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RESUMO

O estudo descrito nesta dissertagdo refere-se a sintese de compostos derivados
do esteviosideo. O esteviosideo é um glicosideo extraido da Stevia rebaudiana,
fornecido pela Esteviafarma Ingd Industrial S.A.. Da hidrolise enzimatica deste
composto foi obtido o esteviol, um diterpeno acido tetraciclico com esqueleto
caurénico, do qual foram obtidos alguns derivados.

A bibliografia revisada mostrou que muitos diterpenos tetraciclicos naturais
apresentam efeitos biologicos. Poucos foram os trabalhos encontrados de sintese de
compostos semelhantes aos naturais na tentativa de reproduzir os seus efeitos.

O trabalho teve como objetivo, portanto, a preparagdo de alguns compostos
com esqueleto caurénico, os quais supomos que possam apresentar atividades

biologicas semelhantes aos modelos naturais descritos na literatura.
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ABSTRACT

The studies discribed in this thesis refers to organic synthesis of stevioside. The
steviside, a glucoside extracted from Stevia rebaudiana, was suplied by Steviafarma
Inga Industrial S.A.. The enzymatic hydrolysis gave steviol, an acid tetraciclic kaurenic
diterpenoid, from wich some derivatives were obtained.

The bibliografic survey showed that many tetraciclic diterpenoids have
important biological activity. A few papers were found on the synthesis of similar
compounds.

This work, therefore, had the objective to prepare some compounds with
kaurenic skeleton whose we suppose will show biological activities similar to the

models showed in the literature.
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RMN 'H - Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
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dd - duplo dublete
t- triplete
LV. - Espectrometria no infravermeiho
ppm - parte por milhdo,
PDC - dicromato de piridinio
TBHP - hidroperoxido de ¢-butila
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AMPB - acido m-cloro perbenzoéico
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I- INTRODUCAO

A crescente tendéncia de consumo de alimentos naturais e de alimentos
dietéticos, tem levado a procura de adogantes naturais ndo caloricos como substituinto
para sacarose. Um importante adogante natural nido calorico ¢ o esteviosideo, um
diterpeno glicosideo, extraido da Stevia rebaudiana Bertoni da familia das
Eupatoriaceae ( Pezzuto, J., et. al., 1985).

A S. rebaudiana é uma planta natural da regido nordeste do Paraguai e da regido
de fronteira do Brasil com o mesmo, e produzido comercialmente no Brasil, Korea,
Israel e Japdo (Oliveira, B. H,, 1989). No Paraguai o cha da Stevia ¢ utilizado no
tratamento de diabetes (Soejarto, 'D., et. al., 1983) e como contraceptivo oral, contudo
este ultimo efeito também pode ser atribuido a outros compostos presentes no extrato da
Stevia (Planas, G.M., 1968). Da hidrolise da Stevia é extraido o esteviosideo, o qual no
Brasil ¢ utilizado como adogante nio calorico ha mais de uma década (Pezzuto, J., 1985)
(Diario Oficial, 1980) e é produzido comercialmente pela companhia Steviafarma Inga
Industrial S A., localizada em Maringa no estado do Parana. A empresa possui uma
capacidade de produgdo instalada de 10 tn/ano, entretanto é no Japdo que o uso do
esteviosideo € mais difundido, sendo utilizado no preparo de bebidas, sobremesas,
vegetais, e até em frutos do mar (Tsuchita, S., 1979) (Abe, K., Sonobe, M., 1977).
Recentemente foi aprovado nos Estados Unidos o uso do esteviosideo como edulcorante
no preparo de bebidas (Fujita, E., 1984).

Cérca de trezentas vézes mais doce que a sacarose (Briedel e Laville, 1931)
(Wingard, R. E., 1980) (Kazuyama, S., 1979), o esteviosideo tem mostrado ser seguro
para o consumo humano. Em trabalhos realizados em ratos, tanto o esteviosideo quanto
o extrato bruto da Stevia nio apresentaram qualquer efeito toxico (Kosela, S., et.al,
1966). Quando testado em Salmonella typhimurum, Escherichia coli e Bacillus subtilis
também ndo apresentou efeitos mutagénicos. Em seres humanos o esteviosideo quando
ingerido € expelido de forma inalterada, contudo em testes realizados com ratos o

esteviosideo foi hidrolizado a esteviol pela microflora intestinal (Akashi and Yokoyama,
1975) (Pezzuto, J., 1985).
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A planta foi incluida na literatura em 1899 e em 1905 foi descrita mais
completamente (Bertoni, M. S_, 1905). Em 1908 os glicosideos foram isolados da Stevia
por Rosemack e em 1931 foi isolado pela primeira vez o esteviosideo (glicosideo) do
qual foi obtido através de hidrolise enzimatica, 1 mol de esteviol (aglicona) e trés mol de
D-glicose, sendo utilizado para isso suco digestivo de cabra (Briedel e Laville, 1931).
Contudo somente em 1963 a estrutura do esteviosideo foi elucidada como sendo um
diterpeno tetraciclico e propostas as posi¢des das glicoses (Wood, H. B., 1955). Em
1977 foi elucidada nio s6 a posi¢do da soforose mas também a posi¢do da hidroxila
(Mosettig, E., 1963) (Tanaka, O., 1977).
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ESTEVIOSIDEO
1)

ESTEVIOL
@)

figura 1. ESTEVIOSIDEO (1) E ESTEVIOL (2)
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O esteviosideo € encontrado na folha da S. rebaudiana a uma concentragio de
aproximadamente 10% (Kubo, L, et. al., 1974). A extragdo do esteviosideo é feita com
agua, e em processo industrial utiliza-se #-butanol (Oliveira, B. H., 1989).

Da hidrolise enzimatica do esteviosideo obtem-se 1 mol de esteviol e 3 mol de
glicose. Através de hidrolise alcalina obtemos 1 mol de esteviolbiosideo € apenas 1 mol
de glicose. A hidrolise acida produz um isémero do esteviol, o isoesteviol, e trés mol de
glicose (Kinghorn, 1982) (Ogawa, T., 1980).

Esteviosideo

1
c=0 (1)
?
Glu
enzimatica alcalina acida

Esteviol Esteviolbiosideo Isoesteviol
2) 3) (4)
figura 2
HIDROLISE DO ESTEVIOSIDEO (1) POR VIA ENZIMATICA A ESTEVIOL (2)

POR VIA ALCALINA A ESTEVIOLBIOSIDEO (3)
POR VIA ACIDA A ISOESTEVIOL (4)
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O rearranjo do esteviol a isoesteviol é um caso de rearranjo de Wagner-

Meerwein, onde ocorre uma inversdo do anel D.

ﬁgura 3 REARRANJO DE WAGNER-MEERWEIN DO ANEL D DO ESTEVIOL

Os terpenos sdo uma classe de compostos os quais possuem como estrutura
basica o esqueleto do isopreno. Os terpenos sdo classificados de acordo com o niumero
de unidades de isopreno ( 5 carbonos )

5 carbonos - HEMITERPENO (isopreno)

10 carbonos - TERPENO

15 carbonos - SESQUITERPENO

20 carbonos - DITERPENO

25 carbonos - SESTERPENO

30 carbonos - TRITERPENO

40 carbonos - QUADRITERPENO

Os diterpenos por sua vez classificam-se em, biciclicos, triciclicos, tetraclicos e
macrociclicos (J. R. Hanson. , 1971).

Dentre os diterpenos existe uma variedade de grupos estruturais e fungdes, as
quais tém sido objeto de muitos estudos. Os diterpenos apresentam uma grande
variedade de atividades biologicas, tais como anti inflamatério e inibidores de tumor
(Kubota, T., Kubo, I, 1969) (Fujita E., 1984) (Ke Chen, et. al. 1992) (Node, M., 1983).
Os diterpenos constituem a maior parte das resinas das plantas, tendo fun¢des como
inibidores de desidratagio e ataques biologicos. Alguns diterpenos derivados do manol e
do esclareol encontram emprego na industria de perfumaria (Hanson, J. R., 1971).

