foram tragados em espectrofotometro com transformada de
Fourier, da marca Perkin Elmer modelo Paragon 1000 PC, em pastilha de brometo de potassio (KBr) e
em pelicuta fina por dissolugdo em solvente adequado.
IV.3.4. Espectros de ultravioleta-visivel
Os espectros de ultravioleta-visivel (UV-Vis) foram tragados num espectrofotometro de feixe

duplo, da marca Hitachi modelo U-2001. Utilizaram-se cubas de quartzo com 1 cm de espessura. 0
solvente e a concentragao a que se fez a determinagdo séo especificados para cada caso.

121



Parte experimental

IV.3.5. Espectros de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN H) e de carbono (RMN 13C)
foram tragados num aparelho da marca Bruker modelo AC 250 P operando a 250 MHz parao protdoe a
62,9 MHz para o carbono. Usando-se como solvente o deuterocloroformio (CDCl). Os desvios quimicos
(5) sdo expressos em ppm (utilizando como referéncia o CHCls residual, 7,26 ppm parao 'He 77,0
ppm para o 1°C) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. Os dados de RMN 'H sédo apresentados
pela seguinte ordem: solvente, desvio quimico () em ppm, intensidade relativa de protdes (H),
multiplicidade e constantes de acoplamento (J) em Hz . A multiplicidade refere-se por: s - singuleto, sk
singuleto largo, d - dupleto, df - dupleto largo, dd - duplo dupleto, ¢ - tripleto, dt - duplo tripleto, m -
multipleto.

Nos espectro de RMN 73C a multiplicidade foi assinalada pela ufilizagao da técnica DEPT a 90°
eal3s.

IV.3.6. Espectrometria de massa

Os espectros de massa obtiveram-se por CG-MS num cromatografo Fissons Sistem equipado
com um detector de massa do tipo quadrupolo VG Trio 1000 e com uma fonte de impacto electronico
operando a 70 eV. A este equipamento esta associado a uma biblioteca de espectros da base de dados
Wiley.

IV.3.7. Cromatografia gas liquido
A cromatografia gas liquido (GC) foi uma das técnicas utilizadas na determinagdo do grau de
pureza e na identificagdo de compostos por comparagéo com amostras auténticas. Nesta técnica foi

utilizado um cromatografo de gases da marca Shimadzu modelo QP-1000, equipado com coluna capilar
DB1 (15m x 0,25 mm, 0,1 um; J e W Scientific). O argon foi utilizado como gas de arraste.
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IV.3.8. Técnicas Cromatograficas Gerais:

IV.3.8.1. Cromatografia em camada fina analitica

As cromatografias em camada fina analitica (CCF) foram realizadas em placas de silica gel G-60
Merck 1.05553 e em placas de silica gel G-60 F2s4 Merck 1.05554, ambas com a espessura 02mme
preparadas em suporte de aluminio. Foram activadas durante uma hora a 120 °C. No desenvolvimento
cromatografico foram utilizadas diversas misturas de solventes, com maior frequéncia a mistura de
ciclohexano-acetato de efilo. As manchas foram visualizadas por iradiagdo com luz ultravioleta de
comprimento de onda (1) 254 e 365 nm. Na revelagdo fizeram-se pulverizagbes com solugdo de acido
sulfirico em etanol a 20% (viv) ou solugdo de 4cido fosfomolibdico em etanol a 5%, (plv), seguidas de
aquecimento & temperatura de 120 °C durante cerca de 10 minutos.

IV.3.8.2. Cromatografia em camada fina preparativa

As cromatografias em camada fina preparativa (CCFP) foram efectuadas em placas de silica-gel
Foss Merck 1.05554 de dimenséo 20x20 cm e expessura 0,5 mm ou 0,75 mm, preparadas em suporte de
aluminio. Foram activadas durante 2 horas a 120 °C. Os compostos foram recuperados por percolagdo
com misturas n-hexano:éter etilico ou n-hexano:acetato de etilo. 12

1V.3.8.3. Cromatografia em coluna

Nas cromatografias em coluna himida (CC) utilizou-se como fase estacionéria silica gel G 60
Merck 1.07734 ou uma mistura desta com nitrato de prata (silica gel:AgNO3) numa proporgéo de 10:1
(p/p). Em ambos os casos a massa de absorvente utilizada foi estimada numa proporgdo média de 80:1
face 4 massa de amostra.

As colunas de vidro foram cheias langando a fase estacionaria sobre o eluente inicial (n-
hexano). Para facilitar a compactagao e homogeneizagdo da fase estacionaria produziu-se vibragado na
coluna e agitou-se frequentemente durante a fase de enchimento. As amostras foram aplicadas apos 24
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horas de sedimentagao. Nas situagdes onde a amostra no se dissolvia totalmente no eluente inicial,
esta era dissolvida num solvente mais polar juntamente com uma pequena quantidade de celite . Depois
de evaporar o solvente transferia-se a mistura para a coluna.

Nas cromatografias ufilizaram-se sequéncias de eluentes com polaridade crescente. As
misturas para os sistemas de eluigdo fizeram-se com solventes p.a. ou puros redestilados. O volume
das fracgbes eluidas foi constante em cada cromatografia e a sua composicao foi seguida através de
CCF. As fracgbes foram secas a presséo reduzida a temperatura de 35° C e 0 seu peso acompanhado
por pesagem em balanga analitica.

IV.3.8.4. Cromatografias “flash”

Nas cromatografias realizadas com a técnica “flash” foi utilizada silica gel G60 400-230 mesh ,
Merck 9385. Nas colunas de vidro equipadas com placa purosa foi previamente depositada uma
pequena camada de silica gel G60 40-60 mesh , em seguida a fase absorvente foi infroduzida na coluna
na auséncia de eluente, formando uma coluna compactada de cerca de 10 cm. Apos a aplicagdo da
amostra adicionou-se nova camada de silica gel 40-60 mesh. Ao sistema cromatografico foi aplicado
pressdo positiva durante a eluigdo. Os eluentes foram testados por CCF afinando o sistema para que no
desenvolvimento cromatografico o componente menos polar apresentasse um Ry de cerca de dois
tercos. Nestas condigbes e sem alterar a composicéo do eluente, cerca de vinte eluigdes deverdo ser
suficientes para conseguir 0 esgotamento completo da coluna. 24

IV.4. Reacgoes gerais utilizadas:

IV.4.1. Reacgdo de saponificagdo

A amostra destinada a reacggo de hidrélise dissolveu-se numa solugao metanolica de hidroxido
de potassio a 10% (p/v) e a reacgdo processou-se a temperatura ambiente durante 48 horas, 0 avango
da reacgo foi seguido por CCF. Terminada a fase de hidrélise, foi adicionada agua até duplicar o
volume da mistura. A amostra foi concentrada para eliminar 0 metanol. Procedeu-se a extracgao com
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éter etilico, tendo-se lavando repetidas vezes a fase orgénica com agua, para eliminar o excesso de
base. Foi seca sobre sulfato de sodio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente.”

IV.4.2. Preparagéo do diazometano

A uma mistura de 4,8 g de hidroxido de potassio, 9 mL de agua, 28 mL de metanol e 8 mL de
éter, contida num baldo de duas tubuladuras adaptado a um sistema de destilagdo simples, foi
adicionado gota a gota uma solugédo de 17,2 g de N-nitroso-N-metiltolilsulfonamida em 100 mL de etér,
com agitagdo e aquecimento a 60-65 °C. O diazometano produzido foi recolhido em éter seco e
conservado no frio e ao abrigo da luz.'»

