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Resumo 

Este trabalho objetivou a síntese de derivados do estigmasterol para estudo de atividade 

biológica contra a enzima acetilcolinesterase e atividade bactericida e fungicida. O 

estigmasterol foi oxidado por reagente de Jones produzindo as cetonas em uma única 

etapa: estigmasta-5,22-dien-3-ona, estigmasta-4,22-dien-3-ona, estigmasta-4,22-dien-

3,6-diona. Posteriormente foram sintetizadas as oximas estigmasta-4,22-dien-3-ona, 

oxima e estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima. O estigmasterol e os derivados obtidos 

foram caracterizados por RMN de 
1
H e de 

13
C, espectrometria de massas e 

infravermelho. Os derivados obtidos são pouco citados na literatura pelo site busca 

scifinder, com apenas uma citação para a oxima e outra para a dioxima, bem como 

ausência de dados de RMN para a cetona estigmasta-5,22-dien-3-ona. As substâncias 

foram submetidas ao estudo de triagem em quintuplicata utilizando o método de placas 

ELISA para avaliação biológica da atividade contra as bactérias Gram-positivas: 

Bacillus cereus (BC, ATCC 11778), Listeria monocytogenes (LM, ATCC 15313), 

Staphylococcus aureus (ATCC 29212) e Streptococcus sanguinis (ATCC 49456); as 

bactérias Gram-negativas: Citrobacter freundii (CF, ATCC 8090), Escherichia 

coli (EC, ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (PA, ATCC 27853) e Salmonella 

typhimurium (ST, ATCC 14028); além das espécies de Candida sp: 

Candida albicans (CA, ATCC 18804), Candida tropicalis (CT, ATCC 750), Candida 

glabrata (CG, ATCC 90030), Candida parapsilosis (CP, ATCC 22019), Candida 

lusitaniae (CL, CBS 6936) e Candida dubliniensis (CD, Isolado clínico 28) e atividade 

de inibição da enzima acetilcolinesterase (Alzheimer) pelo método ELISA. Os 

derivados oxidados estigmasta-4,22-dien-3-ona e estigmasta-5,22-dien-3-ona mostraram 

especificidade respectivamente para as classes bactérias e Candida. A estigmasta-4,22-

dien,3,6-diona, oxima mostrou atividade ampla contra os microorganismos. A 

substância estigmasta-5,22-dien-3-ona mostrou atividade superior a 90% para inibição 

da enzima acetilcolinesterase.  

 

Palavras chave: Estigmasterol; Oxidação de Jones; Estigmasta-4,22-dien-3-ona; 

Estigmasta-5,22-dien-3-ona; Estigmasta-4,22-dien-3,6-ona; Estigmasta-4,22-dien-3-

ona, oxima; Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima.  

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

This study aimed to the synthesis of Stigmasterol derivatives of stigmasterol to study 

biological activity against the enzyme acetylcholinesterase and bactericidal and 

fungicidal activities. Stigmasterol was oxidized with Jones reagent producing the 

ketones in a single step: stigmasta-5,22-dien-3-one, stigmasta-4,22-dien-3-one, 

stigmasta-4,22-dien-3,6-dione. Subsequently the oximes were synthesized stigmasta-4, 

22-dien-3-one, oxime and stigmasta-4,22-dien-3,6-dione, oxime. The stigmasterol and 

derivatives were characterized by 
1
H and 

13
C NMR, mass spectrometry and infrared. 

The derivatives obtained are not frequentily reported in the literature on SciFinder 

search site with only one citation to the oxime and to dioxime are also scarce NMR data 

for ketone stigmasta-5,22-dien-3-one. The substances were subjected to the screening 

study by the  ELISA method for biological assessment of activity against Gram-positive 

bacteria: Bacillus cereus (BC, ATCC 11778), Listeria monocytogenes (LM, ATCC 

15313), Staphylococcus aureus (SA, ATCC 29212) and Streptococcus sanguinis (SS, 

ATCC 49456); Gram-negative bacteria: Citrobacter freundii (CF, ATCC 8090), 

Escherichia coli (EC, ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (PA, ATCC 27853) and 

Salmonella typhimurium (ST, ATCC 14028); addition to the species of Candida: 

Candida albicans (CA, ATCC 18804), Candida tropicalis (CT, ATCC 750), Candida 

glabrata (CG, ATCC 90030), Candida parapsilosis (CP, ATCC 22019), Candida 

lusitaniae (CL, CBS 6936) and Candida dubliniensis (CD, clinical Isolated 28) and 

inhibitory activity of the enzyme acetylcholinesterase (Alzheimer's) by ELISA. The 

oxidized derivatives stigmasta-4,22-dien-3-one and stigmasta-5,22-dien-3-one 

respectively showed specificity for bacteria and Candida classes. The stigmasta-4,22-

dien-3,6-dione, oxime showed broad activity against the screened microorganisms. The 

substance stigmasta-5,22-dien-3-one showed activity greater than 90% inhibition of 

acetylcholinesterase. 

 

 

Keywords: Stigmasterol; Jones oxidation; Stigmasta-4,22-dien-3-one; Stigmasta-5,22-

dien-3-one; Stigmasta-4,22-dien-3-one; Stigmasta-4,22-dien-3,6-dione, oxime; 

Stigmasta-4,22-dien-3,6-dione, oxime. 
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HSQC - Correlação heteronuclear de um único quantum 

HIV – Human immunodeficiency virus infection (Vírus da imunodeficiência humana) 

HDL – Lipoproteína de alta densidade 

IC50 - Concentração inibitória para 50% dos microorganismos 

IC90 - Concentração inibitória para 90% dos microorganismos 

IV – Espectroscopia no Infravermelho  

LDL – Lipoproteína de baixa densidade 

LM - Listeria monocytogenes  

NADPH: fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídeoeo reduzido 

PA - Pseudomonas aeruginosa 

PDC - dicromato de piridínio 

PCC - clorocromato de piridínio 

PP – Difosfato (Pirofostato) 

RMN – Ressonância Magnética Nuclear 

SA - Staphylococcus aureus  

SS - Streptococcus sanguinis 

ST - Salmonella typhimurium  

HPLC - Cromatografia líquida de alta eficiência 

RF – Fator de retenção 

UFMG – Universidade Federal de Minas Gerais 

UFV - Universidade Federal de Viçosa 
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1.0 - Introdução 

1.1 - Importância dos produtos naturais para o desenvolvimento de novos fármacos 

O conhecimento popular utiliza produtos naturais de origem aquática ou terrestre, 

dentre os quais se incluem animais e vegetais para tratar enfermidades diversas há séculos. O 

alho (Allium sativum) é descrito na literatura de 3000 a.C. pelos babilônicos como medicinal. 

O alho foi citado em 1893, por Dymock para tratamento de doenças do coração, flatulência, 

entre outros (Yusuf Ahmad, 1986). A morfina, utilizada como sedativo, foi isolada pelo 

alemão Friedrich Wilhelm Adam em 1804. Uma das maiores fontes destes medicamentos era 

e continua sendo as áreas tropicais do planeta Terra. Porém, a medicina conhecida no mundo 

atual teve sua evolução na Europa, em associação com o progresso da química orgânica, que 

possibilitou isolar e sintetizar os princípios ativos presentes nestes produtos naturais. Por meio 

da síntese orgânica, a partir da segunda guerra mundial, iniciou-se a síntese de derivados com 

eficácia muito superior. A identificação estrutural de tais princípios ativos possibilitou o 

processo de síntese em grande escala, reduzindo custos e logística. Sequencialmente, análogos 

destes princípios ativos foram sintetizados e produzidos em escala industrial, mostrando 

eficiência equivalente à dos produtos naturais, mas com menor custo de produção. Nascia 

desta forma, a indústria farmacêutica, com sedes na Europa e Estados Unidos.  

Neste contexto, a evolução industrial levou à desvalorização dos produtos naturais 

junto à indústria farmacêutica por algumas décadas. Porém, a evolução do conhecimento em 

química orgânica, que favoreceu o desenvolvimento da indústria farmacêutica, também 

mostrou os desafios presentes neste processo, que incluíam efeitos adversos de medicamentos, 

tais como a talidomida (Figura 01, pág. 02). A talidomida foi industrializada em 1957 na 

Alemanha e rapidamente introduzida em muitos países, com exceção dos EUA. Em 1962, 

mais de dez mil casos de má formação fetal tinham sido identificados no mundo e associados 

ao uso de talidomida. A talidomida é derivada do ácido glutâmico com um único centro 

quiral, resultando em dois isômeros. O enantiômero R é responsável pelo efeito terapêutico do 

medicamento e, o enantiômero S, responsável pelos efeitos teratogênicos. Diante destes fatos, 

os governos de diversos países, em especial de países europeus e dos Estados Unidos, onde as 

grandes indústrias farmacêuticas estavam presentes, iniciaram um processo mais rigoroso de 

fiscalizar e regulamentar a produção, exigir testes de segurança e eficácia dos medicamentos a 

serem comercializados (Ando et al, 2002; Penna et al, 2005).  
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Figura 01 – Estrutura da talidomida (01). 

As exigências para a industrialização de medicamentos ficaram cada vez maiores, 

tornando os produtos mais caros e o tempo necessário para sua aprovação cada vez mais 

longo. Atualmente, o lançamento de um novo medicamento custa até 500 milhões de dólares 

e gasta aproximadamente 15 anos, sem garantia de sucesso ao final do processo (Vieira e 

Ohayon, 2006). Na tentativa de reduzir o custo e o tempo de produção, a utilização de 

produtos naturais foi novamente visada para obtenção de novos fármacos. Em geral, muitos 

produtos naturais com função medicinal estão presentes em plantas e animais que são 

utilizados na alimentação dos homens ou animais, ou mesmo produzidos pelas plantas ou 

animais em pequenas doses, sem que sejam observados danos à espécie. Portanto, a busca de 

princípios ativos a partir de plantas é atrativa, devido à maior possibilidade de sucesso no 

processo, já que a cultura popular e a natureza testaram informalmente estas substâncias por 

centenas de anos.  

Dentre os diversos medicamentos utilizados atualmente que são provenientes de 

plantas, podem-se citar os alcaloides: codeína, cânfora, atropina, pilocarpina, efedrina, cafeína 

e quinina. A morfina continua em uso atualmente para diminuir a dor em pacientes terminais 

de câncer (Barreiro, 2009). 

Diversos derivados semissintéticos do colesterol são empregados na terapêutica 

medicinal, tais como a progesterona, pregnolona, cortisol, estradiol, testosterona com 

atividades anti-inflamatória, tratamento de osteoartrite, controle hormonal, etc. (Dewick, 

2009).  

Doença de Alzheimer 

A doença de Alzheimer (DA) é geralmente associada ao acúmulo da proteína β-

amiloide (Aβ) na forma fibrilar. A deposição de Aβ amilóide fibrilar leva à toxicidade e morte 

das células neuronais, causando falhas no sistema nervoso central, fato comumente observado 
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em portadores da doença de Alzheimer. Os principais sintomas consistem na perda de 

memória, seguida por perdas cognitivas e de raciocínio (Castillo, 1997).  

O mal de Alzheimer não tem cura ou tratamento efetivo. O tratamento existente é 

sintomático e o tempo médio de vida dos pacientes é de 8 a 10 anos (Gauthier et al, 2013). 

Aproximadamente 4,6 milhões de pessoas no mundo são diagnosticadas com DA por ano 

atingindo-se gastos anuais de 148 bilhões (Seitz et al, 2013). As demências incluindo 

Alzheimer atingem cerca de 8% da população acima de 65 anos e 35% dos idosos acima de 

85 anos (Canadian Study of Health and Aging Study Group, 1994; Seitz et al, 2013). 

Em pacientes com Alzheimer é observada a diminuição dos níveis dos 

neurotransmissores acetilcolina, noradrenalina e serotonina. Diversos tratamentos são 

propostos utilizando inibidores de acetilcolinesterase, que aumentam o nível de acetilcolina 

no organismo (Trevisan et al, 1996).  

Doenças infecciosas 

As doenças infecciosas foram responsáveis por 45,7% das mortes em 1930, 

diminuindo para 4,9% em 2006 no Brasil. Atualmente, diversos esforços do Ministério da 

Saúde têm sido adotados para controle e erradicação de tais doenças (Mello, 2010). 

Classificam-se como doenças infecciosas, doenças causadas por vírus, fungos ou bactérias 

transmitidas por vetores animais, insetos ou pelo próprio homem, capazes de se propagarem 

de um indivíduo para o outro, ou do ambiente e de animais para o homem. Aproximadamente 

25.000 pessoas morrem anualmente na Europa devido a infecções multi-resistentes causadas 

por bactérias (Masihie e Schäfer, 2011).  

No Brasil prevalecem diversas doenças infecciosas (DIs), dentre as quais a AIDS, 

dengue, gripes, hepatites, entre outras. Pesquisas diversas tem sido feitas para 

desenvolvimento de fármacos, vacinas e tratamentos eficazes para eliminação de tais DIs. A 

Tabela 01 apresenta algumas doenças infecciosas causadas por fungos, e bactérias e os 

medicamentos atualmente utilizados para o tratamento seguido pela apresentação da estrutura 

química dos fármacos utilizados nos tratamento atualmente na figura 02pág.08.  
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Tabela 01 – Doenças infecciosas causadas por fungos e bactérias e medicamentos 

utilizados no tratamento. 

Doença Agente etiológico Fármacos utilizados no 

tratamento  

Difteria Bacilo Gram positivo 

Corynebacterium diphtheriae 

Eritromicina (2), 

Penicilina G (3). 

Infecções diversas em peles, 

mucosas, bacterimia, 

pneumonia, entre outros.  

Bactéria Gram positiva 

Staphylococus aureus 

Clindamicina (4), 

Oxacilina (5), 

Vancomicina (6), 

Teicoplanina, Linezolida 

(7). 

Infecções urinárias Bactéria Gram positiva 

Staphylococuss aprophyticus 

Nitrofurantoína (8) , 

ceftriaxona (9). 

Tétano acidental Bacilo Gram positivo anaeróbio 

esporulado Clostridium tetani 

Metronidazol (10) e 

Tetraciclina (11) G. 

Diarréias e infecções 

urinárias 

Bacilo Gram negativo 

Escherichia coli 

Fosfomicina (12). 

Infecções multirresistentes 

diversas em hospitais  

Bactéria Gram negativa aeróbia 

Pseudomonas aeruginosa 

Amicacina (13), Imipenem 

(14), Meropenen (15).  

Tracoma  Bactéria Gram negativa 

Clhamydia trachomatis 

Tetraciclina (11), 

Azitromicina (16), 

Doxiciclina (17), 

Sulfadiazina (20).  

Cólera Bacilo Gram negativo 

Vibriocholerae 

Sulfametoxazol (18), 

Trimetropina (19).  

Coqueluche Bacilo Gram negativo não 

esporulado Bordetella pertussis 

Eritromicina (2) (estolato). 

 

Doenças meningocócicas Bactéria Gram negativa 

Neisseria meningitidis 

Ampicilina (21), 

Penicilina (3).  
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Cancro mole Bacilo Gram negativo 

Haemophilus ducrey 

Ciprofloxacina (22), 

Azitromicina (16).  

