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RESUMO

ESTUDO E APLICAGOES DAS TECNICAS DE RMN HR-MAS E DOSY EM
PLANTAS E EXTRATOS DE PLANTAS DA ORDEM RUTALES. O presente
trabalho relata a implementagdo e a aplicacdo de duas técnicas relativamente
recentes em RMN - DOSY e HR-MAS - como ferramentas na analise de produtos
naturais em mistura e em folhas de Citrus, respectivamente. O trabalho iniciou-se
com a técnica DOSY, em que uma mistura conhecida de dois produtos naturais
foi empregada para implementar a técnica e otimizar os experimentos de DOSY,
DOSY-COSY e DOSY-HSQC. Posteriormente, foram realizados experimentos de
DOSY em um conjunto de misturas de produtos naturais, no qual a aplicabilidade
da técnica foi avaliada. A segunda parte do trabalho foi realizada com a técnica
HR-MAS, que se iniciou com sua implementacdo, teve continuidade com a
otimizacdo das condigdes experimentais e foi finalizada com a avaliagdo de sua
potencialidade como uma ferramenta na analise de folhas intactas de Citrus. Para
isto a técnica foi avaliada quanto a distingdo entre seis variedades de Citrus
sinensis, a indicacdo de substancias de defesa presentes em Citrus sinensis
enxertado em Citrus limonea e a deteccdo e identificacdo de substancias de

defesa presentes em folhas de Citrus spp sob o ataque de pragas.
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ABSTRACT

STUDY AND APPLICATION OF HR-MAS AND DOSY NMR TECHNIQUES IN
PLANTS AND PLANTS EXTRACT FROM RUTALES ORDER. This work
describes the implementation of two recent techniques in NMR - DOSY e HR-MAS
— as a tool for the analysis of natural products mixture and in leaves of Citrus,
respectively. The work begun with the technique DOSY, in which a known mixture
of two natural products was employed to implement the technique and optimise
the experiments of DOSY, DOSY-COSY and DOSY-HSQC. After that, the DOSY
experiments was employed in a group of natural products mixtures, in which the
technique applicability was assessed. The second part of the work was carried out
by the implementation of HR-MAS technique with the experimental conditions
optimisation and the technique evaluation in the study of Citrus leaves. The
evaluation of the technique was carried out by the distinction among six Citrus
sinensis varieties, as the indicator for the defence substances present in leaves of
Citrus sinensis grafted in Citrus limonea and the detection and identification of the

defence substances in leaves of Citrus spp under the plague attack.
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IMPLEMENTAGAO, OTIMIZAGAO E APLICAGAO DA TECNICA DOSY
EM MISTURAS DE PRODUTOS NATURAIS
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1. CONSIDERAGOES GERAIS

A medida de coeficientes de difusao translacional (D) por RMN tem
se tornado uma ferramenta util e poderosa para a analise de misturas complexas,
principalmente por ndo demandar uma separacdo quimica prévia. Dentre as
técnicas utilizadas para medir a difusao por RMN, a espectroscopia ordenada por
difusdo ou DOSY (Diffusion Ordenated SpectrocopY), se destaca por fornecer as
informacdées de uma maneira facilmente analisada, possibilitando uma visao
global dos tamanhos de particulas em uma amostra e a detecgdo de impurezas.

A técnica DOSY foi originalmente criada devido a necessidade de
um método analitico ndo invasivo, capaz de identificar componentes moleculares
em misturas e caracterizar simultaneamente os tamanhos de agregados e outras
estruturas presentes’. Desde o seu desenvolvimento ela vem sendo sujeita a

diversos estudos (como o desenvolvimento de sequéncias de pulsos mais

10,11,12,13

sofisticadas®®*°>¢789 de métodos para eliminar artefatos experimentais e

14,15,16,17,18,19)

de melhorias no sistema de tratamento de dados , que viabilizaram os

avangos em seu desempenho.
Devido aos crescentes avancos, a técnica DOSY vem sendo

aplicada na analise de uma ampla extensao de misturas complexas, tais como em

21,22 6,24,25
)

extratos de tecidos®®, polimeros?'??, combustiveis®, substancias humicas

26,27

alimentos e complexos metalicos®®. Os experimentos de DOSY também sao

amplamente utilizados em outras finalidades, como no estudo da formagao de

complexos®*3°3! da determinacdo da distribuicdo do tamanho de particulas®?2334

35,36,37 32,33

e de massa molecular de compostos poliméricos
38,39,40

, ho estudo do equilibrio

e da troca quimica 41,42,43,44,45

, ha analise de interacoes , além do proprio
fendmeno da difus&o*®.

Devido suas caracteristicas, a técnica DOSY representa uma
ferramenta em potencial para o estudo de produtos naturais em mistura, como os
compostos contidos em fragdes pré-purificadas, pois dispensam o isolamento
fisico, o que demanda tempo e trabalho. Os experimentos de DOSY sao também
uma alternativa para a analise de compostos instaveis aos métodos de purificagcao

ou onde o isolamento é impraticavel.
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1.1. Principios da Técnica

1.1.1. Difuséo e Coeficiente de Difusao

A difusdo é o processo pelo qual a matéria € transportada de uma
parte do sistema para outra como o resultado de um movimento molecular
aleatorio®’.

A velocidade de migracao de uma particula € medida pelo seu fluxo,
J, que é a quantidade com que esta particula atravessa uma unidade de area por
unidade de tempo*®. A difusdo de matéria é o nimero de moléculas que atravessa
uma superficie de controle por metro ao quadrado por segundo (no sistema
internacional de unidades, SI)*. O fluxo de matéria difundindo paralelamente a
um eixo de um recipiente, ao eixo z, por exemplo, € proporcional ao gradiente da

concentragao nesta direcao:

J (matéria) « aN eq. 1
dz

onde N é o numero de particulas na unidade de volume.

O valor positivo de J significa um fluxo positivo ao longo do eixo z.
Como o fluxo de matéria tem o sentido da concentragcdo maior para a menor, J é
positivo se a relagdo dN/dz é negativa. Portanto, o coeficiente de
proporcionalidade da equacgao 1 deve ser negativo:

J (matéria) = - Dci,—N eq. 2

yA
onde a constante D é o coeficiente de difusdo, cuja unidade internacional é
apresentada em m%.s™.

Os valores tipicos de coeficientes de difusdo em liquidos, em
temperaturas moderadas (de 25 a 30°C), vao desde 102 m?s™ (para polimeros
com pesos moleculares elevados) até 10°m?s™ (para moléculas pequenas em
solucdes pouco viscosas)*.

A equacao de Stokes-Einstein fornece a dependéncia do coeficiente
de difusao (D) de uma particula esférica em relagdo ao seu raio hidrodinamico
(rs), a temperatura (T) e a viscosidade (n) da solugéo® (onde ks é a constante de
Boltzmann).

D = kgT /6y €q. 3
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Se uma molécula em solugéo for considerada como uma particula
esférica, seu raio hidrodinamico estara sujeito as contribuigdes de fatores como a
solvatagao, as interagdes e os estados de agregacao das moléculas, e o valor de
seu coeficiente de difusdo fornecera informagdes sobre as propriedades

relacionadas ao seu volume molecular®®*°%°",

1.1.2. Pulsos de Gradiente de Campo em Experimentos de DOSY

Para se realizar experimentos com PFG é necessaria uma sonda
equipada com uma bobina geradora de gradiente e um amplificador de gradiente.
O gradiente de campo é gerado pela aplicagdo de uma corrente na bobina
especifica, invertendo-se a corrente aplicada, inverte-se também a polaridade do
gradiente. Os campos maximos de aplicagdo dos gradientes de campo sao de
aproximadamente 0,5 T/m (50 G/cm), embora a forga de gradiente utilizada
freqiientemente seja menor®?.

Os experimentos de DOSY sdo formados por uma série de
experimentos de DOSY unidimensionais que diferem entre si pela amplitude (g)
dos pulsos de gradiente aplicados, que € aumentada gradativamente ao longo dos
experimentos. O aumento do gradiente de campo corresponde a uma maior
atenuacgao na intensidade dos sinais, que diminuem exponencialmente ao longo
dos experimentos. Uma vez que esta relacionada com o seu coeficiente de
difusdo, a velocidade com que este o decaimento ocorre é igual para todos os
sinais da molécula. Quanto maior a velocidade do decaimento dos sinais, maior o
coeficiente de difusdo da molécula.

A aplicagao da transformada inversa de Laplace deste conjunto de
dados origina o espectro de DOSY; um espectro pseudobidimensional, onde os
sinais de RMN 1D sao apresentados em uma dimensao e a distribuicido ordenada
do coeficiente de difusdo (D) em outra.

O valor do coeficiente de difusdo de cada substancia pode ser obtido
facilmente pela correlagdo com seus sinais de RMN, assim como todos os sinais
de uma molécula podem ser identificados inequivocamente (mesmo estando em

mistura) através da correlagdo com o valor de seu coeficiente de difuséo.

1.2. Sequéncias de Pulso
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1.2.1. Sequéncia PFGSE (Pulsed Field Gradient Spin Echo)

A abordagem mais simples para se realizar uma medida de difuséo
€ a que emprega a sequéncia de pulso de Stejskal e Tanner, conhecida como
PFGSE (Pulsed Field Gradient Spin Echo). A sequéncia PFGSE ¢é baseada na
introdugédo de dois pulsos de gradientes de campo idénticos, inseridos em cada

periodo 1, na sequéncia de eco de spin de Hahn (figura 1.1).

G. __ ]
- A L
Figura 1.1 - Sequéncia PFGSE (Pulsed Field Gradient Spin Echo)

Se os pulsos de gradiente ndo fossem aplicados, o pulso de rf de
180° iria refocar a evolucdo dos deslocamentos quimicos e o sinal detectado seria
atenuado somente pela relaxagao transversal (T;), ocorrida durante o periodo 2t.
Quando os pulsos de gradiente sédo aplicados, a refocagem completa do sinal,
desconsiderando as perdas por T, sO ocorre se o campo magnético local
experimentado por um spin for idéntico durante a aplicagdo do primeiro e do
segundo pulso. Ou seja, a refocagem total somente sera obtida se os spin
permanecerem na mesma localizacdo fisica durante o periodo de difusdo (A)*?
(figura 1.1).

Se a molécula se difundir durante o periodo de difusdo, afastando-se
da sua posigéao inicial, o campo magnético local que ela estara sujeita durante o
segundo pulso de gradiente (de recuperagao da fase) ndo sera igual ao primeiro
(de perda da fase), e somente uma refocagem parcial do sinal ira ocorrer. Ao final
do experimento, o sinal detectado sera atenuado pela distancia que a molécula
moveu-se durante o periodo A, que € ditado pelo seu coeficiente de difusao (D)5°.

A intensidade observada do sinal (I) para um experimento PFGSE é
obtida pela equacao:

| = 1o exp (-21/T2 — (yg8)? D (A-8/3)) eq. 4
Onde lp é a intensidade do sinal quando a forga do gradiente é zero (logo apos o

pulso de 90°), t o intervalo entre pulsos de rf, T, 0 tempo de relaxagao transversal,
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vy a constante giromagnética do nucleo em estudo, D o coeficiente de difusdo da
molécula, A o intervalo para a difuséo, 6 e g sdo a duragéo e a amplitude do pulso
de gradiente, respectivamente.

Como os valores de y e T, sdo iguais em todos os experimentos e os
valores de 6 e A sdo conhecidos, o valor de D pode ser obtido através de um
grafico de In(l/l) em funcdo de (yg8)?, que fornece uma reta cuja inclinagdo é
proporcional ao coeficiente de difusdo de cada espécie®.

Como visto, realizando-se varios experimentos de PFGSE com 6 e A
constantes e variando-se a porcentagem da forca do gradiente (g), € possivel
obter o valor do coeficiente de difusdo de uma molécula®. Entretanto, por
fornecer a mesma informagdo de uma maneira mais direta, os experimentos de
DOSY séao usualmente empregados no estudo da difuséo.

A sequéncia PFGSE ¢ limitada pelas perdas de magnetizacdo que
ocorrem devido a relaxacao transversal (T,), o que pode levar a degradacdes

significativas da relagdo sinal/ruido em moléculas com T curto.

1.2.2. Sequéncia PFGSTE (Pulsed Field Gradient Stimulated Echo)

Na sequéncia PFGSTE (figura 1.2), a magnetizacdo € mantida

longitudinalmente (alinhada ao eixo z) durante o periodo de difuséo.

- A -
90° o0 oy
H s
I
G: 1R =i
4 —» P 3
5 3

FIGURA 1.2 — Sequéncia PFGSTE (Pulsed Field Gradient Stimulated
Echo)

Na seqiiéncia PFGSTE, um segundo pulso de rf de 90° transfere a
magnetizacado para o eixo — z. Ao final do periodo de difuséo (A) a magnetizagao
é retornada ao plano transverso (x-y) por um terceiro pulso de 90° e a
recuperacdo da coeréncia da magnetizagdo € obtida pelo segundo pulso de

gradiente.
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A principal desvantagem da sequéncia PFGSTE é que a metade do
sinal em potencial é perdida apds a aplicagdo do segundo pulso de 90°, somente
a componente y (M,) ou a componente x (My) da magnetizagéo retorna para o
eixo +z, o outro componente é destruido por um pulso de gradiente ou por um
ciclo de fases apropriado’?.

Apesar disso, como na maioria das moléculas o tempo T1 é maior ou
igual ao tempo T,, os beneficios da sequéncia PFGSTE se sobrepdem a sua

desvantagem e ela é empregada na maioria das medidas de difusdo®>.

1.2.3. Sequéncias Multidimensionais

Em experimentos DOSY tridimensionais, ou pseudo 3D, a
coordenada de difusdo € adicionada aos experimentos de RMN 2D
convencionais, permitindo atribuir em planos os sinais de correlacdo de cada
substancia difusora. Eles também fornecem as proje¢cées unidimensionais da
substancia selecionada, obtendo-se assim um espectro de RMN "H da substancia

pura, apesar desta se encontrar fisicamente em uma mistura’>,

1.3. Principais Artefatos em Experimentos de Gradiente de

Campo Pulsado

Segundo Antalek'? existem cinco pré-requisitos para a obtencdo de
um bom conjunto de dados para um experimento de DOSY: a) o registro
excelente das ressonancias, ou seja, o emprego de um numero de pontos
apropriado na aquisicao dos sinais de RMN; b) nenhuma distor¢do de fase ou
alargamento do sinal devido a aplicagao dos pulsos de gradiente; c) uma boa
diferenciagao entre as curvas de decaimento dos sinais entre compostos distintos;
d) nenhum artefato da linha de base e e) um decaimento exponencial puro.
Entretanto, o cumprimento destes pré-requisitos nem sempre é facil, pois os
experimentos de DOSY séo sensiveis a varios artefatos.

Existem essencialmente trés fatores que originam artefatos em
experimentos de difusdo: a falta de homogeneidade do gradiente de campo, as
correntes de vortice e as de convecgao'?. Contudo, existem outros artefatos que
podem prejudicar os experimentos de difusdo, como os gerados pela troca

quimica, por desajustes entre pulsos de gradiente sequenciais, pelos ruidos de
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fundo e pelo amortecimento da radiacdo. Embora menos comuns, eles também
poderao afetar a medida do coeficiente de difusdo ou a habilidade para diferenciar

componentes dentro de uma mistura.

1.3.1. Artefatos Gerados Pelas Correntes de Vortice e Pela

Perturbagao de B,

As correntes de vortice sdo originadas em qualquer meio condutor
proximo a um local onde ocorra uma variagdo do campo magnético. Em um
espectrometro de ressonancia, as correntes de vortice (ou eddy currents) sé&o
geradas nos ambientes condutores que circundam a bobina do gradiente devido a
aplicacao de pulsos de gradiente. Dependendo da for¢ga do pulso de gradiente
aplicado, sao gerados disturbios no campo magnético que podem causar severas
deformagbes na linha base, degradando a resolugdo dos sinais e impedindo a
aquisicdo de um espectro com uma resolucdo satisfatoria®'%°2,

A utilizacdo de bobinas de gradiente ativamente blindadas € o meio
mais efetivo para reduzir os efeitos das correntes de voértice. A protecédo consiste
basicamente na inclusdo de uma segunda bobina de gradiente ao redor da
primeira, dirigida pela mesma corrente e sendo desenhada de tal forma que o
campo gerado fora da regido da amostra cancele aquele produzido pela bobina
interna. O resultado final € o gradiente de campo dentro da amostra, mas nao
fora, portanto ndo estimulando correntes de vortice nos arredores®?.

Mesmo sendo consideravelmente reduzidos pelo emprego de
bobinas blindadas, os efeitos residuais das correntes de voértice ainda podem
afetar os experimentos de difusdo, principalmente quando é necessario utilizar
pulsos de gradiente fortes®. Isto torna aconselhavel o emprego de seqiiéncias de
pulsos que incorporam abordagens para eliminar tais efeitos?>. As abordagens
mais difundidas s&o a introducado de um intervalo de tempo para a dissipagao dos
efeitos das correntes de vortice e a substituicio dos pulsos de gradiente
retangulares e monopolares por pulsos bipolares e com um intervalo maior de

ascensao e queda.

1.3.1.1. Pulsos de Gradientes Nao Retangulares
Como a severidade dos problemas gerados pelas correntes de

vortices € proporcional a intensidade da corrente elétrica aplicada com o tempo
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(dl/dt)®*, uma maneira encontrada de reduzir seus efeitos foi diminuir o tempo de
subida e descida dos pulsos de gradiente. Por isso, uma das abordagens mais
empregadas para se minimizar os efeitos das correntes de vortice € empregar
pulsos de gradiente modulados, com formatos de ascensao e queda mais suaves,

como os do tipo senoidal ou trapezoidal.

1.3.1.2. Sequéncias de Pulsos Especiais

As sequéncias de pulso usualmente empregadas em experimentos
de DOSY sao as derivadas da sequéncia PFGSTE que contém modificacbes para
eliminar os artefatos provenientes das correntes de vortice, tais como: a
substituicdo dos pulsos retangulares por pulsos com ascensao e queda brandas
(que diminuem os efeitos causados pela elevacédo e queda rapida dos pulsos de
gradiente), a introduc&do de uma sequéncia LED (que permite que as perturbagdes
decaiam antes do inicio da aquisigdo) e a substituicdo dos pulsos de gradiente
monopolares por pulsos bipolares (que permite empregar pulsos de gradiente
com metade da poténcia). Estas abordagens podem ser empregadas

isoladamente ou em conjunto em uma mesma seqiiéncia’.

1.3.1.2.1. Sequéncia PFGLED (Pulsed Field Gradient Longitudinal Eddy Delay)

A sequéncia de pulsos LED (Longitudinal Eddy-current Delay)
introduz um tempo (Te) na sequéncia de PFGSTE no qual a magnetizagdo é
mantida longitudinalmente por meio de um pulso de rf de 90°. Este tempo é
empregado para que as perturbagdes do campo By, que surgem apods a aplicagéo
do segundo pulso de gradiente, decaiam integralmente até o inicio da aquisi¢ao®°.
Apds o periodo Te, um segundo pulso de rf de 90° retorna a magnetizagao para o
plano xy antes do inicio da aquisig¢ao.

A figura 1.3 apresenta a sequéncia de pulsos de eco estimulado com
a insercao do tempo para dissipacao das correntes de vortice, PFGLED.
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FIGURA 1.3 — Sequéncia PFGLED (Pulsed Field Gradient Longitudinal
Eddy Delay)

1.3.1.2.2. Seqliéncia BPPSTE (Bipolar Pulse Pair Stimulated Echo)

A sequéncia LED nao é eficaz para dissipar as perturbagdes que
afetam o experimento no periodo da difusdo, principalmente quando a poténcia
dos pulsos de gradiente for alta. A perturbacido neste periodo pode ser
minimizada pela substituicado do pulso de gradiente de duragao & por um conjunto
de pulsos contendo dois pulsos de gradiente de duragdo /2 com polaridades
invertidas e intercalados com um pulso de rf de 180°"° (figura 1.4). Este
“sanduiche de pulsos” equivale a um pulso de gradiente de duragdo & com a
polaridade do segundo pulso de gradiente do “sanduiche”, sendo que as
correntes de vortice geradas pelo primeiro pulso de gradiente sdo canceladas
pelos efeitos do segundo pulso, cuja polaridade é inversa, que é aplicado apds
poucos milisegundos®®.

A
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FIGURA 1.4 — Sequéncia BPPSTE (Bipolar Pulse Pair Stimulated

Echo)
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1.3.1.2.3. Sequéncia BPPLED (Bipolar Pulse Pair Longitudinal Eddy Delay)

A sequéncia BPPLED é uma modificagdo da sequéncia basica
PFGSTE que reune as vantagens do emprego de pares de pulsos bipolares e as
da sequéncia LED (figura 1.5), minimizando os efeitos das correntes de vértice em

toda a extensao do experimento.

Gz _A A
R .,' . r!

FIGURA 1.5 — Sequéncia BPPLED (Bipolar Pulse Pair Longitudinal
Eddy Delay)

1.3.1.2.4. Sequéncias GCSTE (Gradient Compensated Stimulated Echo) e
GCSTESL (Gradient Compensated Stimulated Echo Spin Lock)

As sequéncias de gradiente compensado de eco estimulado
(GCSTE, figura 1.6) e de gradiente compensado de eco estimulado com trava de
spin, (GCSTESL, figura 1.7) também empregam pulsos de gradientes anti-fasicos
para minimizar os efeitos das correntes de vortice, porém eles ficam posicionados
no periodo de difusdo (A), o que elimina a necessidade do pulso de rf de 180°

para a refocagem?.

90°
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FIGURA 1.6 — Sequéncia GCSTE (Gradient Compensated Stimulated
Echo)
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FIGURA 1.7 — Sequéncia GCSTESL (Gradient Compensated
Stimulated Echo Spin Lock)

As principais vantagens das sequéncias GCSTE e GCSTESL em
relagdo a sequiéncia bipolar com pulsos de rf de 180° (BPPSTE ou BPPLED) s&o
a simplicidade e a economia no ciclo de fase?. Contudo, a seqiiéncia GCSTE esta
sujeita a anomalias de fase geradas por sistemas de spins acoplados fortemente
(o que é eliminado nas sequéncias bipolares com pulso de rf 180°). A seqliéncia
GCSTESL emprega pulsos de “trava de spin” (spin lock) para eliminar tais efeitos,

mas esta sujeita aos efeitos provocados pelo aquecimento.

1.3.2. Artefatos Gerados por Gradientes de Temperatura e Correntes

de Convecgao

As correntes de convecgdo térmica sao fluxos originados em uma
solugdo por gradientes internos de temperatura. As diferencas de densidade
resultantes propiciam o movimento de subida do liquido menos denso das
camadas externas e inferiores e o deslocamento do liquido mais denso (no caso,
menos aquecido) das camadas internas e superiores®. O oposto ocorre também
possivel em amostras resfriadas.

O efeito do fluxo convectivo pode ser particularmente prejudicial em
experimentos difusdo, pois a circulagao resultante do material da amostra resulta
no movimento fisico dos spins, o que interfere na formacao dos ecos de spin e na
quantidade de magnetizagao refocalizada®. Dependendo da velocidade da
conveccao, a perturbacdo do comportamento ideal da curva de decaimento dos
sinais levara ao aumento do valor do coeficiente de difusdo medido e a origem de

sinais com amplitudes negativas'®.



Introducgéo 14

O inicio da conveccdo em um fluido em descanso contido em um
tubo cilindrico na posigdo vertical é determinado por um Uunico parametro
adimensional, vy:

= &]/-47-”

eq. 5
vk d

Y

em que g € a aceleragao da gravidade, a € o coeficiente de expansao do volume
térmico de um fluido, v = 7/p € a viscosidade cinematica (n é a viscosidade
absoluta e p é a densidade), k = k/(pC,;) é sua difusivilidade térmica (k é a
condutividade térmica e Cp a capacidade de aquecimento especifico a pressao
constante), r € o raio interno do tubo e T'= AT/d é o gradiente de temperatura ao
longo do eixo do cilindro (AT é a diferenga de temperatura através do fluido da
coluna de altura d (] r). A convecgao tem inicio quando y excede um valor critico
(vc), que depende da condutividade térmica das paredes do tubo (quanto mais
condutoras, maior o valor de yc)°".

Apesar das correntes de conveccao representarem uma fonte de
erros grave em medidas de difusdo, existem varias medidas praticas que podem
ser adotadas para elimina-as ou minimizar seus efeitos. A seguir estdo descritas
algumas abordagens comumente empregadas na literatura, assim como algumas

sugestdes de como fazé-lo.

a) ajuste da temperatura

Sempre que possivel, € recomendavel trabalhar em temperaturas
amenas, pois isto diminui a probabilidade de originar gradientes de temperatura
na amostra. O ajuste da temperatura mais préximo a ambiente pode representar
uma grande diferenga na velocidade de convecgdo, principalmente quando

solventes pouco viscosos estdo sendo empregados.

b) ajuste do fluxo de gas

Como a convecgao pode ser induzida pelo sistema de controle da
temperatura da amostra (que é usualmente realizado por um fluxo de ar
comprimido ou algum tipo de gas alimentado através da base da sonda), a troca
térmica entre o fluxo de gas e a amostra deve ser eficaz. Se esta condigdo nao for
alcangada, sdo criados gradientes de temperatura ao longo do tubo da amostra, o

que pode causar o surgimento de convecgao térmica.
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Se for necessario aquecer ou resfriar a amostra, € importante que o
fluxo de gas que passa pela sonda contenha capacidade térmica suficiente para
manter a temperatura constante através da amostra®’. Se ndo for o caso, o
simples aumento do fluxo do gas podera ser suficiente para eliminar os gradientes
de temperatura (tomando-se o cuidado de n&o deslocar verticalmente o tubo ou
produzir vibragées na amostra). Dependendo do desenho da sonda, um fluxo de

10 a 15 L/min deve ser adequado?.

c) emprego de solventes viscosos

Em contraste com o fenbmeno da difusdo, que depende do tamanho
molecular e da viscosidade entre outros fatores, a conveccdo € primariamente
uma funcao da viscosidade da solvente®®. Sendo assim, o uso de solventes mais
viscosos pode ser uma alternativa para se evitar as correntes de conveccao, uma
vez que quando utilizados é necessario um gradiente de temperatura maior para

dar inicio ao fluxo convectivo.

d) decréscimo do didmetro ou e/ou da altura da amostra

A reducdo do volume da amostra também pode minimizar o
surgimento das correntes de convecgao, uma vez que quanto menor seu volume,
maior a probabilidade da troca térmica ser efetiva em toda a solugédo. Por
exemplo, os tubos padrées de 5 mm de didmetro podem ser substituidos por
tubos capilares, que utilizam um volume muito menor de amostra. Além do
didmetro do tubo, é recomendavel também reduzir a altura da amostra tdo baixa
quanto possivel (ou seja, até o ponto que ndo comprometa a resolucéo’?).