IV.4.3. Metilacdo com diazometano

A amostra destinada & reacgao de esterificago foi dissolvida numa pequena quantidade de éter
seco e foi-lhe adicionado pequenos volumes de solugdo etérea de diazometano. Quando se iniciou 0
processo de metilagéo observou-se a libertagéo de azoto no seio da solugéo. Enquanto esta situagéo se
manteve, repetiram-se as adigbes até ao momento em que a solugéo apresentou coloragdo amarela
persistente. Terminada a reacgdo, a mistura reaccional foi guardada ao abrigo da luz durante uma noite.
Posteriormente foi lavada diversas vezes com solugdo de HCl 2M e depois com uma solugdo de
NaHCOs. Por fim, a solugéo foi lavada varias vezes com agua destilada até se atingir um pH neutro.
Apos as lavagens, secou-se com Na;SOs4 anidro, fitrou-se e evaporou-se o solvente a pressao
reduzida.”. 1%
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IV.5. Estudo da composigdo quimica do extracto de n-hexano da T. barbata

IV.5.1. Extracg&o por lixiviagdo com extractor de Soxhiet

O estudo preliminar da composig&o quimica de folhas e caules da T. barbata, discutido no ponto
111.3.1, ndo apresentou diferencas que justificassem prosseguir a andlise de caules e folhas em amostras
separadas. Por isso, 0 extracto de n-hexano destinado ao estudo da composigéo quimica da T. barbata
foi obtido a partir de uma amostra de folhas e caules da planta provenientes de lotes de plantas com um
estado de maturagdo idéntico ao das plantas utilizadas no estudo preliminar da composigéo quimica..

O material foi triturado e pesado. Obteve-se 560 g de amostra que foi dividida em dez fracgbes
destinadas & lixiviagdo com extractor de Soxhlet. Cada fracgéo foi extraida com n-hexano durante oito
horas.

Os dados relativos a este processo extractivo sdo apresentados no quadro IV.5. Na extracgéo
obteve-se 9,730 g de extracto, do qual, 9,235 g foi fraccionado por cromatografia em coluna de silica gel
num sistema de solventes de polaridade crescente (cromatografia A).

Quadro IV. 5.: Peso do extracto de n-hexano da T. barbata obtido com extractor de Soxhlet

|| Solvente Peso amostra  (g) | Peso de extracto (g) Observagdes

n-hexano 560,0 9,730 aspecto ceroso

IV.5.2. Fraccionamento do extracto de n-hexano da 7. barbata

Preparou-se de modo habitual uma coluna de cromatografia, de 100 cm de altura por 5 cm de
diametro, com 850 g de silica Gel 60 (70-230) mesh, Merck 1.07734, em n-hexano.
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A amostra, 9,235 g de extracto de n-hexano, foi dissolvida em éter etilico, foi-lhe adicionado 3 g
de celite, tendo o solvente sido evaporado a pressdo reduzida. A mistura foi recuperada e aplicada na
coluna de cromatografia. Referenciou-se esta cromatografia por cromatografia A.

Durante a eluigdo recolheram-se fracgdes de 100 mlL, alterando-se progressivamente a
polaridade do eluente.

A eluiggo teve como solvente inicial 0 n-hexano passando-se para misturas de solventes de
maior polaridade, éter isopropilico, éter etilico e cloroformio. Desta cromatografia resultaram misturas de
compostos menos complexas. Os resultados da cromatografia A resumem-se no quadro IV.6.

Quadro IV. 6.: Dados da cromatografia A

Fracgbes Eluente Peso (g) % Técnicas de separagao e Compostos isolados
1-15 n-hexano 0,210 23 GC-MS (mistura de hidrocarbonetos - (91 a 109))
16-30 ‘e 0,057 0,6 misturas
31-37 o 0,593 6,4 cromatografia B
38-42 éter isopropilico 1,258 13,6 cromatografia C
43-50 " 3,031 32,8 cromatografia D

51-103 o 1,494 16,2 | ndo estudadas

104 - 159 éter igqpropilico:éter 0.887 96 u

etilico (1:1) ' !
160 - 195 éter etilico 1,112 12,0 “
196 - 211 cloroférmio 0,532 58 af
Totais| 9,174 99,3

Neste trabalho experimental foram estudadas as primeiras 50 fracgSes do extracto de n-hexano
que representam 57% deste extracto.

127




Parte experimental

IV.5.3. Isolamento dos compostos das fracgdes 1 a 15 da cromafografia A

As primeiras quinze fracgdes eluidas com n-hexano directamente na cromatografia A, renderam
cerca de 0,210 g de um solido amorfo, nesta fracgao do extracto de n-hexano da 7. barbata obtiveram-
se 0s compostos menos polares da planta.

A amostra foi analisada por GC-MS tendo sido identificado uma mistura de hidrocarbonetos
lineares. Os compostos foram referenciados pelos numeros (91 a 109) ordenados pela ordem crescente
dos seus tempos de retengdo na coluna de GC.

IV.5.4. Isolamento dos compostos das fracgoes 31 a 37 da cromatografia A

Nas fracgdes 31 a 37 da cromatografia A obteve-se a massa de 0,593 g de extracto. A mistura
foi recromatografada em coluna de silica gel G60, cromatografia B.

Como eluente foi utiizado o n-hexano puro e misturas de polaridade crescente de n-
hexano:acetato de efilo. Os resultados obtidos na cromatografia B apresentam-se no quadro IV.7..

Quadro IV. 7.: Dados da cromatografia B

Fracgbes Eiuente Peso(g) | % Técnicas de separagao e compostos isolados

1-10 n- hexano 0,0181 3.1 misturas compliexas

11-21 ‘o 0,1766 | 298 | CCFP: 1P + CC: By (mistura (74; 110) ; composto (72))
22-49 " 0,1009 | 17,0 misturas complexas

52 n-hexano: AcOEt (9:1) 0,1613 | 27,2 |CCFP: 2P  (misturas + acetato de gemanicol (111))

53-54 ‘ ! 0,0393 | 6,6 (composto (111) + misturas)
55-70 ‘ “ 00572 | 96 misturas complexas

71-75 | n-hexano:AcOEt (85:15){ 0,0080 | 13 ! ‘

76-80 | n-hexano:AcOEt (7:3) | 0,0083 1,5 ¢ )

Totais| 0,5703 | 96,1

IV.5.4.1. Isolamento de compostos das frac¢des 11 a 21 da cromafografia B

A separagdo dos compostos das fracgbes 11 a 21 da cromatografia B foi feita por cromatografia
em camada fina preparativa (CCFP: 1P) em placa de silica gel de 20x20 cm. Na eluiggo foi utilizada a
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mistura n-hexano:éter isopropilico (97:3). Da cromatografia seleccionaram-se duas fracgdes, a sua
analise por RMN H evidenciou que ambas eram misturas de compostos.

As duas fracgdes foram reunidas, resultando 153 mg de amostra, esta foi recromatografada em
coluna de silica gel:nitrato de prata a 10% (m/m), cromatografia Bs. Os dados relativos a separagao
apresentam-se no quadro IV.8.

Quadro IV. 8.: Dados da cromatografia B

Fracgbes Eluente Peso (g) % Compostos isolados
1-4 n- hexano 0,0039 25 misturas complexas
5-7 o 0,0915 59,8 mistura de compostos (74 ; 110)
8-10 L 0,0097 6,3 mistura de compostos (74;110) + misturas
11-25 | n-hexano:éter etilico  (99:1) [ 0,0060 39 misturas
26 -30 | n-hexano:éter etilico (98:2) { 0,0000 0
31-35 ‘e 0,0354 231 composto (72)
3639 e 0,0028 1,8 composto (72) + misturas
40-50 ‘el 0,0021 14 misturas
Totais| 0,1514 988

IV.5.4.2. Purificagio do composto (111) isolado na fracgdo 52 da cromatografia B

Na fracg&o 52 da cromatografia B obtiveram-se 161 mg de uma mistura que apresentou na CCF
uma mancha muito intensa destacada de outras também presentes. A separago dos compostos da
mistura fez-se por cromatografia em camada fina preparativa (CCFP: 2P). Isolaram-se 45 mg do
composto (111) (acetato de germanicol) puro.