Febre maculosa brasileira Bactéria Gram negativa 

Rickettsia ricketsii 

Clorafenicol e Doxiciclina 

(17). 

Gonorreia Bacilo Gram negativo Neisseria 

gonorrhoeae 

Ofloxacina, 

Ciprofloxacina (22), 

Ceftriaxona (9). 

Meningite Bacilo Gram negativo 

Haemophilus influenzae 

Cloranfenicol (23) e 

Ceftriaxona (9).  

Peste Cocobacilo Gram negativo 

Yersiniapestis 

Tetraciclina (11), 

Estreptomicina (24).  

Shigelose Bactéria Gram negativa Shigella  

dysenteriae, Shigella flexneri, 

Shigella boydii e Shigella sonni.   

Sulfametaxazol (18), 

Trimetroprima (19). 

Candidíase Candida albicans, Candida 

tropicalis 

Nistatina (25), Fluconazol 

(26), Isoconazol (27). 

Coccidioidomicose Fungo dimórfico Coccidioides 

immitis 

Anfotericina B (28), 

Itraconazol (29).  

Criptococose Fungo Cryptococcus 

neoformans 

Anfotericina B (28). 

 

Paralelamente à evolução dos tratamentos com antibióticos, surgiu também a 

resistência dos micro-organismos aos antibióticos (Figueiredo et al, 2007). Tavares (2000) 

identificou que mais de 70% dos pacientes avaliados apresentaram o micro-organismo 

Staphylococcus aureus resistente a penicilinas naturais, amoxilina e ampicilina. 

Adicionalmente grupos de alta sensibilidade tais como crianças, gestantes, pacientes 

internados e idosos demandam medicamentos adequados com eficácia e efeitos adversos 

menores, ampliando o campo de pesquisa e a necessidade de novos medicamentos que 

possam suprir tais nichos. A meningite causada pelo Haemophilus influenzae tipo B atinge 

principalmente crianças de até cinco anos, deixando sequelas graves tais como deficiência 

auditiva ou danos cerebrais maiores em aproximadamente 5% dos pacientes atingidos 

(Fiocruz). Cerca de 16% dos pacientes internados adquirem infecções hospitalares, causadas 
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por micro-organismos presentes no próprio corpo, devido ao desequilíbrio entre a flora 

bacteriana e a baixa resistência do paciente. Podem também ser infectados pelo ambiente 

hospitalar ou mesmo por pessoas que circulam neste. Entre os pacientes contaminados com 

infecções diversas, 47% são causados por Staphylococcus sp (Chagas, 2011).  
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Figura 02 – Estruturas química dos fármacos utilizados no tratamento de diversas doenças 

causadas por bactérias e fungos. 

Esteroides  

Produtos naturais são derivados de metabolismo secundário dos seres vivos. São 

resultantes do metabolismo primário de ácidos nucleicos, proteínas, carboidratos e lipídeos. A 

classificação dos produtos naturais é dependente da rota biossintética de origem. As principais 

classes de produtos naturais com potencial atividade biológica são alcaloides, terpenos, 

flavonoides, cumarinas, quinonas e esteroides (Clayden, 2001).  

Os esteroides (Figura 03) são compostos presentes em animais e plantas com funções 

estruturais e hormonais. São substâncias caracterizadas pela fusão de três aneis de seis 

membros e um anel de cinco membros. A fusão dos aneis pode ser cis ou trans, porém os 

esteroides identificados até o momento possuem junção trans, conforme o colestanol (31), 

(Figura 04), exceto pela fusão do anel A e B que em alguns casos, pode ser cis conforme 

apresentado para o coprostanol (Clayden, 2001).  

. 

A B

C D

30
 

Figura 03 – Estrutura do esqueleto de esteroides (30). 

 



10 
 

HO

31

 

Figura 04 – Estrutura do colestanol (31) e do coprostanol (32) mostrando junções trans e 

cis respectivamente dos aneis A e B.  

O colesterol 

O colesterol (36), (Figura 06, pág.12) é um esteroide responsável por diversas 

funções no organismo humano tais como produção e regulagem dos hormônios esteroidais, do 

ácido biliar, além da função regulatória e estrutural das membranas celulares. O colesterol 

está presente principalmente no cérebro, sangue, fígado e medula espinhal. Os animais 

produzem o colesterol, enquanto os vegetais produzem diversos fitoesterois e/ou fitoestanois 

com função equivalente à do colesterol no organismo dos animais. O colesterol é produzido 

no organismo a partir do ácido melavônico com diversas etapas enzimáticas até o esqualeno 

(Figura 05, pág. 11), que sofre oxidação e, em seguida, ciclização, gerando o intermediário 

lanosterol, diferentemente dos fitoesterois, que preferencialmente é obtido do fosfato de 

metileritritol que tem como intermediário o cicloartenol (Lenton et al, 1971 e Goodwin et al, 

1971). 

  

HO 32
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Figura 05 - Biossíntese do colesterol e do estigmasterol (Adaptado de Medicinal Natural 

Products, Dewick, 2009).  

Fosfato de metileritritol 
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O colesterol também pode ser obtido a partir da alimentação, por absorção intestinal. 

Os teores de absorção do colesterol ingerido dos alimentos variam entre 35-70%. Os demais 

esteroides, com estrutura semelhante à do colesterol, tais como os fitoesterois, são absorvidos 

em percentuais de 0,4-3,5%, enquanto que a absorção de fitoestanois gira em torno de 0,02-

0,3%. Há uma competividade pela absorção intestinal quando diversos esteroides estão 

presentes (Jong et al, 2003).  

O colesterol proveniente de fontes externas, em geral, e mais especificamente o 

colesterol LDL [lipoproteína de baixa densidade], é responsável pelo aumento dos riscos de 

doenças cardiovasculares e aterosclerose (Goodwin, 1971; Simons e Ikonen, 2000). 

Fitoesterois  

Os fitoesterois estão presentes principalmente em sementes, nozes, cereais e grãos de 

diversas classes de vegetais, concentrados principalmente em óleos e sementes, como reservas 

para o crescimento de brotos e células (Otaegui-Arrazola et al, 2010). Cerca de 250 diferentes 

fitoesterois foram identificados. Ocorrem naturalmente associados aos fitoestanois, que se 

diferem apenas por serem saturados e, portanto, não estarem propensos à oxidação (del 

Castillo, 2013). O estigmasterol (36) é um dos quatro principais fitoesterois (Figura 06, 

pág.12) presentes em maior quantidade e de maior ocorrência em vegetais, junto com o β-

sitosterol (38), o campesterol (37) e o brassicasterol (39) (Otaegui-Arrazola et al, 2010).  

Estudos diversos indicam que o consumo diário de fitoesterois e fitoestanois diminui 

a absorção intestinal do colesterol, levando à redução do colesterol LDL em até 15%, sem 

alterar o colesterol HDL (lipoproteína de alta densidade) que é benéfico ao organismo dos 

mamíferos e, consequentemente, reduz o risco de arteriosclerose (Otaegui-Arrazola et al, 

2010). A redução de 1mmol/L de colesterol LDL em 1mmol/L de sangue resulta na redução 

de riscos cardiovasculares em 20% (Plana et al, 2008). A associação de fitoesterois ou 

fitoestanois com estatinas foi descrita como mais eficiente do que a ingestão de uma dose 

dupla de estatinas (Eussen et al, 2011). Segundo a European Prospective Investigation into 

Cancer (EPIC, Scientific Committee on Food, 2002), o consumo de fitoesterois no Ocidente é 

de 150-400 mg/dia. A partir de 1995, diversas empresas do ramo alimentício têm adicionado 

fitoesterois e fitoestanois em alimentos, com apelo à redução do colesterol e de doenças do 

coração. A European Scientific Committee on Food (ESCF) recomenda que o uso diário de 

fitoesterois seja limitado a 3 g/dia, dose a partir da qual não haveria aumento de eficiência na 

redução do colesterol e poderia reduzir os efeitos benéficos. (Kuhlmann et al, 2005). 
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Figura 06 - Estrutura do colesterol (35) e dos principais fitoesterois: brassicasterol (39), 

campesterol (37), β-sitosterol (38) e estigmasterol (36).  

Estigmasterol: Fontes, descoberta e importância 

O estigmasterol (36) é um fitoesterol de 29 carbonos contendo uma hidroxila no 

átomo de carbono 3 e duas insaturações. Foi descrito pela primeira vez em 1906 por 

Windhaus e Hauth, como metabólito de espécie de feijão Calabar (Physostigma venenosum) 

em associação com o β-Sitosterol (38), cuja única diferença estrutural é a ausência da ligação 

dupla entre os átomos de carbono 22 e 23 (Fernholz e Stavely, 1940). 

O estigmasterol, assim como os demais fitoesterois, é encontrado na forma livre, 

esterificada ou glicosilada na hidroxila (Moreau et al, 2002). O estigmasterol, nas plantas, tem 

função estrutural e de crescimento, equivalentes à função do colesterol nos animais e do 

36 

39 
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ergosterol nos fungos (Mercer, 1993). A comprovação da eficiência do estigmasterol na 

redução do colesterol e doenças do coração, entre outras, potencializou o interesse no estudo 

de seus derivados como medicamentos (Plana, 2008). 

O estigmasterol tem potencial atividade anti-inflamatória para tratamento da 

osteoartrite (Gabay et al, 2010; Chen et al, 2012) e, em 2010, foi patenteado para utilização 

para prevenção e tratamento de doenças do sistema nervoso do tipo amiloidose, como o mal 

de Alzheimer (Grimm et al, 2010). Modificações estruturais em derivados esteroidais como o 

estigmasterol estão sendo realizadas com a intenção de se obter moléculas com maior 

atividade biológica e baixa toxidade. Algumas das modificações são realizadas nos aneis A e 

B do núcleo esteroidal e estão relacionadas à introdução de heteroátomos (principalmente 

nitrogênio e oxigênio). Muitos dos derivados obtidos apresentam atividades contra câncer 

(Gana et al, 2012), contra o HIV (Singh et al, 2000), antifúngica (Chung, 1998), anti-

inflamatória, antibiótica e imunossupressora, dentre outras (Vida, 2012; Bhatti, 2012). 

 

Brosa et al (1996) modificaram a estrutura do estigmasterol, introduzindo grupos 

hidroxila e lactamas com promissora atividade alelopática em arroz. Os mesmos autores, em 

2004, introduziram grupos azida e amina no anel A, em adição à lactama no anel B. O estudo 

da atividade alelopática destes derivados foi inferior aos derivados sintetizados em 1996.  

Cui et al (2009) estudaram a atividade anticancerígena de derivados do 

estigmasterol, sitosterol e colesterol frente a quatro linhagens de carcinoma: Sk-Hep-1 (câncer 

de fígado), H292 (câncer de pulmão humano), PC-3 (câncer de próstata) e Hey-1B (câncer de 

ovário). Inicialmente, os pesquisadores testaram derivados contendo oximas no anel A e B. A 

maioria dos derivados mostrou atividade em pelo menos uma das linhagens utilizadas. No 

caso do estigmasterol, os melhores resultados foram obtidos para o derivado substituído no 

átomo de carbono C-6 com grupo oxima e hidroxila no átomo de carbono C-3 (40) para 

células tumorais de fígado e de pulmão (Figura 07). Em outro estudo, os derivados preparados 

continham grupos sulfato nas posições 3 e 6 dos aneis A e B (Figura 07). Novamente todos os 

derivados apresentaram atividade. Os resultados mais promissores foram obtidos para o 

derivado dissulfatado (41) nas células de tumor de pulmão e de próstata (Cui, 2009b). 

Em 2013, Huang e colaboradores estudaram a atividade anti-proliferativa de 

derivados contendo grupos sulfato e oxima do estigmasterol (42) frente a outras três linhagens 

de carcinoma: HeLa (carcinoma cervical), SMMC 7404 (câncer de fígado) e MGC 7901 

(carcinoma gástrico). O derivado contendo o grupo sulfato no anel A e o grupo oxima no anel 
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B (42) mostrou o melhor resultado contra a linhagem de carcinoma cervical, com inibição 

maior (IC50 = 14,3 µmol.L
-1

), porém próxima daquela apresentada pela cisplatina, usada como 

controle positivo no experimento (IC50 = 10,1 µmol.L
-1

 ). 

HO N

OH NaO3SO

NaO3SO

NaO3SO

40
41

42N

OH

 

Figura 07 - Derivados do estigmasterol com atividade contra células tumorais. 

Recentemente, Yu et al (2012) requisitaram uma patente relacionada à atividade 

antitumoral da oxima (43) e da imina, a 2,4-dinitrofenilamina (44), derivados do 

estigmasterol.  

N

HO

43

N

44

HN

NO2

O2N

 

Figura 08 - Estrutura dos derivados estigmasta-5,22-dien-3-ona, oxima (43) e imina 

estigmasta-5,22-dien-3-ona, 2,4 dinitrofenilamina (44), patenteados por Yu et al (2012). 

 



16 
 

Objetivo 

Sintetizar derivados oxigenados e nitrogenados a partir do estigmasterol para obtenção 

de compostos com atividades contra a enzima acetilcolinesterase e antimicrobiana. 

2 – Síntese e caracterização 

Equipamentos 

 

 Espectrômetro Bruker Avance DRX400 e DPX200 (LAREMAR-UFMG) 

 Espectrofotômetro ATR Spectro One Perkin Elmer (Faculdade de Farmácia, 

Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG)  

 Cromatografo a gás HP 7820A Agilent; Coluna HP5 30m x 0,32mm x 0,25µm 

Agilent.  

 Ponto de fusão Gehaka modelo PF 1000 

 Autoclave vertical Fanen, modelo 415/3, série J03610  

 Balança analítica Quimis, modelo Q-ILA2104, 210g/ 0,0001gmg  

 Balança eletrônica Digimed KN1000C, série 04G6  

 Estufa de secagem Fanen Ltda Modelo 002 CB  

 Evaporador rotativo Fisatom Modelo 803  

 Capela VECO, modelo JLF 912, série FL 5799  

 

Reagentes 

 

 Sílica gel 63 a 200 µm para cromatografia em coluna flash  

 Estigmasterol PA(Aldrich) 

 Acetato de etila PA (VETEC) 
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 Hexano PA (Synth) 

 Ácido Sulfúrico 98% PA (Synth) 

 Clorofórmio PA (Synth) 

 Acetona PA (Synth) 

 Carbonato de sódio PA (Vetec) 

 Oxalato de sódio PA (Synth) 

 Cloridrato de hidroxilamina PA (Synth) 

 Metanol/Diclorometano/DMSO PA 

 Tampão Tris/HCl (pH 8,0) Fisiostigmina (Physostigmine) Galantamina (Galantamine) 

 Iodeto de Acetilcolina PA (Acetylthiocholine iodide, ATCI) 

 Acetilcolinesterase (Acetylcholinesterase) 3U/mL 

 Albumina sérica bovina (bovine serum albumin) 

 DTNB (5’,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoate) (Sigma, D-8130) 

 

 Cromatografia em coluna de sílica gel (CCS) 

As separações cromatográficas em coluna flash foram realizadas em sílica gel 60 Sigma (63-

230 mesh). 