Os dois maiores custos desta abordagem s&o a diminuigdo da
relac&o sinal/ruido devido a maior distancia do tubo em relagdo a bobina da sonda
e a eventual necessidade de se reduzir o volume da amostra (quanto esta néo
pode ser concentrada em um volume menor). O problema com a distancia pode
ser resolvido com o emprego de micro sonda, ja o custo da redugéo do volume da
amostra deve ser considerado em relacdo ao beneficio da eliminacdo das
correntes de convecgao.

e) giro da amostra
Girar a amostra pode ser uma das abordagens mais simples a ser

tomada para amenizar ou eliminar os efeitos da conveccgado. Devido as forgas de
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Coriolis, o giro do tubo sobre o seu eixo tem um efeito fortemente estabilizante no
estado condutivo do sistema, de forma que apenas uma rotacdo lenta pode
suprimir a conveccdo® . Porém, as conseqiiéncias do emprego do giro da amostra
em experimentos com PFG dependem da estabilidade com que é realizado.

Para evitar que artefatos sejam adicionados ao experimento devido
a instabilidade do giro, é altamente recomendado que ele seja empregado apenas
para minimizar os artefatos causados pela convecgéao, ainda assim, assegurando-
se que tubos de RMN com uma qualidade alta (retos, com bordas e tampas

intactas e na altura padrao) sejam empregados.

f) emprego de sequéncias de pulsos com compensagao da convecgao

A natureza ordenada da convecgao torna possivel empregar
sequéncias de pulsos que compensem seus efeitos. Considerando que as
correntes de conveccao fornecam um fluxo laminar constante durante o intervalo
de difusdo da sequéncia de pulso, as sequéncias de duplo eco ou eco estimulado
de spin por gradiente de campo pulsado sdo habeis para suprimir os artefatos
causados pela de convecgdo. Elas partem do principio de que ha uma
dependéncia entre as fases dos pulsos com a velocidade das correntes de
convecgao, de tal maneira que a dependéncia gerada no primeiro par de
gradientes é cancelada pelo segundo par®’.

A sequéncia de eco estimulado de spin por gradiente duplo (DSTE)
com pulsos de gradiente bipolares e LED®® (figura 1.8) é um exemplo de
sequéncia que elimina os efeitos das correntes de conveccao, além de outros

efeitos indesejaveis, como os das correntes de vortice.
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Figura 1.8. Sequéncia de eco estimulado duplo (DSTE) com pulsos de

gradiente bipolares e LED

1% incorporaram a seqiiéncia

Em uma outra abordagem, ZHANG et a
CPMG (Carr-Purcell-Melboom-Gill) e gradientes bipolares a sequéncia de duplo
eco de spin por gradiente (DMSE). Com essa associagéo é possivel determinar o
coeficiente de difusdo de metabdlitos pequenos em biofluidos na temperatura

fisiologica (37 °C).
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FIGURA 1.9 - SeqUéncia de pulsos DMSE (Double Multiple Spin-Echo) com

CPMG e pulsos de gradientes bipolares

As desvantagens no uso de sequéncia de pulsos com compensacgéo de
convecgao sao devido a sua incapacidade de suprimir os efeitos de fluxos
turbulentos, a maior sensibilidade a sintonizagdo da sonda (tunnig e maching) e
aos erros de calibracdo de pulsos, e ao ciclo de fase duplo (0 que requer um

tempo de aquisicao total maior)'>.

d) emprego de pulsos de desacoplamento adiabaticos
O efeito do desacoplamento de 'H{'*C} requer uma poténcia de
irradiacado bastante alta, o que pode causar o aquecimento direto na amostra e

um aumento drastico na velocidade de convecgao® .
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Uma vez que o ajuste do fluxo de gas € incapaz de compensar o
aquecimento irregular causado pelo desacoplamento®’, o emprego de seqiiéncias
de desacoplamento tradicionais (como a GARP) representa um problema para a
realizacdo dos experimentos de DOSY-HSQC ou de DOSY-HMQC?.

Uma abordagem eficaz para obter espectros de HSQC
desacoplados e sem aquecer demasiadamente a amostra € empregar pulsos de
desacoplamento adiabaticos, como os do tipo WURST®. Eles fornecem
aquecimento modesto em relagdo aos pulsos convencionais, que deturpam a

medida de difusao.

1.3.3. Artefatos Gerados por Volume Incorreto da Amostra
A diferencga de susceptibilidade entre o ar e a solugéo, que ocorre na
interface da amostra, gera artefatos que prejudicam o experimento®®, mas que

podem ser eliminados simplesmente pelo ajuste adequado do volume da amostra.

1.3.4. Artefatos Gerados pela Troca Quimica

A troca quimica pode causar sérias distorgdes nos sinais e levar a
severas perdas de sensibilidade, além de interpretagdes errbneas em
experimentos de difusdo ordenada®®. Isso pode ocorrer, por exemplo, em
hidrogénios que possuem 0 mesmo deslocamento quimico, mas que estao
associados com duas espécies moleculares distintas em solugdo. Se os
coeficientes de difusdo para as espécies forem suficientemente diferentes, no
espectro de difusdo poderdo ser observadas duas correlacdes distintas.
Entretanto, se os hidrogénios das duas espécies trocarem muitas vezes durante o
periodo da difusédo, € obtida uma unica correlagao (com um coeficiente de difusado
médio) para os dois sinais®.

O efeito do fenbmeno da troca quimica no espectro de DOSY ira
depender da velocidade de troca, do periodo de difusdo, da diferenga dos
coeficientes de difusdo das moléculas e das populacdes dos sitios envolvidos®®.

Os artefatos gerados pela troca quimica podem ser eliminados pelo
uso de sequéncias que utilizam pulsos de gradiente bipolares, como as
sequéncias BPPSTE ou BPPLED, que refocalizam o deslocamento quimico e

possibilitam um sinal de eco puro®.
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1.3.5. Artefatos Gerados por Desajustes entre Pulsos de Gradiente
Sequenciais

Em experimentos que empregam pulsos de gradiente de campo, a area
efetiva do primeiro pulso de gradiente (relativo a perda de fase) deve ajustar-se
exatamente com a do segundo pulso (relativo a recuperagcdo da fase). Do
contrario, um erro extremamente pequeno entre os pulsos de gradiente ira
resultar em uma distor¢cao de fase residual, causando perdas na intensidade do
sinal do eco'”. Dependendo da forca do gradiente aplicado, os disturbios
provocados podem ser severos a ponto de serem confundidos com os
provocados pelos efeitos causados pelas das correntes de voértice.

A presenca de artefatos gerados por desajustes entre pulsos de
gradientes sequenciais pode ser comprovada pela realizacdo de medidas em uma
substancia com difusdo livre e com um coeficiente de difusdo muito pequeno,
como polimeros de alto peso molecular. Para isso, um experimento deve ser
realizado empregando-se os mesmos valores experimentais ajustados para uma
amostra com um coeficiente de difusdo mais elevado. Se a curva resultante do
decaimento dos sinais for significativamente atenuada e ocorrer distorcbes de
fase nos sinais, pode-se assumir que ha desajustes entre pulsos de gradiente e
possivelmente também problemas de movimentagao e/ou vibracdo da amostra™ .

Os pulsos de gradientes retangulares apresentam problemas de
reproducdo quando em sequéncia, sendo esta dificuldade elevada pelo aumento
da magnitude ou da duragao dos pulsos de gradientes. Ja os pulsos de gradiente
formatados, como os senoidais, fornecem tempos de elevagao e queda menores,
0 que possibilita que o amplificador de corrente gere pulsos de gradientes mais
reprodutiveis. Desta maneira, a substituicdo de pulsos retangulares por pulsos
formatados pode ser suficientes para eliminar os artefatos causados por

desajustes entre pulsos de gradiente sequéncias.

1.3.6. Artefatos Gerados por Ruidos de Fundo Macroscépicos e

Microscoépicos
Idealmente, os unicos gradientes de campo presentes durante a
realizacdo de uma sequéncia de PFG devem ser os gradientes constantes,

propositadamente aplicados. Entretanto, na pratica, o campo magnético By nunca
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€ perfeito e € comum a presenga de gradientes internos n&o homogéne0354, que
déo origem aos ruidos de fundo.

Os ruidos de fundo provocados por gradientes ndo homogéneos
podem ser de origem microscopica ou macroscoépica. Os de origem microscopica
sdo gerados pelas bobina principal e de gradienteso, pelo ajuste inadequado da
homogeneidade de campo, por materiais em suspensdo®*, entre outros. Como o
principal prejuizo ao experimento € a diminuicdo do tempo de relaxagao
transversal (T,), os efeitos dos ruidos de fundo de origem microscopica podem
ser eliminados com o emprego de pulsos de rf para refocalizar o efeito da
defasagem®.

Os ruidos de fundo de origem macroscopica sao os gerados por
diferencas da susceptibilidade magnética na regido da bobina (como o efeito
menisco), o que provoca alteragbes na curva de decaimento dos sinais®’. A
solugdo ideal para eliminar ruidos de gradiente macroscépicos € utilizar tubos que
minimizem as diferengcas de susceptibilidade na regido de detecgdo, como os
tubos com shigame. Entretanto, o emprego de sequéncias de pulsos que
contenham pulsos de gradientes bipolares pode minimizar seus efeitos, desde

que os ruidos sejam constantes durante o experimento.

1.3.7. Artefatos Gerados pelo Amortecimento da Radiagéo

O amortecimento da radiagdo pode ocorrer onde o magnetismo nuclear é
suficientemente forte para que a corrente que induz na bobina da sonda seja
grande o suficiente para perturbar sua prépria movimentacdo®®. A manifestacdo
mais comum deste efeito € o alargamento excessivo da linha dos sinais intensos
(frequentemente dezenas de hertz), como o sinal da agua em uma solugdo
aquosa. Entretanto, uma variedade de efeitos pode ser observada, tais como
anomalias na largura de linha e erros fase dos sinais®°.

As medidas de DOSY para a analise de amostras concentradas sao
importantes na calibragdo de sistemas de gradiente de campo pulsado, onde o
principal método para calibrar a forca do campo magnético € realizar um
experimento de PFGSE em um material em que o coeficiente de difusdo tenha
sido determinado corretamente por outro meio. Como tais materiais sao
geralmente liquidos puros, s&o, portanto, susceptiveis ao amortecimento da

radiagdo®. Os erros sistematicos na amplitude dos picos causados pelo
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amortecimento da radiagdo também afetam o potencial dos experimentos de
DOSY em discriminar entre espécies baseadas em diferencas muito pequenas de
coeficientes de difusdo. Este efeito pode ser comprometer a analise de amostras
que contenham espécies com muiltiplas concentracdes®.

Para permitir que a magnetizagdo detectada seja reduzida o
bastante para evitar o amortecimento da radiacdo € preciso manter a

1°'. Para

magnetizacao transversa defasada e reduzir a magnetizagao longitudina
iISSO sdo necessarias sequéncias que permitam que a magnetizagao transversa
figue espacialmente codificada durante o maior tempo possivel, como na
sequéncia abaixo, em que os tempos t; e t, e o primeiro pulso de rf foram

suprimidos (figura 1.10)°".

43 T 130° T
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FIGURA 1.10 — Sequéncia de pulso PFG modificada para minimizar

problemas com amortecimento da radiagao.

1.3.8. Artefatos Gerados pela Relaxag¢ao Cruzada

Em experimentos de PFGSTE, durante o tempo de difusdo a
magnetizacdo dos spins que nao interagem entre si é influenciada somente pela
relaxagao longitudinal (74), gerando usualmente um decaimento exponencial
unico dos sinais. Entretanto, os spins com relaxacao dipolar cruzada possuem um
comportamento mais complexo e os sinais sob este efeito podem dar origem a um
decaimento ndo exponencial com o acréscimo do tempo de difusdo. Como este
comportamento € mais comum em sistemas de difusdo restrita, os resultados
obtidos na presenca de nucleos com relaxagcado cruzada podem ser interpretados
erroneamente®. Para inibir os efeitos gerados pela relaxagdo cruzada é
recomendavel empregar seqiiéncias que utilizem pulsos de rf de 180°, em que a

evolugao dos deslocamentos quimicos é refocalizada®.
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2. OBJETIVOS

A primeira parte do estudo foi dedicada a técnica DOSY e teve como
objetivos principais a sua implementagcao e a avaliagdo de sua potencialidade
como ferramenta auxiliar na elucidagao estrutural de substancias em mistura
oriundas de produtos naturais. Os objetivos especificos visaram a otimizagédo dos
experimentos de DOSY, a implementacdo dos experimentos de DOSY-COSY e
DOSY-HSQC, o estudo para a minimizagdo de artefatos em experimentos de
DOSY 2D e 3D e o emprego da técnica em misturas de produtos naturais, em

diferentes condicdes.

3. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos de RMN foram realizados em um
espectrometro Bruker de 9,4 Tesla, modelo DRX400 (400,13 MHz para freqiéncia
do hidrogénio). As amostras foram solubilizadas em 0,6 ml ou em 0,06 ml de
solvente deuterado, conforme a sonda empregada. Os deslocamentos quimicos
foram referenciados pelos sinais do padrao tetrametilsilano (TMS).

Os experimentos de DOSY foram obtidos empregando-se sondas
com 5 mm e 2,5 mm de didmetro interno, com detec¢cdo no modo inverso e
equipadas com bobinas geradoras de gradientes de campo na coordenada z
(campo maximo de 53,5 Gauss.mm™). Salvo quando enunciado, todos os
experimentos foram realizados a temperatura de 298,0 K, que foi estabilizada por
uma unidade de temperatura variavel, modelo B-VT 2000, e um sensor tipo
termopar, modelo T. Foram empregados fluxos de ar comprimido (em
temperaturas superiores a 303 K) e de nitrogénio liquido (em temperaturas
inferiores a 303 K).

Salvo na etapa da implementagdo da técnica, todas as medidas de
difusdo foram obtidas empregando-se larguras espectrais (SW) de 1000 Hz, pulso
de gradiente para a eliminagdo das magnetizagdes remanescentes na dimenséo
xy (spoil) com duracédo de 1,1 ms e intervalos de recuperagéo do gradiente (tq4), de
dissipagédo das correntes de voértice (Te) e de difusédo (A) de 0,1, 5 e 100 ms,
respectivamente. A rampa do gradiente foi ajustada entre 2 (1,07 G.mm™) a 95 %

(50,8 G.mm™) da poténcia total do amplificador do gradiente, em intervalos
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equidistantes. O tempo de aplicagdo do pulso de gradiente (6/2) foi ajustado para
que cerca de 5% da intensidade dos sinais permanecesse ao final do
experimento.

O processamento dos espectros de DOSY foi realizado inicialmente
utilizando-se o macro ILT e posteriormente o software XWINNMR, versao 3.0. Os
principais parametros empregados estdo apresentados nas legendas das figuras.

A escala do coeficiente de difusdao esta apresentada na forma
logaritmica, ou seja, um valor apresentado como log D = - 8,95, por exemplo,
significa que D = 1,12.10° m%s™. A precisdo de cada valor de difusibilidade foi
determinada pela largura de cada sinal na dimensao da difusdo.

Uma vez que o os valores de D foram empregados apenas para
distinguir sinais de RMN de compostos em misturas, o eixo do coeficiente de

difusdo néo foi calibrado, apenas referenciado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Implementacao da Técnica

O estudo com a técnica DOSY foi iniciado com a implementagao da
técnica, que ocorreu quando os softwares de aquisicdo e processamento atuais
ainda nao estavam disponiveis comercialmente. Como ndo havia um
procedimento pré-estabelecido para a aquisicdo de experimentos de DOSY, os
primeiros experimentos foram realizados buscando ajustar os principais
parametros experimentais. Uma mistura conhecida (intitulada como mistura

padrao) foi empregada como referéncia.

4.1.1. Producédo de uma Mistura Padrao

A mistura padrdo foi preparada empregando-se dois produtos
naturais com estruturas conhecidas e volumes moleculares bastantes distintos. A
mistura escolhida foi de uma cumarina, a xantiletina (1) e de um limondide, a
limonina (2, figura 4.1). Com esta abordagem buscou-se garantir uma diferenca
entre os coeficientes de difusdo observavel em experimentos de DOSY e
confirmar a eficiéncia da distingdo através de sinais de RMN 'H previamente
atribuidos.

A mistura foi inicialmente obtida solubilizando-se 12 mg da
substancia 1 e 8,6 mg da substancia 2 em 0,6 mL de CDCI;. Em experimentos
posteriores foram empregadas outras misturas (relatadas posteriormente), com
concentracdes e proporcgdes distintas.

A atribuicdo dos sinais de RMN de 'H (espectros 1 e 2, paginas A-1

65,66

e A-2) dos compostos 1 e 2 foi realizada em comparagdo com a literatura e

esta apresentada na tabela 1.

FIGURA 4.1 — Estruturas dos compostos xantiletina (1) e limonina (2)
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TABELA 1 — Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H dos compostos 1 e 2

H Xantiletina® (1) Limonina® (2)

d (ppm) J (Hz) d (ppm) J (Hz)

1 4,03 1H s

20 2,67 1H dd (16,8; 2,0)
2B 2,97 1H dd (16,8; 3,8)
3 6,22 1H d (9,5)

4 7,57 1H d (9,5)

5 7,05 1H s 2,23 1H dd (16,0; 3,2)
6p 2,86 1H dd (14,4;16,0)
6a 2,47 1H dd (14,4; 3,2)
8
9

6,72 1H s

2,55 1H dd (12,4; 2,9)
11 6,34 1H d (10) 1,86 2H m
12 5,69 1H d (10) 1,50 2H m
14 1,47 3H s
15 1,47 3H s 4,05 1H, s
17 547 1H s
18 1,17 3H s
19a 4,77 1H d (13)
19b 4,47 1H d (13)
21 7,40 1H t (1,8)
22 6,34 1H dd (1,8; 1,0)
23 741 1Hm
28 1,29 3H s
29 1,18 3H s
30 1,08 3H s

4.1.2. Ajuste dos Principais Parametros Experimentais

Os primeiros experimentos com a técnica DOSY foram obtidos
ajustando-se trés parametros: tempo de difusao, A (intervalo entre a aplicagao dos
pulsos de perda e recuperacao da coeréncia), percentagem da forga do gradiente
de campo, g, e tempo de aplicagado do gradiente de campo, 5. Os valores foram
modificados buscando obter curvas de decaimento exponenciais e espectros de
DOSY com coeficientes de difusdo distintos para os compostos 1 e 2. O
processamento dos espectros foi realizado com uma versado preliminar do
software atual, um macro intitulado ILT (Inverse Laplace Transformation).

Os primeiros experimentos foram realizados a temperatura de 303 K
e empregando-se uma sonda de 5 mm de diametro interno. Estas condi¢des

propiciaram correntes de convecgdo na amostra, o que impossibilitou que



Resultados e Discussdo 27

quaisquer ajustes entre A, g e & demonstrasse bons resultados, como pode ser
observado em um dos espectros de DOSY obtidos (espectro 3, pagina A-3).

Apenas apos o decréscimo da temperatura para 298 K foi possivel
obter um espectro de DOSY com uma resolucao satisfatéria, em que os sinais de
RMN de 'H dos compostos 1 e 2 puderam ser correlacionados corretamente com
seus respectivos coeficientes de difusio.

No espectro resultante (espectro 4, pagina A-4) foi possivel obter
valores de D distintos para o composto 1 (log D = - 8,95 + 0,01 ou D = 1,12 +
0,03.10°m?s") e 2 (log D = -9,15 + 0,01 ou D = 7,08 £ 0,16.10" m%s™). Sao
também observados valores de D diferenciados para o sinal TMS e de residuos
de cloroférmio, de acetona e de impurezas oriundas do isolamento do composto 2
(6=0,9,2,3e5,4 ppm).

4.2. Otimizacao dos Métodos de Aquisicao e de Processamento

Apos a obtengdo de um espectro de DOSY com uma resolugao
satisfatéria, a etapa de implementacdo da técnica foi concluida e a etapa de
otimizacao dos experimentos de DOSY foi iniciada. A disponibilidade de softwares
de aquisicdo e processamento mais sofisticados tornou possivel otimizar os
experimentos de DOSY e implementar os experimentos de DOSY-COSY e de
DOSY-HSQC.

4.2.1. Aquisicao dos Experimentos de DOSY
A modificagdo mais significativa na aquisicdo dos experimentos de
DOSY foi ao modo do ajuste da curva de decaimento dos sinais. A partir desta
etapa apenas o tempo de aplicagcdo do gradiente (5) foi ajustado para cada
amostra, sendo que o tempo de difusdo (A) foi mantido fixo em 100 ms e a rampa
de gradiente (g) foi ajustada entre 2 a 95% do gradiente maximo (53,5 G.mm™")
Abaixo estdo relatados os procedimentos basicos empregados

atualmente para o ajuste dos experimentos de DOSY:
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1) obtengao de um espectro de hidrogénio com uma resolucgao satisfatoria

Os sinais sobrepostos de moléculas distintas representam uma
limitagdo da técnica, uma vez que a curva de decaimento de tais regides
espectrais nao descreve um decaimento exponencial unico (é misto do
comportamento das curvas obtidas para os sinais isolados) e, dependendo do
grau de sobreposi¢cao dos sinais, fornecem valores de D errbneos ou mesmo
impossibilitam sua diferenciagéo.

Portanto, obter uma boa resolugdo para os sinais de hidrogénio
(idealmente verificada pelo sinal do TMS) é essencial para os experimentos de
DOSY, uma vez que este procedimento diminui a probabilidade de sobreposi¢cdes

de sinais.

2) calibragédo do pulso de radio-freqiéncia e calculo do valor do tempo de
relaxacgao longitudinal

A calibrag&o do valor do pulso de rf para a amostra em estudo (ao
invés do emprego do valor ajustado para uma mostra padréo) e a estimativa do
tempo de relaxagdo longitudinal (T1) sdo importantes para otimizar a relagao
sinal/ruido. Os valores corretos dos pulsos de rf permitem também manipular os
spins ao longo da sequéncia com maior precisdo, o que garante, por exemplo,
que toda a magnetizagao se localize no plano xy apds o pulso inicial de rf de 90°.

Estimar o valor do tempo de relaxagéo longitudinal, T4, € importante
para garantir que a maioria da magnetizagao retorne para o equilibrio antes do
inicio do préximo ciclo. Para isso, os valores de tempo de aquisicéo (Ts) e de
reciclagem (T4) sdo ajustado de forma que, somados, correspondam de trés a

cinco vezes o valor de T4.

3) obtencéo de dois experimentos de DOSY unidimensionais, ajustados com 2% e
95% da percentagem total do gradiente

O tempo de aplicacdo do gradiente (6) deve ser ajustado para cada
amostra, o que pode ser realizado com eficiéncia empregando-se dois
experimentos de DOSY 1D, com 2% e 95% do gradiente maximo (g),
respectivamente. Estas percentagens correspondem a percentagem inicial e final
a que os experimentos de DOSY 1D estardo sujeitos, as percentagens

intermediarias dependem do numero de experimentos de DOSY 1D ajustados.
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Para que a curva de decaimento dos sinais seja observada
integralmente, o valor de & deve ser ajustado de forma que apenas cerca de 5%
da intensidade dos sinais permanega no segundo espectro (com 95% de g) em
relacdo ao primeiro. Caso contrario, os sinais podem decair totalmente antes ou
depois do ultimo experimento, e, em ambos 0s casos, a resolu¢ao do espectro de

DOSY saira prejudicada.

4) ajuste do numero de pontos na aquisigao e obtengédo do experimento de DOSY

O numero de pontos de dados adquiridos no eixo do hidrogénio
(TDF;) também ¢é importante para a resolugdo do espectro de DOSY. O valor
empregado deve garantir que todas as ressonancias sejam digitalizadas
corretamente, principalmente quando sinais de moléculas distintas estdo muito

proximos.

5) ajuste dos demais parametros

Os ultimos paréametros ajustados para a obtenc&o do experimento de
DOSY sé&o o numero de experimentos empregados no eixo F4 (TDF4), o tempo de
reciclagem (T4) € 0 numero de aquisi¢des acumuladas em cada ciclo (NS).

O valor empregado em TDF; corresponde ao numero de
experimentos de DOSY 1D que irdo formar a curva de decaimento dos sinais.
Quanto maior este numero, mais definida sera a curva de decaimento (a diferenca
de intensidade dos sinais entre cada experimento sera menor) e melhor sera a
resolugcdo do espectro de DOSY. A escolha do valor de TDF; esta relacionada
com a resolugdo necessaria no eixo do coeficiente de difusdo. Em geral, quanto
maior o valor de TDF4, melhor a resolu¢do do espectro de DOSY, entretanto, a
partir de um certo valor (de 32 a 64), eleva-lo ndo resulta em melhorias no
espectro, apenas aumenta o tempo do experimento. Nestes casos, é preferivel
incrementar os valores de outros parametros, como T4 ou NS.

Na pratica, os valores de TDF4, T4, NS devem ser ajustados
conforme as caracteristicas de cada amostra e a disponibilidade do equipamento.
Basicamente, quando a diferenga estrutural entre as espécies difusoras é grande
e a concentragao baixa, os valores de NS e T4 tém prioridade. Caso contrario,
prioriza-se o valor de TDF;. Nos casos intermediarios, deve-se buscar um

compromisso entre os valores de TDF4, T4 e NS.
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4.2.2. Processamento dos Espectros

Como qualquer outro experimento de RMN, os parametros de
processamento também podem ser empregados para melhorar a resolugdo dos
espectros de DOSY. Neste trabalho trés paradmetros foram avaliados quanto a
influéncia da resolugdo dos espectros: o numero de pontos empregados no
processamento de ambos os eixos (SIF; e SlIF;) e o fator de multiplicagado
exponencial (Ib) para o eixo Fq. Os diversos processamentos foram analisados
empregando-se um experimento adquirido com 64 K de pontos em F, (TD F;) e

com 16 pontos em F4 (TD F4).