Os espectros de RMN H das fracgbes 53 e 54 da cromatografia B também evidenciaram sinais
caracteristicos da presenga do composto (111), enquanto nas fracgdes posteriores se obtiveram
misturas muito complexas que ndo foram purificadas.

IV.5.5. isolamento dos compostos das fraccdes 38 a 42 da cromatografia A
As fracgdes 38 a 42 da cromatografia A foram reunidas e secas, tendo-se apurado a massa de
1,258 g de extracto. A mistura foi recromatografada em coluna de silica gel, cromatografia C. Preparou-

se de modo habitual uma coluna de cromatografia de silica Gel 60 (70-230) mesh, em n-hexano.
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Os resultados obtidos na cromatografia C estdo registados no quadro IV.9..

Quadro V. 9.: Dados da cromatografia C

Fracgbes Eluente Peso (g) % Compostos isolados
1-10 n-hexano 0,0061 0,5 misturas

11-19 | n-hexano:éter etilico (99:1) | 0,0011 0,1 misturas

20-26 | n-hexano:éter etilico (98:2) 0,0043 0,3 misturas

27-38 e 0,1607 12,8 mistura dos compostos (74 ; 110, 72)

39 ‘el 0,0607 48 mistura dos compostos (74 ;110,72 ; 111)

40 - 45 ‘e 0,3442 274 composto (111) (acetato de germanicol)
46 - 47 ‘e 0,0848 6,7 mistura de (111) e diéster de eritrodiol (112)
48 -64 e 0,1420 11,3 misturas + compostos (113 ; 114)
65-83 “ 0,0910 7,2 compostos lineares

84 - 114 | n-hexano:éter efilico (97:3) | 0,0361 29 fr

115-143 (95:5) 0,0764 6,1 misturas + composto (48)

144 -167 (92:8) 0,1070 8,5 composto (48) +misturas

168 - 190 9:1) 0,0953 7,6 misturas complexas

Totais| 1,2099 96,2

V.5.5.1. Isolamento de compostos resultantes das reacgdes de saponificacdo

As fracgBes 37, 38, 44 e 45 da cromatografia C foram submetidas a reacgdes de hidrolise

alcalina através do processo referido no ponto IV.4.1.

Os espectros de protdo das fracgdes 37 e 38 revelaram que se tratava de misturas de ésteres

de amirinas e de lupeol, enquanto os espectros das fraccoes 44 e 45 apresentaram sinais

caracteristicos do acetato de germanicol quase puro.

A parte neutra resultante da hidrélise de 42 mg dos compostos da fracgao 37, foi extraida com
éter etilico, tendo-se obtido 36 mg de extracto. Este foi cromatografado em silica gel G60, cromatografia

C+. Nas fracgdes 22 a 31 isolou-se 10 mg da mistura de compostos (53,54) (B-+c-amirina) e nas

fracgOes 36 a 46 isolou-se 14 mg do composto (48) (lupeol).

Os resultados obtidos na cromatografia C estgo registados no quadro [V.10..
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|| Fracgdo Eluente Peso (g) % Compostos isolados
ﬂﬁ 1-12 n- hexano 0,0076 211 mistura dos compostos (74 ; 110 ; 72)
13-21 | n-hexanoléter etilico (98.2) 0,0024 6,7 misturas
22-35 ‘e 0,0101 2811 mistura dos compostos (53 ; 54) (amirinas)
36-46 (95:5) 0,0135 375 composto (48) (lupeol)
47 - 56 (9:1) 0,0012 33 misturas
Totais 0,0348 96,7

A parte neutra que resultou da hidrélise alcalina de 95 mg da fracgédo 38 da cromatografia C foi
extraida com éter etilico. Obteve-se 65 mg de extracto. O processo de separagdo seguido foi idéntico ao
da fracgdo etérea 37. Nas fracgdes 16 a 24 da cromatografia C; isolaram-se 12 mg da mistura (53;54)
(B+a-amirina) e nas fracgoes 32 a 49 isolou-se 40 mg do composto (48) (lupeol).

Os resultados obtidos na cromatografia C; estdo registados no quadro V.11..

Quadro IV. 11.: Dados da cromatografia C

Fracgéo Eluente Peso (g) % Compostos isolados
1-8 n- hexano 0,0067 10,3 mistura dos compostos (74 ; 110 ; 72)
9-15 n-hexanoléter etilico (98:2) 0,0030 46 misturas
16 -24 Ll 0,0119 18,3 mistura dos compostos (53 ; 54) (amirinas)
25-31 (95:5) 0,0022 34 misturas
32-49 ‘o 0,0395 60,8 composto (48) (lupeol)
47 -54 (9:1) 0,0009 1,4 misturas
Totais 0,0642 98,8

A parte neutra resultante da hidrolise de 118 mg das fracges 44 e 45 da cromatografia C foi
extraida com éter eftilico, resultando 98 mg de uma mistura de compostos. Estes foram isolados por
cromatografia em coluna de silica gel G60/nitrato de prata a 10% (m/m), cromatografia Cs. Nas fracgbes
10 a 19 obtiveram-se 12 mg do composto (111) (acetato germanicol) e nas fracgdes 22 a 47 isolou-se

61 mg do composto (83) (germanicol).

Os resultados obtidos na cromatografia C; estéo registados no quadro IV.12..
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Quadro IV. 12.: Dados da cromatografia Cs

Fracgéo Eluente Peso (g) % Compostos isolados

1-8 n- hexano 0,0037 3,8 misturas
10-19 | n-hexanoléter etilico (98:2) 0,0117 11,9 composto (111) (acetato de germanicol)
20-21 ‘e 0,0026 2,7 misturas
22-47 o 0,0609 62,2 composto (83) (germanicol)
48-50 (9:1) 0,0053 54 misturas
51-565 (1:1) 0,0056 57 misturas
56 ~ 60 éter stilico 0,0046 47 misturas

Totais 0,0944 9,4 -

IV.5.5.2. Separagao da mistura (113; 114) a partir das fracges 48 a 64 da cromatografia c

As fracges 48 a 64 da cromatografia C apresentaram espectros de protéio muito semelhantes.
A andlise destes espectros revelou que estas fracgdes eram misturas, apresentavam sinais com desvios
quimicos & 5,13 e & 5,18 ppm caracteristicos dos compostos o-amirina e -amirina respectivamente. A
presenga do sinal a 5 2,04 ppm, caracteristico de protdes metilicos do grupo acetato, permitiu suspeitar
que as amirinas estariam esterificadas. Outros sinais de pequena intensidade com desvios quimicos
entre 5 2,8 e & 4,2 ppm e a existéncia de um sinal muito intenso com & 1,23 ppm, caracteristico de
protdes metilénicos, poderiam revelar a existéncia de outros compostos na mistura, possiveimente
alcoois de cadeia linear.

As fracgdes 48 a 64 foram reunidas, obteve-se 123 mg de amostra. A separaggo dos compostos
fez-se primeiro por cromatografia em camada fina preparativa (CCFP: 3P). Obtiveram-se trés fracgoes,
as duas fracgdes menos polares (3P1 e 3P2) pareciam ser misturas muito complexas, uma vez que
apresentaram em varios sistemas de CCF diversas manchas com Rf muito semelhante. A fracgdo mais
polar (3P3), aproximadamente 76 mg, revelou ser também uma mistura. Nas varias CCF efectuadas
visualizaram-se sistematicamente duas manchas intensas praticamente sobrepostas.