 

Cromatografia em camada delgada de sílica gel (CCDS) 

A cromatografia em camada delgada foi realizadas em sílica gel 60 G, Vetec, na espessura de 

0,25 mm. 

As revelações cromatográficas foram realizadas sequencialmente com as metodologias 

descritas a seguir:  

- Exposição da placa eluída em solventes: acetato, acetato/hexano a vapores de iodo 

ressublimado. 
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- Borrifação de solução aquosa de sulfato cérico em ácido sulfúrico seguida por aquecimento 

em estufa a 100 ºC. 

Critérios de pureza 

Os critérios de pureza adotados foram: visualização de uma única mancha em cromatoplacas 

eluídas com diferentes eluentes, faixa de fusão estreita, bandas bem definidas no espectro de 

absorção na região de IV e os sinais no espectro de RMN de 
1
H e 

13
C. 

Faixa de fusão 

As faixas de fusão foram determinadas no aparelho digital de ponto de fusão Microquímica 

Equipamentos Ltda MQAPF – 302. 

Elucidação estrutural das substâncias 

Para as determinações estruturais das substâncias foram empregadas espectroscopia na região 

do infravermelho (IV), ressonância magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas. 

Espectroscopia na região do infravermelho 

Os espectros no IV foram obtidos na região de 4000 a 600 cm
-1

 por medidas direta nas 

amostras. 

Ressonância magnética nuclear 

Os espectros de RMN (
1
H, 

13
C, DEPT-135, HSQC, HMBC e COSY) foram obtidos pela 

utilização dos equipamentos ADVANCE DPX 200 ou DPR 400 utilizando como solvente o 

CDCl3 e padrão interno o tetrametilsilano (TMS). 

Espectrometria de massas 

Os espectros de massas de alta resolução foram obtidos através do equipamento Shimadzu 

LCMS-IT-TOF acoplado a cromatografo. As amostras foram solubilizadas em clorofórmio e 

diluídas em metanol. A fonte utilizada foi de ionização química sob pressão atmosférica 

(APCI). 

 

2.1 - Metodologia 
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As metodologias apresentadas foram modificadas e adaptadas as condições do 

laboratório e todos os residuais gerados recolhidos para posterior tratamento.  

2.1.1 - Reações de oxidação do estigmasterol 

2.1.1.a - Preparação do reagente de Jones (Eisenbraun et al, 1965) 

Em um balão de 125 mL, foram adicionados 5 g de trióxido de cromo (CrO3), 15 mL de água 

destilada e 5 mL de ácido sulfúrico concentrado. A mistura foi deixada sob agitação por 5 

minutos à temperatura ambiente. O reagente foi rotulado e guardado em frasco âmbar para 

utilização futura.   

2.1.1.b - Reação de oxidação do estigmasterol em micro escala para análise em CG  

Em um balão de 125 mL, foram adicionados 10 mg de estigmasterol (2,42x10
-5

mol), 5 mL de 

clorofórmio e 5 mL de acetona. A solução foi deixada sob agitação por 15 minutos em banho 

de gelo a temperatura de 5 
o
C. Posteriormente foram adicionados, gota a gota, a alíquota de 

reagente de Jones previamente solubilizados em 10 mL de acetona, de acordo com a Tabela 

02. A mistura foi mantida sob agitação pelo tempo determinado de acordo com a Tabela 02.  

Em seguida a reação foi finalizada adicionando-se 10 mL de solução de carbonato de sódio 

10%. Os solventes foram retirados sob vácuo em evaporador rotatório. O resíduo foi extraído 

com acetato de etila. A fase orgânica foi lavada com água destilada (5 porções de 5 mL) e 

seca com sulfato de sódio anidro. Após filtração, o solvente foi removido sob vácuo em 

evaporador rotatório. Por CCDS (85% hexano /15% acetato de etila) evidenciou-se a presença 

de três produtos com maior RF que o material de partida, residual do reagente e outros 

produtos mais polares. As amostras foram identificados e enviados para análise. 

Tabela 02 - Tempo de reação, relação reagente de Jones:estigmasterol e quantidade de reagente de 

Jones utilizado.  

Reação 

Tempo de 

Reação/min 

Relação em mol 

Jones/estigmasterol 

Quantidade de 

reagente Jones 

utilizado/mL 

R4 1 1 0,015  

R5 5 1 0,015  

R6 7 1 0,015  

R7 1 2 0,030  

R8 5 2 0,030  

R9 7 2 0,030  
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2.1.1.c - Reação de oxidação do estigmasterol utilizado na síntese dos derivados oxidados 

em macro escala (Mori et al, 1982)   
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Em um balão de 250 mL, foram adicionados 500 mg de estigmasterol (1,21 mol), 40 mL de 

clorofórmio e 40 mL de acetona. A solução foi deixada sob agitação por 15 minutos em banho 

de gelo a temperatura de 5 
o
C. Posteriormente foram adicionados, gota a gota 1,5 mL (2,39 

mmol) de reagente de Jones previamente solubilizados em  20 mL de acetona. A mistura foi 

mantida sob agitação por 7 minutos.  Em seguida a reação foi finalizada adicionando-se 20 

mL de solução de carbonato de sódio 10%. Após filtração, os solventes foram retirados sob 

vácuo em evaporador rotatório. O resíduo foi extraído com acetato de etila. A fase orgânica 

foi lavada com água destilada (5 porções de 25 mL) e seca com sulfato de sódio anidro. Após 

filtração o solvente foi removido sob vácuo em evaporador rotatório. Por CCDS (85% hexano 

/15% acetato de etila) evidenciou-se a presença três produtos com maior RF que o reagente e 

outros produtos mais polares com menor RF que o reagente inicial, em menor concentração. 

O bruto da reação (490 mg) foi submetido à cromatografia flash utilizando como único 

eluente a mistura de solventes (95% hexano/ 5% acetato de etila). Foram obtidas 16 frações 

de 50 mL reunidas conforme perfil cromatográfico. A fração reunida 3 a 4 denominada DE01 

(60 mg, 20% do produto isolado) foi identificada como estigmasta-5,22-dien-3-ona; as frações 

reunidas 7 a 10 denominada DE02 (140 mg, 46,7% do produto isolado) foi identificada como 

estigmasta-4,22-dien-3-ona; as frações  reunidas 13 a 15 denominada DE03 (100 mg, 33,3% 
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do produto isolado) identificados como estigmasta-4,22-dien-3,6-diona. A fração 16 continha 

material de partida  e produtos com maior RF que o estigmasterol.  

2.1.1.d - Reação de conversão de cetona β-insaturadas a cetonas α-insaturadas (Cui et al, 

2009) 

O mesmo procedimento utilizado no item 2.1.1.c, pág. 18, foi executado. A fase orgânica 

extraída com acetato de etila em 2.1.1.c, foi tratada com uma solução aquosa de ácido oxálico 

15% (20 mL) e deixados sob agitação por 15 minutos.  Após este período a fase orgânica foi 

lavada com água destilada (5 porções de 25 mL) e seca com sulfato de sódio anidro. Após 

filtração, o solvente foi removido sob vácuo em evaporador rotatório. Por CCDS (85% 

hexano /15% acetato de etila) evidenciou-se a presença dois produtos com maior RF que o 

reagente, residual do reagente e outros produtos com menor RF que o estigmasterol em menor 

concentração. O bruto da reação (487 mg) foi submetido à cromatografia flash utilizando 

como único eluente a mistura de solventes (95% hexano/ 5% acetato de etila). Foram obtidas 

16 frações de 50 mL reunidas conforme perfil cromatográfico. As frações reunidas resultaram 

em duas substâncias puras que foram identificadas pelos métodos espectrométricos descritos 

na caracterização. As frações reunidas 4 a 10 denominada DE02 (210 mg, 61,8% do produto 

isolado) identificadas como estigmasta-4,22-dien-3-ona; as frações reunidas  11 a 14 

denominada DE03 (130 mg, 38,2% do produto isolado) identificadas como estigmasta-4,22-

dien-3,6-diona.  

 2.1.2 - Reações de adição nucleofilica ao grupo carbonila (Lachman, 1930)  

Em um balão de 125 mL, foram adicionados os produtos da oxidação DE02 (2.1.2a) ou DE03 

(2.1.2b), 4 mL de clorofórmio, 32 mL de álcool etílico e 8 mL de água destilada. A solução 

foi deixada sob agitação à temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foram 

adicionados cloridrato de hidroxilamina; A mistura foi deixada sob agitação por 20 minutos. 

A reação foi finalizada pela adição de 20 mL de solução de bicarbonato de sódio 10%. Os 

solventes foram removidos sob vácuo em evaporador rotatório.  Os resíduos das reações 

foram extraídos com acetato de etila. A fase orgânica foi lavada com água destilada (5 

porções de 25 mL)  e seca com sulfato de sódio anidro. A concentração do produto foi feita 

sob vácuo em evaporador rotatório. O resíduo foi submetido à cromatografia CCDS conforme 

reação. 
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2.1.2.a - Obtenção de oxima a partir de DE02  
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Foram utilizados 340 mg de DE02 (0,83 mmol) e 450 mg de cloridrato de hidroxilamina  

(6,48 mmol) conforme procedimento 2.1.2 resultando em 347 mg de produto.  Por CCDS 

(80% hexano /20% acetato de etila) evidenciou-se a presença de dois produtos com menor RF 

que o material de partida. O resíduo foi submetido à cromatografia flash utilizando como 

único eluente a mistura de solventes (92% hexano / 8% acetato de etila). Foram obtidas 16 

frações de 50 mL reunidas conforme perfil cromatográfico. As frações reunidas 5 a 13 

denominada DE04 (324 mg, 100% do produto isolado) identificadas como o produto: 

estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima.  

2.1.2.b - Obtenção de dioxima a partir de DE03 
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Foram utilizados 220 mg de DE03 (0,52 mmol) e 800 mg de cloridrato de hidroxilamina  

(11,51 mmol) conforme procedimento 2.1.2 resultando em 202 mg de material bruto.  A placa 

de CCDS (55% hexano /45% acetato de etila) revelou a presença de um produto com menor 

RF que o material de partida e o reagente inicial. O resíduo foi submetido à cromatografia 

flash utilizando como único eluente a mistura de solventes (65% hexano / 35% acetato de 

etila). Foram obtidas 16 frações de 50 mL reunidas conforme perfil cromatográfico. Na fração 

reunida 1 a 4  recuperou-se o material de partida DE03 (37 mg, 18,3 % do produto isolado); 

as frações reunidas 6 a 16 denominada DE05 (165 mg, 81,7 % do produto isolado), 

identificadas como a estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima.  
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2.1.3 - Estudo da atividade biológica 

2.1.3.a - Triagem de bactérias e fungos 

O estigmasterol e os produtos das reações de oxidação e oximas: DE01, DE02, DE03, DE04, 

DE05 e DE06 foram submetidos ao estudo de triagem para avaliação biológica da atividade 

utilizando o método de placas ELISA para avaliação biológica da atividade contra as 

bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus (ATCC 11778),  Listeria monocytogenes (ATCC 

15313),  Staphylococcus aureus (ATCC 29212) e Streptococcus sanguinis (ATCC 49456); as 

bactérias Gram-negativas: Citrobacter freundii (CF, ATCC 8090), Escherichia coli (EC, 

ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (PA, ATCC 27853) e Salmonella typhimurium (ST, 

ATCC 14028); além das espécies de Candidas: Candida albicans (CA, ATCC 

18804), Candida tropicalis (CT, ATCC 750), Candida glabrata (CG, ATCC 

90030), Candida parapsilosis (CP, ATCC 22019), Candida lusitaniae (CL, CBS 6936) 

e Candida dubliniensis (CD, Isolado clínico 28) conforme literatura (Ferreira et al, 2012) e 

tambem os fungos: Aspergillus flavus (AT, CCT 4952), Cladosporium cladosporioides (CC). 

Os erros encontrados nos testes foram limitados a 3%. Os compostos foram solubilizados em 

DMF com baixa solubilidade e precipitações no solvente e meio. Todos os procedimentos 

foram executados dentro da capela devidamente esterilizada com álcool 70 
o
GL. Antes de 

iniciar o procedimento o bico de Bunsen foi ligado e os procedimentos foram executados 

próximos ao bico de Bunsen, proporcionando ambiente estéril durante todos os 

procedimentos. Todos os materiais utilizados foram esterilizados antes da utilização em 

autoclave e quando não foi possível os materiais foram colocados em solução de sabão e 

hipoclorito por 24 horas, seguido pelo banho de ácido nítrico 10% por no mínimo 24 horas e 

enxaguados com água destilada e autoclavada.  

2.1.3.b - Repique de bactérias e leveduras 

Em frascos de vidro de 10 mL, devidamente limpos e autoclavados foram adicionados 

aproximadamente 3 mL de meio de cultura BHI para bactérias e SDB para leveduras e 100 µL 

de suspensão do micro-organismo. As bactérias foram deixados em estufa a 35 
o
C e a 

temperatura ambiente para as leveduras por 48 horas para crescimento.  
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2.1.3.c - Preparo de solução estoque dos compostos 

Em frascos de vidro de 10 mL foram pesados 12,5 mg individualmente de compostos 

estigmasterol, DE01 a DE06 e adicionados 1 mL de DMF. Os compostos apresentaram baixa 

solubilidade e foram colocados em ultra-som por aproximadamente dois minutos para melhor 

solubilizar os produtos. Os compostos formaram suspensões turvas devido à baixa 

solubilidade no meio, exceto pelas oximas DE04 e DE05.  

2.1.3.d - Preparo de solução trabalho  

Em frascos de vidro de 10 mL foram adicionados 40 µL de solução estoque anteriormente 

preparado (item 2.1.3.a) para cada 960 µL de meio de cultura BHI ou SDB estéreis para 

utilização em seguida.  

2.1.3.e.1 - Preparo de inóculo de bactérias ou candida 

Em um béquer contendo água previamente estéril foi adicionado à cultura de micro-

organismo: bactérias ou leveduras (candida) para obtenção de transmitância de 74 a 75% em 

um comprimento de onda fixo de 600 nm. 

2.1.3.e.2 - Preparo de inóculo de fungos 

Em um tubo ensaio de 50 mL, contendo água previamente estéril foi adicionado a solução de 

cultura de fungos anteriormente preparada. A solução foi homogeneizada e uma gota foi 

adicionada a câmara de Neubauer. A câmara de Neubauer foi levada ao microscópio ótico 

utilizando a lente de aumento de 40x. Foi feita a contagem dos fungos e padronizados para 

10
5
 UFC (Zacchino, 2007). 

2.1.3.f - Preparo de placas da triagem 

2.1.3.f.1 - Controle do meio de cultura  

Em uma placa de ELISA, foram adicionados 100 µL de meio de cultura estéril utilizado para 

os testes biológicos e 100 µL da água estéril utilizada para os testes biológicos em cada poço.  

Foram preparados 25 poços para cada meio utilizado. 

