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Espectro 37 - Espectro de RMN de
(DMSO-ds)
Espectro 38 - Espectro de RMN de

Espectro 39 - Espectro de RMN de
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DEPT 135 do extrato de P. argentinum (DMSO-dg).
'H do extrato de H. dactylifera (DMSO-ds).
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13C do extrato de P. praesorediosum (CDCl3).

DEPT 135 do extrato de P. praesorediosum (CDCIs).

'H do extrato de P. mesotropum (DMSO-ds).
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Espectro 64 - Espectro de RMN de

Espectro 65 - Espectro de RMN de

DEPT 135 do extrato de P. mesotropum (DMSO-dg).
'H do extrato de P. miranda (CDCI3).

13C do extrato de P. miranda (CDCls).

DEPT 135 do extrato de P. miranda (CDCls).

'H do extrato de P. miranda (DMSO-ds).
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Espectro 78 - Espectro de RMN de 'H da atranorina (DMSO-ds).

Espectro 79 - Espectro de RMN de DEPT 135 da atranorina (DMSO-dg).
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Espectro 89 - Espectro de RMN de 'H do &cido norstitico (DMSO-de).

Espectro 90 - Espectro de RMN de 3C do acido norstitico (DMSO-ds).

Espectro 91 - Espectro de RMN de gHSQC do acido norstitico (DMSO-ds).
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Espectro 99 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do &cido difractdico (CDCl3) - regido dos
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de &'H de aproximadamente 11 ppm - corte fundo.
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Espectro 103 - Espectro de RMN de *3C do 4cido salazinico (DMSO-de).
Espectro 104 - Espectro de RMN de gHSQC do acido salazinico (DMSO-ds).
Espectro 105 - Espectro de RMN de gHMBC do &cido salazinico (DMSO-ds).
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Espectro 112 - Espectro de RMN de gHMBC do acido perlatélico (CDCls).

Espectro 113 — Ampliagdo do espectro de RMN de gHMBC do acido perlatélico (CDCl;) - regido da
hidroxila, em &'H em 11,34 ppm.

Espectro 114 — Ampliagdo do espectro de RMN de gHMBC do acido perlatélico (CDCl;) - regido de
hidrogénios aromaticos, em 8'H em 6,62; 6,38 e 6,37 ppm.

Espectro 115 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do acido perlatdlico (CDCI3) - regido de
hidrogénios aromaticos, em &'H em 6,74; 6,62; 6,38 e 6,37 ppm.

Espectro 116 - Espectro de RMN de 'H do extrato de Canoparmelia ecaperata, que contém &cido
divaricatico (DMSO-ds)

Espectro 117 - Espectro de RMN de '3C do extrato de Canoparmelia ecaperata, que contém &cido
divaricatico (DMSO-ds)

Espectro 118 - Espectro de RMN de DEPT 135 do extrato de Canoparmelia ecaperata, que contém
acido divaricatico (DMSO-ds)

Espectro 119 - Espectro de RMN de gHSQC do extrato de C. ecaperata, que contém Aacido
divaricatico (DMSO-de).

Espectro 120 - Ampliacdo de RMN de gHSQC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMSO-ds) - regido dos hidrogénios aromaticos.

Espectro 121 - Ampliagdo de RMN de gHSQC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMSO-d¢) - regido dos hidrogénios aromaticos.

Espectro 122 - Ampliacdo de RMN de gHSQC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMS0O-ds) - regido dos hidrogénios das cadeias alquilicas

Espectro 123 - Espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém Aacido
divaricético (DMSO-ds).

Espectro 124 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém
acido divaricatico (DMSO-d¢) - regido da hidroxila com &§'H 10,23 ppm; corte raso.

Espectro 125 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém
acido divaricatico (DMSO-d¢) - regido da hidroxila com &§'H 10,23 ppm; corte fundo.

Espectro 126 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém acido divaricatico (DMSO-ds) — regido de hidrogénios aromaticos.

Espectro 127 - Ampliagdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém &cido divaricatico (DMSO-ds) - regido de hidrogénios aromaticos, com &'H em 6,51 e 6,35

ppm.
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Espectro 128 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém &cido divaricatico (DMSO-ds) - regido de hidrogénios aromaticos, com 8'H em 6,58; 6,51 e
6,35 ppm e carbonos da regido de §'3C de 95 a 120 ppm.

Espectro 129 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém &cido divaricatico (DMSO-ds) - regido de hidrogénios aromaticos, com 8'H em 6,58; 6,51 e
6,35 ppm e carbonos da regido de §'3C de 146 a 170 ppm.

Espectro 130 - Ampliagdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém acido divaricatico (DMSO-ds) - hidrogénios com sinal de 8'H em 3,73 ppm e carbonos da
regido de 8'3C de 153 a 170 ppm.

Espectro 131 - Ampliagdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém &cido divaricadtico (DMSO-ds) — regido de hidrogénios que podem ser atribuidos as cadeias
alquilicas e carbonos da regido de §'3C de 0 a 50 ppm.

Espectro 132 - Ampliagdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém acido divaricatico (DMSO-ds) - regido dos sinais §'H em 2,63 e 2,57 (2xt~m) e carbonos
da regido de §'3C de 0 a 50 ppm; corte mais raso.

Espectro 133 - Ampliagdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém &cido divaricatico (DMSO-ds) - regido dos sinais 8'H em 1,53 e 1,58 (2xm) e 0,88 e 0,90
(2xt~m), e carbonos da regido de 8'3C de 0 a 50 ppm; corte mais raso.

Espectro 134 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém &cido divaricatico (DMSO-ds) - regido dos sinais §'H em 1,53 e 1,58 (2xm) e carbonos da
regido de 8'3C de 130 a 150 ppm; corte mais fundo.

Espectro 135 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que
contém &cido divaricatico (DMSO-ds) - regido do sinais de 8'H em 6,35 ppm e carbonos da cadeia

alquilica da regido de 8'3C de 24 ppm; corte mais fundo.
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Resumo

RMN aplicada a taxonomia de liquens

Os liquens representam uma parcela importante da diversidade bioldgica do nosso
planeta e sdo fontes de inimeros compostos biologicamente ativos, além de atuarem como
biomonitores ambientais. A identificacdo taxondmica de liquens tem sido realizada pela
andlise morfolégica e métodos quimicos tais como: reagdes de coloragdo do talo,
microcristalizacdo e CCD. O presente trabalho objetivou avaliacdo da técnica de RMN como
ferramenta auxiliar na elucidacdo da composicdo de extratos de liquens, para fins
taxondmicos.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € uma das técnicas mais utilizadas nos dias
atuais para elucidacdo estrutural de compostos organicos e tem sido aplicada, também, na
andlise da composicdo de misturas.

Neste trabalho foram avaliadas 21 espécies de liquens das familias Physciaceae e
Parmeliaceae, coletados em Mato Grosso do Sul. Foram obtidos extratos, os quais sem
purificacdo prévia, foram submetidos a andlise por cromatografia (CCD), microcristalizaciao
(MC) e RMN visando a elucidacdo da composi¢do quimica da mistura.

A andlise dos espectros de RMN de extratos de liquens permitiu, principalmente, a
identificacdo de substancias fendlicas, as quais sdo de importancia taxondmica relevante e
puderam ser identificadas quando presentes nos extratos em concentragdes detectdveis por
essa técnica. Através dessa andlise foi possivel identificar substincias consideradas
marcadores taxondmicos, como € o caso do 4cido salazinico e do 4cido o-alectorénico que
atualmente delimitam grupos taxondmicos dentro do género Parmotrema.

Substancias das classes dos acidos graxos e dos triterpenos também podem ser
detectadas nos extratos, pela andlise dos sinais de deslocamentos quimicos nos espectros de
RMN de 'H e "*C. Entretanto, ha dificuldades quanto a elucidacao estrutural das substincias
de ambas as classes, nos extratos.

Contudo, a técnica de RMN, associada a cromatografia em camada delgada (CCD) e
microcristalizacdo (MC), constitui um excelente recurso na elucidacdo da composi¢do de

extratos de liquens para fins de taxonomia.



Abstract

NMR application in lichen taxonomy

Lichens represent one important parcel of biological diversity of our planet and they
are source of many biologically active compounds. Besides it, they also actuate as
environmental biomonitors. The taxonomic identification of lichens has been carried out by
morphological analysis and chemical methods, as thalline spot tests, microcrystallization and
TLC. This work had as objective the evaluation of the NMR technique as an auxiliary tool in
lichen extracts composition elucidation, for taxonomic sense.

The Nuclear Magnetic Resonance (NMR) is one of the most currently used techniques
for structural elucidation of organic compounds and it has been applied also for mixture
analysis composition.

In this work were evaluated 21 lichen species of Physciaceae and Parmeliaceae
families, colected in Mato Grosso do Sul. Extracts obtained were analyzed by thin layer
chromatography (TLC), microcrystallization (MC) and Nuclear Magnetic Ressonance (NMR)
without previous purification, with the aim to elucidate chemical composition of them through
mixture analysis.

NMR spectra analysis of crude lichen extracts allowed mainly the identification of
phenolic compounds, which have important taxonomic relevance. They could be identified by
this technique when they were in detectable quantity. Through those analyses it was possible
to identify substances that are considered as taxonomic markers, like salazinic and o-
alectorinic acids, that nowadays delimit taxonomics groups into the Parmotrema genus.

Substances of fatty acids and triterpenoid classes also may be detected in extracts by
'"H and C NMR. However, there are dificulties releated to structural elucidation of
substances of both classes.

Although, the NMR technique is an excelent tool in elucidation of lichen extracts

composition for taxonomic sense when it is associated with TLC and MC.
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Introducao

Biodiversidade ¢ toda a variedade de vida na Terra, constituida pelas variedades inter-
espécies, entre espécies e de ecossistemas. Se refere igualmente as relagdes entre os seres
vivos e o seu meio ambiente. Também é referida como o conjunto de plantas, animais,
microrganismos € ecossistemas que sobrevivem na natureza — estimado em mais de 10
milhdes de espécies (http://www.cdb.gov.br/glossario, acessado dia 27 de marco de 2007,
15:59). Entre essas, os liquens representam uma importante parcela desse conjunto.

Os liquens sdo estruturas simbidticas formadas em grande parte por micobiontes
liquenizados (90 a 95%) e uma pequena parte (5 a 10%) por algas verdes ou por cianoficeas.
Tanto algas e cianobactérias, quanto fungos, sd@o beneficiados nesta parceria — simbiose —
enquanto os fotobiontes fornecem os metabdlitos primdrios aos micobiontes, estes, fornecem
protecdo contra a dessecacdo e a forte luminosidade. Assim sendo, quando em conjunto
apesar de ter diminuida sua velocidade de crescimento, tanto micobionte quanto fotobionte
ficam em vantagem sobre as formas de vida livre, pois tornam-se um sistema resistente e
auto-sustentdvel podendo assim se fixar tanto em florestas e campos quanto em locais de

dificil acesso como desertos e montanhas (Nash 1996).
Quimiotaxonomia

Nos liquens, a alga (fotobionte) € a fonte primdria de carbono que através do processo
fotossintético produz glicose (cianobactérias) ou polidis (cloroficeas). Os carboidratos sdo
passados para o fungo (micobionte) através da parede celular da alga que se torna mais
permedavel quando no estado liquenizado (Richardson 1988). O fungo sintetiza, entdo,
carboidratos mais complexos como oligossacarideos e polissacarideos, assim como
aminodcidos, proteinas, vitaminas e carotendides. Esses compostos se encontram ligados a
parede celular e no protoplasto e representam os metabdlitos primarios. Sao compostos que
ocorrem nao-somente em liquens, mas em fungos e algas de vida livre e em plantas superiores
(Elix 1996).

Os produtos extracelulares, freqiientemente chamados metabdlitos secundarios, sao
encontrados na medula ou no cértex, raramente em ambas as camadas. Ocorrem como
depdsitos cristalinos sobre a superficie das hifas do micobionte e na matriz extracelular.

Substancias que apresentam cor, como a maior parte das antraquinonas, derivados do acido



pulvinico e dcido usnico, e outras incolores como atranorina e liquexantona, sdo exemplos
tipicos de substincias presentes no cortex. A maior parte de depsideos e depsidonas é
encontrada somente na medula (Hale 1983). Entretanto, pode ocorrer que as substancias
quimicas estejam localizadas também em outras partes do liquen, como por exemplo, a cor
vermelha dos apotécios de Cladonia corallifera é devida a presenca de acido rodocladdnico;
em Letraria columbina os apotécios contém 4cido norstitico que € incolor e nos talos estdo
presentes atranorina e acido vulpinico sendo este dltimo de cor amarela.

A biossintese dessas substincias segue trés principais vias: a via do acetato-
polimalonato (ou via dos policetideos), a via do dcido chiquimico e a via do 4cido mevaldnico.
A primeira via € responsavel pela producdo dos compostos tipicos de liquens que sdo os
depsideos e depsidonas, além de outros como os dibenzofuranos, &cidos tsnicos,
antraquinonas , xantonas e acidos graxos. A via do dcido chiquimico d4 origem a compostos
da classe das terfenilquinonas e derivados do acido pulvinico, e a via do 4cido mevaldnico
conduz a formacgdo de terpenos e esterdis como em plantas superiores (Elix 1996).

A identifica¢do taxonomica de liquens € feita em nivel de géneros e espécies através
da combinacdo de informagdes obtidas das andlises morfolégica e quimica. A utilizagdo
apenas da andlise morfoldgica para um dado espécime, pode ndo ser suficiente para a sua
identificacdo e a elucidacdo taxondmica pode ser complementada com informacdes sobre a
composi¢do quimica.

O principal grupo de compostos empregado em taxonomia de liquens é o de
policetideos aromadticos. A maior parte desses € exclusiva desse grupo vegetal e, sdo formados
pela condensacdo da acetilSCoA e malonilSCoA resultando em um policetideo que por
reacOes subseqiientes de ciclizagdo pode dar origem aos dcidos orselinico e B-metil-orselinico
e a floroacetofenona. Esses compostos sdo precursores de depsideos, depsidonas,

dibenzofuranos e acidos dsnicos.
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Grande parte das substincias produzidas pela via do acetato-polimalonato nos liquens
apresentam caracteristicas estruturais fendlicas e grupos funcionais com diversidade
conhecida — isso determina comportamentos quimicos que permitem utilizar essas substancias
em taxonomia.

Dessa forma, a identificacdo de liquens em niveis de géneros e espécies tem sido
conduzida, por andlise morfolégica, reacdes de coloragdo no talo, cromatografia e
microcristalizacao de extratos obtidos a partir de pequenos fragmentos dos talos.

A espectrometria de massas também tem sido usada como técnica auxiliar em
quimiotaxonomia. Mais recentemente, tem sido sugerida a utilizacdo de dados espectrais de
RMN de polissacarideos para a identificacdo de liquens (Common 1991, Gorin et al. 1993,
Shibata 1973, Takahashi et al. 1981, Teixeira et al. 1995). A aplicacdio de técnicas
cromatogréficas e de dados espectrais de RMN de derivados fendlicos para fins de taxonomia
tem sido desenvolvida pelo grupo de pesquisa em Quimica de Liquens do Departamento de
Quimica da UFMS (Hilleshein 1999, Alcantara & Micheletti 2003).

Muitos compostos coloridos presentes nos liquens pertencem as classes das quinonas e
xantonas, sa0 compostos que ocorrem também em plantas superiores e em fungos ndo-
liquenizados. As quinonas caracterizam as Teloschistales, ocorrendo também nas Caliciales,
Lecanorales e Peltigerales. Parietina ou fisciona (uma antraquinona) e acido rodocladdnico
(uma naftoquinona), sdo exemplos dessa classe de compostos (Huneck et al. 1991, Santesson
1967, 1969 e 1973). Xantonas como a liquexantona ocorrem em Lecanorales (géneros Buellia,
Lecanora e Lecidella) e em espécies pertencentes a Arthoniales, Caliciales, Pertusariales e

Telochistales.

Reagoes de coloragao

Reagentes como o hidréxido de potédssio e o hipoclorito de célcio, sdo usados para
caracterizacdo de vdérias substancias produzidas pelos liquens. Nylander, em 1866, foi o
primeiro a utilizar esses reagentes em taxonomia de liquens (Elix 1996). As reacdes sdo
conduzidas aplicando a solucdo do reagente com um capilar a um fragmento do talo do liquen

e as coloragdes observadas dependem da natureza das substincias presentes.



O hidréxido de potdssio promove a hidrdlise da ligacdo éster de depsideos e
depsidonas, dando formagdo a compostos cujas coloracdes variam do amarelo a vermelho
intenso. Pigmentos quinoidais, como a parietina, também podem apresentar reagdo positiva,
enquanto que, derivados do 4cido pulvinico, xantonas e 4cido tsnico nio reagem (Hale 1983,
Vicente 1975).

A reacdo com hipoclorito de cdlcio é positiva com compostos que apresentam
configuragdo meta-diidréxi ocorrendo formagao de derivados quinoidais. A cor apresentada
por esses derivados, laranja e vermelho vivo, sdo provavelmente modificadas pela presenca de
outros grupamentos ligados ao anel aromédtico (Hale 1983, Vicente 1975).

Depsideos derivados do orcinol podem ser divididos em dois grupos, um deles
derivados metaidroxilados, que reagem positivamente com hipoclorito, € o outro, meta-
substituidos metoxilados, que em sua maior parte ddo reacdo negativa (Hale 1983, Vicente
1975).

As depsidonas ndo apresentam reacdo com hipoclorito de calcio. No entanto, esses
compostos podem apresentar reacdo positiva com esse reagente, se forem tratados
inicialmente com KOH. A reacdo combinada desses reagentes sobre depsidonas pode dar
aparecimento a coloracdo vermelha (Santesson 1973).

Além desses, podem ser utilizados reagentes especificos para deteccio de outros
grupos funcionais, como por exemplo solucido de p-fenilenodiamina para deteccdao de grupo
aldeido. A reacdo ocorre pela formacdo de bases de Schiff de coloracdo amarela, laranja ou
vermelha (Hale 1983).

Essas reagdes sdo amplamente empregadas em trabalhos de taxonomia, entretanto, ndo
sdo reacOes especificas no sentido de permitir a identificagdo precisa dos componentes
presentes no liquen. Isto se deve ao fato que diferentes substancias podem apresentar os
mesmos grupamentos quimicos que ao reagirem produzem a mesma variagdo de cor, ndo
sendo possivel distingui-las quando se encontram em mistura. Também, muitas substancias
produzidas pelos liquens nao produzem qualquer variacdo de cor pela acdo desses reagentes,

requerendo portanto, a utiliza¢do de outras técnicas para detec¢do dessas substancias.



Microcristalizagao

Asahina em 1936, desenvolveu esta técnica para identificacio de substancias
produzidas pelos liquens (Hale 1983). O método foi gradativamente aperfeicoado e, embora
existam atualmente técnicas mais precisas para a identificacdo dessas substancias, a
microcristalizacdo continua sendo uma ferramenta auxiliar utilizada em trabalhos de
taxonomia.

Pelo uso da técnica de microcristalizacdo é possivel, através da identificacdo das
estruturas cristalinas, sugerir preliminarmente a identidade das vdrias substancias de natureza
fendlica produzida pelos liquens (Elix 1996, Huneck et al. 1996, Taylor 1967a e 1967b,
Thompson 1968).

Cromatografia

A cromatografia é uma das técnicas mais utilizadas na identificagdo de substancias
produzidas pelos liquens. A cromatografia em camada delgada tem sido extensivamente usada
nao s6 pela aplicabilidade geral, como também por ser uma técnica sensivel, rapida e simples.
Numerosos trabalhos foram publicados sobre a separa¢do de substancias fendlicas de liquens
por cromatografia em camada delgada (CCD) (Culberson et al. 1970, 1976, 1981, Culberson
1972, Santesson 1967, Walker et al. 1980, White et al. 1985).

O emprego da cromatografia gasosa para andlise de misturas de substancias de liquens
€ de uso limitado devido a baixa volatilidade e labilidade térmica da maioria dos compostos
conhecidos. Entretanto, xantonas, antraquinonas, dibenzofuranos, terpenos e derivados do
acido pulvinico podem ser analisados por essa técnica (Santesson 1969).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para anédlise de extratos de liquens
tem sido usada extensivamente em estudos sobre a composi¢ao e propor¢cdo das substancias
fendlicas em espécies do género Cladonia (Houvinen et al. 1985, 1986a, 1986b, 1988, 1989a,
1989b) .



Espectrometria de massas

Embora a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas € de uso limitado
para andlise de substancias extraidas de liquens, a andlise dessas pode ser realizada pela
técnica de espectrometria de massas por inje¢ao direta.

Devido ao fato que os liquens freqgiientemente contém misturas complexas de
compostos pertencentes as diferentes classes quimicas, o comportamento dessas em
espectrometria de massa varia consideravelmente de acordo com a volatilidade, a estabilidade
térmica e i0nica de seus constituintes sob condi¢des de alta vdcuo na camara de ionizagdo do
espectrometro de massa (Santesson 1973).

Essa técnica permite a andlise ndo s6 de compostos isolados, mas também de misturas
de substincias. A principal vantagem da espectrometria de massas € a deteccdo de
quantidades extremamente pequenas dos compostos (nanogramas) em fragmentos menores
que 1mg do talo do liquen. Um simples apotécio € geralmente mais que suficiente para anélise.
Em muitos casos, espécimes-tipos podem ser quimicamente analisados por espectrometria de
massas sem grandes perdas de material (talo do liquen). E possivel também, o estudo da
distribuicao histolégica dos compostos no talo dos liquens (Santesson, 1973).

Os espectros de massas dos extratos de liquens sdo, via de regra, muito semelhantes
aos espectros dos correspondentes compostos puros. Quando vdrios compostos estao
presentes em uma amostra do liquen, os espectros obtidos sdo a sobreposi¢do dos espectros

dos compostos individuais (Santesson 1973).

Identificacdo genética

Ap6s décadas de uso de caracteristicas fenotipicas, morfologia interna e externa, e de
caracteristicas quimicas, como a andlise de substincias especiais de liquens, Blum e
Kashevarov, em 1986, aplicaram pela primeira vez o método de hibridizacio DNA:DNA
como método para diferenciar amostras do género Lasallia do de Umbilicaria e depois,
Cladina e Pseudoevernia de Cladonia e Evernia respectivamente, através da reassociacao
cinética pela ciclizagdo (Depriest 1993).

O material ribossdmico, principalmente a seqii€ncia de nucleotideos, abrange

potencialmente um grande nimero de informag¢des que sdo hereditdrias e a evolugdo destas
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caracteristicas deve-se a simples substituicdes, insercoes, delecdes ou recombinagdes na

seqiiéncia de nucleotideos.

Esse método apresenta certos problemas, como por exemplo, a necessidade de
extracdo de alta quantidade de material de liquens ou culturas de simbiontes e separacdo do

DNA extraido da alga e o do fungo (Depriest 1993).

RMN: alguns conceitos e sua aplicacao na quimica de liquens

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) € uma das técnicas mais utilizadas nos dias
atuais para elucidacdo estrutural de compostos organicos e tem sido aplicada, também, na
andlise da composicdo de misturas.

O conceito classico da técnica espectrométrica consiste em que determinados nucleos
da molécula tém seu estado energético alterado (excitacdo) pela absor¢do de energia de
campos eletromagnéticos apropriadamente aplicados.

Como resposta a essa absorcdo é gerado um espectro (grafico) que plota as frequéncias
dos picos de absorcdo contra as suas intensidades. E chamada de deslocamento quimico 2
diferenca da posi¢ao de absorcao de um dtomo com relagdo a um outro dtomo de referéncia. O
valor de deslocamento quimico é proporcional ao campo eletromagnético aplicado By e
geralmente se expressa esse deslocamento de uma maneira independente desse campo
utilizando-se o parametro 9.

De acordo com a influéncia dos efeitos de blindagem local e dos efeitos de atomos ou
grupos vizinhos na molécula podem-se observar as diferencas de & que caracterizam os varios
tipos de dtomos presentes numa molécula objeto da técnica. Dessa forma a técnica de RMN
permite a elucidacdo de moléculas através da interpretacao dos espectros obtidos.

Dentre as vdrias classes de substancias produzidas pelos liquens, as depsidonas sao
metabolitos especiais que se caracterizam por duas unidades fendlicas ligadas por uma ligagao
éster e também uma ligacdo éter.

Esse tipo de estrutura molecular apresenta-se com freqii€ncia da seguinte maneira:
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R1 Legenda:

R2 R8 R1 = CH,, outros alquil
0 R2=H,Cl
R3 = OCH,, OH

R4 = H, Cl, CHO, CH;, COOH, CH,OH
R3 (0] R
R5 = CH,, outros alquil

R6 = COOH, COOCH,, OH

R4 R7 = OH, OCH,, CH,

R5 R6
R8 = H, CH,, outros alquil

Figura A - Estrutura basica de uma depsidona - Variedade de substituintes (exemplos mais comuns) que

podem ser encontrados nesse tipo esqueleto

As depsidonas apresentam um padrdo de substituicdo que se caracteriza
freqlientemente por uma metila em C6 (anel A), ligacdo éster entre C1 e C4’, ligacdo éter
entre C2 e C5’ e ainda, C5 geralmente hidrogenado. C4 e C2’ (com Rj3 e R; respectivamente)
apresentam-se sempre oxigenados. C3 muitas vezes pode estar substituido com um grupo
aldeido (R4) e C2’ (com R7) freqlientemente aparece substituido com um grupo metila. Um
grupo de depsidonas apresenta também um anel lactol ligado no anel B em C1’ e C6’.

Esse tipo de padrao de substituicdo deste grupo de moléculas permite uma série de
inferéncias (principalmente) sobre a apresentacdo dos sinais de deslocamento quimico de *C
(6 0.

Sabe-se que carbonos aromadticos tém o BC entre 110 e 150 ppm (Pavia et al. 1996).
No anel A, se C4 sempre se apresenta oxigenado, pode-se esperar entio que o mesmo
apresente um valor mais elevado de & "°C, ja que esse substituinte oxigenado gera um efeito
de desprotecdo desse carbono (devido a eletronegatividade do substituinte, que por efeito
indutivo, torna o C,,, mais “sensivel” ao campo eletromagnético imposto pela técnica de
RMN). A presenca desse tipo de substituinte oxigenado em C4 gera ainda um efeito de
protecao em C5 e C3 (posicdo orto ao substituinte) e também em C1 (posicdo para ao
substituinte) devido o efeito de ressonancia. Esse efeito sugere que uma densidade de carga
negativa, proveniente do substituinte oxigenado, se localize preferencialmente nessas posicoes,
protegendo os C’s do campo eletromagnético. Se C6 se apresenta freqiientemente substituido
com um CHj3; entdo esse carbono apresenta um valor de & BC maior (dentro da faixa
caracteristica para os C’s aromaticos) devido ao efeito o de desprotecdo provocado pela

presenca do substituinte.
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No anel B, se C2’ se apresenta freqiientemente oxigenado, pode-se esperar 0 mesmo
comportamento observado no anel A: C3’ mais desprotegido, devido ao efeito de desprotecdo
provocado pelo oxigénio no C,,, € também uma protecdo dos C’s em posi¢do orto (C3’ e
C1’°) e para (C5’) a C2’, além desses, outros fatores relacionados com a vizinhanca também

devem ser levados em conta.

O 4cido dsnico € uma substancia de grande importancia nos liquens. Sua estrutura €
constituida de uma unidade fendlica e também por um anel de 6 membros que contém uma
carbonila a, B, y, 0 insaturada (sistema conjugado) interligados entre si em dois pontos: por

uma ligacdo éter e também por uma ligagdao C-C.

Seu esqueleto caracteristico também permite algumas inferéncias importantes sobre a

apresentacdo dos sinais de deslocamento quimico de "*C (5 *C).

HaC 0

HO o OH

Legenda:

CHj

HsC
HsC

OH (0] O

Acido Usnico

A molécula do dcido do usnico possui 3 carbonilas de cetona, e pode-se esperar que a
carbonila em C1 tenha o menor valor de & "’C, j4 que as 2 insaturacdes conjugadas
proporcionam uma maior densidade eletronica nesse carbono, causando um efeito de protecao.
E de se esperar também que a carbonila em C14 apresente um & *C maior que C1 devido a
auséncia de efeitos y protetores.

Os C’s arométicos presentes na estrutura tém seus & "°C afetados pelos substituintes.
C8, C6 e C10 se apresentam mais desprotegidos que os outros carbonos aromaticos devido ao
efeito de desprote¢do no Cy,s, que 0 oxigénio provoca, quando ligado a esses carbonos.

E ainda, C3 e C5 devem ser os carbonos olefinicos com maiores 6 BC. €3 deve
apresentar um & °C maior devido 2 hidroxila ligada (que causa desprotecdo por efeito

indutivo retirador de elétrons). J4 C5 se localiza no fim do sistema conjugado, o que
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proporciona uma menor densidade de carga negativa nesse carbono (desprotecdo) como

resultado da ressonancia com a carbonila.

Uma outra classe importante de substancias sdo os depsideos, que se caracterizam por

duas unidades fendlicas ligadas por uma ligacdo éster.

Esse tipo de estrutura molecular apresenta-se com freqiiéncia da seguinte maneira:

R1
0 R10

R2 o R9

R4
R7

Legenda:

R1 = CH,, C;H, ou C,H,,
R2=H,Cl

R3 = OCH,, OH

R4 = H, Cl, CHO, CH,, COOH, CH,OH
R5 = OH, OCH,

R6 = H, CH,, OH, OCH,

R7 = CH,, C;H, ou C,H,,

R8 = COOH, COOCH,, OH

R9 = OH, OCH,, COOH
R10 = H, CH,, OH, COOH

Figura B - Estrutura basica de um depsideo - Variedade de substituintes (exemplos mais comuns) que podem

ser encontrados nesse tipo esqueleto

Os depsideos apresentam um padrao de substituicdo muito semelhante ao das
depsidonas e as mesmas inferéncias (principalmente) sobre a apresentacio dos sinais de 8 °C
sao validas, com exce¢do a C2 e C5’°.

C2 freqiientemente apresenta-se hidroxilado ou metoxilado, e em geral é um dos
carbonos aromdticos mais desprotegidos. C5’ geralmente apresenta-se substituido com H e
nesta situacdo seu 8 '*C mostra valores em torno de 115 ppm (tanto em CDCl; quanto em

DMSO-d).

Com base em todas as consideracdes anteriores, pode-se dizer que a identificacdo das
substancias em mistura, presentes nos extratos, através da técnica de RMN, s6 € possivel
através do conjunto de informacdes que € obtido: dados da literatura sobre a composi¢cao

provavel, dados cromatogrificos e de microcristalizacio dos extratos comparados com
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substancias de referéncia e por ultimo, dados espectroscépicos de RMN, de fundamental
importancia. A andlise de todas essas informag¢des pode confirmar a composi¢do quimica dos
metabolitos especiais majoritarios das espécies em estudo, ou ainda acrescentar informacdes

pertinentes sobre as substancias presentes.



Objetivos
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Obijetivos

Considerando as exsicatas de liquens identificadas que fazem parte da colecdo do
Laboratério LP2 do Departamento de Quimica da UFMS, selecionamos duas familias
(Parmeliaceae e Physciaceae) para a realizacdo deste trabalho. Essas familias foram

selecionadas devido a freqiiéncia de ocorréncia de suas espécies em Mato Grosso do Sul.

Este trabalho teve por objetivos :

e Avaliar o uso da técnica de RMN na andlise de extratos de liquens das familias
Parmeliaceae e Physciaceae visando a elucidacdo da composi¢cdo dos mesmos — andlise
das substancias em mistura;

¢ Investigar a presenga de marcadores taxondmicos que possam auxiliar na caracterizacao

de um dado género, ou de um grupo de espécies de um dado gé€nero.



Parte experimental
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Parte experimental

Selecao das amostras
Para a realizacdo deste trabalho foram selecionadas espécies das familias Parmeliaceae
e Physciaceae coletadas em Mato Grosso do Sul. As exsicatas das espécies identificadas
pela Prof’. Dr". Mariana Fleig e pelo Prof. Dr. Marcelo Marcelli fazem parte da colecdo de
liquens do Laboratério LP2 do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato

do Sul. As espécies sao:

Rimelia cetrata (Ach.) Hale & Flechter; Parmeliaceae
Parmotrema dilatatum (Vainio) Hale; Parmeliaceae
Canoparmelia texana (Tuck.) Elix & Hale; Parmeliaceae
Canoparmelia ecaperata (Miill. Arg.) Elix & Hale; Parmeliaceae
Dirinaria aspera (H. Magn.) Awasthi; Physciaceae

Dirinaria aegialita (Afzel. ex Ach.) Moore; Physciaceae
Dirinaria confluens (Fr.) Awasthi; Physciaceae

Xanthoparmelia plittii (Gyeln.) Hale; Parmeliaceae
Xanthoparmelia succedans Elix & Johnston; Parmeliaceae
Usnea subcavata Motyka; Parmeliaceae

Parmotrema delicatulum (Vainio) Hale; Parmeliaceae
Parmotrema pancheri (Hue) Hale; Parmeliaceae

Parmotrema rigidum (Lyn.) Hale; Parmeliaceae

Parmotrema wainii (Smith) Hale; Parmeliaceae

Parmotrema argentinum (Kremp.) Hale; Parmeliaceae
Hypotrachyna dactylifera (Vainio) Hale; Parmeliaceae
Parmotrema praesorediosum (Nyl.) Hale; Parmeliaceae
Parmotrema mesotropum (Miill. Arg.) Hale; Parmeliaceae
Parmotrema miranda (Hale) Hale; Parmeliaceae

Heterodermia leucomela (L.) Poelt subsp. leucomela; Physciaceae

Parmotrema cornutum (Lynge) Hale; Parmeliaceae
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Preparacao dos extratos

Para obtencdo dos extratos foram retirados fragmentos de aproximadamente
200mg da exsicata de cada espécie selecionada. Apds limpeza, o talo de cada liquen foi
triturado em almofariz e o p6 obtido foi tratado com cloroférmio e/ou acetona a temperatura
de aproximadamente 50°C. Os extratos foram evaporados em capela e os residuos obtidos
foram armazenados em dessecador na auséncia de luz. A anélise dos extratos foi feita por
cromatografia em camada delgada (CCD), microcristalizacdo (MC) e ressonancia magnética

nuclear (RMN 'H, °C e DEPT 135).

Cromatografia em camada delgada

Os extratos foram cromatografados em cromatofolhas de aluminio recobertas

com silica gel F,s4 de procedéncia Merck. Foram utilizados os seguintes eluentes:

[ — Tolueno/ Acetato de etila/ Acido acético glacial (6:4:1 v/v/v)

1T — Tolueno/ Acetato de etila/ Acido férmico (138: 83:8 v/v/v) (Culberson er al.1981)
I1I — Benzeno/ Dioxano/ Acido acético glacial (90:25:4 v/v/v) (Culberson et al. 1970)
IV — Tolueno/ Cloroférmio (1:1 v/v)

V — Tolueno/ Acido acético glacial (85:15 v/v) (Culberson et al. 1970)

A visualizagdo dos constituintes de cada espécie foi feita inicialmente com luz UV
(254 e 366 nm) e nebulizacdo com metanol contendo H,SO4 10% seguido de aquecimento em
chapa elétrica, at€é o aparecimento completo das manchas. A seguir as placas foram
nebulizadas com p-anisaldeido/ H,SO4 e novamente aquecidas. Em alguns casos foi usado

cloreto férrico 5% em metanol para revelacdo. Acidos graxos foram revelados com 4dgua.

Substancias de referéncia foram cromatografadas junto com os extratos para efeito de
comparacdo do perfil cromatografico e com dados da literatura (Culberson e Kristinsson,
1970; Culberson, 1972; Culberson e Johnson, 1976; Culberson et al. 1981). Foram utilizadas
as seguintes substincias como referéncia: dcido fumarprotocetrarico, acido protocetrérico,
acido lecandrico, 4cido difractdico, dcido secaldnico, dcido salazinico, dcido hipostitico, dcido

perlatdlico, 4cido norstitico, dcido dsnico, liquexantona e atranorina.
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Apds a revelagdo dos cromatogramas foram obtidas imagens digitalizadas por

escaneamento para registro e armazenamento dos dados cromatograficos.

Microcristalizacao (MC)

A observagdo de estruturas cristalinas caracteristicas de um grande nudmero de
substancias produzidas pelos liquens foi conduzida de acordo com a técnica descrita por

Taylor (1967a, 1967b), Thompson (1968), Hale (1974) e Huneck & Yoshimura (1996).

O extrato de cada espécie foi depositado sobre uma lamina para microscopio. O
residuo obtido apds evaporagdao do solvente foi tratado, separadamente, com as solucdes:
GAOT (glicerina: etanol: o-toluidina 2:1:1 v/v/v), GAW (glicerina: etanol: 4gua 1:1:1 v/v/v) e

GE (glicerina: 4cido acético glacial 3:1 v/v).

Apés a adicdo das solucdes para cristalizagdo, as misturas foram cobertas com
laminula e, com exce¢do da lamina com GAoT, foram aquecidas suavemente sobre chama de

uma lamparina a alcool.

As laminas foram observadas em microscopio logo apds o preparo das mesmas, apds
1, 6, 12 e 24 horas. As estruturas cristalinas observadas foram comparadas com aquelas
obtidas de substancias puras disponiveis no laboratério e também com fotos da literatura

(Taylor 1967a, 1967b, Hale 1974, Huneck & Yoshimura 1996).

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para avaliar a composicao dos extratos em relacdo as substiancias do metabolismo
secunddrio, foram obtidos os espectros de RMN de 'H, '°C, DEPT 135, gHSQC e gHMBC.

Os extratos foram solubilizados em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg) ou cloroférmio
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deuterado (CDCl3), conforme o caso. No caso dos espectros obtidos a partir de extratos, os
mesmos foram analisados visando elucidar a composi¢do através da identificac@o de sinais de
deslocamento quimico indicativos das substancias reveladas nos cromatogramas. A
elucidacdo foi conduzida por comparagdo dos espectros com aqueles obtidos de substancias

puras disponiveis no laboratério e também com dados contidos em publicagdes especializadas.

Todos os experimentos de RMN foram realizados em um espectrometro da marca
BRUKER de 7,05 Tesla, modelo DPX300 (300,13 MHz para a frequéncia do hidrogénio).
Foram utilizadas sondas com 5 mm de didmetro interno, com detec¢do no modo direto (dual)
e no modo inverso (BBI), esta equipada com uma bobina geradora de gradiente de campo na
coordenada z (para o caso de experimentos gHSQC, gHMBC e gCOSY), utilizando o sinal
do solvente deuterado como referéncia. Os espectros de '"H (SFO1=300.13 MHz) foram
obtidos utilizando-se a sequéncia de pulso zg, largura espectral (SWH) média de 21 ppm,
tempo de aquisicdo (AQ) 5,19s, tempo de espera entre cada aquisi¢cao (d1) 1,2 s, sendo
acumulados (ns) 8 FIDs. Eles foram processados sem zero-filling (SI < TD) e com
multiplicacdo exponencial (LB=0,3 Hz). Os espectros de C (SFO1=75,48 MHz) foram
obtidos utilizando-se a sequéncia de pulso zgpg30, largura espectral (SWH) média de 250
ppm, tempo de aquisi¢do (AQ) e nimero de FIDs acumulados (ns) varidvel, tempo de espera
entre cada aquisicao (d1) 0,15s. Eles foram processados também sem zero-filling (SI < TD) e
com multiplicacdo exponencial (LB=1 Hz). Os espectros de DEPT 135 (SFO1=75,48 MHz)
foram obtidos utilizando-se a sequéncia de pulso deptl135, largura espectral (SWH) média de
250 ppm, tempo de aquisicdo (AQ) e nimero de FIDs acumulados (ns) varidvel, tempo de
espera entre cada aquisi¢ao (d1) 2s. Eles foram processados sem zero-filling (SI < TD) e com
multiplicagdo exponencial (LB=1 Hz).

Os espectros de gHSQC (‘H SFO1=300.13 e '*C SFO2=75,48 MHz) foram obtidos
utilizando-se o programa hsqcedetgp. A largura espectral em F2 (SWH2) foi varidvel e em F1
(SWH1) de aproximadamente 250 ppm, tempo de aquisicdo (AQ) e numero de FIDs
acumulados (ns) varidveis, tempo de espera entre cada aquisicdo (dl) de 2 e 1,5 s
respectivamente.

No processamento, foram utilizados 1K pontos em F; e F; e empregada a fungao de
apodizacgdo seno sino elevado ao quadrado, com fator de deslocamento de O para ambos os
eixos. Para os espectros de gHMBC o programa de pulsos utilizado foi hmbcgpndqf, largura
espectral em F2 (SWH2) varidvel e em F1 (SWH1) de aproximadamente 250 ppm, tempo de

aquisicdo (AQ) e nimero de FIDs acumulados (ns) varidveis, tempo de espera entre cada
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aquisicdo (d1) de 2 e 1,5s, respectivamente. No processamento, foram utilizados 1K pontos
em F, e F; e empregada a funcdo de apodizacdo seno sino, com fator de deslocamento de O

para ambos 0s €ixos.



Resultados e discussao
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Resultados e discussao

Foram selecionadas 21 espécies de liquens, com ocorréncia no Estado de Mato Grosso
do Sul, para este estudo. 17 espécies pertencem a familia Parmeliaceae e 4 a familia
Physciaceae.

Serdo apresentados, para cada espécie analisada, o perfil cromatogréafico (CCD), dados

da microcristalizacdo e a andlise dos espectros de RMN 'H, °C e DEPT 135.
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Rimelia cetrata (Ach.) Hale & Fletcher

Hale & Fletcher (1990) descrevem a presenca de dcidos salazinico, consalazinico e

atranorina como substancias de importancia taxondmica.