Para eliminar outros compostos da mistura, a amostra foi submetida a uma cromatografia “flash”
em silica gel G60, cromatografia Cs Nas fracgbes 9 a 16 foram isolados 68 mg de uma mistura. Os
espectros de RMN 'H e RMN 3C da mistura permitiram identificar os compostos, acetato de a- amirina
(113) e acetato de 3-amirina (114).

Os resultados obtidos na cromatografia C4 estdo registados no quadro IV.13..
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Quadro IV. 13.: Dados da cromatografia C4

Fracgdes Eluente Peso (g) % Compostos isolados
1a8 n- hexano/ AcOEt (95:5) 0,0048 6,3 misturas
9-16 ‘! 0,0682 89,7 mistura de compostos (113 ; 114)
17-25 . 0,0014 1,8 misturas
Totais| 0,0744 978

IV.5.5.3. Isolamento do composto (48) a partir das fracgbes 144 a 167 da cromatografia C

A separagdo de compostos das fracgdes 144 a 167 da cromatografia C (107 mg) fez-se por
cromatografia em camada fina preparativa (CCFP: 4P), em placa de silica gel. O eluente utilizado foi
uma mistura de n-hexano:éter isopropilico (92:8). Desta cromatografia seleccionaram-se duas fracgdes,
os espectros de RMN 'H evidenciaram que ambas eram misturas de compostos.

A fracgdo menos polar da (CCFP: 4P) foi designada por 4P+, apresentou a massa de47mge
foi recromatografada em coluna de silica gel/nitrato de prata 10% (m/m), cromatografia Cs. Nas fracgbes
37 a 55, eluidas com uma mistura n-hexano:éter isopropilico (96:4), obtiveram-se 36 mg de uma
mistura. Os espectros de RMN 'H apresentaram sinais caracteristicos da presenga dos compostos f3-

amirina (53) e o-amirima (54).

Os dados da cromatografia Cs estio registados no quadro IV.14..

Quadro IV. 14.: Dados da cromatografia Cs

Fracgéo Eluente Peso (g) % Compostos isolados
1-11 n- hexano 0,0024 51 misturas
12-24 | n-hexanoléter etilico (98:2) 0,0008 1,7 misturas
25-36 (96:4) 0,0026 55 misturas + compostos (53 ; 54)
37-55 (94:6) 0,0358 76,2 mistura de (53 ; 54) (B+o-amirina)
56 —-63 “ 0,0043 9,1 compostos (53 ; 54) + misturas
Totais 0,0459 97,6

A fracgao mais polar da (CCFP: 4P) aqui designada por 4P3, apresentou a massa de 23 mg e foi
submetida a um processo de separagao idéntico ao utilizado na purificagao da fracgdo 4P+, tendo-se
obtido 12 mg do composto (48) a partir das fracgdes 46 a 55 da cromatografia Ce.
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Os dados da cromatografia Cs estéo registados no quadro IV.15..

Quadro IV. 15.; Dados da cromatografia Ce

Fracgao Eluente Peso (g) % Compostos isolados
1-12 n- hexano 0,0031 13,5 misturas
13-25 | n-hexanoléter etilico (98:2) 0,0026 11,3 misturas
26-45 (96:4) 0,0034 14,8 misturas +composto (48)
46 - 55 (94:6) 0,0118 51,3 composto (48) (lupeol)
56 -60 Ll 0,0014 6,1 composto (48) + misturas
Totais 0,0223 97,0

IV.5.6. Isolamento dos compostos das fracgdes 43 a 50 da cromatografia A

As fracgdes 43 a 50 da cromatografia A foram reunidas e secas, obteve-se 3,031g de extracto.
A mistura foi recromatografada em coluna de silica gel, cromatografia D. Preparou-se de modo habitual
uma coluna de cromatografia de silica Gel 60 (70-230) mesh, em n-hexano.

Os resultados obtidos na cromatografia D estdo registados no quadro IV.16..

Quadro IV. 16.: Dados da cromatografia D

Fracgao Eluente Peso (g) % Compostos isolados

1-22 n- hexano 0,0307 1,0 misturas

23-26 | n-hexanoléter etilico (95:5) 0,8082 26,7 composto (111) (acetato de germanicol)
27-33 ‘ 0,1066 3,5 composto (112) (diéster de eritrodiol)
34-49 9:1) 0,2295 7,6 compostos lineares +(112; 113; 114)
50 - 56 ‘r 0,1163 3,8 compostos lineares

57 -67 ‘o 0,3154 10,4 compostos lineares + composto (48)
6872 ‘ 0,2927 9,7 composto (48) (lupeol)
73-74 ‘ 0,0549 1,8 composto (48) + misturas
7591 (8:2) 0,1686 56 compostos lineares
92-113 (6:4) 0,4649 15,3 néo estudado
114 - 125 (4:6) 0,0706 2,3 ‘e
126 - 130 éter etilico 0,3540 1,7 ‘o

Totais 3,0124 99,4
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IV.5.6.1. Isolamento do composto (112) a partir das fracgbes 27 a33 da cromatografia D

As fracgdes 27 a 33 foram recromatografadas em coluna de silica gel/nitrato de prata 10%
(m/m), cromatografia Dy. Nas fracgdes 27 a 38, eluidas com uma mistura n-hexano:éter isopropilico
(98:2), obtiveram-se 60 mg de uma mistura. Os espectros de RMN 'H apresentaram sinais
caracteristicos de compostos triterpenos pentaciclicos esterificados.

A mistura foi purificada por cromatografia “flash” em silica gel G60, cromatografia D,. Nas

fracgbes 4 a 12 isolaram-se 51 mg do composto (112).

Os resultados obtidos na cromatografia D; estéo registados no quadro IV.17..

Quadro 1V. 17.: Dados da cromatografia D;

Fracgao Eluente Peso(g)| % Compostos isolados
1-3 n- hexano/ AcOEt (95:5) 0,0040 6,7 misturas
4-12 . 0,0512 85,3 composto (112) (diéster de eritrodiol)
13-31 ‘e 0,0025 4,2 misturas
Totais | 0,0577 96,2
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IV.6. Caracteristicas fisicas e espectroscopicas dos compostos isolados

IV.6.1. Hidrocarbonetos

Nas fracgdes 1 a 15 da cromatografia A, obteve-se a mistura menos polar do extracto de n-
hexano. Depois da evaporagdo do solvente obteve-se um sélido branco de aspecto ceroso. O seu
espectro de protdo apresentava um sinal muito intenso caracteristico de compostos lineares e néo
revelava sinais da presenga de grupos funcionais na mistura. Partindo-se do pressoposto que a mistura
seria constituida essencialmente por hidrocarbonetos, fez-se a identificagéo dos compostos por GC-MS.

Na anlise desta mistura foi utilizado um cromatografo de gases da marca Fissons Sistem
equipado com um detector de massa do tipo quadrupolo modelo VG Trio 1000 e com uma fonte de
impacto electronico operando a 70 eV. Utilizou-se uma coluna capilar DB-5 com 30 metros de
comprimento, um didmetro interno de 0,25 mm. Como gas de arraste foi utilizado hélio. O sistema de
temperaturas utilado foi o seguinte:

- temperatura do injector 210 °C;
- temperatura do detector 220 °C;
- temperatura da coluna: - isotérmica a 100 °C durante oito minutos; primeira rampa de

aquecimento com subida de 10 °C/minuto até a 250 °C seguido de uma segunda rampa com
subida de 15 °C/minuto até 290 °C; isotérmica a 290 °C durante quinze minutos.

