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Resumo

RESUMO

APLICAGCAO DAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS DE RMN E IV E DE
METODOS QUIMIOMETRICOS NA QUIMIOTAXONOMIA DE LIQUENS. O
presente trabalho descreve a analise quimiotaxonbmica de liquens, a partir da
utilizacdo das técnicas espectroscopicas de RMN, HR-MAS e em solugao, e IV
aliadas aos métodos quimiométricos. As analises foram efetuadas empregando-se
um conjunto de onze espécies de liquens, distribuidas em duas familias e seis
géneros. Os espectros de RMN HR-MAS, obtidos a partir do material vegetal intacto,
apresentou, juntamente com a quimiometria, a discriminagdo entre as familias,
géneros e espécies e ainda um percentual de classificagdo muito satisfatério
(70,8%). As substancias analisadas compreendem a classe dos carboidratos de
baixa massa molecular, os polidis. As analises de RMN em solugao,
correspondentes aos extratos brutos, apresentaram a discriminacédo de géneros e
espécies e a classificacdo foi excelente (88,9%). Nessa andlise, a qual os
metabdlitos secundarios de liquens séo avaliados, foi realizada a identificagcdo em
mistura de algumas substancias. A analise por espectroscopia na regido do
infravermelho (IV), obtidas também a partir do material intacto foi destacada pelo seu
excelente poder de classificagcdo de amostras (100% de predicbes corretas), com
discriminagdo entre os géneros e espécies. A aplicagdo comparativa dessas
técnicas espectroscopicas corrobora os resultados obtidos separadamente, e aponta
para uma grande potencialidade do IV em analises quimiotaxonémicas de liquens,
dado a sua rapidez e baixo custo, embora as técnicas de RMN sejam muito atrativas

quando se deseja uma analise minuciosa do perfil espectral.
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Abstract

ABSTRACT

APLICATION OF THE NMR AND IR SPECTROSCOPIC TECHNIQUES AND
CHEMOMETRICS METHODS IN LICHENS CHEMOTAXONOMY. This present work
describes the chemotaxonomic analysis of lichens through the utilization of NMR
spectroscopic techniques, HR-MAS and NMR in solution, and IR allied with
chemometrics methods. This analysis were carried out with eleven species set of
lichens divided in two families and six genera. The HR-MAS NMR spectra together
the chemometric, obtained from intact vegetal material, present the discrimination
between the families, genera and species and the classification percentage was
much satisfactory (70,8%). The analyzed substances include the carbohydrates class
of low molecular-weight, the polyols. The NMR in solution analysis, corresponding to
crude extracts, present the discrimination between genera and species and the
classification was excellent (88,9%). In this analysis, where the secondary
metabolites of lichens are evaluated, was realized the identification of some
substances in mixture. The analysis by infrared spectroscopy (IR), also obtained from
intact material, was detached by the excellent power of samples classification (100%
of correct prediction), with discrimination between genera and species. The
comparative application of this techniques confirm the results obtained separately,
and point for a great potentiality of IR in chemotaxonomic analysis of lichens, due its
quickness and low price, however the NMR techniques are more attractive when

desire the circumstantial analysis of spectral profile.
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1 - INTRODUGAO

1.1 - Os Liquens

Liguens sado associagdes simbidticas compostas por um fungo
(micobionte) e uma ou mais algas (fotobionte), os quais formam uma intima unido
bioldégica (NASH I1I, 1996). O fungo, responsavel pela organizacao do talo liquénico,
constitui cerca de 90-95% em massa do liquen e seus tecidos envolvem
completamente a alga. O fungo beneficia-se dessa associagdo, pois a alga —
responsavel pela fotossintese — satisfaz a sua necessidade de carboidratos para a
respiragdo e crescimento; ja para a alga, a principal vantagem esta na hidratagao
que a liquenizagao |he proporciona, evitando a sua dessecacgao, além também da
protecao contra altas luminosidades (HONDA e VILEGAS, 1998).

Os liguens sédo encontrados nos mais variados habitats e micro-
habitats, dependendo da disponibilidade de fatores fisicos e climaticos que
proporcionem as condicdes necessarias para seu desenvolvimento. A sua
adaptabilidade a condicbes extremas, principalmente de temperatura, € uma
propriedade interessante dos organismos liquénicos tanto que pode ser observada a
sua presengca na Antartida e nos desertos (KAPPEN, 1988; LINDSAY, 1978),
condigdes em que o micobionte e o fotobionte, na forma de organismos livres, nao
existiriam ou seriam muito raros.

Quanto a sua forma de crescimento, os liquens podem ser
classificados, como ilustrado na figura 1.1, em (HALE JR, 1983):

a) Crostosos: possuem aspecto semelhante a crosta e encontram-se

muito aderidos ao substrato;

b) Foliosos: possuem aspecto semelhante a uma folha (estrutura

laminar) e costumam ser muito estendidos; e
c) Fruticosos: possuem talo ramificado, assemelhando-se a um

arbusto.
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Fonte: http://www.ucmp.berkeley.edu/fungi/lichens/lichenmm.html

FIGURA 1.1: Exemplos de liquens com diferentes estruturas morfolégicas: crostosos

(a), foliosos (b) e fruticosos (c).

As substancias quimicas produzidas por liquens sao agrupadas em
metabdlitos primarios - compreendendo os compostos que estao diretamente ligados
a parede celular e no protoplasma, sintetizados pelo fungo ou pela alga - e
metabdlitos secundarios, encontrados na medula ou no cortex e podendo aparecer
como cristais na superficie das hifas. Essas substancias s&o: acidos alifaticos, meta
e para-depsideos, depsidonas, ésteres benzilicos, dibenzofuranos, xantonas,
antraquinonas, acidos usnicos, terpenos e acido pulvinico (ELIX, 1996), entre outros.
Muitos desses compostos sdo pigmentos corticais: acido usnico, antraquinonas,
xantonas, derivados do acido pulvinico e outros.

Os compostos liquénicos séo importantes do ponto vista farmacoldgico.
A acdo antibidtica vem sendo estudada ha décadas, tendo apresentado atividade
alguns depsideos, depsidonas e acido usnico. Substancias liquénicas como (-)acido
usnico, acido protoliquesterinico, glucanas de liquens, liquenina e derivados tém
mostrado atividades antitumoral e antimutagénica. Atividades antioxidante,
alelopatica, contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), dentre outras, também
foram observadas nesses organismos simbioticos (HUNECK e YOSHIMURA, 1996).
Comercialmente, a importancia dos liquens é destacada através de seu uso na
industria de perfumes, onde, no sul da Franga, Marrocos e lugoslavia chegam a ser
colhidas cerca de 8.000 a 10.000 toneladas/ano (HONDA e VILEGAS, 1998).

Durante as ultimas décadas, as analises de liquens tem tido uma
acentuada importancia no monitoramento da poluicdo ambiental. Gracas a sua
capacidade em acumular sais minerais, incluindo metais pesados e em niveis
superiores as suas necessidades, estudos tem mostrado que estes podem ser
usados como bioindicadores de poluicao (BOONPRAGOB et al., 1989; SAIKI et al.,

3
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2001). As vantagens do uso de liquens, em relacdo as medidas diretas dos
poluentes em diversos materiais do ambiente, tais como agua e ar, estdo na sua
facilidade de amostragem e distribuicdo geografica. Sua tendéncia em concentrar
contaminantes do ar permite comparacdes da concentragcdo de metais em diversas
regides, permitindo também a construgcdo de mapas de poluicdo de uma extensa
area. Outro fator responsavel pela utilizagdo dos liquens como bioindicadores da
qualidade do ar trata-se da morfologia desses organismos, pois 0S mesmos n&o
apresentam variacdo morfolégica com as estagdes, promovendo o acumulo de
metais ao longo do ano inteiro (SAIKI et al., 2001).

As substancias liquénicas sdo consideradas caracteres taxondmicos
importantes devido ao fato de ocorrerem com uma relativa constancia de
composicao na maioria das espécies. Entretanto, podem apresentar variagdes de
concentracdo em populagdes monoespecificas e no interior dos talos individuais.
Fatores do ambiente, em particular a luz, temperatura e localizagdo geografica,
assim como fatores genéticos e de idade do talo, determinam essa variagéo
(QUILHOT et al., 1987).

O uso de informacdes quimicas para fins de taxonomia de liquens,
deve-se ao fato desses organismos produzirem metabdlitos secundarios, os quais
sdo em grande parte exclusivos do grupo vegetal (HONDA e VILEGAS, 1998).
Como os liquens apresentam dificil diferenciagdo morfolégica, sua analise nem
sempre elucidam um dado espécime e a caracterizagdo desses organismos através
de seus metabdlitos secundarios € muito empregada (HUNECK e YOSHIMURA,
1996). A determinagdo quimiotaxonbmica de liquens é realizada utilizando-se
reagcdes de coloragdo no talo, microcristalizagdo, analises cromatografica, por
fluorescéncia e por espectrometria de massas. Dependendo da natureza do material
em estudo, pode-se obter informacgdes pelo uso de apenas uma das técnicas ou pelo
conjunto delas.

A reacdo de coloragdo do talo, uma técnica muito empregada por
liquendlogos, constitui no emprego de reagdes caracteristicas para alguns grupos
funcionais, presentes em metabdlitos secundarios, que promovam a alteragao da
coloracéo do talo liquénico. Um exemplo é o emprego de hidroxido de potassio que,
por hidrolise da ligagdo éster de depsideos e depsidonas, promove a variagado de
cor, determinando a presenca destes no liquen (HUNECK e YOSHIMURA, 1996).
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Entretanto, a caracterizacdo de liquens por esta técnica é dificultada pelo fato de
diferentes substancias apresentarem os mesmos grupamentos quimicos reativos.

A microcristalizagdo, desenvolvida por ASAHINA e SHIBATA (1954), é
também empregada devido ao fato de grande parte dos metabdlitos secundarios de
liquens apresentarem formas cristalinas caracteristicas quando observadas ao
microscopio, permitindo a identificacdo quando comparado com dados da literatura
e/ou microcristalizagcao de substancias-padrao. No entanto, esse método ¢é limitado
pois os cristais formados, em alguns casos, s&do muito dificeis de serem distinguidos.

As analises cromatograficas sao as mais utilizadas para a
quimiotaxonomia de liquens, em especial a cromatografia em camada delgada
(CCD). Todavia, as analises quimiotaxonédmicas por CCD necessitam que se
disponha de padrbes para comparagdo ou sejam comparados com dados da
literatura, além do inconveniente da existéncia de diversos metabdlitos secundarios
que através da eluicdo cromatografica apresentam valores de R; - fator de
retardamento - muito similares (HUNECK e YOSHIMURA, 1996). Analises de
extratos liquénicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) também sé&o
destacadas na literatura, j4 a cromatografia gasosa possui a utilizagdo limitada
devido a baixa volatilidade dos compostos (HONDA e VILEGAS, 1998).

Mais recentemente tem sido sugerida a utilizagdo de dados espectrais
de RMN de *C de heteropolissacarideos para a identificagdo de liquens. O espectro
de RMN de C de glucanas de Stereoculon spp. (TAKAHASHI et al., 1981;
YOKOTA et al., 1979) e polissacarideos de outros liquens tém sido sugeridos como
uma base quimiotaxonémica (CARBONERO et al., 2001; CARBONERO et al., 2002;
CARBONERO et al., 2005a; CARBONERO et al., 2005b), além de suas potenciais
atividades bioldgicas (OLAFSDOTTIR e INGOLFSDOTTIR, 2001; MARTINICHEN-
HERRERO et al.,, 2005). Heteropolissacarideos de liquens contendo manose
também foram estudados por RMN de '*C para fins de quimiotaxonomia, nos quais
as similaridades dentro dos géneros e familias foram mais frequentes que as
similaridades entre os géneros e familias, todavia diferengas marcantes no mesmo
género e familia também foram observadas (TEIXEIRA et al., 1995). O emprego da
RMN para a identificagdo de liquens pode oferecer vantagens quando comparada as
técnicas de identificagdo quimiotaxondmica comumente empregadas, pois a
informacgéo poder ser fornecida em um unico espectro. No entanto, o seu emprego

requer a analise dos espectros, além de um cuidadoso processo de extragao,
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fornecendo informagdes numerosas € muito semelhantes, onde a caracterizacao de
especimes torna-se muito dificil. GORIN e SPENCER (1970) ja utilizaram a RMN de
'H como subsidio na identificagdo e quimiotaxonomia de fungos através da analise
de polissacarideos contendo manose, embora o estudo tenha fornecido o mesmo
perfil espectral para algumas espécies de diferentes géneros.

Os metabdlitos secundarios de liquens, na sua maioria contendo
derivados fendlicos, requerem cuidados especiais durante o processo de extragao
para evitar modificagdes na composi¢cao. Portanto, a analise por um método direto e
nao invasivo pode ser de grande interesse, pois evita as inconveniéncias
correlacionadas ao pré-tratamento das amostras para analise (BRESCIA et al.,
2002a). O advento da técnica HR-MAS (High Resolution — Magic Angle Spinning), a
qual pode ser aplicada em amostras heterogéneas com a obtencéo de espectros de
RMN de 'H com resolucdo semelhante a encontrada para liquidos, vem
possibilitando a analise multi-discriminante, principalmente para a classificagao e
quantificagdo de misturas (GARROD et al., 1998). A obtencéo de espectros de RMN
das amostras sem pré-tratamento propicia a analise de misturas complexas, sem a
necessidade de extracao e purificagao, representando uma economia de tempo e de
reagentes, além de evitar alteragcbes na composigao.

Uma outra técnica que também dispensa a necessidade de preé-
tratamento € a espectroscopia de infravermelho (IV). Trabalhos recentes apontam
para diversas aplicagbes, tais como a identificagcdo de sete espécies do grupo
Lactobacillus acidophilus (LUGINBUHL et al. 2006), a caracterizagdo de Oleos
essenciais de plantas (SCHULZ et al., 2005) e analises de alimentos (REID et al.,
2006; SCHNEIDER et al., 2004). A técnica de IV também foi aplicada com sucesso
na identificagdo e caracterizagao intra-espécies de fungos (FISCHER et al., 2003),
utilizando-se a quimiometria, o qual apresentou-se como uma excelente ferramenta
principalmente devido a rapidez e baixo custo das analises. Nesse contexto, a
utilizacdo da técnica de IV na analise de liquens, com os mesmos fins empregados
na RMN, é uma proposta relevante para efeito comparativo, além do que, dados de

IV, liguens e quimiometria sdo desconhecidos na literatura.
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1.2 - A técnica HR-MAS

A RMN de Alta Resolugdo com Giro no Angulo Magico (HR-MAS, High
Resolution Magic Angle Spinning), € uma técnica empregada no estudo de amostras
heterogéneas, que alia as vantagens da RMN do estado sdlido as do estado liquido,
reduzindo os inconvenientes ligados a manipulagdo da amostra e fornecendo uma
resolugao espectral semelhante a dos liquidos (SACCO et al., 1998).

A HR-MAS tem sido muito empregada para a analise direta de tecidos
animais e vegetais (CHENG et al., 1998; BROBERG et al., 1998; BROBERG e
KENNE, 2000) e de alimentos (SACCO et al.,, 1998; GIL et al., 2000). Ela possui
também a vantagem de ser muito sensivel e requerer poucos minutos para o registro
de sinais de RMN de 'H utilizando alguns miligramas de material vegetal/animal
(BROBERG et al., 1998). Além disso, com uma sonda de HR-MAS com gradiente de
campo magnético, é possivel realizar a maioria dos experimentos bidimensionais
convencionais aplicando-se as mesmas sequéncias de pulsos empregadas em RMN
de liquidos, com consumo de tempo e resolugdo equivalentes (BROBERG e
KENNE, 2000).

A condicdo da técnica HR-MAS em analisar amostras heterogéneas €&
explicada pelo grau de mobilidade molecular presente nos tecidos animal e vegetal.
Assim, a adicao de gotas de D,O para as analises, tem como um dos objetivos,
proporcionar a mobilidade das moléculas. No caso de uma resina como um solido
puro ou um polimero, a mobilidade necessaria é alcangada quando um solvente é
adicionado para solvatar a amostra, ja para as amostras de tecidos animais e
vegetais frescos, que possui agua nas células, a adicao de D,O tem a fungao de
proporcionar o ajuste da homogeneidade do campo magnético (Shimming) e a
obtencao do /ook de deutério (VIZZOTTO, 2004). Alias, essa € mais uma diferenca
entre a HR-MAS de materiais heterogéneos e a HR-MAS de “solidos verdadeiros”.
No primeiro, tem-se a possibilidade do ajuste da homogeneidade do campo
magnético para cada amostra, melhorando muito a resolugao espectral, ao passo
que no segundo usualmente se faz periodicamente um ajuste para uma amostra

liquida padrao.

1.2.1 - Principios da Técnica HR-MAS

As analises por RMN de amostras solidas ou heterogéneas possuem

resolucdo espectral muito limitada devido a fatores relacionados ao movimento
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molecular restrito (BROBERG e KENNE, 2000), tais como a interagcado dipolar, o
deslocamento quimico anisotropico e a heterogeneidade fisica da amostra,
implicando diretamente no aumento da largura de linha e dificultando a analise
espectral. No entanto, apesar da RMN HR-MAS tratar-se de uma técnica de analise
de materiais heterogéneos, esses problemas convencionais s&o minimizados
justamente devido ao giro no angulo magico (54,7°) e os seus espectros possuem
resolugao semelhante a RMN de liquidos.

Os fatores que favorecem o alargamento dos sinais, tais como a
interacdo dipolar e o deslocamento quimico anisotropico, sao devido aos
movimentos moleculares nas amostras heterogéneas serem mais restritos em
relacdo aos das amostras liquidas. Desta forma, o principio da técnica de RMN HR-
MAS ¢é a reducado drastica das larguras de linha e o aumento da qualidade do
espectro, que € produzido pelo giro rapido no angulo de 54,7° (dngulo magico).
Girando-se a amostra no angulo magico a uma velocidade de alguns KHz (4-8 KHz
dependendo do campo magnético), os efeitos do acoplamento dipolar e do
deslocamento quimico anisotrépico sao significativamente minimizados, bem como a
diferenca de susceptibilidade magnética advinda da heterogeneidade da amostra
(BROBERG e KENNE, 2000).

1.2.2 - Efeitos relacionados a RMN de amostras heterogéneas
1.2.2.1 - Interacao Dipolar

Dependendo da posigao relativa entre dois nucleos, a intensidade do
campo magnético experimentado por eles pode ser modificada, ou seja, o campo
magnético gerado pelo spin de um nucleo pode aumentar ou diminuir a forga do
campo magnético local (Bi,c) que o nucleo vizinho esta sujeito (CLARIDGE, 1999).
Este efeito implica na obtencdo de uma extensa banda de frequéncias para um
unico nucleo.

Em amostras que possibilitam o movimento molecular livre, como é o
caso dos liquidos ndo viscosos, 0 movimento molecular rapido e isotropico das
moléculas faz com que os efeitos da interagdo dipolar sejam minimizados. Desta
forma, o acoplamento dipolar ndo é observado em RMN de liquidos. Todavia,
quando a mobilidade é restrita, como em amostras heterogéneas, os efeitos dos

acoplamentos dipolares ndo sao mais negligenciaveis.
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1.2.2.2 - Deslocamento Quimico Anisotropico

O campo magnético experimentado por um nucleo, bem como o seu
deslocamento quimico, depende da orientagdo da ligagcdo em relagdo ao campo
magnético principal (Bop), ou seja, € anisotrépico. Isto se deve ao fato da distribuigao
eletrbnica em ligagdes quimicas ser inerentemente ndo simétrica ou anisotrépica
(CLARIDGE, 1999).