Existem diversos tipos de diterpenos com variados grupos funcionais e
consequentemente com diversas caracteristicas. Inimeras pesquisas tém sido feitas em
todo mundo utilizando plantas empregadas né medicina popular, das quais diterpenos

tetraciclicos tém sido reconhecidos como responsaveis pelas atividades biologicas.
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I.1-O0OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo a sintese de derivados do esteviosideo, visto que
a revisdo bibliografica mostra que os diterpenos tetraciclicos que possuem uma
a-metileno ciclopentanona possuem atividades biologicas de grande interesse, tais como:
efeito anti inflamatorio, anti-hipertensivo, controle de pragas, tratamento de bronquite,
diarreia, anti-HIV, e outros. Também apresentam atividades biologicas os diterpenos que
possuem fungbes hidroxila, epoxi, cetona, amina, e outras, como serda mostrado na
revisdo bibliografica.

A proposta deste trabalho ¢ a obtengdo de derivados do esteviosideo com varias
fungdes quimicas, tais como: hidroxila, epoxi, ciclopropano, pirazolina, o-metileno

ciclopentanona, etc., conforme esquema que se segue:
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figura 5. ROTA SINTETICA DOS PRODUTOS OBTIDOS
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No Japido estudos realizados por Fujita e colaboradores em diterpenos isolados
da Rabdosia rubescens, uma planta utilizada na medicina popular da China contra o
cancer no esdfago, demonstraram que os diterpenos oridonina (15) e lasiocaurina (16),

sdo os responsaveis pela atividade anti tumoral (Fujita, E., 1976; Fujita, E., 1984).

(15) (16)

figura 6 .ORIDONINA(15) E LASIOCAURINA(IG6).

Também foram extraidos da Rabdosia rubescens dois outros compostos muito
parecidos com a oridonina (15) e a lasiocaurina (16), a dihidro-oridonina (17) e
butanotiol-oridonina (18), diferenciando-se dos dois primeiros compostos por ndo
possuirem a a-metileno ciclopentanona. Contudo mostraram-se ineficazes nos testes de

atividade anti-tumoral (Fujita, E., 1984).

figura7. DI HIDRO-ORIDONINA (17) E BUTANOTIOL-ORIDONINA (18)
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Com base na comparagdo de diversos diterpenos estudados, a equipe de Fujita
concluiu que atividade anti-tumoral pode ser atribuida a (Kubota, T., Kubo, 1., 1969)
(Fujita E., 1984) (Renuka, M., 1981):

1) presencga de a-metileno ciclopentanona

2) alguns grupos hidroxila localizados em determinadas posi¢des possibilitando

ligarem-se a uma enzima especial que esta presente nas células cancerosas
estudadas.

3) liga¢Ges de hidrogénio devido a eletroafinidade com o metileno.

Desde os anos sessenta tem sido reconhecido os efeitos anti tumoral e anti
inflamatério de uma planta do sul da China, a Tripterigium wilfordii Hook. Esta planta
era utilizada inicialmente como pesticida, devido a sua grande toxidez. Posteriormente
extratos alcoolicos demonstraram significativos efeitos anti inflamatorio e anti tumoral.
Estes efeitos foram atribuidos ao tripdeolideo (19). Da mesma planta também foi

extraido a tripterfordina (20), a qual foram atribuidos efeitos anti-HIV (Ke Chen, 1992).

(19) (20)

figura 8. TRIPDEOLIDEO(19) E TRIPTERFORDINA(20)

Os estudos realizados na Universidade Kinski em Osaka, Japdio mostraram que
diterpenos tetraciclicos com o-metileno ciclopentanona extraidos da Rabdosia
rubescens, oridonina (15), e diterpenos extraidos da Stevia rebaudiana, esteviol (2) e
isoesteviol (4), tém atividades biologicas em mitocondrias, na NADH-oxidase e na ADP
fosforilase, testadas em larvas de /lipidopteras. Como resultado desta atividade ha nas
mitocOndrias efeito inibidor de alimentagdo nas larvas, o que permite um controle de

pragas (Vignais, P. V., 1966) (Tanigushi, M., 1979) (Pezzuto, J., 1986).
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Em Kioto no Japdo um diterpeno tetraciclico isolado da Rabdosia tricocarpa
Hara, longicaureno (21), possui uma o-metileno ciclopentanona, o que demonstrou ser o

responsavel pela atividade anti tumoral por eles estudadas (Node, M., 1983).

OAc Od

@21

figura 9. LONGICAURENO(21).

Os trabalhos de Kubota e colaboradores demonstraram que € essencial para a
atividade anti bacteriana a presenga de o-metileno ciclopentanona no diterpeno
tetraciclico por eles estudados. Segundo este pesquisador a atividade anti bacteriana ¢
atribuida a uma reagido de adi¢do do tipo Michael que ocorre com a a-metileno

ciclopentanona do composto testado e uma sulfidrila contida na enzima (Kubo, I. M,

1974) (Fujita, E., 1984).
0 RS - RS
b ARP ] 0”

figura 10.ADICAO DO TIPO MICHAEL A ENZIMAS SULFIDRICAS
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Dois outros diterpenos tetraciclicos que apresentam efeito anti inflamatorio e
anti-reumatico, utilizados na medicina popular da Korea, foram isolados da planta Ardlia
continentalis ,0 acido 15-en-cauren-19-6ico (22) e o acido 16-en-cauren-19-6ico (23).

Ambos compostos demonstraram-se mais eficientes que a fenilbutazona em testes

com edema induzido por carragenina (Kosela,S., et. al., 1986).

(22) (23)

figura 11. ACIDO CAUR-8,15-DI EN -19-OICO(22) E ACIDO CAUR-16-EN-19-OICO(23)

A Xilopia aethiopica Dunal, é empregada no tratamento de bronquite e diarréia
em Ghana, Africa. O acido xilopico (24) ¢ o principio ativo isolado da planta (Boakye-
Yiadom, K., 1977).

(24)

figura 12. ACIDO XILOPICO(24)
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A Aster ageratoides Turcz, é uma planta utilizada na medicina popular da China,
e os compostos 16-B,17-dihidroxi-caur-19-oato de PD-glucopiranosil (25), 16-B-
hidroxi-17-glucose-caur-19-oato de PD-glucopiuranosil (26) e acido 16,17-dihidroxi-
caur-19-6ico (27), foram isolados e determinados como os responsaveis pelas atividades
bioldgicas nos tratamentos de bronquite, como expectorante, tratamento de febre, picada

de abelha e mordida de cobra (Cheng, D. L, et. al., 1993).

.-CH,OH
OH

@7

figura 13. 16B,17-DIHIDROXI-CAUR-19-OATO DE D-GLUCOPIRANOSIL (25)

16B-HIDROXI-17-GLUCOSE-CAUR-19-OATO DE D-GLUCOPIRANOSIL (26)
ACIDO-16,17-DIHIDROXI-CAUR-19-0ICO(27)
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Extraido da Wedelia chineses Merril, uma plénta da medicina popular de Taiwan
empregada no tratamento da hepatite, o acido caur-16-en -19-6ico (23) foi caracterizado

como responsavel por esta atividade (Ling-Ling Yang, 1986).

(28)

figura 14. ACIDO CAUR-16-EN-19-OICO (23)

A planta Siegesbeckia pubesces Makino, chamada de Hi-cheom na Korea, ¢
“#zz o pols medicina popular daquele pais no tratamento de hipertensdo € como anti
" composto isolado responsavel pelas atividades biologicas foi o acido

16,17-dihidroxi-caur-19-6ico (27) (Koo Dong Han,1975).