GCH, o CHs o]
o CH,OH o CH,OH
HO 0 OH HO o OH
CHO CH,0H
HO
HO o o
Acido salazinico Acido consalazinico
CH, 0
o OH
HO OH
COOCHs
CHO
Atranorina

Cromatografia em camada delgada (CCD)
O extrato acetdonico de R. cetrata, cromatografado no eluente Il apresentou ao menos
03 manchas ap6s revelagdo (cromatograma 1). A mancha de Rf 0,73 pode ser atribuida a
atranorina, outra de Rf 0,24 € compativel com o comportamento cromatografico do 4cido
salazinico (comparacdo com a substancia de referéncia), além de uma substancia de Rf 0,066.
O 4cido consalazinico resulta da reducdo da carbonila (-CHO) ligada ao C-3 do anel A

do acido salazinico — devido a isso adsorve mais sobre silica.
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bl
|
-
L 3 —_— _r 1 —
Rcetr ATR SLZ NOR- ATR- Rcetr- FUM- SLZ

Cromatogramas 1 e 2 - Extrato de R. cetrata

Cromatograma 1: (Rcetr= R. cetrata, ATR= atranorina, SLZ= acido salazinico). Eluente I: tolueno/ acetato
de etila/ acido acético (6:4:1 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido

sulfurico.

Cromatograma 2: (NOR= Jacido norstitico, ATR= atranorina, Rcetr= R. cetrata, FUM= 4&cido
fumarprotocetrarico, SLZ= acido salazinico). Eluente II: Tolueno: Acetato de etila: Acido férmico (138:83:8

v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

Microcristalizacao (MC)
Na microcristalizagdo foram observadas estruturas cristalinas em GAoT que sdo
compativeis com aquelas apresentadas pelo depsideo atranorina e a depsidona &cido

salazinico.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Foram obtidos espectros de RMN 1H, 3C e DEPT 135 em DMSO-dg.
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O espectro de RMN 'H do extrato acetonico de R. cetrata apresenta sinais em 2,44;
4,69; 6,91 e 10,49 ppm que podem ser atribuidos a —CHj ligado a anel aromético, —CH,
alcodlico, H aromdtico e H de carbonila de aldeido, respectivamente. Esses sinais s@o
compativeis com a estrutura da depsidona 4cido salazinico.

Além desses, o espectro mostra sinais de baixa intensidade variando de 2,08 e 2,39
ppm que sdo indicativos de —CHj3 ligado a anel aromdtico; um sinal em 3,92 ppm
caracteristico de metila de éster metilico (-COOCH;); sinais em 6,47 e 6,69 ppm
correspondentes a hidrogénios ligados a anel aromético, e sinal em 10,25 ppm, H de grupo
aldeido. Esses sinais podem ser atribuidos ao depsideo atranorina que estd presente no extrato
de R. cetrata em baixa concentracao.

No espectro de RMN "°C o sinal em 52,7 ppm pode ser atribuido ao grupo metileno
alcodlico; o sinal em 192,8 ppm € de uma carbonila de aldeido ligada a um sistema aromaético.
Um outro sinal em 94,7 ppm refere-se a CH de lactol. Esses sinais e outros presentes no
espectro confirmam a estrutura do dcido salazinico e estdo indicados na figura 1. Estes dados
estdo de acordo com Eifler-Lima er al. 2000 (CDCIl3/DMSO-dg 3:1) e também com a
atribui¢do feita a partir de espectros de RMN 2D obtidos do dcido salazinico isolado e
purificado (DMSO-dg), vide “Dados de RMN utilizados como referéncia e comparacdo”, na
pagina 244.

Um sinal em 52,4 ppm e outros de baixa intensidade sdo indicativos do depsideo
atranorina, estdo representados na figura 2 e estdo de acordo com a atribuigao feita a partir de
espectros de RMN 2D obtidos da atranorina isolada e purificada (DMSO-dg), vide “Dados de
RMN utilizados como referéncia e comparacdo”, na pagina 244.

O espectro de RMN BC ndo apresenta sinais que possam indicar a presenca do dcido
consalazinico. Considerando que o 4cido consalazinico apresenta dois grupos —CH, alcodlico,
esses sinais podem estar sobrepostos pelos sinais em 4,69 ppm (RMN 'H) e em 52,7 ppm
(RMN "*C) do 4cido salazinico, assim como também o sinal em 94,7 ppm de CH de lactol.
Portanto o 4cido consalazinico, nessas condi¢des, s6 pode ser identificado por CCD. O
cromatograma 2 mostra a migracdo das substancias contidas no extrato de R. cetrata (Rf
0,082; 0,282 e 0,723) e das substancias de referéncia acido norstitico (Rf 0,504), atranorina
(Rf 0,723) e 4cidos fumarprotocetrarico (Rf 0,723) e salazinico (Rf 0,286). As comparagdes
com dados de Culberson (1981) indicam que a mancha com Rf de 0,082 no eluente II pode

mesmo ser atribuida a presenca de 4cido consalazinico (Rf 0,08).
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CH,OH
4,69 (s)
Legenda:
6 13C (ppm)
OH 5 H (ppm)

CHO 837(sl)
192,8 HO
10,49(s)

Figura 1 - Sinais de deslocamento quimico para o acido salazinico presente no extrato de R. cetrata

(DMSO-ds).

2,39 (s)
21,22 2,08 (s)

Legenda:
& 3C (ppm)
& 'H (ppm)

10,25 (s)
193,9 21,16

Figura 2 - Sinais de deslocamento quimico para atranorina presente no extrato de R. cetrata (DMSO-ds).
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Tabela 1% - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de R. cetrata (DMSO-d¢) e atribuigdo de sinais para atranorina (ATR) e acido salazinico (SLZ).

s 13C a s 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
193,9 C8 - ATR 12,10 (sl OH(C4) - SLZ
192,8 (CH) C8 - SLZ 10,59 (s) OH(C2") - ATR
169,8 C7' - ATR 10,49 (s) CHO(C8) - SLZ
166,0 C7' - SLz 10,25 (s) CHO(C8) - SLZ
164,1 C4 -SLz 8,37 (sl) OH(C9") - SLZ
163,6 C2 -SLz 6,91 (s) H(C5) - SLZ
161,1 C2 - ATR 6,72 (s)

160,3 C7 - SLz 6,69 (s) H(C5’) - ATR
152,9 C2' - SLz 6,47 (s) H(C5) - ATR
152,4 C6 - SLZ 4,69 (s) H(C8") - SLZ
151,4 c4’ - ATR 3,92 (s) COOCHs(C7’) - ATR
148,2 C4' - SL.z 2,55 (s)

138,1 C5' - SLz 2,44 (s) H(C9) - ATR
137,4 C6’ - SLZ 2,39 (s) H(C9) - ATR
136,7 C6’ - ATR 2,13 (s)

123,5 C3'-SLz 2,08 (s) H(C8’) - ATR
117,5 C5 - SLz 1,27 (sl)

115,7 C5' - ATR 0,89 (sl)

112,0 Cl-SLzZ

110,7 C3-5SLZ

109,8 C5 - ATR

94,7 C9' - SL.z

52,7 (CH,) C8' - SLZ

52,4 (CHs) COOCH3(C7") - ATR

21,5 (CHa) C9 - SL.Z

21,22 (CHs) C9 - ATR

21,16 (CHs) C9’ - ATR

9,3 (CHs) C8’' - ATR

2300 MHz; ®75 MHz

*Numeragdo dos carbonos: se refere aos préprios carbonos numerados na estrutura, a ndo ser por carbonos de
grupos que ndo apresentam numeragdo prépria (como ésteres metilicos, como acontece na atronorina, e
também metoxilas), e que tém indicado entre parénteses os carbonos aos quais estdo ligados.

Numeragdo dos hidrogénios: nimeros entre parénteses indicam os carbonos numerados da estrutura aos quais
os hidrogénios estdo ligados. Estas observagdes sobre a numeragdo sdo validas para todas as tabelas com
atribuicoes de 6.



27

DMSO-dé
[e2)
<
(8]
\
©
<
“"7 DMS‘O-dG
[}
<
oi
L e e e e e e B I L B e e e e o e e B
25 2.0 1.5 1.0
Chemical Shift (ppm)
(2]
©
<~
Y
©
(o)) ~
5 B3 -
o i 2 \
=) ~ N ) 3
i ® [ pd
= © ‘ \
! ! m
I I I I B I R R e LA e R R RRRRR RN
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

Espectro 1 - Espectro de RMN 'H do extrato de R. cetrata (DMSO-ds)



28

~
=]
<t ~
© ~
| &
o |
N~
i
0
[8Y)
© 7o)
g |8 % 2
¥ 3 &
© | ®
— © |
3 ©
T (ARRRREEREREEERERRsRRY
53.00 52.50 PUIRASALLR VIS
Chemical Shf... Chemical Shift (...
BARAPAnaaon s
Chemical Shift (ppm) DMSO-d6
HERBE &
OO OO ~—
TFE3 @
<
©
|
2 e
: ~
8 & S
o |
< [To]
~ N
~— [3V)
V‘— o]
n
(s} [«2]
¢ &
w0 -~
> N
~
[s2]
N o
«©
g | =
‘/\ o 2o}
g e |- e
[To) T, -
gl 8 g
ke 5 2
© N .
‘ g
o x |7 =
- © 0 N R
& 2 3 8 = 2 8 S
2} 3 5 y ! e 3 ‘
N - © ¢ 3 9
) ; ‘ ‘

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

Espectro 2 - Espectro de RMN de '3C do extrato de R. cetrata (DMSO-ds)




29

~
2 ~
N S
e -
[s\}
~
<
Y
|
(&)
iy 2175 21.25
R Chemical Shift (ppm)
5275 = 52.25
© Chemical Shift (pp... ©
2 =
~ [te)
@ - o
3 o >
(6}
N
'\,
N

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

Espectro 3 - Espectro de RMN '3C DEPT 135 do extrato de R. cetrata (DMSO-ds)




30

Parmotrema dilatatum (Vainio) Hale

P. dilatatum é uma fonte potencial da depsidona dcido protocetrarico. Contém também

o depsideo atranorina e quantidade trago de 4cido tsnico (Hale, 1974a).

CH,OH 3 CH,
o OH o OH
HO OH
HO 0 COOH COOCH;
CHO
CHO CHg CHa
Acido protocetrarico Atranorina
HsC 0
HO o) OH
CHs
HsC
OH o) o)

Acido Usnico

Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia do extrato acetobnico no eluente I confirmou a presenca das 03
substancias.

A mancha de maior migracdo pode ser atribuida a presenca de atranorina, pois o
comportamento cromatogriafico ¢ compativel com aquele apresentado pela substincia de
referéncia. Muito proxima a essa mancha pode ser observada a mancha que caracteriza a
presenca de 4cido Usnico nesse extrato. A caracterizacdo sé pode ser feita gracas a utiliza¢do
do revelador que contém p-anisaldeido, o qual proporciona uma cor violeta muito

caracteristica ao acido dsnico, mesmo quando ele se apresenta em baixa concentragao.
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N

O cromatograma também apresenta um componente semelhante a substancia de

referéncia acido protocetrarico. A mancha desse componente revela cor cinza.

* __ - &

Pdil - PROT - ATR - USN Pdil - PROT - ATR - USN

Cromatogramas 3 e 4 - Extrato de P. dilatatum

Cromatograma 3: (Pdil= P. dilatatum, PROT= &cido protocetrarico, ATR= atranorina e USN= &cido Usnico).
Eluente I: tolueno/ acetato de etila/ acido acético (6:4:1 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulftrico (9:1

v/V).

Cromatograma 4: (Pdil= P. dilatatum, PROT= acido protocetrarico, ATR= atranorina e USN= acido Usnico).
Eluente I: tolueno/ acetato de etila/ acido acético (6:4:1 v/v/v). Revelador: metanol/ &cido sulfurico (9:1
v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

Microcristalizacao (MC)
A andlise por MC do extrato de P. dilatatum indicou em GAoT formas cristalinas

caracteristicas da atranorina. O dcido dsnico foi confirmado pela identificagdo de formas
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cristalinas caracteristicas desse acido cristalizado em GE. A identificacdo foi feita por

comparacdo com aquelas formadas a partir de substincia pura.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Foram obtidos espectros de RMN 'H, '°C e DEPT 135 em DMSO-ds.

O espectro de RMN 'H do extrato de P. dilatatum apresenta sinais intensos de
deslocamento quimico em 2,37 e 2,41 ppm para —CHj3 ligados a anel aromético, 4,59 ppm
para grupo —CH,OH (metileno alcodlico), 6,82 ppm para hidrogénio ligado a anel aromético e
10,57 ppm para aldeido aromatico.

No espectro de RMN de °C o sinal em 191,7 ppm pode ser atribuido a uma carbonila
de aldeido ligada a um sistema aromdtico. O sinal em 170,1 ppm pode ser atribuido a uma
carbonila de 4cido carboxilico e ainda, um sinal em 52,8 ppm, caracteristico de metileno
alcodlico, juntamente com outros vdarios sinais caracteristicos de esqueleto depsidona,
condizem com a estrutura do acido protocetrario. Estes o estdo indicados na figura 3 e estdo
de acordo com a atribuicdo feita a partir de espectros de RMN 2D obtidos do &4cido
protocetrarico isolado e purificado (DMSO-d¢), vide “Dados de RMN utilizados como
referéncia e comparagdo”, na pagina 244.

Sinais de deslocamento quimico com menor intensidade sdo também observados.
Esses sinais sao dificeis de serem atribuidos, especialmente na regido de 2,0 a 3,0 ppm no
espectro de RMN 1H, devido a intensidade muito maior dos sinais do dcido protocetrarico,
que é o componente em maior propor¢ao nesse extrato. Entretanto, um sinal em 3,86 ppm no
espectro de RMN 'H sugere grupo éster metilico (-COOCH3), e ainda, dois singletes, em 6,63
e 6,41 ppm, indicam dois hidrogénios aromadticos do depsideo atranorina. Outros sinais
caracteristicos desses depsideo, como o grupo carbonila de éster e de aldeido, no entanto, ndo
sdo observados no espectro. Os sinais que foram atribuidos a atranorina estdo indicados na
figura 4 e estdo de acordo com a atribuicao feita a partir de espectros de RMN 2D obtidos da
atranorina isolada e purificada (DMSO-dg), vide “Dados de RMN utilizados como referéncia
e comparagao”, na pagina 244.

Sinais de deslocamento quimico do dcido Usnico ndo foram visualizados nos espectros
de RMN 'H e “C. Portanto, o 4cido dsnico presente no extrato em andlise somente foi
identificado por cromatografia e por microcristalizacdo. A depsidona 4cido protocetrarico foi

identificada por cromatografia e a estrutura confirmada por RMN 'H e "’C e a atranorina foi
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identificada parcialmente pelos sinais de baixa intensidade no espectro de RMN de 'H. A

cromatografia e a microcristalizagdo confirmaram a presenga desse depsideo no extrato.

4,59 (s)
21,4 s
CHs o) CH,OH
161,2
6,82 (s) o OH Legenda:
117,1 112,4 5 13C (ppm)
1445 154,6 5 'H (ppm)

163,9

111,8 141,8 154,6

170,1
HO o COOH
H
10,57 (s) 5 :;8 )

Figura 3 - Sinais de deslocamento quimico para acido protocetrarico presente no extrato de P. dilatatum

(DMSO-dg).

Legenda:

CHs o) 5 'H (ppm)

CHs
6,41 (s) o OH
HO OH 663(s) 387(s)
COOCH;

CHO

CHg

Figura 4 - Sinais de deslocamento quimico para atranorina presente no extrato de P. dilatatum (DMSO-ds).
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Tabela 2 - sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de P. dilatatum (DMSO-d¢) e atribuicdo de sinais para acido protocetrarico (PROT) e atranorina

(ATR).

8 3c? S'HP

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substéncia
191,7 (CH) C8 - PROT 11,93 (sl

170,1 C7’' - PROT 10,57 (s) H(C8) - PROT
163,9 C4 - PROT 10,51 (s)

163,8 C2 - PROT 10,20 (s)

161,2 C7 - PROT 6,82 (s) H(C5) - PROT
154,6 C2’ - PROT 6,76 (s)

152,0 C6 - PROT 6,63 (s) H(C5’) - PROT
144,5 C4' - PROT 6,41 (s) H(C5) - PROT
141,8 C5’ - PROT 4,59 (s) H(C8’) - PROT
129,4 C6’ - PROT 3,87 (s) COOCH;3(C7") - ATR
118,7 C3' - PROT 2,41 (s) H(C9) - PROT
117,1 (CH) C5 - PROT 2,38 (s) H(C9’) - PROT
116,7 C1’ - PROT 2,07 (s)

112,4 C1 - PROT 2,03 (s)

111,8 C3 - PROT 1,21 (s)

52,8 (CHy) C8’ - PROT 0,84 (s)

21,4 (CHs) C9 - PROT

14,4 (CHs) C9’ - PROT

3300 MHz; ® 75 MHz
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Canoparmelia texana (Tuck.) Elix & Hale

De acordo com Elix et al. (1986), atranorina, acido divaricatico e nordivaricatico sdo

substancias de importancia taxondmica para essa espécie.

CHs CHs
O o)
0 OH o) OH
HsCO OH HO OH
COOH COOH
CH, CHs
Acido divaricatico Acido Nordivaricatico
CHa 0
CHa
0 OH
HO OH
COOCH,
CHO
CHj
Atranorina

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de C. texana foi cromatografado no eluente V. Observou-se ao menos 3
manchas no cromatograma. Sugere-se que a mancha de maior migracdo possa ser atribuida a
presenca de atranorina.

Além do depsideo atranorina, o extrato contém ainda outras 2 substancias que revelam

cor vermelha nessas condigdes.
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sl
Ctex

Cromatograma 5 - Extrato de C. texana

Cromatograma 5: (Ctex= C. texana) Eluente V: tolueno/ acido acético glacial (85:15 v/v/v). Revelador:

metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

Microcristaliza¢ao (MC)

A andlise por MC do extrato de C. texana indicou formas cristalinas caracteristicas do
acido divaricatico e atranorina em GAOoOT. A identificacdo foi feita por comparagdo com fotos
da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e aquelas formadas a partir de substancia de

referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Foram obtidos espectros de RMN 1H, 3C e DEPT 135 em CDCls.

O espectro de RMN 'H do extrato de C. fexana apresenta sinais de deslocamento
quimico que permitem confirmar a estrutura do depsideo acido divaricatico. No espectro de
RMN 1H, sinais em 0,96 (t~m); 1,00 (t~m); 1,66 (m) e 2,96 ppm (m) podem ser atribuidos a
cadeias alquilicas em C6’ e C6. O sinal 3,83 ppm indica uma metoxila e os sinais em 6,38;
6,36 (2d, J= 2,6 Hz); 6,64 (d, J= 2,2 Hz) e 6,75 ppm (d, J= 2,2 Hz) podem ser atribuidos a

hidrogénios ligados a anel aromatico.
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No espectro de RMN BCa regido entre 14 e 40 ppm apresenta 6 sinais (14,16; 14,21;
24.8; 25,2; 38,5 e 39,1 ppm) que correspondem aos carbonos das duas cadeias n-propil
ligadas a C6 e C6’ da estrutura do dcido divaricatico. O sinal em 55,4 ppm, € caracteristico de
metoxila. Os demais sinais sdo indicados na figura 5. Todos os sinais aqui atribuidos a essa
molécula foram comparados e estdo de acordo com a atribuicdo feita a partir de espectros de
RMN 2D obtidos do 4cido perlatdlico isolado e purificado (CDCl3), vide “Dados de RMN
utilizados como referéncia e comparacao”, na pagina 244.

Considerando que o cromatograma 5 (do extrato de C. texana) indica a presenca de
uma substancia de Rf 0,34, portanto de polaridade um pouco maior que o dcido divaricético
(Rf 0,54), é possivel que essa mancha possa corresponder ao &4cido nordivaricatico. A
diferenca estrutural entre os dcidos divaricatico e nordivaricdtico € uma metoxila ligada em
C4. Com tal semelhanca estrutural, os deslocamentos quimicos apresentados pelos dtomos de
C e H do 4cido nordivaricético devem coincidir com aqueles do dcido divaricético, exceto por
C3, C4 e C5 (e seus respectivos hidrogénios ligados). Seria esperada uma desprotecao desses
sinais em cerca de 4 ppm, visto que a 0 grupo metoxila nessa posi¢ao proporciona um efeito y
de protecdo em C5 e C3, como € observado em outras séries de compostos que se diferenciam
pela presenca de um grupo metoxila nessa posi¢do. O espectro de RMN BC ndo apresenta
sinais de deslocamento quimico entre 100 e 102 ppm, onde seria esperado o sinal para C3, e

também entre 113 e 115 ppm, onde seria esperado o sinal para C5 para o 4dcido nordivaricético.
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1,00 (t~m) ou 0,95 (t~m)
CHs

1,66 (m)
6,74
(d, J= 2,2 Hz)
6,38 0 OH
(d, J= 2,6 Hz)
11,32 (s)
H;CO 6.36 OH
3,83 (s) (d, J= 2,6 Hz) (d, J= 2,2 Hz) COOCH

2,96 (m)
1,66 (m)
14,21 ou 14,16

CHs CH,

1,00 (t~m)/ 0,95 (t~m)

25,2 ou 24,8

') 109,0

OH
154,9
164,9
116,2
HsCO 050 OH
5.4 ) COOH
174,9
Legenda:
25,2 ou 24,8
5 3C (ppm)
CH
, 3
5 'H (ppm) 14,2 ou 14,16

Figura 5 - Sinais de deslocamento quimico para acido divaricatico presente no extrato de C. texana

(CDCls).

O espectro de RMN 'H apresenta, além dos sinais intensos que caracterizam o 4cido
divaricético, sinais de baixa intensidade na regido caracteristica para grupos metila ligados a
anel aromdtico (entre 2,75 e 1,75 ppm), que sdo indicativos da presenga do depsideo
atranorina e, possivelmente, também indicam a presenca do seu derivado 5-cloroatranorina.
Para avaliar essa possibilidade, o extrato de C. texana foi cromatografado no eluente I'V.

O cromatograma 6 revela 2 manchas vermelhas, indicando que o extrato contém

atranorina (Rf 0,5) e em menor proporcao o derivado 5-cloroatranorina (Rf 0,43).
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Ctex
Cromatograma 6 - Extrato de C. texana

Cromatograma 6: (Ctex= C. texana) Eluente IV: tolueno/ cloroféormio (1:1 v/v/v). Revelador: metanol/

acido sulfdrico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

Dessa forma, os sinais em baixa intensidade 2,08; 2,53 e 2,68 ppm no espectro de
RMN 'H podem ser atribuidos para os hidrogénios ligados a C8’, C9’ e C9 da atranorina.
Devido a similaridade entre as estruturas da atranorina e seu derivado clorado, € muito dificil
atribuir seguramente sinais de § para o derivado somente por comparagio.

Os sinais de 8'H para atranorina estdo indicados na figura 6 e estdo de acordo com
aqueles descritos por Konig & Wright (1999) para este depsideo. A estrutura da 5-
cloroatranorina esta indicada na figura 7.

Portanto, o extrato de C. texana contém atranorina, S-cloroatranorina, acido

divaricético e possivelmente dcido nordivaricético.
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2,68 (s) Legenda:
2,08 (s) 5 'H (ppm)
CHs
6,43 (s) O OH
11,95 (s)
HO OH 651(s 3,98 (s)
12,53 (s) 12,49 (s) COOCHg3;
CHO
10,36 (s) CHg
2,53 (s)

Figura 6 - Sinais de deslocamento quimico para atranorina presente no extrato de C. texana (CDCls).

CH, o)
CHs

Legenda: Cl

HO OH
COOCH;

CHO
CHg

Figura 7 - Depsideo 5-cloroatranorina presente no extrato de C. texana.
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Tabela 3* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de C. texana (CDCl;) e atribuigdo de sinais para acido divaricatico (DIVA) e atranorina (ATR).

8 13c a 8 1H b
(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
174,9 C7' - DIVA 12,53 (sl) OH(C4) - ATR
169,4 C7 - DIVA 12,49 (s) OH(C2) - ATR
166,6 C2 - DIVA 12,32 (s)
165,3 C2’ - DIVA 11,95 (s) OH(C2’) - ATR
164,9 C4 - DIVA 11,93 (s)
154,9 C4’ - DIVA 11,33 (s) OH(C2) - DIVA
149,6 C6’ - DIVA 11,21 (s)
148,1 C6 - DIVA 10,36 (s) CHO(C8) - ATR
116,2 (CH) C5' - DIVA 10,35 (s)
111,6 (CH) C5 - DIVA 6,75 (d, J= 2,2 Hz) H(C3’) - DIVA
109,0 (CH) C3’ - DIVA 6,64 (d, J=2,2 Hz) H(C5’) - DIVA
108,6 C1’ - DIVA 6,51 (s) H(C5’) - ATR
103,6 C1 - DIVA 6,48 (s)
99,0 (CH) C3 - DIVA 6,43 (s) H(C5) - ATR
56,4 (CH ou CHs) 6,38 (d~q, J=2,6 Hz) H(C5) - DIVA
55,4 (CHs) OCHs (C4) - DIVA 6,36 (d~q, J=2,6 Hz) H(C3) - DIVA
39,2 (CH,) C1” - DIVA 3,98 (s) COOCHs(C7’) - ATR
38,5 (CH.) C1"” - DIVA 3,93 (s)
25,2 (CH,) C2'-DIVA e 3,83 (s) OCHs(C4) - DIVA
24,8 (CH,) C2" - DIVA 2,96 (m) H(C1”) - DIVA e
H(C1”") - DIVA
14,5 2,85 (s)
14,21 (CHs) C3'- DIVA e 2,68 (s) H(C9) - ATR
14,16 (CHs) C3” - DIVA 2,62 (s)
2,53 (s) H(C9’) - ATR
2,18 (s)
2,08 (s) H(C8") - ATR
1,66 (m) H(C2") - DIVA e
H(C2") - DIVA
1,24 (sl)
1,00 (t~m) H(C3”) - DIVA e
0,95 (t~m) H(C3") - DIVA

2300 MHz; ®75 MHz

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas

de Unico ndcleo (*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Canoparmelia ecaperata (Miill. Arg.) Elix & Hale

Para essa espécie, os 4cidos usnico, divaricitico e nordivaricatico sdo as substancias

de importancia taxondmica (Elix et al. 1986).

CHj3
CHj3
O
0O
O
o OH OH
HO OH
CHj

HsCO OH coon COOH

CH,
Acido divaricatico Acido Nordivaricatico
HaC 0
HO. O OH
CHj
HsC
HsC
OH (0] (0]

Acido Usnico

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de C. ecaperata foi cromatografado no eluente V. No cromatograma
observa-se ao menos 3 manchas, sendo que a mancha de maior migracao pode ser atribuida a
presenca do 4cido usnico, ja que a cor roxa apresentada nessa condi¢do de revelagdo é

bastante caracteristica para tal substancia.
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Além do acido usnico, o extrato de C. ecaperata contém ainda outras 2 substancias
que revelam cor vermelha nessas condi¢des (Rf 0,34 e 0,54) e uma outra de cor vermelha

menos intensa e de Rf 0,28.

Cecap

Cromatograma 7 - Extrato de C. ecaperata

Cromatograma 7: (Cecap= C. ecaperata) Eluente V: tolueno/ acido acético glacial (85:15 v/v/v).

Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

Microcristaliza¢ao (MC)

A andlise por MC do extrato de C. ecaperata indicou em GE formas cristalinas
caracteristicas do 4cido divaricético e 4cido usnico. A identificagcdo foi feita por comparagdao
com fotos da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e aquelas formadas a partir de substancia

de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Foram obtidos espectros de RMN 'H, °C e DEPT 135 em CDCl;.
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O cromatograma do extrato de C. ecaperata apresenta muita semelhanca com o de C.
texana, nas mesmas condi¢des. Também sdo semelhantes os sinais de deslocamento quimico
mais intensos nos espectros de RMN 'H e °C, indicando a semelhanca entre as composicoes
quimicas das duas espécies. E da mesma forma como foi conduzida a atribuicao do acido
divaricético em C. fexana foi possivel identificar e atribuir sinais de d para essa substincia em
C.ecaperata. A atribui¢do de sinais de O a estrutura do 4acido divaricdtico (indicados nas
figuras 8 e 9) foi comparada e estd de acordo com a atribuicdo feita a partir de espectros de
RMN 2D obtidos do 4cido perlatdlico isolado e purificado (CDCl3), vide “Dados de RMN

utilizados como referéncia e comparacao”, na pagina 244.

0,99 (t~m) ou 0,95 (t~m) Legenda:

OHs 5 'H (ppm)

1,66 (m) 206 (m)

6,75
(d, J= 2,2 Hz)

6,38
(d, J= 2,6 Hz)

OH 6,63

6,37 :
3,83 (s) (d, J= 2,6 Hz) (d, J= 2,2 Hz)

2,95 (m)
1,66 (m)

CHj
0,99 (t~m) ou 0,95 (t~m)

Figura 8 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de 'H para acido divaricatico presente no extrato de C.

ecaperata (CDCls).
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14,21 ou 14,16
CHg

25,2 ou 24,8

108,9
111,2 o OH
154,9
164,9
116,2
H;CO 99.0 OH
55,4 ’ COOH
174,9
Legenda:
38,5 25,2 ou 24,8
5 13C (ppm)

CHs
14,21 ou 14,16

Figura 9 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de **C para acido divaricatico presente no extrato de C.

ecaperata (CDCls).

Apds a confirmacdo da presenga do 4cido divaricitico através da observagdo dos
dados de RMN obtidos a partir do extrato de C. ecaperata em CDCl3, foram obtidos também
espectros de RMN 2D a partir desse mesmo extrato em DMSO-d¢. Esse procedimento foi
necessario para que a atribui¢do do 4cido divaricidtico em DMSO-de pudesse ser comparada
com dados espectrais obtidos de outras espécies nesse mesmo solvente, j4 que nenhuma
informacdo semelhante pdde ser encontrada na literatura. Esses dados estdo indicados na

pagina 244 em “Dados de RMN utilizados como referéncia e comparagao”.

No espectro de RMN 'H também sio observados, além dos sinais intensos que
caracterizam o 4cido divaricdtico, sinais de baixa intensidade acima de 10 ppm, indicando
hidroxilas ligadas a anel aromético, um singlete em 5,98 ppm e também sinais na regido entre
1,5 e 3 ppm, caracteristicos de grupos metila. No espectro de RMN BC também aparecem
com intensidade reduzida sinais caracteristicos de grupos metila (na regidao de 7,5 a 33 ppm) e
um sinal em 98,3 ppm, sendo que todos esses sinais sdo indicativos da presenca do acido
usnico nesse extrato e estdo indicados na figura 10. Os sinais indicados concordam com
aqueles publicados por Konig & Wright (1999). Os demais sinais de Be previstos para a

estrutura do 4cido dsnico ndo sdo visiveis no espectro possivelmente devido a mais baixa
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intensidade que € natural aos sinais de C quaternérios. A presenga do 4cido usnico no extrato

€ confirmada também por cromatografia e MC.

2,68(s)

2,65 (s)
CH3 27,9

HaC

OH 32,1 0 0 5 195G
11,04 (s) 175 (s) (PpPm)

& 'H (ppm)

Figura 10 - Sinais de deslocamento quimico para acido Gsnico presente no extrato de C. ecaperata

(CDCls).

Além dessas substancias, o extrato de C. ecaperata apresenta ainda na cromatografia
uma substancia de Rf 0,34. Devido a baixa concentragdo dessa substancia no extrato, em
relacdo ao dcido divaricdtico, os sinais de deslocamento quimico para essa substancia nos
espectros de RMN ndo sdo detectados. Essa substiancia pode ser o dcido nordivaricético,
conforme Elix & Hale (1986). Entretanto, ndo ocorre microcristaliza¢ao nas solugdes testadas,
o que dificulta a caracterizagdo quimica da substancia de Rf 0,34. A substancia de Rf 0,28

também nao pode ser identificada pelas analises realizadas com o extrato de C. ecaperata.
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Tabela 4% - Sinais de deslocamento quimico (56 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de C. ecaperata (CDCIls) e atribuicdo de sinais para acido divaricatico (DIVA) e acido Gsnico (USN).

813Ca 81Hb

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia

174,9 C7' - DIVA 13,31 (s) OH(C8) - USN

169,4 C7 - DIVA 11,34 (s) OH(C2) - DIVA

166,6 C2 - DIVA 11,04 (s) OH(C10) - USN

165,3 C2’ - DIVA 6,75 (d, 1=2,2 Hz) H(C3’) - DIVA

164,9 C4 - DIVA 6,63 (d, 1=2,2 Hz) H(C5’) - DIVA

154,9 C4' - DIVA 6,47 (s)

149,6 C6’ - DIVA 6,38 (d, J=2,6 Hz) H(C5) - DIVA

148,1 C6 - DIVA 6,37 (d, 1=2,6 Hz) H(C3) - DIVA

116,2 (CH) C5' - DIVA 5,98(s) H(C4) - USN

112,0 3,93 (s)

111,2 (CH) C5 - DIVA 3,83 (s) OCHs(C4) - DIVA

109,1 2,96 (m) H(C1”) - DIVA e
H(C1”") - DIVA

109,0 (CH) C3' - DIVA 2,68 (s) H(C18) - USN

108,6 C1’ - DIVA 2,65 (s) H(C15) - USN

103,6 C1 - DIVA 2,18 (s)

99,0 C3 - DIVA 2,10 (s) H(C16) - USN

98,3 (CH) C4 - USN 1,75 (s) H(C13) - USN

56,4 1,67 (m) H(C2") - DIVA e
H(C2"") - DIVA

55,4 (CHs) OCHs(C4) - DIVA 1,24 (sl)

39,2 (CHa) C1” - DIVA 0,99 (t~m) H(C3”) - DIVA e

38,5 (CH.) C1"” - DIVA 0,95 (t~m) H(C3"") - DIVA

32,1 (CHs) C13 - USN

31,2 (CHs) C18 - USN

29,7

27,9 (CHs) C15 - USN

25,2 (CH,) C2'-DIVA e

24.8 (CHy) C2" - DIVA

14,21 (CHs) C3'-DIVAe
14,16 (CH;)  C3" - DIVA
7,5 (CHs) C16 - USN

2300 MHz; ®75 MHz
*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas

de Unico ndcleo (*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Dirinaria aspera (H. Magn.) Awasthi

Sao de importancia taxondmica para essa espécie a atranorina e os acidos divaricatico

e sequicdico (Culberson et al. 1977).

CH,
CHs
o)
o)
0 OH OH
0 COOH
HyCO OH
COOH o
HsCO
HaCO
CHs CHj
Acido divaricatico Acido sequicéico
CH, 0
CHj
O OH
HO OH
COOCH;
CHO
CHj
Atranorina

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de D. aspera foi cromatografado no eluente V. No cromatograma observa-se
ao menos 2 manchas, sendo que a mancha de maior migracdo pode ser atribuida a presenca de
atranorina.

Além do depsideo atranorina, o extrato de D. aspera contém ainda outra mancha de

revelacdo intensa de cor vermelha nessas condi¢des, o que indica presenca de outra substancia
(Rf 0,35).
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> 0@

- »

s
»
T"F".

Daspe - Ctexa - Cecap

Cromatograma 8 - Extrato de D. aspera

Cromatograma 8: (Daspe= D. aspera; Ctexa= Canoparmelia texana, Cecap= Canoparmelia ecaperata)
Eluente V: tolueno/ acido acético glacial (85:15 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-

anisaldeido em acido sulfurico.

Microcristaliza¢ao (MC)

A andlise por MC do extrato de D. aspera indicou em GE formas cristalinas
caracteristicas do dcido divaricético e ainda, atranorina em GAoT. A identificacdo foi feita
por comparagdo com fotos da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e aquelas formadas a

partir de substancia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Foram obtidos espectros de RMN lH, 3C e DEPT 135 em DMSO-dg.

O cromatograma do extrato de D. aspera apresenta-se muito semelhante aos de C.
texana e C. ecaperata, nas mesmas condicdoes. Também € possivel observar semelhancas

entre os espectros das trés espécies, apesar de terem sido obtidos em solventes diferentes.
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No espectro de RMN de 'H é possivel observar um singlete em 10,23 ppm, que sugere
uma hidroxila. Na regido caracteristica dos hidrogénios aromaéticos, dois dubletes com J~2Hz
e um singlete largo indicam hidrogénios aromaticos com acoplamento meta. Um sinal intenso
em 3,74 ppm indica hidrogénios caracteristicos de metoxila, e ainda, 3 multipletes em 2,63;
1,55 e 0,87 ppm dao indicios de cadeia alquilica com 3 carbonos.

Nos espectros de RMN de 13C, 4 sinais intensos em 99,0; 106,8; 106,9 e 112,8 ppm,
sao facilmente diferenciados dos demais no espectro de RMN de DEPT 135 e indicam 4
carbonos aromadticos ligados a hidrogénios. Um sinal em 55,1 ppm, também diferencidvel no
espectro de DEPT 135 como um carbono ligado a 3 hidrogénios, indica uma metoxila. Além
desses, 5 sinais indicam 2 cadeias alquilicas com 3 carbonos cada: 23,9; 24,1 35,6 e 35,7 ppm,
todos CH», e um sinal em 13,8 ppm, indicando a metila terminal. Todos esses sinais, entre
outros, indicam e confirmam a presenca do dcido divaricatico no extrato de D. aspera. Todos
os sinais atribuidos ao 4cido divaricatico estdo indicados na figura 11 e concordam com a
atribuicdo feita para esse depsideo através de dados obtidos a partir dos espectros de RMN 2D
do extrato de C. ecaperata em DMSO-dg, 0 qual comprovadamente contém essa substancia. A
atribui¢do do 4cido divaricatico em DMSO-d¢ a partir de C. ecaperata esta indicada na pagina

244 em “Dados de RMN utilizados como referéncia e comparacdo”.

No espectro de RMN 'H também sio observados, além dos sinais intensos que
caracterizam o 4cido divaricdtico, um singlete em 3,87 ppm, caracteristico de éster metilico, e
também singletes na regido de hidrogénios aromaticos, além de sinais caracteristicos de
grupos metila, abaixo de 3 ppm. No espectro de RMN "°C também aparecem com intensidade
reduzida sinais caracteristicos de grupos metila (em 21,14 e 21,06 ppm) e um sinal em 52,1
ppm, sendo que todos esses sinais sdo indicativos da presenga da atranorina nesse extrato e
estdo indicados na figura 12. Os sinais indicados concordam com a atribuicdo feita para o
depsideo atranorina em DMSO-d¢ a partir de espectros de RMN 2D, e estdo indicados na
pagina 244 em “Dados de RMN utilizados como referéncia e comparacao”. Os demais sinais
de ">C previstos para a estrutura da atranorina nfo sdo visiveis no espectro possivelmente
devido a mais baixa proporcao dessa substincia no extrato. A presenca dessa substiancia no

extrato é confirmada também por cromatografia e MC.
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0,87 (m) Legenda:
13,8
CHy 5 13C (ppm) — DMSO-d,
5 'H (ppm) — DMSO-d,
241
1,55 (m)
6,53
(d, J=2,1 Hz)
6,35 (sl O 106,9 OH
106,8

H;CO 994 OH
55,2 6 35’ (&) 10,23 (s) (d, J=1,9Hz2) COOH
3,74 (s) ’ 169,9
2,63 (m)
1,55 (m)

CHj
13,8
0,88 (m)

Figura 11 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de 'H para acido divaricatico presente no extrato de

D. aspera (DMSO-ds).

2,39 (s)
21,14
CH3 e} 2,03 (s)
CH
8 Legenda:
6,42 (s) 0] OH : :;C((Pp";)
ppm
HO OH 6e4(s) 387(s)
COOCH,4
52,1
CHO
CHg
21,06
2,34 (s)

Figura 12 - Sinais de deslocamento quimico para atranorina presente no extrato de D. aspera (DMSO-ds).

Além do 4cido divaricdtico e da atranorina, o extrato de D. aspera apresenta ainda na
cromatografia algumas substancias em baixa concentracdo que nao puderam ser identificadas

entre essas pode estar incluico o 4cido sequicdico.
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Tabela 5% - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de D. aspera (DMSO-d¢) e atribuigdo de sinais para acido divaricatico (DIVA) e atranorina (ATR).

s 13C a s 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia

169,9 C7’ - DIVA 10,23 (s) OH(C2) - DIVA

166,5 C7 - DIVA 10,21 (s)

161,6 C4 - DIVA 6,64 (s) H(C5’) - ATR

157,9 C2 - DIVA 6,61 (s)

151,6 6,53 (d, J= 2,1Hz) H(C3’) - DIVA

150,1 6,45 (d, J= 1,9Hz) H(C5’) - DIVA

143,4 C6 - DIVA 6,42 (s) H(C5) - ATR

143,2 C6’ - DIVA 6,35 (sl) H(C5) - DIVA e
H(C3) - DIVA

136,5 3,87(s) COOCH3 (C7’) - ATR

122,6 3,74 (s) OCH5(C4) - DIVA

118,4 C1’ - DIVA 2,63 (m) H(C1") - DIVA e
H(C1") - DIVA

112,8 (CH) C5’ - DIVA 2,39 (s) H(C9) - ATR

111,7 C1 - DIVA 2,34 (s) H(C9’) - ATR

106,9 (CH) C3’ - DIVA 2,03 (s) H(C8’) - ATR

106,8 (CH) C5 - DIVA 1,55 (m) H(C2") - DIVA e
H(C2") - DIVA

99,0 (CH) C3 - DIVA 1,22 (sl)

72,8 (CH) 0,87 (m) H(C3") - DIVA e
H(C3"") - DIVA

71,5 (CH)

70,6 (CH)

70,2 (CH) Acucar(es)

63,7 (CH,)

63,0 (CHy)

62,9 (CHs)

55,1 (CHa) OCH5(C4) - DIVA

52,1 (CHs) COOCH3 (C7’) - ATR

35,7 (CHy) C1” - DIVA

35,6 (CHa) C1” - DIVA

29,0 (CHa)

28,3

24,1 (CH,) C2’ - DIVA

23,9 (CH») C2" - DIVA

21,14 (CHs) C9 - ATR

21,06 (CHs) C9’ - ATR

13,8 (CHs) C3'-DIVA e

C3" - DIVA

2300 MHz; ®75 MHz;

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas

de Unico nucleo (*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes; células da tabela na cor rosa

indicam 8'3C de carbonos de aclcares (os quais ndo foram atribuidos).
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Dirinaria aegialita (Afzel. ex Ach.) Moore

Para essa espécie, os dcidos divaricatico, ramalindlico e sequicdico, além da atranorina,

sdo as substancias de importancia taxondmica (Culberson, 1970).