O movimento randédmico da molécula em solugao faz com que apenas
uma unica freqiéncia média, a frequéncia isotropica, seja observada para cada local
distinto quimicamente. Porém, as amostras com mobilidade restrita apresentam
deslocamentos quimicos diferenciados para nucleos correspondentes, que sao os
deslocamentos quimicos anisotrépicos, produzidos devido as diversas orientacboes
das moléculas em relagdo ao campo magnético principal (Bo). O principal efeito esta
no alargamento dos sinais devido aos varios deslocamentos produzidos por um

mesmo nucleo.

1.2.2.3 - Diferenga de Susceptibilidade Magnética

Em amostras heterogéneas, devido a heterogeneidade fisica, observa-
se a diferengca de susceptibilidade magnética gerada nas interfaces entre as
particulas solidas, solventes e ar, por exemplo, proporcionando perdas na
homogeneidade magnética local, o que implica num alargamento das linhas de
ressonancia. Para minimizar esse efeito, sondas e rotores especiais tém sido
desenvolvidos pelas diversas companhias fabricantes de equipamentos de RMN.
Uma delas utiliza rotores especificos para HR-MAS de materiais heterogéneos, onde
a quantidade de material € muito menor que a utilizada em rotores convencionais,
onde a cavidade da amostra possui uma forma esférica, além da adigao de D,O que
também melhora a susceptibilidade magnética. Enfim, tudo isso resulta em uma

resolucao espectral muito semelhante a obtida em solucao.

1.2.3 - O Giro no Angulo Magico

A diferenga entre os campos magnéticos locais, Bioc, experimentada
por spins nucleares equivalentes € responsavel pela contribuicdo do acoplamento
dipolar e do deslocamento quimico anisotrépico para o alargamento dos sinais. Os

campos magneéticos locais estdo relacionados ao momento magnético dos spins



Introdugéo

segundo a equacio By = tushis™ (3cos?0 — 1), no qual 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 disténcia intermolecular, 6 ao angulo entre o
vetor intermolecular e o campo By e o sinal + a orientagdo dos spins em relagao ao
campo. Quando o angulo 6 for igual a 54,7°, o termo 3cos?0 — 1 torna-se zero e o
momento magnético também é levado a zero (SANDERS e HUNTER, 1987).

Assim, se a amostra for inclinada e girar no angulo 54,7° em relagao ao
campo magnético principal (Bp), 0 campo magnético local (Bioc) sera eliminado, bem
como os seus efeitos relacionados (Figura 1.2). A rotacdo no angulo magico supera
os efeitos do deslocamento quimico anisotrépico, desde que a frequéncia de rotagao
seja a0 menos comparavel ao deslocamento por anisotropia (SANDERS e HUNTER,
1987).

54,7° -

/

FIGURA 1.2: Esquema ilustrativo do giro do rotor no angulo magico (sonda HR-
MAS).

Na figura 1.3, estdo ilustrados dois espectros de RMN HR-MAS de 'H
de liquens, obtidos com e sem o giro do rotor no angulo magico. O ganho de

resolugao girando-se o rotor a 54,7° é indiscutivel.
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com giro
L W L
I I I I I I I I I I I I I I
13 12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
sem giro
T T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 1.3: Espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos com e sem giro no angulo

magico, para comparagao do ganho de resolugao.

1.2.4 - As sequéncias de pulsos empregadas nas analises de RMN
1.2.4.1 — Sequéncia CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill)

A analise de material vegetal pela técnica de RMN HR-MAS tem alguns
inconvenientes quando se deseja observar os sinais de moléculas com massa
molecular pequena, devido a presenga de componentes rigidos oriundos das
membranas e da parede celular. Para isso, os sinais dessas moléculas que
possuem tempos de relaxagao transversal (T2) curtos precisam ser eliminados.

A sequéncia CPMG (Figura 1.4), originalmente desenvolvida para se
determinar os tempos de relaxagao transversal (T,), € apropriada para eliminar os
sinais alargados provenientes de moléculas com T, curto, possibilitando uma melhor
visualizagdo dos sinais de moléculas com baixa massa molecular, também
conhecida como filtro de T,. A aplicacdo da sequéncia CPMG propicia que a
refocagem dos ecos seja mantida em +y através de sucessivos pulsos de 180°,
seguidos por um intervalo de tempo 1, minimizando assim, os efeitos causados pelas
imperfei¢des dos pulsos. Com isso, os spins com T, curto (macromoléculas) acabam
relaxando primeiro e passando a nao ser observados durante a aquisicdo. O
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espectro é entdo adquirido contendo essencialmente as ressonancias de moléculas
com T, mais longo (CLARIDGE, 1999). Evidentemente a aplicagdo da CPMG tem
um efeito adverso, pois a medida que se espera as moléculas com T, curto
relaxarem por completo, ou pelo menos a sua grande maioria, uma pequena porgao
das moléculas com T, longo também irdo sofrer o0 mesmo processo. Como
consequéncia, havera também uma diminuigdo na intensidade dos sinais

correspondentes as moléculas com T, longo.

90°

180°,

X

FIGURA 1.4: Sequéncia de pulsos CPMG empregada na analise de RMN HR-MAS.

1.2.4.2 — Sequéncia ZGCPPR (composite pulse presaturation)

As analises em sonda de liquidos foram efetuadas através do emprego
da sequiéncia convencional de RMN de 'H, modificada para a supress&o do sinal da
agua contida no solvente.

Na sequéncia ZGCPPR (Figura 1.5) ocorre a pré-saturacao do sinal da
agua (ou qualquer outro sinal irradiado) mediante uma irradiagdo continua e seletiva
de radiofrequéncia, a qual elimina a diferenca de populagdo dos estados de spin
(DEROME, 1987). A seguir, € aplicado um pulso composto de 90° com fases
invertidas (90x 90y 90 90.), a fim reduzir os erros introduzidos pelas imperfeicdes
do pulso, e apds a espera de um curto periodo de tempo para se evitar os ruidos

provenientes do pulso, é realizada a aquisi¢cao do espectro.
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Desacoplador Irradiagcao continua

Transmissor

FIGURA 1.5: Sequéncia de pulsos ZGCPPR empregada na analise de RMN em

solucgao.

1.3 — Quimiometria e a RMN

Dado ao grande numero de informagdes, muitas vezes com alto grau
de semelhanca, que podem estar contidas no espectro de RMN de uma unica
amostra, somente 0 uso de programas computacionais estatisticos permitem
distinguir com clareza as sutilezas tanto em relagdo a variagdo dos constituintes
quimicos como quanto a sua quantidade. Uma ferramenta valiosa é a utilizagcédo de
métodos quimiométricos como um instrumento estatistico na avaliagdo de perfis
presentes em solugdes de extratos brutos, ou até mesmo no material intacto, os
quais permitam avaliar similaridades ou diferencas na composicdo quimica das
amostras (DEFERNEZ e COLQUHOUN, 2003).

A quimiometria tem se mostrado uma ferramenta ideal quando se
pretende comparar um grande numero de amostras e com pequenas variagdes tanto
no tipo de substancias quanto na quantidade delas presentes (BELTON et al., 1998).
Seu emprego € conhecido em diversas areas da quimica, a partir de uma ampla
diversidade de técnicas e aplicacdes diferenciadas, inclusive na quimiotaxonomia de
cinco espécies de fungos Penicillium, a partir da avaliagdo de seus metabdlitos
secundarios (FRISVAD, 1991).

A quimiometria € uma area interdisciplinar, como ilustrada na figura 1.6,
que emprega tratamentos matematicos e estatisticos para a resolugao de problemas

quimicos. Dentre as aplicacdes da quimiometria, destaca-se:
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a) Planejamento Experimental: planejamento ou selegdo de
procedimentos 6timos de medidas e experimentos para a obtengao
de melhores resultados com consumo menor de tempo e
reagentes;

b) Anadlise Multivariada: extracdo do maximo de informagao quimica
relevante, com a analise de um conjunto de dados oriundos de
medidas quimicas multivariadas (FERREIRA, 2006, disponivel em

http://Igta.igm.unicamp.br/portugues/downloads/Introducao.pdf).

Matematica

Quimiometria

FIGURA 1.6: Esquema ilustrativo da Quimiometria como area interdisciplinar entre a
quimica, matematica e estatistica (FERREIRA, 2006, disponivel em

http://Igta.igm.unicamp.br/portugues/downloads/Introducao.pdf).

A RMN aliada a quimiometria ja@ vem sendo usada para a
caracterizagdo de plantas. Alguns trabalhos de determinagdo de fingerprintings
através de espectros de RMN mostraram a eficacia na aplicagcdo dos dados
espectroscopicos para esse fim (WARD et al., 2003; BELTON et al., 1998; BRESCIA
et al., 2002b; MANNINA et al., 2003; DUARTE et al., 2002). Extratos polares néo
fracionados de ecotipos de Arabidopsis thaliana foram avaliados, para a
determinagao de fingerprintings com o emprego de RMN de 'H, tendo demonstrado
como esse tipo de analise pode ser usada no futuro como uma primeira avaliagao
para rapidamente se determinar e caracterizar diferengcas na composi¢ao molecular
de amostras vegetais (WARD et al., 2003).
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Diversos trabalhos com RMN e quimiometria em analises de alimentos
também podem ser destacados, dentre os quais, a caracterizagao de variedades de
macas a partir de sucos (BELTON et al., 1998), a origem geografica de vinhos
italianos (BRESCIA et al., 2002b), o controle de qualidade de O6leos de oliva
(MANNINA et al., 2003) e cerveja (DUARTE et al., 2002). Estudos com farinhas de
trigo italianas, através da analise de amostras intactas via RMN HR-MAS, permitiu
distinguir diferentes cultivares de trigo, bem como a sua origem geografica
(BRESCIA et al., 2002a; SACCO et al., 1998).

Uma outra vantagem das analises multivariadas esta no emprego de
amostras-padrao para a constru¢ao de um modelo, a fim de reconhecer e classificar
amostras desconhecidas (BRESCIA et al., 2002a).

Numa analise quimiométrica pode-se aplicar as técnicas de analise
exploratéria de dados (Principal Components Analysis — PCA, Hierarchical Clusters
Analysis — HCA) e de classificacdo de amostras (Kth Nearest Neighbor — KNN),

como pode ser observado no esquema ilustrativo da figura 1.7.
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FIGURA 1.7: Esquema ilustrativo do tratamento quimiométrico empregado no

presente estudo.
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1.3.1 - Analise Exploratoria de Dados

A anadlise exploratoria de dados destina-se a agrupar amostras que
possuam caracteristicas semelhantes em um mesmo grupo e distingui-las das
amostras com caracteristicas mais distantes, auxiliando na identificacdo de amostras
nao usuais ou outliers, que nao seguem o padrao das demais.

Na analise exploratoria, algoritmos matematicos reduzem os conjuntos
de dados grandes e complexos para conjuntos de interpretacdo mais simples. As
informagdes importantes, como as correlagdes existentes entre as amostras e/ou
variaveis dependentes, sdo fornecidas em poucas variaveis derivadas dos conjuntos
de dados originais (PIROUETTE®, 1990-2001).

Para a analise exploratoria, a partir dos espectros, constréi-se uma
matriz de dados nos quais os experimentos (amostras) s&o transformados em linhas
e os parametros do experimento (variaveis) correspondem as colunas da matriz
(Figura 1.7). Os dados sao organizados em um Unico arquivo, ou seja, uma unica
matriz de dados originais X. A matriz X é construida por n amostras € m variaveis (n
x m). Em um conjunto de dados espectroscopicos, as variaveis sdo os pontos
utilizados para o processamento do espectro.

Uma analise quimiométrica envolve uma série de manipulagdes
matematicas prévias antes da aplicacdo da técnica propriamente dita. Essa
manipulacdo matematica, conhecida como pré-processamento, € usada para
remover ou reduzir fontes irrelevantes de variacdo, propiciando a otimizagao das
respostas de uma dada matriz (BEEBE et al., 1998). O pré-processamento pode ser
aplicado sobre as variaveis e sobre as amostras. Alguns dos principais pre-

processamentos e transformacdes utilizados em quimiometria sio:

a) Pré-processamentos:

e Centrado na média: E aplicado para obter uma resposta de intercepto dos
dados, principalmente quando se obtém flutuacbes de linha de base. Esse pré-
processamento € executado através da subtragcdo da média de um dado vetor
variavel de todos os seus elementos (os elementos em vetor variavel correspondem
as intensidades para uma mesma variavel em diferentes amostras). As flutuagdes de

linha de base podem, em alguns casos, ser removidas antes mesmo do tratamento

16



Introdugéo

quimiométrico, aplicando-se a corregao de linha de base no programa de aquisigao
dos espectros;

e Escalamento pela variancia: O escalamento pela variancia é realizado através
da divisdo de cada elemento no vetor variavel sobre um desvio padrao dessa
variavel. A principal razdo para o escalamento sobre a varidncia € a remogéo da
influéncia (peso) que € imposta pela escala das variaveis. Na pratica, esse pré-
processamento € utilizado juntamente com o centrado na média (BEEBE et al.,
1998), como esta apresentado a seguir;

e Autoescalamento: Envolve a aplicacdo de ambos os métodos anteriores,
centrado na média e escalamento pela variancia. Usualmente os dados de RMN sao
autoescalados antes do inicio da analise exploratéria (AMIX-VIEWER, 2002), pois,
devido a diversidade de intensidade dos sinais de RMN, o autoescalamento certifica
que os sinais mais intensos ndo mascarem a influéncia dos sinais menos intensos,
garantindo que seja atribuida a mesma importancia a todas as variaveis. Entretanto,
para o emprego do autoescalamento em dados espectroscopicos, faz-se necessario
a remogao dos ruidos espectrais, a fim de que esses ndo sejam destacados na

analise quimiométrica.

b) Transformacgdes (pré-processamento sobre as amostras)

e Normalizagdo: A normalizacdo pode ser usada para remover variacoes
sistematicas, usualmente associadas com a quantidade total de amostra, como por
exemplo, as variagbes nos volumes de injecdo em cromatografia. Uma utilizagcao
comum € a normalizagdo pelo sinal mais intenso, evitando assim, problemas de
diferencas de concentracéo.

e Smoothing: O smoothing, ou alisamento, € usado para reduzir as variagdes
randémicas (ruidos) com o objetivo de aumentar a relagdo sinal/ruido.

e Derivadas: Auxiliam na remocdo de componentes de baixa frequéncia
(ruidos), os quais ndo estdo relacionados com a informac&o quimica, ou seja,
reduzem variagcbes sistematicas de linha de base (baseline correction). Segundo
BRERETON (2003), a utilizagdo de derivadas possui a desvantagem de aumentar
substancialmente o ruido, pois na primeira derivada o centro de cada sinal é levado
a zero, e na segunda derivada, o centro do sinal é conduzido a um minimo (Figura

1.8). Entretanto, essa limitacdo pode ser superada com a aplicagdo do método
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estatistico, conhecido como Savitzky-Golay, o qual encontra-se embutido em

diversos programas quimiométricos, como é o caso do programa Pirouette®.
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Fonte: BRERETON, 2003.
FIGURA 1.8: Aplicagdo de derivadas sobre uma curva A: primeira derivada (B) e

segunda derivada (C).

1.3.1.1 - PCA - Analise de Componentes Principais

Na analise de componentes principais, a partir da matriz de dados
gera-se um novo conjunto de eixos, onde as informagdes presentes nas linhas e
colunas sao agora expressas nesse conjunto de eixos, denominados Componentes
Principais (PCs). Nas componentes principais, as amostras sédo representadas por
um unico ponto e a relacéo entre elas obedece a relagao entre as variaveis nas PCs.

As PCs reduzem a dimensionalidade do conjunto de dados, de forma
que as informacgdes relevantes fiquem contidas nas primeiras componentes
principais e as irrelevantes nas ultimas. Esses novos eixos sdo ortogonais entre si e
construidos em ordem decrescente de variancia, de forma que a primeira

componente principal (PC1) descreva a maior variancia que as componentes
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principais posteriores (PC2, PC3...). A variancia € a quantidade de informagao dos
dados originais que esta descrita pelas componentes principais (PIROUETTE®,
1990-2001).

Considerando-se uma banana como uma matriz de dados, PC1
apresentara a informagdo sobre o seu comprimento, ou seja, maior variancia,

seguido da sua altura (PC2) e largura (PC3), como ilustra a figura 1.9, a seguir.

Fonte: PIROUETTE®, 1990-2001
FIGURA 1.9: Descricdo de uma banana em perspectivas baseadas nas trés

componentes principais (PC1, PC2 e PC3).

Os graficos das PCs e amostras sdo denominados grafico de scores, e
os das PCs e variaveis séo os graficos de loadings. Os scores mostram as
informagdes importantes da relacdo entre as amostras, e os loadings mostram a
influéncia das variaveis para a discriminagao delas.

Muitas vezes, nas analises quimiométricas com dados de RMN, o
grafico de loadings apresenta-se confuso e a quantidade de informacéo extraida a
partir deste é praticamente nula. Assim sendo, por meio de graficos que expressem
o poder discriminante das variaveis € possivel extrair informagdes de quais regides
sao relevantes e apresentam grande influéncia para a discriminagdo das amostras.
Este grafico de poder discriminante é obtido pelo método quimométrico SIMCA (Soft
Independent Modeling of Class Analogy) e também avalia as componentes principais

na analise de amostras.
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1.3.1.2 - HCA - Anidlise de Agrupamentos Hierarquicos

Na analise de agrupamentos hierarquicos € apresentada uma relagéo
entre as proximidades das amostras, agrupando-as entre si na forma de clusters. O
importante no HCA ¢é a distancia entre as amostras, onde as amostras préximas
(distancias pequenas) sao aproximadamente semelhantes.

O principal objetivo do HCA ¢ apresentar os dados de maneira que seja
enfatizado o agrupamento natural, revelando a similaridade ou discrepancia entre
elas. Os dados, apresentados na forma de dendrogramas, permitem a visualizagéo
das correlagdes entre as amostras ou variaveis, e esse agrupamento € visualizado
mediante a analise do indice, ou grau, de similaridade.

O indice de similaridade varia de 0,0 a 1,0 (quando as amostras sao
idénticas). Segundo recomendagdes (PIROUETTE®, 1990-2001), o indice de
similaridade aceitavel deve ser de até 0,6. Com o indice de similaridade 1,0 é
observado que nenhum agrupamento é formado, pois s6 a propria amostra € igual a

ela mesma.

1.3.2 - Classificagao de amostras

As técnicas de reconhecimento supervisionado de padrdées sao usadas
para identificar as semelhancas e diferencas em diversos tipos de amostras,
comparando-as entre si. Para isso, deve-se saber quais amostras sao semelhantes
e quais sao diferentes para se estabelecer critérios de classificacdo, e séao,
justamente esses critérios que serdo utilizados para prever as caracteristicas de
novas amostras.