27)

figura 15. ACIDO-16,17-DI HIDROXI-CAUR-19-OIC0O(27)

A planta Sideritis pusilla Lange ¢ utilizada pela medicina popular da Espanha
devido és suas propriedades anti inflamatoria, anti reumatica e digestiva. Os estudos
realizados com esta planta mostram que suas atividades estdo relacionadas a diterpenos

tetraciclicos poli hidroxilados presentes em seu extrato (Rodriguez-Linde, M. E., 1994).
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Os estudos realizados por Taniguchi e colaboradores em diterpenos extraidos da

Isodon Labiatae, mostram que a presen¢a da o-metileno ciclopentanona em sua

.....

crescimento nas larvas Spodofera exempta utilizadas em seus estudos (Taniguchi, M.,
1979).

Com base nestes trabalhos aqui citados acredita-se que o esteviol e seus
derivados, por serem também diterpenos tetraciclicos com a-metileno ciclopentano e
possuirem hidroxilas em sua estrutura, tenham grandes possibilidades de possuir

atividades biologicas, tal qual os semelhantes diterpenos mencionados anteriormente.
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I - MATERIAIS E METODOS

II-1 MATERIAIS

As analises no infravermelho foram executadas em espectrofotometro BOMEM
séric MB. As amostras foram preparadas em pastilhas de brometo de potassio anidro.

As analises de ressondncia magnética nuclear foram realizadas em espectrometro
BRUCKER AC 80, AC 200 F e GEMINI 200. As amostras foram dissolvidas em
cloroférmio deuterado, exceto a amostra de esteviolbiosideo epoxido, a qual foi
dissolvida em metanol deuterado.

As cromatografias em camada delgada foram feitas em placas 20X20 cm da
MERCK Darmstad Germany, e a revelagdo com solugdo de etanol e acido sulfurico, 1:1
e aquecimento com pistola de jato de ar quente.

As cromatografias em coluna foram feitas com silica 230-400 Mesh Tyler da
MERCK Darmstad Germany. As eluigdes foram feitas com solventes purificados, bem
como também foram purificados os demais solventes utilizados durante as reagdes e
extra¢des dos produtos.

A hidrolise do esteviosideo foi feita em encubodor automatico ETICA com

controlador de temperatura.
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II-2 METODOS
2.1- PREPARACAO DO ESTEVIOL (4cido 13a-hidroxi-caur-16-en -19-6ico)(2)

Hidrolise Enzimatica

Foi dissolvido esteviosideo(1) (25 g, 31,1 mmol) em dois litros de solugdo tampao
pH 4 e acrescentada enzima pectinase (2 ml). A solugio foi distribuida em dez frascos
Erlenmeyers de 1000 ml e estes colocados em um agitador-incubador a uma
temperatura de 36°C por um periodo inicial de sete dias. O produto foi extraido com
acetato de etila e a solugdo aquosa foi acrescido mais pectinase (1 ml) ¢ novamente
encubado por mais quinze dias, para garantir total reagdo do esteviosideo. Apos este
periodo foi novamente extraido o esteviol hidolizado. Foi retirada a umidade da solugio
organica com sulfato de sodio anidro, em seguida filtrado e levado & secura em
evaporador rotativo. O esteviol foi recristalizado em metanol. Foram obtidos 7,95g (25,0
mmol) de esteviol, com um rendimento de 80,4%.
FM: CyH300s, MM.: 318,44
PF: 214-215 °C, (212-213, THE MERCK INDEX)
LV.A méax 3452, 3150-2700 e 1690 cm’ ",

Hidrolise Quimica

Foi pesado esteviosideo(1) (25g, 31,1 mmol) e dissolvido em solugdo aquosa 20%
de iodato de sodio (400 ml). Apos 24 horas de agitagio & temperatura ambiente foi
adicionado hidroxido de sodio (37,5 g) e a mistura foi entdo deixada sob refluxo por uma
hora. Lentamente foi adicionado solugdo de acido acético 50 % até pH 4 e o esteviol
formado foi extraido com acetato de etila. Foi retirada a umidade da solu¢do orginica
com sulfato de sodio anidro, em seguida filtrada e levada a secura em evaporador
rotativo. A recristaliza¢do do produto foi feita com metanol obtendo-se 3,57 g (11,2
mmol) de esteviol, com um rendimento de 36,1%.

LV.A max 3450, 3150-2700 e 1690 cm™
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Esterificacio do esteviol a esteviol ester metilico (13c-hidroxi-caurenoato-16-en-19-

metila)(5).

Foi dissolvido esteviol(2Z) (500 mg, 1,57 mmol) em éter etilico (15 ml) e
acrescentado solugdo etérea de diazometano (30 mi). ApoOs varias adigdes de
diazometano a solugdo etérea manteve uma coloragdo amarelada, indicando que todo o
estevioi(2) havia reagido e portanto o excesso de diazometano marca o término da
reagdo. Foi evaporado o diazometano remanescente bem comc o eter etilico,
posteriormente o produto foi recristalizado em metanol. O rendimento da reagdo foi de
96,8 %, obtendo-se 505,3 g de produto.

FM: C;;1H3,0;, MM: 332,46

PF. 111-113 °C, (108-110 °C, THE MERCK INDEX)

LV.A max 3452-2915, 1733, 1719, 1708 cm™

RMN 'H (200 MHz, CDCl3) § :0,80 (3H, s, H-20), 1,15 (3H, s, H-18),
3,65 (3H, s, COOMe), 4,76 (1H, s, Ha-17), 4,99 (1H, s, Hb-17)

malweia stérea de diazometano

Foi dissolvido hidroxido de potassio (10 g) em agua destilada (15 ml) e
acrescentado etanol 96GL (50 ml). A solugdo alcoolica foi colocada em um baldo com
saida lateral e aquecido a uma temperatura de 65° C. Gotejou-se sobre a solugdo
alcodlica quente uma solugdo 10% de diazald (CH;CsH,SO,N(CH3)NO)em eter etilico

(250 ml). O gas diazometano produzido foi dissolvido no éter etilico, o qual foi

condensado em banho de gelo.
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2.2 - PREPARACAO DO 15-HIDROXI-ESTEVIOL (icido 13a,15B-di hidroxi-

caur -16-en -19-6ico)(6).

Foi pesado esteviol(2) (500 mg, 1,57 mmol) e dissolvido em solugéo 1:1 dioxano \
agua (100 ml). Acrescentou-se didxido de selénio (30 mg, 270 mmol) e solugdo 3,9 M
de hidroperoxido de #-butila em tolueno (1 mi). Apds 24 horas de agitagdo em banho
térmico a 55° C o 15-hidroxi-esteviol(6) produzido foi presciptado com a adig@o de dgua
destilada gelada (100 ml) onde o produto prescipitou e em seguida foi filtrado. O 15-
hidroxi-esteviol(6) foi recristalizado em etanol e o rendimento da reagdo foi de 60,1%,
obtendo-se 315 mg (0,941 mmol) do produto. O produto foi purificado em coluna de
silica 400 mesh, utilizando-se como eluente solugio de acetato de etila \ éter de petroleo,
2:8.
FM: C0H3004, MM: 334 44
PF: 269-272 °C (271-273 °C, THE MERCK INDEX)
LV.A max 3480-3415, 2930, 1697 cm

O 15-hidroxi-esteviol ester metilico(10) foi preparado dissolvendo-se 15-hidroxi-
esteviol(6) (900 mg) em éter etilico (90 ml) e adicionado-se seguidas vézes solugdo
etérea de diazometano até que a coloragdo da solugdo permanecesse amarelada,
indicando assim que todo 15-hidroxi-esteviol havia reagido. Evaporou-se 6 excesso de
diazometano n3o reagido, bem como o éter etilico e em seguida o produto foi
recristalizado em etanol. O rendimento da reagéo foi de aproximadamente 100%.