 

 



25 
 

2.1.3.f.2 - Controle dos micro-organismos 

Em uma placa de ELISA, foram adicionados 100 µL de meio de cultura estéril utilizado para 

os testes biológicos e 100 µL do inoculo do micro-organismo a ser avaliado nos testes para 

cada poço. Foi preparada uma placa para cada micro-organismo. 

2.1.3.f.3 - Controle dos compostos (em cada poço) 

Em uma placa de ELISA, foram adicionados 100 µL de solução trabalho utilizado para os 

testes biológicos e 100 µL de água estéril em cada poço. Foi preparado uma quintuplicata para 

cada composto. 

2.1.3.f.4 - Atividade dos compostos  

Em uma placa de ELISA, foram adicionados 100 µL de solução trabalho utilizado para os 

testes biológicos e 100 µL do inoculo padronizado em água estéril, em cada poço. Foi 

preparado uma quintuplicata para cada composto. 

2.1.3.g - Estufa  

As placas preparadas foram levadas a estufa a 35 
o
C por 24 e 48 horas, tempo nos quais foram 

feitas análises no espectrofotômetro em comprimento de onda 490 nm. Os dados foram 

analisados. 

2.1.4 - Estudo da atividade biológica: MIC 

2.1.4.a - Determinação da concentração inibitória mínima (MIC) 

A substâncias que apresentaram atividade superior a 50% foram avaliadas em relação à 

concentração inibitória mínima (MIC).  

A solução estoque, a solução trabalho, o inóculo de micro-organismo foram preparados 

conforme descritos previamente  nos itens 2.1.3.c a 2.1.3.e.  

Os controles do meio de cultura, dos micro-organismos foram feitos conforme itens 2.1.3.g e 

2.1.3.h.  
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2.1.4.b - Controle dos compostos  

Os compostos foram microdiluidos em quintuplicata nas concentrações de 250, 125, 62,5, 

31,3, 15,6, 7,81, 3,91, 1,95, 0,98, 0,49, 0,24 e 0,12 µg/mL com avaliação em quintuplicada de 

cada item para controle dos compostos, com adição de 100 µL de água destilada e 

autoclavada em cada poço.  

2.1.4.c - Atividade dos compostos  

Os compostos foram microdiluidos em quintuplicata nas concentrações de 250, 125, 62,5, 

31,3, 15,6, 7,81, 3,91, 1,95, 0,98, 0,49, 0,24 e 0,12 µg/mL com avaliação em quintuplicada de 

cada atividade, com adição de 100 µL de inoculo em cada poço.  

2.1.4.d - Estufa 

As placas preparadas foram levados a estufa a 35 
o
C por 24 e 48 horas, tempo nos quais foram 

feitas análise no espectrofotômetro em comprimento de onda 490 nm. Os dados foram 

analisados. 

2.1.5 - Estudo de atividade em relação a enzima Acetilcolinesterase 

2.1.5.a - Preparo de solução tampão Tris/HCl pH 8 (50mM): 

Em um erlemeyer de 100 mL foram adicionados 398,08 mg de do sal Utrapure Tris 

Hydrochloride e  50 mL de água destilada. O valor do pH foi corrigido para 8,0 com solução 

de hidróxido de sódio 10% PA.  

2.1.5.b - Preparo da solução estoque de enzima (1000U/mL): 

 

Em um frasco de 1 mL foram adicionados 0,77 mg de  enzima Acetilcolinesterase e solução 

tampão Tris/HCl pH 8,0 para formação de solução com concentração de 1000 U/mL. A 

solução foi deixada em repouso por 20 minutos seguido de agitação por 15 minutos.  

 

2.1.5.c - Preparo da solução da enzima na concentração 0,222U/mL: 

 

Em um frasco foi adicionado 1 µL da solução estoque (1000 U/mL) e 4,5 mL da solução 

Tris/HCl (50 mM). Em seguida foi adicionado a 4,5 mg de albumina sérica bovina 0,1% (p/v). 
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2.1.5.d - Preparo da solução de trabalho: 

Em um frasco de 10 mL foram adicionados 5 mg do estigmasterol ou derivados e adicionado 

250 µL de polisorbato 80 e 250 µL de solvente DMSO para formação de uma solução de 10 

mg/mL.  

 

2.1.5.e - Preparo dos reagentes: 

Preparo de solução de ATCI (15 mM): 

Em um béquer de 5mL, foram adicionados 4,08 mg de iodeto de acetilcolina e 1 ml de água 

destilada.  

Preparo de solução de DTNB (3 mM): 

Em um béquer de 5 mL foram adicionados 2,38 mg de DTNB e solubilizados em 2 mL de 

solução tampão Tris/HCl (pH 8,0). Em seguida foram adicionados 11,69 mg de NaCl (0,1 M) 

e 8,13 mg de MgCl2.6H2O (20mM).  

 

2.1.5.f - Procedimento de análise de atividade de inibição da enzima acetilcolinesterase 

Foram feitos teste positivo utilizando a eserina com a mesma metodologia aplicada aos 

produtos em análise.  

Foram adicionados a cada poço da placa de Elisa, 125 µL da solução de DTNB, 50 µL da 

solução de Tris/HCl (pH 8,0), 25 µL da solução de ATCI  e 25 µL da solução trabalho de 

cada produto em análise, sendo os cinco primeiros poços utilizados para o branco e os cinco 

seguintes para a eserina (Figura 09).  

Foram feitas 8 medidas de  absorbância a 405 nm a cada 1 minuto, com total de sete minutos . 

Em seguida foram adicionados 25 µL de solução AChE (0,226 U/mL)  em Tris/HCl a cada 

poço e homogeneizados.  

Foram feitas 10 medidas de absorbância em 405 nm a cada 1 minuto por 10 vezes, com início 

ao final da adição da enzima, com total de nove minutos.  
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Figura 09 - Imagem da placa de Elisa preparada com a eserina, o estigmasterol e derivados 

utilizada para testes de atividade contra a enzima acetilcolinesterase.  
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2.2 - Estigmasterol (E) 

 

 

 

FM/MM: C29H48O / 412,69 g/mol 

Aspecto: pó branco. 

Faixa de Fusão: 163,5 – 165,0 ºC (lit. 174 – 176 ºC) 

IV (máx., ATR, cm
-1

): 3350, 2934, 2866, 1457, 1366, 1053, 970, 961 {literatura (Silva, 

2008): 3410, 2955, 2936, 2867, 1634, 1461, 1383, 1368, 1055, 971}. 

RMN de 
1
H (CDCl3, 400 MHz), : 

5,36 (dl, 1H, J=8,8 Hz, H-6); 5,15 (dd, 1H, J=14,8Hz, 8,8Hz, H-22); 5,02 (dd, 1H, 

J=15,2Hz, 8,4Hz, H-23); 3,53 (m, 1H, H-3); 

RMN de 
13

C (CDCl3 , 100 MHz), : 

37,6 (C-1); 31,9 (C-2); 72,0 (C-3); 42,5 (C-4); 141,0 (C-5); 

121,9 (C-6); 31,9 (C-7); 32,1 (C-8); 50,4 (C-9); 36,7 (C-10); 

21,9 (C-11); 39,9 (C-12); 42,4 (C-13); 57,07 (C-14); 24,57 (C-15); 

29,0 (C-16); 56,2 (C-17); 12,3 (C-18); 19,6 (C-19); 40,7 (C-20); 

21,4 (C-21); 138,5 (C-22); 129,5 (C-23); 51,4 (C-24); 32,1 (C-25); 

21,3 (C-26);       19,2 (C-27); 25,6 (C-28); 12,5 (C-29).   
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2.3 - Estigmasta-5,22-dien-3-ona (DE01) 

 

 

 

 

FM/MM: C29H47O / 410,67 g/mol 

Aspecto: Sólido branco.  

Faixa de Fusão: 122,6 - 123,5 ºC (lit. 121 – 122 ºC). 

IV (máx., ATR, cm
-1

) : 2929, 2865, 1675, 1615, 1444, 1435, 1382, 970, 865 {literatura 

(Jones, 1973): 2969, 2937, 2871, 1679, 1619, 1462, 1446, 1435, 1384, 1270, 1229, 994, 961, 

868}.  

RMN de 
1
H (CDCl3 , 400 MHz), : 

5,34 (s, 1H, H-6); 5,15 (dd, 1H, J=15,0, 8,8 Hz, H-22); 5,02 (dd, 1H, J=14,00 Hz, 6,4/8,8 

Hz, H-23); 3,28 (d, 1H, J=16,0 Hz, H-4); 2,82 (d, 1H, J=16,4 Hz, H-4); 2,49 (m, 1H, H-2); 

2,05 (m, 1H, H-2);  

RMN de 
13

C (CDCl3 , 100 MHz), : 

37,09 (C-1); 37,87 (C-2); 210,63 (C-3); 48,58 (C-4); 138,73 (C-5); 

123,11 (C-6); 32,00 (C-7); 32,09 (C-8); 49,38 (C-9); 37,13 (C-10); 

21,54 (C-11); 39,76 (C-12); 42,47 (C-13); 56,90 (C-14); 24,55 (C-15); 

29,12 (C-16); 56,11 (C-17); 12,30 (C-18); 21,43 (C-19); 40,71 (C-20); 

21,31 (C-21); 138,44 (C-22); 129,56 (C-23); 51,44 (C-24); 32,09 (C-25); 

19,39 (C-26);      19,19 (C-27); 25,62 (C-28); 12,47 (C-29).   
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2.4 - Estigmasta-4,22-dien-3-ona (DE02) 

 

 

 

FM/MM: C29H47O / 410,67 g/mol 

Aspecto: Sólido branco levemente amarelo. 

Faixa de Fusão: 115,9 – 116,8 ºC (lit. 121 – 122 ºC). 

IV (máx., ATR, cm
-1

) : 2929, 2865, 1675, 1615, 1444, 1435, 1382, 970, 865 {literatura 

(Silva, 2008): 2969, 2937,2871, 1679, 1619, 1462, 1446, 1435, 1384, 1270, 1229, 994,961, 

868}.  

RMN de 
1
H (CDCl3 , 400 MHz), : 

5,72 (s, 1H, H-4); 5,15 (dd, 1H, J=15,2, 8,4Hz, H-22); 5,02 (dd, 1H, J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-

23); 

RMN de 
13

C (CDCl3 , 100 MHz),  : 

35,9 (C-1); 32,2 (C-2); 199,8 (C-3); 124,0 (C-4); 171,8 (C-5); 

34,2 (C-6); 33,2 (C-7); 35,8 (C-8); 51,4 (C-9); 38,8 (C-10); 

21,2 (C-11); 39,6 (C-12); 42,3 (C-13); 55,9 (C-14); 24,3 (C-15); 

29,1 (C-16); 56,2 (C-17); 12,3 (C-18); 17,6 (C-19); 40,7 (C-20); 

19,2 (C-21); 138,3 (C-22); 129,7 (C-23); 54,0 (C-24); 32,1 (C-25); 

21,3 (C-26); 21,4 (C-27); 25,6 (C-28); 12,4 (C-29).   
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2.5 - Estigmasta-4,22-dien-,3,6-diona (DE03) 

 

 

 

FM/MM: C29H44O2 / 424,66 g/mol 

Aspecto: Sólido amarelo.  

Faixa de Fusão: 129 – 130 ºC (lit. 134 – 135ºC). 

IV (máx., ATR, cm
-1

): 2927, 2851, 2869, 1691, 1678, 1606, 1462, 1243, 1222, 973, 866 

{literatura (Alliota, 1991): 2959, 1714, 1686, 1609, 969,864 cm
−1

}. 

RMN de 
1
H (CDCl3 , 400 MHz), : 

6,17 (s, 1H, H-4); 5,15 (dd, 1H, J=15,2Hz, 8,4Hz, H-22); 5,04 (dd, 1H, J=15,2Hz, 8,4Hz,  

H-23); 

RMN de 
13

C (CDCl3 , 100 MHz), : 

35,7 (C-1); 34,2 (C-2); 199,7 (C-3); 125,7 (C-4); 161,3 (C-5); 

202,6 (C-6); 47,0 (C-7); 34,4 (C-8); 51,2 (C-9); 40,0 (C-10); 

21,1 (C-11); 39,2 (C-12); 42,6 (C-13); 55,9 (C-14); 24,2 (C-15); 

28,9 (C-16); 56,8 (C-17); 12,3 (C-18); 17,7 (C-19); 40,6 (C-20); 

21,3 (C-21); 138,0 (C-22); 129,9 (C-23); 51,4 (C-24); 32,1 (C-25); 

21,4 (C-26);      19,2 (C-27); 25,6 (C-28); 12,5 (C-29).   
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2.6 - Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima (DE04) 

 

 

 

FM/MM: C29H47NO / 425,69 g/mol 

Aspecto: Sólido amorfo. 

Faixa de Fusão: 157 - 158 ºC (lit. 168 - 169 ºC). 

IV (máx., ATR, cm
-1

): 3283, 2932, 2866, 1631, 1455, 1380, 1294, 1134, 1110, 994, 968, 932, 

867 {literatura (Cui, 2009): 3285, 3046, 2951, 2883, 1629, 1466, 1437, 1372, 1295, 1237, 

1218, 1126, 995, 930, 873}. 

RMN de 
1
H (CDCl3 , 400 MHz), : 

5,77 (s, 1H, H-4); 5,14 (dd, 1H, J=15,2Hz, 8,4Hz, H-22); 5,01 (dd, 1H, J=15,0Hz, 8,8Hz,  

H-23); 3,05 (d, 1H, J=17,2Hz, H-2);  

RMN de 
13

C (CDCl3 , 100 MHz), : 

32,7 (C-1); 18,9 (C-2); 157,3 (C-3); 117,3 (C-4); 156,1 (C-5); 

34,9 (C-6); 32,1 (C-7); 36,0 (C-8); 53,9 (C-9); 38,2 (C-10); 

21,6 (C-11); 39,9 (C-12); 42,5 (C-13); 56,3 (C-14); 24,5 (C-15); 

29,1 (C-16); 56,1 (C-17); 12,5 (C-18); 18,0 (C-19); 40,7 (C-20); 

21,3 (C-21); 138,5 (C-22); 129,5 (C-23); 51,5 (C-24); 32,4 (C-25); 

21,4 (C-26); 19,2 (C-27); 25,6 (C-28); 12,4 (C-29).   
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2.7 - Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima (DE05) 

 

 

 

FM/MM: C29H44O2 / 424,66 g/mol 

Aspecto: Sólido amorfo.  

Faixa de Fusão: 133 - 134ºC (literatura 140–141 
o
C). 

IV (máx., ATR, cm
-1

): 3185, 2951, 2868, 1626, 1456, 1376, 1303, 1178, 1045, 960, 848, 813, 

723, 697, 667 {literatura (Cui, 2009): 3317, 2953, 2864,1629, 1454, 1376, 1298, 1176, 959 

cm
−1

}. 