Ha alguns métodos para a classificagdo de amostras desconhecidas,
tais como KNN (Kth Nearest Neighbor) e SIMCA (Soft Independent Modeling of
Class Analogy). No meétodo KNN, calcula-se a distancia entre uma amostra
desconhecida e todas as amostras do modelo. A atribuicdo a uma classe é feita por
votos usando a classe de amostras mais proximas como critério.

Por comparagao, os K vizinhos mais proximos de cada amostra séo
escolhidos para votar. Cada um da um voto para a sua classe, assim, a classe que
recebe mais votos ganha a amostra (FERREIRA, 2006, disponivel em
http://Igta.igm.unicamp.br/portugues/downloads/CLASSIFICACAO.pdf). Em caso de

empate, a classe com a menor distdncia acumulada fica com a amostra.
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Antes da classificacdo, um modelo é construido com amostras testes
escolhendo-se o melhor numero de vizinhos que serdo empregados para a predi¢éo,
ou seja, 0 numero de vizinhos que apresente a menor quantidade de erros para a as
amostras testes sera aplicado. Apdés a construcdo do modelo, as amostras

desconhecidas sao classificadas.
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho sao:

v Classificagdo quimiotaxondbmica de 11 espécies de liquens, assim
distribuidas:
Familia Physciaceae, géneros: Dirinaria (1 espécie: aspera), Heterodermia (1
espécie: speciosa) e Pyxine (1 espécie: daedalea).
Familia Parmeliaceae, géneros: Parmotrema (6 espécies: breviciliatum,
cornuta, delicatulum, dilatatum, mesotropum e tinctorum), Hypotrachyna (1

espécie: dactylifera) e Canoparmelia (1 espécie: cryptochlorophaea).

v’ Utilizagdo da sonda HR-MAS juntamente com a seqiéncia de pulsos CPMG

(filtro de T2) no estudo das amostras intactas de liquens.

v' Extragcdo dos metabdlitos secundarios de liquens e obtencdo dos espectros
de RMN de 'H na sonda de liquidos, a partir dos extratos nao-fracionados,

para comparagao.

v' Emprego de analises de espectroscopia na regido do infravermelho (IV) em
amostras intactas a fim de comparar as técnicas de RMN HR-MAS, RMN em

solucao e IV na quimiotaxonomia de liquens.

v Aplicacdo de métodos quimiométricos de analise exploratéria e de
classificagao nos dados de RMN HR-MAS, RMN em solucdo e IV, na tentativa
de, através desses dados complexos, correlacionar as diferencas ou

similaridades encontradas na determinagao quimiotaxondmica dos liquens.
v Identificagcdo do maior numero dos principais metabdlitos secundarios,

presentes nos extratos néo fracionados, através das técnicas de RMN 1D: 'H,
3C, gNOESY e 2D: gCOSY, gHSQC, gHMBC e DOSY.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 - Preparo das amostras:

Os liquens, coletados na regido de Aquidauana — MS,

foram

identificados preliminarmente pela Profa. Dra. Mariana Fleig, da Universidade

Federal de Santa Maria. As exsicatas encontram-se depositadas no herbario do

Laboratério de Pesquisa LP2, Departamento de Quimica - Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (Tabela 3.1).

As amostras foram previamente limpas para a retirada do material

proveniente do caule das arvores dos quais foram coletados. Os liquens analisados

estdo descritos na Tabela 3.1, a seguir, com seus correspondentes codigos e

numeros de depaosito:

TABELA 3.1: Familias, géneros e espécimes das amostras de liquens analisadas:

Numero de
Familias Géneros Espécimes Caédigos
depésito

( Dirinaria aspera (H. Magn.) Awasthi 0589 Dirin
Physciaceae < Heterodermia speciosa (Wulf.) Trevisan 0549 Hspec
. Pyxine daedalea Krog & R. Sant. 0536 Pyx
(Hypotrachyna dactylifera (Vain.) Hale 0506 Hypot
Parmeliaceae< Canoparmelia cryptochlorophaea (Hale) Hale 0501 Canop
. Parmotrema breviciliatum (Hale) Hale 0376 Pbrev

cornuta (Lynge) Hale 0574 Pcor

delicatulum (Vain.) Hale 0559 Pdel

dilatatum (Vain.) Hale 0524 Pdil

mesotropum (Mull. Arg.) Hale 0534 Pmes

tinctorum (Nyl.) Hale 0519 Ptinc
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3.1.1 — Preparo das amostras para a sonda HR-MAS

As amostras destinadas a analise na sonda HR-MAS foram sujeitas a
moagem em moinho criogénico da marca Spex Certiprep, do tipo 6750 Freezer/Mill.
Foram realizados trés ciclos de moagem, cada qual de acordo com os seguintes
parametros:
e Tempo de pré-congelamento: 1 minuto;
e Tempo de moagem: 2 minutos;
e Tempo de congelamento entre os ciclos: 1 minuto;

e Taxa: 10 batidas por segundo.

Nenhum outro pré-tratamento da amostra foi efetuado para a analise
na sonda HR-MAS. O material triturado foi analisado em rotores de zircénio de 4 mm
de didmetro externo, com a adicdo de gotas de uma solugdo de TMSP-ds (3-
(trimetilsilil)2,2,3,3-d4-propionato de sddio) em D,O para a calibragdo dos espectros
e ajuste da homogeneidade do campo magnético principal.

A figura 3.1, a seguir, apresenta os acessorios empregados no preparo
das amostras submetidas a HR-MAS, onde as dimensbes dos objetos estéo
ilustradas pela comparagao com um palito de fésforo localizado acima do parafuso.
A amostra fica contida entre o rotor (1) e um espacgador (2), que possui um orificio
para que 0 excesso de agua e/ou amostra seja expelido. Desta forma, apds a
inser¢cado do espacgador e posterior limpeza da regido para a retirada do excesso de
agua e/ou amostra, este é fixado por um parafuso (3), a fim de garantir que a
amostra nao seja expelida devido ao giro. Em seguida tampa-se o rotor com uma
tampa seccionada (4), que ira proporcionar o giro na velocidade necessaria. A

insercao e retirada do espacgador sao facilitadas utilizando-se o parafuso longo (5).
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FIGURA 3.1: Acessorios empregados para a sonda HR-MAS.

No preparo das amostras para a analise de HR-MAS, esquematizado
na figura 3.2, ao rotor (a) contendo a amostra (b) € inserido o espagador (c), fazendo
com que a amostra adquira volume esférico; apds a retirada do excesso de amostra
e/ou agua, o parafuso é adicionado (d) e, finalmente, a tampa seccionada ¢é inserida

no rotor (e).

w
® o o

a b c d e

FIGURA 3.2: Esquema de preparo da amostra para a técnica HR-MAS.

3.1.2 — Preparo das amostras para a sonda de liquidos
A extragcdo dos metabdlitos secundarios para a analise liquida foi
efetuada no Laboratério de Pesquisa LP2, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em Campo Grande — MS. Os liquens,
27



Materiais e Métodos

triturados em almofariz, foram submetidos a extracdo em acetona sob aquecimento
brando por aproximadamente quarenta minutos, e os extratos foram mantidos em
dessecador apos a evaporagao do solvente em evaporador rotatoério.

ApOs secos, os extratos foram cromatografados em camada delgada
juntamente com alguns padrbes de substancias liquénicas para comparagao, dentre
0s quais: atranorina, acidos lecandrico, protocetrarico, usnico, salazinico,
fumarprotocetrarico, caperatico, divaricatico e estitico. A cromatografia em camada
delgada foi efetuada em placa de silica gel empregando-se como eluente uma
solugdo de tolueno: acetato de etila: acido acético 6:4:1 v/v/v, e reveladas por
nebulizagdo com metanol/ acido sulfurico 10% seguida de aquecimento em chapa
aquecida e posterior nebulizacdo com p-anisaldeido/H,SO,4 e reaquecimento.

Para a analise de RMN de liquidos, foi efetuada a solubilizacdo dos
extratos em DMSO-ds, adicionando-se vapores de TMS para o ajuste da

homogeneidade do campo magnético principal e calibragao dos espectros.

3.1.3 - Preparo das amostras para a analise de IV:

As amostras de liquens receberam tratamento similar as utilizadas na
analise de RMN HR-MAS, ou seja, apos a limpeza do material os liquens foram
submetidos @8 moagem em moinho criogénico.

As pastilhas foram preparadas pesando-se 1 mg do liquen e 99 mg de
brometo de potassio (KBr) (Brometo de potassio para Espectroscopia, VETEC
Quimica Fina) seco e pulverizado. A amostra foi entdo misturada ao KBr através de
moagem em um gral de agata liso e a mistura KBr-amostra foi prensada em moldes
especiais, sob uma pressao de 7500 tons (~10000 psi) por cinco minutos, até formar

um disco translucido.

3.2 — Obtencao das medidas espectroscépicas de RMN

As medidas de RMN foram executadas em um equipamento DRX 400
BRUKER de 9,4 Tesla (400,13 MHz para a frequéncia do hidrogénio), localizado no
Laboratério de RMN do Departamento de Quimica - UFSCar. Todas as amostras

foram analisadas em triplicata para maior confiabilidade do método.

28



Materiais e Métodos

3.2.1 — Sonda HR-MAS

As medidas foram realizadas empregando-se uma sonda dual "H/**C
HR-MAS 4 mm, com deteccéo inversa e gradiente de campo na coordenada z. Para
a manutencdo do giro da amostra a 5 kHz foram empregados uma unidade
pneumatica e um fluxo de ar comprimido com pressao superior a 6 bar.

Os experimentos foram obtidos utilizando-se a sequéncia de pulsos
CPMG, com a inser¢cao na sequéncia de uma irradiacdo de onda continua para a
supressao do sinal do solvente. Cada espectro foi adquirido com um numero de
varreduras (NS) igual a 512, tempo de espera entre cada aquisicao de 1 s (d1),
tempo de aquisicao de 2,0579 s (AQ) e um numero de pontos na aquisigao de 32k
(TD). O processamento desses foi efetuado com 32k pontos (Sl), acrescidos de uma
multiplicagdo exponencial utilizando-se um fator Ib=1Hz e corre¢do automatica de

linha de base.

3.2.2 — Sonda de liquidos

As medidas foram realizadas em uma sonda BBl 5mm de diametro
interno, com detec¢do inversa e bobinas geradoras de gradiente de campo na
coordenada z, empregando-se a sequéncia de pulsos convencional com supressao
do sinal do solvente (ZGCPPR). Foram realizadas 64 varreduras (NS), tempo de
espera entre cada aquisi¢cdo de 1 s (d1), tempo de aquisicdo de 3,5652 s (AQ) com
64k pontos durante a aquisicdo (TD), 64k pontos para o processamento (Sl) e
utilizando-se uma multiplicagdo exponencial com um 1b=0,3 Hz e corregao
automatica de linha de base.

Para a elucidacdo dos compostos foram utilizados os experimentos de
RMN de *C, gNOESY, gCOSY, gHSQC, gHMBC e DOSY. Os espectros de RMN de
3C foram realizados com o programa de pulsos zgpg30, com tempo de aquisi¢do de
0,606 s (AQ), tempo de espera entre cada aquisi¢gdo de 100 ms e numero de pontos
na aquisicdao de 32k (TD). O processamento foi realizado com 32k pontos (Sl),
utilizando-se uma multiplicagdo exponencial com um Ib=3 Hz. Os experimentos de
gNOESY foram obtidos com o programa de pulsos selnogp.3, com tempo de
aquisicao de 3,067 s (AQ), tempo de espera entre cada aquisicao de 3 s (d1) e

numero de pontos na aquisicdo de 32k (TD), tempo de recuperagao do gradiente de
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200 us (d16) e tempo de mistura de 500 ms (d8). O processamento foi realizado com
32k pontos (Sl) e uma multiplicagdo exponencial com um Ib=3 Hz.

Os experimentos bidimensionais de gCOSY foram realizados com o
programa de pulsos cosygspr, com largura espectral em F2 (SWHF2) de 6410,26 Hz
e em F1 (SWHF1) 6410,26 Hz, tempo de aquisigdo de 0,319 s (AQ), tempo de
espera entre cada aquisicéo (d1) de 1,8 s e numero de pontos na aquisicdo de 4k
em F2 (TDF2) e 256 em F1 (TDF1). No processamento foram utilizados 2k (S12) e 1k
(SI1) pontos em F2 e F1, respectivamente, com utilizagdo de multiplicagédo de seno
quadrado (QSINE) e seno (SSB) iguala 3 em F2 e F1.

Os experimentos bidimensionais de gHSQC foram realizados com o
programa de pulsos invietgpsi, com largura espectral em F2 (SWHF2) de 5827,51 Hz
e em F1 (SWHF1) 22136,78 Hz, tempo de aquisicdo de 0,175 s (AQ), tempo de
espera entre cada aquisicdo (d1) de 1,2 s e numero de pontos na aquisicao de 2k
em F2 (TDF2) e 256 em F1 (TDF1). No processamento foram utilizados 2k (S12) e 1k
(SI1) pontos em F2 e F1, respectivamente, com utilizagdo de multiplicagédo de seno
quadrado (QSINE) e seno (SSB) iguala 3 em F2 e F1.

Os experimentos bidimensionais de gHMBC foram realizados com o
programa de pulsos inv4gplplrnd, largura espectral de 5827,51 Hz (SWHF2) em F2 e
25155,79 Hz (SWHF1) em F1, tempo de aquisicdo de 0,175 s (AQ), tempo de
espera entre cada aquisi¢cao (d1) de 1,2 s, tempo de espera de observacao a longa
distancia (d6) de 62,5 ms e numero de pontos na aquisicdo de 2k em F2 (TDF2) e
256 em F1 (TDF1). No processamento foram utilizados 2k (S12) e 1k (SI11) pontos em
F2 e F1, respectivamente, com utilizacdo de multiplicagdo de seno quadrado
(QSINE) e seno (SSB) iguala 3 em F2 e F1.

O experimento de DOSY foi obtido utilizando-se o programa de pulsos
ledbpgp2s, com largura espectral de 5952,38 Hz (SWH), tempo de aquisicdo de
5,505 s (AQ), tempo de espera entre cada aquisi¢do de 1,5 s (d1), numero de pontos
na aquisicao de 64k (TDF2) e 64 (TDF1). O pulso de gradiente empregado foi de 2
ms (p30), tempo de recuperagao do gradiente de 100 us (d16), tempo de dissipagao
das correntes de vértice de 5ms (d21) e tempo de difusdo de 100 ms (d20). A rampa
de gradiente for ajustada de 2 a 95% da poténcia total do amplificador de gradiente.
O tempo de aplicagao do pulso de gradiente foi ajustado para que cerca de 5% da

intensidade dos sinais permanecesse ao final do experimento.
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3.3 — Obtencao das medidas espectroscépicas de IV

A analise de IV de cada pastilha foi conduzida em um espectrometro
Bomem Hartmann & Braun MB-Series, modelo 102.

Os espectros foram obtidos na regido de 400 a 4000 cm™, com uma
resolucdo espectral de 4 cm™, adquiridos em absorbancia com 16 varreduras. No

processamento foi realizada uma correcdo automatica da linha de base.

3.4 — Tratamento Quimiométrico

A analise quimiométrica dos dados foi efetuada através do programa
computacional Pirouette®, versdo 2.02, da Infometrix. Primeiramente foi efetuada a
analise exploratoria dos dados por PCA (Principal Components Analysis) e HCA
(Hierarchical Clusters Analysis), e por fim foi construido um modelo de classificagéo,
pelo método KNN (Kth Nearest Neighbor), para a previsdo de amostras
desconhecidas.

As matrizes de dados de RMN foram construidas com todos os
espectros salvos na extensdo “.dx”. Esses espectros foram importados para o
programa Origin®, salvos com a extens&o “.dat” e por fim inseridos no programa. Na
matriz, apds a sua transposicao, todas as amostras referem-se as linhas e os
deslocamentos quimicos, intensidades e multiplicidades dos sinais, em numero de
pontos, referem-se as colunas.

A matriz de dados de |V foi construida com todos os espectros salvos
na extensdo “.PRN”. Esses espectros foram importados para o programa Origin®,
salvos com a extensdo “.dat” e por fim inseridos no programa de quimiometria. Na
matriz, apds a sua transposicao, todas as amostras referem-se as linhas e as

absorgdes de IV, em numero de pontos, referem-se as colunas.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As amostras de liquens, previamente identificadas, foram
primeiramente cromatografadas em camada delgada (CCD). Os extratos,
solubilizados em acetona, apresentaram o perfil cromatografico mostrado na figura
4.1. Através do cromatograma, foi possivel caracterizar a presenca de algumas
substancias nos extratos liquénicos, tais como a atranorina que foi detectada em
praticamente todos os extratos, o acido salazinico no extrato de Pdel, o acido
lecandrico em Ptinc, o acido protocetrarico em Pdil e o acido divaricatico em Dirin.
A cromatografia em camada delgada auxiliou na observacdo do perfil dos extratos,
destacando a diversidade de substancias encontradas na mistura, mostrando que a
analise por RMN dos extratos brutos pode ser empregada para a identificagdo dos
metabdlitos sem a necessidade de isolamento e purificacdo, pois ndo se tratam de

misturas muito complexas.

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 A B C D E F G H |

FIGURA 4.1 Cromatografia em camada delgada dos extratos de liquens e dos
padrbes das substédncias comumente encontradas (1: Pmes, 2: Pdel, 3: Ptinc, 4:
Pcor, 5: Pbrev, 6: Pdil, 7: Hypot, 8: Canop, 9: Dirin, 10: Hspec, 11: Pyx, A:
atranorina, B: acido lecandrico, C: acido protocetrarico, D: acido usnico, E: acido
salazinico, F: acido fumarprotocetrarico, G: atranorina + acido caperatico, H:

atranorina + acido divaricatico, I: atranorina + acidos caperatico e estitico).
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4.2 - Analise das Amostras Intactas por Espectroscopia de RMN
HR-MAS

4.2.1 - Os espectros de RMN HR-MAS de 'H

Os espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras intactas foram
obtidos com a sequéncia de pulsos CPMG devido ao ganho na resolugéo espectral,
comparado com a sequéncia convencional, pois os sinais alargados referentes as
moléculas com tempo de relaxagdo transversal (T,) curto ocasionariam a
sobreposi¢cao dos sinais de maior interesse. Adicionado uma fonte de radiagdo de
ondas continuas a sequéncia CPMG, todos os espectros foram obtidos com
supresséao do sinal do solvente, no caso D,0O, pois o ajuste do ganho do receptor do
equipamento seria dado por esse sinal muito intenso, prejudicando a visualizagao
dos sinais referentes a amostra.

A seguir (Figura 4.2), € apresentada a comparagéao entre um espectro
de RMN de 'H simples e um obtido com a seqiiéncia de pulsos CPMG, onde em
ambos os casos foram realizados a supressdo do sinal do solvente. O ganho na
resolugao espectral, como pode ser observado, € relevante quando se compara a
melhor definigdo dos sinais de 3,5 a 4,0 ppm. A CPMG ainda favorece a visualizagao
de sinais em 3,2-3,4 ppm, quase totalmente encobertos quando esta sequéncia

pulsos nao é utilizada.
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com CPMG

5I5 5I0 4:5 4:0 3I5 3I0 ppm
sem CPMG

5:5 5:0 4:5 4:0 3:5 3:0 ppm

FIGURA 4.2: Comparacéo entre espectros de RMN HR-MAS de '"H (DRX400 Bruker
9,4 T) obtidos com e sem a sequéncia de pulsos CPMG, ambos com pré-saturacao
do sinal do HOD.