IV.6.1.1. 5-Metil-undecano (91)

GC - Tempo de retengdo de (91): 9,37 min.

EIMS miz (int. rel.): 170 (1,9) [M*, CiaHag, 127 (2,0), 126 (1,1), 113 (1,7), 99 (4,0), 98 (4.7), 85
(18,3), 84 (5,2), 72 (2,4), 71 (39), 70 (9,4), 69 (7,3), 58 (4,6), 57 (100,0), 56 (18,3), 55 (17,3).
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IV.6.1.2. Tridecano (92)

GC - Tempo de retengdo de (92): 14,13 min.
EIMS m/z (int. rel.): 184 (1,8) M+, C1aHag], 141 (9,7), 127 (18,5), 126 (10,4), 113 (89,6), 112

(2.,8), 99 (5,1), 98 (3,7), 85 (21,5), 84 (5,3), 83 (4,4), 72 (2,9), 71 (41,6), 70 (9.4), 69 (6,0), 58 (4,7), 57
(100,0), 56 (17,6), 55 (17,5).

1\/\/\/\/\/\/13
IV.6.1.3. Dodec-2-eno (93)
GC - Tempo de retengao de (93): 17,67 min.
EIMS m/z (int. rel.): 168 (...) M*, C12H24], 126 (2,7), 125 (5,0), 112 (7,2), 111 (15,5), 110 (3,3),
98 (14,0), 97 (39,7), 96 (7,9), 85 (9,9), 84 (23,5), 83 (44,7), 82 (13,3), 81 (10,9), 71 (20,0), 70 (47,3), 69

(62.,5), 68 (12,1), 67 (14,8), 58 (3,7), 57 (74,1), 56 (70,9), 55 (100,0), 54 (17,3), 53 (8,3).

NN TN TSN TN

9 12
IV.6.1.4. Tetradecano (94)

GC - Tempo de retengdo de (94): 17,97 min.

EIMS miz (int. rel.): 198 (1,8) M+, C14Hao}, 199 (2,7), 169 (3,6), 155 (6,4), 154 (4.4), 141 (6,5),
140 (7,3), 128 (2,0), 126 (13,3), 125 (2,3), 113 (3,0), 112 (2,9), 99 (6,6), 98 (3,9), 85 (24,8), 84 (4,3), 71
(44,2), 70 (8,3), 69 (5,6), 58 (4,4), 57 (100,0), 56 (15,3), 55 (15,7).

1\/\/\/\/\/\/\4
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Parte experimental

IV.6.1.5. 2,6,10,15-Tetrametil-heptadecano (95)

GC - Tempo de retengdo de (95): 20,02 min.

EIMS m/z (int. rel.): 296 (...) [M*, CaiHa4), 183 (2,6), 141 (4,7), 137 (2,6), 127 (3,0), 113 (9,0),
112 (10,5), 99 (10,2), 98 (2,9), 97 (5,2), 85 (27,6), 84 (7,0), 83 (3,4), 72 (3,4), 71 (57,5), 70 (15,7), 69
(9,5), 67 (3,3), 58 (4,7), 57 (100,0), 56 (21,4), 55 (23,1).

IV.6.1.6. Hexadec-2-eno (96)

GC - Tempo de retengdo de (96): 23,80 min.

EIMS miz (int. rel.): 224 (1,2) [M*, C21Had], 196 (12,6), 154 (8,8), 153 (9,1), 140 (9,6), 139 (12,7),
138 (9,5), 126 (3,7), 125 (6.,8), 114 (1,6), 112 (7,8), 111 (22,6), 99 (3,2), 98 (16,1), 97 (59,5), 96 (14,3),
95 (3,3), 85 (14,4), 84 (25,1), 83 (56,0), 82 (17,4), 81 (7,0), 71 (28,7), 70 (44,7), 69 (60,5), 68 (12,5), 67
(16,1), 58 (3,9), 57 (93,5), 56 (67,0), 55 (100,0), 54 (16,0), 53 (7,0).

D P P P P N

5 16

IV.6.1.7. Hexadecano (97)

GC - Tempo de retengdo de (97): 24,00 min.

EIMS miz (int. rel.): 226 (1,2) M+, C1eHa4), 197 (3,3), 183 (4,5), 169 (7,5), 168 (4,7), 155 (10,0),
154 (7,0), 141 (12,4), 127 (2,0), 113 (4,4), 99 (8,8), 98 (3,9), 97 (3,3), 85 (26.,6), 84 (4,2), 71 (46,7), 70
(8,6), 69 (6,6), 58 (4,7), 57, (100,0), 56 14,3, 55 (17,0).

D N PN P NP N N

16
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Contribuicgo para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

IV.6.1.8. Octadec-5-eno (98)

GC - Tempo de retengéo de (98): 28,73 min.

EIMS m/z (int. rel.): 252 (...) M+, C1aHze], 153 (17) 140 (2,5), 139 (2,6), 126 (2,5), 125 (8,8), 124
(2,6), 112 (13,7), 111 (28,55), 110 (7,2), 99 (4,7), 98 (16,7), 97 (67,3), 96 (12,9), 95 (4,0), 85 (17.9), 84
(22,9), 83 (59,1), 82 (17,5), 81 (8,2), 71 (32,2), 70 (38,2), 69 (55,5), 68 (12,4), 67 (15,7), 57 (91,1), 56
(55,2), 55 (100,0), 54 (14,4), 53 (6,4).

1\/\/5\/\/\/\/\/W

IV.6.1.9. Octadecano (99)

GC - Tempo de retengdo de (99): 28,88 min.

EIMS miz (int. rel.): 254 (1,0) M+, CigHagl, 225 (3,2), 211 (5,5), 210 (2,9), 197 (8,8), 196 (4.9),
183 (8,8). 182 (5,3), 169 (9,3), 168 (6,1), 155 (12,6), 154 (5,3), 142 (2,5), 141 (18,3), 140 (11,0), 127
(3,0), 126 (2,1), 113 (5,9), 111 (2,5), 99 (11,4), 98 (3,8), 97 (4,7), 85 (31,3), 83 (4.,8), 82 (4,7), 71 (50,2),
70 (8,6), 69 (8,1), 58 (4,6), 57 (100,0), 56 (14,7), 55 (19,9).

1\/\/\/\/\/\/\/W

IV.6.1.10. Nonadecano (100)

GC - Tempo de retengdo de (100): 31,14 min.

EIMS m/z (int. rel.): 268 (0,7) [M*, C1oHad], 269 (0,2), 239 (1,4), 225 (2,8), 211 (4,3), 210 (2,5),
197 (4,7),196 (2,7), 183 (5,1), 182 (3,5), 169 (6,9), 168 (4,7), 155 (10,8), 154 (6,7), 141 (18,0), 140 (9,7),
127 (3,0), 126 (1,6), 113 (9,7), 99 (12,0), 97 (2,9), 86 (1,6), 85 (26,2), 84 (4,0), 83 (4,4), 82 (1,7), 71
(49,3),70(8,7), 69 (8,4), 58 (4,8), 57 (100,0), 56 (12,7), 55 (15,9).

1\/\/\/\/\/\/\/\/\/19
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Parte experimental

IV.6.1.11. Eicosano (101)

GC - Tempo de retengao de (101): 33,15 min.

EIMS miz (int. rel.): 282 (1,0) M+, CooHa2], 225 (6,9), 211 (6,4), 210 (4,5), 197 (8,4), 196 (6,9),
183 (9,8), 182 (6,4), 169 (11,0), 168 (4,8), 155 (15,6), 154 (8,2), 141 (2,5), 127 (3,7), 113 (6,3), 99 (12.8),
98 (3,9), 97 (5,5), 85 (30,8), 84 (4,6), 83 (5,9), 71 (49,6), 70 (8,1), 69 (9,0), 57 (100,0), 56 (14,0), 55
(22,2).