4.2.2.1. Numero de Pontos Processados em F

O processamento do eixo F, pode ser realizado com ou sem zero
filling, ou seja, o valor de Sl utilizado no processamento pode ser maior ou igual
ao valor empregado na aquisi¢cdo (S| > TD). Neste estudo foi observado que o
emprego do zero filling nao influenciou significativamente a resolugdo do espectro

de DOSY (figura 4.2), apenas na velocidade do processamento dos espectros.
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FIGURA 4.2 - Espectros de DOSY da mistura padrao processados
com 32 K (a) e 64 K (b) pontos no eixo F2

Devido a pouca diferenca da resolugao e a economia de tempo,
optou-se por empregar 32 K (ndo empregar o zero filling) no processamento dos
espectros de DOSY.
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4.2.2.2. A Multiplicagado Exponencial Aplicada no Eixo F;

A multiplicagdo exponencial é um processamento matematico
empregado para aumentar a relagdo sinal/ruido dos espectros de RMN,
entretanto, com o custo do aumento da largura de linha dos sinais.

Em espectros de DOSY, o aumento do fator de multiplicacdo
exponencial (Ib) pode ser empregado para definir melhor as correlagdes (figura
4.3).
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FIGURA 4.3. Espectros de DOSY da mistura padrao processados com

multiplicagdo exponencial, com fator de alargamento de linha (Ib) de: a) 1 Hz; b) 2
Hz; c) 3Hz e d) 4 Hz.

Como pode ser observado na figura 4.3, conforme o fator de
multiplicacdo exponencial € aumentado, as correlagcdes ficam mais bem definidas.
Contudo, a multiplicagdo exponencial pode mascarar algum sinal e prejudicar a
interpretacdo do espectro. Em 6 6,34 ppm, por exemplo, o alargamento de linha

de um sinal do composto 1 faz com que ele se sobreponha a um sinal do
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composto 2, que possui 0 mesmo deslocamento quimico, e que a correlagao seja

perdida (figura 4.4).

M Log (D) M Log (D)  Log @)
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FIGURA 4.4. Espectros de DOSY da mistura padréao processados com
multiplicagdo exponencial, com fator de alargamento de linha de:a) Ib = 1 Hz; b) Ib
=2Hz;c)Ib=3Hz e d)Ib=4Hz, regido de 66,0 a 6,4 ppm

A multiplicagéo exponencial pode ser empregada no processamento
de espectros de DOSY para definir as correlagdes, mas com cautela, pois as

informacgdes nas regides de sobreposigado de sinais podem ser comprometidas.

4.2.2.3. Numero de Pontos Processados em F;

No processamento dos espectros de DOSY também é possivel
aumentar o numero de pontos em F4, ou seja, processar 0 espectro com um
numero maior de pontos que o empregado na aquisigao. Para isso sao utilizados
valores multiplos do numero de experimentos adquiridos em F4, ou seja, do
numero de experimentos de DOSY 1D que formam a curva de decaimento.

O aumento do valor de SIFy; melhora a separagcdo dos sinais de
compostos com D distintos, entretanto piora a resolu¢cdo das correlagdes. Este
efeito pode ser verificado nos espectros da figura 4.4, que foram processados
com o mesmo numero de pontos (16), com o dobro (32), o triplo (64) e o
quadruplo (128) do numero de pontos adquiridos em F.

Na figura 4.5 pode ser verificado que o aumento do numero de
pontos em F distinguiu melhor as correlagdes, ou seja, aumentou a distancia

entre as correlagbes dos compostos 1 e 2, mas a resolugdo das correlagdes
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piorou, conforme pode ser verificado na expanséo da regido de 66,0 a 6,3 ppm
(figura 4.5).
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FIGURA 4.5. Espectros de DOSY da mistura padrdo processados
com: a) 16, b) 32, c) 64 e d)128 pontos em SIF4
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FIGURA 4.6. Expansbes da regido de 66,0 a 6,3 ppm de espectros de
DOSY da mistura padrao processados com: a) 16, b) 32, c) 64 e d)128 pontos em
SIF;
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O ajuste deste parametro de processamento foi 0 que apresentou

a menor relagdo custo/beneficio, ou seja, a perda na resolugdo das correlagdes

foi pequena frente ao ganho na distingdo dos sinais. A regido de sobreposigao
dos sinais também n&o foi prejudicada.

O aumento do valor de SIF1 pode ser muito util nos experimentos de

DOSY 3D e em espectros de mistura de produtos naturais, entretanto n&o foi

aplicado nos espectros de DOSY da amostra padréo, uma vez que estes foram

sujeitos apenas a estudos comparativos.

4.2.3. Emprego do Experimento de DOSY Otimizado na Amostra
Padrao

A implementacio de novos procedimentos de aquisicao dos dados e
do processamento dos espectros melhorou significativamente a resolugéo dos
espectros de DOSY da mistura padrao. Comparando-se o melhor espectro obtido
na fase de implementagcdo da técnica (espectro 4, pagina A-4) e apos a
otimizagcao (espectro 5, pagina A-5) observa-se uma melhora significativa,

principalmente na separacao dos sinais no eixo do coeficiente de difusao.

4.2.4. Emprego do Experimento de DOSY Otimizado um Extrato Pré-
purificado de folhas de E. febrifuga

Uma vez estando a técnica implementada e otimizada, ela foi
aplicada em uma mistura “natural”; uma amostra obtida de um extrato hexanico
pré-purificado de folhas de Esenbeckia febrifuga®’.

O espectro de DOSY resultante (espectro 6, pagina A-6) apresentou
uma resolugdo suficiente para distinguir os sinais de dois compostos principais,
com log D de — 8,78 + 0,01 (D = 1,66 + 0,04.10° m?s™") e de — 8,90 + 0,01 (D =
1,26 + 0,03.10° m%s™), assim como de alguns compostos minoritarios com
coeficientes de difusdo menores.

Correlacionando os sinais com log D = — 8,78 com os sinais de RMN
de '"H da mistura pode ser constatado que os seguintes sinais pertencem a
mesma molécula: dois dubletos em 66,25 ppm (J 9,6 Hz) e 67,64 ppm (J 9,6 Hz),
um duplo dubleto em 66,80 ppm (J 8,4; 2,0 Hz), um dubleto em 67,36 ppm (J 8,4
Hz) e outro em ¢ 6,85 ppm (J 2 Hz) e trés singletos, situados em 6 1,75, 1,66 e
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1,60 ppm. Em log D = — 8,90 sdo correlacionados sinais de RMN de 'H nas
regides de 6 0,1 a 0,9 ppm, de 6 0,9 -1.1 ppm, de 6 1,4 a 1,6 e 1,8 a 2,4 ppm,

além de sinais mais desblindados em & 5,35 e 4,7 ppm.

4.3. Implementacao dos Experimentos de DOSY-COSY

4.3.1. Experimento Empregando a Amostra Padrao

Como os experimentos de 3D DOSY demandam um tempo
experimental maior, as principais condi¢des de aquisicdo foram otimizadas
empregando-se experimentos de DOSY e COSY separadamente. O experimento
de DOSY foi obtido com dez pontos em TDF1 (espectro 7, pagina A-7) e o de
COSY com 64 pontos (espectro 8, pagina A-8). Os valores ajustados nestes
experimentos foram empregados no experimento de DOSY-COSY (em um tempo
experimental de 12 horas) que apresentou uma resolugéo suficiente para fornecer
as correlacdes das substancias 1 e 2 isoladamente.

No plano correspondente ao espectro de COSY (espectro 9, pagina
A-9) da substancia xantiletina (1) podem ser observadas as correlagdes entre os
hidrogénios H-3 e H-4 (66,2 e 7,6 ppm) e H-11 e H-12 (6 6,3 € 5,7 ppm) e o sinal
das metilas na diagonal (6 1,5 ppm). No corte correspondente ao espectro de
COSY (espectros 10, pagina A-10) da substancia limonina (2) sao observados as
correlagdes entre os hidrogénios H-19 (64,8 e 4,5 ppm), H-2 (62,7 e 3,0 ppm), H-
6 axial e equatorial (62,9 e 2,5 ppm) e H-6 axial e H-5 (62,9 e 2,2 ppm).

4.3.2. Experimento Empregando um Extrato Pré-purificado de folhas

de E. febrifuga

Além da mistura padrao, um experimento de DOSY-COSY também
foi realizado em uma amostra (26,5 mg) de um extrato hexanico de pré-purificado
de folhas de E. febrifuga67. Para o planejamento foi realizado um experimento de
COSY com 64 experimentos em TDF4, que forneceu um espectro com resolucio
satisfatéria (espectro 11, pagina A-11). Os parametros para o eixo da difuséo
foram ajustados conforme o experimento de DOSY ja realizado para esta amostra

(espectro 6, pagina A-6).
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O experimento de DOSY-COSY resultante tornou possivel extrair
espectros de COSY contendo as correlagdes dos dois compostos principais
isoladamente. A partir do experimento de COSY do composto majoritario
(espectro 12, pagina A-12) e da comparagdo com a literatura® foi possivel
confirmar a estrutura do composto majoritario como pertencente a 7-

geraniloxicumarina (3), conhecida como aurapteno (figura 4.7).

5 4
9 4 6 X3
g
AN AN
10 7 5 2 0 8 0 0

Figura 4.7 - Estrutura da 7-geraniloxicumarina (3)

No espectro podem ser observadas as correlagdes dos hidrogénios
aromaticos H-3 (6,25 ppm) com H-4 (67,64 ppm) e de H-6 (56,85 ppm) com H-5
(0 7,36 ppm) e com H-8 (5 6,82 ppm). Assim como os hidrogénios metilénicos
alilicos ligados a um carbono oxigenado H-1" (6 4,60 ppm) correlacionando-se
com o hidrogénio vinilico H-2' (65,47 ppm) e os hidrogénios metilénicos alilicos H-

5e H-6’ (62,11 ppm) com o hidrogénio vinilico H-7’ (65,08 ppm).

TABELA 2 — Atribuigao dos sinais de RMN de 'H do composto 3

H o (ppm) n®de H multiplicidade J (Hz)
3 6,25 1 d 9,6
4 7,64 1 d 9,6
5 7,36 1 d 8,5
6 6,85 1 dd 8,5; 2,4
8 6,80 1 d 24
1 4,60 2 d 6,6
2 5,47 1 t 6,6
4 1,75 3 S -

5 2,11 2 s/ -

6’ 2,11 2 sl -

7 5,08 1 m -
9 1,60 3 S -
10’ 1,66 3 S -

Devido a baixa concentragao da substancia minoritaria, em log D = -
8,9, e a presengca de grande quantidade de sinais, muitas constantes de

acoplamento ndo puderam ser determinadas pelo espectro de COSY (espectros
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13, pagina A-13). As correlagbes observadas foram de um dubleto em 65,34 ppm
(4,9 Hz) com um sinal em 6 1,96 ppm (multiplicidade nédo determinada), um
hepteto em ¢ 3,53 ppm (4,1; 10,2; 15 Hz) com um sinal entre 6 2,29 a 2,34 ppm
(multiplicidade n&o determinada). Na regido mais congestionada observam-se as
seguintes correlagdes: em 6 1,99 ppm com sinais em 6 1,13 ppm, em 6 1,95 ppm
com sinais em ¢ 1,51 ppm, 6 1,84 ppm com sinais em 6 1,05 e 1,48 ppm, em ¢
1,82 ppm com sinais em ¢ 1,25 ppm, 6 1,52 ppm com sinais em 6 1,11 ppm, em ¢

1,45 ppm com sinais em 6 0,9 ppm.

4.4. Implementacao dos Experimentos de DOSY-HSQC

4.4 1. Experimento Empregando a Amostra Padrao

Para o planejamento do experimento de DOSY-HSQC foi realizado
um experimento de HSQC com 64 incrementos em TDF4, que apresentou uma
resolugcao satisfatéria (espectro 14, pagina A-14). As condi¢gdes experimentais
utilizadas para o eixo da difusdo foram as mesmas empregadas no experimento
de DOSY da pagina A-7.

O experimento de DOSY-HSQC resultante apresentou uma
resolucdo baixa no eixo do coeficiente de difusdo, o que impossibilitou selecionar
os planos contendo todas as correlagbes das substancias 1 e 2 separadamente.
Com a resolugdo alcancada foi possivel selecionar um corte contendo as
correlagdes da substancia 1 (espectro 15, pagina A-15) e apenas as correlagdes
mais intensas da substancia 2 (espectro 16, pagina A-16).

No espectro de HSQC obtido para a substancia 1 sao observadas as
correlagdes para os carbonos C-3 (6 113 ppm), C-4 (6 144 ppm), C-5 (6127 ppm),
C-22 (6 110 ppm). A sobreposi¢cao dos sinais de H-11, do compostos 1, e H-22,
do composto 2, prejudicou a discriminagao dos coeficientes de difusao para esta
regido espectral, o que resultou em uma correlagdo pouco intensa para o carbono
C-11 (6121 ppm).

No espectro de HSQC obtido para a substancia 2 sdo observadas
apenas as correlagdes para os carbonos C-15 (6 54 ppm), C-18 (621 ppm), C-22
(0110 ppm) e C-29 (621 ppm).
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A etapa de otimizagdo dos experimentos de DOSY e da
implementagcdo dos experimentos de DOSY-COSY e DOSY-HSQC foi concluida
com éxito. A implementacédo de procedimentos de aquisi¢cao e de processamento
mais adequados, assim como de softwares de aquisicdo e processamento mais
sofisticados, melhorou significativamente a resolucéo dos espectros de DOSY e

possibilitou a obtencéo espectros de COSY e de HSQC editados pela difusao.

4.5. Estudos na Prevencao de Artefatos em Experimentos de
DOSY

Para que a técnica DOSY seja bem sucedida na analise de misturas
de produtos naturais, os experimentos de DOSY devem ser obtidos livres das
possiveis fontes de perturbacao, ou dos artefatos experimentais, das quais estao
sujeitos. Por isso, apesar da técnica ja ter sido implementada e otimizada na
etapa anterior, antes de estudar sua aplicagdo em um maior numero de misturas
de produtos naturais, uma etapa adicional foi realizada especialmente para
minimizar eventuais artefatos experimentais.

O estudo foi direcionado para a escolha mais adequada para
determinadas condi¢des, tais como: a sequéncia de pulso; a sonda (dentre as
duas disponiveis); a temperatura da solugdo e o giro ou ndo da amostra. Neste
estudo foi também avaliada uma sequéncia de desacoplamento para a obtencéo
de experimentos de DOSY-HSQC livre de artefatos originados por correntes de
convecgao.

A obtengdo de mais material permitiu empregar uma mistura padrao
mais concentrada (com 16 mg da substancia 1 e 13 mg da substancia 2 em 0,6
mL de CDClj).

4.5.1. Eficiéncia das Sequéncias de Pulso Disponiveis na Minimizacao
de Artefatos

As sequéncias de pulsos disponiveis sdo derivadas da sequéncia de
pulsos basica PFGSTE, com modificagbes que visam minimizar potenciais

artefatos. A sequéncia BPPLED tem sido usada neste trabalho por ser mais
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completa, entretanto sua eficiéncia em relagdo as demais nao tinha sido testada
ainda.

Com este objetivo foram realizados quatro experimentos,
empregando-se a sequéncia de pulso basica, PFGSTE (figura 1.2, pagina 6), a
sequéncia com pulsos bipolares, BPPSTE (figura 1.4, pagina 10), a sequéncia
com tempo para dissipac¢ao das correntes de vortice, PFGLED (figura 1.3, pagina
9), e a que reune todas as abordagens, BPPLED (figura 1.5, pagina 10). Os
experimentos foram realizados em sequéncia, mantendo os mesmos parametros
de aquisicao e ajustando-se somente o valor do pulso de gradiente (3).

Comparando-se a resolugdo das correlagbes dos espectros
resultantes, verifica-se que a introdugcdo do tempo para a dissipacdo das
correntes de vortices (espectro 19, pagina A-19) foi mais eficaz em relagdo a
introducéo dos pulsos bipolares (espectro 8, pagina A-8). O que indica que, para a
poténcia de pulso utilizada, a perturbacdo gerada pelos pulsos de gradientes
antes do periodo da aquisicdo foi maior que a gerada pelo uso de pulsos de
gradientes durante o periodo de difusdo.

Apesar do emprego de pulsos bipolares ndo ter apresentado
melhorias em relagdo a sequéncia basica (espectro 17, pagina A-17), o espectro
que utiliza a sequéncia com ambas as abordagens, pulsos bipolares e o tempo
para a dissipagdo das correntes de vortice (BBPLED), foi a que apresentou a
melhor resolugéo das correlagdes (espectro 20, pagina A-20).

Estes resultados confirmam que, dentre as sequéncias disponiveis,
a sequéncia BPPLED ¢é a que apresenta os melhores resultados para a amostra
padrao. Como as demais amostras de produtos naturais estudadas possuem
caracteristicas semelhantes, a sequéncia BPPLED foi utilizada nos outros

experimentos.

4.5.2. Eficiéncia do Didametro da Sonda em Relag¢ao a Prevencéao de

Correntes de Conveccéo

Entender o comportamento das correntes de convecgdo nas
amostras em relagéo ao volume e a temperatura da solugao € importante para o
planejamento experimental. A disponibilidade de duas sondas com diametros

distintos, de 5 e 2,5 mm, permitiu avaliar os efeitos das correntes de convecgao
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em amostras com volumes de 0,6 e 0,06 mL, respectivamente, em temperaturas

superiores e inferiores a temperatura ambiente.

4.5.2.1. Experimentos Realizados a Temperatura de 303 K

A figura 4.8 apresenta as curvas de decaimento de sinais da mistura
padrao obtidas a temperatura de 303 K. Na figura 4.7a o experimento foi realizado
empregando-se a sonda de 5 mm de diametro interno e na figura 4.7b a sonda de

2,5 mm.
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FIGURA 4.8 — Curva de decaimento de sinais da mistura padrao

obtidos a temperatura de 303 K; a) utilizando-se a sonda de 5 mm e b) utilizando-

se a sonda de 2,5 mm

As curvas de decaimento e a resolugdo dos espectros de DOSY
resultantes de ambos os experimentos (espectros 21 e 22, paginas A-21 e A-22)
foram prejudicadas pelas correntes de convecgdo. Entretanto, o efeito foi muito
menor quando a sonda de 2,5 mm foi empregada, o que melhorou

significativamente a resolugao no eixo da difusao.

4.5.2.2. Experimentos Realizados as Temperaturas de 288 e 278 K

Visto que a sonda de 2,5 mm é menos sensivel a gradientes de
temperatura em temperaturas altas e que poderia ser uma alternativa para
experimentos de DOSY também em temperaturas baixas, sua eficiéncia em
relacdo a sonda de 5 mm também foi testada em temperaturas inferiores a
temperatura ambiente, a 288 e 278 K.

Na fase de implementagao da técnica ja haviam sido realizados dois

experimentos com a amostra padrdo, empregando-se a sonda de 5 mm e
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temperaturas de 288 e 278 K. Eles ndo foram apresentados anteriormente devido
a baixa resolugao obtida para os espectros, entretanto sdo muito oportunos neste
estudo para demonstrar os efeitos das correntes de vortice em temperaturas
baixas.

No experimento realizado a 288 K, foi obtido uma curva de
decaimento bem acentuada (figura 4.9a), o que refletiu em um espectro de DOSY
com uma resolugao baixissima (figura 4.9b). A diminuicdo da temperatura a 278 K
provocou danos adicionais na linha de base, como pode ser visto no decaimento
(figura 4.10a) e no espectro de DOSY resultante (figura 4.10b).

BN N .

- <8.2

-8.3

= e

4 | i .)UL._._
\ 1] | [\,___
L LTV

N J\ J L_ﬂL__

_._,.-

T T T T T T T T 1 .
7.0 £.9 6.8 6.7 6.6 65 6.4 63 62 pm

¥ T v 1 * * paaey & v v T 1
7.5 7.0 65 60 5.5 5.0 45 4.0 35 30 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ]

a) b)
Figura 4.9 — Decaimento dos sinais da mistura padréo (a) e espectro
de DOSY (b) obtidos a temperatura de 288 K, utilizando-se sonda de 5 mm
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Figura 4.10 — Decaimento dos sinais da mistura padrdao (a) e
espectro de DOSY (b) obtidos a temperatura de 278 K, utilizando-se sonda de 5
mm
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Quando os experimentos foram realizados sob as mesmas
temperaturas, mas empregando a sonda de 2,5 mm, os efeitos das correntes de
vortice ndao foram observados. Em ambos os experimentos o decaimento dos
sinais foi normal e os espectros de DOSY resultantes apresentaram resolugdes

satisfatorias (figuras 4.11 e 4.12).
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Figura 4.11 — Decaimento dos sinais da mistura padrdo (a) e
espectro de DOSY (b) obtidos a temperatura de 288 K, utilizando-se uma sonda

de 2,5 mm
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Figura 4.12 — Decaimento dos sinais da mistura padrdo (a) e
espectro de DOSY (b) obtidos a temperatura de 278 K, utilizando-se uma sonda

de 2,5 mm

Exceto a temperatura e o tempo de aplicagdo do pulso de gradiente
(6 = 1,4 ms), os experimentos foram realizados sob as mesmas condi¢gbes de

aquisi¢cao e processamento empregados para o espectro 22 (pagina A-22).
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O estudo do volume da amostra sob diferentes temperaturas
demonstrou que o emprego de uma sonda com um didmetro menor pode ser uma
alternativa viavel para a obtencdo de experimentos de DOSY em temperaturas

extremas.

4.5.3. Efeito da Auséncia do Controle da Temperatura na Producao de
Artefatos

O controle de temperatura em 303 K e acima pode ser realizado
empregando-se o ar comprimido como fluxo de gas. Abaixo deste valor, é
necessario empregar nitrogénio gasoso, o que torna a realizagdo do experimento
mais trabalhoso e demorado. Para realizar experimentos na sonda de 5 mm e ao
mesmo tempo evitar problemas com correntes de convecgao (devido ao
aquecimento da amostra), a maneira mais pratica é realizar o experimento sem o
controle da temperatura.

Em experimentos realizados sem o controle da temperatura, pode-
se empregar duas abordagens; em uma a amostra fica sujeita a um fluxo de ar
comprimido e em outra a amostra nao fica sujeita a nenhum fluxo. O emprego do
fluxo de ar comprimido tem a desvantagem de fazer com que a amostra fique
sujeita as variagdes da temperatura ambiente, principalmente se o experimento
for longo. Por outro lado, a auséncia um fluxo de gas deixa a amostra mais
vulneravel ao aquecimento gerado pelos pulsos de gradiente, pois ndo oferece
nenhuma troca térmica na regido da bobina.

Neste estudo, foram realizados dois experimentos de DOSY para
analisar a viabilidade da realizagcao de experimentos de DOSY sem o controle de
temperatura, sendo que no primeiro a amostra ficou sujeita ao fluxo de ar
comprimido e no segundo n&o ficou sujeita a nenhum fluxo.

Em ambos os experimentos, as curvas decaimento dos sinais nio
apresentaram artefatos (figura 4.13), e os espectros de DOSY resultantes

(espectros 23 e 24, paginas A-23 e A-24) apresentaram resolugdes satisfatorias.



Resultados e Discussdo 44

]

i ST chmel i e DU S Y MGl Fa S i S e e S P EE Y
7.0 6.9 6.8 67 6.6 6.5 6.4 63 6.2 61 pm 7.0 6.3 6.8 6.7 6.6 6.5 64 63 62 6.1 pm

a) b)

FIGURA 4.13 - Decaimento dos sinais da mistura padrao, a)

utilizando-se ar comprido como fluxo de gas e b) sem a utilizagao de fluxo de gas

Entretanto, a resolucédo do espectro de DOSY se mostrou levemente
superior quando o fluxo de ar comprimido foi empregado (espectro 23). Como os
dois experimentos foram obtidos sob as mesmas condigdes, o resultado indica
que o aquecimento provocado pelos pulsos de gradiente € mais prejudicial ao
experimento que a variagao da temperatura devido ao fluxo de gas.

Ao final deste estudo pode ser observado que um experimento de
DOSY suporta bem uma pequena oscilagdo de temperatura sem grandes
prejuizos a resolugdo, principalmente considerando-se que o volume da solugao

era grande (0,6 mL) e que o solvente era pouco viscoso (CDCl3).

4.5.4. Efeito do Giro da Amostra

Visando esclarecer a influéncia do giro da amostra, tanto na
prevencao, quanto na producado de artefatos, foram realizados experimentos de
DOSY na auséncia e na presenga de correntes de convecgédo, com e sem 0 giro

da amostra.

4.5.4.1. Efeito do Giro da Amostra na Presenca de Correntes de Convecgao

Dois experimentos de DOSY foram realizados para analisar a
influéncia do giro da amostra quanto aos efeitos das correntes de vortice. No
primeiro experimento a amostra foi girada (20 Hz) e no segundo n&do, em ambos
foram utilizadas a sonda de 5 mm de diametro interno e a temperatura 303 K.

A curva de decaimento dos sinais resultante do experimento em que
a amostra foi girada (figura 4.14a) apresentou um comportamento mais adequado

em relagdo a obtida sem o giro da amostra (figura 4.14b). O experimento
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realizado com a amostra girando resultou em um decaimento exponencial, mas
com distor¢cdes na linha de base. No experimento em que a amostra ndo foi
girada a curva de decaimento apresentou um comportamento oscilatério, em que
os sinais decairam totalmente, inverteram a fase e recuperaram-na durante o
periodo de difusao.

Em concordancia com as curvas de decaimento obtidas, o espectro
de DOSY obtido do experimento em que a amostra foi girada apresentou uma

resolugao muito melhor (espectro 25 e 26, pagina A-25 e A-26).
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FIGURA 4.14 - Decaimento dos sinais da mistura padréo obtidos a
temperatura de 303 K; a) utilizando-se o giro da amostra e b) com a amostra

parada

4.5.4.2. Efeito do Giro da Amostra na Auséncia de Correntes de Conveccgao

Para analisar o efeito do giro da amostra na auséncia das correntes
de conveccao, foram realizados outros dois experimentos de DOSY, novamente
com e sem o giro da amostra (figura 4.15).

