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EXTRATO

SANTOS, Marcelo Henrique dos, M.S., Universidade Federal de Vigosa, outubro
de 1996. Estudo quimico dos frutos de Rheedia gardneriana (Pl. e Tr.) e
aplicagOes biologicas dos constituintes. Professor Orientador: Tanus Jorge
Nagem. Professores Conselheiros: Ténia Toledo de Oliveira e Luiz Carlos
Guedes de Miranda.

Rheedia gardneriana, conhecida popularmente como *“bacupari”,
“bacupari mitdo” e “bacopar€’, € uma planta da familia Guttiferae, nativa da
regido Amazonica, e se encontra espalhada por todo o territorio brasileiro em
menor propor¢cdo. O estudo quimico do fruto (casca e polpa) conduziu a
identificagdo dos seguintes constituintes. sesquiterpenos (mistura de compostos
Ci5H»4, contendo, dentre outros: a-copaeno, a-muuroleno e cadineno), ésteres de
acidos graxos (palmitato, estearato, oleato, linoleato e linolenato), acucares
(glicose, sacarose e frutose), triterpendide pentaciclico (acido oleandlico),
benzofenona prenilada (clusianona) e esterdides (estigmasterol e b-sitosteral).
Além destes compostos, foram isolados outros que ndo tiveram suas estruturas até
o momento elucidadas, por constituirem misturas de hidrocarbonetos e acoois.
Os constituintes RCH1B, RCH5B e RCDS, extraidos da casca do fruto, foram

avaliados quanto ao seu potencial biologico em testes realizados in vitro. RCH5B
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e RCD8 mostraram atividade inibitoria do crescimento de Saphylococcus aureus
e Listeria monocytogenes. Ja RCH5B demonstrou atividade sobre o crescimento
da fitobactéria Clavibacter michiganense subsp. michiganense. No teste sobre a
eclosdo de juvenis do fitonematoide Meloidogyne incognita, raca 3, a substancia
RCD8 mostrou-se mais eficiente na reducdo de eclosdo deste patdgeno. Quanto
ao potencia alelopatico, somente RCH5B demonstrou atividade sobre Sorghum

bicolor.
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ABSTRACT

SANTOS, Marcelo Henrigue dos, M.S., Federa University of Vigosa, october
1996. Chemical study of the fruits of Rheedia gardneriana (Pl. and Tr.)
and biological aplications of the constituents. Advisor: Tanus Jorge
Nagem. Committee Members. Tania Toledo de Oliveira e Luiz Carlos
Guedes de Miranda.

Rheedia gadneriana is knowed as “bacupari”, “bacupari miudo” and
“bacoparé’. It is a plant of Guttiferae family, is native of the amazonic region
and isfinded in all brazilian territory. Thiswork carried for aidentification of the
fruit constituints. sesquiterpenes mixture (a-copaene, a-muurolene, cadinene)
ester of fatty acids (palmitate, estearate, oleate, linoleate, linolenate), sugars
(glucose, sucrose, fructose), triterpene (oleanolic acid), benzofenone (clusianone)
and sterols (stigmasterol, b-sitosterol). Other constituents couldn’t be identified:
mixture of the hidrocarbons, alcohol and esters of long chain. The chemical
constituents isolated from the bark were tested in biological activity in vitro, by
using patogenic bacter and nematode Meloidogyne incognita, 3 race. It was also
demonstrated that it chemical constituents didin't show hebicidal activity

expressive on Sorghum bicolor seeds germination.
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1. INTRODUCAO

A medicina aopatica utiliza universalmente 119 drogas, com estruturas
definidas, que sdo extraidas de cerca de 90 espécies de plantas superiores. A
existéncia de cerca de 250.000 espéecies de plantas superiores permite deduzir que
muitas substancias com atividade medicinal podem ser isoladas destes
organismos vegetai s e caracterizadas estruturalmente (BRAZ-FILHO, 1994).

A busca de novos medicamentos em plantas tropicais €, hoje, a esperanca
mais concreta para 0s pacientes que possuem doengas graves, Como 0 cancer e a
Aids, e 0 caminho mais curto para os pesquisadores. A industria farmacéutica
simplesmente ndo tem mais tempo nem dinheiro para pesquisar novas drogas a
partir do zero - ha casos de remédios que custam 250 milhdes de dolares e dez
anos de trabalho. Para o tratamento de cancer, por exemplo, ja foram testadas
mais de 1 milh&o de formulagbes produzidas em laboratorio e, dessas, apenas 15
agiram eficazmente contra a doenca. E uma relagdio de 100 mil tentativas para
apenas uma bem-sucedida. A aternativa mais rapida e barata, portanto, séo as
plantas que produzem, como se fossem uma industria, substancias quimicas que
podem ser usadas como remédios. Partindo dos vegetais, as chances de acerto séo
de uma para cinco mil tentativas. Com 30% das florestas tropicais do planeta, o

Brasil tem justamente uma natureza privilegiada. Estima-se que existam entre 55



mil e 80 mil espécies vegetais sO na Amazobnia brasileira e menos de 2% delas
foram estudadas pelos cientistas.

O presente trabalho consistiu do estudo dos frutos de Rheedia
gardneriana, uma planta pertencente a familia Guttiferae, bem como da

realizacdo de testes biol 6gicos com seus constituintes purificados e identificados.

1.1. Caracteristicas gerais da familia Guttiferae

A familia Guttiferae compreende novecentas (900) especies, distribuidas
em vinte e um (21) géneros (Quadro 1) e tem sido objeto de estudo
principa mente pela ocorréncia de xantonas. As xantonas tém despertado grande
interesse dos pesqguisadores, principamente na area de salde, pela comprovagéo
de variadas atividades farmacoldgicas, como: antialérgico, antiasmatico,
antiinflamatorio, antileucémico, antipirético, anti-reumatico, antidepressor, anti-
helmintico, antitumoral, anti-secretor, antiulcerogénico, agente contra filariose,
analgésico, analéptico, bactericida, bloqueador b-adrenérgico, depressor e
estimulante do sistema nervoso central, imuno-supressor, musculo-relaxante,
agente antiparkinsonismo, schistosomicida, acdo contra urticaria e inibidor da
monoaminoxidase. Apresentaram também atividades inseticida, fungicida,
repelente de cupins e nematicida e atuaram na protegdo de plantas contra danos
causados por ozonio, sendo utilizadas na industria de polimeros, na quimica
analitica, como catalisador em fotorreacbes e como marcadores
quimiossistematicos, a literatura registra mais de 200 referéncias (OLIVEIRA,
1976).

1.2. O Género Rheedia

Estudos gquimicos anteriores de plantas do género Rheedia (Quadro 2) e

de Rheedia gardnerina (Quadro 3) conduziram ao isolamento de diversos

constituintes.



Quadro 1 - Lista de géneros e espécies conhecidas que produzem xantonas da
familia Guttiferae

Género Espécies

Allonblackia A. floribunda

Archytaea A. multiflora

Bonnetia B. dinizi

Calophyllum C. bracteatum; C. brasilinse; C. calaba; C. canum; C.
cuneifolium; C. fragans, C. inophyllum; C. neo-
ebudicum; C. ramiflorum; C. sclerophyllum; C.
scriblitifolium; C. thwaitesi; C. tomentosum; C.
trapezifolium; C. walkeri; C. zeylanicum

Caraipa C. dengiflora; C. grandifolia; C. psidifolia; C. valioi

Cratoxylon C. celebicum; C. cochinchinense; C. pruniflorum

Garcinia G. buchanani; G. cowa; G. densivenia; G. dulcis;, G.

echinocarpa; C. eugenifolia; G. forbesii; G. hanburyi; G.
mangostana; G. morella; G. multiflora; G. nervosa; G.
opaca; G. ovalifolia; G. pedunculata; G. polyantha; G.
pyrifera; G. morella; G. staudtii; G. subdliptica; G.
terpnophylla; G. thwaitesii

Hapoclathra

H. leiantha; H. paniculata

Kayea K. stylosa

Kielmeyera K. candidissima; K. corymbosa; K. coriacea; K.
densiflora; K. excelsa; K. ferruginea; K. grandifolia; K.
petiolares; K. rubriflora; K. rupestris; K. speciosa;

Lorostemon L. coelhoi; L. negrensis

Mammea M. acuminata; M. africana; M. americana

Mesua M. ferrea; M. thwaitesii

Ochrocarpus O. odoratus

Pentadesma P. butyracea

Pentaphalangium  P. solomonse

Psorospermum P. febrifugum

Rheedia R. benthamiana; R. brasliensis; R. gardneriana;, R.
madruno

Symphonia S globulifera

Tovomita T. bradsiliensis; T. choisyana, T. excelsa; T. macrophylla;
T. mangle; T. pyrifolium

Vismia V. guaramirangae; V. guineensis

BOTTA et dl. (1984); MANDAL (1992).



Quadro 2 - Substancias isoladas de plantas do género Rheedia

Nome Formula

Espécie

Referéncia

macluraxantona
[4] o

R. benthamiana

DELLE MONACHE et d. (1984)

rheediaxantona A

[2]

R. benthamiana

DELLE MONACHE et al. (1984)

rheediaxantona B

[3]

R. benthamiana

R. brasiliensis

DELLE MONACHE et a. (1984)

rheediaxantona C

R. benthamiana

DELLE MONACHE et a. (1984)

[4]
xantochimol R. madruno BOTTA etal. (1984)
[S]
volkensiflavona f R. madruno BOTTA etal. (1984)
|
[6] o,
fukugentina °‘ R. madruno BOTTA et d. (1984)
[7] gl LK
HO O 0




Quadro 3 - Algumas substancias isoladas do caule e da raiz de Rheedia
gardneriana

SUBSTANCIA
1,5-diidroxixantona

[8]

5

(o]
I

1,7-diidroxixantona
[9]

1,6-diidroxi-5-metoxixantona

O
o
I

I
o]
O&

[10] B O ) O
lupeol !
[11]
betulina /
[12] CH,OH
rheediaxantona B o on
[13] Peee A
Isorheediaxantona B o on
[14] peee ,
rheediacromenoxantona _ o oA
[15] 0
8-deoxigartanina y
[16] ) 0 o g
OH ‘
piranojacareubina T
[17] ST
7-preniljacareubina N o o
[18] ) O ) O o\
b-sitosterol
[19]

%

BRAZ-FILHO et al. (1970), DELLE MONACHE et al. (1983, 1984).
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1.2.1. Descricao botanica e car acterizacdo de Rheedia gardneriana Pl. e Tr.

A espécie Rheedia gardneriana foi classificada, de acordo com o Quadro

4, tendo como sinonimia: Lamprophyllum gardnerianum Miers.

Quadro 4 - Classificagéo de Rheedia gardneriana Pl. e Tr.

Reino Vegeta
Classe Dicotiledbnea
Subclasse Archichlamydeae
Ordem Guttiferales
Subordem Theineae
Familia Guttiferae
Tribo Clusiodae
Espécie Rheedia gardneriana

BRAZ-FILHO (1994).

E uma &vore pequena, copa piramidal com até 5 m de altura, folhas
opostas, pecioladas e coriaceas. Entrenés com 4 a 6 cm de comprimento e 3 a
5mm de didametro. Peciolo com cerca de 1 cm; limbo com 7 a 12 cm de
comprimento, 2 a 4 cm de largura; nervuras laterais formando angulos de 70 a
80° com a nervura principal, distantes entre si 3 a4 mm. Pedicelo com cerca de
1 cm de comprimento.

Possui botes florais com 3 mm de didmetro. Sépalas com cerca de
1,5 mm de comprimento e largura. Pétalas com 2,5 mm de comprimento. Disco
nectarifero levemente sulcado longitudinalmente. Ovario levemente oval, com
estigma de 1,5 mm de didmetro e possuindo parede de 0,5 mm de grossura.