FM: C,H3,0,4 MM: 348,46, PF: 146-148 °C

LV.A max 3330-2917, 1732, 1720, 1458 cm™

RMN 'H (200 MHz, CDCl;) &: 0,77 (3H, s, H-20), 1,15 (3H, s, H-18), 1,55 (2H, s, H-
14f), 2,10 (2H, s, H14a), 3,59 (3H, s, OMe), 5,19 (1H, s, Ha-17), 5,26 (1H, s, Hb-17).
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2.3 - PREPARACAO DO 15-CETO-ESTEVIOL (icido 13a-hidroxi-15-oxo-

caur-16-en-19-6ico)(7).

Foi pesado 15-hidroxi-esteviol(6) (500 mg, 1,50 mmol) e dissolvido em piridina
(10 ml). A essa solugdo foi acrescentado dicromato de piridinio (750 mg, 3,48 mmol), o
qual reagiu por 24 horas a temperatura ambiente. Acrescentou-se acetato de etila (100
ml) e filtrou-se a mistura. O filtrado foi lavado com acetato de etila (30 mi) e ao filtrado
contendo o produto foi adicionado solugdo de acido colridrico 1% (50 ml) para eliminar
0 excesso de piridina. A piridina restante na solu¢do organica foi extraida com agua
destilada (10 ml) por trés vézes. A fase orgénica foi levada a secura em evaporador
rotativo € o produto foi recristalizado em metanol. O rendimento da reag@o foi de
58,5%, obtendo-se 229 mg. (0,690 mmol) de produto. O 15-ceto-esteviol(7) foi
purificado em coluna de silica 400 mesh utilizando-se como eluente solugdo de acetato
de etila \ éter de petréleo, 2:8.
FM: C5H250,, MM:332.44
PF: 213-215 °C, (216-218 °C, THE MERCK INDEX)
L.V.A max 3464, 2941, 1716, 1455 cm’™
RMN 'H (200 MHz, CDCL;):8 0,95 (3H ,s, H-20), 1,19 (3H ,s, H-18), 5,39 (1H, s, Ha-
17), 5,90 (1H, s, Hb-17).
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2.4 - PREPERACAO DO 15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO (13a-

hidroxi-15-o0xo0-caurenoato-16-en-19-metila)(11).

Foi pesado 15-hidroxi-esteviol ester metilico(10) (300 mg, 0,861 mmol) e
dissolvido em piridina (10 ml). A essa solugdo foi adicionado dicromato de piridina (450
mg, 2,09 mmol) e deixado em repouso por 24 horas. Ao final desse tempo acrescentou-
se acetato de etila (50 ml) e filtrou-se. O filtrado foi lavado com acetato de etila (30 ml)
e ao filtrante adicionados solugdo de acido cloridrico 1% (30 ml) para eliminagido da
piridina. Separada a fase organica por decantagio, foi retirada a umidade da solugdo com
sulfato de sodio anidro, filtrada e levada a secura em evaporador rotativo. O produto foi
recristalizado em metanol e o rendimento da reagdo foi de 55,8%, obtendo-se 166 mg
(0,479 mmol) de produto. O 15-ceto-esteviol ester metilico(11) obtido foi purificado em
coluna cromatografica contendo silica 400 mesh e utilizado como eluente solugéo de
acetato de etila \ éter de petroleo, 3:7.

FM: C2;H300s, MM: 346,46, PF: 135-138°C
L.V.A max 3505-3470, 2940-2850, 1724 , 1713, 1459cm ™"
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25 - PREPARACAO DO 16,22-DIAZO-15-CETO-ESTEVIOL ESTER
METILICO (13a—hidroxi-15-0x0-16,22-diazo-caurenoato-19-metila)(8).

Dissolveu-se 15-ceto-esteviol(7) (500 mg, 1,50 mmol) em éter etilico (10 ml) e
foram acrescentadas seguidas vézes solugio etérea de diazometano até que a solugdo
mantivesse uma coloragdo amarelada, indicando que todo 15-ceto-esteviol(7) havia
reagido. Evaporou-se o excesso de diazometano e éter etilico e por fim o produto foi
recristalizado em metanol. O rendimento da reagdo foi de 91,6 %, obtendo-se 535 mg
(1,38 mmol) de produto. Foi realizada purificagio em coluna de silica 400 mesh e
utilizado como eluente solugdo de acetato de etila \ éter de petroleo,.2:8.

FM: C;H;,0,N, , MM: 388,49, PF: 178-180 °C

"W % max 3400-2950, 2865, 1742, 1724, 1557 cm ™!

RMN 'H (200 MHz, CDCL3):6 0,95 (3H ,s, H-20), 1,20 (3H, s, H-18), 2,80 (2H, m, H-
17), 3,67 (3H, s, OMe), 4,75 (2H, m, H-22)

2.6 - PREPARACAO DO 16-CICLOPROPIL-15-CETO-ESTEVIOL ESTER
METILICO (13a-hidroxi-15-0x0-16-ciclopropil-caurenoato-19-metila)(9).

Foi pesado 16,22-diazo-15-ceto-esteviol ester metilico(8) (240 mg, 0,618 mmol) e
dissolvido em tolueno (10 ml). Colocou-se sob refluxo por 4 horas e acrescentou-se
agua destilada (30 ml) para preciptar o produto. O produto foi entdo filtrado e por fim
recristalizado em acetato de etila. O rendimento da reagdo foi de 43,1 %, obtendo-se 96
mg (0,266 mmol) de produto. O produto foi purificado em coluna com silica 400 mesh e
utilizado como eluente solugio de acetato de etila \ eter de petroleo, 1:1.

FM: C2H3004, MM: 360,49, PF: 121-125°C
L.V.A max 3450, 2916-2800, 1721 cm ™

RMN 'H (200 MHz, CDCl;):3 0,88 (4H, s, H-17, H-22), 0,91 (3H, s, H-20),
1,19 (3H, s, H-18), 3,60 (3H, s, OMe).
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2.7 - PREPARACAO DO 16,17 o -EPOXI-ESTEVIOL (4cido-13a-hidroxi-16,17c-

epoxi-caur-19-6ico)(12).

Foi pesado esteviol(2) (500 mg, 1,57 mmol) e dissolvido em diclorometano (30
ml). A essa solugdo foi acrescentado acido m-cloro perbenzoico (280 mg, 1,62 mmol) e
deixado reagir por 72 horas a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo foi
adicionada solugdo de metabissulfito de sodio 10% (60 ml) para reagir com o acido m-
cloro perbenzoico em excesso formando acido benzoico, o qual tem boa solubilidade em
agua. A solugio foi decantada e a ela adicionado diclorometano (100 ml). A fase
organica foi lavada com solugio tampdo pH 7,4, para retirar o acido benzoico restante e
novamente decantada. Por fim retirou-se a umidade da solugdo com sulfato de sodio
anidro. O produto foi recristalizado em acetato de etila e o rendimento da reagéo foi de
79,8 %, obtendo-se 399mg (1,19 mmol). O produto foi purificado em coluna
cromatografica com silica 400 mesh e utilizado como eluente solugdo de acetato de etila
\ éter de petroleo, 3:7.
FM: C0H3004 MM: 334,44
PF: 193-195 °C (197-199 °C, THE MERCK INDEX).
LV.\ méx 2924, 1766, 1711, 1216 cm ™
RMN 'H (200 MHz, CDCl;):3 0,96 (3H, s, H-20), 1,24 (3H, s, H-18),
2,37 (1H, s, OH), 2,78 (1H, d, Ha-17, Ja,b=4,40 Hz), 2,92 (1H, d, Hb-17, Jab=4,41
Hz).
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2.8 - PREPARACAO DO 17-HIDROXI-ISOESTEVIOL (dcido 17-hidroxi--19-

éico-baierano)(13).