Nas curvas de decaimento dos sinais resultantes pbde ser
observado que, quando empregado em experimentos livre de correntes de
convecgao, o giro da amostra prejudica os experimentos de DOSY. Ao invés de
um comportamento exponencial (figura 4.15 a), o giro da amostra fez com que a
curva de decaimento apresentasse um comportamento ondulatério (figura 4.15 b),
0 que prejudicou muito a resolugdo do espectro resultante (espectros 27 e 28,
paginas A-27 e A-28).
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FIGURA 4.15 — Decaimento dos sinais da mistura padrao obtidos a

temperatura de 298 K; a) sem o giro da amostra e b) com o giro da amostra

Ao final deste estudo, fica esclarecido que o emprego do giro da
amostra s6 € indicado em experimentos sujeitos as correntes de convecgéao, pois
minimiza os artefatos gerados. Entretanto, o giro é contra indicado nos demais

casos, pois introduz artefatos experimentais e prejudica o experimento de DOSY.

4.5.5. Artefatos Gerados pelo Sistema de Desacoplamento em
Experimentos de DOSY-HSQC

O sistema de desacoplamento dos sinais de "H{"*C} empregado na
etapa de implementagcdo dos experimentos de DOSY-HSQC prejudicou
significativamente o experimento. Desta forma, para otimizar os experimentos de
DOSY-HSQC foi necessario encontrar uma abordagem em que as correlagbes
heteronucleares do experimento HSQC fossem obtidas sem interferir na medida
da difusdo.

Com este objetivo este estudo analisou trés abordagens: a) o
emprego do sistema de desacoplamento GARP; b) a auséncia de

desacoplamento e ¢) o emprego de pulsos de desacoplamento adiabaticos.

4.5.5.1. Andlise de um Experimento de DOSY-HSQC Obtido Com a Sequéncia de
Desacoplamento GARP

Na etapa da implementacdo dos experimentos de DOSY-HSQC foi
empregada uma sequéncia de desacoplamento heteronuclear padrdo para

experimentos de HSQC: a sequéncia GARP (Globally-optimised alternating
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phase, retangular pulse). Esta sequéncia emprega pulsos compostos para realizar
o desacoplamento dos spins de carbono ('>C) dos de hidrogénio ('H).

Os pulsos compostos sdao um conjunto de pulsos com fase e
duragao variaveis, cujo resultado corresponde ao mesmo angulo de rotagéo de
pulso de rf desejado, mas com maior tolerancia aos erros. Em seqiéncias de
desacoplamento, os pulsos compostos substituem os pulsos de rf de 180° e
fornecem o desacoplamento em uma regido espectral maior, sem a necessidade
de aumentar excessivamente a poténcia dos pulsos de rf°?, o que aqueceria
demasiadamente a amostra. Mesmo empregando pulsos compostos, a sequéncia
GARP permite um aquecimento residual da amostra, que nao interfere nos
experimentos de HSQC convencionais, mas € suficiente para prejudicar a medida
de difusdo nos experimentos de DOSY-HSQC.

Devido a este aquecimento, os primeiros resultados com
experimentos de DOSY-HSQC n&o foram totalmente satisfatorios (espectros 15 e
16, paginas A-15 e A-16). O gradiente de temperatura resultante do periodo de
desacoplamento foi suficiente para alterar a curva de decaimento dos sinais
(figura 4.16), e as correntes de convecgao resultantes fizeram com que os sinais
decaissem totalmente nos primeiros cinco experimentos, apesar de terem sido
ajustados para decair ao longo de dez. Esta perturbagao inviabilizou a medida de

difusdo e, em consequéncia, o experimento de DOSY-HSQC.
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Figura 4.16 — Decaimento dos sinais de hidrogénio retirado de um

experimento de DOSY-HSQC realizado com o sistema de desacoplamento
GARP.

4.5.5.2. Obtengdo de um Experimento de DOSY-HSQC Acoplado

Devido a dificuldades na implementacdo de pulsos de
desacoplamento adiabatico, a primeira abordagem para otimizar os experimentos
de DOSY-HSQC foi ndo empregar pulsos de desacoplamento. A aquisicdo de

mais material tornou possivel empregar uma mistura padrao mais concentrada, o
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que aumentou a relacdo sinal/ruido (o que contrapde o efeito causado pelo
acoplamento) e a viabilidade do experimento.

O experimento resultante apresentou uma curva de decaimento com
um comportamento mais adequado, em que os sinais de hidrogénio (figura 4.17)

decairam exponencialmente ao longo dos dez experimentos ajustados em TDF1.
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Figura 4.17 - Decaimento dos sinais de hidrogénio retirados de um
de experimento DOSY-HSQC acoplado

Apesar da curva de decaimento dos sinais ter apresentado um
comportamento satisfatorio, o eixo do coeficiente de difusdo apresentou uma
resolugdo baixa, permitindo obter separadamente apenas as correlagbes de
HSQC para o composto 1 (espectro 29, pagina A-29). No entanto, a correlagao

para o C-11 foi obtida com uma intensidade igual as demais.

4.5.5.3. Pulsos de Desacoplamento Adiabaticos - WURST

Uma abordagem eficaz para obter espectros de HSQC
desacoplados e sem aquecer demasiadamente a amostra € empregar pulsos de
desacoplamento adiabaticos, como os do tipo WURST®. Os pulsos adiabaticos
minimizam o0 aquecimento da amostra porque, ao invés de serem aplicados em
uma frequéncia unica, realizam uma “varredura” de frequéncias. Nesta varredura,
o campo de rf efetivo Bes (experimentado pelos spins ao longo do plano +z) traga
um arco, que se inicia no plano +z, passa através do plano x-y, (na condi¢gao de
ressonancia) e se finaliza ao longo do plano —z. Quando a varredura das
freqiéncias é suficientemente lenta, a condi¢gdo adiabatica é alcancada e a
inversdo da magnetizagao ocorre®.

Os pulsos do tipo WURST (Wideband, Uniform Rate and Smooth
Truncation) ja foram empregados em experimentos de DOSY-HMQC? para

minimizar os artefatos provocados pelo desacoplamento. A implementacédo de
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uma sequéncia de HSQC unidimensional (invigsnd1d), especificamente para
calibrar as poténcias de pulsos de desacoplamento, tornou possivel ajustar a
poténcia dos pulsos adiabaticos WURST e emprega-los em um experimento de
DOSY-HSQC.

Para aumentar a viabilidade de se observar as correlagbes do
composto 2, foi preparada uma mistura padrdo com uma proporgao
aproximadamente igual para os compostos 1 (8 mg) e 2 (14 mg). Devido sua
menor solubilidade em CDCI;, nos estudos anteriores 0 composto 2 (limonina)
havia sido empregado em menor propor¢ao na mistura.

O emprego dos pulsos adiabaticos do tipo WURST resultou em uma
curva de decaimento dos sinais com um comportamento aproximadamente

exponencial (figura 4.18) até o sétimo experimento (dos dez ajustados).
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Figura 4.18 — Curva de decaimento dos sinais de hidrogénio retirada
de um experimento DOSY-HSQC, onde se utilizou pulsos adiabaticos do tipo
WURST.

Apesar de ainda apresentar artefatos gerados pelo aquecimento, o
emprego dos pulsos adiabaticos proporcionou uma resolugédo suficiente para
obter espectros de HSQC editados por difusdo para os compostos 1 (espectro 30,
pagina A-30) e 2 (espectro 31, pagina A-31). O emprego de uma amostra com
maior propor¢ao do composto 2 também contribuiu para melhorar o resultado.

No espectro de HSQC obtido para a substancia 1 sdo observadas
todas as correlagdes. A correlagdo para o hidrogénio H-11, que havia sido obtida
em uma intensidade muito pequena (espectro 15, pagina A-15), apresentou
intensidade semelhante as demais.

No espectro de HSQC obtido para a substancia 2 sao observadas as
correlagdes para os carbonos C-1 (6 80 ppm), C-2 (6 36 ppm), C-5 (6 61 ppm) e
C-6 (0 36 ppm), C-9 (6 48 ppm), C-15 (6 54 ppm), C-17 (6 78 ppm), C-18 (o 21



Resultados e Discussdo 50

ppm), C-19 (6 66 ppm), C-21 (6 142 ppm), C-22 (6 110 ppm), C-23 (5 143 ppm),
C-28 (630 ppm), C-29 (621 ppm) e C-30 (618 ppm).

Das trés abordagens de desacoplamento de 'H{'*C} analisadas
neste estudo, a que empregou os pulsos de desacoplamento adiabatico se
mostrou mais apropriada. O aquecimento da amostra provocado pela sequéncia
GARP inviabilizou o experimento de DOSY e o desdobramento dos sinais de 'H,
causado pelo acoplamento com os nucleos de *C, diminuiu significativamente a
relacao sinal/ruido, e também prejudicou a medida da difusdo. O emprego de uma
propor¢cao aproximadamente equimolar dos compostos 1 e 2 também contribuiu
para 0 aumento da resolucdo, uma vez que todos os sinais puderam ser
ajustados dentro do intervalo dindmico (a razdo entre o maior e o0 menor sinal
detectavel no processo de digitalizacéo do FID%?).

Neste estudo foi constatado que, além do sistema de
desacoplamento, a amostra empregada € um fator primordial para o sucesso de
experimentos de DOSY-HSQC. A mistura problema deve apresentar uma grande
diferenca estrutural entre seus componentes (ou seja, entre seus coeficientes de
difusdo) e estar concentrada, pois a relagédo sinal/ruido dos sinais de hidrogénio

provenientes de experimentos de HSQC é inerentemente baixa.

4.6. Aplicacao de Experimentos de DOSY em Misturas de

Produtos Naturais

Com a pesquisa realizada até o momento foi possivel implementar e
otimizar os experimentos de DOSY, obtendo espectros da maneira apropriada e
livre de artefatos. Na etapa final do estudo de DOSY esta experiéncia foi aplicada
em misturas de produtos naturais da ordem Rutales, visando estudar seu
potencial como técnica de analise nesse tipo de mistura.

O estudo empregou alguns tipos de misturas para relacionar a
eficiéncia da técnica em relagao as diferengas no volume molecular, no nimero e

no grau de sobreposigao dos sinais das moléculas em mistura.
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4.6.1. Mistura dos Esterdides B-Sistosterol (4) e Estigmasterol (5)

Os esterdides [-sistosterol (4) e estigmasterol (5) diferem entre si

por apenas uma dupla ligacdo nos carbonos 22 e 23 (figura 4.19), o que
proporciona uma diferenca muito pequena entre seus volumes moleculares.

Uma amostra contento a mistura dos dois compostos (4,5 mg) foi
empregada na primeira analise deste estudo para exemplificar a aplicagado da

técnica em misturas de moléculas com pouca diferenga estrutural.

sistosterol (4) estigmasterol (5)

Figura 4.19 — Estrutura dos esteroides sistosterol (4) e estigmasterol (5)

O experimento de DOSY da mistura (espectro 32, pagina A-32) nao
forneceu distingdo de sinais no eixo do coeficiente de difusdo. Considerando que
as condicbes estavam otimizadas, com este exemplo pode-se verificar que
moléculas com volumes moleculares muito semelhantes n&o possuem
coeficientes de difusdo suficientemente distintos para que estes sejam

observados separadamente em experimentos de DOSY.

4.6.2. Mistura dos Flavondides Luteolina (6), 3’-O-metil Luteolina (7) e
3-O-metoxi-3’-O-metil Luteolina (8)

Em uma outra analise foi empregada uma amostra (15,4 mgQ)
contendo a mistura do flavonol 4’-O-glicosil luteolina (6), da flavona 3’-O-metil
luteolina (7) e do flavonol metoxilado 3-O-metoxi-3’-O-metil luteolina (8) (figura
4.20). Por ser glicosilado, o flavonol 6 ocupa um volume molecular em solug&o
consideravelmente maior que os demais componentes da mistura, o que lhe

confere um coeficiente de difusdo menor.



Resultados e Discussdo 52

OH O OH O OH O
4'-O-glicosil luteolina (6) 3'-O-metil luteolina (7) 3-O-metoxi-3'-0O-metil luteolina (8)

Figura 4.20 — Estrutura dos flavondides 4’-O-glicol luteolina (6), 3’-O-

metil luteolina (7) e 3-O-metoxi-3’-O-metil luteolina (8)

Para analisar se esta diferenca entre volumes moleculares fornece
coeficientes de difusao distintos o suficiente para serem observados em espectros
de DOSY, foram realizados dois experimentos. O primeiro foi realizado
empregando-se DMSO-ds como solvente e o segundo MeOH-d,.

O experimento de DOSY realizado com a mistura em DMSO-ds ndo
apresentou sinais distintos para o composto 6 (espectro 33, pagina A-33).
Entretanto, devido a baixa resolugdo e a grande sobreposicdo dos sinais de
hidrogénio, este experimento nao foi considerado conclusivo e o experimento foi
refeito com a mistura solubilizada em MeOH-ds;. A substituicido do solvente
forneceu uma melhora significativa na resolu¢cdo dos sinais de hidrogénio, porém
nao tornou possivel diferenciar os coeficientes de difusdo dos compostos em
mistura (espectro 34, pagina A-34).

Nesta analise foi possivel constatar que a diferenca estrutural entre
os flavondides 6, 7 e 8, aliada ao elevado grau de sobreposigdo de sinais, néo
permite que os sinais de RMN de 'H dos trés compostos sejam diferenciados por
espectros de DOSY.

4.6.3. Mistura dos Flavonoides Taxifolin (9) e um derivado C3-O-
glicosilado (10)

Para analisar se uma mistura contendo um numero menor de
compostos poderia apresentar resultados mais satisfatérios, foi realizado um

experimento de DOSY em uma amostra (13,7 mg) contendo o flavononol taxifolin
(9) e um derivado C3-O-glicosilado (10) (figura 4.21).
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FIGURA 4.21 — Estruturas do flanonol Taxifolin (9) e de um derivado
C3-0O-glicosilado (10)

O emprego de uma mistura com menor numero de constituintes nao
forneceu melhorias nos resultados obtidos anteriormente. Novamente né&o foi
possivel diferenciar os coeficientes de difusdo dos flavondides 9 e 10

empregando-se um experimento de DOSY (espectro 35, pagina A-35).

4.6.4. Mistura da Cumarina Linear Xantiletina (1), da Cumarina
Angular 5-Metoxiseselina (11) o do Ester Propanoato de Metil-3[2,6-
dimetoxi-6’,6'dimetilpirano (2'3:3,4)-fenil (12)

Como o grau de sobreposicdo de sinais se mostrou um fator
determinante, buscou-se avaliar se misturas de moléculas com poucas
sobreposi¢des de sinais poderiam apresentar resultados mais satisfatérios. Para
este fim foi empregada uma amostra (37,6 mg) contendo a mistura de uma
cumarina linear, a xantiletina (1), uma cumarina angular, a 5-metoxiseselina (11),
e um éster derivado do acido cindmico, o propanoato de metil-3[2,6-dimetoxi-
6’,6’dimetilpirano (2’3’:3,4)-fenil (12) (figura 4.22, tabela 3).

OCH,
1 5
2.z
4
(0)
5 8
xantiletina (1)- ] . P'ropa,nolato de 'metill -3-
5-metoxiseselina (11)  [2 6-dimetdxi-6',6'-dimetilpyrano
(2',3"3,4) fenil] (12)
FIGURA 4.22 — Estruturas das cumarinas xantiletina (1), 5-

metoxiseselina (11) e do éster propanoato de metil-3[2,6-dimetoxi-
6’,6’dimetilpirano (2'3:3,4)-fenil (12)
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TABELA 3 — Atribuicdo dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H
das cumarinas xantiletina (1), 5-metoxiseselina (11) e do éster propanoato de
metil-3[2,6-dimetoxi-6,6’dimetilpirano (2'3’:3,4)-fenil (12)

H Xantiletina® 5-metoxiseselina® Ester®’
(1) (11) (12)
J (ppm) J (Hz) o (ppm) J (Hz) ¢ (ppm) J (Hz)

T 6,34 0 (9.,6) 6,79 d (10,0)

2 275t (7,5)

2 5,69 d (9,6) 5,57 d (10,0)

3 6.22 d (9.2) 6,12 d (9.,6) 287t (7.5)

4 7.59 d (9,2) 7.95 d (9.6)

4 146 s 146 s 6,49 d (10,0)

5 7,05s 6,19 s

5 1,46 s 1,46 s 5,48 d (10,0)

6 6,20 s

7 1,42 s

8 6,72 s

8’ 1,42 s
1-OCHj5 3,68 s
2-OCH3 3,73 s
5-OCH3; 3,89 s
6-OCHs 3,76 s

Com o grau de diferenga estrutural e de sobreposi¢cado dos sinais de
RMN de "H obtido para os compostos 1, 11 e 12 foi possivel obter um espectro de
DOSY com uma resolugdo satisfatéria (espectro 36, pagina A-36), onde foi
possivel correlacionar corretamente a maioria dos sinais de RMN de 'H com os
respectivos coeficientes de difusio.

Tragando-se uma reta na regido de 6 8,0 a 5,4 ppm (espectro 37a,
pagina A-37) pode-se distinguir claramente os sinais das trés substancias.
Tomando-se como referéncia o centro do sinal, as correlacdes dos compostos 1,
11 e 12 cortam o eixo de difusdo em log D = -8,84 + 0,01, -8,90 + 0,01 e -8,94 +
0,01, respectivamente. Ou seja, a cumarina linear 1 apresentou o coeficiente de
difusdo maior (D = 1,44 + 0,04.10° m%.s™), seguida pela cumarina angular 11 (D =
1,26 + 0,03.10° m%s™) e o derivado do &cido cinamico 12 (D = 1,15 + 0,02.10°
m2.s'1), em concordancia com o volume molecular espacial que cada molécula
ocupa em solugao.

Na regiao de 66,20 a 6,18 ppm (espectro 37b, pagina A-37) houve

uma sobreposi¢ao parcial de dois singletos das moléculas 11 e 12 (referentes aos
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hidrogénios H-6 e H-5, respectivamente), o que fez com que estes sinais
apresentassem coeficientes de difusao distintos dos demais sinais.

Na regido de ¢ 3,9 a 1,4 ppm (espectros 38, pagina A-38) a maioria
dos sinais também pbéde ser atribuida corretamente. Entretanto, onde ocorreu a
sobreposi¢gao dos hidrogénios H-4’ das cumarinas 1 e 11 (em ¢ 1,46 ppm), a
correlagcado forneceu um log D intermediario, em -8,86 + 0,01 ou D = 1,38 +
0,03.10°m?s™.

O estudo desta mistura comprovou que os experimentos de DOSY
podem ser bem sucedidos em mistura de produtos naturais com pouca
diferenciagao estrutural, entretanto, nas regides de sinais sobrepostos a analise

ainda fica comprometida.

4.6.5. Mistura dos Alcaldides Bis-5-hydroxinoracronicina (13) e 1,3,5-
trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-10-metil-9-acridone (14)

Para analisar a diferenca estrutural necessaria para que as
sobreposigdes de sinais ndo prejudiqguem a analise espectral por DOSY, foi
realizado um experimento de DOSY em uma amostra (9,3 mg) contendo a mistura
de dois compostos com grande diferenga de volume molecular; o alcaldide bis

acridénico 13 e o alcaldide acriddnico preniado 14 (figura 4.23, tabela 4).

I
OH CH3 TN

13 14
FIGURA 4.23 — Estruturas dos alcaldides bis-5-hydroxinoracronicina

(13) e 1,3,5-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-10-metil-9-acridone (14)
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TABELA 4 — Atribuicdo dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H
dos alcalbides bis-5-hydroxinoracronicina (13) e 1,3,5-trihidroxi-2-(3-metilbut-2-

enil)-10-metil-9-acridone (14)

H Alcaldide 13" Alcaldide 147
é (ppm) J (Hz) d (ppm) J (Hz)
1-OH 14,03 1H s 14,25 1H s
2 6,18 1H s
4 6,31 1H s
6 6,90 1H d (8,0) 7,28 1H d (8,0)
7 6,99 1H t (8,0) 7,16 1H t (8,0)
8 7,60 1H d (8,0) 7,75 1H d (8,0)
10-NCH3 3,66 3H s 3,69 1H s
11 5,08 2H dd (7,0; 12,0) 3,53 2H d (6,0)
12 1,96 t/ (12,0) 5,40 1H s/
13a-CHjs 1,56 3H s 1,78 3H s
13b-CHjs 1,48 3H s 1,69 3H s
1’-OH 15,42 1H s
6’ 7,34 1H d (8,0)
7’ 7,24 1H t (8,0)
8’ 7,87 1H d (8,0)
10’-NCHjs 3,583H s
11’ 6,41 1H d (8,0)
12’ 5,24 1H d (8,0)
13’a-CHs 1,10 3H s
13’'b-CHj3 0,40 3H s

O espectro de DOSY da mistura dos alcaldides 13 e 14 (espectro
39, pagina A-39) apresentou uma resolugéo satisfatoria, de forma que a maioria
dos sinais pode ser correlacionada corretamente. Tracando-se uma reta
perpendicular ao eixo do coeficiente de difusdo, aproximadamente no centro das
correlagdes, obtém-se os valores de log D = - 8,98 + 0,01 (D = 1,05 + 0,03.10'9
mZ2.s™") para o alcaldide 13 e de log D = — 8,85 + 0,01 (D = 1,41 + 0,03.10° m?.s™)
para o alcaldide 14 (espectro 39 e 40, paginas A-39 e A-40).

Nesta mistura, a sobreposi¢cdo parcial dos sinais n&o prejudicou a
atribuicdo correta dos coeficientes de difusdo. A regido de ¢ 7,22 a 7,30 ppm, por
exemplo, apresenta uma sobreposigao parcial de um tripleto centrado em ¢ 7,24
ppm (H-7"), pertencente ao alcaldide 13, com um dubleto centrado em 7,28 ppm
(H-6), pertencente ao alcaléide 14. Uma expansdo do espectro (espectro 41a,
pagina A-41) permite observar que a parte do sinal que ndo esta totalmente

sobreposta pode ser correlacionada corretamente, enquanto que a parte
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totalmente sobreposta (correlagao central) fornece um D intermediario, em log D =
—8,90 ou D =1,26 +0,03.10°m?s™, e ndo permite uma correlacéo conclusiva.

Ao final deste estudo foi possivel constatar que: a) as sobreposi¢gdes
parciais de sinais comprometem a analise em misturas com menor diferenga entre
seus volumes moleculares, como para o caso das cumarinas 1, 11 e do éster 12;
b) em misturas de duas moléculas com praticamente o dobro de volume
molecular, como € o caso da mistura dos alcaldides 13 e 14, as sobreposicdes
parciais ndo prejudicam a analise e c) a sobreposigéo total dos sinais prejudica a
analise mesmo em mistura de moléculas com grande diferenga estrutural.

Ao final do estudo foi possivel concluir que os espectros de DOSY
podem ser empregados como uma ferramenta na discriminagéo de sinais de RMN
de "H de produtos naturais em misturas. Entretanto, para que o experimento seja
bem sucedido € necessario que as moléculas possuam volumes moleculares

distintos e que apresentem poucas sobreposicdes de sinais.
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5. CONCLUSOES

No estudo com a técnica DOSY constatou-se que é possivel
empregar espectros de DOSY, DOSY-COSY e DOSY-HSQC no estudo de
misturas de substancias oriundas de produtos naturais. Entretanto, alguns
requisitos devem ser observados: inicialmente € necessario adquirir e processar
os experimentos de uma maneira adequada, de forma que os experimentos sejam
otimizados e que eventuais problemas com artefatos experimentais sejam
evitados; finalmente é imprescindivel que as substancias em mistura possuam
algum grau de diferenciacéo estrutural e que apresentem poucas sobreposi¢cdes
entre sinais de RMN de 'H. A dltima requisicdo pode ser eliminada nos
experimentos de DOSY-COSY e DOSY-HSQC, embora o emprego de solugdes

concentradas torne-se imprescindivel.
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6. CONSIDERAGOES GERAIS

A técnica de RMN HR-MAS ou High Resolution Magic Angle
Spinning (“Giro no Angulo Magico com Alta Resolucdo”) é empregada no estudo
de amostras semi-sélidas. Ela combina as vantagens tipicas de RMN do estado
sélido e no estado liquido, pois a0 mesmo tempo em que reduz os principais
inconvenientes ligados a manipulagdo da amostra, como ocorre em RMN de
sélidos, também fornece uma resolugdo espectral semelhante a de liquidos”®.

A técnica HR-MAS emergiu como uma ferramenta para solucionar
dificuldades analiticas da quimica orgénica de sintese de fase solida, como a
analise direta de moléculas orgénicas solvatadas e presas a resinas na fase
sélida, seu emprego possibilitou obter espectros de RMN de amostras
heterogéneas e parcialmente fluidas com uma resolugcdo semelhante a de
liquidos®2.

Atualmente a técnica HR-MAS ja se tornou padréo para a analise

T4.75.78.77.78 o foi estendida para uma série de

79,80,81 vegetai882’83,

direta de entidades ligadas a resinas
amostras semi-sdlidas, como em tecidos animais

73,84,85 86,87,88,89,90

alimentos ,em moléculas de grande massa molecular € na quimica

|91

combinatorial®’. Também representa uma ferramenta poderosa quando aliada a

N°®2%3 ou a técnicas de analises matematicas’>%+.

outras técnicas de RM

O principal requisito para uma amostra ser considerada semi-solida
€ que as moléculas tenham algum grau de mobilidade. No caso de uma resina
como um solido puro ou um polimero, a mobilidade necessaria € alcancada
quando um solvente é adicionado para inchar a amostra. Esta condigdo ja é
satisfeita para tecidos animais e vegetais, pois a agua contida nas células permite
uma certa mobilidade dos metabdlicos, fazendo com que uma folha fresca, por
exemplo, possa ser analisada in natura através da técnica de HR-MAS.

A técnica HR-MAS também possui a vantagem de ser muito
sensivel, possibilitando detectar componentes com concentragao abaixo de 1 uM
em uma mistura®. Ela requer, por exemplo, poucos minutos para registrar sinais
de RMN de 'H de compostos presentes em material vegetal em poucos
microgramasgz. Além disso, desde que a sonda de HR-MAS possua em sua
configuracdo um gradiente de campo magnético, é também possivel realizar a

maioria dos experimentos bidimensionais convencionais com exatamente as
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mesmas sequéncias de pulsos empregadas em RMN de liquidos. O consumo de

tempo e a resolugado resultante também s&o comparaveis®.

6.1. Principios da Técnica HR-MAS

Quando amostras semi-solidas sdo analisadas usando a RMN, a
resolucdo espectral € severamente limitada por fatores relacionados ao
movimento molecular restrito, tais como o acoplamento dipolar e o deslocamento
quimico anisotrépico. A heterogeneidade fisica também contribui para o
alargamento dos sinais e o aumento do tempo experimental®2.