10

1V.6.1.12. Uneicosano (102)

GC - Tempo de retengdo de (102): 35,12 min.

EIMS miz (int. rel.): 296 (0,6) M+, C21Had], 297 (0,2), 253 (2,3), 239 (4,1), 238 (2,9), 225 (5,6),
224 (3,3), 211 (7.6), 210 (3,9), 197 (9,3), 196 (55,5), 183 (9.4), 182 (5.4), 169 (11,4), 168 (6,1), 155
(10.6), 154 (6,9), 141 (1,9), 127 (3,3), 113 (7,2), 99 (13,2), 98 (3,4), 97 (5.,1), 85 (30,8), 84 (4,3), 85
(30,8), 84 (4,3), 83 (5,5), 71 (48,6), 70 (8,0), 69 (9,1), 58 (4,1), 57 (100,0), 56 (13,9), 55 (21,5).

—_
(4]

IV.6.1.13. Docosano (103)

GC - Tempo de retengéo de (103): 36,99 min.

EIMS miz (int. rel.): 310 (...) M+, Cz2Hag], 239 (7.1) 225 (9,4), 211 (10,1), 210 (7,6), 197 (134),
183 (13,6), 182 (9,6), 169 (16,9), 168 (7,5), 155 (19,8), 154 (8,9), 141 (3,0), 127 (4,1), 113 (8,3), 112
(3.1), 99 (15,5), 98 (4,2), 97 (8,2), 85 (34,9), 84 (4,6), 83 (7.5), 72 (3,2), 71 (53,1), 70 (8,5), 69 (11,1), 58
(4,7), 57 (100,0), 56 (15,0), 55 (24,9).

3
N

10
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Contribuigdo para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

IV.6.1.14. Tricosano (104)

GC - Tempo de retengao de (104): 38,79 min.

EIMS miz (int. rel.): 324 (0,6) M+, CzsHag], 281 (8,8), 267 (3,3), 253 (5,0), 239 (5,3), 225 (6,4),
224 (3,8), 211 (9,8), 210 (6,2), 197 (11,6), 196 (6,2), 183 (12,8), 182 (6.5), 169 (14,4), 168 (6,8), 155
(19,7), 154 (8,2), 153 (3,1), 127 (4,0), 113 (8,1), 112 (2,7), 111 (3,9), 99 (15,2), 98 (8,8), 97 (7,2), 85
(34,1), 84 (5,3), 83 (7,2), 71 (53,4), 70 (8,3), 69 (10,0), 58 (4,3), 57 (100,0), 56 (14,5), 55 (23,6).

10

IV.6.1.15. Tetracosano (105)

GC - Tempo de retengdo de (105): 40,52 min.

EIMS miz (int. rel.): 338 (...) [M*, CasHsd], 281 (29,3), 211 (2,3), 197 (2,0), 191 (1,6), 183 (1.7),
169 (2,0), 155 (1,9), 141 (3,7), 127 (3,3), 125 (2,6), 133 (8,9), 112 (38), 111 (3,3), 110(2,0), 100 (20),
99 (16,8), 98 (5,0), 97 (9,9), 96 (2,5), 95 (2,8), 86 (3,1), 85 (35.7), 84 (5,7), 83 (10,1), 82 (6.0), 81 (3,5),
73 (24), 72 (3.7), 71 (53,6, 70 (10,2), 69 (13,0), 68 (3,3), 67 (4,0), 58 (5,2), 57 (100,0), 56 (15,9), 55
(27,3), 54 (3,7).

15 24

IV.6.1.16. Pentacosano (106)

GC - Tempo de retengdo de (106): 42,50 min.

EIMS miz (int. rel.): 352 (0,4) M+, CasHs2], 309 (2,5), 295 (3,0), 281 (6,9), 267 (3,9), 253 (5,5),
248 (3,2), 225 (7,7), 224 (4,0), 212 (8,7), 211 (5,9), 197 (2.5), 183 (12.3), 182 (6.0), 169 (17,9), 168 (7.7),
155 (20,0), 154 (5,0), 153 (3,7), 141 (7,3), 127 (4,1), 113 (7.8), 111 (4,0), 98 (4,1), 97 (7.8), 85 (33,6), 84
(4,5), 83 (7,2), 71 (50,4), 70 (7,9), 69 (10,7), 58 (4,5), 57 (100,0), 56 (14.0), 55 (22,6).

14



Parte experimental

IV.6.1.17. Heptacosano (107)

GC - Tempo de retenggo de (107): 47,85 min.

EIMS miz (int. rel.): 380 (0,3) M+, CzrHse], 337 (2,5), 323 (7.8), 309 (4.2), 296, (3,6), 281 (5,4),
268 (4,2), 267 (3,2), 253 (5,3), 252 (3,2), 239 (6.4), 238 (3,7), 225 (8.,2), 223 (4,6), 212 (2,4), 211 (10,9),
210 (5,3), 208 (3,2), 197 (12,1), 196 (5,7), 183 (15,1), 182 (7.0), 169 (18,3), 168 (7,7), 156 (3,0), 155
(21,8), 154 (8,1), 153 (4,5), 141 (2,8), 127 (4,6), 113 (8,2), 111 (4,1), 99 (14,5), 98 (3.7), 97 (8,2), 85
(32,1), 84 (4,8), 83 (7.,9), 82 (3,3), 71 (50.8), 70 (7,7) 69 (11,1), 58 (4,2), 57 (100,0), 56 (13,7), 55 (21,1).

1 5
27

IV.6.1.18. Nonacosano (108)

GC - Tempo de retengéo de (108): 53,60 min. 492 (2,3)

EIMS miz (int. rel.): 408 (0,2) M+, CzeHed], 365 (1,3), 351 (2,1), 333 (24), 323 (2,6), 309 (2,3),
295 (2,7), 282 (5,0), 281 (5,0), 262 (3,4), 253 (5.6), 239 (5.8), 225 (7.4), 224 (4,0), 211 (9,6), 210 (4,3),
198 (1,7), 198 (9,9), 196 (4,4), 183 (12,5), 182 (5.5), 169 (14,3), 168 (10,5), 167 (3,5), 155 (19,1), 154
(7.6), 153 (3.6), 141 (2,9), 127 (4,8), 113 (7,9), 111 (5,0), 99 (10,2), 97 (6,2), 85 (28,1), 84, (3,9), 83
(7.7), 71 (48 4), 70 (8,1), 69 (11,7), 58 (43) 57 (100,0), 56 (12,8), 55 (19,1).

-
(2]

IV.6.1.19. Untriacontano (109)

GC - Tempo de retengdo de (109): 58,49 min.

EIMS miz (int. rel.): 436 (0,3) [+, CatHed), 408 (0,2), 393 (1,7), 380 (2.2), 366 (3,0), 355 (1.8),
351(2,8), 337 (7.7), 336 (1.7), 332 (1,3), 328 (1,6), 323 (3,8), 322 (2,1), 309 (3,8), 295 (4.8), 294 (2.3),
283 (2,5), 282 (4.1), 281 (14,3), 280 (2,0), 267 (6.,8), 266 (3,1), 265 (2.2), 254 (2,1), 253 (10,3), 252 (2,7)
226 (12), 212 (1.7), 207 (4,4), 198 (1,7), 183 (1,9), 169 (2,2), 155 (2.4), 154 (1,3), 141 (3,7), 140 (1.5),
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Contribuigio para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

127 (5.2), 126 (2,6), 113 (10,5), 112 (2,7), 111 (5,1), 110 (1,4), 100 (1,2), 99 (15,6), 98 (4.1), 97 (10.7),
96 (3,1), 86 (2.5), 85 (33,7), 84 (4,8), 83 (9,2), 82(3,0), 81 (1,1), 73 (1.4), 72(3,1), 71 (52,2), 70 (9,1), 69
(12,6), 68 (24), 67 (2,5), 68 (4,4), 57 (100,0), 56 (14,1), 55 (21,9), 54 (2.4).