Possui fruto (baga amarela) com comprimento variando de 1,5 a 2,5 cm,
1,5 a 2,0 cm de largura, contendo polpa branca, mucilaginosa, adocicada e
comestivel, envolvendo a semente (Figura 1). Sdo conhecidas as variedades

glaziovii e parvifolia



Figura 1 - Ilustragéio da parte aérea de Rheedia gardneriana Pl. e Tr.; fruto (F):
casca (C), polpa (P) e semente (S).



E cultivada nas regies do Ceara até o Rio Grande do Sul e Minas Gerais
(CORREA, 1978; FLORA, 1967).

1.2.2. Utilizacdo de Rheedia gardneriana
Fornece madeira de pequenas dimensbes para construgéo civil,

marcenaria e carpintaria. A casca exsuda resina amarela, que serve para cortume
e tem aplicagdes medicinais (CORREA, 1978).



CAPITULO 1

ESTUDO QUIMICO DOSFRUTOS DE Rheedia gardneriana

1. INTRODUCAO

A crescente busca de novos produtos naturais com atividades bioldgicas,
sobretudo originarios do metabolismo secundario, para sanearem 0s problemas
causados pelos sintéticos existentes, tem sido um grande estimulo para a pesquisa
guimica em plantas.

Mais especificamente, este trabalho concentrou-se no estudo quimico dos
frutos de R. gardneriana, uma planta da familia Guttiferae sobre a qual ja ha
registro de estudos do caule e daraiz.

Foram objetivos especificos deste estudo:

a) contribuicao para o conhecimento daflorabrasileirg;

b) contribuicdo para o melhor conhecimento da taxonomia vegetal, por meio do
isolamento e da identificacao dos constituintes de R. gardneriana;

c) formacdo de recursos humanos altamente qualificados na area de quimica de
produtos naturais, principalmente quanto ao uso de técnicas mais refinadas de

separacao de compostos presentes em misturas complexas (CLAE, CG/EM, etc.),



bem como utilizagdo de métodos espectroscopicos de identificacdo: RMN, 1V,
UV eEM;
d) obtencdo de matérias-primas que possam ser testadas quanto ao potencial

biol 6gico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Equipamentos e condicdes analiticas

Nas separagdes cromatogréficas em coluna, foi utilizada silica gel 60 (70
a230 Mesh-ASTM, Merck).

Nas separagOes cromatograficas em camada delgada, utilizaram-se placas
de vidro (10 cm x 10 cm e 2,5 cm x 10 cm) com 0,25 mm de silica gel GFs4 60
Merck com indicador de fluorescéncia UV 5s4.

Foram utilizados como reveladores radiagéo ultravioleta, iodo, solugdes
de &cido fosfomolibidico e sulfato cérico.

Todas as fragbes foram concentradas a pressdo reduzida, utilizando
evaporador rotatorio.

Os pontos de fusdo foram determinados em bloco de Kofler R. Winkel
Sottingen, modelo 17717, e com aparelho para determinagéo de ponto de fuséo
QUIMIS, modelo 340D-23, com as devidas corregoes.

Os cromatogramas em fase gasosa foram obtidos em Cromatégrafo a Gas
Shimadzu CG 14-A, equipado com detector de ionizagdo de chama acoplado a
um registrador e integrador C-R6A CHROMATOPAC. A coluna utilizada foi
uma capilar Carbowax 20 M (Supelco) de 25 m x 0,2 mm, de silica fundida, com

espessura do filme de 0,25 mm.
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A cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) foi
realizada em cromatégrafo a gas da UFMG, modelo HP5890, série |, acoplado a
espectrdmetro de massa 5989 A da HP, 70 eV, sendo a coluna de metilsilicone,
de silicafundida (30 m x 0,2 mm); o gas de arraste foi hélio.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrdmetro
Mattson Instruments FTIR, no Departamento de Quimica - ICEx - UFMG, Belo
Horizonte.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear a 200 MHz foram obtidos
em espectrébmetro Gemini 200 - Varian, no NPPN - CCS - UFRJ - Rio de
Janeiro.

Os espectros de massa foram registrados em um espectrémetro VG Auto
Spec Q, no NPPN - CCS - UFRJ - Rio de Janeiro.

Os espectros de ultravioleta foram obtidos de espectrofotbmetro uv-
visivel HITACHI modelo U-2000 de feixe duplo, do Departamento de Quimica
daUFV - Vigosa

2.2. | solamento dos constituintes dos frutos de Rheedia gardneriana

2.2.1. Coleta e separacao do material

Os frutos maduros de R. gardneriana foram coletados no setor do Horto
Boténico, Universidade Federal de Vigosa, em 19 de janeiro de 1994. O fruto foi
separado em trés partes: casca, polpa e semente (Figura 1), sendo secos em estufa
a 58°C, moidos e acondicionados em sacos de papel em lugar arejado até o

momento da extragao.

2.2.2. Analise de ésteres de acidos graxos em extratos etéreos da casca,

polpa e semente de Rheedia gardneriana

Os extratos etéreos foram obtidos em escala menor, extraindo-se das

partes do fruto (casca, polpa e semente) os constituintes lipofilicos com éter de

12



Fruto de
Rheedia gardneriana

Casca Polpa Semente
(110559) (63509) (857,09)

Figura 1 - Fluxograma da separacéo do fruto de Rheedia gardneriana em partes,
com as respectivas massas secas.

petroleo em aparelho de Sohxlet por 24 horas, concentrados em evaporador
rotatorio a pressao reduzida. A presenca de ésteres foi confirmada pela analise de
V.

2.2.2.1. Transesterificagdo de ésteres de acidos graxos para obtencdo de

Seus respectivos éster es metilicos

As amostras constituidas de mistura de eésteres de é&cidos graxos,
caracterizadas pelos espectros de 1V, foram submetidas a um processo de
transesterificacdo para obtencdo de seus ésteres metilicos, de acordo com o
seguinte procedimento: a amostra (20 mg) foi dissolvida em 0,5 mL de
tetrahidrofurano (THF) em um tubo de ensaio (10 mL). Adicionou-se 1,0 mL de
solucéo de metdxido de sbdio a 0,5 M, preparada utilizando-se sodio metélico e
dlcool metilico. Aqueceu-se o tubo a 50 °C por 10 minutos em banho
termostatizado. Em seguida, foram adicionados 50,0 nL de &cido acético glacia
e, posteriormente, 5,0 mL de &gua destilada. Os produtos transesterificados foram
extraidos com 5,0 mL de n-hexano por trés vezes. Utilizou-se N&SO, anidro
contendo 10% de KHCO; solido, para eliminar agua da fase organica, filtrando-
se em seguida. Eliminou-se o0 solvente em evaporador rotatorio a presséo
reduzida.
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O residuo foi redissolvido em 1,0 mL de n-hexano e injetado em
cromatégrafo a gés (coluna Carbowax 20M de silica fundida contendo 30 metros
de comprimento e 0,25 mm de diametro). As condicdes de andlise foram:
temperatura do injetor (200°C); fluxo de gases N, (7,5 Kg/cm?), ar (300mL/cm?)
e H, (28mL/cm?); temperatura do detector (200°C); e programagdo de
temperatura da coluna: inicial (150°C) por 1 minuto e 5°C/minuto até (215°C),
mantendo a 215°C até o final. Também foram co-injetados padrdes de ésteres

metilicos.
2.2.3. Estudo da polpa
2.2.3.1. Obtencao dos extr atos da polpa
A polpa moida foi submetida a extragbes sucessivas com n-hexano,
diclorometano e etanol, por agitacdo mecénica a temperatura ambiente, sendo os

extratos, em seguida, filtrados e concentrados em evaporador rotatorio sob

pressao reduzida (Figura 2).

Polpa
(635049)

n-Hexano

Extrato Hexanica

Torta (4009)

Etanol

Extrato Etandlica
(147,58 9)

Torta

Figura 2 - Fluxograma da obtencéo dos extratos da polpa do fruto de Rheedia
gardneriana com as respectivas massas sem solvente (ndo se obteve
extrato quando foi usado diclorometano).
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2.2.3.2. Elaboracéo do extrato hexanico da polpa

O extrato hexanico da polpa (4,0 g) de R. gardneriana foi submetido a
uma andlise por CCD em diferentes sistemas de solventes, com o objetivo de
otimizar a separacdo de seus componentes por CC.

Apobs a escolha dos sistemas de solventes, o extrato foi eluido em coluna
(200,0:2,0 cm) contendo silica gel (80,0 g), utilizando os solventes em ordem

crescente de polaridade, como mostrado no Quadro 1.

Quadro 1 - Ordem de eluicdo do extrato hexanico da polpa por cromatografia em
coluna com as respectivas fragoes

Solvente Fracoes

n-Hexano 1-26

n-Hexano/Cloroférmio 1% 27-29

n-Hexano/Cloroférmio 10% 30-90
n-Hexano/Clorof rmio 30% 91-126
n-Hexano/Clorof érmio 50% 127-137
Cloroférmio 138-147
Cloroférmio/Etanol 1% 148-157
Cloroférmio/Etanol 3% 158-169
Cloroférmio/Etanol 5% 170-177
Cloroférmio/Etanol 10% 178-182
Cloroférmio/Etanol 30% 183-187
Cloroférmio/Etanol 50% 188-200
Etanol 200-208

As fragOes coletadas (100 mL) foram posteriormente concentradas em
evaporador rotatorio a pressao reduzida e reunidas em grupos de acordo com 0s
valores de R;, por comparacdo em CCD, fornecendo 11 grupos, conforme
mostrado no Quadro 2.

O grupo 3, constituido de material ceroso ligeiramente amarelado, foi

submetido a CC em coluna (64,0:1,3 cm) contendo silicagel (10,84 g), utilizando
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Quadro 2 - Fragdes reunidas em grupos da cromatografia em coluna do extrato
hexanico da polpa

Grupo Fracoes Reunidas Massas (g)
1 1-5 0,10
2 6-32 0,06
3 33-46 0,18
4 47-60 0,04
5 61-91 0,07
6 92-125 0,83
7 126-129 0,88
8 130-132 0,08
9 133-155 1,06
10 156-174 0,18
11 175-208 0,35

como eluente uma mistura de n-hexano/diclorometano (45%, v/v). Foram
coletadas 30 fracOes de 10,0 mL cada, as quais foram, posteriormente, reunidas
em quatro grupos, dos quais o que englobava as fracdes 10-18 foi denominado
RPH3 e caracterizado como mistura de ésteres de &cidos graxos de cadeialonga.

Osgrupos 6 e 7, por meio de recristalizagcdo com acetona, conduziram ao
isolamento de RPH6 e RPH7, que, por andliseem TLC, 1V e PF, confirmaram ser
as mesmas substancias, totalizando 0,110 g de solido cristalino.

Os demais grupos ndo sofreram processos de separacéo, por estarem em

misturas muito complexas, de dificil separacéo em CCD.

2.2.3.3. Elaboracéo do extrato etandlico da polpa

Este extrato apresentou-se como uma mistura muito complexa, quando
analisado por CCD, sendo muito solivel em agua e com sabor adocicado,
parecendo ser constituido na sua maioria por agucares. Por isso ndo sofreu
fracionamento por CC, sendo somente submetido a analise por cromatografia em

papel descendente.
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a. ldentificacdo qualitativa de aglicar es por cromatografia em papel

Para as determinacOes qualitativas dos aclUcares presentes foi usada
cromatografia em papel descendente, utilizando papel-filtro Watman N° 1 (14 x
18 cm). Os pontos de aplicagéo foram 4 cm da borda superior, separados por
1 cm de distancia. O sistema solvente foi n-butanol:acido acético:agua (8:2:1). O
tempo de corrida foi de seis horas em cuba saturada. Apés a corrida, os papéis
foram secos em estufa a 70°C por 30 minutos, borrifados com revelador (1 mL de
anilina e 1 g de difenilamina, diluidos em 100 mL de acetona) e posteriormente
levados a estufa a 70°C por 30 min. As amostras foram comparadas com 0s
fatores de retencdo e coloracdo dos cromatogramas dos padrdes dos acucares,
bem como a confirmacdo foi feita por meio de misturas da amostra com 0s

padrfes mais provavels.