CHs
CHs
0
o)
0. OH OH
o COOH
H,CO OH
COOH on
H,CO
CHs CHj

HsCO

Acido divaricatico Acido sequicaico
CHg
(0]
OH
CH 0
s CH, 0 COOH
O OH
HaCO OH
HaCO
HO OH
COOCHS;
CHO
CHjz CH3
Atranorina Acido ramalindlico

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de D. aegialita foi cromatografado no eluente V e apresenta-se bastante
semelhante ao de D. aspera. No cromatograma observa-se ao menos 2 manchas, sendo que a
mancha de maior migragcdo pode ser atribuida a presenca do atranorina.

Além da atranorina, o extrato de D. aegialita contém ainda outra substancia que revela

cor vermelha nessas condi¢des (Rf 0,35)
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*
v o0

Daspe - Daegi — Ctexa - Cecap

Cromatograma 9 - Extrato de D. aegialita

Cromatograma 9: (Daspe= D. aspera; Daegi= D. aegialita;, Ctexa= Canoparmelia texana;, Cecap=
Canoparmelia ecaperata) Eluente V: tolueno/ acido acético glacial (85:15 v/v/v). Revelador: metanol/ acido

sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

Microcristaliza¢ao (MC)
A andlise por MC do extrato de D. aegialita indicou, em GAoT, formas cristalinas

semelhantes as da atranorina e, em GE, do 4cido divaricatico. A identificag¢do foi feita por

compara¢do com fotos da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e aquelas formadas a partir

de substancia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Foram obtidos espectros de RMN lH, 3C e DEPT 135 em DMSO-de.



65

O cromatograma do extrato de D. aegialita apresenta-se muito semelhante aos de C.
texana, C. ecaperata ¢ D. aspera, nas mesmas condicdes. E possivel também observar
semelhangas entre os espectros das espécies, apesar de terem sido obtidos em solventes
diferentes. Essa semelhanca fica mais evidente com D. aspera, ja que os espectros de RMN
dessa espécie também foram obtidos em DMSO-ds.

A elucidacdo dos espectros de RMN de D. aegialita foi conduzida da mesma forma
que em D. aspera. No espectro de RMN de 'Hé possivel observar um singlete em 10,22 ppm,
que sugere uma hidroxila. Na regido caracteristica dos hidrogénios aromadticos, também sao
observados dois dubletes com J~2Hz, que indicam hidrogénios aromdticos com acoplamento
meta. Um sinal intenso em 3,74 ppm sugere uma metoxila, e ainda, 3 multipletes em 2,60;
1,56 e 0,86 ppm dao indicios de cadeia alquilica com 3 carbonos.

Nos espectros de RMN de "°C, também podem ser observados 4 sinais intensos em
99.,0; 106,8; 106,9 e 113,0 ppm, que sdo facilmente diferenciados dos demais no espectro de
RMN de DEPT 135 e indicam 4 carbonos aromaticos ligados a hidrogénios. Um sinal em 55,1
ppm, também diferencidvel no espectro de DEPT 135, indica uma metoxila. Além desses,
sinais abaixo de 40 ppm indicam 2 cadeias alquilicas com 3 carbonos cada. Todos esses sinais,
entre outros, indicam e confirmam a presenca do 4dcido divaricético no extrato de D. aegialita.
Todos os sinais atribuidos ao 4cido divaricatico estdo indicados na figura 13 e concordam
com a atribuicdo feita para esse depsideo através de dados obtidos a partir dos espectros de
RMN 2D do extrato de C. ecaperata em DMSO-d¢, 0 qual comprovadamente contém essa
substancia. A atribuicdo do 4cido divaricdtico em DMSO-dg a partir de C. ecaperata esta

indicada na pédgina 244 em “Dados de RMN utilizados como referéncia e comparacao”.

Da mesma forma que em D. aspera, também no espectro de RMN 'H de D. aegialita
sdo observados, além dos sinais intensos que caracterizam o acido divaricético, sinais de baixa
intensidade que caracterizam a presenca, em menor propor¢do, do depsideo atranorina. No
espectro de RMN °C também aparecem com intensidade reduzida alguns sinais indicativos
da presenca da atranorina nesse extrato e todos esses sinais estdo dispostos na figura 14. Os
sinais indicados concordam com a atribui¢do feita para a atranorina em DMSO-dg a partir de
espectros de RMN 2D, e estao indicados na pagina 244 em “Dados de RMN utilizados como

referéncia e comparacdo”.
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0,86 (m) Legenda:
13,83 ou 13,80
CH 8 13C (ppm) — DMSO-d,
3 3 5 'H (ppm) — DMSO-d,
24,1 2 numeracao
1,56 (m) 2,60 (m)
6,56
(d, J= 2,1 Hz)
1
6,35 (sl) o) 06,9 OH
106,8

112,8
H3CO 990 OH 6,48 4
55,1 6 35' (sl) 10,23 (s) (d, J=1,9Hz) COOH
3,74 (s) ’ 169,7
2,60 (m
1,56 (m)

3"CH
13,83 ou 13,80

0,86 (m)
Figura 13 - Sinais de deslocamento quimico para acido divaricatico presente no extrato de D. aegialita

(DMSO-dg).

2,39 (s) 2,04 (S)
9CH3 O 9,2
CHj
8 Legenda:
7 o OH & 13C (ppm)
5 H (ppm)
HO OH 6,64 (s) v
. COOCH,
. 52,3
CHO 387
193,8 CH, A7)
2,34 (s)

Figura 14 - Sinais de deslocamento quimico para atranorina presente no extrato de D. aegialita (DMSO-

de).

Ravaglia, L. M., 2007
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Tabela 6* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de D. aegialita (DMSO-d¢) e atribuigdo de sinais para acido divaricatico (DIVA) e atranorina (ATR).

s 13C a s 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia

193,8 C8 - ATR 10,53 (s)

169,9 C7' - DIVA 10,51 (s)

166,5 C7 - DIVA 10,22 (s) OH(C2) - DIVA

161,6 C4 - DIVA 10,11 (s)

157,9 C2 - DIVA 7,68 (d, J= 4,0Hz)

157,3 C2’' - DIVA 6,64 (s) H(C5’) - ATR

151,6 C4' - DIVA 6,56 (d, J= 1,9Hz) H(C3’) - DIVA

143,4 C6 - DIVA 6,48 (d, J= 2,1Hz) H(C5') - DIVA

143,2 C6’ - DIVA 6,42 (s) H(C5) - ATR

136,5 6,35 (s) H(C5) - DIVA e
H(C3) - DIVA

128,6 3,87(s) COOCH3 (C7’) - ATR

118,6 C1’ - DIVA 3,74 (s) OCH3(C4) - DIVA

113,0 (CH) C5’ - DIVA 2,60 (m) H(C1”) - DIVA e
H(C1”") - DIVA

111,7 C1 - DIVA 2,40 (s)

106,9 (CH) C3’ - DIVA 2,39 (s) H(C9) - ATR

106,8 (CH) C5 - DIVA 2,34 (s) H(C9’) - ATR

99,0 (CH) C3 - DIVA 2,04 (s) H(C8") - ATR

72,7 (CH) 1,56 (m) H(C2”) - DIVA e
H(C2"") - DIVA

71,5 (CH) 1,27 (s)

70,5 (CH) 1,22 (sl)

70,2 (CH) Acucar(es) 0,89 (m) H(C3") - DIVA e
H(C3"") - DIVA

63,7 (CH,)

63,0 (CH.)

62,9 (CH.)

55,1 (CHs) OCHs(C4) - DIVA

52,3 (CHs) COOCH3 (C7’) - ATR

35,7 (CHa) C1” - DIVA

35,5 (CHa) C1"” - DIVA

29,0 (CHa)

28,3

24,1 (CH,) C2’ - DIVA

23,9 (CHa) C2" - DIVA

23,2

22,3

21,1 (CHs)

13,83 (CHs) C3'-DIVA e

13,80 (CHs) C3"” - DIVA
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Continuagcao da tabela 6* - Sinais de deslocamento quimico (8) apresentados nos espectros obtidos a

partir do extrato de D. aegialita (DMSO-ds) e atribuicdo de sinais para acido divaricatico (DIVA) e

atranorina (ATR).

8 13C a
(DEPT 135) C - substancia

8 1H b
(multiplicidade) H - substancia

10,7
9,2 (CHs) C8’ - ATR

2300 MHz; 75 MHz;

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas

de Unico nucleo (*H ou 3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes; células da tabela na cor rosa

indicam 8'3C de carbonos de aclcares (os quais ndo foram atribuidos).
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Dirinaria confluens (Fr.) Awasthi

Para essa espécie, os dcidos divaricatico, ramalindlico e sequicdico, além da atranorina,

sdo as substancias de importancia taxondmica (Culberson et al. 1977).

CHs
0
o)
O, OH OH
o COOH
HyCO OH
COOH on
HaCO
CHs CHs

HsCO

Acido divaricatico Acido sequicéico
CHs
(0]
OH

CHj o]

CHs 0 COOH

0 OH
H3CO OH
HsCO
HO OH
COOCH,

CHO

CH3 CHB

Atranorina Acido ramalindlico

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de D. confluens também foi cromatografado no eluente V. Nota-se a
semelhanca no comportamento cromatografico entre 3 espécies de Dirinaria (D. aspera, D.
aegialita e D. confluens) e as 2 espécies de Canoparmelia (C. texana e C. ecaperata).

No cromatograma, entre as 3 Dirinaria e C. texana, observa-se a presenca constante
de uma mancha com maior migracao, que indica a presenga de atranorina nas 4 espécies. Em
C. ecaperata, a mancha de maior migracdo indica a presenca de dcido usnico, como ja foi

citado na descricao feita da espécie, anteriormente.
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Entre as 5 espécies cromatografadas, nota-se a presenca constante de uma mancha
com Rf 0,35 e revelacdo intensa na cor vermelha, o que sugere semelhanca de composi¢cao
quimica — indicando a presencga de dcido divaricatico em todas as 5 espécies.

Além do dcido divaricético, os extratos de C. fexana e C. ecaperata contém ainda
outra substancia que revelam cor vermelha nessas condi¢des (Rf 0,19), que pode ser o dcido
nordivaricatico.

Nota-se também que D. confluens possui, além das manchas que indicam a presenca
de atranorina e dcido divaricdtico, manchas que revelam com coloracdio roxa que
provavelmente indicam a presenca de triterpenos, em baixa concentra¢do no extrato.

Entretando os depsideos 4cidos sequicdico e ramalindlico, citados para esta espécie,
ndo aparecem no cromatograma. Se presentes no extrato dessa espécie devem estar em

quantidade trago.

L

®

&
Daspe - Daegi — Dconf - Ctexa - Cecap

Cromatograma 10 - Extrato de C. ecaperata

Cromatograma 10 (pagina anterior): (Daspe= D. aspera; Daegi= D. aegialita; Dconf= D.confluens; Ctexa=
Canoparmelia texana; Cecap= Canoparmelia ecaperata) Eluente V: tolueno/ acido acético glacial (85:15

v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfirico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em &cido sulfirico.
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Microcristalizagao (MC)

A andlise por MC do extrato de D. confluens indicou, em GE, formas cristalinas
caracteristicas do acido divaricatico e em GAoT, da atranorina. A identificacdo foi feita por
comparagdo com fotos da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e aquelas formadas a partir

de substancia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Foram obtidos espectros de RMN 1H, 3C e DEPT 135 em DMSO-dg e CDCl5.

O cromatograma do extrato de Dirinaria confluens apresenta-se muito semelhante aos
de Canoparmelia texana, Canoparmelia ecaperata, Dirinaria aspera e Dirinaria aegialita,
sob as mesmas condi¢des. Os espectros das 5 espécies também apresentam semelhancgas. Essa
semelhanga € mais evidente quando comparamos os espectros que foram obtidos nos mesmos
solventes: D. confluens (DMSO-dg) com D. aspera e D. aegialita (também em DMSO-dg); e
D. confluens (CDCls) com C. ecaperata e C. texana (também em CDCl3).

A elucidacao dos espectros de RMN de D. confluens foi conduzida da mesma forma
que nas outras espécies de Dirinaria. Nos espectros de RMN de 'H, entre os sinais mais
intensos nos espectros, € possivel observar um singlete em 10,22 ppm (CDCl3) e em 11,33
ppm (DMSO-dg), que sugere uma hidroxila. Na regido caracteristica dos hidrogénios
arométicos, também podem ser observados dois dubletes com J~2Hz, indicando hidrogénios
aromdticos com acoplamento meta, no espectro em CDCl3, j4 em DMSO-d¢ os sinais que sdo
equivalentes sao singletes largos. Um sinal intenso em 3,74 ppm (em CDCls) e em 3,83 ppm
(em DMSO-d¢) indicam a presenca de metoxila na molécula que se apresenta em maior
propor¢do no extrato. E ainda, 3 multipletes na regido abaixo de 4 ppm indicam a presenca de
cadeias alquilicas com 3 carbonos: em 2,63; 1,55 e 0,88 ppm, no espectro obtido em DMSO-
de, e em 2,92; 1,65 e 0,95 ppm, no espectro em CDCls.

Nos espectros de RMN de °C, também podem ser observados 4 sinais intensos, que
sdo facilmente diferenciados dos demais no espectro de RMN de DEPT 135 e indicam 4
carbonos aromaticos ligados a hidrogénios, sdo eles: 99,0; 108,9; 111,5 e 116,1 ppm, em
CDCl3, e 99,0; 106,8; 106,9 e 112,9 ppm, em DMSO-d¢. Um sinal que aparece em 55,1 ppm
em DMSO-d¢ e em 55,4 ppm, em CDClj, também diferencidveis nos espectros de DEPT 135,
indicam uma metoxila. Além desses, sinais abaixo de 40 ppm indicam 2 cadeias alquilicas

com 3 carbonos cada, em ambos os solventes. Todos esses sinais, entre outros, indicam e
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confirmam a presenca do 4cido divaricatico no extrato de D. confluens. Todos os sinais
atribuidos ao 4cido divaricatico estdo indicados nas figuras 15 e 16.

A atribui¢do dos sinais para o &acido divaricitico em DMSO-d¢ concorda com a
atribuicdo feita para esse depsideo através de espectros de RMN 2D do extrato de C.
ecaperata (que comprovadamente contém essa substancia em grande propor¢do) em DMSO-
de¢ e estd indicada na pagina 244 em “Dados de RMN utilizados como referéncia e
comparacao’.

Ja a atribuicdo de sinais de O a estrutura do 4cido divaricitico em CDCl; foi
comparada e estd de acordo com a atribuicdo feita a partir de espectros de RMN 2D obtidos
do 4cido perlatdlico isolado e purificado (CDCl3), vide “Dados de RMN utilizados como

referéncia e comparagdo”, na pagina 244.

0,88 (m) Legenda:
13,8
CH, 8 13C (ppm) — DMSO-d,

8 'H (ppm) — DMSO-d,

241
1,55 (m)

6,53
(d, J= 2,1 Hz)
6,35 (sl O 196,9 OH
106,8
161,6 1128
H;CO 95.0 OH
55,1 6 35’ (&) 10,23 (s) (d, J=1,9Hz) COOCH
3,74 (s) ’ 169,9
2,63 (m)
1,55 (m)
CH4
13,8
0,88 (m)

Figura 15 - Sinais de deslocamento quimico para o acido divaricatico presente no extrato de D. confluens

(DMSO-ds).
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0,95 (m) Legenda:
14,1 ou 14,2
3,,,CH3 8 13C (ppm) — CDCl,
& 'H (ppm) — CDCI,

25,2 ou 24,8 numeracao
1,65 (m)
6,73
(d, J= 2,3 Hz)
1
6,37 (d~dd, J=1,7Hz) 0 08,9 oH

111,5 150
1648 116,1
H;CO 990 OH 7
55,2 ’ 11,33 (s) (d, J=2,3Hz) COOCH
3,74 6,37 174,6
74(8)  (d-dd, J=1,7Hz) ;

3,!,CH3
14,2 ou 14,1
0,95 (m)

Figura 16 - Sinais de deslocamento quimico para o acido divaricatico presente no extrato de D. confluens

(CDCls).

Da mesma forma que nos espectros das outras espécies de Dirinaria, também nos
espectros de RMN de 'H e °C de D. confluens sdo observados, além dos sinais intensos que
caracterizam o 4cido divaricético, sinais de baixa intensidade que caracterizam a presenga, em
menor proporcao, do depsideo atranorina. Esses sinais estdao dispostos na figura 17.

Os sinais atribuidos a atranorina, em DMSO-dg, estdo de acordo com a atribui¢do feita
a partir de espectros de RMN 2D obtidos da atranorina isolada e purificada (DMSO-ds), vide
“Dados de RMN utilizados como referéncia e comparagao”, na pagina 244. A atribuicao dos
sinais para a atranorina em CDCl; estd de acordo com os descritos por Konig & Wright

(1999)

Ravaglia, L. M., 2007
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2,68 (s)
2,39 (s) 2,08 (s)
2,03 (s)
9,3
Hs
-
10,52
0 % (s)
6,64 (s 172,2
COOCH;
7 3,97 (s)
1&% A Cﬁ 3,87 (s)
10,35 (s) 2403
2,34 (s)
2,53 (s)

Figura 17 - Sinais de deslocamento quimico para o depsideo atranorina

confluens (DMSO-dg e CDCl3).

Ravaglia, L. M., 2007

Legenda:
& 13C (ppm) — CDCl,
5 'H (ppm) — DMSO-d,

& 'H (ppm) — CDCl,
numeracao

presente no extrato de D.
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Tabela 7* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de D. confluens (DMSO-dg) e atribuigdo de sinais para acido divaricatico (DIVA) e atranorina (ATR).

DMSO-d¢

300MHz ('H) e 75MHz (*3C)

8 3¢ 3'H

(DEPT 135) C - substancia (multiplic.) H - substancia

169,8 C7' - DIVA 10,52 (s)

166,5 C7 - DIVA 10,24 (s)

161,6 C4 - DIVA 10,21 (s) CHO(C8) - ATR

157,9 C2 - DIVA 7,68 (d, J= 3,28Hz)

151,6 6,64 (s) H(C5’) - ATR

143,4 C6 - DIVA 6,54 (sl) H(C3") - DIVA

143,1 C6’ - DIVA 6,47 (sl) H(C5’) - DIVA

128,6 6,42 (s) H(C5) - ATR

118,4 C1’ - DIVA 6,35 (sl) H(C5) - DIVA e H(C3) - DIVA
115,6 3,87 (s) COOCHs(C7’) - ATR

112,9 (CH) C5’ - DIVA 3,73 (s) OCHs(C4) - DIVA

111,7 C1 - DIVA 2,63 (m) H(C1”) - DIVA e H(C1") - DIVA
106,9 (CH) C3’ - DIVA 2,39 (s) H(C9) - ATR

106,8 (CH) C5 - DIVA 2,34 (s) H(C9") - ATR

99,0 (CH) C3 - DIVA 2,03 (s) H(C8") - ATR

71,5 1,98 (s)

70,6 1,92 (s)

70,2 Aclcar(es) 1,55 (m) H(C2") - DIVA e H(C2") - DIVA
63,7 1,27 (sl)

62,9 1,22 (sl)

55,1 (CHs) OCHs(C4) - DIVA 1,06 (s)

35,7 (CHa) C1” - DIVA 1,02 (sl)

35,5 (CHa) C1"” - DIVA 0,88 (m) H(C3”) - DIVA e H(C3") - DIVA
29,0 0,78 (s)

24,1 (CH,) C2” - DIVA 0,75 (s)

23,9 (CHa) C2" - DIVA 0,69 (s)

13,8 (CHs) C3” - DIVA e C3" - DIVA 0,64 (s)

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas
de Unico nucleo (*H ou 3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes; células da tabela na cor rosa

indicam 8'3C de carbonos de aclcares (os quais ndo foram atribuidos).
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Tabela 8% - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de D. confluens (CDCIl;) e atribuigdo de sinais para acido divaricatico (DIVA) e atranorina (ATR).

CDCI;

300MHz ('H) e 75MHz (*3C)

8 3¢ 3'H

(DEPT 135) C - substancia (multiplic.) H - substancia

174,6 C7' - DIVA 12,48 (s)

172,2 C7’ - DIVA 11,92 (s)

169,4 C7 - DIVA 11,33 (s) OH(C2) - DIVA

166,5 C2 - DIVA 10,35 (s) CHO(C8) - ATR

165,2 C2’ - DIVA 6,73 (d, J= 2,3Hz) H(C3’) - DIVA

164,8 C4 - DIVA 6,62 (d, J= 2,3Hz) H(C5’) - DIVA

154,8 C4’ - DIVA 6,51 (s)

149,5 C6’ - DIVA 6,37 (d~dd, J= 1,73Hz) H(C5) - DIVA e
H(C3) - DIVA

148,1 C6 - DIVA 6,34 (d, J= 2,3Hz)

116,1 (CH) C5’ - DIVA 6,27 (d, J= 3,5Hz)

112,9 C5 - ATR 3,97 (s) COOCH;(C7’) - ATR

111,5 (CH) C5 - DIVA 3,93 (s)

111,3 3,81 (s)

111,2 3,79 (s)

108,9 (CH) C3’ - DIVA 2,92 (m) H(C1”) - DIVA e H(C1") - DIVA

108,8 C1’ - DIVA 2,68 (s) H(C9) - ATR

103,6 C1 - DIVA 2,53 (s) H(C9’) - ATR

101,5 2,18 (s)

99,0 (CH) C3 - DIVA 2,08 (s) H(C8’) - ATR

55,4 (CHs) OCHs(C4) - DIVA 2,05 (s) H(C9") - ATR

52,3 (CHs) COOCHs(C7’) - ATR 1,65 (m) H(C2”) - DIVA e H(C2") - DIVA

39,1 (CH,) C1” - DIVA 0,95 (m) H(C3”) - DIVA e H(C3") - DIVA

38,6

38,5 (CH,) C1” - DIVA

37,8

29,7

27,8

25,5 C9 - ATR

25,2 (CHa) C2” - DIVA e

24,8 (CH,) C2" - DIVA

24,0 C9 - ATR

17,7

14,2 (CHs) C3”-DIVA e

14,1 (CHs) C3"” - DIVA

9,3 (CHs) C8 - ATR

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas

de Unico nucleo (*H ou 3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Xanthoparmelia plittii (Gyeln.) Hale

De acordo com Hale (1974b), Xanthoparmelia plittii contém 4cidos dsnico, norstistico,

estitico, criptoestitico, conorstitico e constitico.

CH3 O
H
o) CHs
HO 0 OH
CHO
o
H o)
Acido norstitico
CHj e}
CH,0H
o 2
HaCO 0 OH
CHO
o)
H o)

Acido constitico

CHj e}
CH
o) 3
HO 0 OH
CHOH
0
¥ 0

Acido conorstitico

CHs le)
o CHy
HsCO 0 OH
cHo .
0
H (@)
Acido estitico
CHj e}
H
o) s
HaCO 0 OH
CHOH
0
¥ 0
Acido criptoestitico
HsC o
HO 0 OH
CHs
HaC
HsC
OH o} o)

Acido Usnico
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Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato obtido de X. plittii foi cromatografado no eluente I (cromatograma 11)
juntamente com os 4cidos norstitico, estitico, constitico e tisnico.

A mancha de maior migracdo pode ser atribuida a presenca de dcido usnico —
comportamento cromatografico compativel com aquele apresentado pela substancia usada
como referéncia.

Uma outra substancia apresentou comportamento cromatografico comparavel ao acido
norstitico. Além dessas substancias o cromatograma apresenta ainda pelo menos 03 outras
com Rf 0,09; 0,305 e 0,35. A mancha de migracdo intermedidria (Rf 0,35) e a de menor
migracdo (Rf 0,09), comportam-se de maneira semelhante aos 4cidos estitico e constitico
usados como referéncia. Além dessas substancias o cromatograma revela ainda uma outra (Rf

0,305) em concentragdo bem menor que as demais presentes no extrato em anélise.

.
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Xplit USN E+C NOR

Cromatograma 11 - Extrato de X. plittii
Cromatograma 11: (Xplit= X. plittii, USN= &cido Usnico, E+C= acidos estitico e constitico, NOR= &cido
norstitico) Eluente I: tolueno/ acetato de etila/ acido acético glacial (6:4:1 v/v/v). Revelador: metanol/ acido

sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

A cromatografia do extrato de X. plittii no eluente II (cromatograma 12) permitiu
comparar o comportamento cromatografico das substancias nele contidas com dados da

literatura (Culberson, 1981). Dessa forma, além dos acidos uUsnico, norstitico, estitico e
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constitico, € possivel que a mancha de Rf 0,176 seja o dcido conorstitico e/ou dcido

criptoestitico.

Xplit - USN - E+C - NOR - FUM - ATR

Cromatograma 12 - Extrato de X. plittii
Cromatograma 12: (Xplit= X. plittii, USN= acido Usnico, E+C= Aacidos estitico e constitico, NOR= 4acido
norstitico, FUM= acido fumarprotocetrarico, ATR= atranorina) Eluente II: tolueno/ acetato de etila/ acido

férmico (138:83:8 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulftrico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em &cido sulftrico.

Microcristaliza¢ao (MC)
A andlise por MC do extrato de X. plittii indicou em GAoT formas cristalinas

caracteristicas do acido acido estitico e em GE do acido usnico.
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Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de Xanthoparmelia plittii foram obtidos em DMSO-ds.

No espectro de RMN de 'H, um singlete em 7,09 ppm sugere um hidrogénio
aromético. Outros dois singletes, em 2,19 e 3,91 ppm, sugerem hidrogénios de grupo metila e
metoxila, respectivamente. Além desses, um singlete em 10,46 indica hidrogénio de aldeido.
Dois singletes largos, em 8,21 e 6,62 ppm, podem pertencer a um sistema lactol.

No espectro de RMN de "°C o sinal em 186,7 ppm que pode ser atribuido a uma
carbonila de aldeido ligada a um sistema aromético. Conhecendo os esqueletos de depsidonas
mais comuns, 0 8 °C dessa carbonila sugere que ela esteja protegida estericamente por uma
metoxila (com & °C de 56,8 ppm). Os sinais em 95,2 e 95,1 ppm podem ser atribuidos a CH
de lactol. Além disso, o espectro mostra também sinais que evidenciam o esqueleto de
depsidona e todas essas informagdes indicam a estrutura do 4cido estitico confirmando a
andlise por MC e CCD.

Analisando o espectro de RMN BC nota-se a presenca de mais de um sinal na regidao
de 95 ppm. Um desses sinais seria referente ao acido estitico, € o outro indica entdo a
presenca de outra depsidona com anel lactol. Os sinais de & que podem ser atribuidos a
estrutura do 4cido estitico estdo representados nas figuras 18 e 19. Todos os sinais atribuidos a
essa molécula foram comparados e estdo de acordo com a atribuicdo feita a partir de espectros
de RMN 2D obtidos do 4cido norstitico isolado e purificado (DMSO-dg), vide “Dados de

RMN utilizados como referéncia e comparagdo”, na pagina 244.

CH3 O
2,19 (s)
7,09 (s) 0 CHjs

Hs;CO o) OH
3,91 (s)

CHO 8,21 (sl) Legenda:

10,46 (s) OH 0 & H (ppm)
H o)
6,62 (sl)

Figura 18 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de 'H para acido estitico presente no extrato de X.

plittii (DMSO-ds).
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21,54/ 21,51

Legenda:

OH 5 13C (ppm)

*138,1/137,5/ 137,4/ 135,9

Figura 19 - Sinais de deslocamento quimico de *3C para acido estitico presente no extrato de X. plittii

(DMSO-dg).

A andlise cromatogréfica indica que o dcido norstitico estd presente em concentracao
mais baixa que o dcido estitico, o que dificulta o aparecimento de seus sinais de deslocamento
quimico no espectro de RMN "°C.

A substancia de Rf 0,09 (cromatograma 11) apresenta comportamento cromatografico
semelhante ao do 4cido constitico. Os sinais com 8°C 52,7 ppm e 8'H 4,63 ppm sio
caracteristicos de C metileno de dlcool primério e indicam a provavel presenca dessa
substancia. Além disso, o sinal em 123,3 ppm pode ser atribuido ao C3’ e apresenta uma
desprotecdo de 3 ppm com relagdo ao mesmo carbono do 4cido estitico, que pode ser
explicada pelo efeito indutivo de retirar elétrons e pelo efeito B de desprotecao que a hidroxila
presente no grupo —CH,OH exerce nesse carbono aromatico. Outros sinais de 8'°C para o anel
B do 4cido constitico sdao semelhantes aos encontrados no dcido salazinico, gracas a
semelhanca estrutural entre essas duas depsidonas. Os dados de & que podem ser atribuidos ao
acido constitico através da comparagdo com o acido salazinico estdo de acordo com Eifler-
Lima et al. 2000 (4cido salazinico em CDCls/DMSO-dg 3:1) e também com a atribui¢do feita
a partir de espectros de RMN 2D obtidos do 4cido salazinico isolado e purificado (DMSO-dg),
vide “Dados de RMN utilizados como referéncia e comparacao”, na pagina 244. Os sinais de

d atribuidos ao dcido constitico estdo representados na figura 20.
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CHs
Legenda:
& 13C
H4CO (ppm)
& 'H (ppm)
CHO .
138,1/ 137,5/ 137,4/ 135,9

Figura 20 - Sinais de deslocamento quimico para acido constitico presente no extrato de X. plittii (DMSO-

de).

Embora a cromatografia e a MC indiquem a presenca de dcido tsnico, s30 poucos os
sinais de deslocamento quimico correspondentes a essa substincia que aparecem nos
espectros de RMN do extrato de X. plittii. Isso ocorre devido a baixa concentracdo no extrato
e a baixa solubilidade do acido dsnico em DMSO (< 0,038 mg/mL). Os sinais que podem ser
atribuidos estdo indicados na figura 21 e concordam com aqueles atribuidos por Konig &

Wright (1999) ao acido tsnico.

31,6 ou 31,0
HaC o)

HO 0] OH
31,6 ou 31,0
CHs

75 HsC
HSC Legenda:
OH o) 9 5 13C (ppm)

Figura 21 - Atribuicdo de sinal de deslocamento quimico para acido Gsnico presente no extrato de X. plittii

(DMSO-ds).
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Portanto, os espectros de RMN permitiram a identificacdo segura dos dcidos estitico e
constitico presentes no extrato de X. plittii. Os acidos usnico e norstitico foram identificados
por CCD através da comparacdo com substancias isoladas. A atribuicdo da identidade a
mancha de Rf 0,305 (cromatograma 8) como 4cido criptoestitico e/ou conorstitico foi feita por
comparacdo com dados da literatura (Culberson 1981) e pela correlagdo entre comportamento

cromatografico considerando as estruturas das depsidonas com anel lactol.
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Tabela 9* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de X. plitti (DMSO-ds) e atribuigdo de sinais para os acidos constitico (CONST), estitico (EST) e

asnico (USN).

8 13c a 8 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
186,7 (CH) C8 - EST 13,35 (s)

166,4 C2 - EST 10,46 (s) CHO(C8) - EST
163,1 C7' - EST 10,19 (sl)

162,5 C4 - EST 8,21 (sl) OH(C9') - EST
160,8 7,09 (s) H(C5) - EST
160,7 C7 - EST 6,93 (s)

152,0 C2' - EST 6,85 (s)

150,9 6,62 (s) H(C9’) - EST
150,8 C6 - EST 6,17 (s)

148,3 4,63 (s) H(C8’) - CONST
148,1 C4’ - EST 3,91 (s) OCHs(C4) - EST
138,1 C5’ - CONST, 2,86 (s)

137,5 C6’ — CONST, 2,44 (s)

137,4 C5' - ESTe 2,19 (s) H(C8") - EST
135,9 C6’ - CONST 1,98 (s)

123,3 C3’ - CONST 1,70 (s)

120,8 C3' - EST 1,47 (s)

114,5 C3 - EST 1,22 (s)

113,2 0,84 (sl)

113,1 Cl - EST

112,9 (CH) C5 - EST

101,1

95,2 (CH)

95,1 (CH) C9’ - EST

56,8 (CHs) OCH3(C4) - EST

52,7 (CHa) C8' - CONST

31,6 (CHs) C18 - USN e

31,0 (CHs) C13 - USN

29,0

21,54 (CHs) C9 - EST

21,51 (CHs) C9 - CONST

9,6 (CHs) C8’ - EST

7,5 (CHa) C16 - USN

2300 MHz; ° 75 MHz

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas

de Unico nucleo (*H ou 3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Xanthoparmelia succedans Elix & Johnston

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato obtido de X. succedans foi primeiramente cromatografado com as
substiancias de referéncia acidos norstitico, estitico, constitico e usnico no eluente I
(cromatograma 13). Este cromatograma apresenta semelhangca com o da espécie X. plittii, o
que indica semelhanca entre as composi¢cdes dos extratos.

Observaram-se pelo menos 4 manchas de substancias majoritdrias no cromatograma
de X. succedans. A mancha de maior Rf pode ser atribuida ao 4cido tsnico. Uma outra
apresenta Rf compardvel ao do dcido norstitico, e ainda duas outras com Rf menores que do
acido norstitico. Além dessas, o cromatograma mostra também a presenca de outras

substancias que devem estar presentes nesse espécime em menor concentragao.

® »

®

USN E+C NOR Xsucc

Cromatograma 13 - Extrato de X. succedans

Cromatograma 13: (USN= &cido Usnico, E+C= acidos estitico e constitico, NOR= acido norstitico, Xsucc= X.
succedans) Eluente I: tolueno/ acetato de etila/ acido acético glacial (6:4:1 v/v/v). Revelador: metanol/

acido sulfarico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfarico.

Com o objetivo de comparar o comportamento cromatografico das substancias
contidas nesse extrato com dados da literatura (Culberson, 1981), o extrato foi

cromatografado no eluente II (cromatograma 14).
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USN - E+C - NOR - FUM - ATR - Xsucc

Cromatograma 14 - Extrato de X. succedans

Cromatograma 14: (USN= acido Usnico, E+C= &cidos estitico e constitico, NOR= &cido norstitico, FUM= acido
fumarprotocetrarico, ATR= atranorina, Xsucc= X. succedans) Eluente II: tolueno/ acetato de etila/ &cido

formico (138:83:8 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

O comportamento cromatografico de Xsucc foi semelhante ao de Xplit e do mesmo
modo, sugere que a composi¢ao majoritdria de Xsucc € 4cido usnico, acido norstitico, dcido

estitico e acido constitico.

Microcristalizacao (MC)
A andlise por MC do extrato de X. succedans permitiu identificar estruturas cristalinas
obtidas em solucdo de GAoT caracteristicas da presenca de acido estitico e o dcido usnico foi

identificado por cristalizacdo em GE.
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Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de Xanthoparmelia succedans foram obtidos em
DMSO-ds.

A andlise dos espectros de X. succedans mostra sinais de & muito semelhantes a
aqueles observados nos espectros de X. plitti, o que indica semelhanca de composicao entre as
espécies. Dessa forma todas as consideracdes feitas com relacdo aos espectros de X. plittii se
aplicam também a X. succedans.

Um sinal em 186,7 ppm pode ser atribuido a uma carbonila de aldeido ligada a um
sistema aromético, protegida estericamente por uma metoxila (com & °C de 56,8 ppm) e um
grupo de sinais com J BC de aproximadamente 95 ppm indicam a presenca de grupos CH de
lactol, concordam com a estrutura do acido estitico. A atribui¢cdo completa dos sinais estd nas
figuras 21 e 22. Todos os sinais que puderam ser atribuidos foram comparados e estdo de
acordo com a atribui¢cdo do 4cido norstitico, feita a partir de espectros de RMN 2D obtidos
dessa substancia isolada e purificada (DMSO-de), vide “Dados de RMN utilizados como

referéncia e comparagdo”, na pagina 244.

CH3 O
2,19 (s)
7,09 (s) o CHs

HsCO 0 OH
3,91 (s)

CHO 8,22 (s) Legenda:

1046(s) OH o 5 1H (ppm)
H 0
6,61 (s)

Figura 22 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de 'H para acido estitico presente no extrato de X.

succedans (DMSO-dg).
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21,59 ou 21,56

150,94 ou 150,88

162.5 A Legenda:
OH 5 13C (ppm)

*138,2; 137,53;
137,46 ou 136,0

** 95,2: 95,1 ou
95,03

Figura 23 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de '3C para acido estitico presente no extrato de X.

succedans (DMSO-dg).

As mesmas evidéncias encontradas nos espectros de X. plittii para o acido constitico

foram encontradas nos espectros de X. succedans.

H
CHs O 4,63 (s)
52,1
CH,OH
Legenda:
HsCO OH 5 13C (ppm)
5 'H (ppm)

CHO
0 *138,2; 137,53; 137,46 ou
136,0

Figura 24 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de 'H e '*C para acido constitico presente no extrato

de X. succedans

Também foi possivel a confirmacdo da presenca do 4cido udsnico através da
observacdo de alguns sinais de baixa intensidade no espectro de RMN "°C. Estes sinais de

deslocamento estdo indicados na figura 24 e concordam com a atribuicao feita por Konig &
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Wright (1999). O nimero reduzido de sinais no espectro ocorre, provavelmente devido a
baixa concentracdo no extrato e a baixa solubilidade do 4cido usnico em DMSO (< 0,038

mg/mL).

31,6 ou 31,0

Legenda:

Figura 25 - Atribuicdo de sinal de deslocamento quimico para acido Gsnico presente no extrato de X.

succedans.

Portanto, os espectros de RMN permitiram a identificacdo dos 4&cidos estitico,
constitico e usnico, presentes no extrato de X. succedans. Os 4cidos tsnico e norstitico foram

identificados por CCD através da comparacgdo com substancias isoladas.
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Tabela 10%* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de X.succedans (DMSO-dg) e atribuicdo de sinais para os acidos constitico (CONST), estitico (EST)

e Usnico (USN).

8 13c a 8 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
201,1 C17 e/ou C14 - USN 13,35 (s)

186,7 (CH) C8 - EST 10,46 (s) CHO(C8) - EST
166,4 10,20 (sl)

166,1 C2 - EST 8,22 (sl) OH(C9’) - EST
163,2 C7' - EST 7,19 (s)

162,5 C4 - EST 7,09 (s) H(C5) - EST
160,8 6,94 (s)

160,7 C7 - EST 6,86 (s)

152,0 C2' - EST 6,61 (s) H(C9’) - EST
148,3 4,63 (s) H(C8’) - CONST
148,1 C4’ - ATR 4,01 (s)

138,2 C5’ - CONST, 3,91 (s) OCH5(C4) - EST
137,53 C6’ - CONST, 3,86 (s)

137,43 C5' - ESTe 2,65 (s)

136,0 C6’ - EST 2,59 (s)

123,4 C3’ - CONST 2,29 (s)

120,8 C3' - EST 2,19 (s) H(C8') - EST
114,4 C3 - EST 2,08 (s)

113,2 1,98 (s)

113,1 Cl - EST 1,71 (s)

112,9 (CH) C5 - EST 1,22 (sl)

109,2 C1'- EST

95,18 (CH)

95,15 (CH) C9’' - EST

95,03 (CH)

56,8 (CHa) OCH5(C4) - EST

52,1 (CH?) C8’ - CONST

31,6 (CHs) C18 - USN e

31,1 (CHa) C13 - USN

28,1 (CHa) C15 - USN

21,59 (CHs) C9 - EST

21,56 (CHs) C9 - CONST

9,7 (CHs) C8' - EST

7,6 (CHs) C16 - USN

3300 MHz; ® 75 MHz

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas

de Unico ndcleo (*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Usnea subcavata Motyka

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de U. subcavata foi cromatografado no eluente I e apds revelacao observou-
se no cromatograma a presenca de duas substincias. A de Rf maior corresponde ao acido
usnico. A outra substincia, com Rf 0,438, revela laranja-vermelho com p-anisaldeido, o que
sugere ser um depsideo. Essa substincia tem comportamento cromatografico semelhante a

substancia de referéncia acido difractaico.

Usubc DIF
Cromatograma 15 - Extrato de U. subcavata

Cromatograma 15: (Usubc= U. subcavata, DIF= &cido difractdico) Eluente I: tolueno/ acetato de etila/ acido

acético glacial (6:4:1 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

Microcristalizacao (MC)

A microcristalizagdo em GE indicou formas cristalinas correspondentes ao &4cido
difractdico e ao 4cido usnico. A identificacao foi feita por comparacdo com fotos da literatura
(Huneck & Yoshimura 1996) e também com aquelas formadas a partir de substancia de

referéncia.
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Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de Usnea subcavata foram obtidos em CDCl;.

O espectro de RMN 'H desse extrato apresenta sinais intensos de deslocamento
quimico na regido abaixo de 3 ppm que indicam a possivel presenca de metilas que sao
normalmente encontradas nos depsideos. Elas podem estar ligadas em C3, C3’, C6 e/ou C6’
nesse tipo de estrutura. Sao observados também sinais em 3,85 e 3,84 ppm, dois singletes, que
podem ser atribuidos a grupos —OCH3; e ainda sinais em 6,53 e 6,61 ppm que provavelmente
indicam hidrogénios ligados a carbonos aromiticos. E também observado um singlete largo
em 11,74 ppm que pode ser atribuido a um OH ligado a carbono aromatico.

Esses 6 no espectro de RMN lH, juntamente com 0s d13C de 8,9; 9,1; 20,2 e 24,1 ppm
que podem ser atribuidos a 4 grupos CHs, e ainda dois sinais que indicam carbonos
aromaticos com hidrogénios ligados (facilmente diferenciados no espectro de RMN de DEPT
135) sugerem a estrutura de depsideo derivado de B-orcinol. Os sinais de maior intensidade no
espectro de RMN Be podem ser atribuidos a estrutura do 4cido difractdico e estdo indicados
nas figuras 25 e 26. Todos esses  estdo de acordo com a atribui¢do feita a partir de espectros
de RMN 2D obtidos do écido difractdico isolado e purificado (CDCl3), vide “Dados de RMN

utilizados como referéncia e comparacao”, na pagina 244.