A base da técnica HR-MAS é a reducado drastica das larguras de
linha e o aumento significativo da qualidade do espectro produzido pelo giro
rapido no angulo de 54,74°. Quando uma amostra semi-sélida é girada no angulo
magico em velocidades altas (de 3 a 5 KHz), os efeitos do acoplamento dipolar e
do deslocamento quimico anisotrépico sao drasticamente diminuidos, assim como

os efeitos da diferenca de susceptibilidade magnética na amostra®*®°.

6.1.1. Acoplamento Dipolar

O acoplamento dipolar (D) consiste no fendmeno no qual os spins
nucleares interagem magneticamente através do espaco, ou seja, sem O
intermédio de nenhum outro atomo ou de elétrons®. O efeito do acoplamento
dipolar depende da posigédo relativa entre dois nucleos. Em uma determinada
posicdo, o campo magnético gerado pelo spin de um nucleo pode reforgar
(vetores no mesmo sentido) ou diminuir (vetores no sentido oposto) a forgca campo
magnético aplicado que o nlcleo vizinho esta sujeito®™. Este campo magnético
flutuante no qual os spins ficam sujeitos (Bj:) implica na obtengdo de uma
extensa banda de frequéncias para um unico nucleo.

O efeito do acoplamento dipolar € dependente do movimento
rotacional das moléculas que estdo interagindo e do consequente tempo do
campo flutuante ao qual estdo sujeitos. Em amostras que possibilitam o
movimento molecular livre (como em liquidos ndo viscosos), o movimento
molecular rapido e isotrépico das moléculas faz com que os efeitos do
acoplamento dipolar sejam anulados®™. Em amostras semi-solidas a mobilidade
molecular é restrita, o que faz com que os efeitos dos acoplamentos dipolares

sejam observados nos espectros.
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6.1.2. Deslocamento Quimico Anisotropico

O deslocamento quimico de um determinado nucleo é produzido
pelos elétrons que o blindam em relagdo ao campo magnético aplicado. Como a
distribuicao eletrénica em ligacbes quimicas é inerentemente nao simétrica ou
anisotropica, o campo magnético experimentado pelo nucleo (e seu deslocamento
quimico) também se torna anisotropico, ou seja, dependente da orientagdo da
ligagdo em relagdo ao campo magnético estatico (Bo)>>.

O movimento aleatério da molécula em solugao faz com que apenas
uma unica frequéncia média — a frequéncia isotropica - seja observada para cada
local distinto quimicamente. J& em amostras com restricdo de movimento sao
observados deslocamentos quimicos diferentes para nucleos correspondentes,
produzidos devido as diversas orientagdes das moléculas em relagdo ao campo
magnético principal (Bp). Este fenbmeno origina os deslocamentos quimicos

anisotrépicos.

6.1.3. Tempo de Relaxag¢ao dos Spins Nucleares

Como a movimentagdo molecular € fundamental no processo de
relaxacdo, a restricdo do movimento molecular que ocorre em amostras semi-
sélidas interfere diretamente nos tempos de relaxagdao longitudinal (T7) e
transversal (T>) dos nuicleos®.

A relaxagéao longitudinal T4 (ou spin-rede) € o processo de perda de
magnetizacao, ou de retorno a posi¢ao de equilibrio, que ocorre ao longo do eixo
z, sendo a energia transmitida a0 meio ambiente na forma de aquecimento®.
Uma vez que a emissdao natural desta energia é muito lenta, ela deve ser
estimulada através dos campos magnéticos oscilantes que cercam o0s spins.
Quando esta oscilagao ocorre na frequéncia correta, na freqiéncia de Larmor, a
energia térmica é dissipada e a relaxagao longitudinal (T;) ocorre®.

O requerimento fundamental para a relaxagdo longitudinal de um
nucleo com spin meio € a presenca de um campo magnético flutuante
dependente do tempo na frequéncia de Larmor. Quando o movimento molecular é
restringido, torna-se mais dificil para os campos magnéticos oscilantes alcancgar a

freqliéncia de Larmor e a velocidade de relaxagéo longitudinal diminui®*
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A relaxagao transversal T, (ou spin-spin) € o processo de perda de
magnetizagdo que ocorre no plano x-y. Ela ocorre devido as perdas de coeréncia
de fase dos vetores de magnetizagdo quando os spins estdo sujeitos a campos
magnéticos diferenciados. Tal diferenga no campo magnético é causada,
principalmente, pela falta de homogeneidade do campo magnético estatico (By)
ou pelos campos magnéticos locais (Bioc), que sao oriundos das interagdes intra e
intermoleculares na amostra.

Para a maioria dos nucleos com spin meio e com um movimento
molecular rapido (por exemplo, de moléculas pequenas e em solugdes nao
viscosas) é principalmente a falta de homogeneidade de By que contribui para a
relaxagao transversal. Ja em moléculas com movimento molecular restrito, sdo as
interacdes moleculares as maiores responsaveis pela relaxacdo transversal e
para o consequente alargamento das linhas de ressonancia®®. Muito embora, a
heterogeneidade fisica em amostras semi-sélidas também possa contribuir para o
alargamento dos sinais devido a diferenga de suscetibilidade magnética na regido

da bobina.

6.1.4. O Giro no Angulo Magico

A diferenga entre o0s campos magnéticos locais (Bioc)
experimentados por spins nucleares equivalentes € o que faz com que o
acoplamento dipolar contribua para o alargamento dos sinais. Os campos
magnéticos locais estdo relacionados ao momento magnético dos spins segundo
a equacao By= iusns'?’ (300326|s - 1), onde o B corresponde ao campo
magnético local experimentado por um nucleo | e gerado por um nucleo S, us ao
momento magnético do nucleo S, ris a distancia intermolecular, 6 ao angulo entre
o vetor intermolecular e o campo By e 0 sinal + a orientagdo dos spins em relagao
ao campo aplicado®.

Assim como o acoplamento dipolar, o deslocamento quimico
anisotropico também é dependente de 3 cos®0 - 1, sendo 6 o angulo entre o
campo magnético By e o eixo principal em que o deslocamento quimico é
definido®. Quando 6 ¢ igual a 54,74°, o termo 3 cos?0 - 1 torna-se zero, portanto
se a amostra for girada a 54,74° (o angulo magico) em relagdo ao campo

magnético principal (By), os efeitos do acoplamento dipolar e do deslocamento
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quimico anisotropico podem ser eliminados, assim como os da descontinuidade
da susceptibilidade magnética e dos tempos de relaxagéo.

Para que a rotagdo no angulo magico supere totalmente os efeitos
do deslocamento quimico anisotropico, a frequéncia de rotacdo deve ser ao
menos comparavel ao deslocamento por anisotropia® (em torno de 5 KHz para

amostras semi-solidas).

6.1.5. Condicdes Experimentais para Realizacdo de Experimentos de
HR-MAS

Os experimentos de HR-MAS nao requerem poténcias elevadas ou
as técnicas especiais usadas em NMR de sélidos verdadeiros®. A configuragao
necessaria para o espectrometro € a mesma empregada em RMN de liquidos,
inclusive as mesmas sequéncias de pulsos. Os unicos equipamentos adicionais
necessarios para realizar experimentos de HR-MAS sdo uma sonda especifica e
uma unidade pneumatica, que possibilita girar a amostra com a frequéncia
necessaria (em torno de 5 KHz). Para aumentar a homogeneidade de B e a
estabilidade do giro sdo empregados também rotores e acessorios especificos
para o preparo da amostra, que a conferem uma geometria esférica.

Para realizar experimentos de HR-MAS com gradiente de campo é
necessario que a sonda de HR-MAS seja equipada com uma bobina geradora de
gradiente. Em sondas de HR-MAS o campo aumenta ao longo do angulo magico
e € uniforme através de cada plano perpendicular ao eixo de rotacdo. Este arranjo

permite que o gradiente ndo seja modulado pela rotagdo da amostra®.

6.2. Aplicacdo da Técnica HR-MAS na Anadlise de Materiais
Vegetais

Por ser essencialmente uma amostra semi-solida, as células
vegetais possuem uma movimentagdo molecular que possibilita sua analise direta
por HR-MAS. Os primeiros trabalhos empregando-se HR-MAS em material
vegetal datam do final da década de noventa.

Em 1.997, Gil et al®* apresentaram o primeiro experimento
bidimensional com MAS envolvendo material vegetal; proteinas de trigo

hidratadas. Os espectros de MAS 2D foram obtidos com uma resolugéo alta o
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suficiente para possibilitar o assinalamento espectral correto e a extracdo de
informagdes conformacionais uteis.

Em 1.998, Broberg et al. ilustraram a utilidade da técnica HR-MAS
como uma ferramenta analitica no estudo do metabolismo e de compostos de
baixa massa molecular em algas vermelhas®?. Posteriormente, em 2.000,
identificaram e quantificaram alguns metabdlitos de baixa massa molecular®.

Ainda em 1.998, Sacco et al.”® iniciaram o emprego da técnica em
alimentos ao realizar experimentos de 'H HR-MAS em amostras de farinhas de
trigo. Em 2.000 Gil et al.®* utilizaram espectros de HR-MAS para a analise das
variagdes composicionais durante o amadurecimento de mangas, empregando

frutas intactas.

6.2.1. Emprego da Sequéncia CPMG

Quando o objetivo da analise de materiais vegetais for observar os
sinais de moléculas pequenas, torna-se necessario eliminar o0s sinais
provenientes dos componentes rigidos de membranas e da parede celular, que
possuem tempos curtos de relaxagdo transversal (T;) e fornecem sinais
alargados.

A sequéncia de pulsos CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill, figura 6.1)
pode ser empregada para eliminar os sinais provenientes de moléculas com T,
curto e possibilitar a analise dos sinais de moléculas menores. Esta sequéncia faz
com que a magnetizagao seja mantida no plano x-y através de sucessivos pulsos
de 180°, seguidos por intervalo de tempo t, até que os spins com valores menores
de T, tenham relaxado. O espectro é entdo adquirido contendo apenas as

ressonancias de interesse.

90°, 180°,
I [1 T > ‘C »
'H
k

Figura 6.1. Sequéncia de pulsos CPMG

in
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6.3. Analise Quimiométrica em Dados de HR-MAS

A quimiometria € uma area da quimica que emprega métodos
estatisticos para planejar ou selecionar procedimentos 6timos de medidas e
experimentos e extrair o maximo de informagao analisando dados quimicos®’.

A HR-MAS ¢é uma ferramenta atrativa para analises quimiométricas
de amostras semi-sélidas, uma vez que é uma técnica sensivel, fornece espectros
com boa resolugdo e uma grande quantidade de informagdes em uma Unica

medida rapida. Em 1998, Sacco et al.”

aplicou a analise quimiométrica em dados
espectrais de 'H HR-MAS para a determinagdo da origem geografica de amostras
de farinhas de trigo. O emprego da técnica mostrou-se altamente factivel por ndo
necessitar de nenhum pré-tratamento (o que permite a melhor reprodutibilidade
dos resultados), despender pouco tempo experimental e principalmente por
garantir uma resolugdo suficiente para distinguir mais de oitenta picos.
Posteriormente, espectros de 'H HR-MAS também foram aplicados na
caracterizagao de variedades e determinagao da origem geografica de semolina
de trigos produzidos em diferentes regides da Italia®.

Dentre as técnicas quimiométricas mais utilizadas em conjunto com
a RMN esta a analise exploratoria de dados e a classificacdo de amostras. A
primeira mais comumente representada pelas andlises por PCA (Principals
Component Analysis) e a segunda por SIMCA (Soft Independent Modeling of

Class Analogy)®.

6.3.1. Analise Exploratoria de Dados

A analise exploratéria de dados se destina a agrupar amostras que
possuam determinadas caracteristicas em um mesmo grupo e distingui-las das
amostras com caracteristicas diferentes. Ela também auxilia na identificacdo de
amostras n&do usuais ou que nado seguem o padrdo das demais (também
chamados de outliers).

Em uma analise exploratéria, algoritmos matematicos reduzem os
conjuntos de dados grandes e complexos para conjuntos de interpretacdo mais
simples. Estes calculos apontam as informagdes importantes em poucas variaveis
derivadas do conjunto de dados originais, como as correlagdes existentes entre

amostras e/ou variaveis independentes®.
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Através de uma analise exploratoria é possivel checar a qualidade
dos dados originais (por ex. checar a presenga de amostras que ndo seguem um
determinado padrdo); determinar seu conteudo de informacao (por ex. determinar
as informagdes mais relevantes) e localizar com precisdo as medidas chaves (por
ex. quais varidveis definem melhor algum grupo)®. Por isso, ela é geralmente
empregada quando ndo ha conhecimento no que diz respeito a tendéncias,
grupos ou relagdes®.

O primeiro passo para toda analise multivariada é a definicdo do
problema, que comecga por determinar a natureza do trabalho; se € um problema
exploratorio, de classificagdo ou uma combinacdo destes fatores. O segundo
passo € conhecer o melhor possivel sobre os procedimentos que originaram os
dados, por exemplo: como e quando eles foram gerados; se existe alguma
informacgéao prévia pertinente (por ex. como as amostras foram estocadas); se as
medidas mais recentes sdo diferentes das realizadas anteriormente; se o
desempenho instrumental variou durante o processo de aquisicdo da amostra,
etc.

Os dados geralmente sdo organizados em um Unico arquivo, ou
seja, uma unica matriz original X. A matriz X € construida por n amostras e m
variaveis (n x m), construindo uma matriz de dados onde cada amostra
corresponde a uma linha e cujos elementos s&o os valores das variaveis medidas.
Em um conjunto de dados de RMN, as amostras séo os espectros e as variaveis
sdo os pontos em que o espectro foi processado (Sl).

Apos os dados terem sido organizados em uma matriz, é possivel
realizar a visualizagdo dos dados brutos. A visualizagdo dos dados em conjunto
pode apontar caracteristicas importantes, muitas vezes parte da informacao
desejada pode ser obtida pela simples analise visual dos espectros.

Antes de realizar a analise exploratoria em dados de RMN é
importante atribuir o mesmo peso para todas as variaveis, caso contrario os picos
mais intensos do espectro irdo mascarar a influéncia dos sinais menos intensos e
a analise podera ficar comprometida. Por isso, usualmente os dados de RMN séao
auto-escalados®® antes do inicio da analise exploratéria.

Efetuadas estas primeiras etapas, inicia-se a analise exploratéria

propriamente dita, que pode ser realizada através da analise de agrupamentos
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hierarquicos ou HCA (Hierarchical Cluster Analysis) ou da analise dos

componentes principais ou PCA (Principal Component Analysis).

6.3.1.1. Analise de Agrupamentos Hierarquicos — HCA

O principal objetivo da HCA ¢é apresentar os dados de maneira que
se enfatize o agrupamento natural, o que pode focar amostras ou variaveis. O
agrupamento de amostras revela similaridades entre as amostras, enquanto o
agrupamento das variaveis localiza as relagbes entre variaveis. Os dados sé&o
apresentados na forma de dendogramas, o que facilita o reconhecimento de tais

categorias.

6.3.1.2. Analise de Componentes Principais — PCA

A Analise de Componentes Principais € uma ferramenta de
visualizagdo poderosa, assim como a HCA, ela pode representar relagoes entre
amostras e entre variaveis, mas também fornece um meio de reduzir a
dimensionalidade dos dados. Ou seja, € um método de transformar dados
complexos e ressaltar as informacdes mais relevantes, por isso € usualmente
mais empregada em dados de RMN para auxiliar a visualizacdo de fenébmenos
e/ou tendéncias em conjuntos de espectros que ndo sao Obvios a olho nu®. A
técnica tenta melhorar a visualizagdo destas informagdes agrupando as variaveis
que estdo altamente correlacionadas em novas variaveis chamadas de
Componentes Principais.

As Componentes Principais (PCs) reduzem a dimensionalidade de
um conjunto de dados de forma que as informagdes relevantes fiquem
condensadas nas primeiras componentes principais e as irrelevantes ou
aleatérias nas Ultimas®. Estes novos eixos sdo ortogonais entre si
(completamente n&o correlacionadas) e construidos em ordem decrescente da
quantidade de variancia que descrevem. Sendo assim, a primeira componente
principal (PC1) descreve maior variancia do que as componentes subsequientes
(PC1 > PC2 > PC3...). A variancia esta relacionada com a quantidade de
informagé&o dos dados originais que € descrita pelas componentes principais.

Um objeto concreto pode ser empregado para exemplificar como s&o
determinadas as componentes principais de um conjunto de dados. Se as idéias

de um eixo de variancias maximas e redugbes da dimensionalidade forem
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aplicadas a um apagador, por exemplo, o comprimento do apagador seria sua
primeira componente principal (PC1), pois é o eixo que detém o maior numero de
informagdes sobre o objeto (varidncia maxima). O segundo eixo (perpendicular ao
primeiro) seria o da largura do apagador e corresponderia a segunda componente
principal (PC2). Finalmente, o terceiro eixo (perpendicular aos dois primeiros)
seria relativo a altura do apagador e corresponderia a terceira componente
principal (PC3).

Por conseguinte, se um apagador fosse reduzido a uma visédo
planar, a visao superior (PC1 x PC2, figura 6.2a) seria a mais informativa, seguida
das visdes lateral (PC1 x PC3, figura 6.2b) e frontal (PC2 x PC3, figura 6.2c).
Sendo assim, o grafico da variancia versus componentes principais permite

determinar o numero de componentes principais necessario para descrever uma

certa percentagem do sistema em estudo.
PC2

Figura 6.2 — Visdo de um apagador em perspectivas baseadas em
suas componentes principais: a) visdo superior, PC1 x PC2; b) viséo lateral, PC1
x PC3 e c) visao frontal, PC2 x PC3

6.3.1.2.1. Grafico de Escores e de Pesos

Quando uma matriz de dados originais (X) € decomposta pelo PCA,
resulta no produto de duas outras matrizes, a matriz de escores S (de scores) e a
transposta da matriz de pesos L (de loadings): X = S. L.

Nos graficos de escores podemos obter informagdes importantes a
respeito das interagdes entre as amostras. No grafico de pesos € possivel saber
quais variaveis sao as mais importantes e que contribuem para cada componente
principal.

Como nao é possivel estudar espectros com muitas dimensdes de

uma so vez, a informagéo contida nas componentes principais € visualizada em
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subespacgos de duas dimensdes. Em um grafico de escores de PC1 versus PC2,
por exemplo, todos os espectros s&o tragados no grafico como pontos em suas
coordenadas ao longo de PC1 e PC2%.

Os graficos de pesos descrevem a relagdo entre as variaveis no
novo espago do componente principal e o espago espectroscopico original. Estes
graficos fornecem uma ligagao entre a interpretacao estatistica e espectroscépica

dos fenédmenos no conjunto®.

6.3.2. Classificacdo de Amostras ou Reconhecimento de Padrdes

Quando o objetivo da anadlise quimiométrica é diferenciar as
amostras entre categorias, isso é um problema de classificagdo ou
reconhecimento de padroes. Neste tipo de analise as categorias sdo agrupadas
através da aproximacao de amostras que apresentem caracteristicas em comum
conforme determinadas variaveis. A preocupacao principal € com qual precisao é
possivel distinguir entre categorias e quais variaveis sao as mais importantes para
a distingao.

Dentre os métodos de classificacdo de amostra, o método SIMCA
(Soft Independent Modelling of Class Analogy) é conhecido por sua aplicagdo no
reconhecimento de padrdes quimicos'®. Neste método, um conjunto de dados
com classes conhecidas, chamado de conjunto de treinamento, € submetido a
uma analise de componentes principais, em que o0 numero necessario de PCs
para descrever cada classe é determinado. As amostras de cada classe ficam
contidas em uma hiper-caixa, em que os limites sao definidos com o nivel de
confianca desejado”’.

O conjunto de dados de treinamento € entdo empregado como
modelo para a classificagdo de amostras cujas classes sdo desconhecidas. Para
classificar uma nova amostra, suas propriedades sdo analisadas em relacdo a
cada classe do conjunto de dados de treinamento. A atribuicdo da amostra
problema em determinada classe é realizada baseando-se na proje¢cao da mesma
no espacgo dos escores e sua distancia das fronteiras da classe em questdo. Se
os modelos nao tiverem poder de discriminagao suficiente, a amostra pode ser
membro de mais de uma classe. O outro extremo também pode acontecer,
quando a amostra é andmala em relagdo ao conjunto de treinamento, neste caso

ela ndo pertence a nenhuma das classes®’.
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7. OBJETIVOS

A segunda parte da pesquisa foi dedicada a técnica HR-MAS, cujo
objetivo principal foi avaliar sua potencialidade quando aplicada diretamente em
folhas de Citrus. Para isso foram realizados trés estudos. No primeiro estudo o
objetivo foi avaliar a potencialidade da técnica quanto a distingdo entre seis
variedades de Citrus sinensis, empregando espectros de RMN de '"H CPMG HR-
MAS. O segundo estudo teve como objetivo avaliar o emprego de espectros de
RMN de 'H CPMG HR-MAS na pesquisa por substancias de defesa em Citrus
sinensis pé franco oriundas de Citrus limonea. O objetivo do terceiro estudo foi
realizar experimentos de HR-MAS bidimensionais e avaliar sua potencialidade na
determinacao estrutural de potenciais substancias de defesa em folhas de Citrus
spp.

Nos dois primeiros estudos os dados de RMN de 'H CPMG HR-MAS
foram submetidos a um tratamento quimiométrico, em que técnicas de analise

exploratéria de dados e de classificagdo de amostras foram empregadas.

8. MATERIAIS E METODOS

8.1. Equipamentos e assessorios

Todos os experimentos de RMN foram realizados em um
espectrometro Bruker de 9,4 Tesla, modelo DRX400 (400,13 MHz para frequéncia
do hidrogénio). As medidas de HR-MAS foram realizadas empregando-se uma
sonda especifica para HR-MAS, equipada com bobinas para a deteccdo de 'H e
3C e para gerar gradientes de campo magnético. Uma unidade pneumatica e um
fluxo de ar comprimido com pressao superior a 6 bar foram empregados para a
manutencdo do giro da amostra em 5 KHz. As analises foram realizadas em
rotores de zirconio de 4 mm de diametro externo, equipados com um intercalador
hemi-esférico de Teflon.

A figura 8.1 apresenta o rotor e os acessorios empregados no
preparo das amostras submetidas a HR-MAS: a amostra fica contida entre a
extremidade cbéncava do rotor (1) e um intercalador hemi-esférico (2). O
intercalador possui um orificio para que o excesso de agua (ou de amostra) seja

expelido, por isso um micro parafuso (3) € rosqueado ao intercalador para fixa-lo
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e garantir que a amostra ndo seja expelida devido ao giro. Uma tampa secionada
(4) € empregada para permitir que o rotor gire com a velocidade e precisdo
necessaria. Um parafuso de colo longo (5) auxilia na insergdo e retirada no
intercalador. O palito de fosforo, disposto horizontalmente acima do parafuso, foi

utilizado como referéncia as dimensdes dos demais objetos da figura.

Figura 8.1 — Rotor e acessérios utilizados para o preparo das

amostras submetidas a HR-MAS

8.2. Amostras

As folhas das seis variedades de Citrus sinensis em estudo foram
coletadas no Centro de Citricultura de Cordeiropolis, sendo retiradas de
espécimes plantadas na mesma data e de ramos localizados aproximadamente
na mesma altura das plantas. Da mesma forma, as folhas de Citrus sinensis,
Citrus limonea e Citrus sinensis pé franco foram coletadas no mesmo local e com
data aproximada de plantio.

Na etapa da implementag&o da técnica, as amostras foram obtidas a
partir de aliquotas retiradas das folhas com o auxilio de um vazador circular,
evitando-se coletar as ramificagdes da nervura central da folha. Para cada folha
foram retiradas trés aliquotas de um centimetro de didmetro, que foram repicadas
separadamente com um bisturi antes de serem inseridas no rotor. Para cada
aliquota foi obtido um espectro de RMN HR-MAS, obtendo espectros em triplicata
para cada folha analisada.

A figura 8.2 retrata esquematicamente como as amostras foram
preparadas para a medida de HR-MAS. Assim que a amostra foi transferida para

o rotor (a), o intercalador hemi-esférico foi inserido com o auxilio do parafuso de
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colo longo (b). Apds o excesso de amostra ter sido retirado, o micro parafuso foi

rosqueado ao intercalador (c) e a tampa secionada foi ajustada ao rotor (d).

a) b) c) d)
Figura 8.2 — Esquema de preparo de amostras para a técnica HR-
MAS

Em todas as amostras foram adicionadas gotas de uma solucéo de
TSPA-d4 em D,O (0,5 mg/mL). O sinal fornecido pela substédncia TSPA-d4 foi
utilizado para a calibracdo do espectro e para avaliar a qualidade da medida
espectral, sendo a resolugado espectral medida utilizando a sua largura a meia
altura. O solvente deuterado, D,0, foi empregado para ajustar a homogeneidade
do campo magnético principal.

Nas folhas de Citrus submetidas a moagem foi utilizado um moinho
criogénico da marca spex certiprep, do tipo 6750 Freezer Mill. Foram realizados
dois ciclos de moagem. No primeiro ciclo, as amostras foram pré-congeladas e
moidas por dois minutos e, apds um intervalo de um minuto, elas foram moidas
novamente por mais dois minutos.

O tratamento quimiométrico dos dados foi realizado com dois
programas especificos: Pirouette, versao 2.7 e Amix-Viewer (versao 3.14, Bruker,
Karlsruhe, 2002).
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1. Implementagao da Técnica

O maior requerimento para a implementacéo da técnica HR-MAS foi
relacionado ao desenvolvimento de um método de preparo de amostra (relatado
em materiais e métodos) e a implementagao dos equipamentos responsaveis pelo
funcionamento da técnica, que inicialmente constou de: uma unidade de controle
pneumatica para o giro do angulo magico, injegao e ejecdo da amostra e de um
compressor de ar com poténcia o suficiente para manter uma pressao estavel em
6 Bar.

9.2. Obtencdo dos Primeiros Experimentos de 'H HR-MAS

9.2.1. Emprego da Sequéncia CPMG nas Folhas de Citrus

Para analisar moléculas pequenas em folhas frescas de Citrus é
necessario que alguns sinais sejam eliminados, como € o caso do sinal da agua e
das macromoléculas presentes nas células vegetais. Com este objetivo, todos os
experimentos de 'H HR-MAS foram realizados com filtro de T, e com a pré-
saturagao do sinal da agua, utilizando-se uma sequéncia de CPMG modificada
com a inser¢ao da sequéncia zgpr.