Os espectros de RMN HR-MAS de 'H dos liquens apresentaram sinais
somente na regido de 3,1 a 4,0 ppm (Figura 4.3). Os sinais das amostras foram
muito semelhantes entre si, variando-se principalmente na proporcdo dos seus
constituintes (Figuras 4.4 a 4.14). A similaridade dos espectros de RMN HR-MAS de
'H deve-se ao fato de que, por se analisar o material vegetal intacto, a grande
quantidade de metabdlitos primarios, por exemplo, sobressaem aos metabdlitos
secundarios, sendo que esses produtos do metabolismo primario de plantas ndo sao

muito diferentes como os de metabolismo secundario.
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T
3.1 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.3: Esquema ilustrativo de um espectro de RMN HR-MAS de 'H (DRX400

Bruker 9,4 T) de uma amostra de liquen, com sinais somente na regido de 3,1 a 4,0

ppm.

""""" A RN RN RARAARAAR AR NEAARAARA) RAARAARAAY RAMRAARAS RARAARAANY RARARRARS
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

FIGURA 4.4: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Dirin (DRX400 Bruker

9,4 T) — material intacto.
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T T | T | T T T T | T
| 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 pmm

FIGURA 4.5: Espectro de RMN HR-MAS de "H da amostra Hspec (DRX400 Bruker

9,4 T) — material intacto.

T T T T T T T T T T T
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

FIGURA 4.6: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Pyx (DRX400 Bruker 9,4

T) — material intacto.
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FIGURA 4.7: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Hypot (DRX400 Bruker

9,4 T) — material intacto.

| | | | T |
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

FIGURA 4.8: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Canop (DRX400 Bruker
9,4 T) — material intacto.
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T T T T T T T T T T T
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

FIGURA 4.9: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Pbrev (DRX400 Bruker
9,4 T) — material intacto.

4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm
FIGURA 4.10: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Pcor (DRX400 Bruker

9,4 T) — material intacto.
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T T T T T T T T T T T
| 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

FIGURA 4.11: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Pdel (DRX400 Bruker

9,4 T) — material intacto.

AN AR MRS RS RARAREAAES RAEARARS REAREAEAA AR AR RAARRAREE REARAR
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1  pm

FIGURA 4.12: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Pdil (DRX400 Bruker

9,4 T) — material intacto.
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4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 pm
FIGURA 4.13: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Pmes (DRX400 Bruker

9,4 T) — material intacto.

T T T T T T T T T T T
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

FIGURA 4.14: Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra Ptinc (DRX400 Bruker

9,4 T) — material intacto.
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A regidao espectral com presenca de sinais nas analises de RMN HR-
MAS de "H corresponde a regido de carboidratos de 3,0-4,0 ppm. Nos liquens, sao
encontrados os carboidratos de alta e baixa massa molecular (CARBONERO, 2005).
Os carboidratos de alta massa molecular compreendem os polissacarideos e sao
encontrados, principalmente, em duas classes: os heteropolissacarideos contendo
manose e as glucanas (CARBONERO et al., 2005a). Ja os carboidratos de baixa
massa molecular sdo muito pouco investigados em liquens (NISHIKAWA et al.,
1973; LINDBERG et al.,, 1953). Nesta classe, encontram-se os monossacarideos
(pentoses, metilpentoses, hexoses e cetoses), polidis (moléculas contendo entre 3 a
7 atomos de carbono) e os oligossacarideos (GORIN et al., 1993). Os polidis séo os
carboidratos que ocorrem predominantemente em liquens, sendo que nesse grupo o
manitol e o arabinitol destacam-se por sua grande ocorréncia, embora muitos outros
estejam presentes com menor frequéncia, tais como o glicerol, eritritol, ribitol, xilitol,
entre outros (XAVIER-FILHO et al.; 2006). Desta forma, um experimento de gHSQC

na sonda HR-MAS foi obtido para a investigagdo desses compostos.

64

66

704

72

74

76

T T T T T T T T T
4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 ppm

FIGURA 4.15: Correlagdes 'H-">C, obtidas através do experimento de gHSQC na
sonda HR-MAS (DRX400 Bruker 9,4 T), de uma amostra de liquen intacto.

42



Resultados e Discusséo

As correlagdes de '*C obtidas pelo gHSQC foram observadas na regigo
de 66-76 ppm (Figura 4.15), as quais correspondem aos poliois de liquens, visto que
os hidrogénios anoméricos dos oligo- e polissacarideos ndo foram observados. A
identificacdo dos polidis pela analise de RMN HR-MAS, foi realizada mediante a
comparagao com dados da literatura, os quais correspondem aos sinais do arabinitol
e manitol (AMENDOLIA et al., 1998; HIMMEILREICH et al., 2003; MANNINA et al.,
2004, MATULOVA e HRICOVINIOVA, 2002; DE PAULA et al., 1998). Os sinais na
regido de © 3,1 a 3,4 ppm nao foram identificados (Figura 4.16).

Ara-H3
Man-H3,H4

Man-H1,H6
Ara-H‘z,H4’J£"'a”'H2'H5

Ara-H1,H5
Non identified peaks

I T T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.16: Espectro de RMN HR-MAS de 'H de uma amostra de liquen com

atribuicdes dos polidis arabinitol e manitol.

Os resultados, destacados  posteriormente  nas  analises
quimiométricas, apontam os carboidratos de baixa massa molecular, no caso os
polidis, também como potenciais chaves na identificacdo quimiotaxonémica. A
proposta da utilizagdo da HR-MAS evidencia como essa técnica pode ser util na
quimiotaxonomia de liquens, pois como é analisado o material intacto, s&o os
compostos provenientes de metabolismo primario, principalmente os carboidratos,

que sao detectados e analisados.
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4.2.2 — Analise quimiométrica dos dados de RMN HR-MAS de 'H

A matriz gerada possui 11 amostras e 320 variaveis. A visualizagédo de

todos os espectros de RMN HR-MAS de "H encontra-se destacada na figura 4.17.

Response (E+07)

300

Yariable #

FIGURA 4.17: Visualizagado de todos os espectros de RMN HR-MAS empregados na

analise quimiométrica.

4.2.2.1 — Analise exploratoria
a) Todas as amostras de liquens (Familias Physciacea e Parmeliaceae)

Para as amostras analisadas na sonda HR-MAS observou-se a
discriminagao entre as familias Parmeliaceae e Physciaceae, conforme mostra o
grafico de HCA (Figura 4.18). Na anadlise de agrupamentos hierarquicos das
amostras, as melhores condi¢des foram:

e Pré-processamento: autoescalamento (apds a remogao dos ruidos, para garantir
que todos os sinais tenham a mesma importancia);
¢ Transformacdo: Normalizacdo dos espectros;

e Conexao: completa.
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FIGURA 4.18: Grafico de HCA de todas as amostras de liquens (analise de RMN
HR-MAS) com indice de similaridade 0,217.

Embora a analise exploratéria tenha fornecido informacdes relevantes
quanto as familias dos liquens analisados, a amostra Parmotrema delicatulum (Pdel)
apresentou comportamento anémalo pois, com o indice de similaridade de 0,271,
ficou isolada dos dois grupos (Parmeliaceae e Physciaceae), apresentando uma
proximidade maior com as amostras da familia Physciaceae do que com a
Parmeliaceae. Isso indica que a discriminagao entre familias de liquens via RMN
HR-MAS de 'H é bastante viavel e a informagdo quimiotaxondmica é excelente,
todavia como se trata da analise de uma classe muito ampla, podem estar
intrinsecos alguns erros.

No grafico de PCA de todas as amostras também se observa que ha
distingao entre os liquens das familias Physciaceae e Parmeliaceae (Figura 4.19).
As amostras Pyx, Dirin e Hspec, pertencentes a familia Physciaceae, apresentaram

valores mais negativos em PC2 e mais positivos em PC1, diferentemente das
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demais amostras. Assim como no HCA, a amostra Pdel apresentou-se mais distante
do seu grupo, com valores mais negativos de PC2, comparadas as demais amostras
Parmeliaceae. Um outlier da amostra Pbrev foi observado na analise de PCA de

todas as amostras.

HRCanop
T

HRPYiNG HRPbrev HRHypot HRPbrev

HRPrmes Outlier

HRPdil

- -
’ ”
HRPdel ”
7
’
. ,7  Physciaceae
/
{ 5
-
1 \ ; HRPyX ~ - - -

T T T T
-10 5 0 5 10
Factor1

FIGURA 4.19: Grafico de scores de todas as amostras de liquens estudadas —
analise de RMN HR-MAS de 'H (PC1 x PC2, 21,7 e 12,8%, respectivamente).

O gréfico de PC1xPC2 de todas as amostras representa que 34,3% da
informacado do sistema estdo contidas nessas duas componentes principais. Esse
valor de porcentagem cumulativa € extraido da curva de variancia (Figura 4.20),
obtida na analise de componentes principais (PCA), somando-se os valores de PC1
e PC2. A partir da curva de variancia, obtém-se também o posto, ou seja, o numero
maximo de componentes principais que descrevem a matriz. A estimativa do posto é
efetuada avaliando-se a porcentagem de varidncia para cada componente principal,
sendo que valores pequenos (abaixo de 5%) e tendentes a porcentagens constantes
determinam essa informacgao. Desta forma, para a analise de todas as amostras por
RMN HR-MAS, o posto estimado foi igual a 5, com porcentagem cumulativa de
54,7%, pois até PC5 ha consideraveis variagcbes dos percentuais de variancia,
enquanto a partir de PC6, as porcentagens de informagdo em cada PC sé&o

pequenas e sem variagdes (Figura 4.19).

46



Resultados e Discusséo

Em todas as analises de PCA dos dados de RMN HR-MAS de 'H, as
melhores condi¢des foram:
¢ Pré-processamento: autoescalamento.

¢ Transformacao: 12 derivada e normalizacédo dos espectros;

| 21.74225%

2000

1200+

12.83324%

Yariance

4.87962% 3.24639%

1000

3.53372%

5.22116%

8.20182%

a00-

6.66782%

3.81227%

T
4

l 3.58900% \

g

PC

FIGURA 4.20: Curva de variancia versus componentes principais, extraida da
analise de PCA de todas as amostras de liquens estudadas — analise de RMN HR-
MAS de "H.

A aplicagdo da primeira derivada nos espectros foi necessaria, pois
esse tipo de pré-processamento apresentou um melhor agrupamento entre as
replicatas. Para confirmar que essa operagdo matematica ndo implicaria no aumento
significativo do ruido, foi avaliado o perfil espectral apds a derivagédo. Os resultados
obtidos foram muito satisfatorios, com boa relagdo sinal/ruido, indicando que a
primeira derivada pode ser utilizada nas transformacdes antecedentes ao tratamento

quimiométrico, como pode ser observado na figura 4.21.
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T T T T T
2400 2600 2800

2050 I 4050 I 6050
variaveis (n° de pontos)
FIGURA 4.21: Espectros de RMN de 'H, (a) HR-MAS e (b) em solucdo, apds a

aplicacao da primeira derivada.

b) Familia Physciaceae

Os trés géneros da familia Physciaceae foram discriminados no grafico
de scores de PC1xPC2 (Figura 4.22), o qual contém 54,4% de informacéo do
sistema. Para a discriminagcdo dos géneros de Physciaceae, as mesmas condi¢des
de tratamento quimiométrico foram empregadas e o posto foi também estimado para
5, com 89,5% de descricdo do sistema. No entanto, pode-se observar através do
agrupamento das replicatas que a reprodutibilidade das analises na sonda HR-MAS

€ menor quando comparada com a RMN em solugao (vide Figura 4.109, pagina
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123). Esse resultado deve-se ao fato da analise de RMN do material heterogéneo,
devido as condicbes de preparo, principalmente no que diz respeito ao
empacotamento da amostra no rotor, e a homogeneidade da amostra serem mais

dificeis de ser reproduzidas.

’ HRPyx

* HRHspec

Factor1

FIGURA 4.22: Grafico de scores das amostras de liquens da familia Physciaceae —
analise de RMN HR-MAS de 'H (PC1 x PC2, 35,8 e 18,6%, respectivamente).

c) Familia Parmeliaceae

A analise quimiométrica dessa familia (Figura 4.23) apresentou uma
boa discriminacdo entre as espécies, embora nao tenha sido possivel o
agrupamento das amostras referentes a um mesmo género, como € o0 caso dos
Parmotrema, diferenciando-as dos géneros Canoparmelia e Hypotrachyna. O grafico
de scores de PC1xPC2 representa 38,6% de informacao e o posto foi estimado para

6, com 65,5% de descrigdo cumulativa do sistema.
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FIGURA 4.23: Grafico de scores das amostras de liquens da familia Parmeliaceae —
analise de RMN HR-MAS de 'H (PC1 x PC2, 24,9 e 13,7%, respectivamente).

d) Género Parmotrema

Todas as espécies do género Parmotrema foram perfeitamente
discriminadas via RMN HR-MAS de 'H e quimiometria. O grafico de scores de
PC1xPC2 (Figura 4.24), com 42,0% de informacao do sistema, apresentou uma das
replicatas da amostra Parmotrema brevicialiatum (Pbrev) como um outlier, ou seja,
possuiu um comportamento anémalo ndo se agrupando com as demais replicatas. O
posto avaliado para essa analise de PCA foi igual a 5, com 58,1% de descrigao

cumulativa do sistema.
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FIGURA 4.24: Grafico de scores das amostras de liquens do género Parmotrema —
analise de RMN HR-MAS de 'H (PC1 x PC2, 27,7 e 14,3%, respectivamente).

A influéncia das regides espectrais de HR-MAS para as analises
quimiométricas foi avaliada a partir do grafico de poder discriminante, obtido para as
componentes principais de maior porcentagem de informagdo, PC1 e PC2 (Figura
4.25). Nesse gréafico a intensidade dos sinais corresponde a relevancia daquela
regido para as analises exploratérias. Assim, como destacado na figura 4.24, os

sinais em 6 3,2-3,3 contém a maior quantidade de informagdo na discriminagao

quimiométrica, seguido da regidao em 6 3,65-3,70 e 3,85-4,00.
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FIGURA 4.25: Grafico mostrando o poder discriminante dos sinais de RMN HR-MAS
de 'H — material intacto, com destaque as regides mais relevantes na andlise
quimiométrica: a) ¢ 3,20-3,30; b) 6 3,65-3,70; c) 6 3,85-4,00.

4.2.2.2 - Classificagcao de amostras desconhecidas

Antes da predicdo de amostras foi construido um modelo pelo método
KNN, empregando-se todas as amostras padrées. O modelo foi construido com um
vizinho mais préximo, pois com esse valor ha somente trés erros de predigao,
conforme mostra a figura 4.26.

A classificacdo de amostras desconhecidas ao modelo foi realizada
com um conjunto de vinte e quatro amostras, correspondentes a oito classes em
triplicata, das quais cinco amostras foram preditas erroneamente (Tabela 4.1).
Dentro das cinco predi¢des incorretas, como mostrado na tabela 4.1, foram
observados dois erros de classificagdo dentro das ftriplicatas, como foi o caso da
amostra HR3b, correspondente ao liquen Canop e amostra HR5b correspondente
ao liqguen Pdil. Somente uma espécie de liquen foi completamente classificada de
forma inadequada (amostra Ptinc). Desta forma, embora as analises de HR-MAS de
'H padecam de alguns inconvenientes, tais como reprodutibilidade, o percentual de
acerto da classificagao é considerado muito satisfatorio, pois apresentou um acerto
de 70,8%.
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FIGURA 4.26: Grafico mostrando os erros do modelo de predicdo de amostras
intactas (RMN HR-MAS) em fun¢cdo do numero de vizinhos empregados na analise
por KNN.

TABELA 4.1: Classificacdo de amostras desconhecidas através da analise de RMN
HR-MAS de "H.

Amostras Classificacao Classificacao

desconhecidas por KNN correta?

HR1a Hspec v

HR1b Hspec v

HR1c Hspec v

HR2a Dirin v

HR2b Dirin 7

HR2c Dirin v

HR3a Pbrev v

HR3b Canop nao (Pbrev)

HR3c Pbrev v

HR4a Pcor v

HR4b Pcor v

HR4c Pcor v

HR5a Pdil v

HRSb Pmes nao (Pdil)
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HR5c
HR6a
HR6b
HR6c
HR7a
HR7b
HR7c
HR8a
HR8b
HR8c

Pdil
Pmes
Pmes
Pmes
Pbrev
Pmes
Pmes

Pyx

Pyx

Pyx

DI NN

v
nao (Ptinc)
nao (Ptinc)
nao (Ptinc)

v

v

v

A discriminagdo dos liquens em familia, género e espécies e a

classificacdo de amostras via RMN HR-MAS de 'H e quimiometria foi satisfatdria,

embora resultados mais interessantes tenham sido encontrados com as técnicas de

RMN em solugédo e IV. A analise do material intacto é sem duvida um grande atrativo

da técnica HR-MAS, no entanto, os problemas de agrupamento das replicatas

implicam no menor percentual de classificagao entre as trés técnicas utilizadas.
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4.3 - Analise dos Extratos Brutos por Espectroscopia de RMN em

solucao

4.3.1 — Os espectros de RMN em solugao e a elucidacao dos

metabdlitos em mistura

A analise de RMN em solucdo corresponde a obtencao de espectros a
partir dos extratos brutos solubilizados em DMSO-d.

Os espectros de RMN do material intacto (HR-MAS) e do extrato bruto
foram muito diferentes, devido ao fato de no extrato encontrarem-se os metabalitos
secundarios do liquen, enquanto na analise do material intacto esses estdo em
menor propor¢ado comparados aos constituintes da parede celular e aos compostos
de metabolismo primario.

Os sinais observados nos espectros de RMN de 'H compreendem a
regido espectral de 0,8 a 14,0 ppm. Cada espécie analisada apresentou sinais de
RMN de 'H caracteristicos da presenca de alguns metabdlitos secundarios
majoritarios, bem como a presenca de alguns sinais de polidis, observados
principalmente na regidao de 66-80 ppm dos espectros de RMN de 3C . A atribuigao
dos sinais de RMN e a elucidacado estrutural das substancias liquénicas foram
efetuadas a partir dos experimentos de RMN dos extratos brutos, ou seja, sem
nenhum processo de isolamento e purificagdo. A seguir, é apresentado o perfil do
espectro de RMN de 'H de todos os extratos, bem como os experimentos de RMN
(1D e 2D) necessarios para a identificacdo dos metabolitos secundarios.

As substancias elucidadas nas espécies estudadas ja estdo descritas
na literatura, no entanto, a partir desse trabalho pode-se encontrar a confirmacéao de
suas estruturas, bem como a apresentagcdo de muitos dados de RMN que nao
estavam completamente relatados. Alguns valores de constantes de acoplamento e
multiplicidade, ndo descritos, puderam ser atribuidos.