CH, 0
CHs
6,53 (s) o o
11,74 (sl)
Legenda:
H3CO OCH
: 3,84 (s) ou 8 6,61 (s) COOH & 'H (ppm)
3,24 zs; ou 5,05 (%)
5 (s 3
’ CHj
CHg

Figura 26 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de 'H do acido difractaico presente no extrato de U.

subcavata (CDCls).
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Legenda:
6 13C (ppm)

Figura 27 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de **C do acido difractaico presente no extrato de U.

subcavata (CDCls).

O espectro de RMN 'H apresenta também sinais de deslocamento quimico de menor
intensidade em 1,75; 2,10; 2,65 e 2,67 ppm, que podem corresponder a hidrogénios de grupos
metila. Esses sinais, entre alguns outros que podem ser atribuidos ao acido dsnico, estdo

indicados na figura 25 e concordam com a atribui¢do de Konig & Wright 1999.

2,67 (s)

5.7 (5) 18,82 (s)
HO OH
13,31 (s) Legenda:
2,65(s) 6°H (ppm)
CHs
H;C
2,10 (s) HaC

OH 1,75 (s) o) 0
11,03 (s)

Figura 28 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de 'H para acido Gsnico presente no extrato de U.

subcavata (CDCl3).

Concluindo, o extrato de U. subcavata contém acidos difractiaico e usnico, sendo o
primeiro em maior concentracdo. A identificacdo dos 4cidos difractdico e usnico, nessa

espécie, foi feita mediante CCD, MC e interpretacdo dos espectros de RMN.



109

Tabela 11%* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de U. subcavata (CDCls) e atribuicdo de sinais para os acidos Usnico (USN) e difractaico (DIF).

s 13C a s 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
175,1 C7' - DIF 18,82 (s) OH(C3) - USN
166,2 13,77 (sl)

163,9 13,31 (s) OH(C8) - USN
163,8 C2’ - DIF 12,53 (s)

160,1 C2 - DIF 11,74 (s) OH(C2") - DIF
157,2 C4 - DIF 11,03 (s) OH(C10) - DIF
154,1 C4’ - DIF 7,46 (s)

141,0 7,43 (s)

140,9 C6’ - DIF 6,61 (s) H(C5’) - DIF
135,5 C6 - DIF 6,53 (s) H(C5) - DIF
119,6 C1 - DIF 5,97 (s) H(C4) - USN
117,6 C1’ - DIF 3,85 (s) OCH5(C4) - DIF e
117,4 C3 - DIF 3,84 (s) OCH5(C2) - DIF
116,7 (CH) C5’ - DIF 3,72 (s)

108,4 2,67 (s) H(C18) - USN
108,1 (CH) C5 - DIF 2,65 (s) H(C

98,3 C4 - USN 2,60 (sl) H (C8’) - ATR
62,1 (CHs) OCH;(C2) - DIF 2,47 (s)

55,7 (CHs) OCH;(C4) - DIF 2,17 (s)

36,3 2,15 (s)

32,1 2,10 (s)

31,3

29,7

29,3

24,1 (CHs) C9’ - DIF

20,2 (CHa) C9 - DIF 1,75 (s)

18,0 1,24 (s)

9,1 (CHs) C8’ - DIF 1,17 (s)

8,9 (CHs) C8 - DIF 1,15 (s)

7,5 (CHa) C16 - USN 0,87 (s)

2300 MHz; 75 MHz;
*a cor azul células da tabela indicam apenas que o § ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas de Unico nutcleo (*H ou

13C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes;
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Parmotrema delicatulum (Vain.) Hale

Os 4cidos usnico, salazinico e giroférico sdo as substidncias com importancia

taxondmica para essa espécie (Culberson et al. 1977).

CH3 (@]
HaC 0
CH,OH
O 2
HO 0 OH
OH 0 OH
CH, CHO
HsC OH
HaC 0
OH 0 0 H O
Acido Usnico Acido salazinico
CHs 0

CHg
O OH COOH
HO OH Qi /[ :i
Co0 OH
CH,
Acido giroférico

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de P. delicatulum foi cromatografado no eluente III. No cromatograma
observa-se ao menos 3 manchas. A mancha de maior migracdo pode ser atribuida ao 4cido
usnico. J4 a mancha de menor migracdo pode ser atribuida ao 4cido salazinico. A mancha de
migracdo intermedidria apresenta comportamento cromatografico semelhante a aquele das

substancias de referéncia dcidos giroférico e lecandrico.
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59
Pdeli GIR LEC
Cromatograma 16 - Extrato de P. delicatulum

Cromatograma 16: (Pdeli= P. delicatulum, GIR= &acido giroférico, LEC= acido lecandrico) Eluente III:
benzeno/ dioxano/ acido acético glacial (90:25:3 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfdrico (9:1 v/v) e p-

anisaldeido em &acido sulftrico.

Microcristaliza¢ao (MC)

A andlise por MC do extrato de P. delicatulum indicou em GE formas cristalinas
caracteristicas dos dcidos giroférico e tsnico. A identificacdo foi feita por compara¢do com
fotos da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e também com aquelas formadas a partir de

substancias puras e extratos com composicao conhecida.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de P. delicatulum foram obtidos em DMSO-dg.

O espectro de RMN 'H desse extrato apresenta sinais na regido de 13 a 10 ppm, que
podem ser referentes a hidroxilas e hidrogénios ligados a carbonilas de aldeidos. Um sinal

largo em 8,28 ppm indica uma hidroxila ligada a um anel lactol e sugere uma depsidona, que
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pode ser o 4cido salazinico. Na regido de 6 ppm sdo observados sinais que sugerem
hidrogénios aromaticos. Em 4,64 ppm um sinal pode indicar hidrogénios de metileno
alcodlico, condizente também com o dcido salazinico. E ainda, sinais abaixo de 3,5 ppm
sugerem hidrogénios de metilas ligadas a anel aromdtico. Todos esses sinais eram esperados
para confirmacdo das estruturas das moléculas que estdo presentes no extrato, porém, nao foi
possivel atribuir & 'H inequivocamente para nessas condi¢des, principalmente os hidrogénios
na regido de 6 ppm, onde os acoplamentos ndo puderam ser assinalados de maneira eficiente.
Os sinais de 8'H que puderam ser atribuidos ao 4cido salazinico estio indicados na
figura 28 e concordam com dados de Eifler-Lima er al. 2000 (4cido salazinico em
CDCI3/DMSO-dg 3:1) e também com a atribui¢do feita a partir de espectros de RMN 2D
obtidos do 4cido salazinico isolado e purificado (DMSO-dg), vide “Dados de RMN utilizados

como referéncia e comparacao”, na pagina 244.

2,44 (s)
CH3 (0]
4,63 (s)
OH
HO o 10,47 (s)
12,04 (s)
CHO
124a(s HO 0
Legenda: 8,28 (sl)
H (@)
5 'H (ppm)
6,81 (sl)

Figura 29 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de 'H para o acido salazinico presente no extrato de

P. delicatulum (DMSO-dg).

No espectro de RMN 13C, os sinais mais desprotegidos, em 201,0 e 199,9 ppm, sdo
caracteristicos de carbonila de cetona. Esses sinais, juntamente outros em 7,5; 31,6 e 31,1
ppm, todos CHs, que pode ser atribuidos as metilas caracteristicas da presenca do dcido
usnico. A presenca dessa substancia também foi confirmada por CCD e MC. Os sinais
atribuidos ao 4cido dsnico estdo indicados na figura 29 e concordam com dados da literatura

(Kénig & Wright 1999).
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2,65 (s) ou 2,54 (s)
2,67 (s)
31,6 ou 31,1 Legenda:
H3C & 13C (ppm) — DMSO-d,
201,0 ou 199,9 & 'H (ppm) — DMSO-d,

18,83
5,97 (s) ®) 5 1H (ppm) — CDCI,

HO OH
13,31 (s)

13,36 (s)

2,66 ()
Hz 2,65 (s) ou 2,54 (s)

H,C
75 HsC 201,0 ou 199,9
2,10 (s) 31,6 ou 31,1
OH 1,76 (s) 0] 0]

11,03 (s)

Figura 30 - Sinais de deslocamento quimico para acido dsnico presente no extrato de P. delicatulum

(CDCl; e DMSO-ds).

O espectro de RMN BC também apresenta um sinal em 192,8 ppm, que ¢é
caracteristico de carbonila de aldeido. O sinal com 8*C 52,8 ppm, facilmente caracterizado
como —CH,— pelo espectro de RMN C DEPT 135, sugere um metileno alcodlico. Nao foi
possivel observar sinais na regido de 95 ppm, onde estariam o 8'"°C do carbono C9’ das
depsidonas que possuem anel lactol. Esse sinal tem baixa intensidade por natureza. O
conjunto de sinais observados e que sugerem a estrutura da depsidona 4cido salazinico esta

indicado na figura 30.

152,30u152,2 | agenda:

& 13C (ppm)

¥ o

Figura 31 - Sinais de deslocamento quimico de RMN de *3C para o acido salazinico presente no extrato de

P. delicatulum (DMSO-dg).
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Ainda no espectro de RMN 13C, os sinais em 107,2; 107,3; 114,3 e 114,5 podem ser
caracterizados como carbonos aromdticos ligados a hidrogénio pelo espectro de RMN de
DEPT 135 e indicam fazer parte de uma estrutura com certo grau de simetria. Outros 2 sinais,
em 100,6 e 109,9 também se apresentam como CH e tem intensidade semelhante aos outros 4
CH ja citados, o que sugere que todos os 6 sinais facam parte da mesma molécula. Na regido
de carbonos alifaticos, 3 sinais com intensidades semelhantes, em 19,4; 20,9 e 21,3 ppm
podem indicar 3 metilas ligadas a sistemas aromadticos e também podem pertencer a mesma
molécula. Esses sinais podem confirmar a informacdo obtida por MC, que sugere a presenca
do tridepsideo 4cido giroférico no extrato de P. delicatulum. Os sinais de 8 "°C que indicam a
presenca desse tridepsideo estdao indicados na figura 31 e concordam com valores da literatura

(Narui et al. 1998).

21,2
CHs o)

6,22 (d, J=1,9 Hz)

153,0 ou 152,9

HO 114,3 >
100,5 10,30 (s) COO” o X OH
6,22 165,7 - 1073
(d, J=1,9 Hz) 3
*%CHg o
19,2 o

Legenda:
8 13C (ppm) — DMSO-d,

5 'H (ppm) — DMSO-d,

*6,66 (sl), 6,62 (s) ou 6,61 (sl)
*%2,36 (s) ou 2,35 (s)

Figura 32 - Sinais de deslocamento quimico para o acido giroférico presente no extrato de P. delicatulum

(DMSO-dg).

Dessa forma, no extrato de P. delicatulum foram identificados: acido usnico, por CCD,
MC e RMN; 4cido salazinico, por CCD e RMN e, por tultimo, dcido giroférico, por MC e
RMN.
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Tabela 12%* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de P. delicatulum (DMSO-ds e CDCl;) e atribuicdo de sinais para os acidos giroférico (GIR),

salazinico (SLZ) e Gsnico (USN).

§%c* d'H® 5'HP
em DMSO-dg C - substancia | (multiplicidade) H - substancia (multiplicidade) | H - substancia
(DEPT 135) em DMSO-d¢ em CDCI3
201,0 Cl4 -USN e 13,36 (s) OH(C8) - USN 18,83 (s) OH(C3) - USN
199,9 C17 - USN 12,04 (s) OH(C4) - SL.Z 13,31 (s) OH(C8) - USN
192,8 (CH) C8-SLZ 10,47 (s) OH(C2") - SL.Z 11,03 (s) OH(C10) -
USN
170,5 C7" - GIR 10,44 (s) H(C8) - SLZ e 5,97 (s) H(C4) - USN
OH(C2") - GIR
167,2 C7 - GIR 10,30 (s) OH(C2) - GIR 2,67 (s) H(C18) - USN
166,0 C7'-SsLz 10,00 (s) OH(C2") - GIR 2,66 (s) OH(C15) =
USN
165,7 C7’' - GIR 8,28 (sl) OH(C9") - SL.Z 2,16 (s)
164,1 C4 - SL.Z 6,87 (s) H(C5) - SLZ 2,10 (s) H(C16) - USN
163,6 C2-5SLZ 6,81 (sl) H(C9") - SLZ 1,76 (s) H(C13) - USN
161,1 C4 - GIR 6,66 (sl) H(C5") , H(C3"), | 1,60 (s)
160,3 C7 -SLZ 6,62 (sl) H(C5”) e H(C3") | 1,24 (s)
160,1 C2 - GIR 6,61 (sl) - GIR 0,87 (s)
158,6 C2" - GIR 6,22 (d, J= H(C5) - GIR e
1,9Hz) H(C3) - GIR
156,3 C2' - GIR 4,64 (s) H(C8’) - SLZ
153,0 C4’'-GIR e 2,65 (s) H(C15) - USN e
152,9 C4” - GIR 2,54 (s) H(18) - USN
152,4 C2'-SlLze 2,44 (s) H(C9) - SLZ
152,2 C6 - SLZ 2,36 (s) H(C8) - GIR,
148,2 C4’' -SLz 2,35 (s) H(C8') - GIR e
H(C8") - GIR
140,3 C6 - GIR 2,07 (s)
139,5 C6” - GIR 1,99 (s)
138,1 C5'-SLZ e 1,71 (s)
Cé6' - GIR
137,4 Cé6’ - SLz 1,22 (ss)
123,5 C3'-SLz 0,84 (sl)
118,1 Cl' - GYR
117,5 C5-SLZ
117,3 C1” - GIR
114,5 C5” - GIR
114,3 C5' - GIR
112,0 Cl-SLz
110,7 C3-5SLZz
109,9 C5 - GIR
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Continuagdo da tabela 12* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros

obtidos a partir do extrato de P. delicatulum (DMSO-d¢ e CDCl;) e atribuicdo de sinais para os acidos
giroforico (GIR), salazinico (SLZ) e Gsnico (USN).

SH® S™HP
st3c® C - substancia | (multiplicidade) H - substancia (multiplicidade) | H - substancia
em DMSO-ds em DMSO-ds em CDCIz
109,7 Cl'-SLz
108,5 C1l - GIR
107,3 C3” - GIR
100,6 C3 - GIR
72,8
71,5
71,4
70,6
70,2 Acucar (es)

69,8

63,9

63,8

63,1

63,0

52,8 C8' - SsLz
31,6 Ci8 - USN e
31,1 C13 - USN
21,5 C9 - SL.Z
21,3 C8 - GIR
20,9 C8” - GIR
19,4 C8' - GIR
7,6 C16 - USN

2300 MHz; ®75 MHz;
*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas
de Unico nucleo (*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes; células da tabela na cor rosa

indicam 8'3C de carbonos de aclcares (os quais ndo foram atribuidos).
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Parmotrema pancheri (A.L. Smith) Hale

Sdo importantes taxonomicamente para esta espécie as substdncias dcido «-

alectoronico e atranorina (Culberson et al. 1977).

CHj o)
CHj
0 OH
HO OH
COOCH;
CHO
CHj
Atranorina
CHj
o 0
0 OH
O
HO (e)
O
HO
CHj

Acido a-alectorénico
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Cromatografia em camada delgada (CCD)
O extrato de P. pancheri foi cromatografado no eluente II. No cromatograma observa-
se apenas uma mancha, sendo que a mesma tem comportamento cromatografico semelhante a

substancia de referéncia atranorina.

Ppanc ATR

Cromatograma 17 - Extrato de P. pancheri

Cromatograma 17: (Ppanc= P. pancheri, ATR= atranorina) Eluente II: tolueno/ acetato de etila/ acido

formico (138:83:8 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfurico.

O extrato de P. pancheri também foi cromatografado no eluente V. Na tentativa de
observar o maior nimero de substincias possiveis, o cromatograma foi revelado com FeCls
5% em metanol. Foi possivel observar ao menos duas manchas. A de migra¢do maior, com
cor mais palida, pode ser atribuida a presenca de atranorina. Sugere-se que a de menor
migracdo seja atribuida ao dcido «-alectorénico por comparagdo com dados da literatura

(Culberson & Kristinsson 1970; Culberson 1972).
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.
i |

Ppanc

Cromatograma 18 - Extrato de P. pancheri

Cromatograma 18: (Ppanc= P. pancheri) Eluente V: tolueno/ acido acético glacial (85:15 v/v/v).

Revelador: solugdo FeCl; 5% em metanol

Microcristalizacao (MC)

A microcristalizacio em GE indicou formas cristalinas correspondentes ao 4cido o-
alectorOnico e atranorina em GAOoT. A identificacdo foi feita por comparacdo com fotos da
literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e também com aquelas formadas a partir de substincia

de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de P. pancheri foram obtidos em CDCls.

O espectro de RMN 'H desse extrato apresenta sinais de deslocamento quimico em
2,08; 2,53 e 2,68 ppm, todos singletes, que podem ser atribuidos as metilas que sao
normalmente encontradas nos depsideos. E ainda, um singlete em 3,97 ppm, caracteristico de

éster metilico e um sinal em 10,35 ppm, também singlete, que pode ser atribuido ao
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hidrogénio ligado a uma carbonila de aldeido, condizem com a estrutura da atranorina e estao
indicados na figura 32. Esses valores estdo de acordo com dados da literatura (Konig &

Wright 1999).

2,68 (s)
CH3 o 2,08 (s)
CHs
Legenda:
OH
11,94 (s)
5 'H (ppm)
HO OH
12,53 (s) 12,49 (s) COOCH4
CHO 3,97 (s)
CHs3
10,35 (s) 2,53 (s)

Figura 33 - Sinais de deslocamento quimico de 'H para atranorina presente no extrato de P. pancheri

(CDCls).

Sido observados também no espectro de RMN 'H um singlete largo em 10,95 ppm que
sugere uma hidroxila num anel lactol. Um triplete com J= 7,5 Hz em 2,60 ppm indica um
grupo —CH,— mais desprotegido adjacente a apenas 1 grupo —CH,—, logo € possivel que
também esteja ligado a uma carbonila. Dois dubletes com J ~ 17Hz em 3,42 e 3,13 ppm
sugerem um acoplamento geminal entre dois hidrogénios diasterotopicos, como os ligados a
C1”” na estrutura do acido a-alectordonico. Todos esses hidrogénios podem ser atribuidos a
estrutura dessa substancia e estdo indicados na figura 33.

A atribuicdo de & referentes aos hidrogénios aromdticos, que tem & 'H entre 5 a 8 ppm,
tornou-se dificil, j& que houve sobreposi¢do dos sinais. O espectro também apresenta sinais
caracteristicos da cadeia alquilica do acido a-alector6nico. Porém a falta de dados especificos
8 'H para esta substincia na literatura dificulta a atribui¢do dos mesmos. A prépria natureza
dessas cadeias, que sdo bastante semelhantes, geram sinais que se desdobram e coincidem em
O muito préximos. A atribuicdo inequivoca de sinais dessa natureza seria dificil mesmo
através da andlise de experimentos bidimensionais se fossem obtidos a partir da substancia
pura, como € o caso do 4cido perlatdlico, vide “Dados de RMN utilizados como referéncia e

comparacao”’, na pagina 244.
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0,88 (t~m)
CHy

1,31 (m) 1,31 (m)

1,60 (m) 2,60 (t, J= 7,5 Hz)

Legenda:
O
HO 5 H (ppm)
3,42 3,13
(2x 1H, 2xd, J~17Hz)
HO
1,60 (m)
1,31 (m) 1,31 (m)

CHj
0,88 (m)

Figura 34 - Sinais de deslocamento quimico de 'H do acido o-alectordnico presente no extrato de P.

pancheri (CDCI5).

O espectro de RMN '°C apresenta muitos sinais na regido de & de carbonos aliféticos.
Entre esses, os sinais em 9,3; 24,0 e 25,5 ppm podem ser referentes a 3 grupos -CHjs. Esses
sinais apresentam aproximadamente a mesma intensidade e podem ser atribuidos as metilas
do depsideo atranorina. Sdo também caracteristicos dessa substancia os sinais em 52,3 ppm,
que pode ser atribuido ao éster metilico em C7° e também um sinal em 193,9 ppm,
caracteristico do grupo aldeido em C8. Os demais sinais atribuidos aos carbonos da atranorina

presente no extrato de P. pancheri sao indicados na figura 34 e concordam com Konig &

Wright (1999).



130

Legenda:

5 13C (ppm)

Figura 35 - Sinais de deslocamento quimico de *C para atranorina presente no extrato de P. pancheri

(CDCls).

Além dos sinais atribuidos a atranorina, observam-se no espectro de RMN BC na
regido de & de carbonos alifiticos dois sinais bastante intensos em 13,94 ¢ 13,90 ppm,
caracteristico de grupos —CHj terminal de cadeia alquilica, e sinais intensos referentes a
grupos —CH,— entre 22 e 40 ppm. O espectro também apresenta um sinal em 209,4 ppm,
caracteristico de carbonila de cetona, e 2 sinais de grupos —CH,— mais desprotegidos, em 42,9
e 47,9 ppm, que podem estar sob efeito de desprotecdo da carbonila, e podem entdo ser
atribuidos aos carbonos adjacentes a mesma. Esses sinais, em conjunto, podem ser atribuidos
as cadeias alquilicas do &4cido o-alectordonico. Outros 3 sinais referentes a 3 carbonos
arométicos ligados a hidrogénio sdo facilmente distinguiveis pelo espectro de RMN de DEPT
135, em 106,4; 108,0 ¢ 117,7 ppm. Esses e os demais sinais de & Bc que concordam com a
estrutura do 4cido o-alectordnico estdo indicados na figura 35. Os sinais de RMN 'H e °C
foram comparados com dados da literatura para o dcido «a-colatdlico (Elix, Ferguson e

Sargent 1974, Huneck & Yoshimura 1996).
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213,94 0u 13,90
CH,

22,4; 22,5; 22,9 ou 23,3

22,4; 22,5; 22,5 ou 23,3

Legenda:
HO
& 13C (ppm)

numeracao

22,4; 22,5; 22,9 ou 23,3

30,6; 31,3 ou 31,6 22.4; 22,5; 22,5 ou 23,3

7" CHg
13,94 ou 13,90

Figura 36 - Sinais de deslocamento quimico de '*C do acido o-alectordnico presente no extrato de P.

pancheri (CDCl3).

Por fim, o extrato de P. pancheri contém atranorina e dcido o-alectorénico, sendo que

os dois foram identificados por CCD, MC e RMN.

Ravaglia, L. M., 2007
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Tabela 13* - Sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de P. pancheri (CDCIls) e atribuicdo de sinais para acido o-alectorénico (ALECT) e atranorina (ATR).

s3c=® SHP

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia

209,5 C2"- ALECT 13,76 (s)

193,9 (CH) C8 - ATR 12,53 (sl) OH (C4) - ATR

187,1 12,49 (s) OH (C2) - SLZ

172,2 C7’' - ATR 12,32 (s)

169,7 C7 - ATR 11,94 (s) OH (C2") - ATR

169,1 C2 - ATR 11,74 (s)

168,4 C7' - ALECT 10,95 (s)

167,5 C4 - ATR 10,35 (s) H (C5) - ATR

162,8 C2 - ATR 7,43 (s)

162,3 7,40 (s)

161,9 6,72 (s)

161,2 6,60 (s)

160,2 C2' - ALECT 6,57 (s)

159,3 6,50 (s)

152,4 C6 - ATR 6,41 (s)

152,0 C4’' - ATR 6,39 (s)

150,5 C4’' - ALECT 3,97 (s) COOCH3 (C7") - ATR

141,0 C6 - ALECT 3,94 (s)

140,2 3,90 (s)

140,02 3,86 (s)

139,98 3,84 (s)

139,9 C6’ - ATR 3,72 (s)

129,4 3,69 (s)

129,1 3,48 (s)

117,7 (CH) C5 - ALECT 3,42 (d, 1=16,2 Hz)

116,8 3,13(d, J= 17,0 Hz)  2x H(C1") - ALECT

116,0 (CH) C5' - ATR 2,85 (s)

112,8 (CH) C5 - ATR 2,68 (s) H(C9) - ATR

112,7 2,60 (t, J=7,5 Hz) H(C3”) - ALECT

110,3 C1’ - ATR 2,53 (s) H(C9’) - ATR

108,5 C3 - ATR 2,17(s)

108,0 (CH) C3’ - ALECT 2,08 (s) H(C8") - ATR

106,4 (CH) C3 - ALECT 1,94 (sl)

104,91 1,60 (m) H(C4") - ALEC e
Cl' - ALECT e H(C4"") - ALECT

104,88 C1” - ALECT 1,31 (m) H(C5”), H(C5"), H(C6")

H(C6"") — ALECT
104,7 1,24 (s)
102,8 1,17 (s)
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Continuacao da tabela 13* - Sinais de deslocamento quimico (8 em ppm) apresentados nos espectros
obtidos a partir do extrato de P. pancheri (CDCl5) e atribuicdo de sinais para acido o-alectordnico
(ALECT) e atranorina (ATR).

5 IH b
513c? C - substancia (multiplicidade) H - substancia
100,1 1,15 (s)
98,5 0,88 (m~t) H(C7") - ALECT e
H(C7"") - ALECT
53,3 (CHs)
52,3 (CHs) OCH3 (C7") - ATR
47,9 (CHy) C1” - ALECT
42,9 (CHy) C3"” - ALECT
42,6
40,8 C3"™ - ALECT
31,6 (CHy) C5" - ALECT,
31,3 (CHy) C5” - ALECT e
30,9 (CH>) C1” - ALECT
29,7
29,3
25,5 (CHs) C9 - ATR
24,0 (CHs) C9’ - ATR
23,3 (CHy) C6” - ALECT,
22,9 (CHy) C4" - ALECT,
22,5 (CH>) C6" - ALECT e
22,4 (CHy) C4"" - ALECT
18,0
17,9
13,94 (CHs) C7" - ALECT e
13,90 (CHs) C7"” - ALECT
9,3 (CHs)

2300 MHz; ®75 MHz
*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas

de Unico ndcleo (*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Parmotrema rigidum (Lynge) Hale

S@o importantes taxonomicamente para esta espécie as substincias atranorina e os

acidos a-alectoronico e a-colatdlico (tragos) (Hale, 1974).

CH, o}
CHj,
0o OH
HO OH
COOCH;Z
CHO
CHj
Atranorina
CHj
o 0
o) OH
O
HO 0
(6]
HO
CHj

Acido a-alectorénico
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CHj

o OH

HyCO o)

HO

CHg

Acido a-colatdlico

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de P. rigidum foi cromatografado no eluente II. No cromatograma observa-
se a0 menos uma mancha. Apesar do desenvolvimento nao linear do cromatograma, a mancha
mais evidente, com Rf de aproximadamente 0,71, pode ser atribuida a atranorina (Rf 0,7),

pois o comportamento cromatografico é semelhante a substancia de referéncia.
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Prigi Pwain Parge ATR

Cromatograma 19 - Extrato de P. rigidum

Cromatograma 19: (Prigi= P. rigidum, Pwain= P. wainii, Parge= P. argentinum, ATR= atranorina) Eluente
II: tolueno/ acetato de etila/ acido formico (138:83:8 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e

p-anisaldeido em &cido sulfurico.

Da mesma forma que em P. pancheri, o extrato de P. rigidum também foi
cromatografado no eluente V e revelado com FeCl; 5% em metanol. A mancha com cor roxa
bastante evidente em P. rigidum tem comportamento cromatografico semelhante a atribuida
ao 4cido o-alectorobnico em P. pancheri. Esta sugestdo concorda com Culberson &

Kristinsson (1970) e Culberson (1972) .
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L
4.

Ppanc - Prigi
Cromatograma 20 - Extrato de P. pancheri

Cromatograma 20: (Ppanc= P. pancheri, Prigi= P. rigidum) Eluente V: tolueno/ acido acético glacial (85:15

v/v/v). Revelador: solugdo FeCl; 5% em metanol

Microcristalizacao (MC)

A microcristalizacdo em GE indicou formas cristalinas correspondentes ao 4cido o-
alectorOnico e atranorina em GAOoT. A identificacdo foi feita por comparacdo com fotos da
literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e também com aquelas formadas a partir de substincia

de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de P. rigidum foram obtidos em CDCls.

Podem ser observados no espectro de RMN 'H desse extrato sinais de deslocamento
quimico em 2,08; 2,53 e 2,68 ppm, ambos singletes, que podem ser atribuidos as metilas que
sao normalmente encontradas nos depsideos. Somam-se a esses sinais, um singlete em 3,97
ppm, caracteristico de éster metilico, e singletes como 12,49 e 12,54 ppm, que sugerem
hidroxilas. Esses, e alguns outros sinais, condizem com a estrutura da atranorina e estdo

indicados na figura 36.
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2,68 (s)
2,06 (s) Legenda:
CH
? & 'H (ppm)
OH
11,9 (s) ou
11,94
HO OH
12,54 (s) 12,48 (s) COOC';'; o
CHO ’
10,36 (s) ou 10,35 (s) 2(35';'3&5)

Figura 37 - Sinais de deslocamento quimico de 'H para atranorina presente no extrato de P. rigidum

(CDClIs, atribuicao concordante com Konig & Wright 1999).

Da mesma forma como foi conduzida a anélise dos sinais de & "H no espectro do
extrato de P. pancheri, o espectro de RMN 'H do extrato de P. rigidum apresenta um singlete
largo em 10,98 ppm que sugere uma hidroxila num anel lactol. Um triplete com J= 7,5 Hz em
2,60 ppm indica um grupo —CH,— mais desprotegido adjacente a apenas 1 grupo —CH,—, logo
€ possivel que também esteja ligado a uma carbonila. Dois dubletes com J ~16 Hz em 3,4 e
3,1 ppm sugerem um acoplamento geminal entre dois hidrogénios diasterotépicos. Esses
hidrogénios podem ser atribuidos a estrutura do acido o-alectorénico e estdo indicados na
figura 37.

O espectro também apresenta sinais caracteristicos da cadeia alquilica do dcido o-

alectordnico, e novamente a natureza da propria cadeia alquilica dificulta a atribuigcdo

inequivoca dos mesmos.
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0,89 (t~m)
3

1,32 (m)

1,61 (m) 2,60 (t, J= 7,5 Hz)

Legenda:
0]
HO 5 *H (ppm)
3,45e 3,14
(2x 1H, 2xd, J~15Hz)
HO
1,61 (m)
1,32 (m)
1,32 (m)
CH,4
0,89 (t~m)

Figura 38 - Sinais de deslocamento quimico de 'H do acido o-alectorénico presente no extrato de P.
rigidum (CDCls).

O espectro de RMN Bc apresenta, na regido de & de carbonos aliféticos, sinais em 9,4
e 24,0 ppm que podem ser atribuidos a 2 grupos -CH3 do depsideo atranorina. Sdo também
caracteristicos dessa substancia os sinais em 52,3 ppm, que pode ser atribuido ao éster
metilico em C7’° e também os sinais em 112,7 e 116,0 ppm, caracteristicos de carbonos
aromadticos ligados a hidrogénio (C5 e C5’, respectivamente). Os sinais de & B¢ atribuidos a
atranorina, presente no extrato de P. rigidum s@o indicados na figura 38 e concordam com

dados da literatura (Konig & Wright 1999).
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CHj (0] 9,4

CHs3

Legenda:
O 13
120 OH 5 13C (ppm)
HO OH 116, 52,3
COOCH;

CHO

CHj

24,0

Figura 39 - Sinais de deslocamento quimico de *C para atranorina presente no extrato de P. rigidum

(CDCls).

O espectro de RMN '’C apresenta também na regido de & de carbonos alifdticos sinais
bastante intensos em 13,9 e 14 ppm, caracteristico de grupos —CHj, e sinais intensos
referentes a grupos —CH,— entre 22 e 40 ppm. O espectro também apresenta um sinal em
209,1 ppm, caracteristico de uma carbonila de cetona, e 2 sinais de grupos —CH,— mais
desprotegidos, em 42,9 e 47,9 ppm, que podem estar sob efeito de desprotecdo da carbonila, e
podem entdo ser atribuidos aos carbonos vizinhos da mesma. Esses sinais, em conjunto,
podem ser atribuidos as cadeias alquilicas do 4cido a-alectordnico. Sinais em 106,4; 108,0 e
117,6 sdo facilmente atribuiveis a 3 carbonos aromadticos ligados a hidrogénio através do
espectro de RMN de DEPT 135. Esses e os demais sinais de o Be que concordam com a
estrutura do acido o-alectordnico estdo indicados na figura 39. Os sinais foram comparados
com dados da literatura para o 4cido a-colatdlico (Elix, Ferguson e Sargent 1974, Huneck &

Yoshimura 1996).
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13,9 ou 14,0
CHs

Legenda:

5 13C (ppm)

CHz
13,9 ou 14,0

Figura 40 - Sinais de deslocamento quimico de *C do acido a-alectorénico presente no extrato de P.

rigidum (CDCls, atribuicdo concordante com Huneck & Yoshimura 1996 para acido a-colatélico).

Concluindo, no extrato de P. rigidum, foram identificados atranorina e 4cido o-
alectordnico, por CCD, MC e RMN. Nao foi detectada a presenca do 4cido a-colatdlico nessa

espécie.
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Tabela 14%* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de P. rigidum (CDCIs) e atribuigdo de sinais para acido a-alectoronico (ALECT) e atranorina (ATR).

8 13C a 8 1H b

(DEPT 135) C - substéancia (multiplicidade) H - substancia
209,1 C2” - ALECT 12,54 (s) OH (C4) - ATR
162,3 12,49 (s) OH (C2) - ATR
162,0 12,33 (s)

161,1 11,96 (s)

160,2 C2' - ALECT 11,94 (s) OH (C2') - ATR
150,5 C4' - ALECT 10,98 (s)

141,1 C6 - ALECT 10,36 (s)

129,4 10,35 (s) CHO(C8) - ATR
125,9 6,75 (s)

117,6 (CH) C5 - ALECT 6,50 (s)

116,0 (CH) C5’ - ATR 6,43 (s)

112,9 (CH) C5 - ATR 6,39 (s)

108,0 (CH) C3' - ALECT 3,97 (s) COOCH;(C7’) - ATR
106,4 (CH) C3 - ALECT 3,88 (s)

104,8 3,86 (s)

52,3 (CHs) C7’ - ATR 3,45 (d, J=13,7 Hz)

47,9 (CH>) C1” - ATR 3,14 (d, J=15,9 Hz) 2x H(C1") - ALECT
42,9 (CH,) C3” - ALECT 2,85 (s)

40,8 (CH,) C3" - ALECT 2,68 (s) H(C9) - ATR

31,9 (CH,) 2,60 (t, J=7,5 Hz) H(C3") - ALECT
31,6 (CH,) 2,53 (s) H(C9") - ATR

31,3 (CHy) 2,08 (s) H(C8’) - ATR
30,94 (CHy) 1,96 (sl)

30,91 (CH,) 1,61 (m) H(C4") - ALECT e

H(C4"") - ALECT
29,7 (CH,) 1,32 (m) H(C5”), H(C5"), H(C6") e
H(C6"") - ALECT

29,3 (CH,) 1,24 (s)
24,0 (CHs) C9’ - ATR 0,89 (m~t) H(C7") - ALECT e
H(C7"") - ALECT
23,3 (CH,)

22,9 (CH,)

22,7 (CH,)

22,5 (CH,)

22,4 (CH,)

14,1 (CHs)

14,0 (CHs) C7” - ALEC e
13,9 (CHs) C7" - ALECT
9,4 (CHs) c8’ - ATR

2300 MHz; ®75 MHz
*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas

de Unico nucleo (*H ou 3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Parmotrema wainii (A.L. Smith) Hale

S@o importantes taxonomicamente para esta espécie as substincias atranorina e os

acidos o-alectordnico e o-colatdlico (Hale, 1974).

CHy o)
CH,
0 OH
HO OH
COOCH;
CHO
CHs3
Atranorina
CHj
o 0
o OH
0
HO 0
0
HO
CHs

Acido a-alectoronico
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CHy

HyCO o)

HO

CHjz

Acido a-colatdlico

Cromatografia em camada delgada (CCD)
O extrato de P. wainii foi cromatografado no eluente II. No cromatograma observa-se
ao menos uma mancha com cor laranja mais evidenciada. Essa mancha pode ser atribuida a

atranorina, pois o comportamento cromatografico é semelhante a substancia de referéncia.
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Prigi Pwain Parge ATR

Cromatograma 21 - Extrato de P. wainii

Cromatograma 19: (Prigi= P. rigidum, Pwain= P. wainii, Parge= P. argentinum, ATR= atranorina) Eluente
II: tolueno/ acetato de etila/ acido formico (138:83:8 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e

p-anisaldeido em &cido sulfurico.

Da mesma forma que nas duas espécies anteriores, P. pancheri e P. rigidum, o extrato
de P. wainii também foi cromatografado no eluente V e revelado com FeCl; 5% em metanol.
Para P. wainii observa-se ao menos 3 manchas. A de migracdo maior, com cor mais pélida,
pode ser atribuida a presenca de atranorina. A mancha com cor roxa bastante evidente em P.
wainii tem comportamento cromatografico semelhante a atribuida ao dcido a-alectorénico em
P. pancheri e P. rigidum. E ainda, a mancha de migracdo intermedidria (Rf maior que do
dcido o-alectordonico) sugere a presenca do 4cido «-colatdlico nesse espécime. O
comportamento cromatografico dessas substincias sdo compardveis com os descritos na

literatura (Culberson e Kristinsson, 1970; Culberson, 1972).
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Oo.
4.4

Ppanc Prigi Pwain

Cromatograma 22 - Extrato de P. wainii

Cromatograma 20: (Ppanc= P. pancheri, Prigi= P. rigidum e Pwain= P. wainii) Eluente V: tolueno/ acido

acético glacial (85:15 v/v/v). Revelador: solugdo FeCl; 5% em metanol

Microcristalizacao (MC)

A microcristalizacdo em GE indicou formas cristalinas correspondentes aos dcidos O~
alectoronico e a-colatdlico, e ainda atranorina em GAoT. A identificacdo foi feita por
comparacdo com fotos da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e também com aquelas

formadas a partir de substancia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de P. wainii foram obtidos em CDCls.

O espectro de RMN 'H desse extrato apresenta sinais de deslocamento quimico em
2,07; 2,53 e 2,67 ppm, todos singletes, que podem ser atribuidos as metilas que sdo
normalmente encontradas nos depsideos. Um singlete em 3,97 ppm, caracteristico de éster

metilico, um sinal em 10,34 ppm, também singlete, que pode ser atribuido ao hidrogénio
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ligado a uma carbonila de aldeido e também 3 singletes em 11,94; 12,49 e 12,53 ppm, que

sugerem 3 hidroxilas, condizem com a estrutura da atranorina e estdo indicados na figura 40.

2,67 (s)
CH, o 2,07 (s)
CHg
Legenda:
OH
11,94 (s)
5 'H (ppm)
HO OH
12,53 (s) 12,49 (s) COOCI;I%_, (s)
CHO ’
CH
10,34 (s) 2,53?25)

Figura 41 - Sinais de deslocamento quimico de 'H para atranorina presente no extrato de P. wainii (CDCls).

Sdo observados também no espectro de RMN 'H um singlete largo em 10,97 ppm que
sugere hidroxila ligada a anel lactol. Em 2,58 ppm, um multiplete parecendo um triplete,
indica grupo —CH,— mais desprotegido adjacente a apenas 1 grupo —CH,—, logo € possivel que
também esteja ligado a uma carbonila. Esses hidrogénios podem ser atribuidos a estrutura do
acido a-alectordnico e também a do dcido a-colatélico, ja que as duas substancias apresentam
estruturas muito semelhantes.

E essa semelhanca estrutural entre essas duas substincias que congestiona a regido de
sinais abaixo de 4 ppm no espectro de RMN 'H, onde normalmente se apresentam os varios
hidrogénios das 4 cadeias alquilicas. Isso dificultou a observacdo dos padroes de
desdobramento desses sinais. Os & 'H que puderem ser atribuidos aos 4cidos o-alectordnico e
a-colatdlico estdo indicados nas figuras 42 e 43, respectivamente.

O espectro de RMN "°C apresenta também muitos sinais na regido de & de carbonos
alifaticos. Alguns sinais de intensidade reduzida caracterizam o depsideo atranorina. Sao eles:
9,3; 24,0 e 25,6 ppm, referentes a 3 metilas; 112,6 e 116,0 ppm, dos carbonos C5 e C5’°, que
estdo ligados a hidrogénio, e por ultimo, 193,9 ppm, caracteristico de carbonila de aldeido.
Estes sinais estdo indicados na figura 41. Os sinais de & "H e ">C para atranorina concordam

com Konig & Wright (1999).
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25,6
CH3 (0] 9,4
CH,
Legenda:
O 13
126 OH 5 13C (ppm)
HO oH &
COOCH,
CHO
193,9 CHs;
24,0

Figura 42 - Sinais de deslocamento quimico de *C para atranorina presente no extrato de P. wainii

(CDCls).

Entre os sinais mais intensos no espectro de RMN 13C, observa-se um sinal em 13,9
ppm, caracteristico de grupo —CHj3 terminal de cadeia alquilica, e ainda sinais referentes a
grupos —CH,— entre 22 e 40 ppm. Dessa vez o espectro apresenta 2 sinais caracteristicos de
carbonila de cetona, em 207,2 e 209,4 ppm e também 2 sinais duplos que podem ser
atribuidos a grupos —CH,— mais desprotegidos, em aproximadamente 42,8 e 48,0 ppm. A
desprotecdo desses grupos —CH,— pode indicar proximidade ao grupo carbonila de cetona.
Esse conjunto de sinais indica a presenca de cadeias alquilicas com grupos cetona, e indicam
a presenca das depsidonas 4cidos a-alectordnico e o-colatdlico.