A figura 9.1 apresenta dois espectros de HR-MAS obtidos de uma
folha de Citrus com e sem o emprego da sequéncia CPMG. A diferenca entre a
largura de linha dos sinais obtida nos dois espectros revela claramente a
necessidade do uso da sequéncia CPMG para se observar sinais de moléculas

pequenas.

Com filtro de T '
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Figura 9.1 — Espectros de RMN de 'H de HR-MAS de uma folha de

Citrus obtido com e sem filtro de T>»
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9.2.2. Estudo da Classificacdo de uma Variedade de Citrus sinensis
Empregando Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS -

Experimentos Iniciais

Em determinados casos, a avaliacdo das caracteristicas
morfoldgicas de folhas ndo permite uma classificagao inequivoca entre variedades
distintas de Citrus sinensis. Como a técnica HR-MAS pode ser aplicada
diretamente em folhas, ela pode fornecer espectros que contenham informacgdes
relevantes o suficiente para discriminar entre variedades de Citrus distintas. Para
analisar esta possibilidade, foi realizado um estudo que visou a classificagao de
um de espécime de Citrus sinensis de variedade ndo determinada entre uma das
seguintes variedades: Péra, Valéncia folha lisa, Valéncia Folha murcha, Natal,
Hamlim e Westin.

A primeira etapa do estudo foi analisar se os espectros de RMN de
'H CPMG HR-MAS continham informacdes suficientes para distinguir as
variedades de Citrus sinensis e se as informacdes eram reprodutiveis em uma
mesma folha. Para isso foram obtidos espectros em triplicata para cada variedade
de Citrus, sendo que as amostras foram retiradas de uma mesma folha. Todos os
experimentos foram realizados sob as mesmas condigcdes de aquisicdo e de
processamento, que estdo apresentados no espectro 1, pagina B-1.

Na analise dos espectros resultantes (espectros 1 a 7, paginas B-1 a
B-4) inicialmente foi averiguado se havia reprodutibilidade entre as ftriplicatas.
Para isso considerou-se o deslocamento quimico, a intensidade relativa e a
largura de linha dos sinais presentes. Foi observado que, em geral, os sinais de
RMN de 'H estavam presentes em todas as triplicadas e com o mesmo
deslocamento quimico, mas a largura de linha e a intensidade dos sinais variaram
entre a maioria das replicatas.

Para verificar se existia algum padréo de sinais caracteristico, ou
finger prints, nas variedades de Cifrus em estudo, um espectro de cada triplicata
foi comparado com os demais. A analise dos espectros (espectros 8, pagina B-5)
nao identificou nenhum sinal, ou conjunto de sinais, que pudesse relacionar
indubitavelmente a amostra de variedade desconhecida com alguma amostra de
variedade determinada.

Como as triplicatas dos espectros foram pouco reprodutivas e o

numero de experimentos realizados foi pequeno, os resultados obtidos nao foram
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considerados conclusivos. Para finalizar o estudo, em uma etapa posterior, as
condicdes de aquisi¢cao dos experimentos de HR-MAS foram otimizadas e novos

experimentos foram obtidos.

9.2.3. Estudo da aplicagdo de espectros de RMN de 'H CPMG HR-
MAS na correlagdo entre substancias presentes em folhas de Citrus

sinensis, Citrus limonea e Citrus sinensis pé franco

O isolamento classico de compostos é empregado em estudos
fitoquimicos que almejam encontrar substancias ou classes de substancias que
expliquem a maior resisténcia as pragas de espécimes de Citrus sinensis
enxertadas em Citrus limonea, em relacdo a espécimes Citrus sinensis nao
enxertadas. Como a técnica HR-MAS pode fornecer espectros de RMN
diretamente de folhas de Cifrus, ela é uma ferramenta em potencial para
direcionar ou auxiliar o estudo fitoquimico classico na busca de substancias
especificas.

Para analisar a potencialidade da técnica neste contexto foi
realizado um estudo obtendo-se experimentos de RMN de 'H CPMG HR-MAS
diretamente em folhas de Citrus sinensis, Citrus limonea e Citrus sinensis pé
franco (Citrus sinensis enxertado sobre Citrus limonea). O material vegetal foi
coletado no mesmo local e com idades e condi¢gdes de cultivo semelhantes. O
procedimento de preparo da amostra foi o mesmo realizado no estudo das
variedades de Citrus, visto que os dois estudos foram desenvolvidos
paralelamente.

As triplicatas dos espectros de Citrus sinensis (espectros 10, pagina
B-7) e de Citrus limonea (espectros 11, pagina B-8) apresentaram uma boa
reprodutibilidade de sinais. Somente os espectros de Citrus sinensis pé franco
(espectros 12, pagina B-8) apresentaram sinais com intensidades distintas, na
regiao de 63,0 a 4,3 ppm.

Quando se comparou um espectro de cada triplicata foi observado
que na regiao de 54,5 a 4,8 ppm a intensidade dos sinais é diferente para cada
Citrus e que em 60,6 a 1,3 ppm os sinais de Citrus limonea sao bastante distintos

dos sinais de Citrus sinensis. Apesar disso, nao foram observados sinais
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presentes em Citrus limonea e Citrus sinensis pé franco e ausentes em Citrus
sinensis que sugestionasse a presenca alguma substéncia de defesa em comum.
presentes em Citrus limonea e Citrus sinensis pé franco e ausentes em Citrus

sinensis que sugestionasse a presenga alguma substancia de defesa em comum.

9.3 Otimizacao dos Experimentos de HR-MAS

A otimizacdo dos experimentos de HR-MAS baseou-se
primeiramente na otimizagcdo do sistema pneumatico, fator primordial para a
manutengdo do giro na velocidade necessaria para se obter espectros
reprodutivos e com alta resolucéo. Além disso, nesta etapa foram avaliadas novas
formas de preparo das amostras de Citrus, buscando tornar os experimentos mais

reprodutivos e a amostragem mais representativa.

9.3.1. Otimizacao do Sistema Pneumatico

A etapa de otimizacdo dos experimentos de HR-MAS foi iniciada
com o aperfeicoamento do sistema pneumatico. Um dos problemas que originava
a instabilidade do giro foi resolvido com o conserto na unidade pneumatica, que
vinha apresentando problemas. A substituicio de pecas defeituosas do
compressor de ar e do pressostato por um sistema mais eficiente, possibilitou a
manutencdo da pressao de ar comprimido entre 6 a 8 bar. Uma valvula
reguladora de fluxo foi introduzida préxima a entrada da unidade, para que este
se mantivesse constante durante todo o experimento.

Todas estas modificagcbes contribuiram para a otimizacdo do
sistema pneumatico e para que o giro da amostra permanecesse estavel em 5
KHz. Além disso, um sistema de secagem (formado ou uma coluna de vidro
contendo silica gel e peneira molecular) foi inserido no sistema de ar comprimido

para desumidifica-lo e manter a unidade pneumatica e a sonda livres de umidade.

9.3.2. Otimizagédo do Método de Preparo de Amostras Empregando-se

Folhas de Seis Variedades de Citrus sinensis
Uma vez ajustado o sistema pneumatico, a segunda etapa para a
otimizacao dos experimentos de HR-MAS foi estabelecer um método mais

adequado para o preparo das amostras de Cifrus, uma vez que o sistema
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empregado inicialmente nao foi muito eficaz quanto a forma de empacotamento
da amostra ou quanto a representatividade da amostragem.

Visando a otimizacdo do método de preparo das amostras, tanto
quanto a eficiéncia no empacotamento da amostra no rotor, quanto a
representatividade da amostragem, foram avaliados quatro novos métodos, sendo
eles: a) por maceracdo em nitrogénio liquido; b) por moagem em moinho
criogénico; c) por amostragem e empacotamento de discos inteiros e d) por
amostragem e empacotamento de discos picados.

Nesta etapa do trabalho foram amostradas trés folhas de Citrus para
cada variedade. Como os espectros das triplicatas estdo apresentados em um
mesmo grafico, eles foram intitulados de A (posi¢cdo inferior), B (posi¢cao
intermediaria) e C (posicdo superior) para facilitar a discussdo. A resolugao
espectral discutida no texto refere-se ao valor da largura de linha a meia altura do

sinal da substancia padrao (TSPA-d,).

a) preparo da amostra por maceragao em nitrogénio liquido

A primeira tentativa para aprimorar a método de preparo das
amostras foi a maceracdo das folhas em nitrogénio liquido. com este
procedimento buscou-se aumentar a representatividade da amostragem e
melhorar o empacotamento da amostra através da diminuicdo do tamanho das
particulas de folhas. Para preparar cada amostra uma folha inteira (apenas a
nervura central foi retirada) foi macerada em nitrogénio liquido. As fibras
remanescentes foram excluidas para n&o prejudicar o empacotamento da
amostra.

Os primeiros experimentos foram realizados visando encontrar uma
aliquota de amostra que fornecesse um espectro com uma relagao sinal/ruido
satisfatoria, contudo, sem prejudicar o empacotamento da amostra (espectros 14,
pagina B-10). O espectro A apresentou uma relagao sinal/ruido satisfatoria, mas
uma resolugdo baixa (16,6 Hz), o que indica que a quantidade de material foi
elevada. A resolugdo dos sinais melhorou com a diminuicdo da quantidade de
amostra (espectro B: 7,4 Hz), entretanto a relagdo sinal/ruido piorou
significativamente. Com 13 mg de amostra, o espectro C apresentou ambos,
resolucao e relagao sinal/ruido satisfatéria (6,5 Hz), portanto esta quantidade de

amostra foi considerada ideal para ser empregada nas demais medidas.
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Apesar do estudo ter encontrado uma quantidade adequada de
material vegetal para as aliquotas, o método de preparo de amostras por folhas
maceradas nao foi considerado satisfatério devido a necessidade da separacao

manual das fibras.

b) preparo da amostra por moagem em moinho criogénico

Para manter as vantagens observadas com a maceragéo das folhas
e eliminar sua desvantagem (a permanéncia de fibras), as folhas de Citrus foram
moidas em moinho criogénico, o que possibilitou pulverizar as folhas frescas.

Com este método de preparo foram realizados trés experimentos,
empregando-se 13 mg de material vegetal como aliquota. Os espectros
resultantes apresentaram resolugbes bastante satisfatérias (em torno 3 Hz),
entretanto as relagbes de sinal/ruido variaram significativamente (espectros 15,
pagina B-11). Acredita-se que tal discrepancia tenha sido originada pela perda de
material durante o preparo das amostras, principalmente quando o intercalador foi
inserido no rotor. A diminuicdo da intensidade dos sinais na regidao de 60,5 a 2,8
ppm também representou uma desvantagem deste método de preparo de
amostra. Portanto, apesar de fornecer espectros com resolugdes altamente

satisfatorias, o método foi considerado inconveniente para este estudo.

c) preparo da amostra por discos inteiros

Na etapa de implementacdo da técnica, as aliquotas de amostras
foram retiradas das folhas na forma de “discos” de 1 cm de didmetro, portanto
representavam apenas uma regido da folha. O tamanho das particulas de folhas
(que foram picadas manualmente) também dificultou 0 empacotamento adequado
da amostra. Para diminuir estes inconvenientes, avaliou-se um método de preparo
de amostras em que seis discos de folhas, com 2,9 mm de didametro, sio
inseridos inteiros e sobrepostos dentro do rotor.

Com esta abordagem buscou-se melhorar a reprodutibilidade dos
espectros através do emprego do mesmo empacotamento para todas as
amostras. Além disso, a necessidade de diminuir o didmetro dos “discos” de
folhas (de 1 cm para 2,9 mm) apresentou-se como outra vantagem, pois a folha

pdde ser amostrada em seis lugares distintos.
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Com este método foram analisadas trés variedades de Citrus:
Westin; Natal e Valéncia Folha Murcha. Os primeiros experimentos foram
realizados com folhas da variedade Westin. Os espectros resultantes (espectros
16, pagina B-11) apresentaram resolugdes satisfatérias e uma boa
reprodutibilidade entre as triplicatas (espectro A: 6,3 Hz; espectro B: 54 Hz e
espectro C: 6,7 Hz).

Nos experimentos seguintes, realizados com folhas de Citrus das
variedades Natal e Valéncia Folha Murcha, foram constatados problemas no
empacotamento das amostras. Em relacdo as amostras de Citrus da variedade
Natal (espectros 17, pagina B-12), foi possivel realizar apenas dois experimentos
com discos sobrepostos (espectro A: 8,2 Hz e B: 8,4 Hz). No terceiro experimento
nao foi possivel estabilizar o giro da amostra, a folhas tiveram de ser retiradas do
rotor e picadas (espectro C: 7,5 Hz). A reprodutibilidade dos espectros finais foi
considerada satisfatéria.

Os primeiros experimentos realizados com as folhas da variedade
Valéncia Folha Murcha foram realizados com discos de folhas sobrepostos
(espectros 18, pagina B-12). O terceiro experimento teve de ser realizado com a
amostra picada, novamente devido a dificuldades na estabilizagdo do giro da
amostra. Tanto as resolugcdes espectrais, quanto a reprodutibilidade entre as
triplicatas dos espectros resultantes foram consideradas satisfatérias (A: 4,7 Hz e
B: 6,0 Hz, C: 5,8 Hz)

Apesar de ter apresentado resultados satisfatérios inicialmente, este
método ndo se mostrou adequado devido as dificuldades na sobreposicao dos

discos no rotor.

c) preparo da amostra por discos picados.

Na avaliagcdo anterior, a amostragem realizada com seis discos de
2,9 mm de didmetro se mostrou apropriada, entretanto, o empacotamento por
discos inteiros ndo. Devido a isso, o preparo das amostras foi realizado com
discos de 2,9 mm picados.

Com este método foram realizados experimentos em triplicatas das
variedades Hamlim, desconhecida, Péra e Valéncia Lisa. O critério de re-
empacotamento da amostra ou da repeticdo do experimento foi largura do sinal

do padrao, quando esta se mostrou maior que 10 Hz.
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Todos os espectros (espectros 19, pagina B-13) da variedade
Hamlim foram obtidos com resolugdes satisfatérias (A: 3,5 Hz; B: 4,3 Hz; C: 6,0
Hz), sem a necessidade de re-empacotar ou refazer as amostras. Entretanto, a
reprodutibilidade da relacdo sinal/ruido para esta triplicata foi menor que as
demais. Ja os espectros de Citrus da variedade desconhecida (espectros 20,
pagina B-13), apresentaram ambas, resolug¢des (A: 4,3 Hz; B: 4,5 Hz e C: 3,7 Hz)
e reprodutibilidade satisfatorias.

Em relagcdo as amostras da variedade Péra (espectros 21, pagina B-
15) e Valéncia Folha Lisa (espectros 21, pagina B-14) alguns experimentos
tiveram que ser refeitos para obter as resolugbes necessarias (A: 9,8; B: 6,5 Hz;
C:7,1Hze A: 8,6; B: 5,4 Hz e C: 8,0, respectivamente). A reprodutibilidade dos
espectros foi considerada satisfatoria das duas triplicatas.

Ao final desta etapa, foi possivel obter espectros em triplicata,
obtidos de trés folhas distintas para cada variedade de Citrus. Os experimentos
foram realizados em condi¢des otimizadas, ou seja, com o giro constante e com o
controle adequado da resolugdo dos espectros. Desta forma, os resultados foram
mais confiaveis. Entretanto, ndo foi encontrado um método ideal de preparo de
amostra, ou seja, em que: a) um empacotamento adequado da amostra fosse
obtido facilmente; b) que propiciasse resolugao e relagdes sinal/ruido satisfatorias
e reprodutiveis; c) cuja amostragem representasse toda a folha e d) que né&o
alterasse os sinais. Dentre os métodos avaliados, o ultimo se mostrou mais
adequado, pois tornou possivel aumentar a representatividade da amostragem e
obter espectros com resolugao e relacao sinal/ruido satisfatérias.

Comparando-se visualmente as triplicatas de todas as variedades,
nao sao observados, a olho nu, padrdes de sinais caracteristicos para cada

variedade.

9.4. Tratamento Quimiométrico dos Dados de RMN de 'H CPMG

HR-MAS de Seis Variedades de Citrus sinensis

Neste trabalho os dados espectroscopicos obtidos para as seis
variedades de Citrus sinensis foram submetidos a um tratamento quimiométrico,
utilizando o software Amix-Viewer (versao 3.1), visando a busca de padrdes de

sinais caracteristicos para cada variedade.
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9.4.1. Analise Exploratoria dos Dados

A anadlise exploratéria dos dados foi realizada através da técnica de
Analise dos Componentes principais (PCA). Os dados dos espectros obtidos de
uma unica folhas e de trés folhas distintas foram organizados em uma unica
matriz, composta por 36 espectros (2 tipos de medidas x 3 replicatas x 6
variedades).

No programa Amix-Viewer as variaveis sao formadas por buckets,
que abrangem um determinado conjunto de pontos de dados integrados, cuja
largura € ajustavel pelo operador. Neste trabalho foram empregados buckets com
largura de 0,04 ppm. Utilizou-se a soma das intensidades dos sinais como modo
de integragdo e a intensidade total do espectro como modo de escalamento (o
valor da integral de cada bucket foi dividido pela somatdria das integrais de todos
0s buckets).

Nos graficos de escores as amostras correspondem aos espectros,
sendo denominadas pelas letras iniciais e numeros de 1 a 6, que correspondem
as triplicatas da primeira e da segunda fase do trabalho, respectivamente. Alguns
experimentos foram repetidos e apresentam uma numeragao superior.

Os espectros foram analisados em trés regides distintas:
selecionando-se toda a regidao de sinais (de 6 0,5 a 5,6 ppm), apenas a regido
alifatica (de 6 0,5 a 3,0 ppm) e apenas a regido dos agucares (de ¢ 3,0 a 5,6
ppm). A regido de 64,75 a 5,4 ppm, que contém resquicios de sinal da agua, ndo
foi incluida nos calculos. A analise de componentes principais indicou, através do
grafico de escores de PC1 versus PC2 (grafico 1, pagina C-1), a regido de 63,0 a
5,6 ppm como a que possibilita um melhor agrupamento entre as amostras, ainda
que os grupos estejam parcialmente sobrepostos.

A analise exploratéria dos dados tornou possivel constatar que os
espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS obtidos de folhas de Citrus contém
informagdes suficientes para agrupar as amostras de uma mesma variedade,
sendo a regidao de ¢ 3,0 a 5,6 ppm a mais relevante para este agrupamento.
Entretanto, através da andlise nao foi possivel selecionar uma regido espectral
capaz de agrupar todas as amostras de uma mesma variedade de Citrus e

distingui-las das demais nos graficos de escores.
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9.4.2. Construgdo de um Modelo de Classificagao

Para que a classificacdo possa ser realizada € necessario que um
conjunto de espectros descreva um estado bem definido, sendo assim utilizado
como um modelo supervisionado para que outros espectros possam ser testados
quanto pertencerem ao modelo ou ndo, sendo assim classificados. Isso implica
que um ou mais modelos de PCA tenham sido construidos e que agora possam
ser usados para calcular em qual extensao um novo espectro pode pertencer a
um ou outro modelo®.

No programa de quimiometria utilizado, a classificacdo é baseada
nos mesmos parametros e tabela de buckets usada para a analise de PCA%,
sendo que a amostra pode ser encaixada em quatro possiveis resultados: 1)
dentro do modelo (se ajusta bem dentro do modelo); 2) fora do elipsdide de
confianga (préxima a margem de 95% de confianga), 3) significativamente fora do
espaco do modelo (logo apds a linha de 95% de confianga) ou 4) totalmente fora
do modelo.

O conjunto de dados resultante da analise de PCA foi empregado
como modelo de classificagdo com o objetivo de classificar as amostras de folha
de Citrus de variedade desconhecida. Uma vez que na versao atual do programa
Amix® pode-se usar somente um modelo por vez para a classificagdo, foram
construidos seis modelos, um para cada variedade. Os espectros da variedade
desconhecida foram entdo submetidos aos modelos de classificagéo.

Como resultado da analise, os espectros se ajustaram dentro do
modelo (resultado 1) em todas as analises, indicando que o conjunto de dados
utilizado nao foi capazes de distinguir suficientemente as caracteristicas das
variedades de Citrus para serem empregados como modelo.

Ao final do estudo da potencialidade da técnica HR-MAS quanto a
distincdo de variedades de Citrus sinensis foi constatado que: a) a analise visual
dos espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS de folhas de Citrus sinensis nao
possibilita distinguir entre variedades distintas destes Citrus; b) a analise
quimiométrica destes dados é capaz de identificar regides espectrais
caracteristicas entre espectros de uma mesma variedade e c) o agrupamento
entre espectros da mesma classe e a distingdo entre as classes (amostras de
uma mesma variedade) é ainda insuficiente para que os dados obtidos possam

ser empregados como um modelo de classificagao.
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Apesar da anadlise quimiométrica ter permitido um maior refinamento
na pesquisa por finger prints nos espectros analisados, os resultados indicaram
que os espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS obtidos ndo fornecem
informagdes suficientes para distinguir entre variedades distintas de Citrus

sinensis.

9.5. Obtencdo de espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS em
folhas de Citrus sinensis, Citrus limonea e Citrus sinensis pé

franco

Esta etapa do trabalho visa confirmar os resultados obtidos
anteriormente para no estudo de folhas Citrus sinensis, Citrus limonea e Citrus
sinensis pé franco (ou seja, Citrus sinensis enxertado em Citrus limonea) através
da obtencdo de um numero maior de experimentos e de um tratamento

quimiométrico dos dados obtidos.

9.5.1. Obtencdo de espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS

otimizados

Nesta etapa do trabalho foram obtidas duas triplicatas de espectros
de RMN de 'H HR-MAS para cada Citrus, j4 nas condicdes experimentais
otimizadas. A primeira triplicata foi obtida de trés folhas distintas de cada Citrus e
a segunda de seis. Na primeira triplicata cada amostra foi preparada com seis
discos (de 2,9 mm de didmetro) de folhas, que foram retirados de uma mesma
folha e em seguida picados.

Os espectros resultantes (espectros 23 a 25, paginas B-15 e B-16)
obtiveram resolucgdes satisfatoérias para os trés Citrus; sinensis (A: 7,8 Hz; B: 7,3
Hz e C: 4,5 Hz), limonea (A: 5,0 Hz; B: 5,8 Hz e C: 4,7 Hz) e sinensis pé franco
(A: 6,2 Hz; B: 7,9 Hz e C: 6,7 Hz). A reprodutibilidade das triplicatas em relagéo as
intensidades dos sinais foi menor que a observada anteriormente. Isto é
compativel com o fato que, ao invés de uma, trés folhas distintas foram
amostradas. Apesar disto, as triplicatas mantiveram o mesmo padrao de sinais.

Na segunda triplicata a amostragem foi realizada em seis folhas
distintas para cada Citrus. Para que a amostragem fosse mais representativa

todas as folhas foram picadas individualmente, sendo 1/8 de cada folha
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reservada. Todo o material reservado foi reunido e trés aliquotas, de 13 mg cada,
foram retiradas e empregadas como amostras.

Os espectros (espectros 26 a 28, paginas B-17 a B-18) das
triplicatas de seis folhas de Citrus sinensis (A: 4,5 Hz; B: 6,7Hz e C: 4,9 Hz), de
Citrus limonea (A: 5,6 Hz; B: 5,0 Hz e C: 3,9 Hz) e de Citrus sinensis pé franco
obtiveram resolugbes satisfatorias (A: 4,8 Hz; B: 7,8 Hz e C: 6,7 Hz).

A reproducgao da intensidade dos sinais obtida para as trés triplicatas
foi menor que para as ftriplicatas anteriores. O que pode ter sido ocasionado pela
maior representatividade da amostragem (uma vez que a aliquota foi retirada de
seis folhas) e ao tamanho das particulas de folhas. Provavelmente, se as folhas

estivessem moidas a reprodutibilidade entre as triplicatas seria maior.

9.6. Analise Exploratéria de Espectros de RMN de 'H CPMG HR-
MAS de folhas de Citrus sinensis, Citrus limonea e Citrus

sinensis pé franco

Como a analise exploratoria de dados pode evidenciar eventuais
regides espectrais em comum entre Citrus limonea e Citrus sinensis pé franco
espectros, que nao tenha sido observada pela analise visual, os dados
espectroscopicos obtidos no estudo anterior foram submetidos a uma analise de
PCA e de HCA.

As triplicatas dos espectros foram organizadas em uma unica matriz,
contendo 16 K pontos reais cada. No programa de quimiometria utilizado
(Pirouette), o numero de pontos empregados no processamento do espectro
corresponde ao numero de variaveis. Apds a remogao das regides de ruidos, a
matriz de dados original se tornou uma matriz de 28 x 920, contendo 920
variaveis (pontos de dados) e 28 amostras (espectros). Para que todos os sinais
espectrais tivessem o mesmo peso, independente da area do sinal, todos os
espectros foram auto-escalados.

Apesar do reduzido numero de pontos utilizado no processamento,
no grafico das variaveis versus matriz X reconstruida (grafico 2, pagina C-1), pode
ser observado claramente que o numero de pontos empregados foi suficiente

para representar corretamente todos os sinais dos espectros.
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A anadlise exploratdria foi realizada inicialmente com a analise de
PCA. Nos graficos resultantes, as amostras de Citrus sinensis, Citrus limonea e
Citrus sinensis pé franco, estdo denominadas como lasem, liméo e laenx. Os
numeros que acompanham os nomes correspondem, em ordem crescente, as
triplicatas da primeira, segunda e terceira fase do trabalho. A classe larsem
(Citros sinensis) apresenta dez amostras porque a analise exploratoria também foi
utilizada para evidenciar, dentre dois espetros aparentemente anédmalos, qual se
comporta como outlier .

O primeiro processamento foi realizado com os dados totais (toda a
matriz X). O grafico de escores de PC1 versus PC4 resultante (grafico 3, pagina
C-2) resultou em um bom agrupamento das amostras de Citrus limonea, Citrus
sinensis pé franco e Citrus sinensis. Ou seja, empregando-se todas as variaveis,
as regides espectrais, foi possivel distinguir os trés grupos de Citrus.

Por esta simples analise pode-se observar que espectros de RMN
de "H de HR-MAS de folhas de Citrus limonea, Citrus sinensis pé franco e Citrus
sinensis fornecem com informagbes suficientes para distingui-los entre si.
Entretanto, para que os sinais, ou grupo de sinais, responsaveis por esta
caracteristica sejam evidenciados é necessario fazer uma seleg¢ao de variaveis.