E importante destacar que, por se analisar o extrato bruto em DMSO-
ds, algumas hidroxilas dos acidos liquénicos n&do foram observadas, exceto as
hidroxilas queladas, devido a troca quimica dos hidrogénios hidroxilicos pelo
deutério da agua presente no solvente. Entretanto, a identificagdo dessas
substancias nao foi prejudicada, pois os valores de deslocamentos quimicos dos
carbonos diretamente ligados a essas hidroxilas sao facilmente detectados (6 ~ 156-
162)
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4.3.1.1 — Liquen Dirinaria aspera (Dirin)

A amostra Dirin (Dirinaria aspera) apresentou sinais de RMN de 'H
(Figura 4.27) caracteristicos dos metabdlitos secundarios atranorina (1) e acido
divaricatico (2), confirmados pelos experimentos bidimensionais gHSQC e gHMBC
(Figuras 4.29 a 4.34). Para a completa atribuicédo, foi adquirido o espectro de RMN
de ®*C da amostra (Figura 4.28), visto que somente pelos dados de 2D nao foi

possivel a total identificacao.

HO
Atranorina (1)
2
2 2
2
2. 216 214 212 210 1:8 1:6 1:4 1:2 I:Opplln
2 2

6.6 6.5 6:4 ppm

n MJL LJAALMJ‘UJM

12 11 10 ° 8 7 6 5 4 3 2 1 " ppm

FIGURA 4.27: Espectro de RMN de 'H da amostra Dirin (DMSO-ds, DRX400 Bruker

9,4 T) — analise de RMN em solucgao.
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A substancia atranorina (1) foi identificada pela presenca do singleto
em 6 3,88 correspondente aos hidrogénios metoxilicos, dos dois singletos
aromaticos em & 6,43 e 6,65, correspondentes a H-5 e H-5 (Figura 4.27) e do
singleto em 6 10,22 referente ao hidrogénio aldeidico H-8, com correlagéo direta no
experimento de HSQC com o carbono em & 193,8, (Figura 4.31). A elucidagéo
completa dos sinais da substancia atranorina (1) (Tabela 4.2) foi realizada com o
auxilio dos espectros de RMN dos demais extratos, os quais apresentaram a
atranorina na composicao, devido a sua presenga minoritaria na amostra Dirin. A
investigacdo dessa substancia nos demais extratos foi realizada, principalmente,
pela analise dos sinais de RMN de 'H aqui destacados.

Recentemente, CARVALHO e colaboradores (2000) apresentaram o
assinalamento completo da atranorina (1) por RMN 'H, *C e HMBC. Esses dados,
obtidos em CDCI3, encontram-se em concordancia com os apresentados neste
trabalho, embora algumas variagbes nos valores de deslocamentos quimicos

possam ser observadas devido a diferenga de solventes (Tabela 4.2).

TABELA 4.2: Atribuicées dos sinais de RMN da substancia atranorina (1) (DMSO-ds,
DRX400 Bruker 9,4 T).

CARVALHO et al.,
Posigoes (mS::ilp_litl:)ti’lr: de) 8"3C — ppm gHMBC 21000 (ppm):3

6'H 6°C

1 - 110,6 - - 102,8
2 - 161,7 - - 169,1
3 - 107,8 - - 108,5
4 - 163,4 - - 167,5
5 6,43 (s) 1089  21,0;107,8;1106 639 (s) 1128
6 - 148,9 - - 152,4
7 - 164,4 - - 169,7
8 10,22 (s) 1938 1617 1030 (s) 1938
9 2,40 (s) 21,0 108,9; 110,6; 148,9 2,67 (s) 25,6
1 - 115,3 - - 110,3
2’ - 157,3 - - 162,8
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3 - 116,3 - - 116,7
4 . 151,4 : - 152,0
5 6,65 (s) 115,7 21,1;115,3;151,4  6,50(s) 1159
6 - 136,5 - - 139,9
7 - 169,8 - - 172,2
8 2,04 (s) 9,2 116,3; 151,4; 157,3 2,07 (s) 9,4
<} 2,35 (s) 21,1 115,7; 136,5 2,53 (s) 24,0
- COOMe 3,88 (s) 52,3 169,8 3,97 52,3
2'-OH 10,54 (s) - 115,4; 136,5; 157,3 11,94 (s) -

* Dados da literatura obtidos em CDCls/ 400 MHz ('H).

A substancia acido divaricatico (2), presente majoritariamente no liquen
Dirin apresentou sinais de hidrogénios alifaticos, aromaticos e carbindlicos bem
definidos (Figura 4.27). A seguir estdo apresentados a tabela com as atribuicées dos
sinais de RMN (Tabela 4.3) e o espectro de RMN de *C da amostra Dirin com os
sinais da substancia acido divaricatico (2) em destaque (Figura 4.28), bem como os
experimentos bidimensionais analisados (Figuras 4.29 a 4.34). Numa das revisdes
mais recentes da literatura de liquens (HUNECK e YOSHIMURA, 1996), ndo ha
registros da identificagcdo do acido divaricatico (2) por RMN, somente espectroscopia

de infravermelho, espectrometria de massas e derivagao quimica.

FIGURA 4.3: Atribuicdes dos sinais de RMN da substancia acido divaricatico (2)
(DMSO-dgs, DRX400 Bruker 9,4 T).

e 8'H — ppm 13
Posicoes 8 °C — ppm gHMBC
(multiplicidade)
1 - 111,8 -
2 - 157,8 -
3 6,35 (d, J=2,31 Hz) 99,0 106,8; 111,8; 157,8; 161,6
4 - 161,6 -
5 6,37 (d, J=2,31 Hz) 106,8 35,7, 99,0; 111,8; 161,6; 166,7
6 - 142,4 -
7 - 166,7 -
1 - 143,4 -
2 - 158,8 -
3 6,57 (d, J=2,10 Hz) 106,7 113,0; 118,9; 151,8; 158,8
4 - 151,8 -
5 6,50 (d, J=2,10 Hz) 113,0 35,66; 106,7; 118,9; 151,8
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6 - 118,9 -
7 - 169,9 -
17 2,61 (t, J=7,29 Hz) e 35,6 13,8; 24,1; 106,8; 111,8; 142,4
17 2,62 (t, J=7,29 Hz) 35,4 13,8; 113,0;: 118,9; 143,4
, 1,55 :
2 (sext, J27 29 Hz) 23,8 13,8; 35,6
1,59 _
2 (sext, Jo7 29 Hz) 24,1 13,8; 35,4
0o 0,89 (t, J=7,29 Hz) e oAt aE .
3"e3 0.01 (¢ J=7.29 Hz) 13,8 23,8; 24,1; 35,4; 35,6
MeO-4 3,74 (s) 55,1 161,6
2-OH 10,28 (s) - 99,0; 111,8; 157,8

T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100

T
90 80

70

60 50 40 30 20 ppm

FIGURA 4.28: Espectro de RMN de '*C (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T) da

amostra Dirin com atribuicbes do acido divaricatico (2) em destaque — analise de

RMN em solucgao.

59



Resultados e Discusséo

ppm

© 10
15

20
o0 6 9

° =N 9,5
30
D 33

R 40
45

50
<]
=] 55

T T T T T T T T T T T T T T T
3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 ppm

FIGURA 4.29: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Dirin — ampliagao 1.

= ) =
100

102

104

106

108

110

112

114
(- 116

118

6.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40 6.35 6.30 6.25 ppm
FIGURA 4.30: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Dirin — ampliagao 2.
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FIGURA 4.31: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Dirin — ampliagao 3.
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FIGURA 4.32: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Dirin — ampliagao 1.
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FIGURA 4.33: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Dirin — ampliagao 2.
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FIGURA 4.34: Correlacdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Dirin — ampliagao 3.
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4.3.1.2 - Liquen Heterodermia speciosa (Hspec)

A amostra Hspec (Heterodermia speciosa) apresentou sinais
caracteristicos do metabdlito secundario atranorina (1) (Figura 4.35). Foi observada
também a presencga de demais sinas na regido de 0,70-2,50 ppm, no entanto, devido
a grande sobreposigao nos experimentos bidimensionais (Figuras 4.36 e 4.37), nao

foi possivel a identificagdo em mistura desses metabdlitos.

- r - 1
6.6 ppm

T T T T T T T - T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.35: Espectro de RMN de 'H da amostra Hspec (DMSO-ds, DRX400

Bruker 9,4 T) — analise de RMN em solucéo.

63



Resultados e Discusséo

~ 40

60

80

100

U b el

120

140

160

180

A

T T T T T T T T T T
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.36: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Hspec.
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FIGURA 4.37: Correlacdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Hspec.
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4.3.1.3 - Liquen Pyxine daedaleae (Pyx)

A amostra Pyx (Pyxine daedaleae) também apresentou sinais
caracteristicos do depsideo atranorina (1) (Figura 4.38). Uma grande quantidade de
sinais na regidao alifatica sugere a presenga de compostos terpénicos, todavia, a
elucidagdo em mistura ndo pode ser realizada devido a grande sobreposi¢cao de
sinais, 0 qual apresentou correlacbes complexas nos experimentos bidimensionais
(Figuras 4.39 e 4.40).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 ppm

j ML

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.38: Espectro de RMN de 'H da amostra Pyx (DMSO-ds, DRX400 Bruker

9,4 T) — analise de RMN em solucgao.
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FIGURA 4.39: Correlagdes 'H-'C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pyx.
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FIGURA 4.40: Correlacdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento

de gHMBC, da amostra Pyx.
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4.3.1.4 - Liquen Hypotrachyna dactylifera (Hypot)

A amostra Hypot (Hypotrachyna dactylifera) apresentou sinais de RMN
de "H caracteristicos do depsideo atranorina (1), além de outras duas depsidonas
que foram identificadas: os acidos colensadico (3) e norcolenséico (4) (Figura 4.41).
Os sinais observados no espectro de RMN de 'H, em comparacdo com os dados da
literatura (FOX et al., 1970; HUNECK e YOSHIMURA, 1996), foram identificados
pelo espectro de RMN de "*C (Figura 4.42) e experimentos bidimensionais (Figura
443 a 4.48). O acido norcolensdico apresentou-se como metabdlito majoritario,

seguido do acido colensadico e atranorina (minoritaria).

5lll 5|||

Acido colensoico (3) Acido norcolenséico (4)
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3e4d

FIGURA 4.41: Espectro de RMN de 'H da amostra Hypot (DMSO-ds, DRX400

Bruker 9,4 T) — anédlise de RMN em solugao.

Os acidos colensoico (3) e norcolensdico (4) possuem estruturas muito
similares. A principal diferenca observada no espectro de RMN de 'H foi a maior
desblindagem dos hidrogénios aromaticos H-3 e H-5 para o acido norcolenséico (4)
em relagdo ao acido colenséico (3) (Tabelas 4.4 e 4.5). Essa desblindagem é
decorrente da presenca do grupo metoxila no acido colensdico (3) na posicao 4,
enquanto que no acido norcolensodico (4), nessa mesma posi¢cado, tem-se um
grupamento hidroxila o qual € mais fortemente ativante, ou seja, um maior doador de
densidade eletronica as posicdes orto e para do anel benzénico.

FOX e colaboradores (1970) e HUNECK e YOSHIMURA (1996)
apresentaram as atribuicbes de RMN de 'H para esses dois acidos liquénicos.
Entretanto, esses dados ndo apresentam as multiplicidades e constantes de
acoplamento de grande parte dos sinais. Desta forma, embora as hidroxilas néo

tenham sido observadas devido a troca quimica pelo deutério, os dados de RMN de
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'H, 3C e as correlagdes encontradas nos experimentos de HMBC e aqui registradas

(Tabelas 4.4 e 4.5) sdo de grande importancia.

TABELA 4.4: Atribuicbes dos sinais de RMN da substancia acido colenséico (3)
(DMSO-dgs, DRX400 Bruker 9,4 T).

FOX et al., 1970

. 8'H - ppm 13 (ppm)*
Posicoes (multiplicidade) 5°C — ppm gHMBC .
1 - 112.7 2 -
2 : 162.3 : :
6,74 _ 6,74 6,81

3 (d, J=2,30 Hz) 1033 112,7,162,3 (2d, J=2,5 Hz)

4 : 163,0 : :

; 6,83 aq 32810331127, 6,74 € 6,81

(d, J=2,30 Hz) : 163,0 (2d, J=2,5 Hz)

6 : 1491 . .

7 ; 162.2 i ;

1 : 119.2 : :

2 ; 153.3 i i

. 119,2; 140,5;

3 6,61 (s) 1053 1446 1639 1684 6,87 (s)

& ; 1445 i i

5 : 1405 : :

6 i 133.9 i i

7 : 168.4 : :

17 2,75 328 30,7 114.1; 1491 2,40-3,50 (m)

(t’ J=7’74 HZ) 3 1 3 1 3 3 3 3

1 2,78-2,88 (m) 269 0% 10218595 540.3,50 (m)
2"e2” 144157 (m) 302e307 28 3§é8§; 31,2 1,15-2,00 (m)
3"e3" 134144 (m) 30,89 e 31,2 21.8 1,15-2,00 (m)
47647  1,22-1,44 (m) 21,8 13,7: 31,4 1,15-2,00 (m)

o 0,89-0,90 _

FOF 13,7 21,8: 31,4 0,70-1,15 (m)
MeO-4 3,83 (s) 55,9 163,0 3,93 (s)

* Dados da literatura obtidos em CDCl;/ 60 MHz ('H).
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TABELA 4.5: Atribuigcdes dos sinais de RMN da substancia acido norcolensoico (4)
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T).

HUNECK e
. - 81H — ppm 13 YOSH|MURA, 1996
Posigoes i ultiplicidade) © ©—PPM gHMBC (ppm)*
8'H
1 2 11,0 : :
2 : 162,6 . .
6,57 111,0; 115,1;
3 (d, J=2,21 Hz) 104.7 161,9; 162,6 6.60 (s/)
4 i 161,9 : -
6,62 32,7: 104,7; 111,0;

S (d, J=2,21 Hz) 1151 161,9 6,60 (s/)

6 i 149,2 - -

7 i 162,5 i i

1 i 119,1 - -

> ] 153 4 i i

g 119,1; 140,6;

3 6,59 (s) (SR e 6,60 (sl)

4 ] 144,7 i i

5 i 140,6 : :

6 ] 133,7 i i

7 i 168,5 - -

17 2,70(t, J=7,74 Hz) 32,7 30.6; 1 11 iéoé 55 544276 (m)

1 2.78-2,88 (m) 270 300 1114?616;5 133,75 244276 (m)
2"e2"  144-157(m)  30,0e306  21,8; 314:327 1,16-1,60 (m)
3"e3”  1,34-144(m) 30,87 e 314 218 1,16-1,60 (m)
4" e 4" 1,22-1,44 (m) 21,8 13.7; 30,87; 31,4 1,16-1,60 (m)

1) 1] 0,84 . . _

5 e5 TR 13,7 21,8:30,87;31,4  0,72-0.96 (m)

* Dados da literatura obtidos em CDCl3/ 60 MHz ('H).
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FIGURA 4.42: Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T) da
amostra Hypot com atribuicbes dos acidos colensoico (3) e norcolensoico (4) em

destaque — analise de RMN em solugéo.
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FIGURA 4.43: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Hypot — ampliagao 1.
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FIGURA 4.44: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Hypot — ampliagao 2.
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FIGURA 4.45: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Hypot — ampliagao 1.
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FIGURA 4.46: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Hypot — ampliagao 2.

73



Resultados e Discusséo

.

} ] 3'
— E g
§ x|
] X
= E 7
E E|
x
E1(
%I = =
] = —11|
R 12
13
A
— 14
- 1
R
R 24|
- 17
T T T T T T T T T T T
7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2  ppl

FIGURA 4.47: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Hypot — ampliagao 3.
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FIGURA 4.48: Correlacdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Hypot — ampliagao 4.
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4.3.1.5 — Liquen Canoparmelia cryptochlorophaea (Canop)

A amostra Canop (Canoparmelia cryptochlorophaea) apresentou sinais
caracteristicos do depsideo atranorina (1). Foram identificados também o &cido
caperatico (5) e o depsideo acido criptoclorofeico (6) (Figura 4.49). A atribuicdo dos
sinais desses metabdlitos foi efetuada mediante os dados de gHSQC e gHMBC e
encontram-se destacados nas tabelas 4.6 e 4.7. A aquisicdo do espectro de RMN de
3C permitiu atribuir os sinais dos carbonos n&o identificados nos experimentos
bidimensionais.

20
COOH
n-C,H,;—H—H
HO—}—COOH
2 19
H—&4—H

C1)OOMe

Acido caperatico (5)

5 6 5
M
6
T T T T T T T
2.9 2.8 2.7 2.6 2.5 pom
6 5e6
6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 pim
6
ol |
10'5 10'.0 ppm 5 6
BN A IJ JJ W‘MLUJWLJJ
U T T T T T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Espectro 4.49: Espectro de RMN de 'H da amostra Canop (DMSO-ds, DRX400
Bruker 9,4 T) — analise de RMN em solugao.
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O acido caperatico (5), identificado na amostra Canop, apresenta
dados de RMN de 'H descritos na literatura (KEETON e KEOGH, 1973), embora a
atribuicdo dos sinais de '*C ainda n&o tenha sido explorada. Desta forma, como
pode ser observado na tabela 4.6, as atribuicdes realizadas estdo em concordancia
com os resultados prévios apresentados por KEETON e KEOGH (1973), somado
ainda aos assinalamentos de '*C, auxiliados pelos experimentos bidimensionais de
gHSQC e gHMBC.

TABELA 4.6: Atribuigdes dos sinais de RMN da substancia acido caperatico (5)
(DMSO-dgs, DRX400 Bruker 9,4 T).

., 5'H - ppm 13 KEETON e KEOGH, 1973
Posicoes nultiplicidade)y © C—PPm gHMBC (ppm)**
8'H
1 - 170,1 - _
75,0; 170,1

2a 2,97 (d; J=15,92 Hz) 3,12 (d, J=16 Hz)

2> 259 (d;J=1592Hz) 0T TOXION 577 (d, J=16 Ho)
3 i 75,0 i i
4 261(t J=7,71Hz) 335 . 2,67 (1)
(CHa)13 1.23 (s) ~29.0 ~29,0 1.29 (sl)
CHs 0,82-0,92 (m) . : 0,88 (1)
19 i 174.7 i i
20 i 173.6 : :
_COOMe 3,55 (s) 51,5 170,1 3,61 (s)

*Deslocamento quimico de carbono nao identificado através de gHSQC e gHMBC devido ao grande
congestionamento de sinais nessa regido do espectro, visto que o acido caperatico ndo é o composto

majoritario da espécie. **Dados da literatura obtidos em acetona-ds/ 220 MHz ('H).

Na regido de aproximadamente & 9,80 a 10,60 do espectro de RMN de
'H da amostra Canop (Figura 4.50) ha alguns sinais nao identificados. Desta forma,
foi adquirido um experimento de gNOESY na tentativa de observar as correlagdes
principalmente dos hidrogénios acidos do acido caperatico (5). A irradiagao seletiva
em cada dubleto de H-2a e H-2b dessa substancia, como mostrado na figura 4.50,

apresentou NOE somente com o seu respectivo hidrogénio geminal, ndo sendo
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possivel a visualizagao de outros nucleos, e portanto, os hidrogénios acidos do acido

caperatico (5) ndo foram atribuidos.

T T T T T T T T

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 pPpm
T T T T T T T T

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 Ppm

FIGURA 4.50: Espectro gNOESY (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T) da amostra

Canop com irradiagbes em 6 2,59 (a) e 6 2,97 (b) — analise de RMN em solugao.