Os sinais em 117,7 e 106,3 ppm, correspondentes a carbonos aromaticos ligados a
hidrogénios, juntamente com o sinal em 209,4 ppm podem ser atribuidos apenas aos carbonos
C5, C3 e C2” do 4cido a-alectordnico. J4 os sinais em 1153 e 104,7 ppm, também
correspondentes a carbonos arométicos ligados a hidrogénio, em conjunto com os sinais em
207,2 e 55,8 ppm, o ultimo correspondente a uma metoxila, concordam com a estrutura do
acido a-colatdlico. A presenca da metoxila ligada no carbono C4 na estrutura do acido -
colatélico justifica a protecdo de cerca de 2 ppm apresentada pelos carbonos C5 e C3
atribuidos a esta depsidona quando comparados aos mesmos carbonos atribuidos ao 4cido
alectoronico. Esse efeito de protecdo € estérico.

Muitos sinais aparecem duplicados no espectro de RMN BC e isso ocorre devido a
similaridade entre as estruturas das duas depsidonas, dcidos o-alectoronico e a-colatdlico, que
s6 diferem pela presenca de uma metoxila na posicdo C4 da dltima. Os sinais de § °C e 'H

para o acido o-colatélico estdo indicados na figura 43 e para o dcido o-alectoronico estdao
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indicados na figura 42. Todos esses sinais foram comparados com dados da literatura para o

acido a-colatdlico (Elix, Ferguson e Sargent 1974, Huneck & Yoshimura 1996).

0,88 (t, J= 6,62 Hz)
13,9
CHj

7

1,31 (sl)

22,40; 22,45; 22,9; 23,22 ou 23,3 1.31(sh

5 31,2; 31,3 ou 31,5

22,40; 22,45; 22,9; 23,22 ou 23,3 Legenda:
1,59 (m) 2,58 (t~m)

’ N 42,82 ou 42,79 & *H (ppm)

& 13C (ppm)

numeragéo
0]

O

HO

20008 408N 1,59 (m)

22,40; 22,45; 22,9; 23,22 ou 23,3

31,2;31,30u 31,5 Q

1,31 (sl) 1,31 (sl)

22,40; 22,45; 22,9; 23,22 ou 23,3
7"'CHy

13,9
0,88 (t, J= 6,62 Hz)

Figura 43 - Sinais de deslocamento quimico de '*C do acido o-alectordnico presente no extrato de P.

wainii (CDCl3).

Ravaglia, L. M., 2007
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0,88 (t, J= 6,62 Hz)
CH4'3°

1,31 (sl)
22,40; 22,45; 22,9; 23,22 ou 23,3 \_ 1,31 (sl)

31,2; 31,3 ou 31,5

Legenda:
22,40; 22,45; 22,9; 23,22 ou 23,3 2,58 (t~m)
1,59 (m) 42,82 ou 42,79 5 H (ppm)
 13C (ppm)

207,2
48,0 0u 479
(0]

HO
40,9 ou 40,8

1,59 (m)
22,40; 22,45; 22,9; 23,22 ou 23,3

31,2; 31,3 0u 31,5

1,31 (sl) 22,40; 22,45; 22,9; 23,22 ou 23,3

1,31 (sl)

CH
130 °

0,88 (1, J= 6,62 Hz)

Figura 44 - sinais de deslocamento quimico de *3C do acido a-colatélico presente no extrato de P. wainii

(CDCls).

Dessa forma, no extrato de P. wainii foram identificados atranorina e os 4acidos O-
alectordnico e o-colatdlico, por CCD, MC e RMN.

A similaridade entre as estruturas dos 4cidos «-alectorénico e «-colatdlico,
principalmente quanto ao anel B, que € idéntico para as duas substancias, dificultou a atribuicao
de muitos sinais de §'H e §"°C.

Por tltimo, sobre o espectro de RMN 'H: as caracteristicas intrinsecas dos hidrogénios de
cadeia alquilica dificultam por si s6 a atribui¢io de § 'H dos mesmos. Muitos desses hidrogénios
acoplam entre si e entdo apresentam uma variada multiplicidade e também a proximidade com
que esses sinais se dispdem no espectro (na regido abaixo de 3,5 ppm) faz com que eles muitas
vezes se sobreponham. Além disso, os acidos ai-alectordnico e o-colatdlico apresentam 2 cadeias

alquilicas compostas de 7 carbonos cada uma, e essas duas substdncias estdo presentes juntas no
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mesmo extrato em propor¢do semelhante. Tudo isso congestiona a regido abaixo de 3,5 ppm no

espectro de RMN 'H e torna invidvel a atribui¢io inequivoca dos & 'H para cada hidrogénio.
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Tabela 15%* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de P. wainii (CDCl;) e atribuigdo de sinais para acido a-alectoronico (ALECT), acido a-colatdlico

(COLA) e atranorina (ATR).

s 13C a s 1H b
(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
209,4 C2" - ALECT 12,53 (s) OH (C4) - ATR
207,2 C2” - COLA 12,49 (sl) OH (C2) - ATR
193,9 C8 - ATR 12,32 (s)
163,5 11,94 (s) OH(C2) - ATR
162,4 11,05 (s)
161,9 10,97 (s)
161,7 10,34 (s) CHO(C8) - ATR
161,4 6,76 (s)
160,41 6,71 (s)
160,37 6,60 (d, J=3,1 Hz)
160,3 6,50 (s)
160,2 6,39 (d, J=3,1 Hz)
141,2 3,97 (s) COOCH;(C7") - ATR
141,0 3,83 (s)
129,5 3,81 (s) OCH3(C4) - COLA
129,3 3,39 (s)
117,7 (CH) C5 - ALECT 2,85 (s)
116,0 C5’ - ATR 2,67 (s) H(C9) - ATR
115,3 (CH) C5 - COLLA 2,58 (m) H(C3") — ALECT e
H(C3") - COLA
113,8 2,53 (s) H(C9") - ATR
112,8 C5 - ATR 2,07 (s) H(C8’) - ATR
108,2 1,98 (d~m, J=6,2)
107,9 (CH) C3’' - ALECT e 1,59 (m) H(C4") e H(C4"") - ALECT e
C3’ - COLA H(C4") e H(C4"") - COLA
106,3 (CH) C3 - ALECT 1,31 (sl) H(C5"), H(C5"), H(C6") e
104,7 (CH) C3 - COLLA H(C6") - ALECT e
55,8 (CHs) OCH3(C4) - COLLA H(C5"), H(C5"), H(C6") e
48,0 (CH,) C1” - COLA e H(C6"") - COLA
47,9 (CHy) C1” - ALECT 1,24 (s)
42,82 (CHy) C3”-COLA e 0,88 (t, J=6,6 Hz) H(C7"") e H(C7") — ALECT e
42,79 (CH>) C3” - ALECT H(C7"") e H(C7") -
40,9 (CHy) C3" - COLA e
40,8 (CH,) C3"” - ALECT
31,5 (CH) C5”, C5” - COLA
31,3 (CH,) e

31,2 (CH2) C5”, C5" - ALECT
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Continuacao da tabela 15* - Sinais de deslocamento quimico (§ em ppm) apresentados nos

espectros obtidos a partir do extrato de P. wainii (CDCls5) e atribuicdo de sinais para acido o-
alectoronico (ALECT), acido a-colatélico (COLA) e atranorina (ATR).

s 13C a ) IH B

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
25,6 C9 - ATR

24,0 C9’ - ATR

23,3 (CHy)

23,22 (CHy) C6”, C4”, C6™ e C4™ -

22,9 (CHy) COLA e

22,45 (CHa)
22,40 (CH,)
13,9 (CHs)

9,3

C6”, C4Il, C6nl e C4"l _

ALECT
C7"”eC7”"-COLA e
C7" e C7” - ALECT
C8' - ATR

3300 MHz; ® 75 MHz

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas

de Unico ndcleo (*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Parmotrema argentinum (Kremp.) Hale

Sdo importantes taxonomicamente para esta espécie as substincias atranorina € os

acidos a-alectordnico e a-colatdlico (Hale, 1974).

CHg 0
CHs
€ OH
HO OH
COOCH,
CHO
CHg
Atranorina
CH,
o o}
le) OH
0
HO 0
(o)
HO
CHs

Acido a-alectorénico
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CHj;

o OH

H3;CO 0O

HO

CH3

Acido a-colatdlico

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de P. argentinum foi cromatografado no eluente II. No cromatograma
observa-se ao menos uma mancha com cor laranja mais evidenciada. Essa mancha pode ser
atribuida a atranorina, pois o comportamento cromatogriafico é semelhante a substancia de

referéncia.
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Prigi Pwain Parge ATR

Cromatograma 23 - Extrato de P. argentinum

Cromatograma 21: (Prigi= P. rigidum, Pwain= P. wainii, Parge= P. argentinum, ATR= atranorina) Eluente
II: tolueno/ acetato de etila/ acido formico (138:83:8 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulftrico (9:1 v/v) e

p-anisaldeido em &cido sulfurico.

Da mesma forma que nas trés espécies anteriores, P. pancheri, P. rigidum e P. wainii,
o extrato de P. argentinum também foi cromatografado no eluente V e revelado com FeCls
5% em metanol. Para P. argentinum observa-se ao menos 3 manchas. A de migracdo maior
pode ser atribuida a presenca de atranorina. A mancha com cor roxa bastante evidente em P.
argentinum tem comportamento cromatogrifico semelhante a atribuida ao é&cido o-
alectordnico em P. pancheri, P. rigidum e P. wainii. E ainda, a mancha de migracdo
intermedidria (Rf maior que do 4cido a-alectordnico) sugere a presenga do dcido a-colatdlico

nesse espécime. O comportamento cromatografico dessas substancias sdo comparaveis com

os descritos na literatura (Culberson e Kristinsson, 1970; Culberson, 1972).
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lo.o
.

Ppanc Prigi Pwain Parge

Cromatograma 24 - Extrato de P. argentinum

Cromatograma 22: (Ppanc= P. pancheri, Prigi= P. rigidum, Pwain= P. wainii e Parge= P. argentinum)
Eluente V: tolueno/ acido acético glacial (85:15 v/v/v). Revelador: solugdo FeCl; 5% em metanol

Microcristalizacao (MC)

A microcristalizacdo em GE indicou formas cristalinas correspondentes aos dcidos O~
alectoronico e a-colatdlico, e ainda atranorina em GAoT. A identificacdo foi feita por
comparagdo com fotos da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e também com aquelas

formadas a partir de substancia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de P. argentinum foram obtidos em DMSO-ds.

O espectro de RMN 'H desse extrato apresenta sinais na regido de 10 ppm, que podem
ser referentes a hidroxilas. Na regido de 6 ppm sdo observados sinais que sugerem
hidrogénios aromdticos. Entre 4 e 3,5 ppm, sinais que podem indicar hidrogénios tanto de

éster metilico quanto de metoxila. E ainda, sinais abaixo de 3,5 ppm sugerem hidrogénios de
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cadeia alquilica. Todos esses sinais eram esperados para confirmacdo das estruturas das
moléculas dos 4cidos a-alectordnico e a-colatdlico, cuja presenca no extrato ja foi indicada
pelos cromatogramas e por MC. Porém devido as dificuldades ja citadas nas discussdes dos
espectros de RMN das 3 espécies imediatamente anteriores, € que também contém essas
substancias, ndo foi possivel atribuir os 8'H inequivocamente com seguranga, mesmo quando
pode-se utilizar dados da literatura para comparacao.

Na regido de & de carbonos alifaticos no espectro de RMN B¢, observa-se um sinal
duplo em 13,9 ppm, caracteristico de grupos —CHj3 e ainda sinais referentes a grupos —CH,—
entre 22 e 40 ppm. Dessa vez o espectro apresenta um sinal duplo em aproximadamente 206,4
ppm, caracteristico de carbonila de cetona, e também 2 sinais duplos que podem ser atribuidos
a grupos —CH,— mais desprotegidos, em 41,8 e 47,1 ppm. Esse conjunto de sinais indica a
presenca de cadeias alquilicas com grupo cetona.

Os sinais em 117,1 e 105,7 ppm, correspondentes a carbonos aromaticos ligados a
hidrogénios, podem ser atribuidos apenas aos carbonos C5 e C3 do acido a-alectoronico. Para
os extratos das espécies P. pancheri, P. rigidum e P. wainii, onde os espectros foram obtidos
em CDCls, o sinal de C2’’, uma carbonila de cetona, tem 8"°C em aproximadamente 209 ppm.
Como anteriormente citado, os espectros de RMN do extrato da espécie P. argentinum foram
obtidos em DMSO-dg, e talvez um dos sinais, ou 206,5, ou 206,4, possa ser atribuido também
a C2”°. A diferenca de aproximadamente 2 ppm observada entre esse sinal e os atribuidos ao
mesmo carbono dessa molécula nos espectros das outras espécies (0 ~ 209 ppm) pode ser
decorrente do efeito do solvente (condicdes diferentes).

Os sinais em 115,9 e 104,5 ppm, também correspondentes a carbonos aromaticos
ligados a hidrogénio, em conjunto com um dos sinais em 206,5 ou 206,4 ppm, e ainda o sinal
em 56,0 ppm, esse ultimo indicando uma metoxila, concordam com a estrutura do 4cido o-
colatdlico.

Muitos sinais aparecem duplicados no espectro de RMN "°C e isso ocorre, como jd
dito anteriormente, devido a similaridade entre as estruturas das duas depsidonas, dcidos -
alectordnico e a-colatdlico, que s6 diferem pela presenca de uma metoxila na posicdo C4 da
tltima. Os sinais de & "°C e 'H para o 4cido a-alectordnico estdo indicados na figura 44 e para
o acido o-colatdlico estdo indicados na figura 45. Todos esses sinais foram comparados com
dados da literatura para o acido a-colatdlico (Elix, Ferguson e Sargent 1974, Huneck &
Yoshimura 1996, ambos em CDCl;) e para o dcido «a-alectordonico (Millot et al. 2007,
DMSO-de).
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RMN aplicada a taxonomia de liquens

,, 13,90 0u 13,78
CH, 088 (m)

(X4

206,4 ou 206,5

HO

Legenda:
6 13C (ppm)

& 'H (ppm)
numeracgao

10,83 (sl)

m 22,84; 22,81; 22,2; 22,05 ou 21,97
¢ 31,0 0u 31,8

¢¢ 41,81 0u41,75
6"

®®  163,1;162,2; 161,7 ou 161,6
7"CHg 0,88 (m)

141,5 ou 141,1
13,90 ou 13,78

Figura 45 - Sinais de deslocamento quimico de '*C do acido o-alectordnico presente no extrato de P.

argentinum (DMSO-ds).

Ravaglia, L. M., 2007



169

RMN aplicada a taxonomia de liquens

,, 13,90 0u 13,78
CH, 088 (m)

[ 2/

206,4 ou 206,5

HO

Legenda:
5 13C (ppm)

& 'H (ppm)
numeracao

10,83 (sl)

m 22,84; 22,81; 22,2; 22,05 ou 21,97
¢ 31,00u31,8
e¢ 41,810u41,75

®®  163,1;162,2; 161,7 ou 161,6
7"CHg 0,88 (m)

141,5 ou 141,1
13,90 ou 13,78

Figura 46 - Sinais de deslocamento quimico de '*C do acido a-colatélico presente no extrato de P.

argentinum (DMSO-dg).

Assim, no extrato de P. argentinum foram identificados atranorina e os acidos «-

alectordnico e o-colatdlico, por CCD e MC. Os dois ultimos foram identificados também por

RMN.

Ravaglia, L. M., 2007
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Tabela 16 - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de P. argentinum (DMSO-de¢) e atribuicdo de sinais para acido o-alectoronico (ALECT), acido o~
colatélico (COLA) e atranorina (ATR).

S 13C a

(DEPT 135) C - substancia 3 'H ® (multiplicidade) H - substancia

206,5 10,83 (sl)

206,4 C2” - COLA e C2” - ALECT | 6,91 (sl)

163,1 C4, C7, C2 e/ou C2' - 6,83 (d, J=2,3 Hz)

162,2 ALECT 6,78 (d, J=2,9 Hz)

161,7 e 6,66 (sl)

161,6 C4, C7, C2 e/ou C2’ - COLA

141,5 C6 e C5 - ALECT e 6,61 (d, J=2,0 Hz)

141,1 C6 e C5 - COLA 6,45 (sl)

117,1 (CH) C5 - ALECT 4,06 (s)

116,0 (CH) C5 - COLA 3,98 (s)

113,5 3,83

111,7 1,50 (m)

107,1 (CH) C3’ - ALECT e C3’ - COLA 1,28 (m)

105,7 (CH) C3 - ALECT 0,88 (m) H(C7") e H(C7"") - ALECT e
H(C7") e H(C7"") - COLA

104,5 (CH) C3 - COLA

56,0 (CHs) OCH;(C4) - COLA

47,1 (CHp) C1” - ALECT e

47,0 (CHa) C1” - COLA

41,81 (CH,)

41,75 (CH.)
31,0 (CH,)
30,8 (CH,)

29,1

22,84 (CHa)
22,81 (CH,)
22,2 (CH,)
22,05
21,97 (CH,)
13,90 (CHs)
13,78 (CHs)

C3”e C3" - ALECT e
C3”e C3" - COLA

C5”, C5” e/ou C1" - ALECT
(S
C5”, C5” e/ou C1" - COLA

C4™, C4"”, C6" e/ou C6" -
ALECT

e/ou

C4™, C4"”, C6" e/ou C6" -
COLA

C7”"e C7" - COLA e

C7" e C7" - ALECT

3300 MHz; ® 75 MHz

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas

de Unico nucleo (*H ou 3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Hypotrachyna dactylifera (Vainio) Hale

Sdo importantes taxonomicamente para esta espécie as substincias atranorina € os

acidos colensoico, norcolensdico, lividico e fisédico (Hale, 1975).

CH,
0
o) OH
HsCO 0o COOH
CH,

Acido colensodico

OH

COOH

CHj

Acido lividico

CH,
0
o OH
HO 0 COOH
CHg

Acido norcolensodico

CHs
o o]
0] OH
HO 0 COOH
CHs

Acido fisédico
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CHs 0

CHj

0 OH
HO OH
COOCH;Z
CHO
CHs
Atranorina

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de H. dactylifera foi cromatografado no eluente II. No cromatograma
observa-se ao menos 3 manchas. A de Rf maior tem comportamento cromatografico
semelhante ao da substancia de referéncia atranorina. As outras duas manchas, com Rf de

0,28 e 0,36, sugerem a presenca dos dcidos norcolensdico e colensdico, respectivamente,

segundo Huneck & Yoshimura (1996).

;G

Hdact - ATR
Cromatograma 25 - Extrato de H. dactilyfera
Cromatograma 23: (Hdact= H. dactilifera, ATR= atranorina) Eluente II: tolueno/ acetato de etila/ acido

formico (138:83:8 v/v/v). Revelador: metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-anisaldeido em acido sulfarico.
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Microcristalizagao (MC)
A microcristalizacdo indicou formas cristalinas correspondentes a atranorina em
GAOT. A identificacdo foi feita por comparacdo com fotos da literatura (Huneck &

Yoshimura 1996) e também com aquelas formadas a partir de substincia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de H. dactylifera foram obtidos em DMSO-dg.

O espectro de RMN 'H apresenta um padriio de sinais caracteristicos das substincias
fendlicas com cadeia alquilica, com sinais de hidrogénios arométicos se desdobrando, devido
ao provdvel acoplamento meta entre os mesmos, € ainda, singletes indicando ésteres metilicos
e/ou metoxilas, e alguns multipletes na regido abaixo de 3 ppm.

J4 o espectro de RMN de "“C mostra muitos sinais duplicados com intensidade
semelhantes, o que pode sugerir a presenc¢a de duas substiancias em propor¢ao semelhante.
Outra observagdo € que o espectro ndo apresenta sinais na regido de 200 ppm, o que pode
significar que as moléculas que estdo presentes em maior propor¢ao nesse extrato nao
possuem grupos carbonila de cetona em seu esqueleto.

Os sinais em 168,54 e 168,51 ppm podem indicar carbonilas de grupos carboxila em
C7’, como acontece com os depsideos atranorina e dcido divaricatico em DMSO-ds. Abaixo
desses 2 sinais, outros 6 (entre 163,1 e 162,1 ppm) podem indicar os possiveis carbonos
oxigenados C2’ (ligado a uma hidroxila), C2 (ligado a hidroxila ou metoxila) e ainda C7, que
¢ uma carbonila de éster que sempre apresenta & mais protegido (menor) que uma carbonila
de 4cido carboxilico, como acontece com o dcido protocetrarico.

Ja dentro do intervalo de sinais entre 152,8 e 133,6 ppm podem ter & os carbonos que
provavelmente estdo diretamente ligados as cadeias alquilicas (C6 e C6’) e os carbonos da
ligacdo éster e também éter do anel B das depsidonas (C4’e C5°), como pode ser observado
nos espectros de outras depsidonas em DMSO-dg (4cido salazinico e 4cido norstitico, por
exemplo). Os dois sinais em 119,6 ¢ 119,5 podem ser os & de C1’ de duas depsidonas, da
mesma maneira que na atribui¢do de C1’ do 4cido protocetrarico em DMSO-de.

O padrao de sinais de carbonos arométicos ligados a hidrogénio, facilmente visivel no
espectro de RMN de DEPT 135, parece semelhante ao padrdo que aparece nos espectros de

Parmotrema argentinum, que contém as depsidonas acido a-colatdlico e dcido a-alectordnico.
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Em P. argentinum as duas substincias diferem apenas pela presenca, ou auséncia, de uma
metoxila ligada em C4. Nos espectros de H. dactylifera também € possivel identificar 5 sinais
(115,1; 114,1; 105,4, mais intensos; 104,7 e 103,3 ppm) de carbonos arométicos ligados a
hidrogénio, o que sugere a presenca de duas substancias com 3 carbonos do tipo CH, cada
uma. Tudo indica que uma dessas substancias possua uma metoxila no anel A, ja que é
possivel observar um sinal em 55,9 ppm. Essa metoxila deve estar ligada em C4, e assim
exerce uma protecao estérica nos carbonos C5 e C3 da molécula, provavelmente 114,7 e
103,3 ppm, respectivamente. Essa protecao estérica ndo deve ser observada na molécula que
possui apenas uma hidroxila (ao invés da metoxila), € os & de C5 ¢ C3 podem ser, nessa
ordem, 115,1 e 104,7 ppm. O sinal em 105,4 ppm, que € mais intenso, pode ser referente a
C3’, e pode ser coincidente para as duas moléculas, j& que, estando no anel B, o carbono C3’
estaria livre da influéncia da metoxila.

Na regido de & de carbonos alifiticos no espectro de RMN ¢, observa-se um sinal
duplo em 13,9 ppm, caracteristico de metila terminal de cadeia alifatica, e ainda muitos sinais
referentes a carbonos CH, entre 21 e 34 ppm, e ainda, um sinal em 55,9 ppm € caracteristico
de metoxila. Todos esses sinais, principalmente o padrdo de sinais de carbonos arométicos
ligados a hidrogénio, indicam a presenga das depsidonas &4cido colensdico e dacido
norcolenséico. Os sinais que podem ser atribuidos com seguranca para essas duas moléculas
estdo dispostos nas figuras 46 e 47 (4cido colensédico e dcido norcolensdico, respectivamente).
As atribuicdes de outras moléculas citadas nessa discussdo estdo indicadas na pagina 244 em
“Dados de RMN utilizados como referéncia e comparagdo”.

Além dos sinais de & mais intensos, que podem ser atribuidos aos nicleos dos acidos
colensdico e norcolensdico, alguns sinais com menor intensidade podem ser atribuidos a
atranorina, e estdo indicados na figura 48. Esses sinais estdo de acordo com a atribuicdo feita
a partir de espectros de RMN 2D, em DMSO-dg, obtidos da atranorina isolada e purificada

(DMSO-dg), vide “Dados de RMN utilizados como referéncia e comparacao”, na pigina 244.
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13,9
5"CHj
Legenda:
& 13C (ppm)
numeragao
105,4

112,8 ou 111,1
119,6 ou 119,5

103,3 COOH

7’ 168,54 ou 168,51

Figura 47 - Sinais de deslocamento quimico de '*C do acido colenséico presente no extrato de H.

dactylifera (DMSO-dg).

Ravaglia, L. M., 2007
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13,9
CH3

Legenda:

5 13C (ppm)
105,4
e} OH
112,8 ou 111,1
119,6 ou 119,5
HO (o)
104,7 COOH

168,54 ou 168,51

CH,
13,9
Figura 48 - Sinais de deslocamento quimico de *C do acido norcolenséico presente no extrato de H.

dactylifera (DMSO-dg).

CHg (0] 9,3
CHs3
109,1 O OH Legenda:
5 13C (ppm)
HO OH 115,8 52,4
COOCHg4
CHO
CHs

Figura 49 - Sinais de deslocamento quimico de *C da atranorina presente no extrato de H. dactylifera

(DMSO-ds).

Assim, no extrato de H. dactylifera foram identificados atranorina e os &cidos

colensdico e norcolenséico, por CCD, MC e RMN.
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Tabela 17%* - sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) apresentados nos espectros obtidos a partir do

extrato de H. dactylifera (DMSO-ds) e atribuicdo de sinais para os acido colenséico (COLENS), acido
norcolenséico (NORCOLENS) e atranorina (ATR).

s 13C a s 1H b
(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia**
168,54 C7' - COLENS e 7,85 (sl)
168,51 C7’ - NORCOLENS 5,30 (d, J= 1,5Hz)
163,1 5,24 (d, J= 1,2Hz)
162,8 5,17 (d, J= 2,4Hz)
162,7 C2, C2’ e C7 - COLENS e 5,14 (sl
162,4 C2, C2’ e C7 - NORCOLENS
162,3 3,39 (s)
162,1 3,36 (s)
152,8 2,64 (m)
149,5 2,47 (s)
149,3 2,43 (s)
144,9 C6, C6, C4" e C5' - COLENS | 2,40 (s)
144,7 e 2,21 (s)
140,9 C6, C6’, C4" e C5' - 2,20 (s)
133,8 NORCOLENS 1,76 (m)
133,6 1,43 (m)
119,6 C1’ - COLENS e
119,5 C1’ - NORCOLENS
115,8 C5' - ATR
115,1 (CH) C5 - NORCOLENS
114,1 (CH) C5 - COLENS
112,8 Cl - COLENS e
111,1 C1 - NORCOLENS
109,1 C5 - ATR
105,4 (CH) C3’ - COLENS e

C3’ - NORCOLENS
104,7 (CH) C3 - NORCOLENS
103,3 (CH) C3 - COLENS
80,5
74,6 (CH)
73,9 (CH)
72,8 (CH)
71,5 (CH)
70,6 (CH) Acucar(es)
70,2 (CH)
63,8 (CHy)
63,1 (CH,)
63,0 (CHa)
55,9 (CHa) OCH5(C4) - COLENS
52,4 (CHs) COOCH;3(C7") - ATR
34,9
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Continuacdao da Tabela 17* - Sinais de deslocamento quimico (§ em ppm) apresentados nos espectros

obtidos a partir do extrato de H. dactylifera (DMSO-ds) e atribuicdo de sinais para os acido colenséico
(COLENS), acido norcolenséico (NORCOLENS) e atranorina (ATR).

s 13C a
(DEPT 135)

C - substancia

3 *H P (multiplicidade)

H - substancia

33,7 (CHa)
33,0 (CH,)
32,9 (CH,)
32,5 (CH,)
31,5 (CH,)
31,3 (CH,)
31,0 (CH,)
30,8 (CHa)
30,7 (CH,)
30,3 (CH,)
30,1 (CH,)
29,37
29,07
28,88
28,78
28,75
28,59
28,43

27,2 (CH,)
25,6

24,5

22,2

21,93 (CHa)
21,85 (CHa)
21,23 (CHa)
21,17 (CHs)
18,8

13,9 (CHs)

9,3 (CH3)

C5” e C5” - NORCOLENS e
C5” e C5” - COLENS
C8' - ATR

3300 MHz; P75 MHz

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas

de Unico ndcleo (*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.

**como a calibracdo do espectro de RMN de 'H é feita através do sinal do solvente, talvez a mesma possa estar

equivocada, ja que o sinal pode ter sido marcado de forma incorreta. Porém, o perfil do espectro mantém a sua

importéncia. O FID desse experimento ndo pode ser processado no mesmo programa que foi usualmente

utilizado devido um problema inesperado de incompatibilidade.
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Curxrent Data Ferameters
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,//,/_%‘}/w \\ \_\\&_ 1'2 - Acquisition Parameters
Da<e $0C000
Time 14.36
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULFROG bAs)
T 32768
SCOLYENT bM50
NS 1
DS 0
SWH 7183.908 Hz
FZDR=S 0. 219235 Hz
AD 2.2807028 sec
tel 32
D 69.600 usec
DE £.50 usec
TE 3C0.0 K
B 1.00000000 sec
P 1C.70 usec
DE &§.50 uses
SFO1 300.1332014 Mdz
Nucl 1H
PL1 =3 00 B
F2 - Processinc parameters
5 1€364
SE 300.1308900 Miz
WDwW M
SSB 0
1B -1.00 Hz
GB Ot
B8 1.00

40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Espectro 51 - Espectro de RMN de 'H do extrato de H. dactylifera (DMSO-de).
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Espectro 52 - Espectro de RMN de *3C do extrato de H. dactylifera, com ampliacdes de 170 a 103 ppm (DMSO-ds).
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Espectro 53 - Espectro de RMN de 3C do extrato de H. dactylifera, com ampliacdes de 88 a 9 ppm (DMSO-ds).
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Espectro 54 - Espectro de RMN de DEPT 135 do extrato de H. dactylifera (DMSO-ds).
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Parmotrema praesorediosum (Nyl.) Hale

Sdo importantes taxonomicamente para esta espécie as substincias atranorina € os

dcidos praesoredidsico e protoliquesterinico (Hale, 1974a).

HOOC CHs
HOOC @) @)
Acido praesoredidsico
HOOC CH,
HsC @) @]
Acido protoliquesterinico
CHs 0
CHj
0 OH
HO OH
COOCH;
CHO
CHj

Atranorina
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Cromatografia em camada delgada (CCD)
O extrato de P. praesorediosum foi cromatografado no eluente V. Duas tentativas de
revelacdo foram utilizadas: dgua (borrifada) e também metanol/ 4cido sulfurico 9:1 v/v e p-

anisaldeido em acido sulftrico.

Pprae - Pprae

(rev. H;0) (rev. acida)

Cromatograma 26 - Extrato de P. praesorediosum

Cromatograma 24: (Pprae= P. praesorediosum) Eluente II: tolueno/ acetato de etila/ acido formico
(138:83:8 v/v/v). Revelador (H,0): H,O (borrifada); Revelador (acido): metanol/ acido sulflrico (9:1 v/v)

e p-anisaldeido em acido sulftrico.

No primeiro cromatograma, revelado com &4gua, nota-se que a 4gua ndo adere
uniformemente em toda a placa cromatografica, o que sugere que alguma(s) substancia(s)
presente no cromatograma tenha caracteristicas hidrofébicas. Talvez esse comportamento
indique a presenga de substincias com cadeia alquilica longa, como € o caso dos 4cidos
protoliquesterinico e praesorediosico.

No segundo cromatograma, revelado com solugdes 4cidas, nota-se a presenca de uma
mancha que tem comportamento cromatografico semelhante ao do depsideo atranorina. Além

de manchas com forma nao definas completamente (com arraste).
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Microcristalizagao (MC)
A microcristalizacdo indicou formas cristalinas correspondentes a atranorina em
GAOT. A identificacdo foi feita por comparacdo com fotos da literatura (Huneck &

Yoshimura 1996) e também com aquelas formadas a partir de substincia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de P. praesorediosum foram obtidos em CDCl;.

No espectro de RMN de 'H é possivel observar 3 singletes na regido acima de 11 ppm,
além de um singlete em 10,35 ppm. Estes § indicam 3 hidroxilas e também um hidrogénio de
grupo aldeido, respectivamente. Dois singletes, em 6,50 e 6,39 ppm, sugerem dois
hidrogénios aromdticos e ainda, trés singletes na regido de hidrogénios mais protegidos,
abaixo de 3 ppm, confirmam a presenca do depsideo atranorina. Estes 8'H estdo indicados na
figura 50.

Também devido a presenca do depsideo atranorina, € possivel identificar no espectro
de RMN de 13C, e também no espectro de RMN de DEPT 135, os sinais: em 193,8 ppm, um
carbono CH, caracteristico de carbonila de aldeido; em 116,0 e 112,9 ppm, carbonos
arométicos ligados a hidrogénio; em 52,3 ppm, um carbono CHj3, indica o grupo éster metilico
e ainda, outros trés carbonos CH3, em 25,6; 24,43 e 9,4 ppm, indicam os carbonos metilicos
da atranorina. Todos esses sinais e outros mais, estao indicados na figura 50 e concordam com
dados da literatura (Konig & Wright 1999).

No espectro de RMN de 'H, além dos sinais de & mais intensos, que podem ser
atribuidos aos nucleos da atranorina, é possivel observar outros sinais que podem sugerir
substancia(s) semelhantes ao 4cido protoliquesterinico.

Dois dubletes, em 6,44 ppm, com J = 3,1 Hz, e em 5,99 ppm, com J = 2,2 Hz; sugerem
2 hidrogénios geminais em um carbono sp”. Possivelmente o acoplamento que é observado
nao é geminal, mas sim alilico, ja que os acoplamentos do primeiro tipo t€m valores tipicos de
J< 1Hz. Outros 2 multipletes em 4,79 e 3,60 ppm sugerem hidrogénios acoplando com outros
hidrogénios e/ou entre si. Um singlete largo bastante intenso em 1,25 ppm sugere hidrogénios
em cadeia alquilica linear, e ainda, um triplete em 2,39 ppm com J de aproximadamente 7 Hz
sugere que a por¢do terminal da cadeia esteja oxigenada, e que os hidrogénios ligados no

carbono adjacente estejam acoplando apenas com outros 2 hidrogénios.
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No espectro de RMN de Be ¢ possivel observar sinais em 132,77 e 125,4 ppm, o
ultimo identificado com CH, através da observacdo do espectro de RMN de DEPT 135,
confirmam a presencga de substancia(s) com grupo olefinico e hidrogénios geminais. Outros
dois sinais, em 78,7 e 49,7 ppm concordam com a sugestdo da presenga de uma substancia
semelhante 4dcido protoliquesterinico.

A substancia, que € dita como semelhante ao dcido protoliquesterinico, e é encontrada
em propor¢ao razodvel no extrato, tendo em vista a intensidade dos sinais ja relatados,
provavelmente ndo é esse 4cido, ja que o espectro de RMN de ">C ndo apresenta sinal com
intensidade moderada pr6ximo a 14 ppm, onde € esperado o & do carbono terminal da sua
cadeia alquilica. Outra observacdo é que o espectro de RMN de "°C também ndo apresenta
sinal pr6ximo a 10 ppm, onde seria encontrado o & de C5 se 0 mesmo estivesse na forma
reduzida (como CHj3), como ele € encontrado no 4cido praesoredidsico — e isso também
sugere que a substancia dessa classe que mostra sinais mais intensos no espectro nao € o acido
praesoredidsico.

Dessa forma, ha fortes indicios de que a referida substincia seja o 4cido
protopraesoredisico. Os sinais de 8'H que podem ser assinalados na estrutura dessa
substancia estdo indicados na figura 49, e estdo de acordo com a atribui¢do de 5'H para o
acido protopraesoredidsico de David et al. (1990) em CDCI; (300 MHz). Os §tc que
sugerem a estrutura dessa substancia (figura 49) foram comparados com a atribuicdo dos
sinais de O para o dcido murdlico (piridina-ds), conforme Resanka & Guschina (2000), vide

“Dados de RMN utilizados como referéncia e comparagdo”, na pagina 244.

125,4 7] 5,99 (d, J= 2,2Hz)

2 1 6,44 (d, J=3,1Hz)

3,60 (m)

2,39 (t, J~7Hz) A79m

35322848  1,25(sl)

Legenda:

5 13C (ppm) — CDCl,
& 'H (ppm) — CDCl,

Figura 50 - Sinais de deslocamento quimico de 'H e !*C do acido protopraesorediésico presente no

extrato de P. praesorediosum (CDCls).
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2,68 (s)
25,6 2,08 (s)
CH4 (0] 9.4
Ci:-,l3 Legenda:
6,39 (s) 11.93(s) & C (ppm) - CDCI,
112,9 5 'H (ppm) — CDCI,
167,5
HO
12,54 (s)
8
CHO
193,8
10,35 (s)
Figura 51 - Sinais de deslocamento quimico de !3C da atranorina presente no extrato de P.

praesorediosum (CDCls).

Desta forma foram identificados atranorina e possivelmente o 4cido
protopraesoredidsico, por RMN. Por CCD e MC apenas a atranorina foi identificada com

maior precisao.

Ravaglia, L. M., 2007
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Tabela 18%* - Sinais de deslocamento quimico (8) apresentados nos espectros obtidos a partir do extrato de

P. praesorediosum (CDCl;) e atribuicdo de sinais para atranorina (ATR) e acido protopraesorediésico

(PROTOPRAE).

s 13C a s 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
193,8 (CH) Cc8 - ATR 12,54 (s) OH(C4) - ATR

179,7 C21 - PROTOPRAE (?) 12,49 (s) OH(C2) - ATR

172,2 C7' - ATR 11,93 (s) OH(C2’) - ATR
169,7 C7 - ATR 10,35 (s) H(C8) - ATR

167,5 C4 - ATR 6,50 (s) H(C5') - ATR

162,9 C2’ - ATR 6,44 (d, J= 3,1Hz) H(C5) - PROTOPRAE
152,4 C6 - ATR 6,39 (s) H(C5) - ATR

152,0 C4’ - ATR 5,99 (d, J= 2,2Hz) H(C5) - PROTOPRAE
139,9 C6’ - ATR 4,79 (m) H(C4) - PROTOPRAE
132,7 C2 - PROTOPRAE 4,00 (s)

125,4 C6 - PROTOPRAE 3,97 (s) COOCH3 (C7’) - ATR
116,8 C3' - ATR 3,60 (m) H(C4) - PROTOPRAE
116,0 (CH) C5’ - ATR 2,85 (s)

112,9 (CH) C5 - ATR 2,72 (s)

110,3 C1l' - ATR 2,68 (s) H(C9) - ATR

108,6 C3 - ATR 2,53 (s) H(C9’) - ATR

102,9 Cl - ATR 2,39 (t, J= 7,0Hz) H(C20) - PROTOPRAE
78,7 C4 - PROTOPRAE 2,21 (sl)

52,3 (CHs) COOCH3 (C7’) - ATR 2,16 (sl)

49,7 (CH) C3 - PROTOPRAE 2,13 (d, J= 3,1Hz)

49,4 2,08 (s) H(C8') - ATR

43,8 1,64 (s)

35,3 (CHy) 1,25 (sl) H(cadeia alquilica) - PROTOPRAE
33,7 (CHy) 1,14 (s)

29,70 (CHa) 0,85 (sl)

29,47 (CHa)
29,35 (CHa)
29,28 (CHa)
29,19 (CHa)
29,13 (CHa)
29,06 (CHs)
28,83 (CHa)
28,77 (CH)
28,48 (CHa)
25,6 (CHs)
24,7

24,43 (CH,)
24,37 (CHa)
24,0 (CHs)
23,9

C7 a C20 - PROTOPRAE

C9 - ATR

C9’ - ATR
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Continuacao da tabela 18* - Sinais de deslocamento quimico (§) apresentados nos espectros obtidos a partir
do extrato de P. praesorediosum (CDCl;) e atribuicdo de sinais para atranorina (ATR) e acido
protopraesoredidésico (PROTOPRAE).

8 13C a 8 1H b
(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
9,4 (CHs) C8 - ATR

2300 MHz; 75 MHz;
*a cor lavanda nas células da tabela indicam apenas que o § ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas de Unico nucleo
(*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes; células da tabela na cor rosa indicam §'3C de

carbonos de aglcares (os quais ndo foram atribuidos).
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Parmotrema mesotropum (Miill. Arg.) Hale

Sdo importantes taxonomicamente para esta espécie as substincias atranorina € os

acidos praesorediésico, protopraesoredidsico e caperatico (Hale, 1974a).

HOOC CHj
HOOC @) @)
Acido praesoredidsico
HOOC P
HOOC \0 0
Acido protopraesoredidsico
CHs 0
CHs
H
O OH HOOC COOH
H
HO OH COOCH,8 H3C—(H2C)12——CH;
CHO HO COOCH;§
CHs, H

Atranorina Acido caperatico
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Cromatografia em camada delgada (CCD)
O extrato de P. mesotropum foi cromatografado no eluente V. Da mesma maneira
que em P. praesorediosum, duas tentativas de revelacdo foram utilizadas: dgua (borrifada) e

também metanol/ dcido sulfirico 9:1 v/v e p-anisaldeido em &cido sulfurico.

Pmeso - Pmeso

(rev. H,0) (rev. acida)

Cromatograma 27 - Extrato de P. mesotropum

Cromatograma 25: (Pmeso= P. mesotropum) Eluente II: tolueno/ acetato de etila/ acido formico (138:83:8
v/v/v). Revelador (H,0): H,O (borrifada); Revelador (acido): metanol/ acido sulfurico (9:1 v/v) e p-

anisaldeido em acido sulftrico.

Da mesma forma que nos cromatogramas de P. praesorediosum, o primeiro
cromatograma de P. mesotropum, revelado com &4gua, nota-se que a dgua ndo adere
uniformemente em toda a placa cromatografica, o que sugere que alguma(s) substancia(s)
presente no cromatograma tenha caracteristicas hidrofébicas. Talvez esse comportamento
indique a presenga de substincias com cadeia alquilica longa, como € o caso dos 4cidos

protopresoredidsico e praesoredidsico.
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No segundo cromatograma, revelado com solucdes 4cidas, nota-se a presenca de uma
mancha que tem comportamento cromatografico semelhante ao do depsideo atranorina. Além

de manchas com forma nao definas completamente (com arraste).

Microcristaliza¢ao (MC)

A microcristalizacdo indicou formas cristalinas correspondentes a atranorina em
GAOT e 4cidos caperdtico e protoliquesterinico em GE. A identificacdo foi feita por
comparacdo com fotos da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e também com aquelas

formadas a partir de substancia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de P. mesotropum foram obtidos em DMSO-de.