Foi dissolvido 16,17a-epoxi-esteviol(12) (300 mg, 0,897 mmol) em alcool etilico
(30 ml). A essa solugdo foi acrescentado solugdo de acido cloridrico 0,5% (30 ml) e
deixado por 8 horas a uma temperatura de 8° C . Retirou-se grande parte do etanol em
evaporador rotativo e foi acrescentado acetato de etila (150 mi). A solugfo orgénica foi
lavada com agua destilada (50 ml) por trés vézes e decantada. Retirou-se a umidade da
fase organica com sulfato de sodio anidro ¢ levou-se a secura em evaporador rotativo. A

-~acio foi feita com acetato de etila e o rendimento da reagdo foi de 40,6%,

obte.uo-»¢ 121mg (0,363 mmol) de produto. A purificagdo foi realizada em coluna de
silica 400 mesh e utilizado como eluente solugdo de acetato de etila \ éter de petroleo,
3:7.
FM: C2H204, MM: 333,44,  PF:225-226 °C.
LV.A max 3475, 2900-2750, 1725 cm ™
RMN 'H (200 MHz, CDCl;):8 0,80 (3H, s, H-20), 1,26 (3H, s, H-182), 3,55 (1H, d, Ha-
17, Ja,b=11,40Hz), 3,65 (1H, s, Hb-17, Ja,b=11,40 Hz).

2.9 - PREPARACAO DO ESTEVIOLBIOSIDEQ. (Acido 13a-di glucose-caur-
16-en-19-6ico)(3).

. uosideo(1) (13 g, 16,2 mmol) e dissolvido em hidroxido de
o - peso (330 ml). Apds uma hora de refluxo foi lentamente acidificado
com acido acético glacial até pH 5. O esteviolbiosideo(3) preciptou e foi entdo filtrado.
Foi redissolvido em metanol, filtrado novamente e por fim recristalizado em etanol. O
rendimento da reag@o foi de 50,6 %, com a obtengio de 5,42 g (8,29 mmol) de produto.
FM. C33HyO43, -  MM:653,76, PF: 339-343 °C
LV.A max :3470-3150, 2900-2750, 1150 cm ™
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2.10 -PREPARACAO DO 16,17a-EPOXI-ESTEVIOLBIOSIDEO.(4cido 13a-di
glucose-16,17-epoxi-caur-19-6ico)(14).

Foi pesado esteviolbiosideo(3) (500 mg, 0,765 mmol) e dissolvido em dioxano (50
ml). Acrescentou-se acido m-cloro perbenzoico (250 mg, 1,54 mmol), o qual reagiu a
temperatura ambiente por 72 horas. Apds esse periodo foi adicionado solugdo 10 % de
metabissulfito de sodio (20 ml) para reagir o excesso de acido m-cloro perbenzoico a
acido benzodico, o qual tem boa solubilidade em agua. Boa parte do dioxano foi retirado
em evaporador rotativo e depois acrescentado eter de petroleo até precipitagdo do
produto. O produto foi recristalizado em metanol, e através de coluna de cromatografia
com silica 400 mesh foi purificado. Para elui¢do foi utilizado solugédo de acetato de etila \
etanol \ agua, 80:18:2. O rendimento da reacdo foi de 33,8%, onde obtive-se 173 mg
(0,258 mmol) de produto.
FM: C33Hy49014, MM: 669,76,  PF: 241-243 °C
L.V.A max3500, 2750, 1715, 1050, 1030 cm ™
RMN 'H (200 MHz, CD;0D):5 0,97 (3H, s, H-20), 1,19 (3H, s, H-18), 2,84 (1H, d,
Ha-17, Ja,b=4,0)), 2,84 (1H, d, Hb-17, Ja,b=4,0).



Sintese de Derivados do Esteviosideo 32

III- RESULTADOS E DISCUSSAOQ

1- ESTEVIOL(2) E ESTERVIOL ESTER MET{LICO(5).

A hidrolise enzimatica do esteviosideo (1) a esteviol (2) foi feita em solugdo
tampdo pH 4 por um periodo de sete dias a 36° C sob agita¢do. Apos este periodo o

esteviol foi extraido com acetato de etila.

O0—GIu—Glu

—_—
hidrélise
enzimatica
C=0
—Glu
(1) )

figura 16 HIDROLISE ENZIMATICA DO ESTEVIOSIDEO(1) A ESTEVIOL(2)

Em testes experimentais foi verificado que ndo ocorre hidrolise em pH 4,3 ou
acima disto, ou seja, a enzima s6 atua em pH4. Normalmente uma hidrolise de
glicosideos € feita em meio acido, contudo neste caso o esteviol é isomerizado a

isoesteviol quando o pH esta a baixo de 4.
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A hidrolise quimica ocorre com a oxidagdo do esteviosideo pelo periodato de
sodio dando um hexaldeido (30), o qual refluxado em solugdo alcalina ( KOH 10% ),

fornece o esteviol.

OH

OH

(30)

figura 17 ESTEVIOSIDEO OXIDADO COM PERIODATO DE SODIO

Foi dado preferéncia a hidrolise enzimatica pelo fato de obter-se maior
rendimento e também porque a hidrolise por via quimica necessita de maiores cuidados
como por exemplo; evitar exposi¢do a luz, o que causa formagiio de I, tempo
prolongado de reagdo também aumenta a formagdo de I, e dificuldades na extragdo do

esteviol formado.
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O esteviol (2) é esterificado a esteviol metil ester (5) com solugdo etérea

contendo diazometano.

)

figura 18 ESTERIFICAGAO DO ESTEVIOL(2) A ESTEVIOL METIL ESTER(5)

O espectro no infravermelho (figura 31) mostra as bandas 4 3452 ¢ 3150 cm™ de
deformagdo axial de O-H e a deformagio axial de C-H de metileno em 2915 cm™. As
bandas em 1719 e 1708 cm™ referente a deformagdo axial de carbono dupla oxigénio de
ester, e carbono dupla carbono . |

O espectro de RMN 'H (figura 32) mostra ressonancia 4 & 3,65 ppm de OMe, e
em & 4,76 ¢ 4,99 ppm demostram a presenga de hidrogénios de olefina.

O espectro RMN “C mostra o pico em & 177 ppm da carbonila de ester ¢ os

piéos referentes aos carbonos de olefina aparecem em 8 102 e 156 ppm (carbonos 16 e

17) respectivamente.
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Tabela I DADOS DOS ESPECTROS DE CARBONO 13 DO ESTEVIOL METIL ESTER DA
LITERATURA E ESTEVIOL METIL ESTER(S)

carbono esteviol ester metilico esteviol ester
literatura (*) metilico(S)
Cl 40,60 ' 41,35
C2 18,99 19,11
C3 37,94 38,06
C4 43,68 43,80
C5 56,86 56,95
Cé6 21,77 21,89
C7 41,25 41,35
Cs8 41,52 41,67
Co 53,74 53,83
C10 39,14 39,27
Cl11 20,31 20,44
Cl12 39,21 40,71
C13 80,05 80,37
Cl4 4738 47 44
C15 46,82 47,04
Cle 155,99 156,13
C17 107,81 102,91
C18 28,59 28,73
C19 177,78 177,97
C20 15,19 15,32
O Me 51,00 51,13

* (Oliveira , B. H,, 1989)
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2 - 150-HIDROXI-ESTEVIOL (6) E 150-HIDROXI-ESTEVIOL ESTER
METILICO(10).