-
[34)

31

IV.6.2. Triterpenos pentaciclicos

IV.6.2.1. Mistura: palmitato de a+B-amirina (74;110)

%

R1 = OCO(CHQ)14CH3
3B-palmitoxiurs-12-eno (74) 3p-palmitoxiolean-12-eno (111)
(palmitato de c-amirina) (palmitato de B—amirina)
IV (KBr) vmax 2921, 2850, 1734, 1620, 1464, 1379, 1174, 989, 720 cm!
RMN *H (250 MHz, CDCl3) 8(ppm): 5,17 (1H, t, J=3,6 H2), 5,13 (1H, t, J=3,6 H2), 4,50 (1H, m), 2,29 (2H,

t, J=7,4 Hz), 1,25 (nCHy, s), 1,13 a 0,83 (nCHs, s), 0,79 (3H,m)
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Parte experimental

IV.6.2.2. Palmitato de lupeol (72)

0
\/\(\%\)J\o
3B-palmitoxi-5a-lup-20(29)-eno (72)
(palmitato de lupeol)

3,
%
//,”‘
~

-

pf. = 46- 49° C (cristalizado em CHClzMeOH)
pf. lit.10 = 47-50° C (cristalizado em MeOH:Me.CO)

[op® = +22,8° (c= 0,02, CHCL).
fodo it1%6 = +22°

IV (KBr) vmac 3058, 2920, 2852, 1730, 1642, 1467, 1382, 1260, 1175, 1105, 1011, 978, 883, 804, 719

cm™.

RMN *H (250 MHz, CDCls) 8(ppm): 4,68 (1H, s), 4,56 (1H, s), 4,46 ppm (1H, dd, J; = 39 Hz, J=10,0
Hz), 2,37 (1H; m), 2,28 (2H, t, J= 7,6 Hz), 1,68 (1H, 5), 1,24 (nH2) 1,02 0,93 (6H, 5, 2x CHa), 0,87 (3H,
t, J=54Hz), 0,84 (6H, s, 2x CHs), 0,73 € 0,78 (6H, s, 2x CHa).

RMN 3C (62,9 MHz, CDCls) &: 14,1 (CHs(CH2).COOR), 14,5 (C-27), 15,9 (C-26), 16,2 (C-24), 16,6 (C-
25), 18,0 (C-28), 18,2 (C-6), 19,2 (C-30), 20,9 (C-11), 23,7 (C-2), 25,1 (C-12), 27 .4 (C-15), 27,9 (C-23),
29,7 (CH3(CH2):COOR), 29,8 (C-21), 34,2 (C-7), 35,5 (C-16), 37,0 (C-10), 37,8 (C-4), 38,0 (C-13), 383
(C-1), 40,0 (C-22), 40,8 (C-8), 42,8 (C-14), 43,0 (C-17), 48,0 (C-19), 48,2 (C-18), 50,3 (C-9), 55,3 (C-5),
80,6 (C-3), 109,3 (C-29), 151,0 (C-20), 173,7 (CH3(CH2),COOR).
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Contribuiggo para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

IV.6.2.2.1 Trimeristina (72a)

163

tri-hexadecanoato de propano-1,2,3-triilo (72a)
(timeristina)

RMN H (250 MHz, CDCls) 8(ppm): 2,33 (2H, ¢, J= 7,5 Hz), 0,87 (3H, , J= 6,1 Hz), 1,24 (nH2).
RMN 13C (62,9 MHz, CDCl3) &: 14,1 (C-16), 22,7 (C-15), 24,8 (C-3), 29,1 (C-13), 29,2 (C-12), 29,3 (C-

11), 29,4 (C-10), 29,6 (C-4), 29,6 (C-5), 29,6 (C-6), 29,6 (C-7), 29,6 (C-8), 29,6 (C-9), 31,9 (C-14), 34,0
(C-21), 34,0 (C-3), 34,1 (C-2), 62,0 (C-1)), 62,0 (C-3), 68,8 (C-2), 172,8 (C-12), 173,2 (C-1"), 173,2 (C-+3).

IV.6.2.3. Acetato de germanicol (111)

3B-acetoxiolean-18-enilo (111)

(acetato de germanicol)

p.f. = 279-281° C (cristalizado em CHClzMeOH)
pf. lit.127 = 281-282° C

[oa]p?! = +15,8° (¢ = 0,31; CHCl3).

[olo lit.12 = +17,0° ( CHCla).
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Parte experimental

IV (KBr) vmac 2951, 1731, 1640,1454, 1377, 1251, 1178, 1105, 1025, 984, 863, 847, 662, 611 cm.

RMN "H (250 MHz, CDCl3) 8(ppm): 4,86 (1H, si), 4,48 (1H, m), 2,05 (3H, s ), 1,08, 1,01, 0,94, 0,93, 0,91,
0,87, 0,84, 0,73 (8x3H, s, 8xCHs).

RMN 13C (62,9 MHz, CDCl3) &: 14,6 (C-27), 16,1 (C-25), 16,5 (C-24), 16,8 (C-26), 18,2 (C-6), 21,1 (C-
11), 21,3 (CHsCOOR), 23,7(C-2), 25,2 (C-28), 26,2 (C-12), 27,5 (C-15), 27,9 (C-23), 29,2 (C-30), 31.3
(C-29), 32,3 (C-20), 33,3 (C-21), 34,5 (C-7), 34,5 (C-17), 37,1 (C-10), 37,3 (C-22), 37,7 (C-16), 37,8 (C-
4), 38,4 (C-13), 38,6 (C-1), 40,7 (C-8), 43,3 (C-14), 51,1 (C-9), 55,5 (C-5), 80,9 (C-3), 129,7 (C-19),
142,6 (C-18), 171,0 (CH;COOR).

EIMS m/z (int. rel.): 468 (...)[M*, CaHs202], 249 (2), 218 (15), 205 (38), 204 (40), 203 (18), 190(23), 189
(100), 177 (87), 176 (23), 175 (30).

IV.6.2.4. Diéster de 3,28-eritrodiol (112)

3p-palmitoxi-28-acetoxi-olean-12-eno (112)
(diéster de eritrodiol)

IV (KBr) vmac 2933, 2918, 2856,1735, 1620,1463, 1383, 1239, 1178, 1036, 1018, 987 cm".