RMN de 
1
H (CDCl3, 400 MHz), : 

6,52 (s, 1H, H-4); 5,15 (dd, 1H, J=15,2Hz, 8,4Hz, H-22); 5,04 (dd, 1H, 15,0Hz, 

J=8,4/8,8Hz,  H-23); 3,34 (m, 1H H-7); 3,07 (m, 1H H-2); 2,15 (m, 1H H-2); 

RMN de 
13

C (CDCl3 , 100 MHz), : 

33,8 (C-1); 18,8 (C-2); 156,8 (C-3); 119,5 (C-4); 147,9 (C-5); 

157,4 (C-6); 29,9 (C-7); 32,1 (C-8); 51,6 (C-9); 42,6 (C-10); 

25,6 (C-11); 39,6 (C-12); 38,6 (C-13); 55,9 (C-14); 21,5 (C-15); 

29,0 (C-16); 56,1 (C-17); 12,3 (C-18); 17,8 (C-19); 40,6 (C-20); 

21,3 (C-21); 138,3 (C-22); 129,7 (C-23); 51,5 (C-24); 33,2 (C-25); 

19,2 (C-26); 19,2 (C-27); 24,4 (C-28); 12,5 (C-29).   
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2.8 - Caracterizações estruturais dos compostos 

2.8.a - Estigmasterol (E) 

No espectro na região do infravermelho (Figura 10) do estigmasterol (E) pode-se 

observar uma banda centrada em 3350 cm
-1

 referente ao estiramento da ligação O-H de 

álcoois com ligação de hidrogênio; bandas em 2934 cm
-1

 e 2866 cm
-1

referentes ao estiramento 

simétrico e assimétrico de ligações C-H de compostos alifáticos; uma banda em 1053 cm
-1

 

característica de estiramento axial da ligação C-O de álcool (Barbosa, 2007). 

 

Figura 10: Espectro na região do infravermelho do estigmasterol (E). 

No espectro de RMN de 
1
H do estigmasterol (Figura 11, pág.33) pode se observar 

sinais na região de hidrogênio olefinico. O dupleto em δ 5,36 (dl, 1H, J=8,8 Hz) foi atribuído 

ao átomo de hidrogênio H-6. O dupleto duplo em δ 5,15 (dd, 1H, J=14,8 Hz, 8,8 Hz) foi 

integrado para um átomo e foi atribuído ao átomo de hidrogênio H-22 e o dupleto duplo em δ 

5,02 (dd, 1H, J=15,2 Hz, 8,4 Hz), também integrado para um átomo, foi atribuído ao átomo 

de hidrogênio H-23. O multipleto em δ 3,53 é característico de hidrogênio ligado ao carbono 

carbinólico C-3. Foram identificados os sinais referentes aos grupos metila (Tabela 13, 

Anexo 01, pag. 84) e comparados aos dados da literatura (Zubair et al, 2013 e Guo, 1995) . 

Os sinais na faixa de δ 1,04 à δ 2,26 estão relacionados aos demais átomos do esqueleto do 

fitoesteroide. 
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Figura 11: Espectro de RMN 
1
H de E (CDCl3, 400 MHz). 

No espectro de RMN de 
13

C e com o auxílio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 12 e 

13) foi possível identificar 27 sinais de átomos de carbono, dos quais nove são metilênicos e  

três não hidrogenados. Os sinais dos átomos de carbono olefinicos foram observados no 

intervalo δ 140,97 a δ 121,93, sendo o sinal em δ 140,97 atribuído ao átomo de carbono não 

hidrogenado C-5. O sinal em δ 72,01 foi atribuído ao átomo de carbono C-3 ligado ao grupo 

hidroxila. Os sinais dos átomos de carbono C-2/C-7 e C-8/C-25 sobrepuseram-se em δ 31,87 e 

δ 32,11, respectivamente. A atribuição de todos os sinais de átomos de carbono (Tabela 03, 

pág. 35) foi realizada por comparação com os dados descritos na literatura (Jiang et al, 2013). 

 

H-3 
H-6  H-22 H-23 

3

5

10
8

14

11

17

20 22

24

26

27

2818

19

21

HO  

 

            H-6                  H-22         H-23 

 



37 
 

Figura 12: Espectro de RMN 
13

C de E (CDCl3, 100 MHz). 

Figura 13: Sub-espectro DEPT 135 de E (CDCl3, 100 MHz). 

 

Tabela 03: Comparação dos dados de RMN de 
13

C de E com a literatura. 
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C Literatura E C Literatura E 

1 38,4 37,6 16 29,9 29,0 

2 32,8 31,9 17 57,0 56,2 

3 71,8 72,0 18 12,5 12,3 

4 43,5 42,5 19 19,9 19,6 

5 142,5 141,0 20 41,4 40,7 

6 121,0 121,9 21 21,8 21,4 

7 32,8 31,9 22 139,0 138,5 

8 32,6 32,1 23 130,0 129,5 

9 51,4 50,4 24 52,3 51,4 

10 37,5 36,7 25 32,9 32,1 

11 21,9 21,3 26 21,5 21,3 

12 40,7 39,9 27 19,5 19,2 

13 43,1 42,4 28 26,2 25,6 

14 57,9 57,1 29 12,7 12,5 

15 25,1 24,6    

Referência: Jiang, 2013.  

 O espectro de massas de alta resolução de E (Figura 14) apresentou um pico base 

[M+1-18] correspondendo ao produto da desidratação do estigmasterol 395,3650 m/z (valor 

teórico 395,3672 m/z), correspondendo à molécula proposta, visto que sua massa molecular 

equivale a 412,3705 g mol
-1

. O erro inerente a medida foi de 5,6 ppm, em relação ao pico 

base.  

 

Event#: 1 MS(C+)   Ret. Time : 0.373 -> 0.453 - 0.013 -> 0.240   Scan# : 57 -> 69 - 3 -> 37 

Figura 14: Espectro de massas de alta resolução do Estigmasterol por APCI.  
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2.8.b – Estigmasta-5,22-dien-3-ona (DE01) 

 No espectro na região do infravermelho de DE01 (Figura 15, pág. 36) pode-se 

observar a modificação química realizada devido à ausência da banda característica do grupo 

hidroxila em 3350 cm
-1

 e a presença da banda em 1717 cm
-1

referente ao estiramento da 

ligação C=O de cetonas (Barbosa, 2007). 

 

Figura 15: Espectro na região do infravermelho de DE01.  

 

 No espectro de RMN de 
1
H de DE01 (Figura 16, pág. 37) pode se observar ausência 

do sinal em δ 3,53 atribuído ao átomo de hidrogênio H-3 ligado ao carbono carbinólico de E. 

Os sinais referentes aos hidrogênios olefinicos foram observados em δ 5,34 (sl, 1H) atribuído 

ao átomo de hidrogênio H-6, com modificação do sinal de dupleto para simpleto em relação 

ao estigmasterol; em δ 5,15 (1H, dd, J=15,0 Hz, 8,8 Hz) foi integrado para um átomo 

atribuído aos hidrogênios H-22 e em δ 5,02 (1H, dd, J=14,0 Hz, 8,6 Hz) foi integrado para um 

átomo atribuído aos hidrogênios H-23.  Pode se observar também a presença de dois dupletos 

em δ 3,28 (1H, d, J=16,0 Hz) e δ 2,82 (1H, d, J=16,4 Hz) referente aos átomos de hidrogênios 

ligados ao átomo de carbono C-4; os multipletos centrados em δ 2,49 (1H, m, H-2) e em δ 

2,05 (1H, m, H-2) foram atribuídos aos átomos de hidrogênio ligados ao átomo de carbono C-

2, com auxilio dos espectros de 
13

C, sub-espectros DEPT e mapas de correlação HMQC e 

COSY discutidos a seguir.  
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 Os sinais referentes aos átomos de hidrogênio dos grupos metilas foram identificados 

conforme Tabela 13 (Anexo 01, pág. 80). Os sinais na faixa de δ 1,10 a δ 2,40 estão 

relacionados aos demais átomos do esqueleto do fitoesteroide. 

 

Figura 16: Espectro de RMN 
1
H de DE01 (CDCl3, 400 MHz). 

 

 No espectro de RMN de 
13

C e com o auxílio do sub-espectro DEPT 135 de DE01 

(Figura 17 e 18, pág. 38) foi possível identificar 28 sinais de carbonos, sendo 9 de carbonos 

metilênicos e 4 de carbonos não hidrogenados; a ausência do sinal em δ 72,00 referente ao 

carbono carbinólico de E, e a presença de um novo sinal em δ 210,63 (região característica de 

carbono carbonilico) comprovam a oxidação da hidroxila no estigmasterol. Pode-se observar 

ainda a desblindagem do carbono C-2 com mudança do sinal de δ 31,87 (E) para δ 37,87 

(DE01), bem como a desblindagem do carbono C-4 com mudança do sinal de deslocamento 

inicial de δ 42,51 (E) para δ 48,52 (DE01) evidenciando o efeito anisotrópico do grupo 

carbonila em C-3.  Os sinais dos átomos de carbono C-8/C-25 sobrepuseram-se em δ 32,09. A 

atribuição de todos os sinais dos átomos de carbono da substância DE01 foi realizada por 

comparação com os dados obtidos para o estigmasterol (E) conforme tabela 04, pág. 41 e 

tabela 14, anexo 02, pág. 84.  
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Figura 17: Espectro de RMN 
13

C de DE01 (CDCl3, 100 MHz). 

 

Figura 18: Sub-espectro DEPT 135 de DE01 (CDCl3, 100 MHz). 
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 A expansão do mapa de Correlações bidimensional HMQC (Figura 19) possibilitou 

determinar a correlação entre os átomos de carbono e hidrogênio. Os dupletos em  δH 3,28 

(1H, d, 16,0 Hz) e δH 2,82 (1H, d, 16,4 Hz) correlacionaram-se ao sinal referente ao átomo de 

carbono C-4 (δC 48,58) e os multipletos em δH 2,49 e δH 2,32 foram correlacionados ao átomo 

de carbono C-2 (em δC 37,87).  

 

Figura 19: Expansão do mapa de correlações HMQC de DE01 (CDCl3, 400 MHz). 

 

 O mapa de Contornos COSY (Figura 20, pág. 40) possibilitou a observação da 

correlação entre os átomos de hidrogênio H-2 (δH 2,49 e δH 2,32). Pode-se observar também a 

correlação entre os átomos de hidrogênio H-4 (δH 3,28, 1H, d, J=16,0 Hz) e (δH 2,82, 1H, d, 

J=16,4 Hz).  
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Figura 20: Mapa de Contorno COSY de DE01 (CDCl3, 400 MHz). 

  

 A atribuição de todos os sinais de carbonos (Tabela 04) foi realizada por comparação 

com os dados descritos para o estigmasterol (E) associados aos espectros de COSY e HMQC. 

A substância DE01 foi identificada como estigmasta-5,22-dien-3-ona.  
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Tabela 04: Deslocamento químico dos átomos de carbono  de DE01 no espectro de RMN de 
13

C. 

C DE01 C DE01 

1 37,1 16 29,1 

2 37,9 17 56,1 

3 210,6 18 12,3 

4 48,6 19 21,4 

5 138,7 20 40,7 

6 123,1 21 21,3 

7 32,0 22 138,4 

8 32,1 23 129,6 

9 49,4 24 51,4 

10 37,1 25 32,1 

11 21,5 26 19,4 

12 39,8 27 19,2 

trocar com o 21 
13 42,5 28 25,6 

14 56,9 29 12,5 

15 24,6   

 

O espectro de massas de alta resolução de DE01 (Figura 21) apresentou um pico base [M+1]
+
 

de m/z 411,3532 correspondendo ao produto estigmasta-5,22-dien-3-ona, visto que sua massa 

exata equivale a m/z 410,3549 e a espécie protonada tem massa exata de m/z 411,3582. O erro 

inerente a medida em relação ao pico base foi de 12 ppm.  

 

Event#: 1 MS(C+)   Ret. Time : 0.347 -> 0.747   Scan# : 53 -> 113 

Figura 21: Espectro de massas de alta resolução de DE01 por APCI.  
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2.8.c – Estigmasta-4,22-dien-3-ona (DE02) 

 No espectro na região do infravermelho de DE02 (Figura 22) pode-se observar a 

modificação química realizada devido à ausência da banda característica do grupo hidroxila 

em 3350 cm
-1

 e a presença da banda em 1675 cm
-1

referente ao estiramento da ligação C=O de 

cetonas. A banda em 1675 cm
-1

 com valor inferior em relação a DE01 (1717 cm
-1

) sugere 

conjugação com a ligação dupla provocando o enfraquecimento da ligação C=O devido à 

deslocalização dos elétrons π por ressonância (Barbosa, 2007). A banda em 1615 cm
-1

 refere-

se à ligação C=C para a forma s-trans de cetonas α, β-insaturadas (Barbosa, 2007). 

 

Figura 22: Espectro na região de infravermelho de DE02. 

 

 No espectro de RMN de 
1
H de DE02 (Figura 23, pág. 43) pode se observar ausência 

do sinal referente ao hidrogênio ligado ao carbono carbinólico C-3 (δH 3,53) e a desblindagem 

do hidrogênio olefinico com modificação do sinal de δ 5,36 (1H, d, J= 8,8 Hz) para δ 5,72 

(1H, s) em relação ao estigmasterol. A desblindagem e a modificação do sinal de dupleto para 

simpleto evidenciam a modificação química na vizinhança do hidrogênio olefinico 

confirmando a informação obtida no espectro na região de IV: a ocorrência de uma ligação 

dupla conjugada a um grupo carbonila, portanto este sinal foi atribuído ao átomo de 

hidrogênio H-4. Os demais sinais olefinicos também foram observados: δ 5,15 (1H, dd, 

J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-22); δ 5,02 (dd, 1H, J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-23).  
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Figura 23: Espectro de RMN 
1
H de DE02 (CDCl3, 400 MHz). 

 

 No espectro de RMN de 
13

C e com o auxilio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 24 e 

25) foi possível identificar 29 sinais de carbonos sendo 9 sinais de carbonos metilênicos e 4 

sinais de carbonos não hidrogenados.  

 A ausência do sinal em δ 72,00 referente ao átomo de carbono carbinólico e a 

presença do sinal em δ 199,80 referente ao átomo de carbono carbonilico (C-3) comprova a 

oxidação da hidroxila no estigmasterol. Pela comparação do deslocamento químico do 

carbono carbonilico de DE01 (δ 210,63) e DE02 (δ 199,80) é observada uma blindagem do 

sinal de DE02 em relação a DE01. Este fato confirma a ocorrência da conjugação da ligação 

dupla com o grupo carbonila evidenciando a migração da ligação dupla da posição C-5/C-6 

para a posição C-4/C-5 conforme observado no espectro na região de IV e de RMN de 
1
H. A 

conjugação da ligação dupla diminui a deficiência de elétrons do carbono da carbonila pela 

doação de densidade eletrônica da ligação dupla ao átomo de carbono C-3 e portanto há uma 

blindagem deste. Em concordância com este fato, é observada a desblindagem do sinal do 

átomo de carbono não hidrogenado C-5 pois o sinal em δ 140,97 desloca-se para δ 171,83.  

Os efeitos descritos acima podem ser observados pela estrutura de ressonância apresentado na 

Figura 26, pág. 45.  
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Figura 24: Espectro de RMN de 
13

C de DE02 (CDCl3, 100 MHz). 