O esteviol(2) é oxidado no carbono alilico formando 15-hidroxi-esteviol(6) em
solu¢do de dioxano e agua (1:1), contendo hidroperéxido de #-butila e quantidade

catalitica de dioxido de selénio. O produto foi extraido da solugdo com acetato de etila e

recristalizado em etanol.

figura 19 OXIDAGCAO DO CARBONO 15 DO ESTEVIOL(2) A 15a-HIDROXI ESTEVIOL(6)

figura 20 ESTERIFICAGAO DO 15a-HIDROXI-ESTEVIOL(6) A 15a-HIDROXI-ESTEVIOL ESTER
METILICO(10)
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Na retirada do produto do meio reacional (dioxano\dgua, 1.1) com acetato de
etila, ocorre a solubilizagdo de grande parte do dioxano na fase organica. Desta forma foi
realizada a extragdo do produto com adigdo de agua destilida gelada até precipitagio do
produto seguido de filtragdo e posterior recristalizagdo em etanol.

O espectro no infravermelho (figura34) mostra o alargamento da banda em 3330
cm "' devido a presenga de uma hidroxila. A formagio de um alcool secundario ¢
observada pela banda em 1458 cm™ (figura 35) refernte deformagdo angular fora do
plano. _

No espectro de RMN 'H (figura 36) nota-se o deslocamento do sinal dos
hidrogénios olefinicos para campo mais baixo devido a presenga da hidroxila no carbono
alilico.

E observado no espectro de RMN *C (figura 37) o surgimento de um sinal em &

81,52 ppm que pode ser atribuido ao carbono 15 devido a presenga da hidroxila.
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3 - 15-CETO-ESTEVIOL (7) E 15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO(11).

A obtengdo do 15-ceto-esteviol (7) foi feita através da oxidagdo do 15a-hidroxi-

esteviol(6) com dicromato de piridinio em solugdo de piridina. A extragdo do produto foi

feita com acetato de etila.

(M

figura 21 OXIDAGAO DO 15a-HIDROXI-ESTEVIOL(6) A 15-CETO-ESTEVIOL(7)

A extragdo do 15-ceto-esteviol(7) é dificultada pelo fato do dicromato de
piridinio ser parcialmente solivel em acetato de etila e também pela solubilidade da
piridina neste solvente. Desta forma foram feitas extragdes da piridina ¢ do dicromato
que estavam solubilizados na fase orgénica, com agua destilada. Devido a isto obteve-se
um baixo rendimento da reagdo. Foram feitas tentativas de extragdo do cromato e
dicromato solubilizados na fase orgénica através de solugdo de cloreto de bario, contudo
a fase orgdnica manteve-se amarelada indicando a presenga do contaminante.

Fazendo-se reagir o 15a-hidroxi-esteviol com diéxido de manganés sob refluxo
em solugdo de tolueno, houve a formagio de dois produtos e também ndo houve o
consumo de todo material de partida.

Na tentativa de realizagdo da reagdo de oxidagdo com dicromato de piridinio em
diclorometano ndo obteve-se a formagdo do produto, mostrando assim que ¢
fundamental a formag@o do ion dicromato para haver a reag@o.

Foi feita a reagdo de oxidagdo do esteviol(2) com dicromato de piridina em
solugdo de piridina, na tentativa de obter-se uma oxidagdo direta do esteviol a 15-ceto-
esteviol,ou outro produto de oxidagio por este processo, contudo um nimero enorme de

produtos foram formados inviabilizando assim este processo.
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O 15-ceto-esteviol ester metilico(11) foi obtido através da oxidagdo do 150
hidroxi-esteviol ester metilico(10) com dicromato de piridinio em solugdo de piridina,
nio podendo ser feita uma oxidagdo do 15-ceto-esteviol(7) devido ao fato de que

havendo uma cetona na posi¢ao alilica ocorre a formagdo da pirazolina.

OH

"OH

“COOCH; “COOCH;

(10) (11)

figura 22 OXIDAGAO DO 150-HIDROXI-ESTEVIOL ESTER METILICO(10) A 15-CETO-ESTEVIOL ESTER
METILICO(11)

O espectro no infravermelho (figura 39) do 15-ceto-esteviol ester metilico(11)
mostra bandas em 1724, 1713 e 1650 cm ! eferentes a da deformagio axial de carbonila
cetonica e carbonila de ester.

No espectro de RMN 'H o deslocamento do sinal dos hidrogénios de olefinia
para campo mais baixo em fun¢@o da desblindagem provocada pela presenga da cetona e
o sinal dos hidrogénios do carbono 14 também aparecem em campo mais baixo em
funcdo da desblindagem provocada pelo cone anisotropico da cetona.

No espectro de RMN C observa-se o surgimento de um sinal em & 208 ppm
pela formagdo da carbonila de cetona, o deslocamento do pico do C-8 para campo mais

baixo em fun¢io da desblindagem provocada pela presenga da cabonila cetdnica no C-
15.
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4 - 16,22-DIAZ0-15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO(8).

A obtengdo do 16,22-diazo-15-ceto-esteviol ester metilico(8) foi feita através da
esterificagdo do 15-ceto-esteviol(7) com a adi¢do de diazometano em solucgio etéra ao

15-ceto-esteviol(7) dissolvido em eter etilico.

figura 23 ESTERIFICAGAO E DIAZOTAGAO DO 15-CETO-ESTEVIOL(7) A 16,22-DIAZO-ESTEVIOL-15-
CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO(8)

No espectro no infravermelho (figura 42) observa-se o surgimento da banda em
1525 cm™ que pode ser atribuida a presenga do grupo diazo a estrutura do composto.

E observado no espectro de RMN 'H (figura 43) os sinais em & 4,69, 4,71 ¢ 4,74
ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios CH2-N=N e outros em 6 2,77e 2,79 ppm
podem ser atribuidos aos hidrogénios CH2-CH2-N=N. Observa-se também a auséncia
dos picos de hidrogénio de olefina em torno de 6 5 ppm.

No espectro de RMN “C (figura 44) destaca-se o surgimento de sinais em &

79,45 ppm e & 20,36 ppm que podem ser atribuidos a CH,-N=N e CH,.CH,-N=N;,

respectivamente.
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5 - 16-CICLOPROPIL-15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO(9).

A obtengdo do 16-ciclopropil-15-ceto-esteviol ester metilico(9) foi feita através
da eliminagdo de N, do 16,22-diazo-15-ceto-esteviol ester metilico(8) ao ser colocado

em refluxo com tolueno.

figura 24 CICLOPROPANAGAO DO 16,22-DIAZO-15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO(8) A
16-CICLOPROPIL-15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO(9)

Na preparag@o do 16-ciclopropil-15-ceto-esteviol ester metilico(9) é obtido uma
goma ao ser evaporado o tolueno. Tentativas de obter-se o 16-cilopropil-15-ceto-
estéviol ester metilico(9) através de refluxo com outros solventes foram feitos, no
entanto em nenhum solvente testado conseguiu-se obter o produto em forma de cristais.

No espectro no infravermelho (figura 45) observa-se a auséncia da banda em
1525 cm™ caracteristica de N=N. A banda em 3450 cm’™ é relativa a deformagio axial de
O-H. Em 1721 cm™ observa-se a banda relativa a carbonila de ester.

O espectro de RMN 'H (ﬁgura 46) mostra um pico em § 0,88 ppm que pode ser
atribuido aos hidrogénios do anel ciclopropil (Vilegas, W., 1989). O desaparecimento

dos sinais em 6 2,80 e 4,75 ppm indicam a auséncia do grupo diazo.