No espectro de RMN de 'H ¢ possivel observar sinais que indicam a presenga do
depsideo atranorina. Sdo eles: um singlete em 10,20 ppm, para o hidrogénio do aldeido em
C8; dois singletes na regido de hidrogénios aromaticos, em 6,41 e 6,63 ppm; além dos 3 sinais
para os hidrogénios das metilas e do sinal referente aos hidrogénios do éster metilico, em
2,38; 2,34; 2,03 e 3,86 ppm, respectivamente.

Também podem ser observados sinais no espectro de RMN de Be que indicam a
presenca do depsideo atranorina. Todos os sinais de 8"°C e 8'H que podem ser atribuidos a
este depsideo estdo assinalados na figura 51 e estdo de acordo com a atribui¢do feita a partir
de espectros de RMN 2D obtidos da atranorina isolada e purificada (DMSO-dg), vide “Dados
de RMN utilizados como referéncia e comparacao”, na pagina 244.

No espectro de RMN de 'H, além dos sinais de & mais intensos, que podem ser
atribuidos aos nicleos da atranorina, é possivel observar outros, como os dois singletes largos
intensos em 6,19 e 5,91 ppm, que indicam hidrogénios geminais em sistema olefinico. Além
desses, sinais em 4,67 ppm (quarteto), dois singletes largos em 1,22 e 0,84 ppm, um dublete
parecendo um multiplete em 1,63 ppm e um sinal muito largo em 3,54 ppm, que pode estar
sobreposto com o sinal da dgua residual do DMSO-dg ddo indicios da presenca de substancia

com estrutura semelhante ao dcido protopraesoredidsico.
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No espectro de RMN de Bc ¢ possivel observar dois grupos de sinais, que podem
indicar a presenga ndo de um unico acido graxo com anel lactol, mas sim de dois.

Um sinal em 124,2 ppm, um CH,, juntamente com os sinais em 133,9 ppm, indicam
um sistema olefinico. Essa informacdo pode ser somada a presenga dos dois singletes largos
em 6,19 e 5,91 ppm, nos espectros de RMN de 'H. Esses sinais, juntamente com dois CH, em
79,2 e 49,2 ppm, indicam a presenga de 4cido graxo com anel lactol idéntico ao do acido
protoliquesterinico. A determinacdo precisa do nimero de carbonos, e hidrogé€nios, da cadeia
alquilica € muito dificil na condicdo de andlise em mistura - e isso impossibilita a
identificacdo exata da substincia, mas os indicios sdo fortes, j4 que isso confirmaria o
resultado da microcristalizagao.

Outros sinais indicam a presenca de outro dcido graxo, sdo eles: dois carbonos
quaterndrios em 149,2 e 135,1 ppm, um CH em 81,0 ppm e um CH3; em 10,4 ppm. Estes
sinais sugerem que o 4cido graxo em questdo tenha a estrutura semelhante a do acido
liquesterinico, porém, pelos mesmos motivos, ndo € possivel afirmar com certeza a identidade
dessa substancia. Os espectros indicam a presenca de sinais com 8'C de 14,3 ppm e 8'H 0,84
ppm, que indicam extremidade de cadeia alquilica totalmente saturada, porém a observacao
desses sinais ndo € suficientemente segura para afirmar que ambos os dcidos graxos
apresentam o mesmo tipo de carbono terminal em suas cadeias. Esses sinais, inclusive, podem
indicar a extremidade da cadeia alquilica do 4dcido caperdtico, que foi identificado por MC, e
que aparentemente ndo apresenta outros sinais caracteristicos nos espectros de RMN.

Dessa forma, podem ser identificados no extrato de P. mesotropum: atranorina, por
CCD, MC e RMN; dcido caperatico, por MC; dcido protoliquesterinico, por MC; e ainda 2
acidos graxos com anel lactol, um deles pode mesmo ser o dcido protoliquesterinico e o outro
¢ muito semelhante ao 4cido liquesterinico, identificados parcialmente por RMN.

Os sinais de 0 que sugerem os dcidos graxos estdo indicados nas figuras 52 ¢ 53, e
estdo de acordo com as atribui¢des de & para os 4cidos protoliquesterinico (CDCls para "°C,
CDCI3/CD;OD 2:1, para H, por Huneck & Yoshimura, 1996), 4cido caperatico (acetona-d6,
Huneck & Yoshimura, 1996) e acido liquesterinico (CDCl;, Bodo & Molho, 1980), vide

“Dados de RMN utilizados como referéncia e comparagdo”, na pagina 244.
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RMN aplicada a taxonomia de liquens

2,38 (s)
21,19 ou
21,16

Legenda:

Figura 52 - Sinais de deslocamento quimico de 'H e !3C da atranorina presente no extrato de P.

mesotropum (DMSO-ds).

6,19 (sl)
5,91 (sl)
s 2
174,4
o}
0.84 1,22 (sl) 34,8a23,25
Legenda:
numeragao
& 13C (ppm)
5 'H (ppm)
*(q, J=5,7Hz2)

** pode ser resultado da sobreposi¢cao com o sinal da

H,O residual do DMSO-d,
*** também podem ser o fim da cadeia alquilica do acido caperatico ou do acido semelhante ao liquesterinico

Figura 53 - Sinais de deslocamento quimico de H e *3C que podem ser (muito provavelmente) atribuidos a

estrutura do acido protoliquesterinico presente no extrato de P. mesotropum (DMSO-dg).

Ravaglia, L. M., 2007
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RMN aplicada a taxonomia de liquens

HOOC 149,2  135,1 CH,

*
0.84 34,8 a 23,25

Legenda:
numeragao

& 3C (ppm)
5 'H (ppm)
* também podem ser o fim da cadeia alquilica do acido caperatico ou do acido protoliquesterinico (provavelmente)

Figura 54 - Sinais de deslocamento quimico de 'H e *C que podem ser (provavelmente) atribuidos &

estrutura do acido liquesterinico presente no extrato de P. mesotropum (DMSO-ds).

Ravaglia, L. M., 2007
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Tabela 19%* - Sinais de deslocamento quimico (8) apresentados nos espectros obtidos a partir do extrato de

P. mesotropum (DMSO-d¢) e atribuigdo de sinais para atranorina (ATR) e acidos graxos do tipo

liquesterinico (LIQ) e do tipo protoliquesterinico (PROTOLIQ).

s 13C a s 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia

193,9 (CH) C8 - ATR 10,58 (s)

174,5 C1 - PROTOLIQ 10,55 (s)

170,8 10,20 (s) H(C8) - ATR

169,8 C7’ - ATR 10,17 (s)

168,3 6,81 (s)

164,6 C7 - ATR 6,63 (s) H(C5) - ATR

163,5 C4 - ATR 6,41 (s) H(C5) - ATR

161,6 C2 - ATR 6,19 (sl) H(C5) - PROTOLIQ

157,6 C2’ - ATR 5,91 (sl) H(C5) - PROTOLIQ

151,5 C4’ - ATR 4,67 (q, J= 5,7Hz) H(C4) - PROTOLIQ

149,2 C3 - LIQ 4,55 (s)

149,0 C6 - ATR 3,86 (s) COOCH3 (C7’) - ATR

136,7 C6’ - ATR 3,73 (s))

135,1 C2 - LIQ 3,52 (sl) H(C3) - PROTOLIQ, sobreposto
com sinal de H,O residual do
DMSO-ds

133,9 C2 - PROTOLIQ 2,46 (s)

124,2 (CH,)  C5 - PROTOLIQ 2,21 (s)

116,9 2,38 (s) H(C9) - ATR

116,3 C3’ - ATR 2,34 (s) H(C9’) - ATR

115,7 (CH) C5’ - ATR 2,16 (t, J= 7,1Hz)

115,1 C1’ - ATR 2,03 (s) H(C8’) - ATR

111,7 1,63 (d~m) H(C7) - LIQ

110,7 Cl - ATR 1,46 (s)

109,1 (CH) C5 - ATR 1,22(sl) H(cadeia alquilica) - PROTOLIQ
e/ou
H(cadeia alquilica) - LIQ

107,9 C3 - ATR 0,84** (sl) H(C19) - PROTOLIQ e/ou
H(C19) - LIQ

81,0 (CH) C4 - LIQ

79,2 (CH) C4 - PROTOLIQ

72,8 (CH)

71,5 (CH)

71,4 (CH)

70,6 (CH)

70,2 (CH) Agucar(es)

69,7 (CH)

63,9 (CH,)

63,7 (CH,)

63,05 (CH>)

62,95 (CHy)
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Continuacao da tabela 19%* - Sinais de deslocamento quimico (§) apresentados nos espectros obtidos a partir
do extrato de P. praesorediosum (DMSO-d¢) e atribuicdo de sinais para atranorina (ATR) e acido
protopraesoredidsico (PROTOPRAE).

s 13C a s 1H b
(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia

52,3 (CHa) COOCH3 (C7') - ATR

49,2 (CH) C3 - PROTOLIQ

42,7 (CH,)

34,8 (CHy)

33,7 (CHy) C8 a C18 - cadeia alquilica
31,8 (CHa)

29,0 (CHy)

28,92 (CH,)

28,85 (CH,)

28,75 (CH,)

28,64 (CH>)

28,56 (CHy) C8 a C18 - cadeia alquilica
24,51 (CH,)

24,32 (CH,)

24,09 (CH»)

23,25 (CH,)

21,42 (CHs)

21,19 (CHs) C9 e C9’ - ATR

21,16 (CHs)

14,3** (CH;) C19 - PROTOLIQ e/ou

C19 - LIQ
10,4 (CHs) C5 - LIQ
9,3 (CHs) C8’' - ATR

2300 MHz; 75 MHz;

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas
de Unico ntcleo (*H ou 3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes; células da tabela na cor rosa
indicam 8'3C de carbonos de aglcares (os quais ndo foram atribuidos).

** indica carbono (e hidrogénios) terminal de cadeia alquilica - pode ser atribuido ao acidos prololiquesterinico,
liquesterinico e/ou caperdtico (que ndo foi detectado nos espectros de outra maneira, a ndo ser pela

possibilidade que esse sinal apresenta).
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Parmotrema miranda (Hale) Hale

Sdo importantes taxonomicamente para esta espécie os dcidos uUsnico e salazinico

(Hale, 1965).

HsC o)
HO o) OH
CHs
HsC
HaC
OH 0 0
Acido usnico
CHj 0
CH,OH
10 2
HO 0 OH
CHO
o)
¥ o

Acido salazinico

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de P. miranda foi cromatografado no eluente IV juntamente com as
substancias de referéncia dcidos lecandrico, giroférico e dsnico.

E possivel observar a presenca de 3 substincias no cromatograma (1 cromatograma
com 2 fases de revelagcdo). Na primeira fase da revelagdo nota-se uma mancha de cor laranja,
mais forte, e que apresenta o Rf menor. O comportamento dessa mancha sugere a presenca do

acido salazinico. J4 a mancha de Rf maior, que revela na cor roxa na segunda fase da
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revelagdo (com p-anisaldeido) tem comportamento cromatografico semelhante a da substancia

de referéncia acido usnico.

P
LT

Pmira - LEC - GYR - USN - Pmira - LEC - GYR - USN
(rev. 1) (rev. 1 + rev. 2)

Cromatograma 28 - Extrato de P. miranda
Cromatograma 25: (Pmira= P. miranda, LEC= &cido lecandrico, GYR= acido giroféorico e USN= acido uUsnico)
Eluente IV: tolueno/ dioxano/ acido acético glacial (90:25:3 v/v/v). Reveladores: (revl:) metanol/ acido

sulfurico (9:1 v/v) e (rev2:) p-anisaldeido em acido sulftrico.

H4, ainda, a presenca de uma terceira mancha, com Rf intermedidrio entre as outras
duas, e que revela cor vermelha intensa na segunda fase da revelacdo. Essa cor vermelha &
caracteristica dos &cidos lecandrico e giroférico, porém, ndo € possivel identificar, com
precisdo, a identidade dessa mancha, ja que as préprias substancias de referéncia apresentam

Rf’s muito semelhantes.

Microcristaliza¢ao (MC)
A microcristalizacdo indicou formas cristalinas correspondentes ao dcido salazinico

em GAOT e 4cidos usnico e giroforico em GE. A identificacdo foi feita por comparacdo com
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fotos da literatura (Huneck & Yoshimura 1996) e também com aquelas formadas a partir de

substancia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de P. miranda foram obtidos em CDCl; e DMSO-ds.

Nos espectro de RMN obtidos em CDCls, foram observados sinais que podem ser
atribuidos apenas a estrutura do 4cido dsnico, ja que essa substancia € bastante solivel nesse
solvente. Sio eles, no espectro de RMN 'H: 18,83; 13,31 e 11,03 ppm, trés singletes para trés
hidroxilas, em 5,77, um singlete para o hidrogénio ligado em C4, e ainda, quatro singletes
para quatro metilas, em 2,67; 2,66; 2,10 e 1,76 ppm.

No espectro de RMN Bc (CDCl3), também caracteristicos do 4cido tusnico: 201,8;
200,3 e 198,1 ppm, trés carbonilas de cetona e ainda, um carbono CH, distinguivel dos outros
sinais através da observacdo do espectro de RMN de DEPT 135, em 98,3 ppm, entre outros
sinais, ndo menos importantes. Todos esses sinais estdo dispostos na figura 55 e concordam
dados da literatura (Konig & Wright 1999, dcido tsnico em CDCly).

Ja nos espectros obtidos em DMSO-dg foi possivel observar outros padrdes de sinais,
que sugeriram outras substéncias. O espectro de RMN 'H (DMSO-dg) apresenta sinais acima
de 10 ppm, que sugerem hidroxilas fendlicas e hidrogénio de aldeido. Na regido caracteristica
de hidrogénios aromaticos é notdvel a quantidade de sinais, iSso sugere mais sistemas
aromdticos e, ainda, acoplamentos do tipo meta, devido a largura de alguns desses sinais.
Esses sinais de hidrogénios aromdticos que acoplam entre si podem ser indicativos da
presenca de depsideos derivados do orcinol, como € o caso do dcido giroférico. Um sinal em
4,64 ppm, um singlete, tem J caracteristico de metileno alcodlico, e sinaliza a presenca do
acido salazinico. E ainda, na regido de maior protecdo, abaixo de 2,5 ppm, sdo encontrados
vdrios singletes, que sugerem hidrogénios de metilas aromaticas.

No espectro de RMN de BC (DMSO-dg) alguns sinais sdo caracteristicos do 4cido
salazinico. Sao eles: um CH em 192,7 ppm, um carbono de aldeido, outro CH, em 117,4 ppm,
para um carbono aromdtico e ainda, em 52,7 ppm, um CH,, caracteristico de metileno
alcoodlico. Esses, e mais alguns outros sinais, podem ser atribuidos a presenca do &4cido
salazinico, estdo indicados na figura 56 e concordam com a atribuicdo feita a partir de
espectros de RMN 2D obtidos do 4acido salazinico (DMSO-dg), vide “Dados de RMN

utilizados como referéncia e comparacao”, na pagina 244.
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Ainda no espectro de RMN de Bce possivel identificar outro padrao de sinais. Dentre
eles, os mais importantes para identificacdo da substancia, os carbonos arométicos ligados a
hidrogénio. Sao observados 6 sinais, referentes a carbonos CH, com intensidades semelhantes,
na regido entre 115 e 99 ppm no espectro de DEPT 135. Isso sugere que eles facam parte da
mesma molécula, como no caso dos tridepsideos, e isso concorda com a sugestao feita a partir
da observagdo do espectro de RMN 'H, onde foi possivel observar vérios sinais alargados, o
que faz mencdo a hidrogénios aromaticos com acoplamento meta. Além dos sinais de §tc
para os carbonos CH aromdticos, 3 sinais em 21,1; 20,8 e 19,3 ppm indicam 3 metilas
aromdticas. Todos esses sinais, em conjunto com alguns outros, sugerem a presenca do
tridepsideo acido giroférico, estdo indicados na figura 57 e concordam com a atribui¢do de

Narui et al. 1999.

Legenda:
& 13C (ppm) — DMSO-d,
& 'H (ppm) — CDCI,
2,67 (s)

HsC

597(8)  1g83(s)

HO
13,31 (s)
2,66 (s)
Hs
HsC
7,5
2,10 (s)
OH 1,76 (s) (0] @]
11,03 (s)

Figura 55 - Sinais de deslocamento quimico do acido Gsnico presente no extrato de P. miranda (CDCls e

DMSO-ds).

Dessa forma, foi possivel identificar no extrato de Parmotrema miranda os éacidos

salazinico, giroférico e isnico por CCD, MC e RMN.
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117,4

6,87 (s)
Legenda:

5 13C (ppm)
5 H (ppm)
HO

CHO
192,8

10,44 ou
10,47(s)

Figura 56 - Sinais de deslocamento quimico do acido salazinico presente no extrato de P. miranda

(DMSO-ds).

21,2

6,22 (d, J=1,6 Hz)
109,8

161,0

HO
100,5

6,22
(d, J=1,6 Hz)

*
107,1

Legenda:
5 3C (ppm)
5 'H (ppm)
numeragao
*6,66 (d, J= 2,5Hz), 6,62 (sl) ou 6,61 (sl)
**2,364 (s); 2,356 ou 2,35 (s)

Figura 57 - Sinais de deslocamento quimico do acido giroférico presente no extrato de P. miranda

(DMSO-ds).
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Tabela 20* - Sinais de deslocamento quimico (8) apresentados nos espectros obtidos a partir do extrato de

P. miranda (CDCIs) e atribuigdo de sinais para acido Gsnico (USN).

s 13C a s 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
201,8 C14 - USN 18,83 (s) OH(C3)
200,3 C17 - USN 13,31 (s) OH(C8)
198,1 C1 - USN 11,03 (s) OH(C10)
191,7 C3 - USN 5,97 (s) H(C4)
179,4 C5 - USN 2,67 (s) H(C18)
163,9 C8 - USN 2,66 (s) H(C15)
157,5 C10 - USN 2,10 (s) H(C16)
109,4 C9 - USN 1,76 (s) H(C13)
98,3 (CH) C4 - USN 1,24 (s)

32,1 (CHs) C13 - USN 0,87 (s

31,3 (CHs) C18 - USN

27,9 (CHs) C15 - USN

7,5 (CHs) C16 - USN

2300 MHz; 75 MHz;
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Tabela 21* - Sinais de deslocamento quimico (8) apresentados nos espectros obtidos a partir do extrato de

P. miranda (DMSO-ds) e atribuicdo de sinais para os acidos usnico (USN), giroférico (GIR) e salazinico

(SLZ) .

s 13C a s 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
192,7 (CH) C8 - SLZ 13,35 (s)

170,4 C7" - GIR 12,04 (sl) OH(C4) - SLZ
167,1 C7 - GIR 10,47 (s) OH(C2") - GIR e/ou
165,6 C7 - GIR 10,44 (s) H(C8) - SLZ
164,0 10,30 (s) OH(C2) - GIR
161,0 C4 - GIR 10,00 (s) OH(C2") - GIR
160,0 C2 - GIR 6,87 (s) H(C5) - GIR
158,6 C2” - GIR 6,66 (d, J= 2,5Hz) H(C3’) - GIR;
156,3 C2' - GIR 6,62 (sl) H(C3") - GIR;
152,2 C4’ - GIR 6,61 (sl) H(C5’) - GIR e H(C5") - GIR
151,1 C4” - GIR 6,22 (d, J= 1,6Hz) H(C5) - GIR e H(C3) - GIR
140,2 C6 - GIR 6,2 (sl)

139,4 C6” - GIR 4,64 (s) H(C8') - SLZ
138,0 C6’ - GIR 3,37 (sl)

123,4 C3' - GIR 3,35 (sl)

118,0 Cl’'- GIR 2,65 (s)

117,4 (CH) C5 - SLz 2,53 (s)

117,2 C1” - GIR (?) 2,44 (s) H(C9) - SLZ
114,4 (CH) C5” - GIR 2,364 (s) H(C8) - GIR;
114,2 (CH) C5’- GIR 2,356 (s) H(C8') - GIR e
111,9 Cl-5SLZ (?) 2,35 (s) H(C8") - GIR
110,7 1,98 (s)

109,8 (CH) C5 - GIR 1,70 (s)

108,4 Cl1 - GIR 1,22 (sl)

107,2 (CH) C3' - GIR

107,1 (CH) C3” - GIR

100,5 (CH) C3 - GIR

72,7 (CH)

71,5 (CH)

70,6 (CH)

70,2 (CH) Agucar(es)

63,7 (CH,)

63,0 (CHa)

62,9 (CHa)

52,7 (CHa) C8' - SLz

31,0 (CHs)

21,4 (CHs) C9 - SLZ

21,2 (CHa) C8 - GIR

20,8 (CHs) C8” - GIR

19,3 (CHs) C8’ - GIR
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Continuacdao da Tabela 19* - Sinais de deslocamento quimico (8) apresentados nos espectros obtidos a
partir do extrato de P. miranda (DMSO-d¢) e atribuicdo de sinais para os acidos tUsnico (USN), giroférico
(GIR) e salazinico (SLZ) .

s 13C a s 1H b
(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
7,5 (CHs) C16 - USN

2300 MHz; 75 MHz;
*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas
de Unico ntcleo (*H ou 3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes; células da tabela na cor rosa

indicam 8'3C de carbonos de aclcares (os quais ndo foram atribuidos).
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Heterodermia leucomela (L.) Poelt subsp. leucomela

Sdo importantes taxonomicamente para esta espécie o depsideo atranorina e o

triterpeno zeorina (Culberson et al. 1977).

CHs o)
CHs

HO OH
COOCH;

CHO
CHs

Atranorina

. "I,/////
OH

Ol
T

//// 3
‘.

Zeorina

Cromatografia em camada delgada (CCD)
O extrato de H. leucomela foi cromatografado no eluente V.

E possivel observar a presenca de 2 substancias majoritarias no cromatograma. A

mancha de Rf maior, que revela em tom laranja nessas condi¢des, tem comportamento

cromatogrifico semelhante ao da atranorina.
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Ja a mancha de Rf 0,36, que revela cor roxa, pode ser referente ao triterpeno zeorina
(Culberson, 1981).

-

Hleuc
Cromatograma 29 - Extrato de H. leucomela

Cromatograma 25: (Hleuc= Heterodermia leucomela) Eluente V: tolueno/ acido acético glacial (85:15 v/v).

Revelador: metanol/ acido sulfdrico (9:1 v/v) seguido de p-anisaldeido em acido sulfurico.

Microcristalizacao (MC)
A microcristalizagdo indicou formas cristalinas correspondentes a atranorina e zeorina

em GAoOT. A identificacdo foi feita por comparacdo com fotos da literatura (Huneck &

Yoshimura 1996) e também com aquelas formadas a partir de substancia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os dados espectrais do extrato de H. leucomela foram obtidos em CDCls.

Nos espectro de RMN de 'H foram observados todos os sinais que podem caracterizar
a presenca do depsideo atranorina. Sao eles, todos singletes: para as trés hidroxilas, trés sinais

em 12,54; 12,49 e 11,49 ppm; em 10,35, 6,51 e 6,39 ppm, os sinais para o hidrogénio de
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aldeido e para os dois hidrogénios aromaticos, respectivamente. E por ultimo, outros quatro
sinais, para o éster metilico e para as trés metilas, em 3,98; 2,68; 2,53 e 2,08 ppm,
respectivamente.

Também no espectro de RMN de Bcg possivel identificar, sem maiores dificuldades,
os sinais de O caracteristicos dos carbonos da estrutura da atranorina, pois sdo os sinais mais
intensos no espectro. Entre esses sinais, podem ser destacados: os dois carbonos CH
aromadticos, em 112,9 e 116,0 ppm, e também o carbono do éster metilico, com & de 52,3 ppm.
Todos os sinais de 8'°C e 'H que podem ser atribuidos a atranorina estdo indicados na figura

58 e concordam dados da literatura (Konig & Wright 1999, atranorina em CDCls).

2,38 (s)

25,5 2,08 (s)
CH, 0 82
CHs Legenda:
6,39 (s) 11,49 (s) 5 13C (ppm)
116,8
112,9 0 OH 5 'H (ppm)
152,0 162,9
167,5
116,0 110,3 :’:g ®)
o ’ 6:51(s) COOCH
12,54 (s) 12,49 (s) 139,9 S5y s
193%HO
10,35 (s) 2C4'j',s

Figura 58 - Sinais de deslocamento quimico da atranorina presente no extrato de H. leucomela (CDCl3).

No espectro de RMN de 'H também ¢ possivel observar alguns sinais menos intensos
na regido abaixo de 3 ppm. Isso indica que os hidrogénios da(s) molécula(s) estdo mais
protegidos do que, por exemplo, em uma substancia fendlica, como é o caso da atranorina,
que estd presente em maior propor¢ao no mesmo extrato. Essa observa¢do concorda com a
possibilidade da presenca de um triterpeno, que apresentaria um conjunto extenso de
hidrogénios com & em regido de maior prote¢do, logo, na regiao abaixo de 3 ppm. Porém, as
conclusdes sobre a estrutura do triterpeno através do espectro de RMN de 'H ndo avancam
muito, ja que nao € possivel observar com clareza o padrao de desdobramento dos sinais num
espectro de mistura, sendo o triterpeno um componente minoritario do extrato.

Também no espectro de RMN de Be, ¢ possivel observar um extenso conjunto de

sinais com intensidade reduzida na regidao abaixo de 75 ppm. Esse conjunto sugere um
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esqueleto triterpénico. A comparacao desses sinais com aqueles que seriam esperados para a
zeorina, que € um triterpeno do tipo hopano comumente encontrado em liquens, pode
confirmar esse tipo de esqueleto. Assim, sugere-se que o triterpeno em questdo pode ser a
zeorina, apesar de que uma andlise mais confidvel deveria ser feita através de espectros (1D e
2D) da substancia isolada a partir desse extrato, para afirmar a identidade do triterpeno. Os

sinais de 8'"°C que podem ser indicados estdo dispostos na figura 59 e concordam com Elix et

al. 1982.

41,2 26,6
51’1 *k
l///////
73,9 OH
18,5
43,8
33,25 2693 Legenda:
S H
\\ —
221 367 OH 5 13C (ppm)

*49,5; 48,8 e 49,1 ppm
*30,9; 29,7 e 28,9 ppm

Figura 59 - Sinais de deslocamento quimico da zeorina presente no extrato de H. leucomela (CDCls).

Assim, foi possivel identificar no extrato de Heterodermia leucomela (L.) Poelt subsp.

leucomela o depsideo atranorina e o triterpeno zeorina, por CCD, MC e RMN.
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Tabela 22* - sinais de deslocamento quimico (8) apresentados nos espectros obtidos a partir do extrato de

H. leucomela (CDCIls) e atribuicdo de sinais para a atranorina (ATR) e zeorina (ZEO).

s 13C a s 1H b

(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
193,8 (CH) C8 - ATR 12,54 (s) OH(C4) - ATR
172,2 C7’' - ATR 12,49 (s) OH(C2) - ATR
169,7 C7 - ATR 11,49 (s) OH(C2") - ATR
169,1 C2 - ATR 10,35 (s) H(C8) - ATR
167,5 C4 - ATR 6,51 (s) H(C5’) - ATR
162,9 C2' - ATR 6,39 (s) H(C5) - ATR
152,4 C6 - ATR 3,98 (s) COOCH;(C7’) - ATR
152,0 C4’ - ATR 2,68 (s) H(C9) - ATR
139,9 C6’ - ATR 2,53 (s) H(C9’) - ATR
116,8 C3’ - ATR 2,16 (s)

116,0 (CH) C5' - ATR 2,08 (s) H(C8) - ATR
112,9 (CH) C5 - ATR 1,53 (s)

110,3 C1l’ - ATR 1,24 (s)

108,6 C3 - ATR 1,20 (s)

102,8 C1 - ATR 1,17 (s)

73,9 C22 - ZEO 1,14 (s)

69,3 C6 - ZEO 1,03 (s)

61,1 C5 - ZEO 1,00 (s)

54,0 C17 - ZEO 0,96 (s)

52,3 (CHs) COOCH;(C7) - ATR 0,85 (s)

51,1 C21 - ZEO 0,75 (s)

49,8 C18 - ZEO;

49,4 C9 - ZEO e/ou

48,6 C13 - ZEO

45,5 C7 - ZEO

44,0

43,8 C3 - ZEO

42,9 C8 - ZEO

41,9 C14 - ZEO

41,2 (CH,) C19 - ZEO

40,4 (CH,) Cl - ZEO

39,3 C10 - ZEO

36,7 (CH) C23 - ZEO

34,3 C15 - ZEO

33,6 C4 - ZEO

30,9 (CHs) C29 - ZEO

29,7 e/ou

28,7 (CHs) C30 - ZEO

26,6 C20 - ZEO

25,5 (CHs) C9 - ATR

24,0 (CHs) C9’ - ATR
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Continuacdao da Tabela 19* - Sinais de deslocamento quimico (8) apresentados nos espectros obtidos a

partir do extrato de H. leucomela (CDCIls) e atribuigdo de sinais para a atranorina (ATR) e zeorina (ZEO).

8 13C a 8 1H b

(DEPT 135)  C - substancia (multiplicidade) H - substancia
22,1 C24 - ZEO

21,9 C16 - ZEO

21,1 C11 - ZEO

18,5 C2 - ZEO

17,1 C27 - ZEO e/ou C25 - ZEO

16,1 C28 - ZEO

9,4 (CHs) C8’ - ATR

2300 MHz; 75 MHz;
*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas

de Unico ndcleo (*H ou 3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.
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Parmotrema cornutum (Lynge) Hale

S@o importantes taxonomicamente para esta espécie o depsideo atranorina e o 4cido

vulpinico (Hale, 1965).

CH, 0
CH,
0 OH
HO OH
COOCH,
CHO
CH,
Atranorina
O
(6]
OH COOCH,

Acido vulpinico

Cromatografia em camada delgada (CCD)

O extrato de P. cornutum foi cromatografado duas vezes no eluente 1.

E possivel observar a presenca de ao menos | substincia majoritiria no
cromatograma. Essa mancha possui o maior Rf, revela em tom laranja na presenga dos
reveladores 1 e 2 e apresenta comportamento cromatografico semelhante ao da atranorina.

Ja a mancha de menor Rf, que revela cor cinza escuro, ndo pdde ter sua identidade

atribuida.
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Outras manchas de cor e forma irregulares também ndo puderam ter sua identidade

atribuida.

d'
-

Pcorn - FUM Pcorn - ATR

(revl) (rev 1 + rev2)

Cromatograma 30 e 31 - Extrato de P. cornuta

Cromatogramas 28 e 29: (Pcorn= P. cornuta, FUM= acido fumarprotocetrarico; ATR= atranorina) Eluente
II: tolueno/ acido acético glacial/ acido férmico (138:83:8 v/v/v). Reveladores: (revl:) metanol/ acido

sulfurico (9:1 v/v) e (rev2:) p-anisaldeido em acido sulftrico.

Microcristalizacao (MC)
A microcristalizacdo indicou formas cristalinas correspondentes a atranorina em
GAOT. A identificacdo foi feita por comparacdo com fotos da literatura (Huneck &

Yoshimura 1996) e também com aquelas formadas a partir de substancia de referéncia.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Os dados espectrais do extrato de P. cornuta foram obtidos em CDCl;.
Os sinais mais intensos presentes nos espectros caracterizam a presenga do depsideo

atranorina. No espectro de RMN de 'H é possivel observar, todos singletes: para as trés
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hidroxilas, trés sinais em 12,54; 12,49 e 11,49 ppm; em 10,35, 6,51 e 6,39 ppm, os sinais para
o hidrogénio de aldeido e para os dois hidrogénios aromaticos, respectivamente. E por dltimo,
outros quatro sinais, para o éster metilico e para as trés metilas, em 3,98; 2,68; 2,53 e 2,08
ppm, respectivamente.

No espectro de RMN de Bc ¢ possivel identificar apenas os sinais que podem ser
atribuidos a carbonos CH e CH3, que sdo facilmente identificdveis no espectro de DEPT 135.
Sao eles: 116,0 e 112,8 ppm, dois carbonos CH aromaticos, 193,8 ppm, para a carbonila de
aldeido, e ainda 52,3; 25,5; 24,0 e 9,4 ppm, para o éster metilico e as trés metilas presentes na
estrutura da atranorina. Todos os sinais de 8"°C e 'H que podem ser atribuidos a atranorina
estdo indicados na figura 60 e concordam dados da literatura (Konig & Wright 1999,

atranorina em CDCI5).

2,67 (s)

25,5 2,08 (s)
CHs
11,49 (s) Legenda:
6,39 (s) O OH & 13C (ppm)
112,8 5 'H (ppm)
116,0
HO OH 620 23
12,54 (5) 12,49 (s) >0 COOCH; > ®
CHO
193,8 CHs
10,35 (s) 24,0
2,53 (s)

Figura 60 - Sinais de deslocamento quimico da atranorina presente no extrato de P. cornuta (CDCls).

No espectro de RMN de 'H também é possivel observar muitos outros sinais além dos
que sdo caracteristicos da atranorina, porém nao foi possivel atribui-los inequivocamente. O
mesmo acontece com os sinais menos intensos presentes no espectro de RMN de '*C.

Assim, foi possivel identificar no extrato de Parmotrema cornuta apenas o depsideo

atranorina por CCD, MC e RMN.
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Tabela 23* - sSinais de deslocamento quimico (8) apresentados nos espectros obtidos a partir do extrato de

P. cornuta (CDCl3) e atribuicdo de sinais para a atranorina (ATR).

s 13C a s 1H b
(DEPT 135) C - substancia (multiplicidade) H - substancia
216,9 13,95 (s)
193,8 C8 - ATR 13,80 (s)
188,8 13,77 (s)
187,6 12,54 (s) OH(C4) - ATR
187,1 12,49 (s) OH(C2) - ATR
179,8 12,32 (s)
177,6 11,95 (s)
170,3 11,94 (s) OH(C2’) - ATR
159,4 11,86 (s)
158,3 11,84 (s)
140,2 (CH) 11,74 (s)
139,7 (CH) 11,72 (s)
118,2 11,66 (s)
116,0 (CH) C5’ - ATR 11,65 (s)
112,8 (CH) C5 - ATR 10,36 (s)
107,9 10,35 (s) H(C8) - ATR
107,6 (CH) 7,43 (t, J= 8,2Hz)
106,8 6,61 (d, J= 8,6Hz)
101,5 6,58 (s)
99,9 6,56 (s)
84,7 6,55 (s)
76,1 (CH) 6,53 (s)
71,3 (CH) 6,50 (s) H(C5") - ATR
53,5 (CH) 6,39 (s) H(C5) - ATR
53,3 (CH) 5,40 (d, J= 11,5Hz)
52,3 (CH) COOCHs(C7) - ATR 4,11 (sl)
36,3 (CHs) 3,97 (s) COOCHs(C7") - ATR
36,1 3,93 (s)
32,62 (CH,) 3,90 (s)
32,57 3,78 (s)
29,7 (CHs) 3,72 (s)
29,2 (CHs) 2,85 (s)
28,6 (CHs) 2,79
28,5 (CHs) 2,76 (d, J= 5,1Hz)
25,5 (CHs) C9 - ATR 2,73 (s)
24,0 (CHs) C9’ - ATR 2,70 (d, J= 5,9Hz)
20,8 (CHs) 2,67 (s) H(C9) - ATR
18,0 (CHs) 2,57 (s)
17,5 (CHs) 2,53 (s) H(C9") - ATR
17,4 (CHs) 2,51 (s)
9,4 (CH3)* C8’ - ATR 2,46 (d, J= 4,5Hz)
2,40 (t~m)
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Continuacao da tabela 19%* - Sinais de deslocamento quimico (§) apresentados nos espectros obtidos a partir

do extrato de P. cornuta (CDCls) e atribuigdo de sinais para a atranorina (ATR).

8 13C a
(DEPT 135) C - substancia

S'H®
(multiplicidade) H - substancia

2,35 (sl)
2,28 (t~m)
2,16 (s)
2,08 (s) H(C8) - ATR
2,03 (s)
1,24 (s)
1,17 (s)
1,15 (s)
1,03 (s)
1,01 (s)
0,87 (s)
0,79 (s)
0,77 (s)

2300 MHz; ®75 MHz
*visivel apenas no espectro de RMN de DEPT 135
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Espectro 76 - Espectro de RMN de *3C do extrato de P. cornutum, com ampliagdes de 76 a 16 ppm (CDCl3).
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Dados de RMN utilizados como referéncia e

comparacao

Serdo apresentados os dados de RMN que foram utilizados como referéncia e
comparacdo dentro dos resultados e discussdao. Sdo dados experimentais ou da literatura
obtidos a partir de espectros de RMN de substancias isoladas.

Para obtenc¢do de dados experimentais foram utilizadas as mesmas substancias
utilizadas como referéncia para cromatografia. Cada um desses compostos foi previamente
isolado e purificado pelo Grupo de Pesquisa em Quimica de Liquens (LP2/DQI/UFMS).
Foram utilizadas as seguintes substincias: atranorina e os dcidos protocetrdrico, norstitico,
difractdico, salazinico e perlatdlico. Além das substancias puras, também foram utilizados
extratos de liquens que continham substancias de interesse em alta proporc¢ao, dos quais foram
obtidos espectros de RMN 2D que possibilitam a atribui¢do dos & de 'H e BC. Na proxima
pagina € apresentada uma tabela com todas as substincias pesquisadas e a paginag¢dao das

referidas substancias.
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Substancia Dados de RMN Solvente deut. | Fonte de dados Pagina
Atranorina 'H, 13C CDCl; Koénig & Wright, 1999 | 246
Atranorina 'H, 13C, gHSQC e gHMBC DMSO-ds Experimental 246
Acido protocetrarico 'H, 3¢, gHSQC e gHMBC DMSO-ds Experimental 253
Acido norstitico 'H, 13C, gHSQC e gHMBC DMSO-ds Experimental 259
Acido difractaico 'H, 13C, gHSQC e gHMBC | CDCl3 Experimental 264
Acido Usnico 1y, 3c CDCls Konig & Wright, 1999 | 272
Acido giroférico 1y, 3C DMSO-ds Narui et al. 1998 274
Acido a-colatdlico 1H, 13¢ CDCl3 Huneck & 276
Yoshimura, 1996
Acido a-alectordnico 4, 3¢ DMSO-ds Millot et al. 2007 278
CDCI3/DMSO0O-dg 280
Acido salazinico H, 3c (1:3) Eifler et al. 2000
Acido salazinico 'H, 13C, gHSQC e gHMBC DMSO-ds Experimental 280
Acido perlatélico 'H, 13C, gHSQC e gHMBC | CDCls Experimental 288
Acido divaricatico H, 13C CDCl; * 298
Acido divaricatico 'H, 13C, gHSQC e gHMBC DMSO-ds Experimental** 298
Acido 315
protopraesoredidsico | *H, '3C CDCl; David et al. 1990
Acido murélico H, 3¢ Piridina-ds Rezanka et al. 2000 | 316
Acido Huneck & 317
protoliquesterinico H CDCI5/CD30D (2:1) | Yoshimura,1996
Acido Huneck & Yoshimura, | 317
protoliquesterinico 3¢ CDCls 1996
Acido caperatico H Acetona-de Huneck & Yoshimura, | 318
1996
Acido liquesterinico e CDCls Bodo & Molho, 1980 319
Zeorina H, 3C DMSO-ds Koénig & Wright, 1999 | 320
Zeorina 3¢ CDCl; Elix et al. 1982 320
Acido vulpinico H, 13C Acetona-ds Kdénig & Wright, 1999 | 322

*atribuigdo feita a partir da comparagdo com atribuicdo feita para o acido perlatdlico (CDCl3)

**aspectros de RMN 2D obtidos a partir do extrato de Canoparmelia ecaperata
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Solventes deuterados: CDCl; (Konig & Wright, 1999) e DMSO-d; (experimental)

CHy 0

OH OH

CHO

CH,

Legenda:

OH

COOCH;

CHj

Tabela 25 - sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) da atranorina a partir de dados experimentais e

da literatura.

Experimental Konig & Wright, 1999
DMSO-ds, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C) CDCl;, 300MHz (*H) e 75MHz (3C)
5'H 5'H

83 | C (multiplic.) | H §3c |cC (muttiplic.) | H
193,8 | 8 12,42 (s)* 193,8 |8 12,55 (s) | OH(C4)
169,7 | 7’ 11,59 (sl)* 172,2 |7 12,50 (s) | OH(C2)
164,5 | 7 10,21 (s) CHO(C8) 169,7 11,95 (s) | OH(C2")
163,4 6,64 (s) H(C5") 169,1 10,36 (s) | CHO(C8)
161,5 | 2 6,41 (s) H(C5) 167,4 6,52 (s) H(C5")
157,4 | 2’ 3,87 (s) COOCH5(Cc7) | 162,9 | 2’ 6,40 (s) H(C5)
151,4 | 4’ 2,39 (s) H(C9) 152,4 |6 3,99 (s) | COOCH5(C7")
148,9 | 6 2,34 (s) H(C9") 152,0 | 4’ 2,69 (s) | H(C9)
136,5 | 6 2,03 (s) H(C8") 139,9 |6’ 2,54 (s) H(C9")
116,2 | 3’ 116,8 3’ 2,09 (s) H(C8")
115,6 | 5 116,0 5’
115,1 | 1’ 112,8 5
110,6 | 1 110,3 | 1’
109,0 | 5 108,3 3
107,9 | 3 102,8 1
52,2 COOCH3 52,3 COOCH;

(C7") (C7")
21,1 9 25,5 9
21,0 9’ 24,0 9’
9,2 8’ 9,3 8’

*Estes sinais sdao correspondentes provavelmente as duas hidroxilas ligadas a C4 e C2. O sinal
aparece alargado no espectro de RMN de 'H devido & troca rapida com deutério. Ndo foi possivel
atribuir os sinais inequivocamente porque nao foi observada nenhuma correlagao desses sinais no
espectro de RMN de gHMBC.