No programa utilizado, esta analise pode ser realizada empregando-
se graficos especificos que indicam a importancia de cada variavel, como os
graficos de poder de modelagem e de pesos. No grafico de pesos as variaveis
estdo dispostas segundo seu peso para a formagao dos componentes principais,
se a variavel nao é importante seu peso € préximo a zero, portanto ela também
pode ser excluida. O grafico de poder de modelagem qualifica as variaveis
segundo sua capacidade de modelar os grupos, as que tem baixo poder de
modelagem se localizam perto de zero e pouco contribuem. Por isso, elas podem
ser excluidas sem prejudicar a analise.

A selegdo de variaveis foi inicialmente realizada pelo grafico de
poder de modelagem, em que as variaveis de poder menor (de 0 a 0,5) foram
excluidas (grafico 4, pagina C-2). Uma segunda selegao de variaveis foi realizada
empregando-se o grafico de pesos dos componentes principais PC2 e PC3,em
que as variaveis com pesos proximos a zero foram excluidas (grafico 5, pagina C-
3).
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E esperado que, apés a eliminacdo das variaveis de menor
contribuicdo, uma nova analise de PCA resulte em um agrupamento melhor entre
as amostras e que apenas as variaveis importantes para este agrupamento
permanecam. Este comportamento foi observado para o espectro de escores
(grafico 6, pagina C-3) resultante apds a selegcao de variaveis. Além de estarem
mais agrupados, a quantidade de informacdo sobre os dados originais se
concentrou nos primeiros PCs, representando, com apenas trés componentes
principais, aproximadamente a mesma porcentagem de informacéo anteriormente
representada por quatro componentes.

Muitas vezes a analise de componentes principais também evidéncia
amostras com comportamento anémalo; as amostras outliers, que prejudicam o
agrupamento das demais amostras. Se a amostra for realmente uma outlier, ao
ser retirada do conjunto de dados o agrupamento das demais amostras se tornara
melhor.

No grafico de escores obtido apds selecdo de variaveis (grafico 6,
pagina C-3) a amostra larsem4 parece se comportar como uma outlier, por isso
ela foi retirada do conjunto de dados e a anadlise de PCA foi refeita. O novo
conjunto forneceu um grafico de escores de PC1 versus PC3 com um excelente
agrupamento entre as classes de Citrus (grafico 7, pagina C-4).

Ao ser submetida a uma anadlise hierarquica de agrupamentos
(HCA), a matriz de dados ofereceu o agrupamento correto para todas as amostras
(grafico 8, pagina C-4), o que corrobora com os resultados obtidos com o PCA.

As regides espectrais que mais contribuiram para o agrupamento
entre as amostras sdo as regides amarelas, nos graficos 9 e 10 (pagina C-5), que
representam o index de variaveis versus resposta. Nos espectros de hidrogénio
estas regides correspondem as regides de 64,5 a 4,8 ppm e de 61,3 a 0,65 ppm.

Ao final do estudo da potencialidade da técnica HR-MAS como uma
ferramenta para direcionar ou auxiliar o estudo fitoquimico classico na busca de
substancias de defesa, foi constatado que: a) na analise visual dos espectros
podem ser observadas regides espectrais caracteristicas nos trés Citrus, b) a
analise quimiomeétrica confirma a presenca e identifica as regides espectrais
responsaveis pelo agrupamento de amostras de Citrus limonea, de Citrus sinensis
e de Citrus sinensis pé franco; c) os espectros de RMN de '"H CPMG HR-MAS das

folhas dos Citrus analisados ndo contém informagdes que possam indicar a
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presenca de substancias de defesa em comum entre Citrus limonea e Citrus
sinensis pé franco; d) tanto nos graficos de HCA, quanto nos de PCA, o
agrupamento nao evidenciou alguma relagdo de similaridade entre as amostras

de Citrus limonea e de Citrus sinensis pé franco.

9.7. Estudo de Substancias de Defesa em Folhas de Citrus spp

O dultimo estudo da aplicacdo da técnica HR-MAS em folhas de
Citrus teve como objetivo analisar a presenca de substancias de defesas em
folhas de Citrus spp sob o ataque de pulgbdes do género Toxoptera citricidus. Este
estudo foi realizado em duas etapas, na primeira foram obtidos espectros de RMN
de "H HR-MAS de diferentes folhas do espécime de Citrus spp sob o ataque de
pragas, na segunda foram realizados experimentos de HR-MAS bidimensionais
em uma unica folha sob o ataque dos pulgdes.

O primeiro experimento foi realizado em uma folha jovem que estava
sendo atacada por pulgdes. No espectro resultante (espectros 29, pagina B-19)
foi verificada a presenca de sinais mais intensos nas regides aromaticas (de 66,5
a 7,5 ppm) e alifaticas (de ¢ 2,0 a 3,5 ppm), 0 que sugeriu a presenca de
substancias atuando como agentes de defesa da planta. Para confirmar esta
possibilidade foi realizado um estudo comparativo entre folhas do mesmo
espécime de Citrus spp. Para isso foram obtidos espectros de RMN de 'H HR-
MAS de uma folha jovem e sadia, de uma folha jovem anteriormente atacada por
pulgbes e de uma folha velha e sadia. Os espectros foram entdo comparados com
o obtido para a folha jovem sob o ataque dos pulgdes (espectro 29, pagina B-19).

O estudo comparativo confirmou que os dubletos localizados em &
6,91 e 7,31 ppm e os singletos em 6 2,78, 3,11, 3,20, 3,27 e 3,30 e 3,37 ppm
estdo presentes em todas as folhas analisadas, entretanto, sédo significativamente
mais intensos apenas na folha jovem sob o momento do ataque de pragas
(espectro 30, pagina C-20). Isso sugere que estes sinais pertengam a uma ou
mais substancias produzidas pela planta como meio de defesa e que nao esteja
sendo apenas inoculadas pela praga no momento do ataque.

Este resultado pd6de ser confirmado aproximadamente um ano apds,
quando o mesmo espécime de Citrus spp estava sob um novo ataque de pulgdes
do género Toxoptera citricidus. O espectro resultante apresentou os mesmos

sinais caracteristicos observados na primeira folha analisada (espectros 31 e 32,
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paginas B-21 e B-22). Uma vez que foram observados em folhas e em épocas
distintas, o resultado corrobora com a hipotese de que os sinais intensificados
pertengcam a uma ou mais substancias de defesa da planta. Na tentativa de
identificar tal(is) substancias, foram também realizados experimentos de COSY
(espectro 33, pagina B-23), HSQC (espectro 34, pagina B-24) e HMBC (espectro
35, pagina B-25) HR-MAS. Em relagdo aos sinais de interesse, os espectros de

forneceram as correlagdes relatadas na tabela 6:

Tabela 6. Valores de deslocamento quimico e de correlagbes de "J
'H-"H e "J "H-"3C de espectros de RMN HR-MAS obtidos de uma folha de Citrus

spp sob o ataque de pragas

'HCPMG COSY HSQC HMBC
oppm; J Hz oppm oppm

7,31 6,9 (8,0) 130,9 144,1;115,9
6,93 7,3 (8,0) 118,1 119,5
3,37 - 51,9 -
3,30 - 55,2 64,6; 34,1; 55,5
3,26 - 56,8 -
3,20 - 56,7 42,2; 55,5
3,11 - 47,9 40,4; 64,7, 55,5
2,78 - 35,2 427

Os espectros de RMN de "H CPMG HR-MAS realizados nas folhas
sob o ataque de pragas indicaram a presencga de sinais mais intensos na regido
aromatica e na regiao alifatica do espectro, indicando o aumento da concentragéo
de uma ou mais substancias. Entretanto, no espectro de HMBC (espectro 35,
pagina B-25) ndo foram observadas correlagées entre as regides aromaticas e
alifaticas que sugerissem que o0s sinais possam pertencer a uma mesma
substancia.

O acoplamento em orto (8,0 Hz) dos dois dubletos da regiao
aromatica pode pertencer a uma molécula contendo um anel aromatico
disubstituido nas posi¢cdes para, ou tetra substituido, em que dois hidrogénios
guardam a posi¢cao orto entre si. No entanto, a presenga de apenas duas

correlagdes mais intensas do espectro de HMBC (em 6 144,1 e 119,5 ppm), que
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sao caracteristicas de acoplamentos em meta, sugere um sistema aromatico
simetricamente disubtituido.

Tais correlagbes sugerem ainda que o sistema aromatico possua os
grupamentos amino e carboxilato guardando a posigéo para entre si'®'(figura 9.4),
uma vez que a correlacdo em 6 144,1 ppm € compativel com os efeitos de
desprotecdo causados por um grupamento amino ligado diretamente a um
carbono aromatico e por um grupamento carboxilato ligado na posicdo para a
este. Da mesma forma, a correlagdo em 6 119 ppm é compativel com valores de
carbonos aromaticos desprotegidos por um grupo carboxilato ligado diretamente e

protegidos por um grupo amino ligado na posi¢ao para.

51,57
OR
0 _OCH; O
167,20
119,34 19,5
131,51 130,9
113,69 118,1
151,02 144,1
NH, NR,
a) b)

Figura 9.4 — Estruturas do éster p-aminobenzoico (a) e de um

composto derivado (b) e valores de & "°C da literatura (a) e experimentais (b)

As informacgdes retiradas dos experimentos na regido alifatica néao
permitiram propor uma estrutura condizente com os sinais intensificados da regiao
alifatica, apenas sugerir a presenca de alguns grupos funcionais:

a) os sinais de RMN de 'H CPMG HR-MAS intensificados na regido
de 63,11 a 3,37 ppm correlacionam-se diretamente ('J 'H-"C) com sinais de "*C
na regido de 6 51,9 a 56,8 ppm, o que é compativel com a presenga de metoxilas

alifaticas e/ou de carbonos metinicos ligados & aminas'"’

. As correlacgdes de "J H-
3C observadas no experimento de HMBC nesta mesma regido indicam a possivel
presenga de carbonos quaternarios ligados a hidroxilas (6 64,6 ppm), a aminas
substituidas ou a nitrogénios de amidas (0 55,5 ppm), a carbonilas ou carboxilas
(042,2 ppm) e a carbonos totalmente substituidos (6 34,1 ppm).

b) o sinal de RMN de 'H CPMG HR-MAS mais protegido, em & 2,78
ppm, correlaciona-se diretamente ('J "H-"°C) com um sinal em &§ 35,2 ppm e a

longa distancia ("J 'H-"C) com um sinal em &§ 42,7 ppm. Tais correlagdes
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sugerem a presencga de carbonos metilicos ou metilénicos ligados a nitrogénio de
amidas correlacionando-se a distdncia com um carbono quaternario ligado a
carbonilas ou carboxila'".

Apesar de néo ter sido possivel atribuir os sinais da(s) substancia(s)
produzidas em maior quantidade em folhas jovens de Citrus spp sob o ataque de
pulgdes (devido a necessidade de um numero maior de informagdes espectrais),
este trabalho demonstrou que a técnica é capaz de evidenciar um fenédmeno
puntual que ocorre em folhas de Cifrus. Uma vez que este tipo de “reacdo” da
planta dificilmente podera ser observado por um estudo tradicional (de extragcéo e
isolamento), a técnica evidencia-se como uma ferramenta exclusiva para este
estudo e em estudos analogos.

Além disso, o trabalho também demonstrou que € possivel obter
espectros de COSY, HSQC e HMBC de amostras semi-sélidas com resolugdes
satisfatorias, ou seja, préximas as obtidas para RMN de liquidos. Deve ser ainda
considerado que os experimentos apresentados podem ser otimizados (por
exemplo, pelo emprego de sequéncias de pulsos que eliminem melhor o sinal da
agua ou de folhas com um menor teor de agua), fornecendo espectros com um

numero maior de correlacgdes.
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10. CONCLUSOES

O trabalho evidenciou que a técnica HR-MAS pode ser empregada
como uma ferramenta para a analise direta de folhas de Citrus, tanto em estudos
comparativos, quanto na identificacdo de substancias.

A técnica foi capaz de fornecer espectros de RMN de 'H com
informacdes suficientes para distinguir entre folhas de duas espécies de Citrus
(Citrus sinensis e Citrus limonea) e entre Citrus de uma mesma espécie com
formas de plantios diferenciadas (Citrus sinensis e Citrus sinensis pé franco).

Quando aplicada em folhas de Citrus spp sob o ataque de pulgdes
do género Toxoptera citricidus a técnica possibilitou evidenciar a presencga de
uma ou mais substancias produzidas em resposta e no momento do ataque,
fornecendo indicios das substancias em questéo, através de experimentos de HR-
MAS 1D e 2D.

A técnica HR-MAS s6 nao se mostrou uma ferramenta eficaz na
diferenciagao inequivoca entre variedades de Citrus sinensis, ainda que auxiliada

por uma analise quimiométrica.
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ESPECTRO 1 - Espectro de RMN de 'H (SFO1 = 400,13 MHz) do

composto 1 (xantiletina)

O espectro foi obtido empregando-se o programa de pulso ZG, com
largura espectral em F, de 3360,21 Hz, tempo de aquisicdo de 9,8 s, tempo de
reciclagem de 0,1 s e durag&o do pulso de rf (90°) de 8,3 ps. Foram acumulados 8

FIDs e empregados CDCIl3; como solvente e TMS como referéncia interna.
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ESPECTRO 2 - Espectro de RMN de 'H (SFO1 = 400,13 MHz) do
composto 2 (limonina)

O espectro foi obtido empregando-se o programa de pulso ZG, com
largura espectral em F, de 3360,21Hz, tempo de aquisicdo de 9,8 s, tempo de
reciclagem de 0,1 s, duragéo do pulso de rf (90°) de 8,3 ps. Foram acumulados 8

FIDs e empregados CDCI3; como solvente e TMS como referéncia interna.
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ESPECTRO 3 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padrao obtido a temperatura de 303 K

O espectro foi obtido a temperatura de 303 K, empregando-se o
programa de pulso LEDBPGS2S, com largura espectral em F, de 4280 Hz, tempo
de aquisicdo de 7,6 s, tempo de reciclagem de 1,5 s, duragdo do pulso de rf (90°)
de 8,3 us e de gradiente de 1 ms. Foram acumulados 8 FIDs e realizados 32
experimentos no eixo F.

Os demais parametros foram ajustados como: pulso para destruir as
magnetizagdes remanescentes nas dimensdes xy (spoil) de 2 ms, intervalo apés a
aplicagao dos pulsos de gradiente de 1,5 ms, tempo de difusdo de 50 ms, tempo
para a dissipagao das correntes de vortice de 5 ms e rampa do gradiente de 2 a
45%. Foram empregados CDCI; como solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com o macro ILT, empregando-se 64

K pontos em F; e 32 em F.
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ESPECTRO 4 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padrdo com a melhor resolugdo obtida na implementagao da técnica

O espectro foi obtido a temperatura de 298 K, empregando-se o
programa de pulso LEDBPGS2S, com largura espectral em F, de 4280 Hz, tempo
de aquisigao de 7,6 s, tempo de reciclagem de 1,5 s, duragao dos pulsos de rf
(90°) de 8,3 us e de gradiente de 1 ms. Foram acumulados 8 FIDs e realizados 32
experimentos no eixo F.

Os demais parametros foram ajustados como se segue: pulso para
destruir as magnetizacbes remanescentes nas dimensdes xy (spoil) de 2 ms,
intervalo apds a aplicagao dos pulsos de gradiente de 1,5 ms, tempo de difusao
de 50 ms, tempo para dissipacao das correntes de vortice de 5 ms e rampa do
gradiente de 2 a 95%. Foram empregados CDCI; como solvente e TMS como
referéncia interna

O processamento foi realizado com o macro ILT, empregando-se 64

K pontos em F; e 32 em F.
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ESPECTRO 5 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padrao obtido apds a etapa de otimizagao dos experimentos

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3360,21 Hz, tempo de aquisi¢ao de
9,8 s, tempo de reciclagem de 11 s, tempo de aplicagdo do pulso de rf (90°) de
6,9 us e de gradiente de 1,8 ms. Foram acumulados 16 FIDs e realizados 32
experimentos no eixo F4, sendo empregados CDCI; como solvente e TMS como
referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 32 no

eixo F.
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ESPECTRO 6 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) de

um extrato hexanico pré-purificado de folhas de Esenbeckia febrifuga

O espectro foi obtido empregando-se o programa de pulso
LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 4032.26 Hz, tempo de aquisigao de
8,1 s, tempo de reciclagem de 2,8 s, duragéo do pulso de rf (90°) de 10 us e de
gradiente de 1,8 ms. Foram acumulados 8 FIDs e realizados 16 experimentos no
eixo F4, sendo empregados CDCI3; como solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 16 no

eixo F.
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ESPECTRO 7 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padrao realizada com 10 experimentos no eixo F4

O espectro foi obtido empregando-se o programa de pulso
LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3360,21 Hz, tempo de aquisigao de
9,8 s, tempo de reciclagem de 6,2 s, duragdo do pulso de rf (90°) de 6,9 us e de
gradiente de 1,8 ms. Foram acumulados 8 FIDs e realizados 10 experimentos no
eixo F4, sendo empregados CDCI3; como solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 16 no

eixo Fq.
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ESPECTRO 8. Espectro de RMN de COSY ('H, SFO1 = 400,13 MHz )

da mistura padrao

O espectro foi obtido empregando-se o programa de pulso
COSYGS, com 2 K pontos digitalizados em F», largura espectral em F, e F; de
3360,21 Hz, tempo de aquisi¢éo de 0,61 s, tempo de reciclagem de 1,5 s, duragao
do pulso de rf (90°) de 6,9 us e de gradiente de 1 ms. Foram acumulados 8 FIDs e
realizados 64 experimentos no eixo F1, sendo empregados CDClI; como solvente e
TMS como referéncia interna.

No processamento foram utilizados 2 K pontos em F, e Fi e
empregada a fungao de apodizagao seno-sino, com Ib de 1 para o eixo F, e Ib de

0,3 e gb de 0,1 para o eixo F.
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ESPECTRO 9 - Espectro de RMN de COSY ('H, SFO1 = 400,13 MHz)
do composto1 (xantiletina) extraido de um experimento de DOSY-COSY (corte

14), com projecgao interna.

O espectro foi obtido empregando-se o programa de pulso
LEDBPGPCO2S3D, com 2 K pontos digitalizados em F3, largura espectral em F3
e em F; de 3360,21 Hz, tempo de aquisicdo de 0,61 s, tempo de reciclagem de
6,1 s, duragéo dos pulsos de rf (90°) de 6,9 us e de gradiente de 1,8 ms. Foram
acumulados 8 FIDs e realizados 10 e 64 experimentos para os eixos F, e Fq,
respectivamente. Foram utilizados CDCI; como solvente e TMS como referéncia
interna.

No processamento foram utilizados 2 K, 16 e 2 K pontos em F3, Fo e
F1, respectivamente, sendo empregada a fungao de apodizagédo seno-sino, com |b

de 1 para o eixo F; e Ib de 0,3 e gb de 0,1 para o eixo F.
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ESPECTROS 10 — Espectros de RMN de COSY ('H, SFO1 = 400,13
MHz) do composto 2 (limonina) extraido do experimento DOSY-COSY (corte 9);

a) regiao total, b) expansao da regido de 63,3 a 1,7 ppm, com projecéo interna.
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ESPECTRO 11 - Espectro de RMN de COSY ('H, SFO1 = 400,13 MHz

) de um extrato hexanico pré-purificado de folhas de Esenbeckia febrifuga

O espectro foi obtido empregando-se o programa de pulso
COSYGS, com 2 K pontos digitalizados em F», largura espectral em F, e F; de
4032,26 Hz, tempo de aquisi¢do de 0,51 s, tempo de reciclagem de 1 s, duragao
do pulso de rf (90°) de 10 us e de gradiente de 1 ms. Foram acumulados 16 FIDs
e realizados 64 experimentos no eixo F4, sendo empregados CDCI; como solvente
e TMS como referéncia interna.

No processamento foram utilizados 2 K pontos em F, e Fi e
empregada a funcdo de apodizagdo seno-sino, com Ib de 1 para o eixo F, e Ib de

0,3 e gb de 0,1 para o eixo F.
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ESPECTRO 12 - Espectro de RMN de COSY ('H, SFO1 = 400,13 MHz)
do composto 3 (aurapteno) extraido do experimento DOSY-COSY (corte 18), com

projecao interna.

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
LEDBPGPCO2S3D, com 2 K pontos digitalizados em F3, largura espectral em F3
e em F4 de 4032,26 Hz, tempo de aquisicao de 0,51 s, tempo de reciclagem de
3,9 s, duragdo dos pulsos de rf (90°) de 10 us e de gradiente de 1,8 ms. Foram
acumulados 8 FIDs e realizados 16 e 128 experimentos para os eixos F, e Fq,
respectivamente, sendo utilizados CDCIl; como solvente e TMS como referéncia
interna.

No processamento foram utilizados 2 K, 32 e 2 K pontos em F3, F; €
F1, respectivamente, sendo empregada a fungédo de apodizag&o seno-sino, com |b

de 1 para o eixo F; e Ib de 0,3 e gb de 0,1 para o eixo F.
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ESPECTROS 13 — Espectro de RMN de COSY ('H, SFO1 = 400,13
MHz) de um composto desconhecido extraido do experimento DOSY-COSY

(corte 19); a) regido total e b) expanséo da regido de 60,6 a 3,5 ppm.
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ESPECTRO 14 - Espectro de HSQC ('H SFO1 = 400,13 e '*C SFO2 =
100,52 MHz) da mistura padrao

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
INVETGSSI, com 1 K pontos digitalizados em F, (TDF2), larguras espectrais de
3360,21 Hz em F; e de 18112,17 Hz em F4, de aquisicdo de 0,15 s, tempo de
reciclagem de 1,2 s, tempo de saturacdo do sinal dos hidrogénios ligados ao '?C
de 70 pus, duragéo dos pulsos de rf (90°) de 6,9 us e de gradiente de 1 ms. Foram
acumulados 8 FIDs e realizados 64 e experimentos no eixo Fy. Foram utilizados
CDCI3; como solvente e TMS como referéncia interna.

No processamento foram utilizados 1 K pontos em F, e Fi e
empregada a fungédo de apodizagdo seno-sino elevado ao quadrado, com fator de

deslocamento de 3 para ambos os eixos.
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ESPECTRO 15 - Espectro de RMN de HSQC ('H SFO1 = 400,13 e *C
SFO2 = 100,52 MHz) do composto 1 (xantiletina) extraido de um experimento de
DOSY-HSQC (corte 14)

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
LEDBPGPII2S3D, com 1 K pontos digitalizados em F3, larguras espectrais em F3
e em F; de 3360,21 Hz e 18111,7 Hz, respectivamente, tempo de aquisicdo de
0,15 s, tempo de reciclagem de 4,6 s, tempo de saturagdo do sinal dos
hidrogénios ligados ao '°C de 70 ps, duracéo dos pulsos de rf (90°) de 6,9 us e de
gradiente de 1,8 ms. Foram acumulados 8 FIDs e realizados 10 e 64
experimentos para os eixos F, e F4, respectivamente. Foram utilizados CDCl;
como solvente e TMS como referéncia interna.

No processamento foram utilizados 1 K, 32 e 1 K pontos em F3, F; e
Fi1 e respectivamente, sendo empregada a fungdo de apodizagdo seno-sino

elevado ao quadrado, com fator de deslocamento de 3 para os eixos F3z e F;.
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ESPECTRO 16 - Espectro de RMN de HSQC ('H SFO1 = 400,13 e *C
SFO2 = 100,52 MHz) do composto 2 (limonina) extraido de um experimento de
DOSY-HSQC (corte 23)
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ESPECTRO 17 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padrao obtido utilizando-se o programa de pulso PFGSTE

O espectro foi obtido empregando-se uma sonda com 2,5 mm de
didmetro interno, o programa de pulso STEBPGP1S, com largura espectral em F
de 3360,21 Hz, tempo de aquisigao de 9,8 s, tempo de reciclagem de 6,3 s, tempo
de aplicagédo do pulso de rf (90°) de 7,4 us e de gradiente de 2,5 ms. Foram
acumulados 8 FIDs e realizados 16 experimentos no eixo F4, sendo empregados
CDCI3; como solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 16 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 18 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padréo obtido utilizando-se o programa de pulso BPPSTE

O espectro foi obtido empregando-se uma sonda com 2,5 mm de
diametro interno, o programa de pulso STEBPGP1S, com largura espectral em F;
de 3360,21 Hz, tempo de aquisigao de 9,8 s, tempo de reciclagem de 6,3 s, tempo
de aplicagédo do pulso de rf (90°) de 7,4 us e de gradiente de 1,1 ms. Foram
acumulados 8 FIDs e realizados 16 experimentos no eixo F1, sendo empregados
CDCI3; como solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 16 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 19 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da
mistura padréo obtido utilizando-se o programa de pulso PFGLED

O espectro foi obtido empregando-se uma sonda com 2,5 mm de
diametro interno, o programa de pulso LEDGP2S, com largura espectral em F;, de
3360,21 Hz, tempo de aquisicdo de 9,8 s, tempo de reciclagem de 6,3 s, tempo de
aplicacdo do pulso de rf (90°) de 7,4 us e de gradiente de 2,0 ms. Foram
acumulados 8 FIDs e realizados 16 experimentos no eixo F1, sendo empregados
CDCl3 como solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 16 no

eixo F;.
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ESPECTRO 20 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padrao obtido utilizando-se o programa de pulso BPPLED

O espectro foi obtido empregando-se uma sonda com 2,5 mm de
didmetro interno, o programa de pulso LEDBPGP2S, com largura espectral em F
de 3360,21 Hz, tempo de aquisigao de 9,8 s, tempo de reciclagem de 6,3 s, tempo
de aplicagédo do pulso de rf (90°) de 7,4 us e de gradiente de 1,2 ms. Foram
acumulados 8 FIDs e realizados 16 experimentos no eixo F1, sendo empregados
CDCI3; como solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 16 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 21 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da
mistura padréo, realizado a temperatura de 303 K, utilizando-se uma sonda com 5

mm de didmetro interno.