O espectro de RMN “C (figura 47) motra um pico em § 10,92 ppm e outro em
18,86 ppm os quais podem ser atribuidos aos carbonos do anel ciclopropil (Vilegas, W.,

1989). O sinal em campo mais baixo pode ser atribuido ao carbono C-17, mais préximo

do cone anisotropico da hidroxila.
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Tabela II DADOS DOS ESPECTROS DE RMN C > DO ESTEVIOL ESTER METILICO(5)
15a-HIDROXI-ESTEVIOL ESTER METILICO(10),
15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO(11),
16,22-DIAZO-15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO(8),
16-CICLOPROPIL-15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO(9)
esteviol 150~ 15-ceto~ 16,22- 16-ciclopropil-
ester hidroxi- esteviol diazo-15- | 15-ceto-esteviol
metilico (5) esteviol ester ceto- ester metilico
carbono ester metilico esteviol 9)
metilico (11) ester
(10) metilico (8)
Ci 41,35 4318 39,11 40,16 39,85
C2 19,11 19,24 18,82 19,26 20,71
C3 32,06 38,84 37,83 38,36 37,86
C4 43,80 45,94 43,76 43,92 43,77
C5 56,95 57,15 56,03 57,11 56,07
Cé6 21,89 21,26 20,71 20,75 20,87
C7 41,35 35,26 32,81 33,54 33,07
C8 41,67 49,82 55,16 56,50 48,76
C9 53,83 52,54 50,25 51,24 55,88
C10 39,27 40,84 39,85 34,90 39,85
C11 20,44 20,14 20,06 20,19 20,71
Cl12 40,71 39,61 39,85 40,33 37,85
Ci3 80,37 79,92 78,53 78,73 73,38
Cl14 47 44 4409 4417 4424 45,71
C15 47.04 81,52 208,44 215,03 220,57
C16 156,13 159,86 151,43 107,34 36,04
C17 102,91 108,44 114,87 20,36 10,92
C18 28,73 28,77 28,67 29,15 28,70
C19 177,97 178,61 178,16 178,33 177,87
C20 15,32 15,65 15,29 15,81 15,32
C21 51,13 51,00 51,25 51,84 51,27
(OMe)
C22 79,45 18,86
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6 - 16,170-EPOXI-ESTEVIOL(12).

A epoxidagdo do esteviol(2) a 16,17a-epoxi-esteviol(12) foi obtida pela reagio
do esteviol(2) com acido m-cloro perbenzdico em solug¢do de diclorometano a
temperatura ambiente por 72 horas. A eliminagdo do acido m-cloro perbenzoico ndo
reagido ¢ feita com adigdo de solugdo de m-bissulfito de sodio (10%), o qual reage o
excesso de acido m-cloro perbenzodico a acido benzoico, de boa solubilidade em agua.
Foi feita uma lavagem com solugdo tampdo pH 7,4, em seguida o produto foi extraido

com acetato de etila.

figura 25 EPOXIDAGAO DO ESTEVIOL(2) A 16,17a-EPOXI-ESTEVIOL(12)

O espectro no infravermetho (figura 48) mostra uma banda larga em 1216 cm™

relativa a deformagao axial simétrica do anel de epoxi.

No espectro de RMN 'H (figura 49) observamos um singlete' relativo a tres
hidrogénios em & 0,96 ppm do carbono 20, outro singlete também relativo a tres
hidrogénios em 1,24 ppm do carbono 18 e os dubletes dos hidrogénios do anel epoxi em
62,78 € 2,92 ppm.

O espectro de RMN “C (figura 50) mostra os picos em d 48,73 e 65,30 ppm
relativos aos carbonos do anel epoxi, C-16 e C-17 respectivamente. O sinal da carboxila
do acido aparece em & 183,00 ppm e o carbono contendo o alcool terceario em & 74,96
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7 - 17-HIDROXI-ISOESTEVIOL(13).

A obtengio do 17-hidroxi-isoesteviol(13) foi feita a partir da isomerizagdo
proton-catalisada do 16,17c-epoxi-esteviol (12), a qual ocorre quando o 16,17a-epoxi-

esteviol (12) é colocado em solugdo de acido cloridrico (0,5%) por um periodo de 8

horas. O produto foi extraido com acetato de etila.

_OH

; HCI1%
“CO,H

(12)

“CO,H
(13)

figura 26 ISOMERIZAGAO DO 16,17a-EPOXI ESTEVIOL(12) A 17-HIDROXI-ISOESTEVIOL(13)

O espectro no infravermelho (figura 51) apresenta uma banda larga em 3400 cm’
devido a deformagdo axial de O-H, uma banda em 1725 cm™ devido a deformagio axial

da ligagdo C=0 da cetona e da carboxila do acido.

Analisando o espectro de RMN 'H (figura 52) atribui-se o singlete em & 0,80
ppm aos tres hidrogénios do carbono 20, o singlete em & 1,26 ppm aos tres hidrogénios
do carbono 18, e em § 3,55 e 3,68 ppm aos dois dubletes referentes aos hidrogénios do
carbono 17 o qual contém a hidroxila.

O espectro de RMN “C (figura 53) mostra um pico em & 223,5 ppm da carbonila

cetdnica, um pico em & 183,1 ppm da carboxila de acido, em & 64,9 ppm um pico de

carbonila de alcool primario.
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9 - ESTEVIOLBIOSIDEO (3).

A hidrolise do esteviosideo (1) 4 esteviolbiosideo(3) ¢ feita em meio alcalino de
hidroxido de potassio (10%) por uma hora. Com a adi¢do gradual de acido acético
glacial abaixa-se o pH até 5 onde o esteviolbiosideo(3) precipita. O produto ¢ filtrado,

dissolvido em metanol, refiltrado e recristalizado.

,0—Glu—=Glu .-0—Glu—-=Glu

—

KOH 10%

“CO0GIu
O] G)

figura 27 HIDROLISE ALCALINA DO ESTEVIOSIDEO(1) A ESTEVIOLBIOSIDEO(3)

A prescipitagdo do esteviolbiosideo(3) ¢ feita através da inversdo do pH da
solugdo para acido, onde o esteviolbiosideo(3) € insoluvel, entretanto esta mudanga de
pH requer extremo cuidado, pois o esteviolbiosideo em meio acido pode ser hidrolizado
e isomerizado a isoesteviol.

O espectro no infravermelho (figura 54) apresenta uma banda larga em 3470 cm™
devido as varias hidroxilas, em 2800 cm™ devido a deformagiio axial das ligagdes C-H e

em 1150 cm-1 de deformagio axial assimétrica de C-O-C das glicoses.
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10 - 16,17a-EPOXI-ESTEVIOLBIOSIDEO (!3).

A epoxidacdo do esteviolbiosideo (3) foi feita através da dissolugdo em dioxano
e adig@o de acido m-cloro perbenzéico. Apos 72 horas a temperatura ambiente parte do
dioxano ¢ retirado em evaporador rotativo e adicionado eter de petroleo até

prescipitagio de 16,17a-epoxi-esteviolbiosideo (13). O produto € recristalizado em

metanol.

.-0—Glu—Glu

0—Glu—Glu

"COH
&) (13)

figura 28 EPOXIDAGAO DO ESTEVIOLBIOSODEO(3) A 16,170-EPOXI-ESTE VIOLBIOSIDEO(14)

Do espectro no infravermelho (figura 55) observa-se as bandas em 3500 e 2750
cm-' provenientes da deformagio axial de O-H e deformagdo axial de C-H
respectivamente.

O espectro de RMN 'H (figura 56) apresenta um singlete em & 0,90 e outro em
1,20 ppm que podem ser atribuidos aos hidrogénios dos carbonos 20 e 18. Os dubletes
em & 2,84 e 2,88 ppm indicam a presenga do anel epoxi (figura 57).