A substancia acido criptoclorofeico (6) foi identificada majoritariamente
no liquen Canop. Na literatura (HUNECK e YOSHIMURA, 1996) encontram-se
dados de RMN de "H sem a distingédo dos hidrogénios H-2”, H-2"", H-3”, H-3"", H-4”
e H-4"", bem como dos hidrogénios aromaticos H-3, H-5 e H-5, os quais n&o

apresentam as suas constantes de acoplamento, pois sdo considerados como um

unico singleto (Tabela 4.7). Com a realizacdo desse trabalho, foi possivel a

atribuicdo completa dos sinais de RMN dessa substancia, a partir dos experimentos

bidimensionais (Figuras 4.52 a 4.58) e do espectro de '°C (Figura 4.51).
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TABELA 4.7: Atribuicdes dos sinais de RMN da substancia acido criptoclorofeico (6)
(DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T).

HUNECK e

» 5"H — ppm ) YOSHIMURA, 1996

Posicoes (multiplicidade) 8°C — ppm gHMBC (ppm)
§'H
1 i 113,2 i i
2 i 158,3 . .
6,33 108,1; 113,2;
3 (d: J=1,96 Hz) 97.2 159.5; 164.6 6,50 (s)
4 : 159,5 - -
6,29 33,0; 97,2; 113,2;

S (d: J=1,96 Hz) 108,1 1595 6,50 (s)

6 i 143,2 ) .

7 i 164,6 i ]

1 : 124.4 ) )

2 ] 144,0 i i

3 i 150,1 ] ]

4 i 153,8 i i

: 35.,6; 104,4; 124,4;

5 6,33 (s) 109,9 e 6,50 (s)

6 ] 104,4 i i

7 i 173,2 ] ]

, 2,70 30,9; 108,1; 113,2;
1 (t, J=7.71 Hz) 33,0 143,2 3,00 ()
2,82 31,1; 104,4; 109,9;

L (t, J=7,71 Hz) =k 144,0 S0 ({1
2" 2" 148158 (m) 30,9 e 31,1 31,2: 221 1,22-1,84 (m)
3'e3"  1.25-1.31(m) 31,2 14.1: 22.1 1.22-1.84 (m)
4"ed4”  1.25-1.31(m) 221 14.1; 31,2 1.22-1.84 (m)
5'e5”  0.82-0.92 (m) 14.1 22.1;31.2 0,91 (1))
MeO-2 3,72 (s) 55,8 158,3 3,91 (s)

4-OH 9,86 (sl) - 97,2: 108,1; 159,5 8,20 ()
OH ou
petiod 10,43 (sl) i 124,2 8,20 (s/)

* Dados da literatura obtidos em acetona-dg/ 60 MHz ('H).
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FIGURA 4.51: Espectro de RMN de '*C (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T) da

amostra Canop com atribuigbes dos acidos caperatico (5) e criptoclorofeico (6) em

destaque — analise de RMN em solugao.
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FIGURA 4.52: Correlagdes 'H-'C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Canop — ampliagao 1.
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FIGURA 4.53: Correlagdes 'H-">C, obtidas através do experimento de gHSQC , da

amostra Canop — ampliagao 2.
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FIGURA 4.54: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Canop — ampliagdo 3.

I

FIGURA 4.55: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Canop — ampliagdo 1.
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FIGURA 4.56: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Canop — ampliagao 2.
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FIGURA 4.57: Correlacdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Canop — ampliagao 3.
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FIGURA 4.58: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Canop — ampliagao 4.

4.3.1.6 — Parmotrema breviciliatum (Pbrev)

A amostra Pbrev (Parmotrema breviciliatum) apresentou sinais
caracteristicos do depsideo atranorina (1), visualizados a partir do espectro de RMN
de '"H (Figura 4.59). O componente majoritario acido o-alectordnico (7) foi
identificado apds a aquisicdo do espectro de *C (Figura 4.60) e experimentos
bidimendionais de gHSQC e gHMBC, apresentados nas figuras 4.61 a 4.65.

Segundo ELIX e colaboradores (1974), a depsidona &cido a-
alectordnico (7) apresenta-se em equilibrio entre as duas estruturas apresentadas a
seguir. Esse equilibrio é deslocado no sentido do tautdbmero ciclico, embora a
existéncia do tautdbmero pseudo-acido tenha sido confirmada por esterificacdo acida
com metanol. O equilibrio tautomérico apresentado dificultou a identificacdo dos

sinais de RMN dos nucleos em 1’7, 2" e 3" (Tabela 4.8).
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FIGURA 4.59: Espectro de RMN de 'H da amostra Pbrev (DMSO-ds, DRX400

Bruker 9,4 T) — anélise de RMN em solugao.

84



Resultados e Discusséo

Apesar dos relatos na literatura a respeito da estrutura do acido o-
alectorénico (7), os assinalamentos completos de RMN da substancia ainda n&o
foram publicados. HUNECK e YOSHIMURA (1996) apresentaram somente a
atribuicdo dos sinais de RMN de 'H, sem as devidas multiplicidades e constantes de
acoplamento. A seguir, na tabela 4.8, encontram-se as atribuigcbes dos sinais de
RMN.

TABELA 4.8: Atribuigdes dos sinais de RMN da substancia acido a—alectorénico (7)
(DMSO-dgs, DRX400 Bruker 9,4 T).

HUNECK e
- 5'H - ppm . YOSHIMURA, 1996
Posicoes 6 °C — ppm gHMBC
(multiplicidade) (ppm)*
8'H
1 - 111,6 - -
2 - 161,7 - -
3 6,63 (s/) 105,3 - 6,78 (m)
4 - 162,0 = -
5 6,58 (s) 117,0 47,0:105.3: 6,78 (m)
111,6; 162,0
6 - 141,5 - -
7 - 163,3 - -
1 - 116,9 - -
2 - 161,4 - -
3 6,71 (sl) 106,8 - 6,78 (m)
4 - 148,9 - -
5 - 141,3 - -
6’ - 129,8 - -
7 - 169,6 - -
1" 3,95 (sl) 47,0 M6 1170 4,04 (s)
141,3; 206,4

2” - 206,4 - -
3” 2,47 (t, J=7,38 Hz) 41,7 22,6; 30,7; 206,4 2,54 (f)
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1 * * - 3,90 (s/)
37 * 30,8 - 2,16 (m)
1,48 ~21,8; ~30,6;
4 , 22,6 1,05-1,85 (m)
(quint, J=7,38 Hz) 41,7; 206,4
1,51 ~21,8; ~30,6;
4 , 22,7 1,05-1,85 (m)
(quint, J=7,38 Hz) 30,8;
5" e5” 1,20-1,30 (m) 30,6 e 30,7 21,8; 21,9 1,05-1,85 (m)
13,6; 13,7; 30,6;
6”e6” 1,20-1,30 (m) 21,8e21,9 1,05-1,85 (m)
30,7
0,86 € 0,88 21,8; 21,9; 30,6;
7eTl” 13,7e 13,8 0,80-1,05 (m)
(t, J=7,11 Hz) 30,7

*Deslocamentos quimicos nao identificados, possivelmente devido ao equilibrio entre os tautbmeros

do &acido o—alectordnico. ** Dados da literatura obtidos em acetona-dg/ 100 MHz (1H).
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FIGURA 4.60: Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T) da

amostra Pbrev com atribui¢des do acido a—alectorénico (7) em destaque — analise

de RMN em solucéo.
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FIGURA 4.61: Correlacdes 'H-">C, obtidas através do experimento de gHSQC, da

amostra Pbrev — ampliagéo 1.
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FIGURA 4.62: Correlacdes 'H-">C, obtidas através do experimento de gHSQC, da

amostra Pbrev — ampliagéo 2.
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FIGURA 4.63: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento

de gHMBC, da amostra Pbrev — ampliacao 1.
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FIGURA 4.64: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento

de gHMBC, da amostra Pbrev — ampliagao 2.
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FIGURA 4.65: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento

de gHMBC, da amostra Pbrev — ampliagdo 3.

4.3.1.7 — Liquen Parmotrema cornuta (Pcor)

A amostra Pcor (Parmotrema cornuta) apresentou sinais
caracteristicos do depsideo atranorina (Figura 4.66). Os demais metabdlitos
secundarios presentes no extrato ndo foram identificados devido ao

congestionamento de sinais (Figuras 4.67 e 4.68).
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FIGURA 4.66: Espectro de RMN de 'H da amostra Pcor (DMSO-ds, DRX400 Bruker

9,4 T) — analise de RMN em solucgao.
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FIGURA 4.67: Correlagdes 'H-'C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pcor.
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FIGURA 4.68: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento

de gHMBC, da amostra Pcor.

4.3.1.8 — Liquen Parmotrema delicatulum (Pdel)

A amostra Pdel (Parmotrema delicatulum) apresentou sinais de RMN
de "H (Figura 4.69) caracteristicos dos acidos salazinico (8), giroférico (9) e Usnico
(10). Foram observadas também pequenas quantidades do depsideo atranorina (1),
identificado pelo sinal da metoxila em & 3,88. Os sinais das demais substancias
foram identificados pelo espectro de 'H, em comparacdo com os dados da literatura
e confirmados pelos experimentos bidimensionais (Figura 4.71 a 4.77) e encontram-
se discriminados nas tabelas 4.9, 4.10 e 4.11. A aquisi¢ao do espectro de RMN de
3C (Figura 4.70) permitiu a completa elucidagdo do acido giroférico (9), no entanto,
as atribuicdes dos sinais de *C dos &cidos salazinico (8) e Usnico (10) néo foram

completadas, devido a sobreposi¢cao de sinais na mistura.
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FIGURA 4.69: Espectro de RMN de 'H da amostra Pdel (DMSO-ds, DRX400 Bruker

9,4 T) — analise de RMN em solucgao.
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TABELA 4.9: Atribuicdes dos sinais de RMN da substancia acido salazinico (8)
(DMSO-dgs, DRX400 Bruker 9,4 T).

1 EIFLER-LIMA et
6'H-ppm 813C — ppm gHMBC al., 2000 (ppm)**

Posigoes  ultiplicidade) H stC
1 i 111,9 i i 111,9
2 i . i i 163,0
3 i . i i 110,3
4 i 163,9 i i 164,0
5 6,89 (s) 1172 2 ‘1‘6;191 9 6,84 (m) 117.5
6 i 152,2 i i 152,8
7 i . i i 160,0
8 10,45 (s) 1927 : 193,5
9 2,45 (s) 21,4 111’19521,;7’2; 2312,(5’ 21,9

Hz)
1 : . : g 109,6
> i 153,2 i i 153,3
o i 123,3 i i 1225
& i 1479 i i 1479
5 i . i i 137,6
6 i . i i 1375
7 i . i i 166,3
8 4,65 (s) 52,4 123’135;"2‘7’9; 470(s) 542
o . . i 6,78 (s) 95,2
9'-OH 8,33 (s) i i 830 (s) -

*Deslocamentos quimicos ndo identificados devido a sobreposicao de sinais. **Dados da literatura
obtidos em CDCl3:DMSO-dg 1:3/ 300 MHz ('H); 75 MHz (**C)

TABELA 4.10: Atribuicdes dos sinais de RMN da substancia acido giroférico (9)
(DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T).

NARUI et al., 1998

1 *
& H—ppm 5°C—ppm  gHMBC (Ppm)

Posigcoes

(multiplicidade) 5'H 53¢

1 - 108,6 - - 108,23
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6,25 108,6; 159,9; 6,24
3 id’ J=2.10 Hzi 100,3 166.9 i d. J=5 14 Hzi 100,49
5 6,23 109.7 21,2;100,3; 6,24 109.85

d, J=2,10 Hz ’ 108,6; 160,9 (d, J=2,14 Hz ’

114,1; 118,2; 6,70

° d, J=2,10 Hz 1070 4570.1562 (0, J=1,68Hz) °717
19,2; 107,1;
’ 6,67 ) ’. ’ ’. 6,67
5 (@, J=2.10 Hz) AT MBS0, (o iGgyy,) 11417
4 - 166,0 - - 165,52
S8 237() 192 118251382  238(s) 1926
1” . 117,3 . . 116,80

114,2; 152,0; 6,62

37 id’ J=196 Hzi 107,0 158.8 id’ J=1.08 Hzi 107,14
» 6,61 20,9; 107,0; 6,59
5 d. J=1.96 Hz 114,2 117.3:151.9  (d. J=1.98 Hz 114,43

2'-OH 10,04 (s) i 1005 1997 10.42(s) i
2"-OH 10,51 (s) 1075 1782 9,96 (s) i

* Dados da literatura obtidos em DMSO-dg/ 500 MHz ('H); 125 MHz ("~C).
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FIGURA 4.70: Espectro de RMN de "*C da amostra Pdel (material em solugdo) com

atribuicées do acido giroférico (9) em destaque.

TABELA 4.11: Atribuicbes dos sinais de RMN da substancia acido usnico (10)
(DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T).

RASHID et al., 1999

Posigoes (mE::ilpTiEti,lr:de) §C—ppm gHMBC - (ppm)** —
O'H 6°C
1 - * - - 198,07
2 - * - - 105,10
3 - * - - 191,71
4 6,05 (s) 99,6 : 596(s) 98,34
5 - * - - 179,40
6 - * - - 155,21
7 - 101,0 - - 101,54
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8 : 162,3 : : 163,91
9 i 106,4 i i 109,36
10 : 158,2 : : 157,52
11 i . i i 103,96
12 : . : : 59,08
13 1,69 (s) 314 i 175(s) 32,11
14 : . : : 201,77
15 1,14 (s) 29,3 i 265(s) 27,88
16 1,99 (s) 7.4 106’14621’28’2; 210(s) 7,54
17 i 200,9 i i 200,32
18 2,66 (s) 30,8 200,9 266(s) 3127

3-OH . i i 18,81 (s) i

8-OH 13,40 (s) : 11 ’1052136’4; 13,30 (s) :

*Deslocamentos quimicos ndo identificados devido a sobreposicao de sinais. **Dados da literatura
obtidos em CDCl/ 500 MHz ('H); 125 MHz (**C).
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FIGURA 4.71: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdel — ampliacao 1.
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FIGURA 4.72: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdel — ampliagao 2.
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FIGURA 4.73: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdel — ampliagdo 3.

98



Resultados e Discusséo

~100

120

~140

160

~180

— ~200

T T T T T T T T T
2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 ppm

FIGURA 4.74: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdel — ampliagao 1.
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FIGURA 4.75: Correlacdes a longa distancia "H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdel — ampliagao 2.
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FIGURA 4.76: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdel — ampliagao 3.
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FIGURA 4.77: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdel — ampliagao 4.
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Em RMN ha uma poderosa ferramenta para a analise de misturas
complexas, principalmente sem a necessidade de separagao quimica prévia, a qual
possibilita a visdo geral dos tamanhos das particulas em uma amostra e a detecgao
de impurezas: a técnica DOSY (Diffusion Ordered SpectroscopY) (SOUZA e
LAVERDE JR., 2002).

O experimento de DOSY €& baseado na medida do coeficiente de
difusdo, que é realizada através de experimentos unidimensionais com variagdes da
amplitude dos pulsos de gradiente de campo. A medida que o gradiente de campo
aumenta, ha uma maior atenuacdo dos sinais, proporcionando a sua diminuigao
exponencial ao longo dos experimentos. Desta forma, como o coeficiente de difuséo
esta relacionado ao decaimento, quanto maior a velocidade de decaimento dos
sinais, maior o coeficiente de difusdo da molécula.

Visto que a separagao dos sinais pelo seu coeficiente de difusao é
melhor visualizada em substancias com distintos volumes moleculares, a amostra
Pdel, a qual apresenta a maior diferenca no volume molecular das substancias
identificadas, foi empregada para a analise pela técnica DOSY (Figura 4.78).

Os sinais do acido giroférico (9) apresentaram menor coeficiente de
difusdo que os sinais dos acidos salazinico (8) e usnico (10). Entretanto, a
visualizagdo foi comprometida em regides de grande proximidade de sinais, como
em 2,0-2,5 ppm, e discrepancias nos coeficientes de difusdo também foram
observadas na regido de 10,0-10,5 ppm. Os diferentes coeficientes de difusao foram
evidenciados na regidao aromatica (6,35-6,90 ppm), onde foi possivel correlacionar
corretamente os sinais de hidrogénios aromaticos dos acidos giroférico (9) e
salazinico (8) (Figura 4.78).

Assim, a aplicagao da técnica DOSY no extrato Pdel permitiu concluir
que o emprego desse experimento nao seria util aos demais extratos liquénicos,
avaliados nesse trabalho, devido a grande similaridade entre os volumes

moleculares das substancias, além da sobreposi¢ao de sinais encontrados.
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FIGURA 4.78: Espectro de RMN de DOSY (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T) da
amostra Pdel, a qual contém uma mistura dos acidos giroférico (9), salazinico (8) e

usnico (10).

4.3.1.9 — Liquen Parmotrema dilatatum (Pdil)

A amostra Pdil (Parmotrema dilatatum) apresentou sinais
caracteristicos do depsideo atranorina (1) e majoritariamente da depsidona acido
protocetrarico (11) (Figura 4.79). A atribuicdo dos sinais do acido protocetrarico
estdo apresentadas na tabela 4.12, mediante a aquisicdo de experimentos de
gHSQC e gHMBC (Figuras 4.80 a 4.86), onde a completa identificagédo foi realizada
apds a obtencdo do espectro de '*C da amostra (Figura 4.87). Na tabela 4.12,

também pode ser observado os assinalamentos de RMN de 'H e "*C da literatura
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(HUNECK e YOSHIMURA, 1996), os quais apresentam grande concordancia com os

obtidos experimentalmente neste trabalho.

9
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FIGURA 4.79: Espectro de RMN de "H da amostra Pdil (DMSO-ds, DRX400 Bruker

9,4 T) — analise de RMN em solucgao.

TABELA 4.12: Atribuicdes dos sinais de RMN da substancia acido protocetrarico
(11) (DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T).

HUNECK e
Posicoes (b 0°C-pem  gawec (g
§'H 53c
1 - 112,7 - - 112,9
2 s 161,4 - - 165,5
- 111,6 - - 112,0
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4 : 163,8 : i 163,9
5 6,85 (s) 117.3 1211;";;1 Jgfé 675(s) 1172
6 i 152,2 : i 152,2
7 i 164, 1 i i 161,8
8 10,59 (s) 191,9 1095 1L qo72(5) 1919
9 2,45 (s) 21,4 ”2’17521;7’3? 267(s) 217
1 i 116,9 : i 116,3
> i 155,0 i i 156,6
3 i 118,7 : i 112,9
4 i 144.7 i i 145,6
5 i 141,8 : i 141,7
6 i 129.,6 i i 131,6
7 : 170,2 : i 170,9
8 4,61 (s) 53,0 118’175;51,34’7; 481(s)  57.7
o 2,41 (s) 14,6 116’19‘;1159’6; 2,47 (s) 14,8

* Dados da literatura obtidos em acetona-ds / 200 MHz ("H); 50 MHz ('*C).
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FIGURA 4.80: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dgs, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdil — ampliagao 1.
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FIGURA 4.81: Correlacdes 'H-°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdil — ampliagao 2.
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FIGURA 4.82: Correlacdes 'H-'°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdil — ampliagéo 3.
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FIGURA 4.83: Correlacdes a longa distancia "H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdil — ampliagdo 1.
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FIGURA 4.84: Correlacdes a longa distancia "H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdil — ampliagao 2.
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FIGURA 4.85: Correlacdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdil — ampliagao 3.
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FIGURA 4.86: Correlacdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento
de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Pdil — ampliagao 4.
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FIGURA 4.87: Espectro de RMN de *C (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T) da
amostra Pdil com atribui¢des do acido protocetrarico (11) em destaque — analise de

RMN em solucgao.