 

Figura 25: Sub-espectro DEPT 135 de DE02 (CDCl3, 100 MHz). 
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Figura 26 – Estrutura de ressonância da estigmasta-4,22-dien-3-ona. 

 

 A atribuição de todos os sinais de carbonos (Tabela 05) foi realizada por comparação 

com os dados descritos na literatura (SILVA, 2008). A substância DE02 foi identificada como 

estigmasta-4,22-dien-3-ona. 

Tabela 05: Comparação dos dados de RMN de 
13

C de DE02 com a literatura. 
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C Literatura DE02 

 

2 

 

C Literatura DE02 

1 35,7 35,9 16 28,9 29,1 

2 32,1 32,2 17 56,0 56,2 

3 199,3 199,8 18 12,2 12,3 

4 123,6 124,0 19 17,5 17,6 

Trocar com 

27 

5 171,4 171,8 20 40,5 40,7 

6 34,0 34,2 21 19,1 19,2  

7 33,0 33,2 22 138,0 138,3 

8 35,7 35,8 23 129,3 129,7 

9 51,2 51,4 24 53,8 54,0 

10 38,6 38,8 25 31,9 32,1 

trocar com o 

8 

11 21,2 21,2 26 21,1 21,3 

12 39,6 39,7 27 21,2 21,4 

13 42,3 42,5 28 25,5 25,6 

14 55,9 56,2 29 12,3 12,4 

15 24,3 24,4    

Referência: (SILVA, 2008). 
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O espectro de massas de alta resolução de DE02 (Figura 27) apresentou um pico base [M+1]
+
 

de m/z 411,3761 correspondendo ao produto estigmasta-4,22-dien-3-ona, visto que sua massa 

exata equivale a m/z 410,3549 e a espécie protonada tem massa exata de m/z 411,3582. O erro 

inerente a medida foi de 43 ppm em relação ao pico base, valor superior ao aceito de 20 ppm. 

A molécula apresentou-se como pouco ionizável e o resultado obtido deve ser repetido 

utilizando outra técnica. 

 

Event#: 1 MS(C+)   Ret. Time : 2.627 -> 3.280   Scan# : 395 -> 493 

Figura 27: Espectro de massas  de alta resolução de DE02 por APCI. 
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2.8.d – Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona (DE03) 

No espectro na região do infravermelho de DE03 (Figura 28) pode-se observar duas 

bandas em 1681 e 1678 cm
-1

 referente ao estiramento C=O de cetonas e a ausência da banda 

característica do grupo hidroxila em 3350 cm
-1

. A redução do valor observado para as bandas 

de cetonas em relação a DE01 (1717 cm
-1

) sugere o enfraquecimento da ligação C=O devido à 

deslocalização dos elétrons π por ressonância com a ligação dupla evidenciando a presença de 

duas cetonas α,β-insaturadas (Barbosa, 2007). A banda em 1609 cm
-1

 refere-se ao estiramento 

da ligação C=C de cetonas α,β-insaturadas (Barbosa, 2007). 

 

Figura 28: Espectro na região de infravermelho de DE03. 

 

 No espectro de RMN de 
1
H de DE03 (Figura 29, pág. 48) pode se observar ausência 

do sinal referente ao átomo de hidrogênio ligado ao carbono carbinólico C-3 (δH 3,52) do 

estigmasterol. O átomo de hidrogênio olefinico foi observado em δ 6,17 (s, 1H, H-4). A 

desblindagem em relação ao estigmasterol (δ 5,36) e em relação a DE02 (δ 5,72) evidencia a 

modificação química da vizinhança confirmando a informação obtida no espectro na região de 

IV, onde foi verificada a ocorrência de ligação dupla conjugada a dois grupos carbonilas. Os 

demais sinais olefinicos também foram observados: o duplo dupleto centrado em δ 5,15 (1H, 

dd, J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-22); o duplo dupleto centrado em δ 5,04 (1H, dd, J=15,2 Hz, 8,4 

Hz, H-23). 
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Figura 29: Espectro de RMN 
1
H de DE03 (CDCl3, 400 MHz).  

 No espectro de RMN de 
13

C e com o auxílio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 30 e 

31, pág. 49 e 50) foi possível identificar 29 sinais referentes aos carbonos, sendo 8 sinais de 

carbono metilênicos e 5 sinais referentes a carbonos não hidrogenados. A oxidação do 

carbono C-3 pode ser evidenciada pela presença do sinal, em δ 199,74 e ausência do sinal em 

δ 72,00 presente no reagente inicial estigmasterol. A presença de outro sinal em δ 202,58 

característico de grupo carbonila e a ausência no sub-espectro DEPT de um átomo de carbono 

metilênico evidenciou uma nova modificação química. A comparação de DE03 com os dados 

descritos para o estigmasterol (E) mostra a ausência do sinal do átomo de carbono metilênico 

C-6, sugerindo esta posição para a segunda carbonila. Associado a esta informação, há uma 

desblindagem do átomo de carbono C-7 de δ 31,90 (E) para δ 47,00 (DE03), evidenciando o 

efeito anisotrópico da carbonila e uma menor desblindagem do sinal do átomo de carbono 

olefinico não hidrogenado C-5 (δ 161,24) em relação à substância DE02 (δ 171,83) quando 

avaliados em relação ao estigmasterol (δ 141,00). A última descrição parece incoerente 

inicialmente, entretanto ao analisarmos as densidades eletrônicas das estruturas há uma 

justificativa plausível. A substância DE02 somente permite duas estruturas de ressonância, 

onde há uma estrutura de ressonância sem cargas e uma estrutura com densidade de cargas 

positiva sobre a átomo de carbono C-5 conforme Figura 26, pág. 50.  Quando analisamos a 

substância DE03 há o efeito de ressonância cruzada, reduzindo a densidade positiva sobre o 

átomo de carbono C-5, tornando-o mais blindado em relação a DE02 (Figura 32).  Este fato 
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também explica à maior desblindagem do átomo de hidrogênio H-4 em DE03 (δ 6,17) em 

relação ao átomo de hidrogênio H-4 em DE02 (δ 5,72). A substância DE03 foi identificada 

como estigmasta-4,22-dien-3,6-diona e todos os dados estão de acordo com a literatura 

(Alliota, 1991) descritos na Tabela 06.  

 

 

Figura 30: Espectro de RMN de 
13

C de DE03 (CDCl3, 100 MHz).  
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Figura 31: Sub-espectro DEPT 135 de DE03 (CDCl3, 100 MHz). 
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Figura 32 – Estruturas de ressonância da estigmasta-4,22-dien-3,6-diona. 
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Tabela 06: Comparação dos dados de RMN de 
13

C do DE03 com a literatura. 

3

5

10

1

7

8 14

13
11

17

O

20 22

25 26

27

28
29

18

19

21

O  

C Literatura DE03 C Literatura DE03 

1 35,5 35,7 16 27,9 28,9 

2 33,9 34,2 17 56,6 56,8 

3 199,5 199,7 18 11,9 12,3 

4 125,4 125,7 19 17,4 17,7 

5 161,1 161,3 20 40,5 40,6 

6 202,3 202,6 21 21,1 21,3 

7 46,8 47,0 22 138,3 138,0 

8 39,1 34,4 23 129,3 129,9 

9 50,9 51,2 24 51,3 51,4 

10 34,2 40,0 25 31,9 32,1 

11 20,8 21,1 26 21,2 21,4 

12 39,9 39,2 27 19,1 19,2 

13 42,5 42,6 28 25,4 25,6 

14 55,8 55,9 29 12,3 12,5 

15 23,9 24,2    

Referência: (Alliota, 1991).  

 O espectro de massas de alta resolução de DE03 (Figura 27) apresentou um pico base 

[M+1]
+
 de m/z 425,3486 correspondendo ao produto estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, visto 

que sua massa exata equivale a m/z 424,3341 e a espécie protonada tem massa exata de m/z 

425,3375.  O erro inerente ao pico base foi de 26 ppm.  

 

Figura 33: Espectro de massas de alta resolução de DE03 por APCI. 
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2.8.e - Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima (DE04)  

A substância DE04 foi obtida a partir de DE02 por reação de formação de oximas. No 

espectro na região do infravermelho de DE04 (Figura 34) pode-se observar ausência da banda 

referente ao estiramento da ligação C=O (1675 cm
-1

) de DE02, bem como a presença de uma 

banda larga centrada em 3283 cm
-1

 referente ao estiramento da ligação OH e uma banda em 

1631 cm
-1

 referente ao estiramento da ligação C=N (Barbosa, 2007 e Pavia, 2010).  

 

Figura 34: Espectro na região de infravermelho de DE04.  

 No espectro de RMN de 
1
H de DE04 (Figura 35) pode se observar a presença de um 

dupleto em δ 3,05 (1H, d, 17,2 Hz) ausente no material de partida DE02. Cui et al atribui este 

sinal ao átomo de hidrogênio H-2. Devido a ligação dupla carbono-nitrogenio é possível 

identificar a formação de dois isômeros paras as oximas: o isômero Z, onde o carbono de 

maior prioridade (no caso carbono C-4) esta em posição CIS ao grupo hidroxila e o isômero 

E, onde o carbono de maior prioridade esta em posição TRANS ao grupo hidroxila. Sabe-se 

que a presença do grupo hidroxila exerce um efeito sobre o grupo em posição CIS: ocorre 

uma desblindagem do átomo de hidrogênio e consequentemente uma blindagem do átomo de 

carbono (Silverstein et al, 1991). No caso de DE04 (isômero E), a hidroxila é CIS ao grupo 

CH2 na posição 2, o que pode ser confirmado pela presença do sinal desblindado do átomo de 

hidrogênio H-2 em δ 3,05. Observa-se o sinal do hidrogênio vinilico H-4 em δ 5,77 (s, 1H) 

semelhante ao material de partida da reação (DE02, pag. 46).  
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 O sinal em δ 6,47 (s, 1H) com valor de integral inferior a 1 (ou seja um 

contaminante) foi atribuído a presença da oxima Z, como impureza. Neste caso o grupo 

hidroxila é CIS ao grupo CH vinilico na posição 4 ocasionando a desblindagem observada 

para o átomo de hidrogênio H-4 (de δ 5,72 em DE02 para δ 6,47 em DE04. Os demais sinais 

dos átomos de hidrogênio olefinicos foram identificados em δ 5,14 (1H, dd, J=15,2 Hz, 8,4 

Hz, H-22); em δ 5,01 (dd, 1H, J=15,0 Hz, 8,8 Hz, H-23), conforme literatura (Cui et al, 

2009).  

 

 

Figura 35: Espectro de RMN 
1
H de  DE04 (CDCl3, 400 MHz). 

 

 No espectro de RMN de 
13

C e com o auxilio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 36 e 
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sinais de carbono metilênicos e quatro sinais de carbonos não hidrogenados. A ausência do 

sinal de carbono carbonilico em δ 199,83 (DE02) e a presença de um sinal em δ 157,30 

(DE04), região característica de oximas, evidenciam a modificação da ligação química C=O 

para a ligação química C=N. A análise dos dados de deslocamentos químicos de DE04 em 

relação ao material de partida da reação (DE02) mostra uma blindagem dos sinais de carbonos 

na vizinhança da ligação C=N: átomo de carbono C-2 (δ 32,20 para δ 18,94); átomo de 

carbono C-4 (δ 123,95 para δ 117,25) e átomo de carbono C-5 (δ 171,80 para δ 156,13). 
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Segundo Silverstein et al, 1991 é possível distinguir os isômeros Z e E de oximas, pois o 

substituinte mais impedido (cis em relação ao grupo OH) é mais blindado. Ao observamos os 

deslocamentos químicos dos átomos de carbono C-2 e C-4 em DE04 é perceptível que houve 

um maior efeito de blindagem em relação a DE02 dos sinais dos átomos de carbono C-2 (δ 

32,20 para δ 18,94) com variação de 13,26 ppm o que sugere que este carbono esteja em 

posição cis a hidroxila, neste caso teremos os grupos de maior prioridade para lados opostos a 

ligação C=N caracterizando o isômero E. Tais fatos associados ao IV, espectro de RMN de 
1
H 

e literatura comprovam a formação do produto (3E) estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima como 

produto principal da mistura. A atribuição de todos os sinais de carbonos (Tabela 07, pág. 57) 

foi realizada por comparação com os dados descritos na literatura (Cui et al, 2009). 

 

Figura 36: Espectro de RMN de 
13

C de DE04 (CDCl3, 100 MHz). 
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Figura 37: Sub-espectro DEPT 135 de DE04 (CDCl3, 100 MHz). 

 

 O mapa de correlação bidimensional HMQC (Figura 38 e 39) possibilitou determinar 

a correlação entre os átomos de carbono e hidrogênio. O simpleto em δH 5,77 foi 

correlacionado ao sinal em δC 117,27 atribuído ao átomo de carbono olefinico C-4, bem como 

os sinais dos átomos de hidrogênios olefinicos (δH 5,14 e δH 5,01) foram correlacionados aos 

átomos de carbono C-22 e C-23 (δC 138,46 e δC 129,55), respectivamente, conforme Figura 

38. O dupleto em  δH 3,05 (1H, d, J=17,2 Hz) foi correlacionado ao sinal referente ao átomo 

de carbono C-2 em δC 18,94. 
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Figura 38: Mapa de Correlação HMQC de DE04 (CDCl3, 400 MHz). 
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Figura 39: Mapa de Correlação HMQC de DE04 (CDCl3, 400 MHz). 

 

 O mapa de Contornos COSY (Figura 40) possibilitou a observação de correlações 

entre os átomos de hidrogênio H-2 em  δH 3,05 e δH 2,10; entre os átomos de hidrogênio H-23 

em (δH 5,01) e H-24 (δH); entre os átomos de hidrogênio H-22 em (δH 5,15) e H-20 (δH); e 

entre os átomos de hidrogênio H-22 em (δH  5,15) e H-23 (δH 5,01) conforme Figura 40.  
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Figura 40: Mapa de Contorno COSY de DE04 (CDCl3, 400 MHz). 
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Tabela 07: Comparação dos dados de RMN de 
13

C de DE04 com a literatura. 

3

5

10

1

7

8 14

13
11

17

N

20 22

25 26

27

28
29

18

19

21

HO

 

C Literatura DE04 C Literatura DE04 

1 32,6 32,7 16 24,3 29,1 

2 28,9 18,9 17 56,0 56,1 

3 157,2 157,3 18 12,3 12,5 

4 117,1 117,3 19 18,7 18,0 

5 155,9 156,1 20 39,8 40,7 

6 31,9 34,9 21 21,1 21,3 

7 34,7 32,1 22 138,2 138,5 

8 35,9 36,0 23 129,4 129,5 

9 53,8 54,0 24 51,3 51,5 

10 40,5 38,2 25 32,3 32,4 

11 21,2 21,6 26 17,8 21,4 

12 38,0 39,9 27 19,0 19,2 

13 42,3 42,5 28 25,4 25,6 

14 56,2 56,3 29 12,2 12,4 

15 21,4 24,5       

Referência: Cui, 2009.  