2.2.4. Estudo da casca

2.2.4.1. Obtencéo dos extratos da casca

O p6 moido da casca foi submetido a extracdes sucessivas com n-hexano,
diclorometano e etanol, por agitacdo mecéanica a temperatura ambiente, sendo os
extratos filtrados e concentrados em evaporador rotatério sob pressdo reduzida,
até que todo material fosse extraido. Ao se concentrar o extrato diclorometanico
houve precipitacdo de solido amarelado, que foi separado por filtracéo e seco ao

ar (Figura 3).

2.2.4.2. Elaboracéo do extrato hexanico da casca

Parte do extrato hexanico da casca (66,0 g) de R. gardneriana foi
submetida a andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) em diferentes
sistemas de solventes, com 0 objetivo de otimizar a separacdo de seus
componentes em cromatografia em coluna; o restante (6,28 g) foi conservado em

frasco de vidro sob refrigeracéo.
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Casca
(110559)

n-Hexano

Torta

Diclorometano

Extrato Hexanico
(72,289)

Torta

Precipitadd

(2609)

Extrato Diclorometanicg
(9,009)

Etanol

Torta

Extrato Etandlica
(214,259)

Figura 3 - Fluxograma da obtencdo dos extratos da casca do fruto de Rheedia

gardneriana com as respectivas massas, apos evaporagao do solvente.

Apbs escolha dos sistemas de solventes, o extrato foi eluido em coluna

149,0:5,3 cm) contendo silica gel (714,0 g), utilizando os solventes em ordem

crescente de polaridade, como mostrado no Quadro 3.

Quadro 3 - Ordem de eluicdo do extrato hexanico da casca por cromatografia em

colunacom

as respectivas fragoes

Solvente Fracoes

n-Hexano 1-13

n-Hexano/Clorofrmio 10% 14-71

n-Hexano/Clorofrmio 30% 72-99
n-Hexano/Clorofrmio 80% 100-103
Cloroférmio 104-106
Cloroférmio/Etanol 3% 107-110
Cloroférmio/Etanol 50% 111-113
Cloroférmio/Etanol 80% 114-116
Etanol 117-121
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As fragbes coletadas (200 mL) foram posteriormente concentradas em
evaporador rotatorio a pressao reduzida e reunidas em grupos, de acordo com 0s
valores de R, por comparacdo em CCD, fornecendo 13 grupos, conforme
mostrado no Quadro 4.

Quadro 4 - Fragdes reunidas em grupos da cromatografia em coluna do extrato
hexanico da casca

Grupos FragOes Reunidas Massa (Q)
1 1-11 6,86
2 12-15 0,09
3 16-18 0,13
4 19-59 6,37
5 60-74 4,14
6 75-83 7,43
7 84-89 26,78
8 90-93 0,74
9 94-103 0,16
10 109-110 0,67
11 111-113 0,11
12 114-118 0,04
13 119-121 0,07

Foram caracterizados 0s grupos que se apresentaram mais promissores,
com base em seus espectros de 1V, possibilidade de separacdo quando analisado
em CCD e quantidade de amostra.

O grupo 1, constituido de 6leo viscoso ligeiramente amarelado com
cheiro agradavel, quando da adicdo de metanol, mostrou precipitagéo de solido
branco, que foi separado por filtracdo e rotulado como RCH1A. O sobrenadante,
solivel em metanol, foi concentrado em evaporador rotatério sob presséo
reduzida e rotulado como RCH1B. Foi verificado, por analise no IV, que RCH1B
tratava-se de uma mistura de hidrocarbonetos voléteis; esta mistura foi dissolvida
em n-hexano (0,0032 g/mL) e injetada (1,0 nL) em cromatografo a gas modelo
HP5890, série I, acoplado a espectrometro de massa 5989 A, sendo a coluna de
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metilsilicone de silica fundida (30 m x 0,2 mm). As condicdes de andlise foram:
temperatura inicial da coluna (120°C) e fina (200°C); fluxo de gases N,
(7,5 kg/em?), ar (0,3 kg/cm?) e He (1 mL/min); e programac&o de temperatura de
4°C/minuto.

Os grupos 4, 5 e 6, constituidos de material oleoso com cristais
amarelos, apesar de parecerem iguals visuamente, foram trabalhados
individualmente, uma vez que as andlises em CCD mostravam pequenas
diferencas em suas composicfes quimicas. Estes grupos receberam o mesmo
tratamento: adicionou-se acetona a frio, havendo precipitacdo de solido branco
amorfo, que foi lavado com acetona e filtrado, originando as substancias RCH4A,
RCH5A e RCHG6A, dos grupos 4, 5 e 6, respectivamente, as quais foram
analisadas por IV e RMN *H. O sobrenadante, aps evaporagdo da acetona, foi
recristalizado com metanol por varias vezes, sempre acompanhado por CCD, com
0 objetivo de verificar a pureza da amostra. Desta recristalizacéo, obteve-se
material cristalino amarelo denominado RCH4B, RCH5B e RCH6B, dos grupos
4,5 e 6, respectivamente, os quais foram analisados por UV, IV e RMN' H e *C,
além de um material oleoso que ndo foi analisado.

O grupo 8, constituido de material pastoso escuro, foi lavado com
acetona a frio, havendo precipitacdo de um solido branco amorfo denominado
RCH8 (0,20 g), que se mostrou idéntico a RCH5A por 1V, CCD e RMN H, e
sobrenadante escuro composto de mistura muito complexa, ndo sendo verificada

boa separagdo em CCD; portanto, foi caracterizado apenas por V.
2.2.4.3. Elaboracéo do extrato diclorometanico da casca (RCD)

O extrato diclorometanico da casca (9,0 g) de R gardneriana foi
submetido a uma andlise por CCD em diferentes sistemas de solventes, com o
objetivo de otimizar a separacao de seus componentes por CC.

Apobs a escolha dos sistemas de solventes, o extrato foi eluido em coluna
(149,0:5,3 cm) contendo silica gel (220,0 g), utilizando os solventes em ordem

crescente de polaridade, como mostrado no Quadro 5.
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Quadro5-Ordem de €uicdo do extrato diclorometanico da casca por
cromatografia em coluna com as respectivas fracoes

Solvente Fracoes
n-Hexano 1-4
n-Hexano/ Etanol 1% 5-8
n-Hexano/ Etanol 5% 9-43
n-Hexano/ Etanol 20% 44-68
n-Hexano/ Etanol 50% 69-78
n-Hexano/ Etanol 80% 79-88
Etanol 89-95

As fracbes coletadas (100 mL) foram posteriormente concentradas em
evaporador rotatdrio a pressdo reduzida e reunidas em grupos, de acordo com 0s
valores de Ry, por comparagéo em CCD, fornecendo 12 grupos, conforme Quadro
6.

Quadro 6 - Reuni&o das fragdes em grupos da cromatografia em coluna do extrato
diclorometénico da casca

Grupo FracOes Reunidas Massas (Q)
1 1-3 0,01
2 4-6 0,04
3 7-14 0,04
4 15-16 0,14
5 17-18 0,75
6 19-22 2,08
7 23-28 0,27
8 29-45 0,15
9 46-56 1,42

10 57-67 0,41
11 68-75 0,28
12 76-112 0,35
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Dos grupos obtidos, somente o grupo 8 conduziu ao isolamento de
material cristalino, por meio de recristalizacdo com metanol e acompanhamento
por TLC, para verificar pureza. A substancia purificada foi rotulada de RCDS,
determinando-se o PF, IV, EM, RMN H e *C. Verificado que se tratava de um
acido carboxilico, preparou-se o derivado acetilado pelo seguinte procedimento:
0,05 g de RCDS8 foi dissolvido em 2,0 mL de piridina, adicionando-se 2,0 mL de
anidrido acético. A mistura permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por
duas horas. Logo apés foi transferida para funil de separacdo, onde foram
adicionados 60,0 mL de éter etilico. Em seguida foram feitas extracOes
sucessivas, para eliminar o excesso de anidrido acético e piridina, com as
seguintes solucbes. agua (3X 20,0 mL), HCl 2 M (10X 10,0 mL), NaHCO;
saturado (2X 10,0 mL) e NaCl saturado (2X 10,0 mL). A fase organicafoi tratada
com MgSO,, para eliminar residuos de agua, e concentrada em evaporador
rotatorio a pressdo reduzida. O residuo foi submetido a CC, e a coluna
(50,0:0,5 cm) contendo 7,3 g de silica foi eluida com mistura n-hexano/etanol (0,
1, 3,5, 7, 10, 30, 50, 100%); o produto principal foi recristalizado com metanol,
sempre acompanhado por TLC, originando a substancia RCD8A, da qual foram

determinados PF, IV e RMN *H.

2.2.4.4. Elaboracéo do precipitado do extrato diclorometanico da casca

O precipitado do extrato diclorometanico da casca (2,6 g) de R
gardneriana foi submetido a uma andlise por CCD em diferentes sistemas de
solventes, com o objetivo de otimizar a separacdo de seus componentes por CC.

Apbs a escolha dos sistemas de solventes, o extrato foi eluido em coluna
(149,0:5,3 cm) contendo silica gel (107,13 g), utilizando os solventes em ordem
crescente de polaridade, conforme mostrado no Quadro 7.

As fragOes coletadas (100 mL) foram posteriormente concentradas em
evaporador rotatorio a pressdo reduzida e reunidas em grupos, de acordo com 0s
valores de Ry, por comparagéo em CCD, fornecendo nove grupos, como mostrado
no Quadro 8.
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Quadro 7 - Ordem de €eluicdo de precipitado do extrato diclorometanico da casca
por cromatografia em coluna com as respectivas fragoes

Solvente Fracoes
Cloroférmio 1-3
Cloroférmio/Etanol 1% 4-20
Cloroférmio/Etanol 1% 21-28
Cloroférmio/Etanol 10% 29-32
Cloroférmio/Etanol 80% 33-34
Etanol 35-37

Quadro 8 - Fragdes reunidas em grupos da cromatografia em coluna de
precipitado do extrato diclorometanico da casca

Grupo FragOes Reunidas Massas (g)
1 1-5 0,17
2 6-7 0,08
3 8-13 0,08
4 14-19 0,85
5 20-22 0,21
6 23 0,20
7 24-26 0,38
8 27-31 0,13
9 32-36 0,25

O grupo 4, por meio de recristalizagdo com metanol, levou a purificacéo
de uma substéncia branca cristalina rotulada de RCD* 4, que se apresentou como
idénticaa RCD8, quando comparados os espectros de IV, Ry em TLC e PF.

As demais frages ndo conduziram ao isolamento de material cristalino.

2.2.4.5. Elaboracéo do extrato etandlico da casca
Parte do extrato etandlico da casca (108,04 g) de R. gardneriana foi
submetida a uma andlise por CCD em diferentes sistemas de solventes, com o

objetivo de otimizar a separacao de seus componentes por CC.
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Apobs a escolha dos sistemas de solventes, o extrato foi eluido em coluna
(128,0:7,5 cm) contendo silica gel (1008,0 g), utilizando os solventes em ordem

crescente de polaridade, conforme mostrado no Quadro 9.