4.3.1.10 — Liquen Parmotrema mesotropum (Pmes)

A amostra Pmes (Parmotrema mesotropum) apresentou sinais
caracteristicos da atranorina (1), a qual corresponde ao metabdlito majoritario no
extrato (Figura 4.88). Foi identificado também o composto acido protoliquesterinico
(12), a partir dos espectros de RMN de "*C (Figura 4.89) e experimentos
bidimensionais (Figuras 4.90 a 4.95). Os assinalamentos de RMN desse metabdlito
foram comparados com os dados da literatura (HUNECK e YOSHIMURA, 1996), os
quais possuem os sinais de RMN de 'H e "*C ja atribuidos. Na tabela 4.13, a seguir,
encontram-se as atribuicbes efetuadas neste trabalho, juntamente com as
atribuicdes da literatura, onde podem ser observados novos valores de constantes
de acoplamento e multiplicidades para os hidrogénios H-3 e H-4 do acido

protoliquesterinico (12).
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FIGURA 4.88: Espectro de RMN de 'H da amostra Pmes (DMSO-ds, DRX400

Bruker 9,4 T) — anélise de RMN em solugao.

TABELA 4.13: Atribuicbes dos

sinais

de RMN da substiancia acido

protoliquesterinico (12) (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T).

HUNECK e YOSHIMURA,

1 13 *
Posigoes 9 Lol = [t 8°C- gHMBC 1996 (ppm)
(multiplicidade) ppm
8'H 5"°C
1 ; 1744 ; ; 174,4
2 - 133,8 - - 132,6
3,76 (dt; J34=5,38; =6:
3 (0 Jas 49,1 1714 300(ddd, J54=6; 44 ¢

J3,5a-b=2,64 HZ)

J3,5=3 HZ)



Resultados e Discusséo

4,70 (dt, Ja5=5,38;

4,84 (ddd, Js 5=6;

4 79,1 - _ 78,9
J4,7=6,0 HZ) J4,7—6 HZ)

5a 5,93 (d; J=2,64 Hz) 6,03 (d, J=3 Hz)
1241 - 125,9

5b 6,22 (d; J=2,64 Hz) 6,39 (d, J=3 Hz)
6 - 1711 - - 168,2
7 1,62-1,70 (m) 34,7 - 1,75 (m) 35,8
29,2-
(CH2)11 1,23 (sl) ~29,0 - 1,27 (s/) 2.4
19 0,82-0,92 (m) 13,7 - 0,68 (t, J=6 Hz) 14,0

* Dados da literatura obtidos em CDCl5:CD;0D 2:1 / 270 MHz ('H); CDCl; / 20 MHz (**C)
6 Ha
HOOC >
b
2
CHs3(CH
¢ 3(CH2)11 s 0
(CH2)11
1 5 4
6 2
1%0 1&0 1§o 1&0 1:;0 1&0 1:;.0 1(I)0 9I0 8|0 7|0 6I0 :;pm
7
19
1
I 150 160 1'I70 1&0 150 I : ; ! I I I0 70 GIO 5I0 4I0 3I0 ZIO plvpm

FIGURA 4.89: Espectro de RMN de 'C (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T) da

amostra Pmes com atribuicdes do acido protoliquesterinico (12) em destaque —

analise de RMN em solucéo.
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FIGURA 4.90: Correlagdes 'H-"H, obtidas através do experimento de gCOSY, da
amostra Pmes.
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FIGURA 4.91: Correlacdes 'H-">C, obtidas através do experimento de gHSQC, da

amostra Pmes — ampliagéo 1.
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FIGURA 4.92: Correlacdes 'H-">C, obtidas através do experimento de gHSQC, da

amostra Pmes — ampliagéo 2.
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FIGURA 4.93: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento

de gHMBC, da amostra Pmes — ampliagao 1.
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FIGURA 4.94: Correlacdes a longa distancia "H-">C, obtidas através do experimento

de gHMBC, da amostra Pmes — ampliagao 2.
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FIGURA 4.95: Correlacdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do experimento

de gHMBC, da amostra Pmes — ampliagao 3.
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Os novos valores das constantes de acoplamento e multiplicidades dos
hidrogénios H-3 e H-4 do acido protoliquesterinico (12) foram corroborados a partir
da obtencdo de espectros simulados pelo programa FOMSC3 (First Order Multiplet
Simulator 3, 2006, disponivel em http://artemis.ffclrp.usp.br/NMR.htm). A
comparagao entre a multiplicidade experimental do sinal em 6 3,76 (Figura 4.96),
correspondente ao hidrogénio H-3, e a calculada (Figura 4.97) permitiu ratificar o
sinal de H-3 do acido protoliquesterinico e confirmar as constantes de acoplamento

apresentadas na tabela 4.13.

o <« o ) o
o N © ° 0
] o © < o
L) o o o o
n 0 1n 0 0
= = e = =
T T T T T T T T
3.780 3.775 3.770 3.765 3.760 3.755 3.750 ppm

FIGURA 4.96: Sinal de RMN de "H do H-3 do &cido protoloquesterinico (12), isolado

da amostra Pmes, obtido experimentalmente.
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Spectrum Title
Simulated Spectrum (1234) H1

N

J1=538Hz

J2=2,64Hz

J3=2,64 Hz

1509,3
1506,6
1503,9

Resolution = 0,1 Hz Width at half height =1 Hz _ Gaussian Line Shape First Order Multi plet Simulator / Checker- LSO

FIGURA 4.97: Sinal de RMN de "H do H-3 do acido protoloquesterinico (12), isolado

da amostra Pmes, calculado através do programa de simulagdo FOMSCS3.

Similar ao estudo comparativo entre os espectros de RMN de 'H
experimental e simulado do H-3, obteve-se a simulagcdo do sinal de H-4 do acido
protoliquesterinico (12), em & 4,70. Os valores de deslocamentos quimicos
experimentais (Figura 4.98) estdo em concordancia com os obtidos no programa
FOMSC3 (Figura 4.99), indicando que as constantes de acoplamento e a

multiplicidade, apresentadas na tabela 4.13, estao corretas.

——1888,98
——1882,67

——1876,77
——1870,74

i | i I i | i I i | i | Y I | i | | i | i |
4.80 4.78 4.76 4.74 4.72 4.70 4.68 4.66 4.64 4.62 4.60 ppm|
FIGURA 4.98: Sinal de RMN de "H do H-4 do acido protoloquesterinico (12), isolado

da amostra Pmes, obtido experimentalmente.
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Spectrum Title

Simulated Spectrum (1234) H1

J1=5238Hz

J3=6Hz

© o~
o ~
«© ~
© ©
- -~

> 18887
> 1871,3

Resolution = 0,1 Hz_Width at half height = 1 Hz __Gaussian Line Shape First Order Multi plet Simulator / Checker- LSO

FIGURA 4.99: Sinal de RMN de "H do H-4 do acido protoloquesterinico (12), isolado

da amostra Pmes, calculado através do programa de simulagdo FOMSCS3.

4.3.1.11 - Liquen Parmotrema tinctorum (Ptinc)

A amostra Ptinc (Parmotrema tinctorum) apresentou sinais
caracteristicos dos depsideos atranorina (1) e acido lecanérico (13) (Figura 4.100),
os quais foram totalmente identificados pelos experimentos bidimensionais de
gHSQC e gHMBC (Figuras 4.102 e 4.107). O espectro de RMN de "*C esta
apresentado na figura 4.101, com a indicagédo dos sinais do acido lecanérico, onde
os valores completos de deslocamentos quimicos estdo apresentados na tabela
4.14, seguidos dos dados obtidos na literatura (NARUI et al., 1998).

8
Me O
5 0 A ___OH
HO OH = Q
3 5 COOH
Me
8|

Acido lecanérico (13)
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13
—
13
13
R
2.4 ppm
B/ N
T T T T T T
6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 ppm

13

T
10.5 10.0 ppm

L M | . J\JK.IIJ A

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.100: Espectro de RMN de 'H da amostra Ptinc (DMSO-ds, DRX400
Bruker 9,4 T) — analise de RMN em solugao.

TABELA 4.14: Atribuigdes dos sinais de RMN da substancia acido lecandrico (13)
(DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T).

" NARUI et al., 1998
dH~=ppm  st3c_ppm  gHMBC (ppm)*

Posicoes .
multiplicidade
( P ) = i
1 ° 108,1 - - 108,23
. ) 1599 - - 160,15
6,23 108,1;159,9; 6,22 (d
3 (d; J=2,38 Hz) 100,7 160.9: 166.9 J=2.14 Hz) 100,47
! : 160.9 - - 161,11
21,4; 100,7;
6,22 4;100,7; 6.21(d:
5 (d: J=.38 Hz) 110,1 108,1; 1609, | 3% 1,y 109,86
166,9
6 - 140,4 - - 140,31
/ - 166,9 : - 167,12
108,1; 110,1;
8 2,35 (S) 21 ,4 140’4 2’34 (S) 21,33
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1 i 116,5 i i 116,56
> i 158,8 : : 159,22
114,9: 116.5;
, 6,62 91165 6 59 (a:
3 @ J510 H2) 1076 15211588 S0 107,36
1705
it i 152,1 : : 152,19
, 6,60 212:107.6; 6,57 (d:
5 (d: J=2,10 Hz) 149 44651521 J=214Hz) 1461
6 i 139,3 : : 139,62
7 i 1705 i i 170,62
] 114,9; 116,5;
8 2,37 (s) 21,2 1393 237(s) 21,08
100,7: 110,1;
4-OH 10,06 (s) i 509 10,00 (s) i
100,7: 108,1;
2-OH 10,35 (s) i (296 10,31 (s) :

* Dados da literatura obtidos em DMSO-ds / 500 MHz ('H); 125 MHz ("°C)

9
Me O
5 170 3
OH
HO 3 OH 5
! COOH
Me 7
7, 2 6 9'
P 6 5 5 ¥ 3 8e8
1, LAM \#AL«
PV PR | I )
T 1 T T 1 T T T T -1 - 1
170 160 150 pom 115 110 105 ppm 22 ppm

-

1'I70 w 14I.0 1:;0 12IO 110 :I.(I)O 9I0 8|0 7|0 6I0 5I0 4I0 3I0 Ip::ln
FIGURA 4.101: Espectro de RMN de "C (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T) da
amostra Ptinc com atribui¢des do acido lecandrico (13) em destaque — analise de

RMN em solucgao.
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319 318 317 316 3[5 314 313 312 311 310 219 218 2}7 216 2}5 214 213 ppm
FIGURA 4.102: Correlagdes 'H-"°C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Ptinc — ampliagao 1.
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FIGURA 4.103: Correlagdes 'H-">C, obtidas através do experimento de gHSQC
(DMSO-dg, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Ptinc — ampliagao 2.
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FIGURA 4.104: Correlagdes a longa distancia 'H-'3C, obtidas através do
experimento de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Ptinc —

ampliagao 1.
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FIGURA 4.105: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do
experimento de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Ptinc —

ampliacao 2.
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FIGURA 4.106: Correlacdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do
experimento de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Ptinc —

ampliagao 3.
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FIGURA 4.107: Correlagdes a longa distancia 'H-">C, obtidas através do
experimento de gHMBC (DMSO-ds, DRX400 Bruker 9,4 T), da amostra Ptinc —

ampliagao 4.
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4.3.2 - Analise quimiométrica dos dados de RMN de amostras em
solucao

Na analise quimiométrica foram excluidas as regides espectrais
referentes ao sinal da agua, do solvente (DMSO-ds) e da acetona (proveniente do
processo de extragdo), a fim de evitar que esses sinais, ndo intrinsecos as amostras,
auxiliassem na sua discriminagao. A matriz gerada a partir da regiao espectral com
exclusdes possui 11 amostras e 3829 variaveis. A visualizagdo de todos os

espectros encontra-se destacada na figura 4.108.

40,000

Response (E+07)

20,000+

0000+ A5

T T T
1000 2000
Variahle #

FIGURA 4.108: Visualizagédo de todos os espectros de RMN dos extratos (analise de

RMN em solucdo) empregados na analise quimiométrica.

4.3.2.1 — Analise exploratéria
a) Todas as amostras de liquens (Familias Physciaceae e Parmeliaceae)

Na analise de componentes principais de todos os extratos de liquens,
pode-se observar que a RMN em solugao, diferentemente da RMN HR-MAS, néo
discriminou as duas familias estudadas, embora uma tendéncia para os liquens da
familia Physciaceae tenha sido observada em valores mais negativos de PC1 (vide
elipses em vermelho na figura 4.109). O gréafico de scores de PC2xPC3 (Figura
4.109), com 19,4% de informacao total do sistema, é o que melhor representa o

comportamento de todas as amostras. Nessa analise de PCA de todas as amostras,
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analisadas por RMN em solugdo, o posto foi estimado para 6 e o percentual de

informagao cumulativa até PC6 foi de 61,0%.

Hypot
c Pmes
T Dirin anop
T 5 &
Pcor Ptinc &
Pbrev
2
Hspec
,:Iu 7230 6 2‘0
Factor2

FIGURA 4.109: Grafico de scores de todas as amostras de liquens — analise RMN
em solugdo (PC2 x PC3, 10,7 e 8,7%, respectivamente) — familia Physciaceae

destacada nas elipses em vermelho.

Em todas as analises de PCA dos dados de RMN em solugao, similar
aos de RMN HR-MAS, as melhores condigdes foram:
e Pré-processamento: autoescalamento.

¢ Transformacéo: 12 derivada e normalizagao dos espectros;

b) Familia Physciaceae

A excelente discriminacdo entre os trés géneros da familia
Physciaceae (Heterodermia, Dirinaria e Pyxine) esta apresentada no grafico de
scores de PC1xPC2 abaixo (Figura 4.110), o qual descreve 69,3% do sistema, com
76,9% de informagao cumulativa para o posto 3, e apresenta um 6timo agrupamento
das replicatas.

A discriminagao entre os géneros da familia Physciaceae, apresentada

na figura 4.110, deve-se aos metabdlitos secundarios majoritarios em cada amostra,
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visto que os trés géneros apresentaram o depsideo atranorina. Nas amostras Pyx e
Hspec, ambas em valores mais positivos de PC2, os constituintes majoritarios
correspondem a terpenos nao identificados. Ja na amostra Dirin, a qual foi alocada
em valor mais negativo de PC2, o constituinte majoritario € o depsideo acido

divaricatico.

*Q

Hspec

or2

Dirin

FIGURA 4.110: Grafico de scores das amostras de liquens da familia Physciaceae —

Factor1

analise de RMN em solucéo (PC1 x PC2, 36,1 e 33,2%, respectivamente).

c) Familia Parmeliaceae

A analise quimiométrica da familia Parmeliaceae também foi muito
satisfatoria, apresentando a discriminagdo dos trés géneros (Parmotrema,
Hypotrachyna e Canoparmelia), bem como o agrupamento das seis espécies de
liquens Parmotrema, destacadas dentro do retangulo tracejado, em valores mais
positivos de PC2, como mostra a figura 4.111. O grafico de PC1xPC2, com 35,9%
de informacao foi extraido da analise de PCA, com posto igual 6 e porcentagem
cumulativa de 72,6%.

Acompanhando a discriminagao apresentada na figura 4.111, ao longo

de PC2, podemos destacar a importancia estrutural na distingdo entre as amostras.
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Em valores mais negativos de PC2, onde encontram-se os géneros Canoparmelia e
Hypotrachyna, observa-se que em Hypot foram identificadas duas depsidonas
(acido colenséico e norcolensoico), e em Canop, além do depsideo acido
criptoclorofeico, destaca-se a presencga do acido caperatico (acido graxo). A Unica
amostra que apresentou acido graxo em sua composigao majoritaria € o liquen
Pmes (contendo o acido protoliquesterinico), e este também apresentou a triplicata
com comportamento mais distante, observados em valores mais positivos de PC2.
Os demais liquens da familia Parmeliaceae, os quais possuem alguns depsideos e
depsidonas como constituintes majoritarios, encontram-se em valores intermediarios
de PC2. A amostra Pcor, mais distante no eixo de PC1, contém além do depsideo
atranorina, metabdlitos ndo identificados os quais indicam ser os responsaveis por

tal discriminagéo.

r2

I
I
I
I
I
I Género Parmotrema
I
I
I
I

Factor1

FIGURA 4.111: Grafico de scores das amostras de liquens da familia Parmeliaceae

— analise de RMN em solugéo (PC1 x PC2, 24,1 e 11,8%, respectivamente).

d) Género Parmotrema
Na analise das seis espécies do mesmo género (Parmotrema) por
RMN em solucao também foi possivel a discriminagao entre elas. O posto da matriz

foi estimado como sendo 6, com 73,2% de informagdo cumulativa. No grafico de
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scores de PC1xPC2 (42,9%), ha uma o6tima distingdo entre as espécies (Figura
4.112), sobretudo o agrupamento das replicatas foi melhor do que o das analises por
RMN HR-MAS (Figura 4.24, pagina 51).

Pbrev

Pmes

E Pcor

- Pdil

Ptinc

Pdel

T T T T T
-20 0 20 40 60
Factor1

FIGURA 4.112: Grafico de scores das amostras de liquens do género Parmotrema —

analise de RMN em solucéo (PC1 x PC2, 28,4 e 14,5%, respectivamente).

O poder de discriminagao dos espectros de RMN da analise liquida,
avaliados na figura 4.113, indica quais as regides mais importantes para a analise
quimiomeétrica dos dados, onde os sinais mais intensos correspondem a intensidade
de informacdo daquela regido para a discriminagdo das amostras e ndo a
intensidade do préprio sinal de RMN de "H. Como pode ser observado, devido aos
extratos apresentarem composigdes quimicas diferentes referentes aos metabdlitos
das espécies estudadas, praticamente toda a regido espectral com sinais foi
relevante para a analise quimiotaxondmica de liquens. Todavia, as regibes das
metoxilas (6 3,6-4,0), hidrogénios metilénicos (~5 4,8), aromaticos (6 6,0-7,5) e
hidrogénios carbindlicos, aldeidicos e carboxilicos quelados (6 10,0-10,8) foram

aquelas que apresentaram uma maior quantidade de informacéo.
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FIGURA 4.113: Grafico mostrando o poder discriminante dos sinais de RMN das
amostras em solugdo, com destaque as regides mais relevantes na analise
quimiométrica: a) metoxilas (6 3,6-4,0); b) hidrogénios metilénicos (~6 4,8); c)
aromaticos (6 6,0-7,5) e d) hidrogénios carbindlicos, aldeidicos e carboxilicos
quelados (6 10,0-10,8).

4.3.2.2 - Classificagao de amostras desconhecidas

Para a construcdo de um modelo de classificacdo de amostras
desconhecidas foram empregadas todas as amostras padrdes. O modelo foi
construido com um numero de trés vizinhos, pois com esse valor ndo houve nenhum
erro de predicdo, conforme mostra a figura 4.114.