RMN aplicada a taxonomia de liquens 246

2,39 (s)
21,1

Legenda:
& 13C (ppm) — DMSO-d,
& 'H (ppm) — DMSO-d,

10,51 (s)
OH

12,42 (sl)* e 11,59 (sl)*

3,87 (5) *ndo podem ser inequivocamente atribuidos

193,8
10,21 (s)

Figura 61 - Sinais de deslocamento quimico de '*C e 'H da atranorina (experimental, DMSO-ds).

Legenda:
8 13C (ppm) — CDCl,
8 'H (ppm) — CDClI,

12,55 (s) 12,50 (s)
8

CHO

193,8

10,36 (s)

Figura 62 - Sinais de deslocamento quimico de '*C e H da atranorina (Kénig & Wright, 1999, CDCls).

Ravaglia, L. M., 2007
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Tabela 26 - Sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) da atranorina a partir de dados experimentais de

RMN *H, '3C e correlacBes observadas em RMN de gHSQC e gHMBC (DMSO-ds).

Atranorina - Experimental
DMSO-ds, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

53¢

(DEPT 135)* | C gHSQC | gHMBC

193,8 (CH) 8 10,21 161,5/ 110,6

169,7 7'

164,5

163,4

161,5 2

157,4 2’

151,4 4’

148,9 6

136,5 6

116,2 3’

115,6 (CH) 5’ 6,64 9,2/ 21,4/ 151,4/ 157,4/ 169,7
115,1 1’

110,6 1

109,0 (CH) 5 6,41 21,1/107,9/ 110,6/ 163,4/ 193,8
107,9 3

52,2 (CHs) COOCH5(C7") | 3,87

21,1 (CH53) 9 2,39 109,0/ 110,6/ 148,9/ 161,5/ 163,4
21,0 (CHs) 9’ 2,34 115,6/ 136,5/ 157,4

9,2 (CHs) 8’ 2,03 116,2/ 136,5/ 151,4/ 157,4

*a mesma informacgdo é obtida através da observacdo das fases (negativa ou positiva) no espectro
(colorido) de RMN de gHSQC.

2,39 (s)
21,1

Legenda:
8 13C (ppm) — DMSO-d,
8 H (ppm) — DMSO-d,

10,51 (s)
OH

12,42 (sl)* e 11,59 (sl)*

3,87 (5) *nédo podem ser inequivocamente atribuidos

193,8
10,21 (s)

Figura 61 - Sinais de deslocamento quimico de *C e 'H da atranorina (experimental, DMSO-ds).
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Ravaglia, L. M., 2007
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Ravaglia, L. M., 2007
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Acido protocetrarico

Solvente deuterado: DMSO-dg, (experimental)

CHj 0 CH,OH

0 OH Legenda:

OH O COOH

CHO CHg

Tabela 27 - sinais de deslocamento quimico (8 em ppm) do acido protocetrarico a partir de dados

experimentais de RMN de 'H, '3C, gHSQC e gHMBC (DMSO-ds).

Acido protocetrarico - Experimental
DMSO-ds, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

5 3¢ 8 'H

(DEPT 135)* C (multiplic) H
191,7 (CH) 8 11,94 (sl)**

170,1 7' 10,57 (s) H(C8)
163,9 4 6,82 (s) H(C5)
163,8 2 4,59 (s) H(C8")
161,2 7 2,41 (s) H(C9)
154,6 2’ 2,38 (s) H(C9")
152,0 6

144,5 4’

141,8 5’

129,4 6’

118,7 3’

117,1 (CH) 5

116,7 1’

112,4

111,8 3

52,2 (CH;) 8’

21,4 (CHs) 9

14,4 (CHs) 9’

*a mesma informacgdo é obtida através da observacdo das fases (negativa ou positiva) no espectro
(colorido) de RMN de gHSQC.

**Este sinal pode ser correspondente as duas hidroxilas ligadas a C4 e C2’, ou a apenas uma delas.
O sinal aparece alargado no espectro de RMN de !H devido a troca rapida com deutério. Ndo foi
possivel atribuir o sinal inequivocamente porque ndo foi observada nenhuma correlagdo desse sinal
no espectro de RMN de gHMBC.
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Tabela 28 - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) do acido protocetrarico a partir de dados

experimentais de RMN de 'H, *3C e correlagbes observadas em RMN de gHSQC e gHMBC (DMSO-ds).

Acido protocetrarico - Experimental
DMSO-ds, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

53¢

(DEPT 135)* | C gHSQC gHMBC

191,7 (CH) 8 10,57 111,8/ 117,1/ 163,8

170,1 7'

163,9

163,8

161,2

154,6 2’

152,0 6

144,5 4’

141,8 5’

129,4 6’

118,7 3’

117,1 (CH) 5 6,82 21,4/ 111,8/ 112,4/ 163,9/ 161,2
116,7 1’

112,4

111,8

52,2 (CH,) 8 4,59 118,7/ 144,5/ 154,6

21,4 (CH3) 9 2,41 112,4/117,1/ 152,0/ 161,2/ 163,9
14,4 (CHs) 9’ 2,38 116,7/ 129,4/ 141,8/ 118,7/ 144,5/ 154,6

*a mesma informacao é obtida através da observacdo das fases (negativa ou positiva) no espectro
(colorido) de RMN de gHSQC.

Legenda:
& 13C (ppm)
& 'H (ppm)

11,94 (sl)*

*nao pode ser inequivocamente atribuido

10,57 (s) 2,38 (s)

Figura 63 - Sinais de deslocamento quimico de **C e H do acido protocetrarico (experimental, DMSO-ds).
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*Ampliacoes importantes para visualizagdo das correlagbes referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos C9
e C9’' (2,41 e 2,38 ppm, respectivamente).
2,41 (H-C9) se correlacionando com C1 (112,4 - 13)/ C5 (117,1 - 13)/ C6 (152,0 - 12)/ C7 (161,2 - }4) e
C2 (163,9 - 14)
2,38 (H-C9) se correlacionando com C1’ (116,7 - 13)/ C6’ (129,4 - 12)/ C5’ (141,8 - 13)/ C4' (144,5 -
14)/ C2' (154,6 - J4) e C3' (118,7 - 15)

Ravaglia, L. M., 2007
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Acido norstitico

Solvente deuterado: DMSO-dg, (experimental)

CH3 (o)
CH
0 3
HO o) OH
Legenda:
CHO OH
0]
H 0

Tabela 29 - Sinais de deslocamento quimico (58 em ppm) do acido norstitico a partir de dados

experimentais de RMN de 'H, *3C, gHSQC e gHMBC (DMSO-ds).

Acido norstitico - Experimental
DMSO-d¢, 300MHz (‘H) e 75MHz (*3C)

5 3¢ 5 'H

(DEPT 135)* C (multiplic) H
192,7 (CH) 8 12,04 (sl)**

166,3 7' 10,44 (s) H(C8)
164,0 4 10,23 (sl) **

163,6 2 8,28 (sl) OH(C9")
160,3 7 6,85 (s) H(C5)
152,4 6 6,78 (sl) H(C9")
152,1 2' 2,44 (s) H(C9)
147,9 4’ 2,19 (s) H(C8")
137,4 5’

135,9 6’

120,1 8’

117,4 (CH) 5

111,8 1

110,7 3

109,2 1’

95,0 (CH) 9

21,5 (CH3) 9’

9,6 (CH53) 8’

*a mesma informacao é obtida através da observacdo das fases (negativa ou positiva) no espectro
(colorido) de RMN de gHSQC.

**Estes sinais podem ser correspondentes as duas hidroxilas ligadas a C4 e C2'. O sinal aparece
alargado no espectro de RMN H devido & troca rapida com deutério. N&o foi possivel atribui-los
inequivocamente porque nao foi observada nenhuma correlacdo dos mesmos no espectro de RMN
de gHMBC.
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Ravaglia, L. M., 2007
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Tabela 30 - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) do acido norstitico a partir de dados

experimentais de RMN de *H, *3C e correlacdes observadas em RMN de gHSQC e gHMBC.

Acido norstitico - Experimental
DMSO-ds, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

53¢

(DEPT 135)* | C gHSQC gHMBC

192,7 (CH) 8 10,44 110,7/ 117,4/ 164,0

166,3 7'

164,0

163,6

160,3

152,4

152,1 2’

147,9 4’

137,4 5’

135,9 6’

120,1 8’

117,4 (CH) 5 6,85 21,5/ 111,8/ 160,3/ 164,0
111,8

110,7 3

109,2 1’

95,0 (CH) 9 6,78

21,5 (CH53) 9’ 2,44 111,8/ 117,4/ 152,4/ 160,3/ 163,6
9,6 (CHs) 8’ 2,19 109,2/ 121,0/ 147,9/ 152,1

*a mesma informacao é obtida através da observacdo das fases (negativa ou positiva) no espectro
(colorido) de RMN de gHSQC.

9?61 9 (s)
CHg

Legenda:
OH 5 13C (ppm)
5 'H (ppm)
186,7 . 12,44 (sl)* e 10,23 (sl)*
10,44 (S) 8,28 (SI) O *ndo podem ser inequivocamente atribuidos

H
6,78 (sl)

Figura 64 - Sinais de deslocamento quimico de '*C e H do acido norstitico (experimental, DMSO-ds).
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Acido difractaico

Solvente deuterado: CDCl; (experimental)

CHs o)
CHs

Legenda:
HaCO OCHs
COCH

CHs
CHs

Tabela 31 - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) do acido difractdico a partir de dados

experimentais de RMN de 'H, *3C, gHSQC e gHMBC.

Acido difractaico - Experimental
CDCl;, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

5 13c

(DEPT 135)* | C 5 'H (multiptic)y | H
174,8 7’ 11,71 (sl) OH(C2")
166,2 7 6,61 (s) H(C5")
163,8 2’ 6,53 (s) H(C5)
160,1 4 3,86 (s) OCH;(C4)
157,3 2 3,84 (s) OCH;(C2)
154,2 4’ 2,61 (s) H(C9")
140,9 6’ 2,47 (s) H(C9)
135,5 6 2,18 (s) H(C8)
119,6 1 2,16 (s) H(C8")
117,6 3 1,24 (s)

117,4 3’

116,7 (CH) 5’

108,4 1

108,2 (CH) 5

62,1 (CHs) OCH3(C2)

55,7 (CHs) OCH;(C4)

24,1 (CHs) 9’

20,2 (CHs) 9

9,1 (CHs) 8’

8,9 (CHs) 8

*a mesma informacgdo é obtida através da observacdo das fases (negativa ou positiva) no espectro
(colorido) de RMN de gHSQC.
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Tabela 32 - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) do acido difractdico a partir de dados

experimentais de RMN de *H, *3C e correlacdes observadas em RMN de gHSQC e gHMBC.

Acido difractaico - Experimental
CDCls, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

8 3¢

(DEPT 135)* | C gHSQC gHMBC

174,8 7'

166,2 7

163,8 2’

160,1

157,3 2

154,2 4’

140,9 6’

135,5 6

119,6

117,6 3

117,4 3’

116,7 (CH) 5’ 6,61 24,1/ 108,4/ 117,4/ 154,2

108,4 1’

108,2 (CH) 5 6,53 20,2/ 119,6/ 117,6/ 166,2/ 160,1

62,1 (CHs) OCH5(C2) 3,84 157,3

55,7 (CHs) OCH3(C4) 3,86 160,1

24,1 (CHs) 9’ 2,61 140,9/ 116,7/ 108,4

20,2 (CHs) 9 2,47 108,2/ 119,6/ 135,5

9,1 (CHs) 8’ 2,18 117,4/ 154,2/ 163,8

8,9 (CHs) 8 2,16 117,6/ 157,3/ 160,1

--- --- OH(C2") = 108,4/ 117,4/ 163,8
11,71%*

*a mesma informacgdo é obtida através da observacdo das fases (negativa ou positiva) no espectro

(colorido) de RMN de gHSQC.
**easte sinal apresenta correlagbes apenas no espectro de RMN de gHMBC.

2,47 (s)
20,2 2,18 (s)

Legenda:
& 3C (ppm)

& 'H (ppm)

8,9
2,16 (s)

Figura 65 - Sinais de deslocamento quimico de '*C e 'H do acido difractaico (CDCl;).

11,71 (sl)
H
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Espectro 96* - Ampliagdo do espectro de RMN de gHSQC do acido difractdico (CDCls).

*Ampliacdo importante para visualizagdo das correlacOes referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos C9 e
C9' (2,47 e 2,61 ppm, respectivamente).

2,47 (H-C9) se correlacionando com C9 (20,2)

2,61 (H-C9') se correlacionando com C9' (24,1)

2,16 e 2,18 (H-C8 e H-C8/, respectivamente) foram melhor atribuidos através do espectro de RMN de
gHMBC.

Ravaglia, L. M., 2007
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**Ampliacbes importantes para visualizacdo das correlacbes referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos
C5 e C5' (6,53 e 6,61 ppm, respectivamente).
6,53 (H-C5) se correlacionando com C3 (117,6 - 13)/ C1 (119,6 - 13)/ C4 (160,1 - 32)/ C7 (166,2 - 14)
2,61 (H-C5’') se correlacionando com C1’ (108,4 - 13)/ C3' (117,4 - 13)/ C4' (154,2 - 12)

Ravaglia, L. M., 2007
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Espectro 100*** — Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do acido difractaico (CDCls) - regido dos
hidrogénios com & 2,16 e 2,18 ppm.

***Ampliacdo importante para visualizacdo das correlagBes referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos C8
e C8 (2,16 e 2,18 ppm, respectivamente).

2,16 (H-C8) se correlacionando com C2 (157,3 - 13)/ C4 (160,1 - 13)

2,61 (H-C8') se correlacionando com C4' (154,2 - 13)/ C2' (163,8 - 13)

- 96
= 100
— 104
= — 108
=112
— — 116
=120
- 124
— 128
- 132
— 136
= 140
- 144
— 148
- 152
— 156
— 160
— — 164
— 168

R T L L e e e
PPM (F2Y1.881.841.801.761.721.681.641.601.561.521.481.441.401.361.321.28 PPM (F1)
Espectro 101**** — Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do &cido difractdico (CDCls), na regido de &'H
de aproximadamente 11 ppm - corte fundo.

***Ampliacdo importantes para visualizacdo das correlacGes referentes ao hidrogénio de hidroxila ligados ao

carbonos C2' (em 11,71 ppm).
11,71 (OH-C2") se correlacionando com C1’ (108,4 - 13)/ C3’ (117,4 - 33)/ C2' (163,8 - 12)

Ravaglia, L. M., 2007
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Acido tsnico

Solvente deuterado: CDCl; (Konig & Wright, 1999)

HaC 0

HO 0] OH

Legenda:
CH3
HaC

OH (0] O

Tabela 33 - Sinais de deslocamento quimico (§ em ppm) do acido Gsnico a partir de dados da literatura

(CDCls).

Acido Gsnico - Konig & Wright, 1999
CDCl;, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

5 13¢C C 8 'H (multipticy | H
201,8 14 18,84 (s) OH(C3)
200,4 17 13,31 (s) OH(C8)
198,1 1 11,02 (s) OH(C10)
191,8 3 5,92 (s) H(C4)
179,4 5 2,67 (s) H(C18)
163,9 8 2,66 (s) H(C15)
157,6 10 2,10 (s) H(C16)
155,2 6 1,75 (s) H(C13)
109,4

105,3

104,0 11

101,6 7

98,4

59,1 12

32,2 13

31,3 18

27,9 15

7,6 16
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2,67 (s)
31,3
H,Cl® o)

27,9
3 2,66 (s)
|1| 3 é 201,8
32’ 0 Legenda:
OH ’ O (0] 5 13C
11,02 (s) 1,75 (s) (ppm)
 H (ppm)

Figura 66 - Sinais de deslocamento quimico de *3C e 'H do acido Gsnico (Kénig & Wright, 1999, CDCl3).

Ravaglia, L. M., 2007



Acido giroférico

Solvente deuterado: DMSO-d¢ (Narui et al. 1999)

HO

Legenda:

CHs

OH

OH

COO

CH;

CH,

COOH

OH

273

Tabela 34 - Sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) do acido giroférico a partir de dados da

literatura.

Acido giroférico - Narui et al. 1998
DMSO-ds, 500MHz (*H) e 125MHz (*3C)

5 13¢C C 8 'H (muttiptic.) | H
170,37 7" 10,42 (s) OH(C2))
167,07 7 10,29 (s) OH(C2)
165,52 7' 9,96 (sl) OH(C2")
161,08 4 6,70 (d, 1=1,68Hz) H(C3)
160,08 2 6,67 (d, J=1,68Hz) H(C5")
158,77 2" 6,65 (d, 1=1,98Hz) H(C3")
156,30 2’ 6,62 (d, 1=1,98Hz) H(C5")
152,18 4’ 6,24 (d, 1=2,14Hz)  H(C3) e H(C5)
152,08 4" 2,40 (s) H(C8")
140,21 6 2,38 (s) H(C8")
139,56 6" 2,37 (s) H(C8)
137,95 6’

117,88 1’

116,80 17

114,43 5"

114,17 5’

109,85 5

108,23 1

107,17 3

107,14 3

100,49 3

21,22 8

20,84 8"

19,26 8’
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2,37 (s)
21,2 2,40 (s)
CHs (0] 20,84
6,70 CHj
(d, J=1,68Hz)
6,24 (d, J=2,14 Hz) o717 0,42 (s) 170,37
109,85 167,07 O ’ OH COOH

156,30 6,70 116,80

161,08 (d, J=1,98Hz)

117,88 158,77
HO H 6,70 .
100,49 10,29 (s) (d, J=1,68Hz) COO~ 152,08 OH
6,24 165,52 107,14
(d, J=2,14Hz) 6,65 9,96 (s)
CHj (d, J=1,68Hz)

Legenda: 19,26

& 13C (ppm) — DMSO-d, 2,38 (s)

& 'H (ppm) — DMSO-d,

numeragao

Figura 67 - Sinais de deslocamento quimico de **C e 'H do acido giroférico (Narui et al. 1999, DMSO-ds).

Ravaglia, L. M., 2007



Acido o-colatélico

CHj

Solvente deuterado: CDCl; (Huneck & Yoshimura,1996)

Tabela 35 - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) do acido a-colatélico a partir de

dados da literatura.

H4CO

275

Legenda:

Acido o-colatélico - Huneck & Yoshimura, 1996

CDCls, 500MHz (*H) e 125MHz (*3C)

CH;

5 3¢ | c 8 'H (multiplic.) | H

206,6 2" 11,00 (s) OH(C2)
168,4 7’ 6,80 (s) H(C3")
163,5 6,60 (d, J= 2,3Hz) H(C3)
162,2 6,57 (d, J= 2,3Hz) H(C5)
161,3 4 3,97 (m) H(C1")
160,2 2’ 3,84 (s) OCH5(C4)
150,5 4’ 3,18 e 3,52 (2xd, 1=16,2Hz)  H(C1™)
141,2 6 2,54 (t, I= 7,4Hz) H(C3")
140,0 5 2,00 (m) H(C3™)
129,3 6 1,62 (m) H(C4")
115,2 5 1,59 (m) H(C4"")
113,8 1 1,37 (m) H(C5") e H(C5™)
108,0 3 1,31 (m) H(C6") e H(C6™)
104,9 1 0,93 (t, J= 7,0Hz) H(C7")
104,7 2 0,90 (t, 1=7,1Hz) H(C7"")
104,6 3

55,7 OCH5(C4)

47,9 1"

42,7 3"

40,8 3"

31,6 5"

31,3 5"

30,9 1"

23,3 4

23,0 4

22,5 6"

22,4 6"

13,9 77 e 7"
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0,93 ( t, J= 7,0Hz)

7~y 13,9
CHs
1,31 (m)
22,5 1,37 (m)
57131,3
& Legenda:
23,3 2,54 (t, J= 7,4Hz)

1,62 (m) 42,7 8 H (ppm)

5 13C (ppm)

206,6 numeracgao

391
o 47,9 o)
6,80 (s)

141,2 141,2 108,0 11,00 (s)

115,2
6,57 (d, J= 2,3Hz)

(0]
HsCO
55,7
3,84 (s) 6,57
(d, J= 2,3Hz)
3,18 e 3,54
(2xd, J= 16,2 Hz)
104,7
HO™ |,
40,8 1,59 (m)
Legenda: 2,00 (m) 47"~ 23,0
8 13C (ppm) — CDCl,
5
& 'H (ppm) — CDCl, 31,6
- 1,37 (m) 224
numeracao 1.31 (m)
7" CHg
13,9

0,90 (t, J=7,1Hz)

276

Figura 68 - Sinais de deslocamento quimico de '3C e 'H do acido a-colatélico (Huneck & Yoshimura, 1996,

CDCls).

Ravaglia, L. M., 2007



Acido a-alectoronico

CHj

Solvente deuterado: DMSO-ds (Millot et al. 2007)

Tabela 36 - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) do acido a-alectorénico a partir

de dados da literatura.

HO
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Legenda:

Acido a-alectordnico - Millot et al. 2007

DMSO-ds, 270MHz (*H)

CHs
5 13¢C C 8 'H (multiplic.) H
206,6 2" 11,39 OH(C2)
169,5 7 10,36 OH(C4)
162,9 4 7,15 OH(C2"™)
162,7 6,89 (s) H(C3)
162,5 6,81 (s) H(C3")
160,3 2/
151,2 4’ 6,74 (s) H(C5)
142,6 6 4,09 H(C1")
141,0 5 3,73 H(C1"")
132,1 6’ 3,39 H(C1"")
117,7 5 2,59 H(C3")
113,6 1 2,08 - 2,10 (m) H(C3™)
107,6 3 1,62 (m) H(C4"")
106,4 3 1,52 (m) H(C4")
47,8 1" 1,33 - 1,37 (m) H(C5™)
42,7 3" 1,24 - 1,37 (m) H(C6™) e H(C6™)
41,4 3" 1,24 - 1,31 (m) H(C5")
32,6 54 0,93 H(C7™)
32,0 5" 0,89 (t, J= 7Hz) H(C7")
31,0 17"
24,2 4m
23,9 4"
23,4 6" e 6"
14,6 7"
14,5 7"
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0,89 (t, J= 7,0 Hz)
2> 145
CH,

1,24 -1,37 (m) [ 6”

1,24 - 1,31 (m)

234
o 320
. Legenda:
1’522’;23 {259 (t, J=7,5H2)
’ 42,7 5 'H (ppm)
& 13C (ppm)
206,6 i
numeracéio
(o)
6,81 (s)
r07.6 11,39
HO
10,36 106,4 132,1

3,73 e 3,39
31,0

7,15 HO
41,3

2,08 — 2,10 (m)
o

32,6
1,33 - 1,37 (sl) 1,33 -1,37 (m)
6 | 23,4
7""CHg
14,6
0,93

278

Figura 69 - Sinais de deslocamento quimico de 3C e 'H do acido a-alectordnico (Millot et al., 2007, DMSO-

de).

Ravaglia, L. M., 2007



Acido salazinico

Solventes deuterados: DMSO-dg (experimental) e

CDCl; — DMSO-d, (1:3) (Eifler-Lima et al. 2000).

279

CHj o)
CH,0H
O,
OH 0 OH
CHO OH
(0]
¥ o

Tabela 37 - Sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) da acido salazinico a partir de dados

experimentais e da literatura.

Experimental Eifler-Lima et al. 2000
DMSO-ds, CDCI3 - DMSO-d6 (1:3),
300MHz ('H) e 75MHz (13C) 300MHz ('H) e 75MHz (13C)
d13c | C 3 'H (multiplic.) H 5 13 C 3 'H (multiplic.) H
193,5 | 8 12,04 (sl) OH(C4) 193,5 8 12,12 (s) OH(C4)
166,9 10,44 (s) H(C8) 10,50
166,3 7' (1H, d,*3= 0,5Hz) H(C9)
166,6 8,30 (sl OH(C9") 164,9 7 10,38 (sl) OH(C2")
166,0 | 7' 6,87 (s) OH(C5) 163,9 2 8,30 (sl) OH(C8")
164,1 6,81 (sl) H(C9") 160,0 7 6,84 (1H, m) H(C5)
163,7 |2 6,71 153,3 2’ 6,78 (1H, sl) H(C8’)
161,7 6,67 152,8 6 4,70 (2H, s) H(C9")
7 2,47
160,4 4,64 (s) H(C8) 147,9 4’ (3H, d, #1=0,5Hz) H(C8)
155,9 2,33 (s) H(C9) 137,6 5’
154,2 2,07 (s) 137,5 6’
152,9 | 2 1,23 (sl) 122,5 3
152,4 |6 0,85 (s) 117,5 5
152,2 111,9 1
148,1 | 4’ 110,3 3
146,6 109,6 1’
138,1 | 5 95,2 8’
137,4 | 6 54,2 9’
135,0 21,9 9
123,0 3’
117,5 |5
117,0
114,1
112,0 |1
111,4
110,7 | 3
109,8 1’
102,7
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Continuacdao da tabela 37 - sinais de deslocamento quimico (8 em ppm) da acido salazinico a

partir de dados experimentais e da literatura.

Experimental Eifler-Lima et al. 2000
DMSO-ds, CDCI3 - DMSO-d6 (1:3),
300MHz ('H) e 75MHz (*3C) 300MHz ('H) e 75MHz (*3C)
53C | € |8 *H (mutiplic.) H 513C | € |8 H (muitiplic) H
94,6 9’

71,4

54,5

52,8 8’

29,3

21,5 9

20,4

*Estes sinais sdo correspondentes provavelmente as duas hidroxilas ligadas a C4 e C2. O sinal
aparece alargado no espectro de RMN de !H devido a troca rapida com deutério. N&o foi possivel
atribuir os sinais inequivocamente porque nao foi observada nenhuma correlacao desses sinais no
espectro de RMN de gHMBC.

**Atribuicdo do acido salazinico em DMSO-dg a partir de extrato acetOnico enriquecido de
Parmotrema lichexanthonicum Eliasaro & Adler.

2,47 (d, *J=0,5Hz)

10,38 (s)

Legenda:

'e) 5 13C (ppm) — CDCI,/DMSO-d, (1:3)

10,50 8,30(s) 3 'H (ppm) — CDCI/DMSO-dj (1:3)

(d, 4J=0,5Hz)

6,78 (sl)

Figura 70 - Sinais de deslocamento quimico de *C e 'H do acido salazinico (Eifler-Lima et al. 2000,

CDCl5-DMSO-dg 1:3).
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2,44 (s)
21,5

12,12 (s) 107

Legenda:
192,8 OH
10,44 (s) 8,30 (sl) O 6 12C (ppm) - DMSO-d
’ i 5 H (ppm) — DMSO-d,
H @
6,81 (sl)

Figura 71 - Sinais de deslocamento quimico de **C e H do acido salazinico (experimental, DMSO-ds).

Ravaglia, L. M., 2007
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Tabela 38 - Sinais de deslocamento quimico (58 em ppm) do acido salazinico a partir de dados

experimentais de RMN H, !3C e correlagbes observadas em RMN de gHSQC e gHMBC.

Acido salazinico - Experimental
DMSO-ds, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

8 3¢

(DEPT 135)* | C gHSQC | gHMBC

192,8 (CH) 8 10,44 110,7/ 117,5/ 164,1
166,9

166,6

166,0 7'

164,1

163,7 2

161,7

160,4 7

155,9

154,2

152,9 2’

152,4 6

152,2

148,1 4’

146,6

138,1 5’

137,4 6’

135,0

123,0 3’

117,5 (CH) 5 6,87 21,5/ 112,0/ 164,1
117,0

114,1

112,0 1

111,4

110,7 3

109,8 1’

102,7

94,6 (CH) 9’ 6,81 %*

71,4

54,5

52,8 (CHy) 8’ 4,64 123,0/ 148,1/ 152,9
29,3

21,5 (CHy) 9 2,44 117,5/ 112,0/ 152,4/ 160,4/ 163,7
20,4

*a mesma informacdo é obtida através da observagdo das fases (negativa ou positiva) no espectro (colorido)
de RMN de gHSQC.

**correlagdo que ndo pode ser visualizada, porém a atribuigdo foi possivel tendo em vista a comparagdo com a
interpretacdo de outros espectros e atribuicdo de § de outras moléculas semelhantes.
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Legenda:

0 5 13C (ppm) — DMSO-d,

10,44 (s) 8,30 (sl) & H (ppm) — DMSO-d
6

6,81 (sl)

Figura 71 - Sinais de deslocamento quimico de 'C e H do acido salazinico (experimental, DMSO-ds).
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Espectro 104 - Espectro de RMN de gHSQC do acido salazinico (DMSO-ds).
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Acido perlatélico

Solvente deuterado: CDCl; (experimental) Legenda:

HCO OH
COOH

Tabela 39* - Sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) do acido
perlatélico a partir de dados experimentais de RMN de 'H, *C, gHSQC e gHMBC.

Acido perlatélico - Experimental
CDCIl3, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

53¢ 5H

(DEPT 135)** | C (multiplic) H

174,8 7’ 11,34 (s) OH(C2)

169,4 7 6,74 (d, 1=2,4Hz) H(C3")

166,6 2 6,62 (d, J=2,4Hz) H(C5")

165,3 2’ 6,38 (d, J=2,7Hz) H(C3)

164,9 4 6,37 (d, 1=2,7Hz) H(C5)

155,0 4 3,83 (s) OCH3(C4)

150,0 6’ 2,98 (m) H(C1™)

148,4 6 2,95 (m) H(C1")

116,2 (CH) 5’ 1,63 (m) *** H(C2"), H(C2™),

111,4 (CH) 5 1,34 (m) *** H(C3"), H(C3"),
H(C4") e H(C4"")

109,0 (CH) 3’ 0,88 (M) H(C5") e H(C5"")

108,6 1’

103,6 1

99,0 (CH) 3

55,4 (CHs) OCH53(C4)

37,2 (CHy) 1”

36,5 (CHy) 1"

32,0 (CHy)***

31,9 (CHjy) ***

31,4 (CHy) ***

22,6 (CHy) ***

22,4 (CHy) ***

14,0 (CHs) C5” e C5"

*as cores azul e lavanda nas células da tabela indicam apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo exclusivas de
Unico nicleo (*H ou *3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes; células da tabela na cor rosa
indicam 8'3C de carbonos de aglcares (os quais ndo foram atribuidos).

**a mesma informacdo é obtida através da observacdo das fases (negativa ou positiva) no espectro (colorido)
de RMN de gHSQC.

***A atribuicdo desses § talvez possa ser resolvida, posteriormente, através do experimento de RMN de
gTOCSY 2D.
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Tabela 40%* - Sinais de deslocamento quimico (5 em ppm) do acido perlatélico a partir de dados

experimentais de RMN de *H, *3C e correlacdes observadas em RMN de gHSQC e gHMBC.

Acido perlatélico - Experimental
CDCls, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

8 3¢

(DEPT 135)** | C gHSQC gHMBC

174,8 7'

169,4 7

166,6

165,3 2’

164,9 4

155,0 4’

150,0 6’

148,4 6

116,2 (CH) 5’ 6,62 36,5/ 108,6/ 155,0

111,4 (CH) 5 6,37 37,2/ 99,0/ 103,6

109,0 (CH) 3’ 6,74 108,6/ 116,2/ 155,0/ 165,3

108,6 1’

103,6 1

99,0 (CH) 3 6,38 103,6/ 164,9***/ 166,6***/ 169,4***

55,4 (CHs) OCHs(C4) 3,83 164,9

37,2 (CHy) 1" 2,95 103,6/ 111,4/ 148,4

36,5 (CH,) 1" 2,98 108,6/ 116,2/ 150,0

32,0 (CHyp)****

31,9 (CHyp)****

31,4 (CHyp)**** 1,60 e

22,6 (CHy)**** 1,34

22,4 (CHyp)****

14,0 (CHs) C5” e C5" 0,88

OH(C2)= 99,0/ 103,6/ 166,6/ 164,9
11,34 %xxxx

*a cor verde nas células da tabela indicam apenas que 0 & ou a atribuicdo ndo sdo exclusivas de Unico nucleo
(*H ou '3C) de uma mesma molécula ou de moléculas diferentes.

**a mesma informagdo é obtida através da observagdo das fases (negativa ou positiva) no espectro (colorido)

de RMN de gHSQC.

***assas correlagdes também podem ser atribuidas ao H com §'H de 6,37 ppm. Os dois sinais (6,37 e 6,38
ppm) estdo muito préximos e indicam os H(C5) e H(C3). Essas correlages ambiguas ndo entram em conflito,
ja@ que os carbonos indicados pertencem ao mesmo anel aromatico e podem ser atribuidos através da

observagao de outras correlagdes.

**%%A atribuicdo desses § talvez possa ser resolvida, posteriormente, através do experimento de RMN de

gTOCSY 2D.

**x**aste sinal apresenta correlagdes apenas no espectro de RMN de gHMBC.
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0,88 (m)
57| 14,0

Legenda:
& 'H (ppm)

5 13C (ppm)
numeragao
2,95 (m)
37,2

6,74 (d,J=2,4Hz)
11,4 0 109,0
6,57 (1H, d, J= 2,3Hz)
’ 155,0

164,9

HsCO 6,38 7
55,7 99,0 _ 4 COOH
3,83 (s) 6,38 (1H, d, J=2,7Hz) 73,8
(1 H! da J= 2,7HZ) 36,5

2,98 (m)

5
14,0
0,88 (m)

Figura 72 - Sinais de deslocamento quimico de '*C e H do acido perlatélico (experimental, CDCl3).

Ravaglia, L. M., 2007
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T l T T T T T T T T
PPM (F2) 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

T

1.0
Espectro 108 - Espectro de RMN de gHSQC do &cido perlatélico (CDCls).

— 90

— 92
H 94
9
98
100
102
104
106
108
110
112
114
116
118
120
122

T ‘ T T T T T T T T T T T T T T T T

T
PPM (F2) 6.72 6.68 6.64 6.60 6.56 6.52 6.48 6.44 6.40 6.36 6.32 6.28 6.24 6.20 6.16

T ‘ T
6.12 6.

\
08

6.

\
04

PPM (F1)

Espectro 109* — Ampliacdo do espectro de RMN de gHSQC do acido perlatélico (CDCls) - regido dos

hidrogénios aromaticos.

*Ampliacdo importantes para visualizacao das correlacbes que possibilitam atribuir os hidrogénios e carbonos

aromaticos:
6,74 (H-C3') se correlacionando com C3’ (109,0)
6,62 (H-C5') se correlacionando com C5' (116,2)
6,37 (H-C5) se correlacionando com C5 (111,4)
6,38 (H-C3) se correlacionando com €3 (99:0)
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- 38
— 40
- 42

T T T T T T T T T T ‘ T ‘ T ‘ T

| I I I I I I \ \
PPM (F2) 28 26 24 22 2.0 18 16 14 12 10 08 0.6 PPM (F1)
Espectro 110** — Ampliacdo do espectro de RMN de gHSQC do &cido perlatélico (CDCls) - regido dos
hidrogénios das cadeias alquilicas.

— 30.6
30.8
31.0
31.2
31.4
31.6
31.8
32.0
32.2
324
32.6
32.8
33.0
— 33.2

&)

‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
PPM(F2) 164 160 156 152 148 144 140 136 132 128 124 PPM (F1)
Espectro 111** — Ampliacdo do espectro de RMN de gHSQC do acido perlatdlico (CDCls) - regido dos

hidrogénios das cadeias alquilicas e carbonos com §3C de 32,0; 31,9 e 31,4 ppm (correlacdes ambiguas).

**Ampliacdo importantes para visualizac@o das correlacbes entre hidrogénios e carbonos pertencentes as
cadeias alquilicas:

2,95 (H-C1") e 2,98 (H-C1"') se correlacionando com C1” (37,2) e C1"' (36,5); respectivamente

1,60 se correlacionando com 32,0/ 31,9 e/ou 31,4 (correlacdo ambigua)

1,34 se correlacionando com 22,4 e 22,6; e ainda com 32,0/ 31,9 e/ou 31,4 (correlagdo ambigua com
relacdo aos 3 ultimos & de carbono)

0,88 (H-C5” e H-C5") se correlacionando com C5” e C5" (14,0)

Ravaglia, L. M., 2007
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. . 10
——— 20
-~ -——— 30
o 40
- 3 50
60
70
80
90
. .- 100
110
o 120
130
140
. - 150
. .. o 160
: 170
T T 1 T T 1 T 1 T T T ] T 1

e

.o
L LN}

Espectro 112 - Espectro de RMN de gHMBC do &cido perlatdlico (CDCl3).

T
PPM (F2) 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0 PPM (F1)

— 90

100
— 110
120
-~ 130
140
- 150
- 160

— 170
— 180

T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
PPM (F2)  11.9011.8011.7011.6011.5011.4011.3011.2011.1011.0010.9010.8010.7010.6010.5010.4010.30 PPM (F1)

Espectro 113*** — Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do acido perlatélico (CDCls) - regido da
hidroxila, em &'H em 11,34 ppm.

***Ampliacdo importante para visualizacdo das correlacoes referentes ao hidrogénio de hidroxila
11,34 (OH-C2) se correlacionando com C3 (99,0 - 13) / C1 (103,6 - J3) / C4 (164,9 - ]J4)/ C2 (166,6

b
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N

- 30.0
- 31.0
L 320
L 33.0
- 34.0
- 35.0
- 36.0
L 37.0
- 38.0
L 39.0
— 40.0
- 410
42,0
- 430

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T I T
PPM (F2) 6.64 6.60 6.56 /.52 6.48 6.44 6.40 A.36 6.32 628 6.24 PPM (F1)

Espectro 114**** — Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do acido perlatdlico (CDCI3) - regido de
hidrogénios aromaticos, em &'H em 6,62; 6,38 e 6,37 ppm.

****xAmpliacao importante para visualizacao das correlagbes que possibilitam atribuir os carbonos C1” e C17,
0s primeiros carbonos das duas cadeias alquilicas do acido perlatdlico.

6,62 (H-C5) se correlacionando com €1" (36 5 - 13

6,37 (H-C5) se correlacionando com C1” (37,2 - 13)

Ravaglia, L. M., 2007
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— 153

— 155

— 157

— 159

— 161
— 163
—_— @& B> - 165

T [ g7
— 169
— 171

L L L L L N I L L B LA

{ { T ‘ T
PPM (F2) 6.726.70 6.68 6.66 6.64 6.62 6.60 6.58 6.56 6.54 6.52 6.50 6.48 6.46 6.44 6.42 6.40 6.38 6.36 6.34  PPM (F1)

Espectro 115***** — Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do acido perlatélico (CDCI3) - regido de
hidrogénios aromaticos, em &'H em 6,74; 6,62; 6,38 e 6,37 ppm.

**%** Ampliacao importante para visualizacao das correlages que possibilitam atribuir alguns carbonos

oxigenados:

6,74 (H-C3') se correlacionando com C4' (155,0 - J2) / C2' (165,3 - 12)

6,62 (H-C5’) se correlacionando com C4' (155,0 - J2)

6,38 e 6,37 (H-C3 e H-C5) se correlacionando com C4 (164,9 - J2)/ C2 (166,6 - 12 e/ou }4) / C7
(169,4 - 14)

Os dois sinais (6,37 e 6,38 ppm) estdo muito proximos e indicam os H(C5) e H(C3). Essas correlacbes

ambiguas ndo entram em conflito, ja que os carbonos indicados pertencem ao mesmo anel aromatico e

podem ser atribuidos através da observacao de outras correlacoes.

Ravaglia, L. M., 2007
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HsC
Acido divaricatico o
Solventes deuterados: CDCl; (experimental — via
comparagdo com atribuicdo do 4cido perlatdlico) e © OH
DMSO-d¢ (experimental — via experimentos de RMN
2D). HsCO OH
COOH
Legenda:
HyC

Tabela 41* - Sinais de deslocamento quimico (8 em ppm) apresentados nos espectros obtidos do extrato
Canoparmelia ecaperata e atribuicdo de sinais apenas para o acido divaricatico, que é a substéncia em maior

proporcdo nesse extrato.

Experimental** Experimental
CDCl3*** DMSO-d6
300MHz ('H) e 75MHz (*3C) 300MHz ('H) e 75MHz (*3C)
5 13¢c C 3 'H (muitiplic.) H 53¢ C 3 'H (murtiplic.) H
(DEPT 135) (DEPT 135)
174,9 7' 13,31 (s) 169,8 7' 13,35 (s)
169,4 7 11,34 (s) OH(C2) 166,6 7 10,23 (s) OH(C2)
166,6 2 11,04 (s) 161,8 4 6,58 (d, J=1,68Hz) | H(C3")
165,3 2’ 6,75 (d, 3=2,2 Hz) | H(C3") 158,0 2 6,51 (d, J=1,54Hz) | H(C5")
164,9 4 6,63 (d, J=2,2 Hz) | H(C5") 156,7 2 6,35 (sl) H(C5) e
H(C3)

154,9 4’ 6,47 (s) 151,7 4’ 6,29 (s)
149,6 6’ 6,38 (d, J=2,6 Hz) | H(C5) 143,5 6 3,73 (s) OCH,(C4)
148,1 6 6,37 (d, J=2,6 Hz) | H(C3) 142,7 6’ 2,73 (s)
116,2 (CH) | 5 5,98(s) 118,8 1 2,63 (t~m) H(C1"")
112,0 3,93 (s) 113,2 (CH) | &5’ 2,57 (t~m) H(C1")
111,2 (CH) | 5 3,83 (s) OCH;(c4) | 111,7 1 2,37 (s)
109,1 2,96 (m) H(C1") e 107,0 (CH) | 3’ 1,99 (s)

H(C1™)
109,0 (CH) 3’ 2,68 (s) 106,9 (CH) 5 1,71 (s)
108,6 1 2,65 (s) 99,1 (CH) 3 1,58 (m) H(C2")
103,6 1 2,18 (s) 72,8 (CH) 1,53 (m) H(C2")
99,0 3 2,10 (s) 71,5 (CH) 1,21 (p)
98,3 (CH) 1,75 (s) 70,6 (CH) 0,88 (t~m) H(C3"")
56,4 1,67 (m) H(C2") 63,8 (CHy) e

H(C2") 0,90 (t~m) H(C3")
55,4 (CHsz) | OCHs | 1,24 (sl) 63,0 (CHa)

(c4)
39,2 (CHy) | 1~ 55,2 (CHs) OCH;
(c4)

38,5 (CHy) | 1™ 35,8 (CHy) 1”
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Continuagao da tabela 41* - Sinais de deslocamento quimico (8 em ppm) apresentados nos espectros

obtidos do extrato Canoparmelia ecaperata e atribuicdo de sinais para o acido divaricatico, que é a substancia

em maior proporgdo nesse extrato.