Quadro 9 - Ordem de eluicdo do extrato etandlico da casca por cromatografia em
coluna com as respectivas fragoes

Solvente Fracoes
n-Hexano 1-7
n-Hexano/Clorof érmio 5% 8-16
n-Hexano/Cloroférmio 10% 17-20
n-Hexano/Clorof érmio 30% 21-40
n-Hexano/Clorof érmio 50% 41-51
Cloroférmio 52-64
Clorof érmio/Etanol 3% 65-77
Cloroférmio/Etanol 5% 78-81
Cloroférmio/Etanol 10% 82-90
Cloroférmio/Etanol 20% 91-104
Cloroférmio/Etanol 30% 105-127
Cloroférmio/Etanol 40% 128-188
Cloroférmio/Etanol 50% 189-219
Cloroférmio/Etanol 60% 220-238
Cloroférmio/Etanol 70% 239-246
Cloroférmio/Etanol 80% 247-259
Etanol 260-266

As fragOes coletadas (200 mL) foram posteriormente concentradas em
evaporador rotatorio a pressao reduzida e reunidas em grupos, de acordo com 0s
valores de Ry, por comparacdo em CCD, fornecendo nove grupos, conforme
Quadro 10.

O grupo 6, constituido de material solido que precipitou durante a
concentragéo no evaporador rotatorio, foi submetido a purificagdo com metanal,
originando a substéncia amorfa RCE6 e um sobrenadante escuro de alta

complexidade, quando analisado por TLC.
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Quadro 10 - Fragdes reunidas em grupos da cromatografia em coluna do extrato
etanolico da casca

Grupo FragOes Reunidas Massas (g)
1 1-13 0,04
2 14-17 0,24
3 18-52 0,50
4 53-83 1,14
5 84-96 0,63
6 97 9,31
7 98-99 8,56
8 100-116 5,85
9 117-266 65,12

O grupo 7, constituido de material solido insolivel em cloroformio, foi
recristalizado em metanol, no qual houve precipitacdo de um solido amarelo
denominado RCE?.

O grupo 9, constituindo quase a totalildade do extrato, apresentou-se
como um material escuro, com sabor adocicado e alta complexidade quimica por
TLC, e foi submetido a andlise de aclcares, de acordo com o procedimento
verificado em 2.2.3.3.a.

Os demais grupos, sobretudo os grupos 4 e 8, apesar de possuirem
grande massa, ndo apresentaram boa separacdo em CCD, ndo sendo, portanto,
submetidos aos métodos usuais de cromatografia.

2.2.5. Estudo da semente
2.2.5.1. Obtencao dos extratos da semente
A semente moida foi submetida a extragdes sucessivas com n-hexano,
diclorometano e etanol, por agitagdo mecanica a temperatura ambiente, sendo os
extratos, em seguida, filtrados e concentrados em evaporador rotatorio sob

pressdo reduzida (Figura 4). Porém, estes extratos ndo foram purificados neste
trabal ho.
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Semente
( 857,09)

n-Hexano

Extrato Hexanico

Torta (82.09)

Diclorometano

Torta Extrato Diclorometanico
(6119)

Etanol

Torta Extrato Etandlico
(13,23 9)

Figura 4 - Fluxograma da obtenc&o dos extratos da semente do fruto de Rheedia
gardneriana com as respectivas massas sem solvente.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao e identificacao dos constituintes do fruto de Rheedia
gardneriana

3.1.1. Esteres de acidos graxos dos extratos etéreos da casca, polpa e
semente do fruto de Rheedia gardneriana

Os extratos etéreos das partes do fruto de Rheedia gardneriana, com as
seguintes percentagens sobre o peso da amostra seca: 14,5% (semente), 4,7%
(casca) e 2,5% (polpa), foram transesterificados e submetidos a CG, originado os
cromatogramas da Figura 5, umavez que em andlise por infravermelho (Figura 6)
caracterizou-se a presenca de ésteres graxos nas misturas pelas absorcbes em
3.010 (uC=C-H), 2.910 € 2.850 (uC-H) e 1.740 (UC=0 éster).

Os tempos de retencéo das amostras foram comparados com os dos
padrdes, entretanto, a confirmagdo da presenca dos ésteres metilados foi obtida
através de co-injecdo da amostra com cada padréo. Somente a comparacdo dos
tempos de retencdo ndo seria suficiente, uma vez que era notada uma peguena
variagdo nestes valores, ainda que mantendo as mesmas condi¢cbes de
funcionamento do cromatografo (Quadro 11).
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Figura 6 - Espectro no infravermelho (KBr) do extrato etéreo da casca de Rheedia
gardneriana.

Quadro 11 - Tempos de retencéo dos padrdes e amostras co-injetadas dos produtos
metilados dos extratos etéreos das partes do fruto de Rheedia
gardneriana

Padroes Tempo de Tempo de Tempode  Tempo de retencéo
retencdo dos  retencdo da retencdo da  dasementetpadréo

padrdes cascatpadrédo polpatpadréo (min)
(min) (min) (min)

C14:.0 12,08 - - -
C15:.0 12,26 - - -
C16:0 12,35 12,48 12,47 12,45
C18:.0 16,32 16,46 16,43 16,39
C181 16,90 16,96 16,94 16,87
C18:2 17,84 18,06 18,14 17,96
C18:3 19,83 19,92 19,95 19,79
C 20:0 22,64 - - -

Cc 22.D"% 33,50 - - .

Foram constatadas as presencas dos ésteres dos acidos palmitico (C16:0)
[20], estedrico (C18:0) [21], oléico (C18:1) [22], linoléico (C18:2) [23] e
linolénico (C18:3) [24] na polpa, casca e semente do fruto de Rheedia
gardneriana, porém em proporcdes diferentes, e também gue a porcentagem de
ésteres na semente foi maior do que na polpa e na casca, verificando-se maior
concentracéo de oleato (Quadro 12).
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Quadro 12 - Proporcéo relativa dos constituintes dos extratos etéreos das partes
dos frutos de Rheedia gardneriana

Partes Constituintes
do fruto C16:.0 C18:.0 Ci18:1 Ci18:2 C18:3 Outros
semente 37,0 3,5 46,5 7,0 0,5 55
casca 21,4 16,5 24,3 6,2 4.8 26,8
polpa 16,0 53 10,4 19,0 6,7 42,6

[21]
HC o PR
[22]
HsC — — COOR
[23]
HaC _ _ _ COOR
[24]

3.1.2. Constituintes obtidos a partir dos extratos da polpa

3.1.2.1. Extrato hexanico

a. Esteresde cadeia longa

O espectro de IV da fracdo RPH3 (Figura 7) apresentou absorcOes em
3.010 (uC=C-H), 2.965 e 2.855 (uC-H), 1.740 (uC=0O édter), 1470 e
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Figura 7 - Espectro no infravermelho (KBr) de RPH3.

1.385 (ds C-H), 1.170 (C-O éster) e 720 cm™ (ds (CH,),; n > 4), caracterizando

uma mistura de ésteres graxos, possivelmente os mesmos detectados em 3.1.1.
b. Esterdides. estigmasterol [25] e b-sitosterol [19]

A substncia RPH1, soOlido branco cristalino, com ponto de fuséo
136-137 °C, apresentou espectro de IV (Figura 8) com absor¢des em 2980, 2930
e 2.870 (u C-H), 1.470 e 1.390 cm’ (ds C-H), que caracterizam a natureza
alifética desta substancia. As absorces em 3.420 (u O-H) e 1.070 cm™ (u C-O)
foram indicativos da presenca de hidroxila alcodlica, e as bandas de absor¢éo em
1.640 (u C=C) e 800 cm™ (ds C=C-H) indicam a presenca de ligacdo dupla.

Aliado ao teste de Lieberman-Burchard para triterpendides pentaciclicos e

ester6ides (MATOS, 1988) e com base na comparagdo visual do espectro de
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Figura 8 - Espectro no infravermelho (KBr) de RPH1.

RMN *H (Figura 9) com os existentes na literatura (POUCHERT, 1981), foi
observado que se tratava de um esteréide. Substancias de origem isoprendide
(terpendides e esterdides) sdo amplamente difundidas em plantas e também em
animais marinhos, apresentando grande diversidade estrutural. Entretanto, existe
uma grande dificuldade no isolamento destes esteréides em forma pura,
utilizando-se CC e TLC, por exemplo em razéo da grande semelhanca quimica e
fisica(PINTO et a., 1994).

O espectro de massas (Figura 10) apresentou o pico ion molecular em
m/z 414 compativel com a formula CyHsO do sitosterol [19], além do pico-base
em m/z 296 formado pela perda de dgua (fragmento 1a) e varios outros, tais como
agueles em m/z 255, 145, 107, 95, 81, 55, 43, etc. A presenca do estigmasterol
[25] como mistura com b-sitosterol [19] foi indicada pela presenca de fragmentos

caracteristicos em m/z 394 (1b), 396 (14), 397 (2a) e 412 (M" do estigmasterol).
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Figura 10 - Espectro de massas de RPH1.

(1a) m/z = 396: 22,23 dihidro (28) m/z = 397: 22,23 dihidro
(1b) m/z = 394: D% (2b) m/z = 395: D?

O espectro de RMN 'H (Figura 9) reforcou a presenca destes esterdides,
pela observacdo dos deslocamentos quimicos caracteristicos dos protons
olefinicos H-22 e H-23 do estigmasterol [25]. A diferenca nos sinais de préton
observada para[19] e [25] restringiu-se aos prétons olefinicos de [25], H-22 (1H,
d 5,14, dd, J = 8,6/15,2 Hz) e H-23 (1H, d 5,00, dd, J = 8,7/15,2 Hz). Outros
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sinais caracteristicos destes dois esteréides foram de H-6 (2H, d 5,33, d, J =
53Hz) e H-3 (OH, d 3,55, m). Os sinais na regido de d 0,6-1,0 foram
correspondentes a protons metilicos das metilas (18, 19, 21, 26, 27 e 29)
presentes nas duas estruturas. Os demais sinais que correspondem aos dois
esterdides ndo apareceram bem resolvidos, dificultando as atribuigoes.

A confirmagdo da existéncia da mistura de [19] e [25] foi feita por meio
da observacdo dos deslocamentos quimicos correspondentes a C-22 e C-23 de
[25], nos espectros de RMN *C (50,2 MHz) e APT (Figuras 11 e 12). O espectro
de APT apresenta como caracteristica os sinais de CH e CH; em fase oposta aos
sinais de CH,, além da ndo-apresentacdo dos sinais correspondentes a carbonos
quaternérios observados norma mente no espectro de RMN *3C.

Verificase que a presenca da dupla ligagcdo em [25] promove o
aparecimento de dois deslocamentos de -CH, em d 129,27 e 138,40, 0 que o
difere do sitosterol [19], em gue estas posi¢coes estdo em d 26,10 e 34,0, dos
carbonos C-23 e C-22, respectivamente.

Os snais apresentados no Quadro 13, correspondentes aos carbonos
olefinicos, foram caracterizados por apresentarem-se mais desblindados em
relacdo aos demais. O deslocamento quimico em d 140,80 foi atribuido a C-5, em
razdo do desaparecimento deste sinal no espectro de APT, e também por aparecer
mai's desblindado que os carbonos olefinicos de [25], C-22 e C-23.

Os carbonos ol efinicos de [25], C-22 e C-23, foram facilmente observados
no espectro de RMN 13¢C e confirmados como sinais de CH, por meio de APT,
por aparecerem numa regido do espectro caracteristica de carbonos olefinicos e
por causa da menor intensidade destes sinais, que aparecem apenas no
estigmasterol, comparados aos outros sinais de CH, como C-6, que estdo
presentes tanto em [25] quanto em [19].