Um conjunto de vinte e sete amostras desconhecidas a esse modelo,
correspondentes a nove classes em triplicata, foi submetida a classificacdo. A
porcentagem de acerto do modelo foi de 88,9% (Tabela 4.15), destacando apenas
trés erros (replicatas da amostra Pcor) em vinte e sete amostras, ou seja, um melhor
potencial de classificacdo que a técnica de RMN HR-MAS. O excelente percentual
de acerto comprova que a classificagao via RMN de liquidos é bastante promissora
no que se refere a analise sistematica de liquens, podendo ser estendida em outras

matrizes.
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T
3

Kth Meighbar

FIGURA 4.114: Grafico mostrando os erros do modelo de predigdo de amostras em

solucdo (RMN em solugdo) em fungdo do numero de vizinhos empregados na

analise por KNN.

TABELA 4.15: Classificagao de amostras desconhecidas através da analise de RMN

em solucao.

Amostras Classificagao por Classificagao
desconhecidas KNN correta?

Samp1a Canop v
Samp1b Canop v
Samp1c Canop v
Samp2a Dirin v
Samp2b Dirin v
Samp2c Dirin v
Samp3a Pbrev v
Samp3b Pbrev v
Samp3c Pbrev 7
Samp4a Pmes nao (Pcor)
Samp4b Pmes n&o (Pcor)
Samp4c Pmes nao (Pcor)
Sampba Pdel v
Samp5b Pdel v
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Samp6a Pdil v

Samp6c Pdil v

Samp7b Pmes v

Samp8a Ptinc v

Samp8c Ptinc v

Samp9b Pyx v
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44 - Analise das Amostras Intactas por Espectroscopia de

Infravermelho (IV)

4.4.1 — Os espectros de IV

As analises de IV apresentaram perfil espectral similar em todas as
amostras de liquens (Figuras 4.115 e 4.116), com variagdo apenas nas intensidades
de algumas absorgdes. Os espectros de IV foram obtidos em absorbéancia para a
aplicagdo da quimiometria, pois a transmitancia ndo varia linearmente com a
concentragdo, enquanto os métodos quimiométricos s&o desenvolvidos para
considerar essa variagao.

As absorgbes foram avaliadas e identificadas mediante comparagao
com dados da literatura (SILVERSTEIN e WEBSTER, 1998). A absor¢ao na regiao
de 3014-3660 cm™', deve-se a vibragdo de estiramento de O-H em ligacdo de
hidrogénio e corresponde a agua adsorvida na amostra, visto que as pastilhas nao
foram submetidas a secagem em luz de alta poténcia para evitar a degradacao do
material. Em 2850 e 2920 cm™, duas absorcdes foram detectadas correspondentes
a vibracao de estiramento de CH (vasCH3 2870; vsCH3 2960, v,sCH, 2926; vsCH.
2853). A maioria dos espectros de IV apresentou trés absorgbes intensas de
estiramento de C=0 em 1724, 1645 e 1620 cm™', seguidas de absor¢des de menor
intensidade em 1450-1350 cm™, correspondentes a vibracdo de deformagao de CH
de grupos metila (6sCH3 1375 e 6,sCH3 1450, respectivamente) ou até mesmo de
deformacdo de OH (geralmente entre 1420-1330 cm™) e de absorgdées de média
intensidade em 1315 e 1257 cm™.

As absorg¢des na regido de 1100-1300 apresentaram grande variagao
de intensidade nas espécies analisadas, as quais compreendem as vibragdes de
estiramento de C-O, correspondentes a alcoois, em 1260-1000 cm™, ou de cetais ou
acetais, visto que dados da literatura apontam a existéncia de trés absor¢des de
1050-1150 cm™" para esses casos (SILVERSTEIN e WEBSTER, 1998). Os espectros
de IV também apresentaram uma absorgdo de baixa intensidade préxima a 780 cm™
e uma absorcdo larga na regido de 730-420 cm™.

Devido a grande similaridade entre os espectros das diferentes

espécies de liquens, a analise quimiométrica foi empregada.
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FIGURA 4.115: Espectros de infravermelho das amostras de liquens, regido de

4000-400 cm™: a) Dirin; b) Hspec; c) Pyx; d) Hypot; e) Canop; f) Pbrev; g) Pcor e

h) Pdel.
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FIGURA 4.116: Espectros de infravermelho das amostras de liquens, regido de
4000-400 cm™: i) Pdil; j) Pmes; k) Ptinc.

4.4.2 - Analise quimiométrica dos dados de IV

Na anadlise quimiométrica foram excluidas as regides espectrais
referentes & absorcdo de OH (3000-4000 cm™), proveniente principalmente da agua
residual adsorvida, visto que apds o preparo das pastilhas, para se evitar a
decomposicdo do material, as mesmas n&o foram submetidas a secagem sob uma
luz de alta poténcia. Ruidos nas regides de 400-910 cm™ e 1810-2800 cm™' também
foram excluidos.

A matriz gerada a partir da regido espectral com as exclusdes continha
11 amostras e 518 variaveis. A visualizacdo de todos os espectros encontra-se
destacada na figura 4.117B, onde a regiao sombreada foi excluida para as analises

quimiométricas (Figura 4.117A).
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FIGURA 4.117: Visualizacdo de todos os espectros de IV que, apds a exclusdo da

regido sombreada (A), foram empregados na analise quimiométrica (B).

4.4.2.1 — Andlise exploratéria
a) Todas as amostras de liquens (Familias Physciaceae e Parmeliaceae)

Na analise de PCA de todas as amostras analisadas por IV nao foi
observada a distingdo entre os liquens das familias Physciaceae e Parmeliaceae
(Figura 4.118). O grafico de PC1xPC2 de todas as amostras representa que 40,7%

da informacéao do sistema esta contida nessas duas componentes principais, onde o
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posto da matriz foi estimado como sendo 7, com uma informacéo total de 89,4%. Em
todas as analises de PCA dos dados de IV, as melhores condi¢des foram:
¢ Pré-processamento autoescalamento;

e Transformacgao: 1?2 derivada.

Ptinc

Factorz

Pdel

Factor1

FIGURA 4.118: Grafico de scores de todas as amostras de liquens analisadas por IV
(PC1 x PC2, 23,9 e 16,8%, respectivamente) — familia Physciaceae destacada nas

elipses em vermelho.

b) Familia Physciaceae

Os trés géneros da familia Physciaceae foram discriminados no grafico
de scores de PC1xPC2 (Figura 4.119), o qual contém 85,2% de informagédo do
sistema. Para a discriminacdo dos géneros da familia Physciaceae, o posto foi
estimado para 4, com 99,1% de informagédo cumulativa, e as mesmas condigbes de

tratamento quimiométrico foram empregadas.
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FIGURA 4.119: Gréfico de scores das amostras de liquens da familia Physciaceae
analisadas por IV (PC1 x PC2, 56,9 e 28,3%, respectivamente).

c) Familia Parmeliaceae

A andlise quimiométrica de PCA da familia Parmeliaceae, com posto
igual a 7 e percentual total de 94,9%, apresentou a distingdo entre os géneros
Parmotrema, Hypotrachyna e Canoparmelia, uma vez que as especies do género
Parmotrema agruparam-se em valores mais positivos de PC3. O grafico de scores
da familia Parmeliaceae, avaliada por espectroscopia de IV (Figura 4.120), foi obtido
com as componentes principais PC1 e PC3. Embora a maioria dos resultados
apresentados neste trabalho, contenha a informacgédo quimiométrica explicitada nas
duas primeiras componentes principais (PC1 e PC2), a discriminagao obtida em PC1
e PC3, encontrada neste caso, contém 45,9% de informagéo sobre o sistema, ou
seja, uma porcentagem maior até mesmo que a encontrada em analises
quimiométricas de RMN HR-MAS.
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FIGURA 4.120: Grafico de scores das amostras de liquens da familia Parmeliaceae

analisadas por IV (PC1 x PC3, 28,8 e 17,1%, respectivamente).

d) Género Parmotrema

Na analise das seis espécies do mesmo género (Parmotrema) por IV
foi estimado o posto para 8, o qual apresentou um excelente percentual de
informacgao total sobre o sistema de 99,5%. No grafico de scores de PC1xPC2
(Figura 4.121), com 58,9%, foi observada a discriminagc&o entre as seis espécies e
ha, sobretudo, um satisfatério agrupamento das replicatas, apesar da proximidade

entre as amostras Pbrev e Pcor, o que poderia dificultar a analise de classificagao.
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FIGURA 4.121: Gréfico de scores das amostras de liquens do género Parmotrema
analisadas por IV (PC1 x PC2, 32,9 e 26,0%, respectivamente).

O poder de discriminagao das absor¢gdes analisadas nos espectros de
IV, visualizados na figura 4.122, indica que as regides de absorgao entre 1300-1100
cm’’, correspondentes as vibracdes de estiramento de C-O de alcoois ou de cetais
ou acetais, apresentaram a maior intensidade de informac&o, ou seja, s&o
responsaveis pelas discriminagdes observadas, com grande destaque a absorg¢ao
em ~1250 cm™. Esse resultado, em concordancia com o obtido pela analise de RMN
HR-MAS, a qual prevé a importancia dos polidis, corroboram a relevancia dos

carboidratos para a quimiotaxonomia de liquens.
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FIGURA 4.122: Grafico mostrando o poder discriminante das absor¢des de 1V, com
destaque as regides mais relevantes na analise quimiométrica: a) 1300-1100 cm™ e
b) ~1250 cm™.

4.4.2.1 - Classificagcao de amostras desconhecidas

Como realizado aos dois conjuntos de dados de RMN, HR-MAS e em
solugao, na analise por IV foi construido um modelo de classificagdo de amostras
desconhecidas. Para a construgdo desse modelo foi empregado o numero de trés
vizinhos mais proximos, pois com esse valor o erro de predicdo € nulo (Figura
4.123).

Um conjunto de vinte e quatro amostras desconhecidas ao modelo,
correspondentes a nove classes em triplicata, foi submetida a classificacdo. A
porcentagem de acerto do modelo foi de 100% (Tabela 4.16), ou seja, a melhor
predicao encontrada. Este resultado indica a espectroscopia de IV como a técnica
em maior potencial para a analise de liquens, pois embora na analise de
componentes principais tenhamos proximidades entre grupos, como observado na
figura 4.121, o excelente agrupamento de replicatas propicia a classificagao correta

de 100% das amostras.
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FIGURA 4.123: Grafico mostrando os erros do modelo de predicdo de amostras
intactas (analise por IV) em fungdo do numero de vizinhos empregados na analise
por KNN.

TABELA 4.16: Classificagdo de amostras desconhecidas através da analise de IV.

Amostras Classificagao Classificagao
desconhecidas por KNN correta?
IV1a Hspec v
IV1b Hspec v
IV1c Hspec v
IV2a Dirin v
IV2b Dirin 7
IV2c Dirin v
IV3a Pbrev 7
IV3b Pbrev v
IV3c Pbrev v
IV4a Pcor v
IV4b Pcor v
IV4c Pcor v
IV5a Pdil v
IV5b Pdil v
IV5¢c Pdil v
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IV6a Pmes v
Vb Pmes /
IVec Pmes v
IV7a Ptinc Y
IV7b Ptinc Y
IV7c Ptinc 7
IV8a Pyx v
IV8b Pyx v
IV8c Pyx v

Os resultados obtidos por IV e quimiometria, comparados aos
apresentados com o emprego da RMN HR-MAS de 'H e em solucdo, revelam a
espectroscopia na regido do IV como uma possivel técnica para a analise
quimiotaxondmica de liquens, uma vez que os dados séo obtidos de forma rapida e
com satisfatéria discriminagao entre as amostras.

A comparacgao dos resultados de |V somente com os de RMN HR-MAS
de 'H, ambos obtidos a partir do material vegetal intacto, revelam que apesar da
grande similaridade nas discriminagbes das espécies, hd um maior potencial de
discriminagao entre as familias quando a analise é realizada com a RMN HR-MAS
de 'H, embora nesse caso, o agrupamento das replicatas seja menos eficiente.
Todavia, partindo-se para a classificagao, os resultados obtidos por IV sdo muito
melhores, destacando-se como a mais promissora ferramenta na analise
quimiotaxonémica de liquens, principalmente devido ao baixo custo e rapidez da

analise.
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4.5 - Analise quimiométrica comparativa entre as técnicas

espectroscopicas de RMN e IV

As técnicas de RMN e IV foram analisadas concomitantemente para a
avaliacao comparativa da relevancia de cada uma das técnicas para a discriminagéao
quimiotaxondmica de liquens. Para essa analise, foi construida uma nova matriz de
dados em que as colunas correspondem as componentes principais PC1, PC2 e
PC3 de cada técnica. A analise de componentes principais (PCA) foi entdo efetuada
a partir desse novo conjunto de dados. A seguir, sdo apresentadas as analises
comparativas expressadas pelo grafico de scores e loadings (mais faceis de serem

visualizados devido ao reduzido numero de variaveis).

4.5.1 — Todas as amostras de liquens (Familias Physciaceae e Parmeliaceae)

Na analise de componentes principais de todas as amostras,
empregando-se todas as técnicas em questao, foi observada a tendéncia a distingéo
entre as familias, com o agrupamento das amostras Dirin, Pyx e Hspec em valores
mais positivos em PC1 e mais negativos em PC2, conforme estd apresentado no
grafico de scores (Figura 4.124A).

A analise do grafico de loadings permite atribuir essa discriminagao
entre familias a técnica de RMN HR-MAS, mais especificamente a primeira
componente principal de HR-MAS (PC1-HR), como esta destacado na figura 4.124B,
onde PC1-HR ¢é a variavel que se apresenta em valores mais positivos de PC1 e
negativos de PC2. Como ja apresentado na analise intacta por RMN HR-MAS
(secéo 4.2), esta foi a unica técnica que apresentou a separagédo dos liquens em
familias.

Em todas as analises comparativas de PCA, as melhores condi¢des
foram:
¢ Pré-processamento: autoescalamento.

e Transformagao: nenhuma
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FIGURA 4.124: Grafico de scores (A) e loadings (B) de todas as amostras de liquens

avaliadas com as técnicas de RMN e IV, comparativamente (PC1 x PC2, 21,6 e

18,1%, respectivamente).

4.5.2 — Familia Physciaceae

A analise comparativa entre as técnicas, aplicada as amostras da

familia Physciaceae, apresentou excelente discriminagdo entre os géneros (Figura

4.125A), assim como foi observado em cada técnica separadamente. Como o
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grafico de loadings (Figura 4.125B) expressa a contribuicdo de cada variavel para a
separacao, a avaliagdo somente a primeira componente principal de cada técnica
(PC1-HR, PC1-Liq e PC1-1V), as quais possuem a maior quantidade de informagao,
mostra a contribuicdo de cada técnica para a localizagao de um dado género numa
posicao do grafico de scores (Figura 4.125A), confirmando a importancia das trés

técnicas nesse conjunto de dados.
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FIGURA 4.125: Gréafico de scores (A) e loadings (B) das amostras da familia
Physciaceae avaliadas com as técnicas de RMN e IV, comparativamente (PC1 x
PC2, 64,9 e 31,0%, respectivamente).
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4.5.3 — Familia Parmeliaceae

A familia Parmeliaceae ndo foi discriminada em géneros na analise
comparativa das técnicas, embora haja uma tendéncia das espécies do género
Parmotrema agruparem-se em valores mais negativos de PC3 (Figura 4.126A),
exceto para a amostra Pcor. Na analise dos loadings, as variaveis PC3-IV e PC2-Liq
séo as de maior peso em PC3, pois apresentam-se em valores negativos (Figura
4.126B). Desta forma, comparando-se com os resultados obtidos para cada técnica
separadamente, onde os géneros foram discriminados em PC3 na analise de IV
(Figura 4.120, pagina 136) e PC2 na analise de RMN em solugdo (Figura 4.112,

pagina 126), os resultados encontram-se em plena concordancia.
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FIGURA 4.126: Grafico de scores (A) e loadings (B) das amostras da familia
Parmeliaceae avaliadas com as técnicas de RMN e IV, comparativamente (PC1 x
PC3, 25,8 e 17,4%, respectivamente)
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4.5.4 — Género Parmotrema

Similarmente a analise comparativa entre as técnicas aplicada a familia
Physciaceae, as seis espécies do género Parmotrema foram discriminadas e os

loadings apresentam todas as técnicas como relevantes a separagao (Figura 4.127)
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FIGURA 4.127: Grafico de scores (A) e loadings (B) das amostras do género

Parmotrema avaliadas com as técnicas de RMN e |V, comparativamente (PC1 x
PC2, 31,3 e 29,9%, respectivamente).

145



CONCLUSAO



Concluséao

5 - CONCLUSAO

A quimiotaxonomia de liquens via RMN e IV mostrou-se viavel, todavia,
pode-se observar que o uso de ferramentas estatisticas como a quimiometria é
imprescindivel para a realizagdo desse trabalho, ja que o grande numero de
informacéao contida nos espectros, isoladamente, ndo fornece dados conclusivos.

A sonda HR-MAS, muito util para a analise de alimentos e tecidos
animais, mostrou-se também um excelente instrumento para a quimiotaxonomia de
liquens, com a caracterizagdo da importancia dos carboidratos de liquens (polidis)
para a sua identificagdo. Do mesmo modo, a analise por RMN em solugdo dos
extratos liquénicos forneceu uma excelente discriminagdo entre os géneros e
espécies, baseada na avaliagdo dos seus metabdlitos secundarios, embora os
dados da HR-MAS sejam indubitavelmente mais interessantes, principalmente
porque se trata de um método simples, que dispensa o pré-tratamento das amostras
e evita o consumo de tempo e reagentes para a extragdo, além de outros
inconvenientes correlacionados, como por exemplo a decomposi¢cao das amostras.
Outro aspecto importante observado foi a reprodutibilidade da sonda HR-MAS, a
qual mesmo sendo menor que a reprodutibilidade da sonda de liquidos, apresentou
um bom agrupamento das replicatas via tratamento quimiométrico e uma resolugao
espectral muito boa.

A identificacdo dos metabdlitos secundarios presentes nos extratos
acetbnicos, sem nenhum processo de purificacdo, apresentou resultados
importantes, com maior esclarecimento de multiplicidades e constantes de
acoplamento. Treze substancias foram identificadas em mistura, aplicando-se um
grande conjunto de técnicas de RMN, juntamente com as simulagdes de espectros e
comparacgdes com dados da literatura.

Aliado aos dados de RMN (HR-MAS e em solugéo), a espectroscopia
na regiao do infravermelho (IV) mostrou resultados muito interessantes (dados nao
encontrados na literatura), assim como os resultados ja observados com o emprego
da RMN HR-MAS no que diz respeito a importancia dos carboidratos na analise
quimiotaxondmica de liquens. O destaque a técnica de IV deve-se a excelente
classificagdo de amostras desconhecidas ao modelo, fator relevante quando se
compara a reprodutibilidade da RMN HR-MAS, ambos obtidos a partir do material

vegetal intacto.
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Desta forma, a espectroscopia na regido do |V, aliada a quimiometria,
apresentou-se como a ferramenta em maior potencial para as analises
quimiotaxondmicas de liquens, tanto pelos resultados obtidos na classificacéo
quanto pela rapidez e baixo custo da técnica. Todavia, uma analise objetivando-se a
elucidacao estrutural sé é alcangada dispondo-se de ferramentas mais poderosas,

como € o caso da RMN.
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