O espectro foi obtido a temperatura de 303 K, empregando-se o
programa de pulso LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3360,21 Hz,
tempo de aquisi¢cao de 9,8 s, tempo de reciclagem de 1 s, tempo de aplicagao dos
pulsos de rf (90°) de 8,3 us e de gradiente de 1,1 ms. Foram acumulados 8 FIDs e
realizados 32 experimentos no eixo F1, sendo empregados CDCI; como solvente e
TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 32 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 22 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHZ)
da mistura padréo, realizado a temperatura de 303 K, utilizando-se uma sonda

com 2,5 mm de didmetro interno

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
LEDBPGP2S, uma sonda com 2,5 mm de diametro interno, com largura espectral
em F, de 3360,21 Hz, tempo de aquisicdo de 9,8 s, tempo de reciclagem de 1 s,
tempo de aplicagdo dos pulsos de rf (90°) de 7,4 us e de gradiente de 1,1 ms.
Foram acumulados 8 FIDs e realizados 32 experimentos no eixo Fq, sendo
empregados CDCI; como solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 32 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 23 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padrao obtido a temperatura ambiente e com fluxo de ar comprimido

O espectro foi obtido a temperatura de 297,4 (+ 0,2) K, empregando-
se o programa de pulso LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3360,21
Hz, tempo de aquisi¢cdo de 9,8 s, tempo de reciclagem de 1 s, tempo de aplicagao
dos pulsos de rf (90°) de 8,5 us e de gradiente de 1,2 ms. Foram acumulados 8
FIDs e realizados 32 experimentos no eixo Fq, sendo empregados CDCI; como
solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 32 no

eixo F;.
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ESPECTRO 24 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padrao obtido a temperatura ambiente e sem fluxo de ar comprimido

O espectro foi obtido a temperatura de 297,5 (+ 0,1) K, empregando-
se o programa de pulso LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3360,21
Hz, tempo de aquisi¢cao de 9,8 s, tempo de reciclagem de 1 s, tempo de aplicagao
dos pulsos de rf (90°) de 8,5 us e de gradiente de 1,2 ms. Foram acumulados 8
FIDs e realizados 32 experimentos no eixo Fq, sendo empregados CDClI; como
solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 32 no

eixo F;.
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ESPECTRO 25 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padrao obtido a temperatura de 303K, com o giro da amostra

O espectro foi obtido a temperatura de 303 K, empregando-se o
programa de pulso LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3360,21 Hz,
tempo de aquisi¢cao de 9,8 s, tempo de reciclagem de 1 s, tempo de aplicagao dos
pulsos de rf (90°) de 8,5 us e de gradiente de 1,2 ms. Foram acumulados 8 FIDs e
realizados 32 experimentos no eixo F4, sendo empregados CDCI; como solvente e
TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 32 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 26 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da
mistura padr&o obtido a temperatura de 303K, sem o giro da amostra.

O espectro foi obtido a temperatura de 303 K, empregando-se o
programa de pulso LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3360,21 Hz,
tempo de aquisi¢cao de 9,8 s, tempo de reciclagem de 1 s, tempo de aplicagao dos
pulsos de rf (90°) de 8,5 us e de gradiente de 1,2 ms. Foram acumulados 8 FIDs e
realizados 32 experimentos no eixo F1, sendo empregados CDCI; como solvente e
TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 32 no

eixo F;.
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ESPECTRO 27 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da
mistura padr&o obtido a temperatura de 298 K, com o giro da amostra

O espectro foi obtido a temperatura de 298 K, empregando-se o
programa de pulso LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3360,21 Hz,
tempo de aquisi¢cao de 9,8 s, tempo de reciclagem de 1 s, tempo de aplicagao dos
pulsos de rf (90°) de 8,5 us e de gradiente de 1,2 ms. Foram acumulados 8 FIDs e
realizados 32 experimentos no eixo F4, sendo empregados CDCI; como solvente e
TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 32 no

eixo F;.
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ESPECTRO 28 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura padréo obtido a temperatura de 298 K, sem o giro da amostra

O espectro foi obtido a temperatura de 298 K, empregando-se o
programa de pulso LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3360,21 Hz,
tempo de aquisi¢cao de 9,8 s, tempo de reciclagem de 1 s, tempo de aplicagao dos
pulsos de rf (90°) de 8,5 us e de gradiente de 1,0 ms. Foram acumulados 8 FIDs e
realizados 32 experimentos no eixo F1, sendo empregados CDCI; como solvente e
TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 32 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 29 - Espectro de RMN de HSQC ('H SFO1 = 400,13 e *C
SFO2 = 100,52 MHz) do composto 1 (xantiletina) extraido de um experimento de
DOSY-HSQC (corte 25)

O espectro foi obtido empregando-se o programa de pulso
LEDBPGPII2S3D, com 1 K pontos digitalizados em F3, larguras espectrais em F3
e em F; de 3360,21 Hz e 18111,7 Hz, respectivamente, tempo de aquisicdo de
0,15 s, tempo de reciclagem de 8,6 s, duragéo dos pulsos de rf (90°) de 8,5 us e
de gradiente de 1,0 ms. Foram acumulados 8 FIDs e realizados 12 e 64
experimentos para os eixos F, e Fy, respectivamente. Foram utilizados CDCl3
como solvente e TMS como referéncia interna.

No processamento foram utilizados 1 K, 32 e 1 K pontos em F3, Fo e
Fi1 e respectivamente, sendo empregada a fungdo de apodizagdo seno-sino

elevado ao quadrado, com fator de deslocamento de 3 para os eixos F; e F;.
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ESPECTRO 30 - Espectro de RMN de HSQC ('H SFO1=400,13 e *C
SF02=100,52 MHz) do composto 1 (xantiletina) extraido de um experimento de
DOSY-HSQC (corte 25)

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
LEDBPGPII2S3D, com 1 K pontos digitalizados em F3, larguras espectrais em F3
e em F; de 3360,21 Hz e 18111,7 Hz, respectivamente, tempo de aquisicdo de
0,15 s, tempo de reciclagem de 4,6 s, tempo de saturagdo do sinal dos
hidrogénios ligados ao "?C de 1 ms, duracgdo dos pulsos de rf (90°) de 8,5 us e de
gradiente de 1,0 ms. Foram acumulados 32 FIDs e realizados 10 e 64
experimentos para os eixos F, e Fy, respectivamente. Foram utilizados CDCl3
como solvente e TMS como referéncia interna.

No processamento foram utilizados 1 K, 32 e 1 K pontos em F3, F; e
Fi1 e respectivamente, sendo empregada a fungdo de apodizagdo seno-sino

elevado ao quadrado, com fator de deslocamento de 3 para os eixos F; e F;.
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ESPECTRO 31 - Espectro de RMN de HSQC ('H SFO1=400,13 e *C
SF02=100,52 MHz) do composto 2 (limonina) extraido de um experimento de
DOSY-HSQC (corte 32). a) regido de 61,0 a 8,0 ppm, 6b) de 62,2 a 3,0 ppm.



Apéndice A A-32

T il

Log (D)

£-9.10
L 9.05
--9.00
L -8.95
L-8.90
L-8.85
L -8.80
L -8.75

--8.70

--8.66

--8.60

--8.56

--8.50
T T T T T T T T T T
55 50 4.5 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

ESPECTRO 32 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura dos esterdides p-sistosterol (4) e estigmasterol (5)

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3238,34 Hz, tempo de aquisigao de
5,1 s, tempo de reciclagem de 2,2 s, tempo de aplicagdo do pulso de rf (90°) de
8,5 us e de gradiente de 1,0 ms. Foram acumulados 8 FIDs e realizados 64
experimentos no eixo F4, sendo empregados CDCI; como solvente e TMS como
referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 64 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 33 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da
mistura dos flavonoides luteolina (6), 3’-o-metil luteolina (7) e 3-0-metoxi-3’-0-metil
luteolina (8), em DMSO-de.

O espectro foi obtido empregando-se uma sonda de 2,5 mm de
didametro interno, o programa de pulso STEBPGP1S19, com largura espectral em
F> de 3980,84 Hz, tempo de aquisicdo de 4,1 s, tempo de reciclagem de 1s,
tempo de aplicagdo do pulso de rf (90°) de 6,8 us e de gradiente de 2,5 ms.
Foram acumulados 8 FIDs e realizados 32 experimentos no eixo Fq, sendo
empregados DMSO-ds como solvente e TMS como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 32 no

eixo F;.
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ESPECTRO 34 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz)
mistura dos flavondides luteolina (6), 3’-o-metil luteolina (7) e 3-o-metoxi-3’-0-metil
luteolina (8), em MeOH-d,

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3955,69 Hz, tempo de aquisigao de
8,3 s, tempo de reciclagem de 0,1 s, tempo de aplicagdo do pulso de rf (90°) de
8,5 us e de gradiente de 1,3 ms. Foram acumulados 16 FIDs e realizados 32
experimentos no eixo Fq, sendo empregados MeOH-ds como solvente e TMS
como referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F, e 32 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 35 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da

mistura dos flavondides taxifolin (9) e um derivado C3-O-glicosilado (10)

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 4708,10 Hz, tempo de aquisigao de
7,0 s, tempo de reciclagem de 0,1 s, tempo de aplicagdo do pulso de rf (90°) de
8,5 us e de gradiente de 2,5 ms. Foram acumulados 32 FIDs e realizados 32
experimentos no eixo Fq, sendo empregados D,O como solvente e TMS como
referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 32 no

eixo Fi.
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ESPECTRO 36 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da
mistura da cumarina linear xantiletina (1), da cumarina angular 5-metoxiseselina
(11) o do éster propanoato de metil-3[2,6-dimetoxi-6’,6’dimetilpirano (2'3’:3,4)-fenil
(12)

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 3698,22 Hz, tempo de aquisigao de
8,9 s, tempo de reciclagem de 1 s, tempo de aplicagdo do pulso de rf (90°) de 8,5
us e de gradiente de 1,2 ms. Foram acumulados 8 FIDs e realizados 64
experimentos no eixo F4, sendo empregados CDCI; como solvente e TMS como
referéncia interna.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 32 no

eixo F;.
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ESPECTROS 37 — Expansdes do espectro de RMN de DOSY (SFO1 =
400,13 MHz) da mistura da cumarina linear xantiletina (1), da cumarina angular 5-
metoxiseselina (11) o do éster propanoato de metil-3[2,6-dimetoxi-
6’,6’dimetilpirano (2'3’:3,4)-fenil (12) a) regido de 6 8,0 a 5,3 a ppm e b) regido de
04,0a1,4 ppm.
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ESPECTROS 38 - Expansdes da regidao de 6 1,4 a 4,0 ppm do espectro
de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz)mistura da cumarina linear xantiletina (1),
da cumarina angular 5-metoxiseselina (11) o do éster propanoato de metil-3[2,6-

dimetoxi-6’,6’dimetilpirano (2'3’:3,4)-fenil (12); a) corte inferior e b) corte superior.
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ESPECTRO 39 - Espectro de RMN de DOSY (SFO1 = 400,13 MHz) da
mistura dos alcaldides bis-5-hydroxinoracronicina (13) e 1,3,5-trihidroxi-2-(3-
metilbut-2-enil)-10-metil-9-acridone (14)

O espectro foi

obtido empregando-se o programa de pulso

LEDBPGP2S, com largura espectral em F, de 7102,27 Hz, tempo de aquisigao de

4,6 s, tempo de reciclagem de 4,1 s, tempo de aplicagdo do pulso de rf (90°) de 9

us e de gradiente de 1,0 ms. Foram acumulados 16 FIDs e realizados 64

experimentos no eixo Fy, sendo empregados acetona-ds como solvente e TMS

como referéncia interna.

eixo F;.

O processamento foi realizado com 32 K pontos no eixo F; e 32 no
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ESPECTROS 40 - Expansdes do espectro de RMN de DOSY (SFO1 =
400,13 MHz) da mistura dos compostos bis-5-hydroxinoracronicina (13) e 1,3,5-
trinidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-10-metil-9-acridone (14), a) regido de 6 3,50 a 3,76
ppm e b) regido de 60,2 a 2,0 ppm.
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ESPECTRO 41 - Expanséo do espectro de RMN de DOSY (SFO1 =
400,13 MHz) da mistura dos compostos bis-5-hydroxinoracronicina (13) e 1,3,5-
trihidroxi-2-(3-metilbut-2-enil)-10-metil-9-acridone (14), regido de 66,2 a 8,0 ppm
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ESPECTROS 1 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de uma folha de Citrus sinensis de variedade desconhecida

Os espectros foram obtidos empregando-se a sequéncia de pulso
CPMG com pré-saturagao do sinal da agua (zgpr), com tempo de eco (t) de 1 ms,
150 ciclos (n), poténcia do pulso de pré-saturagédo de 60 dB, largura espectral de
7062,15 Hz, tempo de aquisi¢ao de 2,3 s, tempo de reciclagem de 1,8 s, duragao
do pulso de rf de 12,25 us. Foram acumulados 512 FIDs e empregados D,O como
solvente e TSPA-d4 como referéncia interna.

O processamento foi realizado com zero filling (SI = 32 K) e

multiplicagdo exponencial com fator de alargamento de linha (Ib) de 1 Hz.
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ESPECTROS 2 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de uma folha de Citrus sinensis da variedade Hamlim

ESPECTROS 3 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de uma folha de Citrus sinensis da variedade Natal
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ESPECTROS 4 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de uma folha de Citrus sinensis da variedade Péra

ESPECTROS 5 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de uma folha de Citrus sinensis da variedade Valéncia Folha Lisa
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ESPECTROS 6 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de uma folha de Citrus sinensis da variedade Valéncia Folha Murcha

ESPECTROS 7 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de uma folha de Citrus sinensis da variedade Westin
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b)

ESPECTROS 8 - Expansao da regido de 62,7 a 0,4 ppm de espectros
de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01= 400,13 MHz) de folhas de Citrus sinensis
das variedades: a) Péra, Natal, Hamlim e desconhecida e b) Westin, Valéncia

Folha Murcha, Valéncia Folha Lisa e desconhecida



Apéndice B B-6

Péra

Natal

Hamlim
, i

Peeoinncion WWAM\’\%MM

68 66 64 52 50 48 46 44 42 40 38 36 3.4 3.2 ppm

a)

W&J\MW\WM

Valéncia murcha

Valéncia lisa MWW\_'/‘W\/VA‘MM

%%W%\”w

I I I I I I 1 I I L 1 I Ll 1 1

5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 ppm

ESPECTROS 9 - Expansao da regido de 66,0 a 3,0 ppm de espectros
de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01= 400,13 MHz) de Citrus sinensis das
variedades a) Péra, Natal, Hamlim e desconhecida e b) Westin, Valéncia Folha

Murcha, Valéncia Folha Lisa e desconhecida
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ESPECTROS 10 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de uma folha de Citrus sinensis

Os espectros foram obtidos empregando-se a sequéncia de pulso
CPMG com pré-saturagao do sinal da agua (zgpr), com tempo de eco (t) de 1 ms,
150 ciclos (n), poténcia do pulso de pré-saturagédo de 60 dB, largura espectral de
7062,15 Hz, tempo de aquisi¢cado de 2,3 s, tempo de reciclagem de 1,8 s, duragao
do pulso de rf de 12,25 us. Foram acumulados 512 FIDs e empregados D,O como
solvente e TSPA-d4 como referéncia interna.

O processamento foi realizado com zero filling (SI = 32 K) e

multiplicagdo exponencial com fator de alargamento de linha (Ib) de 1 Hz.
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ESPECTROS 11 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de uma folha de Citrus limonea

ESPECTROS 12 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de uma folha de Citrus sinensis pé franco
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ESPECTROS 13 - Expansdes das regido de a) 66,0 a 3,0 ppm e b) 6

2,7 a 0,4 ppm de espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01= 400,13 MHz)

de folhas de Citrus limonea, Citrus sinensis e Citrus sinensis pé franco
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ESPECTROS 14 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de folhas de Citrus sinensis maceradas em nitrogénio liquido

Os espectros foram obtidos empregando-se a sequéncia de pulso
CPMG com pré-saturagao do sinal da agua (zgpr), com tempo de eco (t) de 1 ms,
150 ciclos (n), poténcia do pulso de pré-saturagéo de 60 dB, largura espectral de
7062,15 Hz, tempo de aquisi¢ao de 2,3 s, tempo de reciclagem de 1,8 s, duragao
do pulso de rf de 12,25 us. Foram acumulados 512 FIDs e empregados D,O como
solvente e TSPA-d4 como referéncia interna.

O processamento foi realizado com zero filling (SI = 32 K) e

multiplicagdo exponencial com fator de alargamento de linha (Ib) de 1 Hz.
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ESPECTROS 15 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de folhas de Citrus sinensis moidas em moinho criogénico

U 0

ESPECTROS 16 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de trés folhas de Citrus sinensis da variedade Westin
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ESPECTROS 17 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SFO1=

400,13 MHz) de trés folhas de Citrus sinensis da variedade Natal

ESPECTROS 18 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de trés folhas de Citrus sinensis da variedade Valéncia Murcha
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ESPECTROS 19 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de trés folhas de Citrus sinensis da variedade Hamlim
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ESPECTROS 20 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de trés folhas de Citrus sinensis de variedade desconhecida



Apéndice B B-14

5

M\\J"ML

T T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 pom

ESPECTROS 21 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de trés folhas de Citrus sinensis da variedade Péra
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ESPECTROS 22 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de trés folhas de Citrus sinensis da variedade Valéncia Lisa




Apéndice B B-15

ESPECTROS 23 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de trés folhas de Citrus sinensis

Os espectros foram obtidos empregando-se a sequéncia de pulso
CPMG com pré-saturagao do sinal da agua (zgpr), com tempo de eco (t) de 1 ms,
150 ciclos (n), poténcia do pulso de pré-saturagéo de 60 dB, largura espectral de
7062,15 Hz, tempo de aquisi¢ao de 2,3 s, tempo de reciclagem de 1,8 s, duragao
do pulso de rf de 12,25 ps. Foram acumulados 512 FIDs e empregados D,O como
solvente e TSPA-d4 como referéncia interna.

O processamento foi realizado com zero filling (SI = 32 K) e

multiplicagdo exponencial com fator de alargamento de linha (Ib) de 1 Hz.
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ESPECTROS 24 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de trés folhas de Citrus limonea
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ESPECTROS 25 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de trés folhas de Citrus sinensis pé franco
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ESPECTROS 26 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de seis folhas de Citrus sinensis

ESPECTROS 27 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de seis folhas de Citrus limonea
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ESPECTROS 28 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=

400,13 MHz) de seis folhas de Citrus sinensis pé franco
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Folha jovem sob ataque

Folha jovem sadia

Folha velha sadia

ESPECTROS 29 - Espectro de RMN de 'H HR-MAS (SF01= 400,13
MHz) de folhas de Citrus spp (coletadas em 17/07/02) jovem sob o ataque de

pulgdes; jovem apos o ataque de pulgdes e folhas jovem e velha sadias

Os espectros foram obtidos empregando-se a sequéncia de pulso
zgpr, poténcia do pulso de pré-saturagéo de 60 dB, largura espectral de 7062,15
Hz, tempo de aquisigdo de 4,64 s, tempo de reciclagem de 1,8 s, duragdo do
pulso de rf de 11,8 us. Foram acumulados (NS) 256 FIDs e empregado D,O como
solvente.

O processamento foi realizado com zero filling (SI = 32 K) e
multiplicagdo exponencial com fator de alargamento de linha de 0,3 Hz.
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Folha jovem sob ataque

Folha jovem apds ataque

Folha jovem sadia

Folha velha sadia

b)
ESPECTROS 30 — Expansdo de espectros de RMN de 'H HR-MAS

(SFO1= 400,13 MHz) de folhas de Citrus spp (coletadas em 17/07/02) jovem sob o
ataque de pulgdes; jovem apods o ataque de pulgdes e folhas jovem e velha

sadias; a) regido de 67,4 a 6,8 ppm e b) regido de 64,5 a 3,0 ppm
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Folha sob o ataque de pulgdes em 27/08/03

Folha sob o ataque de pulgdes em 17/07/02

AU

ESPECTROS 31 - Espectros de RMN de 'H CPMG HR-MAS (SF01=
400,13 MHz) de folhas de Citrus spp jovens sob o ataque de pulgdes e coletadas
dias 17/07/02 e 27/08/03

Os espectros foram obtidos empregando-se a sequéncia de pulso

CPMG com pré-saturagao do sinal da agua (zgpr), com tempo de eco (t) de 1 ms,
150 ciclos (n), poténcia do pulso de pré-saturagéo de 60 dB, largura espectral de
7062,15 Hz, tempo de aquisi¢ao de 2,3 s, tempo de reciclagem de 1,8 s, duragao
do pulso de rf de 11,80 us. Foram acumulados 512 FIDs e empregados D,O como
solvente e TSPA-d4 como referéncia interna.

O processamento foi realizado com zero filling (SI = 32 K) e

multiplicagdo exponencial com fator de alargamento de linha (Ib) de 1 Hz.
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Folha sob o ataque de pulgdes em 27/08/03

Folha sob o ataque de pulgdes em 17/07/02

Folha sob o ataque de pulgbes em 27/08/03

Folha sob o ataque de pulgdes em 17/07/02
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ESPECTROS 32 - Expansao dos espectros de RMN de 'H CPMG HR-

MAS (SF01= 400,13 MHz) de folhas de Citrus spp jovens sob o ataque de

pulgdes e coletadas dias 17/07/02 e 27/08/03; a) regido de 67,40 a 6,80 ppm e b)

regidao de 64,7 a 2,7 ppm
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ESPECTRO 33 - Espectro de RMN de COSY HR-MAS ('H, SFO1 =
400,13 MHz) de folha de Citrus spp jovem sob ataque de pulgdes

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
COSYGPPR, com 2 K pontos digitalizados em F,, largura espectral em F, e F4 de
7062,13 Hz, tempo de aquisicdo de 0,14 s, tempo de reciclagem de 1,8 s,
poténcia do pulso de pré-saturagdo (PL9) de 60 dB, duragéo do pulso de rf (90°)
de 11,80 us e de gradiente de 1 ms. Foram acumulados 8 FIDs e realizados 64
experimentos no eixo Fq, sendo empregados D,O como solvente e TSPA-d4 como
referéncia interna.

No processamento foram utilizados 2 K pontos em F, e Fi e
empregada a fungdo de apodizagao seno-sino, com Ib de 1 para o eixo F, e Ib de

0,3 e gb de 0,1 para o eixo F;.
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a)

ESPECTRO 34 — Expansdes de espectro de RMN de COSY HR-MAS
("H, SFO1 = 400,13 MHz) de folha de Citrus spp jovem sob ataque de pulgdes: a)
regido de 68,2 a 6,4 ppm; b) regido de 65,5a 1,8 ppm
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ESPECTRO 35 - Espectro de RMN de HSQC HR-MAS ('H SFO1 =
400,13 e *C SFO2 = 100,52 MHz) de folha de Citrus spp jovem sob ataque de
pulgdes

O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
INVETGSSI, com 2 K pontos digitalizados em F,, larguras espectrais de 4401,41
Hz em F, e de 18112,17 Hz em F4, tempo de aquisicdo de 0,15 s, tempo de
reciclagem de 1,0 s, tempo de saturacéo do sinal dos hidrogénios ligados ao '“C
de 80 us, duragéo dos pulsos de rf (90°) de 11,80 us e de gradiente de 1 ms.
Foram acumulados 32 FIDs e realizados 300 e experimentos no eixo Fq, sendo
empregados D,O como solvente e TSPA-d4 como referéncia interna.

No processamento foram utilizados 2 K pontos em F, e Fi e
empregada a fungédo de apodizagdo seno-sino elevado ao quadrado, com fator de

deslocamento de 3 para ambos 0s eixos.
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b)
ESPECTRO 36 — Expansoes de espectro de RMN de HSQC HR-MAS

("H SFO1 = 400,13 e "*C SFO2 = 100,52 MHz) de folha de Citrus spp jovem sob
ataque de pulgdes: a) regido de 67,35 a 6,85 ppm; b) regido de 63,40 a 2,68 ppm
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ESPECTRO 37 - Espectro de RMN de HMBC HR-MAS (1H SFO1 =
400,13 e *C SFO2 = 100,52 MHz) de folha de Citrus spp jovem sob ataque de

pulgdes
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O espectro foi obtido empregando-se o0 programa de pulso
INVIAGPLPLRND, com 2 K pontos digitalizados em F,, larguras espectrais de
4401,41 Hz em F, e de 18112,17 Hz em F4, tempo de aquisicdo de 0,15 s, tempo
para evolugdo do acoplamento em longa distancia de 62,5 ms, tempo de
reciclagem de 1,1 s, duragdo dos pulsos de rf (90°) de 11,80 us e de gradiente de
1,0 ms. Foram acumulados 96 FIDs e realizados 300 e experimentos no eixo Fy,
sendo empregados D,O como solvente e TSPA-d4 como referéncia interna.

No processamento foram utilizados 2 K pontos em F, e Fi e
empregada a fungédo de apodizagdo seno-sino elevado ao quadrado, com fator de

deslocamento de 3 para ambos 0s eixos.
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b)

ESPECTRO 38 — Expansbdes do espectro de RMN de HMBC de HR-
MAS ("H SFO1 = 400,13 e *C SFO2 = 100,52 MHz) de folha de Citrus spp jovem
sob ataque de pulgdes: a) regido de 67,50 a 6,75 ppm; b) regido de 63,40 a 2,65
ppm
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Grafico 1 — Grafico de escores de PC1 x PC2 das seis variedades

de Citrus, regiao de 63,0 a 5,6 ppm
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Grafico 2 - Grafico de variaveis versus matriz X reconstruida apés a

normalizacdo dos dados
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Gréfico 3 - Gréfico de escores de PC1 (36,4%) versus PC4 (6,3%,

variancia cumulativa de 75,2%) obtido sem selegao de variaveis.
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Grafico 4 - Grafico do index de variaveis versus poder de

modelagem com variaveis selecionadas de 0 a 0,5
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Grafico 5 - Grafico de pesos de PC2 versus PC3, com selegao das

variaveis com pesos proximos a zero
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Grafico 6 - Grafico de escores de PC1 (47,0%) versus PC3 (12,8%,

variancia cumulativa de 72,5%) obtido apos sele¢ao de variaveis
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Grafico 7 - Grafico de escores de PC1 (48,5%) versus PC3 (10,4%,

variancia cumulativa de 74,7%) obtido sem outlier
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Grafico 8 - Grafico de HCA
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Grafico 9 - Grafico do index de variaveis versus resposta - expansao
da regido da 1° 165° variavel.
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Grafico 10 - Grafico do index de variaveis versus resposta -
expansao da regido da 680° a 860° variavel