O sna em d 121,60 foi atribuido ao carbono olefinico restante,
confirmado que era CH por meio de APT. O sinal em d 71,70, por aparecer
isoladamente numa regido caracteristica de carbono ligado a hidroxila, foi
atribuido a C-3, Unico deste tipo nas duas estruturas (BEZERRA et al., 1994,
ARAGAO et al., 1990).
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Quadro 13 - Dados de RMN*3C e APT (50,2 MHz, CDCl5) de RPH1 (b-sitosterol
e estigmasterol) e comparacdo com valores da literatura

RPH1 (d **C) Tipode b-sitosterol  estigmasterol
C  b-sitosterol  estigmasterol  carbono dc d**c
1 37,13 37,13 CH, 37,30 37,25
2 31,51 31,51 CH, 31,60 31,64
3 71,65 71,65 CH 71,70 71,81
4 42,15 42,15 CH, 42,30 42,29
5 140,60 140,60 C 140,80 140,73
6 121,60 121,60 CH 121,60 121,72
7 31,78 31,78 CH, 31,96 31,89
8 31,78 31,78 CH 31,94 31,89
9 50,00 50,00 CH 50,20 50,12
10 36,37 36,37 C 36,50 36,40
11 20,96 20,96 CH, 21,10 21,08
12 39,64 39,57 CH, 39,80 39,68
13 42,15 42,15 C 42,30 42,29
14 56,63 56,73 CH 56,80 56,87
15 24,18 24,18 CH, 24,30 24,38
16 28,13 28,80 CH, 28,30 28,24
17 55,92 55,82 CH 56,10 55,93
18 11,74 11,92 CHs; 11,90 11,87
19 18,92 11,93 CH; 19,40 19,38
20 36,02 40,38 CH 36,20 40,50
21 18,66 21,10 CH3 18,80 21,20
22 33,81 138,20 CH,/CH 34,00 138,40
23 25,94 129,10 CH,/CH 26,10 129,27
24 45,69 51,11 CH 45,85 51,23
25 29,01 29,01 CH 29,20 31,89
26 19,71 18,91 CH; 19,80 19,00
27 19,28 18,66 CH; 19,80 19,00
28 22,93 25,29 CH, 23,10 25,42
29 11,86 12,14 CH3 12,30 12,27

BREITMAIER, 1993.
GOULART et al., 1993.
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Quadro 14 - Fatores de retencdo para padroes de aglicares e amostra do extrato
etandlico da polpa em cromatografia em papel descendente, ao final

de seishoras
Fatoresderetencdo
Padr Ges (cor revelada) Padr 6es Amostra

xilose (verde) 0,35 -
galactose (azul) 0,19 -
maltose (azul) 0,04 -
manose (azul claro) 0,12 -
lactose (azul claro) 0,03 -

frutose (marrom) 0,28 0,28
ribose (azul claro) 0,53 -
celobiose (azul) 0,03 -
arabinose (verde) 0,38 -

sacarose (cinza) 0,06 0,06

glicose (azul) 0,15 0,15

3.1.3. Constituintes obtidos a partir dos extratos da casca

3.1.3.1. Extrato hexanico

a- Sesquiter penos

Pela andlise por infravermelho pode-se caracterizar em RCH1B a presenca
de hidrocarbonetos insaturados pelas absorgbes 3.050 (UC=C-H), 2.940 e
2.910 (uC-H), 1.450 e 1.390 (ds C-H) cm'* (Figura 13).

Esses hidrocarbonetos, quando analisados por CG, originaram o
cromatograma mostrado na Figura 14, em que 0s picos principais foram
selecionados e submetidos a fragmentacdo em espectrometro de massa acoplado.
Os espectros de decomposicéo de massas foram comparados com os dos padroes
existentes na espectroteca do computador, relacionando as estruturas mediante a
maior probabilidade de semelhangca. As Figuras 15, 16, 17 e 18 mostram os

espectros de massas, sendo a seguir mostrados os principais fragmentos de massa.
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De acordo com as atribuic¢des, conclui-se que RPH1 tratava-se de uma

mistura composta pel os esterdides estigmasterol [25] e b-sitosterol [19].

[19] 22,23 - dihidro
[25] D%

3.1.2.2. Extrato etandlico
a. Aclcares

O extrato etandlico, apos submetido a cromatografia em papel, revelou
a presenca dos possiveis agucares. frutose [26], glicose [27] e sacarose [28]. A
identificagdo foi obtida por meio da comparacéo dos fatores de retencéo (Ry) e

coloragdo dos padrdes com os da amostra (Quadro 14).

CHOH CHOH

CH,0H o CHOH O
o o
OH OH OH OH,
CHOH oH OH 0 CH,0H
OH
OH OH OH

OH

[26] [28]
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Figura 13 - Espectro no infravermelho (puro) de RCH1B.
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Figura 14 - Cromatograma de RCH1B obtido por cromatografia gasosa.
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Os compostos a-copaeno [29], a-muuroleno [30], naftaleno,
1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-7-metil-4-metileno-1-(1-metiletil)-, (1.a, 4a.a., 8a.a)
[31] e cadineno [32] mostraram padrdes de desintegracdo com maior semelhanca,
comparados aos padrdes dos picos da amostra. LOYAZA et a. (1995) atentam
para a dificuldade encontrada na andlise de dleos essenciais no que se refere a
falta de padroes puros e ao fato de um mesmo componente ser caracterizado
como duas substancias diferentes, quando se compara com bancos de dados
diferentes para mesmo tipo de coluna cromatogréfica. Assim, para confirmacao
precisa da estrutura destes componentes presentes na mistura de sesquiterpenos,
dever-se-4 proceder a0 isolamento e uso de técnicas espectroscopicas
convencionais. Todavia, a técnica de CG/EM pode revelar uma grande

probabilidade de estes compostos estarem presentes em RCH1B.

H H
15 H " H
[29] [30] [31] [32]

b - Hidr ocar bonetos alifaticos

Pela andlise por infravermelho foram feitas atribuigbes as absorgdes
2.970 e 2.900 (uC-H), 1.450 e 1.370 (ds C-H) cm™ (Figura 19); por estaandlise e
pelo teste de Lieberman-Burchard (MATOS, 1988), pode-se caracterizar RCH5A
como uma mistura de hidrocarbonetos ciclicos provavelmente pertencente a

classe dos triterpenos pentaciclicos.

c - Benzofenona: clusianona [36]

O composto RCH5B, solido cristalino de cor amarel o-clara, apresentou
PF 92-93°C. Quando analisado por IV (Figura 20), mostrou absorcdes em
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3.080 (uC=C-H), 2.970, 2.900 e 2.860 (uC-H), 1.725, 1.670 (uC=0), 1.600 (C=C
arom.), 1.470 e 1.385 cm(ds C-H).

Por meio do espectro de RMN *H (60 MHz, CDCl3) (Figura 21), pode-se
confirmar o caréter aromatico pelos sinaisemd 7,6-7,3 (m). O sinal end 17,73, a
troca com D,O (Figura 22) e a presenca de C=0 (IV) sugerem a atribuicao de
uma hidroxila quelada ocupando a posicdo beta em relacdo a carbonila
(SILVERSTEIN, 1991).

Os espectros de ultravioleta (Figura 23) reforcam essa idéia, uma vez
que se nota um deslocamento batocrémico nos dois maximos (245 => 253 nm,
295 => 327 nm), pela formacdo de um quelato, com o auminio trivalente,
estavel em meio acido, tipico desse sistema (MABRY et a., 1970), aém de
deslocamentos hipsocromicos com NaOH e NaOA c/H3;BOs (295 => 280 nm).

cy

Os deslocamentos, dois multipletos em 5,16 e 4,86 d (Figura 21),
mostraram-se caracteristicos de protons ligados a duplaligagdo (C=C-H).

Os deslocamentos em 0,97 e 1,30 d mostraram-se caracteristicos de
metilas ligadas a carbono saturado, sendo um total de quatro singletos.

O espectro de massas (Figura 24) apresentou M* 502, possibilitando, por
meio de comparagdo com benzofenonas preniladas ja identificadas em Guittiferae,
chegar a formula Cs3H40O, compativel com os compostos. nemorosonol [34]
(DELLE MONACHE et al., 1988), kolanona [35] (HUSSAIN, 1982), clusianona
A [36] e clusianona B [37] (DELLE MONACHE et a., 1991), aém de
camboginol [33] (RAMA RAO, 1980) e xantochimol [5] (DREY ER, 1974).
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Figura 23 - Espectros de UV de RCHS5B, em diferentes médios.
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[36]

Compararam-se os valores descritos para PF, 1V, UV, RMN H, RMN
3C de[5], [33], [34], [35], [36] e[37] com dados de RCH5B.

O espectro de infravermelho (Figura 20) mostrou banda de absorcéo em
1725 cm™, atribuida & carbonila ndo-conjugada, semelhante a0 sistema de [5],
[33], [34] e [36], em que C-8 possui um grupamento ceténico, distinguindo-se,
portanto, de kolanona [35], que possui uma hidroxila em C-8. O espectro de
RMN “3C (Figura 25) confirma hipétese, uma vez que dois picos acimade d
200 (d 207,7 e 207,9) sdo tipicos de sina de carbono cetbnico em C-8.

Analisando o espectro de RMN *H (200 MHz, C¢D¢) (Figuras 26 e 27),
ndo se constatou existéncia de sinais entre d 4,4 e 4,65, tipicos de absorcdo de

proton metilénico (-C(Me)=CH,), podendo-se distinguir a amostra de [5], [33] e
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[35], além de ndo haver qualquer absorcdo, no RMN **C, em torno de d 148, que
seria devida ao carbono metilénico (-C(Me)=CH,).

RCH5B pode ser claramente distinguido de [5] e [33] pela auséncia de
deslocamentos, no RMN **C, para carbonos arométicos ligados a hidroxila ~ (C-
OH) na faixa de d 143 e 150. Verificase que 0 nlcleo aromético ndo possui
nenhuma substituicdo, o que é confirmado pela presenca do pico m/z 105 (21%),
caracteristico de C¢HsCO", observado no espectro de massas (Figura 24).

A ausénciade sinaisad 174 exclui definitivamente a possibilidade de ser
kolanona [35], ja que a presenca de uma hidroxila em C-8 desblinda o sinal em
cercade 30 ppm, ndo sendo verificado na amostra qualquer sinal nessa regio.

Por fim, pode-se excluir nemorosonol [34] e kolanona [35] quando séo
observados os padrdes de decomposicdo de massas, em que O pico-base é
m/z 105.

Restou somente a clusianona [36], que apresenta espectro de UV,
espectro de massas, deslocamentos de RMN *3C e valores de DEPT 135 (Figura
28) muito similares, como pode ser visto no Quadro 15. A conjugacéo existente
entre C-6 e C-8 gera equilibrio entre as formas A [36] e B [37], justificando o
aparecimento de 60 carbonos. Os deslocamentos para RMN *H foram similares,
entretanto, o espectro da amostra foi obtido em CDCI3; (60 MHz) (Figuras 21 e
22), enquanto estudo realizado por DELLE MONACHE et a. (1991) exibia
espectro em CgDg, 0 que causava dificuldades nas atribui¢bes dos deslocamentos.
Por isso fez-se outro espectro de RMN *H (100 MHz) para RCH5B usando CgDg
como solvente, a fim de confirmar os deslocamentos para clusianona [36]
(Quadro 15).