 O espectro de massas de alta resolução por APCI de DE04 (Figura 41) apresentou 

um pico de íon molecular correspondendo ao produto DE04 m/z 425,3621, correspondendo a 

molécula proposta, visto que sua massa exata  equivale a 425,3658 g mol
-1

. 

 

Event#: 1 MS(C+)   Ret. Time : 0.400 -> 0.787   Scan# : 61 -> 119 

Figura 41: Espectro de massas de alta resolução de DE04 por APCI. 
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2.8.e- Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima (DE 05) 

 A substância DE05 foi obtida a partir da substância DE03 por reação de formação de 

oximas. No espectro na região do infravermelho da substância DE05 (Figura 42) pode-se 

observar a ausência das bandas referente ao estiramento C=O de cetonas α,β-insaturadas 

observadas no material de partida DE03 (1691 e 1678 cm
-1

), e a presença de uma banda larga 

centrada em 3185 cm
-1

, referente ao estiramento de ligação O-H e uma banda em 1626 cm
-1

 

referente ao estiramento da ligação C=N (Barbosa, 2007 e Pavia, 2010). 

 

 

 

Figura 42: Espectro na região de infravermelho de DE05. 

 

 No espectro de RMN de 
1
H de DE05 (Figura 43, pág. 60) pode se observar a 

desblindagem do sinal de hidrogênio olefínico H-4 de δ 6,17 em DE03 para δ 6,52 em DE05, 

característico de oxima E (Cui et al, 2009) e dos hidrogênios metilênicos vizinhos a C-3 e C-

6: um dos  átomos de hidrogênio H-7, anteriormente apresentava sinal em δ 2,67 (dd, 1H) 

para DE03 foi deslocado para δ 3,34 (m, 1H) em DE05; os átomos de hidrogênio H-2 e H-7 

anteriormente com sinal em δ 2,55 (m, 2H) para DE03 apresentaram sinais distintos em δ 3,07 

(m, 1H) e δ 2,15 (m, 1H) atribuído ao átomo de hidrogênio H-2 evidenciando a modificação 

da vizinhança. Foi observado, ainda os sinais dos átomos de hidrogênios olefinicos em δ 5,15 

(1H, dd, J=15,2 Hz, 8,4 Hz, H-22); e em δ 5,04 (1H, dd, J=15,0 Hz, 8,4/8,8 Hz, H-23). 
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Figura 43: Espectro de RMN 
1
H de DE05 (CDCl3, 400 MHz). 

 

 No espectro de RMN de 
13

C e com o auxilio do sub-espectro DEPT 135 (Figura 44 e 

45, pág. 62) foi possível identificar os 29 sinais referentes aos átomos de carbono, sendo oito 
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hidrogenados. 
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neste caso teremos os grupos de maior prioridade para lados opostos a ligação C=N 

caracterizando o isômero E. A aplicação do mesmo conceito para os deslocamentos dos 

átomos de carbono C-5 e C-7 em DE05 mostra que houve maior efeito de blindagem em 

relação a DE03 dos sinais dos átomos de carbono C-7 (δ 47,00 para δ 29,87) com variação de 

17,13 ppm o que sugere que este carbono esteja em posição cis a hidroxila, neste caso teremos 

os grupos de maior prioridade para lados opostos a ligação C=N caracterizando o isômero E 

novamente.  

Figura 44: Espectro de RMN de 
13

C de DE05 (CDCl3, 100 MHz). 
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Figura 45: Sub-espectro DEPT 135 do DE05 (CDCl3, 100 MHz). 

 O mapa de correlação bidimensional HMQC (Figura 46, pág. 64) possibilitou 

determinar a correlação entre os átomos de carbono e hidrogênio. Destacam-se a atribuição 

dos sinais dos átomos de hidrogênio no intervalo de δH 3,0 a δH 3,50 onde foram observados 

as correlações entre o multipleto centrado em δH 3,07 e o sinal referente ao átomo de carbono 

C-2 em δC 18,82 e o multipleto centrado em δH 3,35 e o sinal do átomo de carbono C-7 em δC 

29,87.  
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Figura 46: Mapa de Correlação HMQC de DE05 (CDCl3, 400 MHz). 
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Figura 47: Mapa de Correlações HMQC de DE05 (CDCl3, 400 MHz). 

 Tais dados associados ao espectro na região de IV, espectro de RMN de 
1
H e 

literatura comprovam a formação da dioxima (3E, 6E) estigmasta-4,22-dien-3,6-ona, oxima 

(Cui et al, 2009). A atribuição de todos os sinais de carbonos (Tabela 08) foi realizada por 

comparação com os dados descritos na literatura e ao material de partida DE03 e os valores 

diferentes da literatura foram confirmados pelos mapas de HMQC, COSY e por comparação 

aos valores encontrados para o material de partida conforme tabela 14, anexo 02, pág.84.  
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Tabela 08: Comparação dos dados de RMN de 
13

C de DE05 com a literatura. 

3

5

10

1

7

8 14

13
11
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20 22

25 26

27

28
29

18

19

21

N OH

HO

 

C Literatura DE05 C Literatura DE05 

1 31,9 

 

33,8 16 29,7 29,0 

2 28,8 18,8 

 

17 55,9 56,1 

3 156,6 156,8 18 12,3 12,3 

4 119,3 119,5 19 18,6 17,8 

5 147,6 147,9 20 39,4 40,7 

6 157,2 157,4 21 21,2 21,3 

7 25,4 29,9 22 138,1 138,3 

8 33,1 32,1 23 129,6 129,7 

9 51,4 51,6 24 51,3 51,5 

10 42,5 42,6 25 33,7 33,2 

11 21,1 25,6 26 17,6 19,2 

12 38,4 39,6 27 19,1 19,2 

13 40,4 38,6 28 24,2 24,4 

14 56,8 56,9 29 12,2 12,5 

15 21,3 21,5    

Referência: Cui et al, 2009.  

 O espectro de massas de alta resolução por APCI de DE05 (Figura 48) apresentou 

um pico [M+H] correspondendo ao produto DE05 com adição de um próton m/z 455,3647, 

correspondendo a molécula proposta, visto que sua massa exata  equivale a 454,3559 g mol
-1

. 

 

Figura 48: Espectro de massas de alta resolução por APCI de DE05.  
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3 - Discussão dos resultados   

3.1 - Oxidação de álcoois secundários similares ao estigmasterol 

 Álcoois secundários de estruturas similares ao estigmasterol podem ser oxidados a 

cetonas por diversos reagentes [dicromato de piridinio (PDC), clorocromato de piridinio 

(PCC), {Patro et al, 1984}; cloreto de oxalila/Me2SO {Mancuso et al, 1978}; ácido 

iodoxobenzóico (IBX), {Frigerio et al, 1994}, hidroperóxido de ter-butila (TBHP)/Cu(I) ou 

Cu(II) {Parish et al, 2004}; Al(i-PrO)3 {Oppenauer, 1937},  entr outros) sendo relatado na 

literatura uma variedade de rendimentos que chegam a 95% (Mancuso et al, 1978), 

dependendo muitas vezes do material de partida e ou reagentes ou combinações de reagentes 

utilizados.  

 

Diversos autores destacam a instabilidade do derivado oxidado de moléculas análogas 

ao estigmasterol no átomo de carbono C-3 em relação à ligação dupla na posição 5,6 (cetona 

-insaturada) {Li e Li, 1998}. De acordo com relatos da literatura (Jones e Baskevitch, 1973) 

a reação de oxidação gera como produto principal o derivado oxidado na posição 3 com 

migração parcial e simultânea da ligação dupla da posição 5,6 para a posição 4,5 gerando uma  

mistura de cetonas β-insaturada e -insaturada (cetona com dupla migrada) com 

predominância de -insaturada. Este fato é justificado, pois há formação de uma espécie mais 

estável devido à estabilização por ressonância da ligação dupla com a carbonila.  

Ringold e Malhotra (1962) utilizaram o colesterol e outras moléculas com esqueletos 

equivalentes ao estigmasterol para entender a migração da dupla. A conversão de cetonas α-

insaturadas à β-insaturada com rendimentos superiores a 90% foi realizada utilizando-se terc-

butóxido de potássio em t-butanol, atmosfera de nitrogênio, temperatura ambiente (1,5 horas), 

seguida pela rápida adição de ácido acético 10% à mistura reacional. O autor identificou a 

presença da cetona -insaturada, em condições reacionais mais brandas ou mesmo a partir de 

produtos já isolados de cetonas β-insaturada, evidenciando a facilidade de migração da dupla 

na molécula. 

Adicionalmente a formação das cetonas ,-insaturadas, há também a formação da 

dicetona ,-insaturada (carbonila na posição C-3 e na posição C-6 e de dupla ligação na 

posição C-4/5) em reações envolvendo derivados de CrO3. Sheng-Hui Li e Tong-Shuang Li 

(1998) utilizaram o colesterol e a pregnolona como material de partida para a reação de 
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oxidação com o PDC em DMF, atmosfera de nitrogênio, temperatura ambiente, até a 

formação da dicetona ,-insaturada. Inicialmente foi obtido como produto principal a cetona 

β-insaturada e, em pequenas quantidades, a cetona α-insaturada e a dicetona ,-insaturada. 

Posteriormente a reação evoluiu para a formação da dicetona e o desaparecimento das cetonas 

β-insaturada e α-insaturada. Diante deste fato, o autor realizou o mesmo experimento 

utilizando-se apenas a cetona α-insaturada como material de partida para a reação de oxidação 

e não obteve como produto a dicetona ,-insaturada. Assim os autores propuseram um 

mecanismo para a reação de oxidação no qual a cetona β-insaturada (não migrada) é um 

intermediário na formação da dicetona ,-insaturada (Figura 49, pág. 67). 
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Figura 49 - Adaptação da proposta de mecanismo para oxidação do estigmasterol a partir da 

teoria de Li e Li (1998) em PDC.  
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Dong et al (2007) estudaram a oxidação com reagente de Jones e ácido sulfúrico em 

diversas proporções para determinar os possíveis intermediários e produtos da oxidação do 

colesterol. Soluções diversas de ácido crômico e ácido sulfúrico foram utilizadas para 

oxidação do colesterol em acetona em tempos 0,5-32 minutos a temperatura ambiente. A 

reação foi acompanhada por HPLC e inicialmente foi detectado dois produtos identificados 

como a dicetona ,-insaturada e a cetona -insaturada (cetona migrada). Posteriormente foi 

detectado somente a dicetona ,-insaturada sugerindo que a cetona -insaturada (cetona 

migrada) como intermediária da dicetona ,-insaturada. O resultado obtido pelos autores 

contrasta com o resultado oposto ao observado por Sheng-Hui Li e Tong-Shuang Li (1998) 

utilizando como reagente o PDC. 

As reações de oxidação do estigmasterol e/ou análogos apresentam ainda limitações 

devido à rápida conversão da cetona -insaturada na cetona -insaturada ao se tentar utilizar a 

sílica gel para purificar o produto da reação (Li e Li, 1998). Jones e Baskevitch, 1973  relatam 

ainda que a modificação ocorre inclusive com o passar do tempo, espontaneamente se o meio 

contiver traços de ácidos. Na tentativa de obtenção de apenas uma das cetonas, Cui et al 

introduziram mais uma etapa após a oxidação com o objetivo de promover a conversão da 

cetona -insaturada na cetona -insaturada reduzindo-se assim a formação de subprodutos. 

Esta etapa é feita pela adição de uma solução de ácido oxálico em etanol (Cui et al, 2009). 

Tais fatores concordam com os precários relatos do isolamento da cetona -insaturada 

para este tipo de esqueleto a partir da síntese, em quantidades que possibilitem a completa 

caracterização da substância e portanto para este derivado do estigmasterol não foi encontrado 

dados disponíveis de RMN na literatura. 

A primeira tentativa de oxidação do estigmasterol realizada com reagente de Jones, 

neste trabalho, conforme  executado no procedimento 2.1.1.b, com excesso de reagente de 

Jones foi denominada RI (Reação inicial) permitiu a observação por por CCDS 

(Cromatografia de camada delgada em sílica) de três produtos. Devido a este fato e aliado aos 

dados relatados anteriormente, optou-se por realizar a oxidação do estigmasterol com o 

reagente clássico de Jones em microescala para se determinar a melhor condição reacional 

para obtenção de um produto majoritário. As reações foram realizadas em banho de gelo 

utilizando-se 10 mg de estigmasterol em 5 ml de acetona variando-se a quantidade de 

reagente de Jones e o tempo reacional conforme Tabela 09. 
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Tabela 09 – Reações de oxidação do estigmasterol em microescala variando-se a relação entre 

Reagente de Jones e estigmasterol e o tempo de reacional. 

 

 

 

 

 

Os produtos obtidos dessas reações, juntamente com a reação inicial (RI) foram analisados 

por CG e os resultados podem ser observados na Tabela 10. 

Tabela 10: Teor dos principais produtos obtidos das reações de oxidação do estigmasterol (RI 

e reações em microescala) em relação ao tempo de retenção observados por análise por CG. 

TR/min E RI R4 R5 R6 R7 R8 R9 

3,567 97,31 0,00 74,07 36,02  49,52   

3,175  21,32 1,62 3,65 5,62 9,37 23,50 7,63 

3,712 2,18 33,60 7,01 10,28 53,85 16,23 33,33 16,37 

4,758 
 

27,58 10,84 40,14 27,87 16,62 30,46 53,11 

TR= tempo de retenção dos produtos obtidos das reações e do padrão de estigmasterol; 

E = Estigmasterol; RI= Reação Inicial; R4 a R9 = reações em microescala 

O único padrão disponível era o estigmasterol e a partir dos dados obtidos por CG 

observamos que a reação inicial (RI) consumiu todo o estigmasterol usado gerando 03 

produtos em percentual similar. Em relação às reações realizadas em microescala (R4 a R9) 

pode-se observar que dois produtos principais eram obtidos, um com RT= 3,712 (53,85% 

condição R6) e outro com RT= 4,758 (53,11% condição R9), sendo teoricamente possível 

direcionar a produção majoritária de um deles variando-se a proporção entre estigmasterol e 

reagente de Jones. 

A reação inicial (RI) foi purificada por cromatografia em coluna de sílica flash 

obtendo-se 03 produtos por ordem de eluição denominados RI1, RI2, e RI3. Estes foram 

posteriormente identificados pelos métodos espectroscópicos como sendo, respectivamente, 

estigmasta-5,22-dien-3-ona (DE01), estigmasta-4,22-dien-3-ona (DE02) e estigmasta-5,22-

dien-3,6-diona (DE03). Estas amostras foram avaliadas por CG, juntamente com uma a 

 

Tempo de 

Reação/min 

Relação Reagente de 

Jones/estigmasterol 

R4 1 1 

R5 5 1 

R6 7 1 

R7 1 2 

R8 5 2 

R9 7 2 
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amostra inicial de RI e padrão de estigmasterol, nas mesmas condições do experimento 

anterior. Dessa forma foi possível associar o RI1 ao RT= 3,175, o RI2 ao RT= 3,712 e o RI3 

ao RT= 4,758. Os resultados obtidos direcionaram as reações seguintes para as condições R6, 

com objetivo de obtenção de um produto majoritário com RT= 3,712. 