O espectro de RMN "°C (figura 58) pode ser comparado com o espectro do
16,17a-epoxi-esteviol, e assim identifica-se dentre outros os picos aqueles relativos ao
anel epoxi em & 44,6 e 66,1 ppm relativos ao anel epoxi (figura 58 e figura 59), e o sinal
da carbonila do 4cido em & 181,8 ppm (figura 60).




Sintese de Dertvados do Esteviosideo 47
Tabela III DADOS DOS ESPECTROS DE RMN C DO ESTEVIOL ESTER METILICO(S),
16,17a-EPOXI-ESTEVIOL, 16,17a-EPOXI-ESTEVIOLBIOSIDEO(14) E
17-HIDROXIHISOESTEVIOL(13)
carbono | esteviol ester | 16,17a-epoxi- | 16,170—~epoxi- 17-hidroxi-
metilico(5) esteviol -(12) | esteviolbiosideo | isoesteviol(13)
(14)
Cl1 41,35 41,19 42 .61 39,73
C2 19,11 18,98 20,24 18,86
C3 32,06 37,90 39,12 37,68
C4 43,80 43,63 4425 43,65
C5 56,95 56,80 58,06 56,93
Cé6 21,89 21,73 23,01 21,63
C7 41,35 34,75 34,46 41,32
C8 41,67 41,65 42,50 49,03
C9 53,83 53,81 55,21 55,38
C10 39,27 39,49 40,65 38,27
C11 20,44 19,58 20,66 19,84
Cl2 40,71 40,61 41,97 32,10
C13 80,37 74,96 76,11 39,77
Cl4 47,44 48,73 49,70 54,18
Cl15 4704 45,67 44 63 48 86
Cl6 156,13 48,73 48,50 223,47
C17 102,91 65,30 66,11 64,92
C18 28.73 28,85 29,42 28,98
C19 177,97 183,71 183,00 183,10
C20 15,32 15,74 16,61 13,34
C21 51,13

(OMe)
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Tabela IV-  DADOS DOS ESPECTROS DE RMN C DO )
17-HIDROXI-ISOESTEVIOL ESTER METILICO REFERENCIA E
17-HIDROXI-ISOESTEVIOL(13)
carbono 17-hidroxi-isoesteviol ester 17-hidroxi-isoesteviol (13)
metilico literatura(*)
Cl1 40,56 39,73
C2 18,94 18,86
C3 37,94 37,68
C4 43,68 43,65
C5 57,15 56,93
C6 21,75 21,63
C7 41,56 4132
C8 48,70 49,03
C9 54,84 55,38
C10. 38,00 38,27
C11 20,37 19,84
Ci2 38,00 32,10
C13 39,48 39,77
Cl4 54,40 54,18
C15 48,50 48,86
Clé6 222,14 223,47
C17 19,87 64,92
C18 28,85 28,98
C19 177,76 183,10
C20 13,21 13,34
C21 51,05
(OMe)

(*) (Oliveira, B. H., 1989)
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TABELA V - DADOS DOS ESPECTROS DE RMN C ** DO 16-CICLOPROPIL-15-CETO-ESTEVIOL
ESTER METILICO(9) E 16-CICLOPROPIL-15-OXO-CAURENOATO-19-METILA

carbono | 16-ciclopropil-15ceto- 16-ciclopropil-15-oxo-
esteviol ester metilico caurenoato-19-metila
9)
C1 39,85 39,9
C2 20,71 18,8
C3 37,86 37,6
C4 4377 43,7
C5 56,07 56,1
Co6 20,87 20,2
C7 33,07 33,9
C8 48,76 53,4
C9 55,88 51,0
C10 39,85 399
Cl1 20,71 18,8
Cl12 37,85 283
C13 73,38 37.6
Cl4 45,71 379
C15 220,57 222.6
Cl6 36,04 333
Cl17 10,92 11,8
C18 28,70 28,5
C19 177,87 177,7
C20 15,32 15,3
OMe 51,27 50,0
C22 18,86 19,5

18

14-CICLOPROPIL-150X0-CAUREN-19-OI1CO

(Wagner vilegas,1989)

figura 29 16-CICLOPROPIL-15-CETO-ESTEVIOL ESTER METILICO (9) E
16-CICLOPROPIL-15-OX0-CAURENOATO-19-METILA
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figura 30
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espectro no infravermelho do esteviol ester metilico(5) (pastilha KBr)

figura 31

Sintese de Derivados do Esteviosideo
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Sintese de Derivados do Esteviosideo

espectro de RMN 'H do esteviol ester metilico(5) (CDCls)

figura 32
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espectro de RMN B¢ do esteviol ester metilico (5) (CDCls)

figura 33
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Sintese de Derivados do Esteviosideo
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figura 34
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Sintese de Derivados do Esteviosideo

espectro no infravermelho do 15-hidroxi-esteviol ester metilico(10)

figura 35

(pastilha KBr)
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Sintese de Derivados do Esteviosideo

espectro de RMN IH do 15-hidroxi-esteviol ester metilico(10) (CDCl)

figura 36
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figura 37

AMOSTRA A

espectro de RMN "C do 15-hidroxi-esteviol ester metilico(10) (CDCl)
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espectro no infravermeltho do 15-ceto-esteviol (7) (pastilha KBr)

figura 38

Sintese de Derivados do Esteviosideo
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espectro no infravermelho do 15-ceto-esteviol ester metilico(11)

figura 39

(pastilha KBr)
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espectro de RMN 'H do 15-ceto-esteviol (7) (CDCl)

figura 40
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figura 41 espectro de RMN C do 15-ceto-esteviol ester metilico(11) (CDCL)
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espectro no infravermelho do 16,22-diazo-15-ceto-esteviol ester

figura 42

Sintese de Derivados do Esteviosideo
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b

Sintese de Derivados do Esteviosideo

espectro de RMN 'H do 16,22-diazo-15-ceto-esteviol ester metilico(
(CDCly)

figura 43
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figura 44
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Sintese de Derivados do Esteviosideo

espectro no infravermelho do 16-ciclopropil-15ceto-esteviol ester

figura 45

metilico(9) (pastilha KBr)
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‘espectro de RMN 'H do 16-ciclopropil-15-ceto-esteviol ester metilico(9)

figura 46
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figura 47 espectro de RMN  C do 16-ciclopropil-15-ceto-esteviol ester metilico(9)
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figura 49 espectro de RMN 'H do 16,17a-epoxi-esteviol(12) (CDCl;)
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CARLOS, EPOXIDO .~ .

figura 50 espectro de RMN “* C do 16,17a-epoxi-esteviol(12) (CDCL) % i
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12

figura 52 espectro de RMN 'H do 17-hidoxi-isoesteviol(13) (CDCl;)
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figura 53 espectro de RMN ** C do 17-hidroxi-1soesteviol(13) (CDCls) % -
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Sintese de Derivados do Esteviosideo

espectro no infravermelho do 16,17a-epoxi-esteviolbiosideo(14)

figura 55
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Sintese de Derivados do Esteviosideo

espectro de RMN 'H do 16,17a-epoxi-esteviolbiosideo(14) (CD;0D)

figura 56
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espectro de RMN 'H do 16, 17a-epoxi-esteviolbiosideo(14) (CD,0D)
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Sintese de Derivados do Esteviosideo

espectro de RMN " C do 16,17a-epoxi-esteviolbiosideo( 14) (CD;0D)

figura 58
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figura 59

espectro de RMN " C do 16,17a-epoxi-esteviolbiosideo(14) (CD;OD)
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espectro de RMN P C do 16,17a-epoxi-esteviolbiosideo(14) (CD;OD)

figura 60

Sintese de Derivados do Esteviosideo
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