Os dados disponiveis conduzem a formula de clusianona [36], e existem
discrepancias quanto ao ponto de fusdo (150-152°C para [36], enquanto a amostra
era de 92-93°C) e ao ndo-aparecimento de absorcdo acima de 3100 cm™ no
infravermelho (em raz&o da hidroxila). Sugere-se que essas diferencas possam
advir do processo de recristalizacdo utilizado ou da predominancia da forma A
[36] sobreaformaB [37].
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Quadro 15 - Deslocamentos de RMN *H (100 MHz, CsDg) e **C (50,2 MHz) para

RCH5B

RCH5Ba RHCHS5Bb  [36] [37] RCH5Ba - RCH5Bb
C
1 65,25 68,38 69,00 66,10 -
2 48,57 48,03 48,25 48,92 -
5 62,89 58,16 58,90 63,36 -
6 197,3 197,2 198,28 197,82 17,73 (trocacom D,0)
7 115,3 115,6 116,55 116,45 -
8 193,3 196,9 193,24 197,82 -
9 207,7 207,9 207,85 207,94 -
12 134,5 134,5 135,00 135,02 -
17 134,3 134,4 134,84 134,87 -
22 132,6 132,5 132,65 132,94 -
27 196,3 196,4 197,42 196,87 -
28 136,6 136,4 137,29 137,18 -
CH
3 46,35 46,08 46,66 46,89 1,2 (m) - 1,2 (m)
11 118,4 118,7 119,85 119,43 5,6 (M) - 5,3 (m)
16 119,5 119,9 120,57 120,95 55(m) - 5,7 (m)
21 123,3 123,8 124,82 124,18 4,81 (m) - 4,8 (M)
29,33 1286 128,8 129,58 129,66 7,60 (d) - 7,60 (d)
30,32 12754 127,51 127,88 127,78 7,1 (m)-7,1(m)
31 132,4 132,4 132,58 132,72 7,15 (m) - 7,15 (m)
CH2
4 28,66 28,66 29,42 29,23 2,2 (m) - 2,2 (m)
10 30,52 30,27 31,23 31,97 2,8 (m) - 2,8 (m)
15 40,05 38,74 40,60 39,34 2,2 (m) - 2,25 (m)
20 26,27 25,86 27,16 26,58 2,9 (M) - 2,9 (m)
CH3
13 25,86 25,92 26,31 26,23 1,71(s) - 1,68 (s)
14 17,82 17,82 18,15 18,35 1,56 (s) - 1,45 (9)
18 25,72 25,78 26,10 26,07 1,71 (s) - 1,68 (9)
19 17,87 17,92 18,28 18,44 1,68 (s) - 1,68 (9)
23 25,50 25,58 25,92 25,88 1,60 (s) - 1,56 (9)
24 17,50 17,55 17,87 17,87 1,50 (s) - 1,40 ()
25 26,63 26,68 27,01 26,96 0,82 (s) - 0,86 (s)
26 22,53 22,23 22,50 22,98 1,14 (s) - 1,08 ()
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E sugerido abaixo o padrdo de fragmentacdo para este composto, de
acordo com os percentuais observados no espectro de massas (Figura 24) e na

comparacao com dados de xantochimol [5]:

m/z 434 Ca1H3o0 5 m/z 309

HO s
g 0,
m/z 105
0

m/z 419

3.1.3.2. Extrato diclorometanico
a. Triterpeno pentaciclico: acido oleandlico [39]

A substancia RCDS8, solido branco cristalino de PF 295-298°C,
submetida a andlise no IV (Figura 29), demonstrou caréter &cido e aifatico pelas
absorces caracteristicas: banda larga em 3.350 cm™® (UOH), 2.900 cm™* (UC-H)
1.690 cm™ (UC=0).
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Figura 29 - Espectro de infravermelho (KBr) de RCD8.

Aliado ao teste de Lieberman-Burchard para triterpendides pentaciclicos
e esterdides (MATOS, 1988) e com base na comparacdo visual do espectro de
RMN *H (Figuras 30 e 31) com os existentes na literatura (POUCHERT, 1981),
foi observado que se tratava de um triterpendide pentaciclico.

O espectro de massas (Figura 32) apresentou o pico ion-molecular (M™)
em m/z 456 (3%) compativel com a formula molecular C3yHyg05. O padréo de
fragmentagcdo apresentou como pico-base m/z 248 (100%), resultante de uma
reacdo retro-Diels-Aldier, caracteristica dos triterpenos pentaciclicos
D" -insaturados das séries olean-12-eno e urs-12-eno, além dos fragmentos
m/z 203 (62%), m/z 189 (11%).

Para melhor elucidar a estrutura de RCDS8, foi analisado seu derivado
acetilado (RCD8A), o qual consistiu de solido branco cristalino, com ponto de
fusdo 263-265°C, e mostrou infravermelho (Figura 33) com banda larga de
absorcdo em 3.300-3.150 cm™ (UOH de &cido), 2.900 cm™ (UC-H), 1.725 e
1.700 cm™ (UC=0 &cido e éster), 1.640 e 1.250 cm™ (uC-O).
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%% de Transmitincia

Figura 33 - Espectro de infravermelho (KBr) de RCD8A.

Os dados de RMN 'H de RCD8 e RCD8A foram comparados com 0s
dados descritos na literatura.

Os triterpenos pentaciclicos D*-insaturados das séries ursano e oleano
apresentam o hidrogénio vinilico da ligacdo dupla trissubstituida entre 4,93 e
5,50 d. O sinal desse préton apresenta-se como tripleto largo e pouco definido,
em razdo do seu acoplamento a longa distancia com o préton H-18. Quando a
dupla ligacdo é conjugada com uma fungdo carbonilica na posicdo C-11, o
hidrogénio vinilico absorve em campo baixo (5,50 d), como um sinal simples e
enlarguecido.

Quando uma dupla ligacdo terminal esta presente, como na série lupano
[40], os hidrogénios vinilicos aparecem entre 4,30 e 5,87 d, apresentando-se

como sina largo (SHAMA et d., 1962).
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Ry

[40]

Tanto en RCD8 como em RCD8A, os espectros de RMN *H (Figuras 30
e 34) demonstram sinais em d 5,28 na forma de tripleto com J de 3,40 Hz
acoplado a longa distancia com H-18, o que pode ser visto no espectro de COSY
HH (Figura 35), podendo pertencer a série ursano ou oleano.

Os hidrogénios do grupo acetoxila de triterpenos mostram absorcdo na
faixaentre 1,82 € 2,07 d (SHAMA et a., 1962).

Os hidrogénios da acetoxila do 11-ceto a-boswelonato de metila
acetilado [41] e do echinocistato de metila diacetilado [42] absorvem em 1,99 e
2,07 d, respectivamente (SHAMA et a., 1962). A forte absor¢éo em 2,05 d ()
para RCD8A (Figura 34) foi atribuida aos hidrogénios da acetoxila.

[41] [42]

RCD8A apresentou absor¢éo em 4,50 d (t) com Jde 8,70 Hz.

Os hidrogénios afa a grupos acetoxila podem se apresentar na
configuracdo axial-equatorial. Os hidrogénios equatoriais apresentam banda
estreita em razd da menor constante de acoplamento, podendo ser axial-
equatorial (a-€) ou equatoria-equatorial (e-€). Os hidrogénios axiais podem
revelar acoplamento a-ae ae (SHAMA et dl., 1962).
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O préton H-3 axial em compostos acetilados absorve entre 4,0 e 4,75,
enquanto H-3 equatorial, como no a-boswelato de metila acetilado e seu 11-ceto
derivado [41], absorve entre 5,20 € 5,48 d (SHAMA et d., 1962).

Sugeriu-se que o tripleto em 4,50 d e J (6,52 Hz) para RCD8A (Figura
34) deve-se a absor¢do do H-3 axial, mostrando-se como um quarteto em 3,22 d
para RCD8 (Figura 30), estando alfa a hidroxila, acoplando com H-2 (Figura 35).

Os sinais das metilas angulares no espectro de RMN *H locaizam-se
numa faixa relativamente muito estreita do espectro, entre 0,65-1,50 d, o que
dificulta a interpretacdo, especialmente em espectro realizado em 60 MHz,
enquanto os espectros registrados a 100 MHz permitem melhor observagéo,
tornando possivel reconhecer inclusive os sinais das metilas secundarias
presentes na série ursano (ITO et al., 1960).

Nos compostos olean-12-enos, 0s sinais das metilas no espectro de RMN
'H n&o sdo amplamente usados para estudos estruturais, mas sua correlagdo com
estruturas estabelecidas assume importancia significativa para e€lucidacéo de
compostos desconhecidos. Modificagbes estruturais causam  mudancgas
sistematicas nos deslocamentos quimicos dos grupos metila localizados na
vizinhanca (ITO et al., 1960).

A introducdo de um grupo hidroxila em vérias posicOes do esgueleto
olean-12-eno [45] responde por alteragcbes nos deslocamentos quimicos das
metilas vizinhas ao centro substituido. A andlise demonstrada pelos autores
tomou como padréo b-amirina [44], em virtude da presenca do grupo OH na
posicéo beta de C-3 dos olean-12-enos. Verifica-se que a acetilacéo deste grupo
provoca mudanca nos deslocamentos quimicos das metilas. O efeito do grupo
acetoxila é menor do que o grupo hidroxila (ITO et a., 1960).

COOMe

HO

[43] [44]
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Ocorrem mudancas no deslocamento quimico das metilas de triterpenos
guando modificagbes sdo feitas nas suas estruturas. Com base nisto, utilizaram-se
valores basicos para esqueleto oleaneno [45] e efeito dos substituintes para o
céculo dos deslocamentos quimicos das metilas angulares (Quadro 16) (ITO et
al., 1960; TURSCH et d., 1967).

R1

[45]

Foram constatadas mudancas nos deslocamentos das metilas quando
comparados os espectros de RCD8 e RCD8A. As metilas de RCD8 foram
atribuidos os deslocamentos em 0,75 (C-26), 0,77 (C-24), 0,90 (C-30),
0,91 (C-29), 0,92 (C-25), 0,98 (C-23) €1,13 d (C-27) (Figura 31).

Os hidrogénios em C-18, nos triterpenos D"-insaturados das séries
urseno [46] e oleaneno [45], ocupam posicao alilica e aparecem como dupleto
proximo a 2,26 d em ésteres do tipo urseno [46] e em 2,82 d nos oleanenos [45],
aparecendo como duplo dupleto em virtude da interagéo entre os hidrogénios
axiais e equatoriaisdo C-19 (CHEUNG e YAN, 1972).

Quando o composto da série urseno [46] possui o carbono C-19 a-
hidroxilado, o hidrogénio do C-18 absorve em torno de 2,5 d (singleto largo),
enquanto na série oleaneno [45] aparece em torno de 3,0 d (sinal duplo)
(CHEUNG e YAN, 1972).

Atribuiu-se a presenca do duplo dupleto em 2,83 d a H-18 caracteristico
da série oleaneno [45], sendo J de 4,35 e 13,04 Hz, acoplado com H-27 (Figura
35).