RMN H (250 MHz, CDCl3) 8(ppm): 5,18 ppm (1H, t, J = 3,3 Hz), 4,49 ppm (1H, t, J=7,9 Hz), 4,02 ppm
(1H, d, 2J(H,H)=10,98 Hz), 3,66 ppm (1H, d, 2J(H,H)=10,95 Hz), 2,28 ppm (2H, t, J= 7,46 Hz), 2,04 (3H,
s), 1,24 ppm (nH, s, nCHy), 1,14, 0,94, 0,88 (4x3H, s, 4xCH), 0,87 ppm (3H, t, CHs), 0,86 e 0,85 (3x3H,
S, 3xCHa).
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Contribuigao para o estudo fitoquimico da Tolpis barbata

RMN 13C (62,9 MHz, CDCl3) 8: 14,1(C’16), 15,5 (C-25), 16,6 (C-24), 16,7 (C-26), 18,1 (C-6), 20,8 (C"2),
22,1 (C-16), 22,6 (C'15), 23,5 (C-2), 23,5 (C-11), 23,5 (C-30), 25,1 (C'3), 25,5 (C-15), 25,9 (C-27), 28,0
(C-23, C'13), 29,1 (C'12), 29,2 (C'11), 29,3 (C'10), 29,4 (C'4), 29,5 (C'9), 29,6 (C'5-C'8), 30,8 (C-20),
31,3 (C-22), 31,9 (C'14), 32,4 (C-7), 33,1 (C-29), 33,9 (C-21), 34,8 (C'2), 35,7(C-17), 36,7 (C-4), 36,7
(C-10), 38,2 (C-1), 39,7 (C-8), 41,5 (C-14), 42,4 (C-18), 46,1(C-19), 47,4 (C-9), 55,2 (C-5), 70,7 (C-28),
80,4 (C-3), 122,7 (C-12), 143,5(C-13), 171,3 (C"1), 173,7 (C'1).

IV.6.2.5. Mistura de acetato de a.+B-amirina (113;114)

®

(113) (114)
3p-acetoxiurs-12-eno (113) 3B-acetoxiolean-12-eno (114)
(acetato de a-amirina) (acetato de B-amirina)

Mistura (113;114) - IV (KBr) vmax: 1732, 1163, 1076, 989 cm.

Mistura (113;114) - RMN 7H (250 MHz, CDCls) &(ppm): 4,50 ppm (1H, t, J=8,5r Hz), 2,05 ppm (2H, s),
518 (1H, ), 5,13 (1H, 1), 1,13, 1,07, 0,98, 0,97, 0,91, 0,87, 0,83, 0,80 e 0,80 ppm (nH, 9s, nCHa).

Acetato de o-amirina (113) - RMN 73C (62,9 MHz, CDCl3) &: 171,0 (CH:COOR), 139,6 (C-13), 124,3 (C-
12), 80,9 (C-3), 59,0 (C-18), 55,2 (C-5), 47,5 (C-9), 42,0 (C-14), 41,5 (C-22), 40,0 (C-8), 39,6 (C-19),
39,6 (C-20), 38,4 (C-1), 37,7 (C-4), 36,8 (C-10), 33,7 (C-17), 32,8 (C-7), 31,2 (C-21), 28,7 (C-15), 28,1
(C-23), 28,1 (C-28), 26,6 (C-16), 23,6 (C-2), 23,4 (C-11), 23,2 (C-27), 23,2 (C-29), 21,3 (CH:COOR),
21,4 (C-30), 18,2 (C-6), 16,8 (C-26), 16,7 (C-24), 15,7 (C-25),
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Parte experimental

Acetato de B-amirina (114) - 15,5 (C-24), 15,7 (C-25), 16,7 (C-26), 18,2 (C-6), 21,3 (CHsCOOR), 23,4
(C-11), 23,6 ( C-2), 23,7 (C-30), 25,9 (C-27), 26,1 (C-16), 28,1 (C-23), 28,2 (C-15), 28,4 (C-28), 31,1 (C-
20), 32,5 (C-17), 32,6 (C-7), 33,3 (C-29), 34,7 (C-21), 36,8 (C-10), 37,1 (C-22), 37,7 (C-4), 38,2 (C-1)
40,0 (C-8), 42,0 (C-14), 46,7 (C-19), 47,2 (C-18), 47,6 (C-9), 55,2 (C-5), 80,9 (C-3), 121,6 (C-12), 145,2
(C-13), 171,0 (CH;COOR).

IV.6.2.6. Lupeol (48)

(lup-20(29)-en-3p-ol) (48)
(lupeol)

p.f. 212- 214° C (cristalizado em CHCl:MeOH)
pf. 1it12210- 213° C; pf. it.129212-215

[ao? +27,8° (c= 0,19; CHCl3).
[o)o 1it."20= +28,0° ( CHCls).

IV (KBr) vmac 3330, 3080, 2945, 1643, 1461, 1383, 1190, 1138, 1094, 1037, 994, 882 cm.

RMN H (250 MHz, CDCl3) 8(ppm): 4,68 (1H, sl), 4,56 (1H, sl), 1,68 ppm (3H, 5,), 2,38 (1H; dt; Js = 5,5
Hz, J>=10,9 Hz), 3,20 (1H, m), 1,02, 0,96, 0,94, 0,82, 0,79 e 0,76 (6x3H, s, 6xCH).

RMN #3C (62,9 MHz, CDCls) 3: 14,5 (C-27),15,4 (C-24), 15,9 (C-26), 16,1 (C-25), 18,0 (C-28), 18,3 (C-
6),19,3 (C-30), 20,9 (C-11), 25,1 (C-12), 27,4 ( C-2), 27,4 (C-15), 28,0 (C-23), 29,8 (C-21), 34,2 (C-7),
35,6 (C-16), 37,1 (C-10), 38,0 (C-13), 38,7 ( C-1), 38,8 (C-4), 40,0 (C-22), 40,8 (C-8), 42,8 (C-14), 43,0
(C-17),48,0 (C-19), 48,2 (C-18), 50,4 (C-9), 55,2 (C-5), 79,0 (C-3), 109,3 (C-29), 151,0 (C-20).
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EIMS miz (int. rel.): 218 (87,4), 219 (23,7), 207 (95,8), 208 (27,4), 191 (41,3), 190 (40,0), 189 (93,7), 175
(40,3), 161 (46,1), 149 (42,1), 148 (33,7), 147 (52,4), 136 (38,7), 135 (78,9), 133 (42,6), 123 (45,3), 122
(32,6), 121 (61,3), 109 (71,6), 108 (43,7), 107 (74,7), 105 (43,9), 95 (100), 94 (30,8), 93 (85,3), 91 (48,7),
81 (96,84), 79 (60,5), 69 (90,5), 68 (42,3), 67 (72,6), 55 (87 ,4), 53 (16.7), 43 (77.9), 41(65,6).

IV.6.2.7. Germanicol (83)

3B-hidroxiolean-18-eno (83)

(germanicol)

p.f. 172-174° C (cristalizado em CHCl; MeOH).
p£.1it.110173-175° C (CHCl; MeOH).

[o]o? +8,4° (c=0,06; CHCl).
[alo lit110 +6,2°

IV (KBr) vmac 3350, 3040, 2926, 1620, 1466, 1448,1385, 1138, 1094, 1026, 862, 841, cm-".

RMN H (250 MHz, CDCls) 8(ppm): 4,85 (1H, s), 8 3,20 (1H, dd, Js= 54 Hz, J2= 10,7 Hz), 2,25 (1H, dI,
J=11,5 Hz), 1,07, 1,01e 0,96 (3x3H, 5, 3xCHs), 0,93 (BH, 5, 2xCH), 0,87, 0,76 € 0,73 (3x3H, 5, 3xCH).

RMN 13C (62,9 MHz, CDCl3) &: 14,6 (C-27),15,4 (C-24), 16,1(C-25), 16,7 (C-26), 18,2 (C-6), 21,1(C-11),
25,2 (C-28), 26,2 (C-12), 27,3 (C-2), 27,5 (C-15), 27,9(C-23), 29,2 (C-30), 31,4 (C-29), 32,3 (C-20), 33,3
(C-21), 34,4 (C-17), 34,5 (C-7), 37,2 (C-10), 37,3 (C-22), 37,7 (C-16), 38,5 (C-1), 38,7 (C-13), 38,9 (C-4),
41,5 (C-8), 43,3 (C-14), 51,2 (C-9), 55,4 (C-5), 78,9 (C-39), 129,7 (C-19), 142,7 (C-18).
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