Experimental Experimental

CDCl;* DMSO-d6

300MHz (*H) e 75MHz (**C) 300MHz (*H) e 75MHz (**C)
5 13¢C 3'H H 5 13c C | & 'H (muttiplic.)y | H
(DEPT 135) (multiplic.) (DEPT 135)

32,1 (CHs) 0,99 (t~m) H(C3") 35,5 (CH,) 1"

31,2 (CHs) 0,95 (t~m) H(C3") 24,2 (CHy) 2"

29,7 23,9 (CHy) 2"

27,9 (CHs) 13,9 (CHs) 3"

25,2 (CHy) | 2”e 13,8 (CHs) | 3™

24,8 (CHy) | 2

14,21 (CHs) | 3" e

14,16 (CHs) | 3"

7,5 (CHs)

*as cores azul, lavanda e verde nas células da tabela podem indicar apenas que o & ou a atribuigdo ndo sdo

exclusivas de Gnico nucleo (*H ou '3C) de uma mesma molécula; células da tabela na cor rosa indicam §'3C de

carbonos de aglcares (os quais ndo foram atribuidos).

**espectros de RMN do extrato de C. ecaperata em CDCI; estdo dispostos nas paginas 52, 53 e 54.

*** atribuigdo feita a partir da comparagdo com atribuigdo feita para o acido perlatdlico (CDCls)

0,99 (t~m) ou 0,95 (t~m)

Legenda:

14,21 ou 14,16
HsC & 13C (ppm) — CDCl,

& 'H (ppm) — CDCI,

1,66 (m)
25,2 ou 24,8

2,96 (m)
6,75
(d, J= 2,2 Hz)
(d, J= o 20 OH

111,2 154.9

164,9 116.2
H3CO 99,0 OH

55,4 6 :’;7 11,34 (s) (d, J= 2,2 Hz) COOH

3,83 (s) (d, J= 2,6 Hz) 174,9

38,5

2,95 (m)

25,2 ou 24,8
1,66 (m)

H3C14,21 ou 14,16
0,99 (t~m) ou 0,95 (t~m)

Figura 73 - Sinais de deslocamento quimico de *C e *H do acido divaricatico (experimental, a partir dos

espectros de RMN de Canoparmelia ecaperata, em CDCl3)



RMN aplicada a taxonomia de liquens 209

0,88 (t~m) ou 0,90 (t~m)

Legenda:
13,9 ..,
H,C* & 13C (ppm) — DMSO-d,
8 'H (ppm) — DMSO-d,
numeracao
2,57 (t~m
6,58
(d, J= 1,8 Hz)
6,35 (sl 0 107,0 OH
106,9

H;CO g OH 6,51 7
55,2 6 37’ (&) 10,23 (s) (d, J= 1,54 Hz) COOH
3,73 (s) ’ 169,8
35,5
2,63 (t~m)
23,9
1,53 (m)
3
H3C13,8

0,88 (t~m) ou 0,90 (t~m)

Figura 74 - sinais de deslocamento quimico de '*C e 'H do acido divaricatico (experimental, a partir dos

espectros de RMN de Canoparmelia ecaperata, em DMSO-ds).

Ravaglia, L. M., 2007
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Espectro 116 - Espectro de RMN de H do extrato de Canoparmelia ecaperata, que contém &cido divaricatico
(DMSO-ds).
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Espectro 117 - Espectro de RMN de '3C do extrato de Canoparmelia ecaperata, que contém acido divaricatico

(DMSO-de)



302

—13.89
—13.84

1L°G€—

| | R RAananesauasond
& ‘g & 13.90 13.80
A N «Q Chemical Shi...
P ARaiiasanaseans
3575 24.25 23.75
Chemical Shi... Chemical ...
X 5 8 2
e gs 3
\ ol
A A
~
R R E T A R am e R R R a BB SR R RRaE g
112 110 108 106 104 102 100 98
Chemical Shift (ppm) D+
Xee)
®
My
T 8 8
s 8 g
T
5%8
it
|
mm“r — m i M"‘“W N

L

GL€9
G629

L1°G€A

Ly'SE

162

0cve

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

Espectro 118 - Espectro de RMN de DEPT 135 do extrato de Canoparmelia ecaperata, que contém acido

divaricatico (DMSO-ds)
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Tabela 42* - Sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) do acido divaricatico a partir de dados
experimentais de RMN H, !3C e correlagbes observadas em RMN de gHSQC e gHMBC (DMSO-ds).

Acido divaricatico - Experimental
DMSO-ds, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

5 13C

(DEPT 135)* | C gHSQC gHMBC

169,8 7' 161,5/ 110,6

166,6 7

161,8

158,0 2

156,9 2’

151,7 4’

143,5 6

142,7 6’

118,8 1’

113,2 (CH) 5’ 6,51 35,5/ 118,8/ 107,0/ 151,7

111,7 1

107,0 (CH) 3’ 6,58 113,2/118,8/ 151,7/ 156,9

106,9 (CH) 5 6,35%* 24,2/ 35,8/ 99,1***/106,0%**/111,7/ 158,0/ 161,8/ 166,6

99,1 (CH) 3 6,35%* 99,1***/106,0***/111,7/ 158,0/ 161,8/ 166,6

55,2 (CHs) OCHs(C4) | 3,73 161,8

35,8 (CHy) 1” 2,57° 13,8/ 23,9

35,5 (CHy) 1" 2,63" 13,9/ 24,2

24,2 (CHy) 2" 1,58° 143,5/ 13,9°/ 35,8"

23,9 (CHy) 2" 1,53 142,7/ 13,8°/ 35,5

13,9 (CHs) 3” 0,88 ou 0,90°" 23,9/ 24,2/ 35,5/ 35,8

13,8 (CH3) 3" 0,88 ou 0,90°" 23,9/ 24,2/ 35,5/ 35,8

OH(C2)= 99,1/ 111,7/ 143,5/ 158,0
11,34

*0s espectros foram obtidos do extrato Canoparmelia ecaperata, onde o acido divaricatico, é a substancia
em maior proporcao nesse extrato.

**Todas as correlacdes do sinal com §'H de 6,35 ppm com carbonos aromaticos, exceto pelas indicadas com
3x*, podem ser ambiguas, mas ndo entram em conflito, j& que os carbonos indicados pertencem ao mesmo
anel aromatico e podem ser atribuidos através da observacdo de outras correlagdes.

*** correlagdo a J3 ligagdes

*correlagdo ambigua que foi resolvida através da observagdo de outras correlagdes

"sinais que ndo puderam ser atribuidos inequivocamente

""" este sinal apresenta correlagdes apenas no espectro de RMN de gHMBC.
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0,88 (t~m) ou 0,90 (t~m) Legenda:
13,9
HsC 5 13C (ppm) — DMSO-d,

5 'H (ppm) — DMSO-d,
1,58 (m)

24,2

2,57 (t~m
6,58
(d, J= 1,8 Hz)
6,35 (sl o) 107,0 OH
106,9

H,CO 091 OH 6,51
55,2 6 37’ (s) 10,23 (s) (d, J= 1,54 Hz) COOH
3,73 (s) ’ 169,8
35,5
2,63 (t~m)

23,9
1,53 (m)

HsC13,8
0,88 (t~m) ou 0,90 (t~m)

Figura 74 - Sinais de deslocamento quimico de *C e 'H do acido divaricatico (experimental, a partir dos

espectros de RMN de Canoparmelia ecaperata, em DMSO-de).
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] \ \ \ \ \ \ \ \ 1
PPM (F2) 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0 2.0 1.0 0.0 PPM (F1)

Espectro 119 - Espectro de RMN de gHSQC do extrato de C. ecaperata, que contém &cido (DMSO-ds).
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97.0

98.0

99.0

100.0
101.0
102.0
103.0
104.0
105.0
106.0
107.0
108.0
109.0
110.0
111.0
112.0
113.0
114.0

T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
PPM (F2) 6.58 6.56 6.54 6.52 650 6.48 6.46 6.44 6.42 6.40 6.38 6.36 6.34 6.32 6.30 PPM (F1)

Espectro 120* - Ampliacdo de RMN de gHSQC do extrato de C. ecaperata, que contém acido divaricatico

(DMSO0-de) - regido dos hidrogénios aromaticos.

104.4
104.8
105.2
105.6
106.0
106.4
106.8
107.2
107.6
108.0
108.4
108.8
109.2

rr Tttty T
PPM (F2) A58 656 K54 652 ARHN A48 646 A44 642 640 638 H36 K34 PPM (F1)

Espectro 121* - Ampliacdo de RMN de gHSQC do extrato de C. ecaperata, que contém acido divaricatico
(DMSO0-de) - regido dos hidrogénios aromaticos.

*Ampliacdo importantes para visualizacdo das correlacbes que possibilitam atribuir os hidrogénios e carbonos
aromaticos:

6,58 (H-C3') se correlacionando com 107,0 (C3')

6,51 (H-C5') se correlacionando com 113,2 (C5')

6,35 (H-C3 e H-CB) se correlacionando com €3 (106,9) e (5 (99.1)

Ravaglia, L. M., 2007
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_/JW

o N

1.

N R e T T T
PPM (F2) 26 24 22 2.0 1.8 1.6 1.4

306

PPM (F1)

Espectro 122** - Ampliacdo de RMN de gHSQC do extrato de C. ecaperata, que contém acido divaricatico

(DMSO-ds) - regido dos hidrogénios das cadeias alquilicas

**Ampliacdo importantes para visualizacdo das correlactes entre hidrogénios e carbonos pertencentes as

cadeias alquilicas:
2,63 e 2,57 se correlacionando com 35,8 e 35,5 (correlagdo ambigua);
1,53 e 1,58 se correlacionando com 23,9 e 24,2 (correlagdo ambigua)

0,88 e 0,90 se correlacionando com 13,8 e 13,9 (correlacdo ambigua)

A il

T

PPM (F2) 1.0 100

Espectro 123 - Espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido divaricatico (DMSO-

de).
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T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T
PPM(F2) 10.60 10.50 10.40 10.30 10.20 10.10 10.00 990 9.80 9.70 9.60 9.50
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80
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100
110
120
130
140
150
160
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180
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Espectro 124*** - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido

divaricatico (DMSO-dg) - regido da hidroxila com &'H 10,23 ppm; corte raso.

G G G G G G QU G G Qi Qi i Qi G G G (U G G QU gy

rr Tttt T Tttt ot T T T
PPM (F2) 1020 1016 1012 10.08 10.04 10.00 996 992 9R8 984 980 9768 972

ADAAADDANANANAAADAADNDDOADNDARDN
DPANATOTOLA A DD AOWWWWN NN~
Moo RO RO RNVOLOANMO®

IS
'S

PPM (F1)

Espectro 125*** - Ampliagdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido

divaricatico (DMSO-d¢) - regido da hidroxila com 8'H 10,23 ppm; corte fundo.

***xAmpliacOes importantes para visualizacdo das correlacoes referentes ao hidrogénio de hidroxila

10,25 (OH=CJ2) se cortelaclonandocom C3 (59,1 = 133/ O] (1117 = 131/ CB (1435 - Jd) e )

(1580 = 1J)

Ravaglia, L. M., 2007
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T T ‘ T ‘ T ‘ T T T T ‘ T ‘ T ‘ T T T ‘ T ‘ T
PPM (F2) 700 690 680 670 6.60 650 640 6.30 620 6.10 6.00 590 580 5.70 PPM (F1)

Espectro 126 - Ampliagdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido

divaricatico (DMSO-d¢) - regido de hidrogénios aromaticos.

34.3
34.5
34.7
34.9
35.1
35.3
35.5
35.7
35.9
36.1
36.3
36.5
36.7
36.9
371

(o)

I
w
N
w

L L e L B B B B O B E B
PPM (F2) 650 648 646 644 642 640 638 636 634 632 PPM (F1)

Espectro 127**** — Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido

divaricatico (DMSO-de) - regidio de hidrogénios aromaticos, com 8'H em 6,51 e 6,35 ppm.

*xx*Ampliacdo importante para visualizacdo das correlacoes que possibilitam atribuir os carbonos C1” e C1"”,
0s primeiros carbonos das duas cadeias alquilicas do acido divaricatico.

6,51 (H-C5') se correlacionando com C1” (35,5 - 13)

6,35 (H-C5) se correlacionando com C1” (35,8 - 13)

Ravaglia, L. M., 2007
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PPM (F2) 6.80 6.76 6.72 6.68 6.64 6.60 6.56 6.52 6.48 6.44 6.40 6.36 6.32 6.28 6.24 6.20 6.16 6.12 6.08 PPM (F1)

Espectro 128°* - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMSO-ds) - regido de hidrogénios aromaticos, com 8'H em 6,58; 6,51 e 6,35 ppm e carbonos da

regido de 8'3C de 95 a 120 ppm.

*Ampliacdo importante para visualizacdo das correlacdes entre os hidrogénios aromaticos e carbonos da
regido de 8'°C de 95 a 120 ppm do &cido divaricatico.

6,58 (H-C3') se correlacionando com C5’ (113,2 - J3) e C1’' (118,8 - J3)

6,51 (H-C5') se correlacionando com C3’ (107,0 - 13) e C1’' (118,8 - 13)

6,35 (H-C5 e H-C3) se correlacionando com C3 (99,1 - 13)/ C5 (106,9 - 33) e C1 (111,7 - 13)

\
3

2

— 170

T ‘ T T T T
6.64 660 656 652 648 644 640 636 632 628 624 620 6.16 PPM (F1)

\
PPM (F2)
Espectro 129** - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMSO-ds) - regido de hidrogénios aromaticos, com 8'H em 6,58; 6,51 e 6,35 ppm e carbonos da

regido de 8'3C de 146 a 170 ppm.

**Ampliagdo importante para visualizacdo das correlagbes entre os hidrogénios aromaticos e carbonos da
regido de 8'°C de 146 a 170 ppm, que geralmente sdo oxigenados.

6,58 (H-C3') se correlacionando com C4' (151,7 - J2) e C2' (156,9 - 12);

6,51 (H-C5’') se correlacionando com C4’ (151,7 - 12);

6,35 (H-C5 e H-C3) se correlacionando com C2 (158,0 — 12 e/ou J4)/ C4 (161,8 - 12) e C7 (166,6 - 14).

O sinal em 6,35 indica H(C5) e H(C3) e entdo as correlacbes que partem desse sinal sdao ambiguas,
porém nao entram em conflito, ja que os carbonos indicados pertencem ao mesmo anel aromatico e podem

ser atribuidos atraves da observacdo de outras correlacoes.
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Espectro 130°*** - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMSO-ds) - hidrogénios com sinal de 8'H em 3,73 ppm e carbonos da regido de §3C de 153 a 170

ppm.

***Ampliacdo importante para visualizagao da correlagdo entre o sinal dos hidrogénios da metoxila ligada em
C4 (com 8'H em 3,73 ppm) e carbonos da regido de §'°C de 153 a 170 ppm, que geralmente séo oxigenados.

3,73 (OCH;-C4) se correlacionando com C4 (161,8 - 13)
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]
PPM (F2) 26 24 22 2.0 1.8 16 14 1.2 1.0 08 0.6 04 PPM (F1)
Espectro 131 - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido

divaricatico (DMSO-d¢) - regido de hidrogénios que podem ser atribuidos as cadeias alquilicas e carbonos da

regido de 8'3C de 0 a 50 ppm.
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Espectro 132°**** — Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMS0-ds) - regido dos sinais 8'H em 2,63 e 2,57 (2xt~m) e carbonos da regido de §'3C de 0 a 50

ppm; corte mais raso.

**e*Ampliacdo importante para visualizacdo da correlacdo entre sinais de 8'H em 2,63 e 2,57 (2xt~m), que
podem ser atribuidos como H(C1”) e H(C1"), respectivamente, e os outros carbonos da cadeia alquilica.

2,63 (H-C1") se correlacionando com C3”' (13,8 - 13) e C2" (23,9 - 12);

2,57 (H-C1") se correlacionando com C3” (13,9 - ]J3) e C2" (24,2 - ]2).
Essas correlacbes confirmar que os sinais de 8'H em 2,63 e 2,57 (H-C1" e H-C1”, 2xt~m), que parecem
apenas um multiplete quando observados no espectro de RMN 'H, sio dois tripletes sobrepostos.
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Espectro 133° - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMSO-des) - regido dos sinais 8H em 1,53 e 1,58 (2xm) e 0,88 e 0,90 (2xt~m), e carbonos da

regido de §3C de 0 a 50 ppm; corte mais raso.
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A ampliac8o anterior é importante para visualizagdo das correlacio entre sinais de 8'H em 1,53 e 1,58 (2xm,
atribuidos como H-C2” e H-C2", respectivamente) e 0,88 e 0,90 (2xt~m, H-C3” e/ou H-C3", que nao
puderam ser atribuidos inequivocamente), e os outros carbonos da cadeia alquilica.

1,53 e 1,58 (H-C2"' e H-C2") se correlacionando com C3" (13,8 - J2)/ C3” (13,9 - J2)/ C1" (35,5 -
J2) e C1” (35,8 - 12) (correlacdes ambiguas);

0,88 e 0,90 (H-C3” e/ou H-C3") se correlacionando com C2" (23,9 - 12)/ C2" (24,3 - J2)/ C1" (35,5
- 13) e C1” (35,8 - 13) (correlacbes ambiguas).

Essas correlacOes ainda ndo permitem confirmar que os sinais em 1,53 e 1,58 sdo realmente dois multipletes
sobrepostos. Mas isso poderd ser observado na proxima ampliagdo que sera apresentada.

,—JQ/J\/\\W
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Espectro 134" - Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMSO-de) - regido dos sinais 8'H em 1,53 e 1,58 (2xm) e carbonos da regido de §'3C de 130 a 150

ppm; corte mais fundo.

““Ampliacdo importante para visualizacdo da correlacdo entre sinais de 8'H em 1,53 e 1,58 (2xm) que podem
ser atribuidos como H-C2” e H-C2", respectivamente, e carbonos aromaticos aos quais estdo ligados as

cadeias alquilicas.
1,53 (H-C2") se correlacionando com C6’ (142,7 - 13);
1,58 (H-C2") se correlacionando com C6 (143,5 - 13).
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Espectro 135°°° — Ampliacdo do espectro de RMN de gHMBC do extrato de C. ecaperata, que contém acido
divaricatico (DMS0-ds) - regido do sinais de 8'H em 6,35 ppm e carbonos da cadeia alquilica da regido de &§'3C

de 24 ppm; corte mais fundo.

* ‘Ampliacdo importante para visualizaco da correlacdo entre sinais de §'H em 6,35 ppm (H-C5, neste caso)
com C2” (24,2 - 14).

Ravaglia, L. M., 2007
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Acido protopraesoredidsico

Solvente deuterado: CDCl; (David et al. 1990)

HOOC CH,

Tabela 43 - sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) do acido protopraesorediésico a partir de dados

da literatura (CDClIs).

Acido protopraesoredidsico - David et al. 1990
CDCl;, 300MHz (*H)

5 *H (multiplic.) H

6,46 (d, J= 3Hz) H(C5)

6,02 (d, J= 3Hz) H(C5)

4,82 (dt, J= 6,0 e 6,1Hz) H(C4)

3,63 (ddd, J= 6,0 e 3,0Hz) H(C3)

2,41 (t, J= 7,2Hz) H(C20)

1,32 (sl) H(cadeia alquilica)
1,28 (sl) H(cadeia alquilica)

125,4 6,02e

6,46
CH, (2xd, J= 3,0Hz)

2,39 (t, J= 7,2Hz) 282

W
HOOC /\/\/\/\/\/\/\\\\\\\\ B

1,28 e 1,32 (2x sl)
Legenda:
& 13C (ppm) — CDCI,
& 'H (ppm) — CDCl,

* (ddd, J=6,0 e 3,0 Hz)
**(dt, J=3,0 6,0 Hz)

Figura 75 - Sinais de deslocamento quimico de 'H do acido protopraesoredidsico (David et al. 1990, CDCls).
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Acido murélico
Solvente deuterado: pirididina-ds (Rezanka et al. 2000)

HOOC CH,
OH

\\
W
N

HyC A 0 0

Tabela 44 - Sinais de deslocamento quimico (§ em ppm) do acido murélico a partir de dados da literatura.

Acido murélico* — Rezanka et al. 2000
Piridina-ds, 500MHz (*H) e 125MHz (*3C)

5 3¢ | ¢ 8 'H (multiplic.) | H
173,5 1 6,37 (d, J= 3,0Hz) H(C5)
168,5 6 6,02 (d, J= 3,0Hz) H(C5)
133,1 2 4,83 (dt, J= 6,8 e 11,5Hz)  H(C4)
125,6 5 3,74 (m) H(C20)
79,3 a4 3,61 (dt, J= 3,0 e 6,0Hz)  H(C3)
68,2 20 1,74 (m) H(C7)
49,7 3 1,28 (sl) H(cadeia alquilica)
39,0 19 1,15 (d, J= 6,0Hz) H(C21)
35,8 7

28,1 a 29,4 9al7

25,6 18

24,7 8

23,3 19

*A atribuigdo se refere a ésteres glicosidicos do acido murdlico, substituidos na hidroxila de C20.

6,02 (d, J= 3Hz)
6,37 (d, J= 3Hz)

168,5 125,6
CH,

28,1a29,4

1,28 (sl)

1,15
(d, J=6 Hz) Legenda:

8 13C (ppm) - piridina-d,
5 'H (ppm) - piridina-d,
*(dt, J=3,0 e 6,0 Hz)

** (dt, J=6,8 e 11,5 Hz)

Figura 76 - Sinais de deslocamento quimico de *H do acido murélico (David et al. 1990, piridina-ds).
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Acido protoliquesterinico

Solventes deuterados: CDCl; (*C, Huneck & Yoshimura, 1996) e CDCl; — CD;0D (2:1) (‘H, Huneck &
Yoshimura, 1996).

HOOC CH,

o
e /\/\/\/\/\/\\\\\ o o

Tabela 45 - Sinais de deslocamento quimico (8 em ppm) do acido protoliquesterinico a partir de dados

da literatura.

Acido protoliquesterinico - Huneck & Yoshimura, 1996.
CDCI; - CD;0D (2:1), 270MHz (*H) e CDCl3, 20MHz (*3C)

5 3¢ | ¢ 8 'H (multiplic.) | H
174,4 1 6,39 (d, J= 3,0Hz) H(C5)
168,2 6 6,03 (d, J= 3,0Hz) H(C5)
132,6 2 4,84 (ddd, J= 6,0 e 6,0Hz) H(C4)
125,9 5 3,60 (ddd, J= 3,0 e 6,0Hz) H(C3)
78,9 4 1,75 (m) H(C7)
49,6 3 1,27 (sl) H(cadeia alquilica)
35,8 7 0,68 (t, J= 6,0Hz) H(C19)
29,2 a 29,4 9a17
24,8 8
22,7 18
14,0 19
6,03 (d, J= 3Hz)
6,39 (d, J= 3H2)
HOOC
2022294
227 24,8
Hsc/\/\/\/\/\/\S\\\\
14,0
@, Jg’gga Hz) 1,27 (sl)

Legenda:

& 13C (ppm) — CDCI,

& 'H (ppm) - CDCI,/CD,OD (2:1)
* (ddd, J= 3,0 e 6,0Hz)

** (ddd, J= 6,0 e 6,0Hz)

Figura 77 - Sinais de deslocamento quimico de 'H do acido protoliquesterinico (Huneck & Yoshimura, 1996,
CDCl; para 3C e CDCl; - CDs0OD (2:1) para 'H).



317

Acido caperatico

Solvente deuterado: acetona-ds (Huneck & Yoshimura, 1996)

H
HOOC COOH

HzC—(HzC)12——CH,
HO COOCH;

Tabela 46 - Sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) do acido caperatico a partir de dados da

literatura.

Acido caperatico - Huneck & Yoshimura, 1996
Acetona-ds, 220MHz (*H)

3 'H (multiplic.) H
3,61 (s) COOCH;(C1)
2,77 (d) H(C2)
2,67 (t) H(C4)
1,29 (sl) H(cadeia alquilica)
0,88 (t) H(C18)
2,67 (1)
H
HOOC COOH
H Legenda:
0,88(t) 1,29 (1) 2,77 (d) 5 H (ppm)
H3C—(H2C)12—CHa
HO COOCH;
H 3,61 (s)

Figura 78 - Sinais de deslocamento quimico de 'H do acido caperatico (Huneck & Yoshimura, 1996, acetona-
de).
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Acido liquesterinico

Solvente deuterado: CDCl; (Bodo & Molho, 1980)

HOOC CHs

o
H30 /\/\/\/\/\/\\\\\ o 5

Tabela 47 - Sinais de deslocamento quimico (8 em ppm) do acido liquesterinico a partir de dados da

literatura.
Acido liquesterinico - Bodo & Molho, 1980
CDCls, 20,115MHz (*3C)
5 13c C
172,8 1
167,0 6
146,9 3
140,3 2
81,5 4
32,8 7
31,9 17
29,4 a 29,7 9alil6
24,8 8
22,7 18
14,1 19
11,0 5
29,2 a 29,7
22,7
HSC/\/\/\/\/\/\
141 31,9
Legenda:

& 13C (ppm)

Figura 79 - Sinais de deslocamento quimico de 'H do acido liquesterinico (Bodo & Molho, 1980).



Zeorina

Solvente deuterado: CDCl; (Elix et al.1982)

e DMSO-d¢ (Konig & Wright, 1999)

////, »
,

Ol
T
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Tabela 48 - sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) do zeorina a partir de dados da literatura.

Elix et al. 1982 Konig & Wright, 1999%*
CDCls (13C) DMSO0-d6, 400MHz (‘H) e 100MHz (*3C)
5 13C C 3 13C C | & 'H (murtiplic.) H
73,9 22 39,5 1 0,77 (m) e 1,56 (m) | H(C1)
69,3 18,1 2 1,32 (m) e 1,51 (m) | H(C2)
61,1 43,5 3 1,14 (m) e 1,28 (m) | H(C3)
54,0 17 33,3 4 H(C4)
51,1 21 60,0 5 0,73 (d, J= 10,40Hz) | H(C5)
49,5 9 ou 18 66,5 6 3,75 (m) H(C6)
49,1 18 0u 9 44,7 7 1,38 (m) H(C7)
48,8 13 42,1 8 H(C8)
45,5 49,3 9 1,21 (m) H(C9)
43,8 38,5 10 H(C10)
42,9 20,5 11 | 1,27 (m)e 1,50 (m) | H(C11)
41,9 14 23,6 12 | 1,35 (m)e 1,48 (m) | H(C12)
41,5 19 48,9 13 | 1,34 (m) H(C13)
41,4 1 41,4 14 H(C14)
39,4 10 33,9 15 | 1,17 (m)e 1,36 (m) | H(C15)
36,8 23 21,3 16 | 1,53 (m)e 1,93 (m) | H(C16)
34,3 15 53,8 17 | 1,37 (m) H(C17)
33,6 4 43,5 18 H(C18)
31,2 29 40,9 19 | 0,88 (m)e 1,45 (m) | H(C19)
29,0 30 26,0 20 | 1,48 (m)e 1,64 (m) | H(C20)
26,6 20 50,3 21 | 2,10 (m) H(C21)
24,0 12 71,5 22 H(C22)
22,1 24 36,6 23 | 1,12 (s) H(C23)
21,9 16 22,0 24 | 0,95 (m) H(C24)
21,1 11 16,8 25 | 0,82 (s) H(C25)
18,5 2 18,0 26 | 0,98 (s) H(C26)
18,3 26 16,8 27 | 0,92 (s) H(C27)
17,1 25 e 27 15,8 28 | 0,71 (s) H(C28)
16,1 28 29,0 29 | 1,04 (s) H(C29)
30,8 30 | 1,08 (s) H(C30)
3,86 (d, J= 6,4Hz) OH(C6)
3,78 (s) OH(C22)

*sinais de 8 em ordem correspondente a

numeracdo dos carbonos da molécula.
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RMN aplicada a taxonomia de liquens

41,2 26,6
51,1 "
l//////
73,9
OH
18,5
Legenda:

& 13C (ppm) — CDCl,
*49,5; 48,8 e 49,1 ppm
*30,9; 29,7 e 28,9 ppm

43,8

3083
>
N
S
N =

22, 367 OH

Y

Figura 80 - Sinais de deslocamento quimico de *C da zeorina (Elix et al. 1982, CDCls).

40,9 26,0
'50,3 29.0
',,///// H
71,5 OH
30,8
18,1
43,5

66,5 Legenda:

33,38

S :
$ =
\\ —_—

0

220 366 H 5 13C (ppm) — DMSO-d,

o

Figura 81 - Sinais de deslocamento quimico de '*C da zeorina (Konig & Wright, 1999, DMSO-ds)

0,88 (m) 1,48 (m)
1,45 (m) 1,64 (m)

1,35 (m)
1,27 (m) 1,48 (m) 3,’,10('") _~ 1,04(s)
1,50 (m) “y
0,82 (s) 1,37 (m) OH
153 3,78 (s)
1,32 (m) 293(M) {08 (s)
1,51 (m) 1,93 (m)

3,75 (m) Legenda:
095(s) 1,12(s) 3,';'6 (@, J= 6,4H2) 5 'H (ppm) — DMSO-d,

Figura 82 - Sinais de deslocamento quimico de *C da zeorina (Konig & Wright, 1999, DMSO-ds)

Ravaglia, L. M., 2007



Acido vulpinico

Solvente deuterado: acetona-dq (Konig ef al.1999)

XX

OH

COOCH;
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Tabela 49 - Sinais de deslocamento quimico (8§ em ppm) do acido vulpinico a partir de dados da literatura

(acetona-dg).

Acido vulpinico - Konig et al. 1999
Acetona-ds, 300MHz (*H) e 75MHz (*3C)

5 13¢C C 8 'H (multiplic.) H
172,7 Cc12 13,95 (sl) OH(C9)
166,4 (}°] 8,1 - 8,3 (2H) H’s aromaticos
161,7 c11 7,2 - 7,7 (8H) H’s aromaticos
155,0 c8 3,86 (s) H(C13)
133,5 c1
130,9 2xC ?
130,2 ?
129,2 2xC ?
129,0 2xC
128,7 2xC ?
128,4 2xC?
117,0 c7
104,8 C10
54,9 C13
Legenda:
5 1°C (ppm)
& 'H (ppm)

13,95 (sl)

172,7

54,13
3,86 (s)

Figura 83 - Sinais de deslocamento quimico de **C da acido vulpinico (Konig et al. 1999, acetona-ds).
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Conclusoes

A anélise dos espectros dos extratos das 21 espécies estudadas indicou que € possivel,
em muitos casos, a elucidacao da composicao da mistura, especialmente se as substancias
estdo presentes em proporgdes tais que os sinais de d sejam evidentes.

Na maioria dos extratos analisados ocorreu a presenca de uma substincia
majoritaria ¢ as demais se apresentaram em baixas concentracdes — nesses casos, os sinais de
d permitiram a elucidagio da estrutura da substincia majoritdria, enquanto que, alguns sinais
de baixa intensidade puderam ser atribuidos a grupamentos presentes nas substincias
minoritdrias.

Em grande parte dos extratos, o acido udsnico e a atranorina estdo presentes. Embora
ndo seja possivel a atribui¢do de todos os sinais de 0 dessas substincias, quando elas estdo
presentes em baixa proporcdo, alguns sinais evidenciam a presenga de grupamentos
caracteristicos das mesmas. Alguns sinais, entdo, possibilitam a identificacdo da presenca
dessas substancias por RMN.

No caso do depsideo atranorina, sinais de baixa intensidade, nos espectros de RMN
de IH, entre 3,80 e 4,00 ppm sugerem o éster metilico; 4 sinais entre 12,55 e 10,20 ppm, as 3
hidroxilas e o hidrogénio de grupo aldeido; dois singletes em 6,40 e 6,52 ppm (em CDCls) ou
em 6,41 e 6,64 ppm (em DMSO-dg), os dois hidrogénios arométicos. Ja no espectros de RMN
de ’C, sdo sinais importantes para identificacdo da atranorina: em 193,8 ppm, a carbonila de
aldeido; em 112,8 e 116,0 ppm (em CDCls) ou 109,0 e 115,6 ppm (em DMSO-dg), os dois
carbonos CH aromaticos, com intensidades semelhantes; em aproximadamente 52 ppm, o
sinal caracteristico do éster metilico, e ainda, 2 sinais entre 25 ¢ 20 ppm, € mais um outro
sinal em 9 ppm, indicando as 3 metilas da estrutura.

Para o 4cido dsnico, nos espectros de RMN de "°C, é importante a observacdo dos
sinais das 3 carbonilas de cetona que estdo presentes na estrutura ¢ tem O em
aproximadamente 200 ppm, porém esses sinais nem sempre podem ser observados, devido a
baixa intensidade na qual eles s@o frequentemente encontrados. Além desses, 3 outros sinais
entre 32 e 27 ppm indicam 3 metilas; e ainda, em 7,5 ppm, outro sinal para uma metila, sdo
bastante caracteristicos da presenca do dcido usnico, e aparece nos espectros mesmo quando

essa substincia aparece em baixa proporcdo. Nos espectros de RMN de 'H, os 3 sinais dos
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hidrogénios das 3 hidroxilas, em aproximadamente 18, 13 e 11 ppm, sdo indicativos fortes da
presenca dessa substancia.
Essas substancias presentes nos extratos, mesmo em baixa propor¢do, podem ser

evidenciadas pela analise cromatografica sobre silica gel e reveladas com p-anisaldeido.

A presenca de depsideos nos extratos pode ser evidenciada nos espectros de RMN
através da presenca de sinais de & que caracterizam as metilas presentes nas estruturas dessas
substincias. Depsideos derivados do orcinol apresentam um maior nimero de grupos metila
do que os depsideos derivados do B-orcinol, e essas indicagdes podem ser observadas nos
espectros na regido abaixo de 3 ppm, nos espectro de RMN de 'H, ou na regido abaixo de 25
ppm, nos espectros de RMN de "°C. Nos depsideos também podem ser observados 2 ou 4
carbonos do tipo CH aromdtico, facilmente distinguiveis através do espectro de DEPT 135.

Ja no caso das depsidonas é possivel observar apenas de um carbono CH aromatico,
no caso das depsidonas com anel lactol derivadas do B-orcinol, até 3 CH’s aromaticos, como é

o caso do acido alectoronico.

Os espectros de RMN de 3C e DEPT 135 apresentam uma riqueza maior de
informacoes, nesse tipo de andlise de mistura, além de permitirem inferéncias com relag@o a
proporcdo entre as substancias presentes nos extratos, com base na altura relativa de sinais de

carbonos semelhantes.

Com relagdo a andlise dos espectros das espécies que contém substancias fendlicas
com cadeias alquilicas > 3C, como € o caso do acido divaricatico e que esta presente em
Canoparmelia texana, Canoparmelia ecaperata, Dirinaria aspera, Dirinaria aegialita e
Dirinaria confluens, pode-se dizer que houveram algumas dificuldades.

O 4cido divaricatico ¢ um depsideo que apresenta duas cadeias alquilicas de 3
carbonos, cada uma ligada em cada anel aromatico. Devido ao alto grau de simetria entre elas,
¢ muito dificil atribuir inequivocamente os deslocamentos quimicos de carbonos e
hidrogénios em posicdes equivalentes entre as cadeias — por isso a utiliza¢do de intervalos de
d e de atribuicdes “abertas” apresenta-se como alternativas bastante adequadas nestes casos, ja

que nao é desejavel que a atribuicao perca a sua validade.
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Um outro grupo de espécies que também apresenta substancia fendlica com cadeia
alquilica > 3C s@o Parmotrema pancheri, Parmotrema rigidum, Parmotrema wainii e
Parmotrema argentinum, que contém acido alectoronico.

O 4cido a-alectordnico € uma depsidona que apresenta em sua estrutura duas cadeias
alquilicas com 7 carbonos, uma delas apresenta uma cetona e a outra, uma anel lactol. Da
mesma forma que ocorre com a andlise dos espectros de RMN das espécies que contém o
acido divaricdtico, a atribui¢do inequivoca dos carbonos e hidrogénios do 4cido «-
alectordnico € muito dificil, tanto se a condi¢@o fosse a andlise da substancia isolada, quanto é
na condi¢do de mistura. Isso, é claro, decorre da prépria natureza dessas cadeias, que sdao
bastante semelhantes ¢ geram sinais que se desdobram e coincidem em & muito préximos.
Porém, essa dificuldade se multiplica quando, além do 4cido «-alectorénio, também esta
presente o seu derivado metoxilado, o 4cido a-colatdlico. As regides caracteristicas de cadeia
alquilica nos espectros de RMN (< 4 pmm, para 'H e < 50 ppm, para BC) ficaram muito

povoadas de sinais, o que tornou quase impossivel uma atribui¢do mais especifica.

Com relagdo as espécies que contém acidos graxos, Parmotrema praesorediosum e
Parmotrema mesotropum, essas espécies apresentaram em sua composicdo quimica o
depsideo atranorina e também substancias com caracteristicas hidrofobicas — os acidos graxos
de cadeia longa.

Podem ser encontrados em liquens &4cidos graxos com ou sem anel lactol. A
diversidade de substancias do dltimo tipo varia com o tipo de anel e com o tamanho e grau de

oxidacdo do fim da cadeia. Podem ser encontrados 3 tipos de anel lactol, sdo eles:

HOOC CH, HOOC CHs

HOOC CHs
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O tamanho da cadeia alquilica varia entre 11, 13 e 15 carbonos (geralmente), e o grau
de oxidacdo dos carbonos terminais pode variar desde um carbono metilico, um &4cido
carboxilico, uma cetona, entre outros. A variacdo entre as substdncias ocorre com a
combinacdo de um anel lactol e um tipo de cadeia alquilica. Nota-se que a determinacdo do
tipo de anel lactol presente ndo €, de fato, um problema na anélise dos espectros de RMN de
BC. Sdo trés tipos distintos que podem ser facilmente diferenciados — quando se observa os
deslocamentos quimicos dos grupos olefinicos ou da metila em C5, principalmente no ultimo
caso, que tem §tc por volta de 10 ppm.

Nestes casos, onde a atranorina ja pode ser identificada como substidncia em maior
propor¢do, para uma identificacdo mais acurada do tipo de 4cido graxo que também estd
presente no extrato, apenas os dados de RMN de 'H ndo sdo muito conclusivos,
principalmente quando o que se pretende determinar € o tipo de cadeia alquilica presente.
Pode haver sobreposi¢do dos sinais e dificilmente o nimero de hidrogé€nios presentes na
cadeia poderd ser determinado com precisdo. No espectro de RMN de °C os carbonos CH,
aparecem com O muito préximos, ou ainda sobrepostos, o que também dificulta a
determina¢do do nimero de carbonos presentes na cadeia.

Como a variedade de 4cidos graxos com anel lactol que podem ser encontrados
apresentam diferencas que podem ser muito sutis a observagao dos seus espectros de RMN, a
determinacgao precisa da composicao de dcidos graxos presentes em misturas € muito dificil e

delicada.

Sobre a observagio de sinais de 8 que poderiam ser atribuidos a acticares: na andlise
de 6 espectros de RMN de BC obtidos em DMSO-ds, de 6 espécies de liquens, foram
observados sinais com intensidade relevante que poderiam ser atribuidos a actcares. Sao
sinais que apresentam um comportamento semelhante entre os espectros: entre 73 e 70 ppm,
carbonos CH e também carbonos CH; entre 64 e 62,9 ppm. Estes sinais podem ser refentes a
acucares dlcoois, como D-manitol e ribitol, que sdo comumente encontrados em liquens. Esse
tipo de substancia se dissolve melhor em DMSO-dg e solventes com caracteristicas polares do
que nos com caracteristicas apolares, como CDCls, o que explica o aparecimento desses sinais
apenas nos espectros obtidos em DMSO-de.

Como a atribui¢do inequivoca de & de carbonos e hidrogénios de moléculas de
acucares, sejam dlcoois, aldoses ou cetoses, sdo altamente dependentes da resolucdo do

espectro de RMN de 'H, quando ndo de espectros de RMN 2D, os & observados nos espectros
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dos extratos nao foram atribuidos. Nao foi possivel observar sinais nos espectros de RMN de
1 . . . . N
H que pudessem ser atribuidos aos agucares, e o foco do trabalho ficou com as substincias de

natureza fenodlica.

Sobre os sinais de 8 de algumas substancias que mudam dependendo do solvente
utilizado: foi observado que alguns depsideos apresentaram diferengas significativas de
valores de & quando dissolvidos em CDCl; e DMSO-d¢. Essa diferencga fica evidenciada
quando se observa os § da atranorina (na pagina 246) e do dcido divaricatico (na pagina 298)
nesses dois solventes, onde a maioria dos sinais se mostrou mais protegidos em DMSO-d¢ do
que em CDCls. E possivel que os depsideos apresentem mais essas diferencas de & com

relac@o ao solvente utilizado do que as depsidonas.

Da andlise dos espectros de RMN dos extratos das espécies estudadas neste trabalho,
pdde-se concluir que a simples andlise dos sinais de & nos espectros de RMN de 'H permite
inferir informacdes importantes sobre a composi¢ao dos extratos. A andlise € completada com
mais detalhes sobre as estruturas das substancias com a andlise dos espectros de RMN de Be
e de DEPT 135. Dessa forma a técnica de RMN € uma ferramenta extremamente importante
para a andlise de extratos de liquens e completa de maneira mais segura as informacoes
obtidas das andlises por CCD e MC.

A técnica de RMN pode, portanto, contribuir de maneira significativa para a
identificacdo taxondmica de espécies, ja que as informagdes sobre a composicdo quimica, em
termos de substancias fendlicas, juntamente com a andlise morfoldgica, sdo os requisitos para

a taxonomia de liquens.
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