Constatou-se que os sinais d 3,72 () e 1,25 (t), presentes no espectro de
RMN 'H de RCD8 (Figura 28), foram devidos & contaminago por etanol, usado
durante a recristalizacdo, 0 que ndo se verificou no espectro de COSY HH
(Figura 35) quando foi utilizada a mesma amostra, porém isenta deste solvente.
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Quadro 16 - Deslocamento quimico (d, CDCl;, 60 MHZz) dos grupos metila nas
séries olean-12-eno (TURSH et al., 1967), urs-12-eno (CHEUNG e
WILLANSON, 1969) e lupano [40] (CHEUNG e WILLANSON,
1969), tomando como valor basico o esqueleto olean-12-en [45] e
lupan-28-oato de metila[43] (CHEUNG e WILLANSON, 1969)

Tipo Substituintes CH3
23 24 25 26 27 28 29 30
Olean-12-eno Nenhum 0,88 084 094 098 1,15 0,84 0,88 0,88

3b-OH 09 080 09 101 115 085 0,88 0,88
3b-OAc 088 088 09 09 114 084 088 0,88

0,98 0,98
3-0X0 1,0 1,03 106 1,08 1,15 0,85 0,88 0,88
3b-OH 1,00 0,79 091 0,74 115 - 091 091
28-CO,Me 0,95 0,95 0,95
3b-OAc 08 086 091 0,74 1,14 - 091 091
28-COOMe 0,96 0,96 0,96
28-COOMe 086 086 091 0,73 1,14 - 091 091
0,93 0,96 0,96
Urs-12-eno
28-COOMe 0,87 082 093 0,75 108 - 080 0,95
3b-OH 097 0,79 092 0,76 107 - 080 0,95
28-COOMe
3b-OAc 087 087 09 0,75 108 - 081 0,96
28-COOMe
Olean-12-eno
3-0X0 1,08 1,04 107 081 109 - 080 0,95
28-COOMe
L upano
28-COOMe 0,84 081 086 093 09 - 0,75 0,85
3b-OH 09% 0,76 083 090 095 - 0,74 0,85
28-COOMe
3b-OAc 086 086 084 092 095 - 0,75 0,85
28-COOMe
3-0xo0, 0,93 0,93 0,93
28-COOMe 1,07 103 095 095 095 - 0,75 0,86
20-ene 083 080 087 092 095 * ** 1,73
3b-OH, 09 0,76 082 092 095 - *>* 1,70
20-29-ene, 28- 0,97 0,97
oato
3b-OAc, 083 083 083 092 095 - *>* 1,70
0,86 0,86 0,86
3-0x0, 1,06 1,00 09 092 09 - ** 1,66
20-29-ene, 28- 0,97 0,97
oato

* Faltadado naliteratura; ** Grupo =CH, terminal.
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Com os dados de RMN *H pdde-se classificar o composto RCD8 na série
olean-12-en [45], possuindo seis grupamentos CHs;, uma dupla (C=C-H), um

grupamento carboxilico e uma hidroxila equatorial.

PO0

[46] [47]

Analisando o espectro de  RMN **C para RCD8 (Figura 7), pode-se
constatar com maior exatidéo a diferenca entre triterpenos das séries olean-12-
eno e urs-12-eno.

Na série olean-12-eno existem seis carbonos quaternarios, e a série urs-
12-eno possui apenas cinco (SEO et a., 1975).

A distingéo entre as séries pode ser feita pelo delocamento quimico dos
carbonos olefinicos C-12 e C-13. De acordo com observagdes feitas por SEO
(1975), o carbono C-12 absorve na faixa de 124,0 a 125,0 d na série urs-12-eno,
sendo desprotegido em 2 d em relacdo a série olean-12-eno, que mostra o carbono
C-12 absorvendo entre 121,0 e 123,8 d. O carbono C-13 é protegido em cerca de
5 d na série urs-12-eno; essa absorgdo ocorre nafaixade 140 a145d (SEO et d.,
1975).

Podem-se observar ainda diferencas significativas nos deslocamentos
quimicos dos carbonos do anel E [47]. Estas diferencas aproximadas de 12 d (C-
18), 7,5 d (C-19), 8,5 d (C-20) e 2,7 d para C-27 sdo observadas na comparagéo
envolvendo a série urs-12-eno, em relagdo a serie olean-12-eno (SEO, 1975).

Na série lupano [40], C-12 e C-13 absorvem em 25,09 d e 38,60 d,
respectivamente, indicando a auséncia da dupla (C=C) entre esses carbonos. C-20
e C-29 absorvem em 150,60 d e 109,54 d, respectivamente, sendo 150,60 d
referente a C-20 e 109,54 d a C-29, grupo metileno terminal comum nessa série
(PATRA et al., 1981).

72



RCD8 apresentou espectro de RMN *3C (Figura 36) e DEPT (Figura 37).
Pelos dados de DEPT (8 C, 5 CH, 10 CH, e 7 CHs), descartou-se a possibilidade
de ele pertencer a série urs-12-eno que possui 7 C, 7 CH, 9 CH, e 7CHs. Pela
comparacao com a literatura, utilizando programas de computador que comparam
dados de triterpenos presentes no banco de dados com a amostra, chegou-se atrés
substéncias mais provaveis, com as respectivas atribuicbes dos carbonos de

acordo com esqguel eto de triterpendides olean-12-enos [45] (Quadro 17).

COO Sugers

Sugars O
AcO

[48] [49]

Os resultados conduziram a identificagdo de RCD8 como sendo acido
oleandlico [39], confirmando as fragmentacdes de massas exibidas pela Figura 32

e acomparacao com dados de literatura:
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Quadro 17 - Deslocamentos de RMN *3C (d) de olean-12-enos

Carbono Atribuicoes RCDS8 [49] [39] [48] [47]

C-1 CH, 38,26 38,40 38,20 38,10 38,50
C-2 CH, 27,03 27,20 27,20 23,60 27,10
C-3 CH 78,92 79,40 88,80 81,00 78,70
C-4 C 38,62 38,70 38,70 37,70 38,70
C-5 CH 55,07 53,20 55,10 55,40 55,20
C-6 CH, 18,17 18,30 17,80 18,20 18,30
C-7 CH, 32,47 32,60 32,30 32,60 32,60
C-8 C 39,13 39,30 38,30 39,40 39,30
C-9 CH 47,50 47,60 47,10 47,60 47,60
C-10 C 36,96 37,00 36,30 37,00 37,00
C-11 CH, 22,78 23,00 23,00 23,40 23,10
C-12 CH 122,5 122,60 121,70 122,60 122,10
C-13 C 143,5 143,60 14350 143,60 143,00
C-14 C 41,45 41,60 41,30 41,60 41,60
C-15 CH, 27,56 27,70 27,60 27,70 27,70
C-16 CH, 23,27 23,40 22,60 22,90 23,40
C-17 C 46,40 46,50 45,60 46,60 46,60
C-18 CH 40,82 41,00 40,80 41,00 41,30
C-19 CH, 45,74 45,90 45,80 45,70 45,80
C-20 C 30,55 30,60 30,30 30,70 30,60
C-21 CH, 33,67 33,80 33,30 33,60 33,80
C-22 CH, 32,32 32,40 31,60 32,50 32,30
C-23 CHs 27,98 28,10 27,60 28,40 28,10
C-24 CHs 15,42 15,60 15,10 17,20 15,60
C-25 CHs 15,20 15,30 16,40 15,20 15,30
C-26 CHs 17,03 16,90 16,70 16,70 16,80
C-27 CHs 25,82 26,00 25,20 25,90 26,00
C-28 C 183,4 179,40 17520 184,00 177,90
C-29 CHs 32,95 33,10 23,40 33,10 33,10
C-30 CHjs 23,46 23,60 32,70 23,60 23,60
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3.1.3.3. Extrato etandlico
a. Misturade alcoois-1

O congtituinte RCE6, PF largo, quando submetido a andlise por
infravermelho, mostrou ser uma mistura contendo &cool alifatico como
componente principal pelas absor¢des. 3.300 (UOH de &coal), 2.870 (UCH),
1.640 (UC=0, fraco), 1.025 e 1.070 cm™ (uC-O) (Figura 38).

b. Mistura de alcoois -2
O congtituinte RCE7, PF largo, quando submetido a andlise por
infravermelho, mostrou ser uma mistura contendo acool aroméatico como

componente principal pelas absorcdes: 3.300 (UOH de acool), 1.640 (UC=0),
1.595, 1.499 e 1.470 (uC=C arom.), 1.050 cm™ (uC-O) (Figura 39).
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c. Acucares
A andlise do grupo 9 por meio de cromatografia em papel possibilitou a

identificagdo dos acUcares. frutose [26], glicose [27] e sacarose [28], como

descrito anteriormente em 3.1.2.2.a.

79



CAPITULO 2

EFEITO DE CONSTITUINTES QUIMICOSEXTRAIDOS DA CASCA DO
FRUTO DE Rheedia gardneriana SOBRE Meloidogyne incognita, RACA 3

1. INTRODUCAO

Fitonematbides sdo parasitas que atacam as mais diversas culturas
economicamente rentavels, causando transtorno pela enorme perda todos 0s anos.
Os danos advém, na maioria das vezes, da penetracao desses parasitas naraiz das
plantas, onde eles competem pela absorcdo de nutrientes, diminuindo a
resisténcia e facilitando o ataque por fungos e bactérias (SASSER, 1989).

Em se tratando do controle desse patdgeno, produtos sintéticos tém
trazido inimeros problemas em razéo do acimulo de residuos téxicos, que sdo
carcinogénicos e persistentes no meio, resultando em polui¢éo ambiental (SINGH
et a., 1990; RIGITANO e BARBOSA, 1992). Diversas plantas sdo conhecidas
pela capacidade de atrair nematdides, ou por agir de forma a neutralizar a agéo
atrativa de plantas hospedeiras, por prevenir a eclosdo de juvenis ou impedir que
estes atinjam a maturidade, ou por afetar-lhes os horménios de reproducdo
(SASSER e CARTER, 1985).

Uma das respostas da planta a infeccdo por organismos fitopatogénicos é

0 acumulo de produtos secundarios do metabolismo, como alcal 6ides, terpenos,
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fendis, glicosideos cianogénicos, thienil derivados, benzofuranos, &cidos
carboxilicos, alcal6ides, diterpenos e fendis ditioacetilenos extraidos de diversas
plantas, tais como: Tagetes spp., Helenium sp., Asparagus sp., Solanum
tuberosum, Dahpne sp., Eragrostis sp., Ambrosia sp. (BIRCH et al., 1993);
eugenol [50] e linalol [51] isolados de folha de Ocimun sanctum e O. basiculum
mostraram atividade nematicida (CHATTERJEE et al., 1982; SUKUL, 1993).
Entretanto, os compostos fendlicos sdo os mais freqlientemente produzidos nas
plantas enfermas, e sua producdo esta relacionada com a resisténcia de certas
plantas a determinadas especies de nematoides fitopatogénicos (FERRAZ et al.,
1984). Este mesmo autor verificou que havia variacdes nos teores de fendis totais
em Piper nigrum L. (pimenta-do-reino) infestada por Meloidogyne incognita e
gue os nivels altos destes compostos hem sempre estavam associados a maior

resisténcia da planta.

OH
OMe
HO S
CH,CH=CH, A =
[50] [51]

O uso de plantas chamadas antagonistas € um método eficiente de
controle de nematdides e ndo oferece riscos ab meio ambiente. Por outro lado, a
aplicacdo de extratos de plantas, ou incorporacdo de folhas ao solo, néo € viavel
na maioria dos casos, pois a quantidade requerida para se obter uma alta
eficiéncia é muito grande. Alguns extratos e 0Oleos vegetais, entretanto, sao
eficientes quando empregados em tratamento de sementes ou imersao de raizes, o
que torna viavel o0 seu uso direto, principalmente em pequenas propriedades.
Torna-se necessaria a busca de compostos nematicidas que podem servir de base
para 0 desenvolvimento de novos produtos, menos danosos ao homem e ao meio
ambiente (FERRAZ e VALLE, 1995). Neste sentido, s&o testados extratos que

podem conduzir ao isolamento de principios ativos.
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BABU e SUKUL (1990) testaram extratos aquosos e 0leos essenciais
contendo limoneno [52] e mentol [53] de folhas de Hyptis suaveolens sobre
Meloidogyne incognita e verificaram sua acdo nematicida. Resultados também
foram positivos para citral [54], geraniol [55], farnesol [56], fitol [57], &cido
abiético [58] e 2-metoxixantona [59]; este Ultimo é um dos componentes
principais de Mesua ferra Linn. (Guttiferae) (SINGH et al., 1990).