Entretanto as reações realizadas posteriormente com maior quantidade do 

estigmasterol (500 mg) nas condições de R6, após CC de sílica flash, não reproduziram os 

resultados obtidos em microescala. Após CC em sílica flash eram obtidos sempre três 

produtos, a β-cetona (DE01), a α-cetona (DE02) e a dicetona (DE03), em concentrações 

variáveis observando-se um predomínio da cetona migrada (DE02).  

3.2 - Formação de oximas 

As oximas podem ser sintetizadas pela reação de condensação de uma cetona com 

hidroxilamina (Lachman, 1930) ou pela reação de nitritos com reagentes contendo hidrogênio 

ácido conforme Figura 50 (Semon, 1930).  

OH HNO2
NaNO2 + H2SO4

ONO H2O

O

ONO , HCl

O

NOH

O

NOH

NaO3SNHOH

H2O,

NOH

NOH
 

Figura 50 – Formação de oximas a partir de nitritos (Adaptação de Semon, 1930).  

As reações envolvendo nitritos  geram produtos e subprodutos que são tóxicos e 

apresentam odor desagradável enquanto as reações envolvendo hidroxilamina e cetonas são 

rápidas e eficientes com conversão superiores a 87% para derivados do estigmasterol (Cui et 

al, 2009), portanto a rota utilizando hidroxilamina foi escolhida para utilização neste trabalho. 

O mecanismo proposto para esta reação é apresentado na Figura 53, pág. 73. A obtenção 

preferencial da oxima (E) estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima (Figura 51, pág. 71) pode ser 

explicada pelo menor impedimento estérico causado pelo átomo de hidrogênio da hidroxila ao 

interagir espacialmente com o hidrogênio do átomo de carbono C-2 em relação a interação do 
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hidrogênio da hidroxila em relação ao átomo de hidrogênio ligado ao átomo de carbono C-4, 

devido a menor distância entre este átomo de hidrogênio e o átomo de hidrogênio ligado ao 

átomo de carbono C-4, portanto as interações negativas de van der Waals serão reduzidas 

quando for formada a oxima E. 
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Figura 51 – Estrutura da oxima: (3E) estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima. 

A estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima (Figura 52), foi obtida única e 

preferencialmente como E. Este fato pode ser explicado como descrito para a oxima E, 

formada anteriormente com adição de uma nova oxima na cetona do átomo de carbono C-6, 

novamente as interações negativas de van der Waals são minimizadas pela formação da oxima 

E, onde a interação do átomo de hidrogênio ligado a hidroxila será menor com o átomo de 

hidrogênio ligado ao átomo de carbono C-7, somado ao fato que as ligações C=N devem estar 

no plano com a ligação dupla dos átomos de carbonos C-4/C-5 e, portanto a formação das 

oximas Z seriam extremamente desfavoráveis devido à proximidade dos átomos de 

hidrogênio dos grupos  hidroxila entre si e com o átomo de hidrogênio ligado ao átomo de 

carbono C-4.  
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Figura 52 – Estrutura da dioxima: (3E, 6E) estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima.  
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3.3 - Atividade biológica  

3.3.a - Teste de atividade contra bactérias e Candida 

Os procedimentos de avaliação de atividade foram executados conforme procedimento 

2.1.3 (pág. 23). A cetona α-insaturada  (DE02) apresentou tendência a toxidade frente às 

bactérias e a cetona β-insaturada (DE01) frente às espécies de Candida sem especificidade 

para as espécies de Candida (Tabela 11). A maior atividade encontrada contra as bactérias foi 

contra a espécie citrobacter freundii (CF) com 82,4% em 24 horas e 91,7% em 48 horas. Em 

relação às espécies de Candida, o maior valor em atividade foi contra a espécie Candida 

parapsilosis (CP) com 96,7% em 24 horas e 54,7% em 48 horas, mostrando tendência a efeito 

bacteriostático. A bactéria CF e a Candida CP mostrou-se sensível a todos os derivados. A 

dioxima também mostrou efetiva contra quase todos os micro-organismos, exceto contra os 

micro-organismos EC, BC, LM e Candida CA e CT. Os micro-organismos A. flavus e C. 

cladosporoides não apresentaram atividade superiores a 30% e não foram apresentados.  

Testes de IC50 e IC90 estão em andamento para os compostos que apresentaram atividade 

superior a 50% de inibição.  
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Figura 53 - Mecanismo de formação da oxima a partir da cetona. 
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Tabela 11 – Percentual de inibição do estigmasterol e derivados - triagem de compostos 

contra bactérias e candida. 

 
%/24 HORAS %/48 HORAS 

 E DE01 DE04 DE05 DE02 DE06 DE03 E DE01 DE04 DE05 DE02 DE06 DE03 

PA 38,4 26,3 33,2 55,0 74,8 37,4  24,3 31,0 10,5 40,0 54,8 20,3  

EC 7,4 1,8 5,7 19,8 45,2 14,2  9,9 -0,8 4,0 31,2 54,9 10,3  

BC 27,2 18,2 2,2 45,5 64,7 21,3  24,6 8,2 4,3 -9,5 44,1 99,4  

LM 33,6 15,4 12,0 42,9 58,9 20,0  36,9 11,1 14,3 56,2 67,1 14,3  

CF 59,5 53,3 46,9 68,3 82,4 54,8  37,0 22,3 11,6 59,6 91,7 22,5  

ST 34,6 28,5 28,4 54,3 64,8 39,9  32,5 18,1 17,0 62,2 83,6 28,7  

SS 21,5 14,8 13,8 51,3 61,0 6,4  51,5 34,4 16,2 104,2 81,7 1,4  

SA 32,3 28,5 13,1 56,1 74,8 32,1  61,9 27,3 20,2 73,8 99,6 44,1  

CA 19,9 59,1 23,1 33,4 15,9 15,8 22,4 21,7 58,8 28,2 36,0 14,8 17,7 23,1 

CT -8,8 49,0 2,1 26,3 -19,2 -10,8 -3,0 12,8 46,9 21,3 40,0 4,9 8,1 14,0 

CD 19,3 72,6 21,9 48,9 7,7 6,2 21,8 13,9 56,0 21,4 30,6 14,6 11,6 22,4 

CP 64,5 96,7 63,2 64,4 43,8 48,7 46,9 28,0 76,1 33,2 54,7 18,4 19,7 22,2 

CG 33,2 80,1 34,8 55,9 16,0 24,6 30,6 -16,4 58,2 16,0 9,1 -2,4 14,0 -16,2 

CL 15,9 70,9 25,3 51,2 9,1 14,0 24,0 8,0 38,8 18,0 9,4 12,4 13,7 15,3 

E=Estigmasterol; DE01=Estigmasta-5,22-dien-3-ona; DE02= Estigmasta-4,22-dien-3-ona; DE03=Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona; 

DE04=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima; DE05= Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima; DE06= Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima 

mesilada;  

3.3.b - Teste de atividade contra a enzima acetilcolinesterase 

Os testes de atividade em relação à enzima acetilcolinesterase mostraram resultados 

iniciais promissores, principalmente em relação a DE01 (β-cetona) com inibição de 

(91,39+4,30) %. A utilização do emulsionante polisorbato 80 possibilitou a formação de uma 

emulsão das substâncias em DMSO e água, porém o estigmasterol foi a única substância que 

apresentou turvação excessiva, o que pode ter comprometido o resultado frente a análise pelo 

método ELISA da atividade frente à enzima. O teste de acetilcolinesterase deverá ser repetido 

para confirmação dos valores de todas as substâncias e para reduzir o desvio para valores 

inferiores a 5,0% conforme literatura.  

Tabela 12: Estudo de atividade do estigmasterol e derivados em relação à enzima 

acetilcolinesterase. 

 E DE01 DE02 DE03 DE04 DE05 DE06 DE07 

% INIBIÇÃO 33,50 

 
 

91,39 
 

48,94 
 

59,60 

 
 

72,72 

 
 

64,20 

 
 

48,28 

 
 

77,25 
 

DESVIO 9,77 

 
4,30 

 

7,47 
 

9,46 
 

9,97 9,25 3,36 
 

7,72 
 

E=Estigmasterol; DE01=Estigmasta-5,22-dien-3-ona; DE02= Estigmasta-4,22-dien-3-ona; DE03=Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona; 

DE04=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima;  DE05= Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima; DE06=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima 

mesilada; 
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4.0 - Conclusões  

A metodologia utilizando reagente de Jones para oxidação do estigmasterol mostrou 

eficiente na formação dos três derivados cetônicos DE01, DE02 e DE03. A cetona estigmasta-

5,22-dien-3-ona (DE01) foi obtida e caracterizada por RMN, espectrometria de massas e IV, 

mostrando-se estável as condições ambientes, contrariando as expectativas da literatura 

descrita na discussão dos resultados que não descreve os dados de RMN e descreve a 

substância como altamente instável.  A reação de formação das oximas concorda com as 

previsões teóricas de obtenção do isômero E com rendimentos superiores a 80%. 

O estudo da atividade biológica em relação aos micro-organismos apontou 

especificidade da cetona α-insaturada (DE02) para bactérias e β-insaturada (DE01) para 

Candida sp. A dioxima (DE05) apresentou citoxidade superior a 50% conforme observado na 

tabela 11, pág. 76, contra quase todas as espécies avaliadas mostrando eficiente como possível 

antibiótico para amplo espectro. O estudo da atividade em relação à enzima acetilcolinesterase 

mostrou inibição superior a 90% para a cetona  β-insaturada (DE01). Estudos complementares 

estão em andamento para complementação e confirmação dos valores obtidos. Estudos 

complementares para obtenção de IC50 e IC90 das substâncias em relação aos micro-

organismos com teor de inibição superior a 50% estão em andamento. 
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Anexos  

 

Tabela 13 – Comparação dos deslocamentos químicos de alguns sinais de hidrogênio do 

estigmasterol e derivados obtidos.  

 E DE01 DE02 DE03 DE04 DE05 

H-18 δ 0,70 (s, 3H) δ 0,73 (s, 3H) δ 0,73 (s, 3H) δ 0,74 (s, 3H) δ 0,71 (s, 3H) δ 0,70 (s, 3H) 

H-19 δ 1,01 (s, 3H) δ 1,02 (s, 3H) δ 1,18 (s, 3H) δ 1,17 (s, 3H) δ 1,05 (s, 3H) δ 1,00 (s, 3H) 

H-21 δ 1,02 (d, 3H, 

J = 8,0 Hz) 

δ 1,02 (d, 3H, 

J = 8,0 Hz) 

δ 1,02 (3H, d, 

J = 6,8 Hz) 

δ 1,03 (3H, d, 

J = 6,8 Hz) 

δ 1,01 (3H, d, 

J = 6,4 Hz) 

δ 1,02 (3H, d, J 

= 6,4 Hz) 

H-26 δ 0,85 (d, 3H, 

J = 6,0 Hz) 

δ 0,85 (d, 3H, 

J = 5,6 Hz) 

δ 0,85 (3H, d, 

J = 6,4 Hz) 

δ 0,85 (3H, d, 

J = 6,4 Hz) 

δ 0,84 (3H, d, 

J = 5,6 Hz) 

δ 0,85 (3H, d, J 

= 6,4 Hz) 

H-27 δ 0,80 (d, 3H, 

J = 6,8 Hz) 

δ 0,80 (3H, d, 

J = 6,4 Hz) 

δ 0,80 (3H, d, 

J = 6,4 Hz) 

0,80 (3H, d, J 

= 6,4 Hz) 

δ 0,79 (3H, d, 

J = 6,4 Hz) 

δ 0,80 (3H, d, J 

= 5,6 Hz) 

H-29 δ 0,81 (t, 3H, J 

= 7,2 Hz) 

δ 0,81 (3H, t, J 

= 14,0 Hz, 7,6 

Hz) 

δ 0,81 (3H, t, J 

= 6,8 Hz) 

δ 0,81 (3H, t, J 

= 6,8 Hz) 

δ 0,80 (3H, t, J 

= 6,8 Hz) 

δ 0,81 (3H, t, J 

= 6,2 Hz) 

E=Estigmasterol; DE01=Estigmasta-5,22-dien-3-ona; DE02= Estigmasta-4,22-dien-3-ona; DE03=Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona; 

DE04=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima;  DE05= Estigmasta-4,22-dien-3,6-diona, oxima; DE06=Estigmasta-4,22-dien-3-ona, oxima 

mesilada; 
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Figura 54: Mapa de Correlação HMQC de DE01(CDCl3, 400 MHz). 

 

3

5

10

1

7

8 14

13
11

17

O

20 22

25 26

27

28
29

18

19

21

 

H-6 H-22 

H-23 



87 
 

 

Figura 55: Mapa de Contorno COSY de DE05 (CDCl3, 400 MHz). 
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Figura 56: Mapa de Contorno COSY de DE05 (CDCl3, 400 MHz). 
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Tabela 14 - Comparação dos deslocamentos químicos dos átomos de carbono do 

estigmasterol e derivados DE01, DE02, DE03, DE04 e DE05.  

C E DE01 DE02 DE03 DE04 DE05 

1 37,6 37,1 35,9 35,7 32,7 33,8 

2 31,9 37,9 32,2 34,2 18,9 18,8 

3 72,0 210,6 199,8 199,7 157,3 156,8 

4 42,5 48,6 124 125,7 117,3 119,5 

5 141,0 138,7 171,8 161,3 156,1 147,9 

6 121,9 123,1 34,2 202,6 34,9 157,4 

7 31,9 32,0 33,2 47,0 32,1 29,9 

8 32,1 32,1 35,8 34,4 36,0 32,1 

9 50,4 49,4 51,4 51,2 53,9 51,6 

10 36,7 37,1 38,8 40,0 38,2 42,6 

11 21,3 21,5 21,2 21,1 21,6 25,6 

12 39,9 39,8 39,7 39,2 39,9 39,6 

13 42,4 42,5 42,5 42,6 42,5 38,6 

14 57,1 56,9 56,2 55,9 56,3 56,9 

15 24,6 24,6 24,4 24,2 24,5 21,5 

16 29,0 29,1 29,1 28,9 29,1 29,0 

17 56,2 56,1 56,2 56,8 56,1 56,1 

18 12,3 12,3 12,3 12,3 12,5 12,3 

19 19,6 21,4 17,6 17,7 18,0 17,8 

20 40,7 40,7 40,7 40,6 40,7 40,7 

21 21,4 21,3 19,2 21,3 21,3 21,3 

22 138,5 138,4 138,3 138,0 138,5 138,3 

23 129,5 129,6 129,7 129,9 129,5 129,7 

24 51,4 51,4 54 51,4 51,5 51,5 

25 32,1 32,1 32,1 32,1 32,4 33,2 

26 21,3 19,4 21,3 21,4 21,4 19,2 

27 19,2 19,2 21,4 19,2 19,2 19,2 

28 25,6 25,6 25,6 25,6 25,6 24,4 

29 12,5 12,5 12,4 12,5 12,4 12,5 
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