[52] [53] [54] [55] [56]

X C*EOH COOH

[57] [58] [59]

SCRAMIN et al. (1987) avaliaram extratos (a 1%) de diferentes espécies
e partes vegetais obtidos por extragdo com solventes organicos [hexano(H),
cloroféormio(C) e etanol(E)], in vitro, quanto a atividade nematicida ou
nematostética contra juvenis de segundo estadio de Meloidogyne incognita, raca
1. Dentre os 62 extratos de plantas avaliados, somente os extratos a seguir
mostraram atividade potencial: Tagetes minuta (folhaH e caule-H), Tagetes
patula (caule-C), Cassia ocidentalis (fruto-E), Ageratum conyzoides (folha-C),
Vernonia condensata (caule-H,C) e Alomia fastigiata (flor-H).

Neste ensaio buscou-se determinar, por meio de testes in vitro, a
potencialidade dos constituintes, RCH1B, RCD8 e RCH5B, extraidos do fruto de

Rheedia gardneriana para o controle de Meloidogyne incognita, raca 3.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Efeito de RCD8, RCH5B e RCHI1B sobre a eclosdo de juvenis de

Meloidogyne incognita, raca 3

2.1.1. Obtencéo das massas de ovos de Meloidogyne incognita, raca 3

As massas de ovos foram obtidas a partir de culturas puras de
Meloidogyne incognita, raga 3, mantidas em casa de vegetacdo do Departamento
de Fitopatologia da UFV, em tomateiro cv. Santa Cruz. As plantas foram
removidas dos vasos, e 0s sistemas radiculares foram lavados delicadamente, para
ndo perder as massas de ovos. Por meio de um microscopio estereoscopico e com
a guda de uma pinca e um estilete, as massas de ovos foram retiradas

individualmente e transferidas para camaras de eclosZo.

2.1.2. Avaliacéo in vitro da atividade de RCD8, RCH5B e RCH1B sobre

Meloidogyne incognita, raca 3

Foram testadas as substancias RCD8, RCH5B e RCHI1B, usando-se
suspensdes na concentragdo de 100 ng.mL™. Esses constituintes foram

solubilizados em dimetilsulféxido (DM SO) a 1% em agua destilada, utilizando
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aparelho de ultra-som. Adicionaram-se 3,0 mL de cada suspensdo a camara de
eclosfo congtituida de placa de Petri (5,0 cm de didmetro), contendo tela de nylon
com maha de 1 mm forrada com lengo de papel (tipo Kleenex). Nesse conjunto
foram depositadas 10 massas de ovos, num total de cinco placas (repeticdes) por
tratamento. Duas testemunhas foram utilizadas. uma onde se empregou somente
agua destilada (3,0 mL) e outra, a solucdo de DMSO a 1% (3,0 mL). As camaras
de eclosiio foram mantidas a temperatura de + 25°C na auséncia de luz. As
avaliacdes consistiram da contagem dos juvenis de segundo estadio (J,) as 48,
96, 144, 192 e 240 horas apds exposicdo das massas de ovos aos extratos
testados. Foram removidas as suspensdes a cada avaliacdo, e outros 3,0 mL
foram novamente adicionados as cAmaras de eclosdo. As contagens dos J, foram
efetuadas sob micrdscopico estereoscopico, usando cdmara de contagem de
Peters.

Posteriormente, escolheu-se RCD8, a qual apresentou a maior atividade
de inibicdo da eclosdo dos juvenis para estudar o efeito de dosagem sobre a
eclosdo de M. incognita, raca 3. Utilizaram-se as suspensbes de RCDS8 nas
concentragdes de 800, 400, 200, 100 e 50 mg.mL™* em DM SO a 1%, repetindo-se
0 procedimento anterior.

Ao fina das 240 horas retiraram-se as suspensdes contendo RCDS,
substituindo-as por &gua destilada, avaliando-se o nimero de J, eclodidos em
288 horas e 336 horas, visando avaliar o carater nematicida ou nematostético

desta substancia.



3. RESULTADOSE DISCUSSAO

O sistema de solvente agua/lDM SO a 1% para preparo das emulsdes ndo
influenciou significativamente a ecloséo dos juvenis, quando comparado com a

eclosdo em &gua pura (Figura 1).

NGmero de juvenis eclodidos
5000

4500
4000
3500 —e— DMSO
3000 —8— AGUA
2500 —aA— RCD8
2000 —»— RCH5B
—¥%— RCH1B
1500
1000
500
0+ | | | |
48 96 144 192 240

Tempo (horas)

Figura 1 - Efeito de constituintes quimicos extraidos da casca do fruto de Rheedia
gardneriana sobre a eclosdo in vitro de juvenis de segundo estédio de
Meloidogyne incognita, raca 3, avaliados a cada 48 horas.
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A Figura 2 mostra o efeito das suspensdes das substancias RCDS,
RCH5B e RCH1B a 100 ng.mL™ ao longo do tempo, em cinco avaliagdes a cada

48 horas apbds a montagem das camaras de ecl0sdo.

% de inibicdo *

45 ¢

40,46
40 +
35+
30 +
257 20,16
20 +
15 +
10 +
ST 2,28
0 T T T T u
51 RCD8 . RCH5B . RCH1B
Tratamento

(*A porcentagem € dada em relacdo ao nimero total de juvenis eclodidos na agua).

Figura2 - Efeito de constituintes quimicos extraidos do fruto de Rheedia
gardneriana sobre Meloidogyne incognita, raga 3, na concentracéo de
100 mg.mL ™ ao final de 240 horas

Das trés substancias avaliadas, RCD8 apresentou maior porcentagem de
inibicdo de eclosdo dos juvenis de M. incognita, raca 3 (Figura 2). Esta
substancia € o acido oleandlico, pertencente a classe dos triterpendides
pentaciclicos, e ndo foi encontrado na literatura relato algum sobre compostos
desta natureza com atividade sobre fitonematéides.

O valor negativo referente a RCH1B (Figura 2) indicou ligeiro estimulo a
eclosdo dos juvenis. Esta substancia € uma mistura de hidrocarbonetos
insaturados ciclicos (sesquiterpendides). Dos compostos similares descritos na
literatura, somente os possuidores de oxigénio (citral [54], limoneno [52], etc.)
demonstraram acdo sobre fitonematdides (BABU e SUKUL, 1990;
CHATTERJEE et d., 1982).
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Ja RCH5B demonstrou valor de inibiggo intermediario (Figura 2). E um
composto pertencente a classe das benzofenonas preniladas, possuindo uma
carbonila ligada ao nacleo aromatico. Compostos aroméaticos foram citados por
FERRAZ et al. (1984) como fatores de resisténcia de plantas a fitonematdides.

Quando se avaliou o total de juvenis de M. incognita eclodidos até as 336
horas, tanto para o tratamento em que foi usada RCD8 e posterior troca por agua
destilada, como para o controle, notou-se que a taxa de ecloséo de J, demonstrava
tendéncia de crescimento, ou sgja, a presenca desta substancia so estava causando
retardamento da eclosdo, ndo sendo verificada morte das larvas (Quadro 1),

caracterizando-se, portanto, um efeito nematostético.

Quadro 1 - Somatorio das médias de J, de Meloidogyne incognita, raca 3,
eclodidos na presenca de diversas doses de RCD8 até 240 horas e

336 horas

Tratamento Somatoério das médias de J, eclodidos

até 240 horas | até 336 horas
% de inibicdo

800 ng.mL™  1347,6 (164,3) 63,55 2393,6 (304,7)
400 ng.mL™*  1837,2 (304,0) 50,31 2806,8 (430,7)
200 ng.mL™*  2331,2(319,8) 36,95 3648,0 (560,9)
100 ng.mL™*  2479,6 (376,4) 32,93 3564,8 (611,8)
50 ng.mL?  2994,8 (515,3) 19,00 3685,2 (688,2)
Contole 3737,2 (312,0) 0,00 4276,0 (328,1)

4desvio-padréo.

Verificou-se que os valores de inibicdo da eclosdo de J, (Quadro 1)
mostraram comportamento logaritmico explicado pelacurvaY = 21,671Ln(X) +
3,3369 com um R? = 0,9809 a 5% de significancia (Figura 3). A medida que a
concentracéo da substancia aumentava, o percentual de inibicdo teve acréscimo
répido no inicio e tendéncia & estabilizacdo a partir de 400 mg.mL™, havendo

acréscimo de somente 13,2% quando se passou para 800 ng.mL™ .
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Figura3 - Curva de regressio da concentracgo (em ng.mL™) de RCDS8 versus a
eclosdo de juvenis Meloidogyne incognita, raga 3, ao final de 240 horas
emrelacdo a agua.

Os valores de inibicdo, in vitro, obtidos com RCD8, ndo foram altos,
guando comparados com compostos nematicidas conhecidos, por exemplo
2-metoxixantona [59], um dos componentes principais de Mesua ferrea Linn.
(Guttiferag). Essa substancia exibiu potencial nematicida sobre Meloidogyne
incognita, com 72,4% de mortalidade a 100 ng.mL™ e 54,6% a 10 mg.mL™* apds
48 horas (SINGH et al., 1990).

Outros estudos, envolvendo esse constituinte, devem ser efetuados,
porgue todo tratamento visando ao controle de fitonematoides ndo é erradicante,
e estas medidas objetivam sempre reduzir populacdes. Testes in vivo, em casa de
vegetacdo, além de estudos da interacdo desse composto com a planta hospedeira,
talvez possam promover melhor controle desses patdgenos.

Comparando as classes dos compostos testados com os descritos na
literatura (ZUCKERMAN et a., 1971), observou-se que a presenca de
grupamentos oxigenados (alcoois, acidos, fendis, etc.) estd relacionada com o

potencial nematicida ou nematostético.
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Outro aspecto a ser considerado seria provocar modificagbes na sua
estrutura quimica, com retirada ou introducdo de grupamentos quimicos,
hidrogenacéo, etc., visando melhorar a atividade de RCD8 no controle de

fitonematodides.

89



4. CONCLUSAO

Dos constituintes de Rheedia gardneriana testados, RCH1B, RCH5B e
RCD8, no controle in vitro do fitonematéide Meloidogyne incognita, raca 3,
RCD8 foi o que apresentou melhor resultado. Esse composto, um triterpeno
pentaciclico, foi capaz de reduzir a populacdo em 63,5% em 240 horas, na
concentragdo de 800 ng.mL™, mostrando um efeito nematostético. RCH5B
(benzofenona) apresentou baixa atividade de inibicdo de ecloséo (20,16%) e
RCH1B, congtituido de mistura de sesquiterpenos (CisH,4), ndo demonstrou

atividade inibitéria, anbosa 100 my.mL™ .
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CAPITULO 3

EFEITO DE CONSTITUINTES QUIMICOSEXTRAIDOS DA CASCA DO
FRUTO DE Rheedia gardneriana SOBRE BACTERIAS PATOGENICAS

1. INTRODUCAO

Diversas substancias sintetizadas por plantas apresentam atividade
antimicrobiana e estdo envolvidas na resisténcia a doengas. Destacam-se as
fitoalexinas, que sdo biossintetizadas em resposta a fatores bidticos e abidticos,
participam das reacdes de defesa da planta e possuem estruturas diferentes dos
produtos antimicrobianos conhecidos, além de estarem presentes em plantas
comestiveis (MISAGHI, 1982; SATO et al., 1995; IZZO et al., 1995).

A literatura registra ndo sO 0 uso de substancias puras, como de extratos
de plantas, no controle de enterobactérias patogénicas e fitobactérias.

KAI et a. (1990) testaram os efeitos antimicrobianos de extratos de casca
de Tsuga heterophila e verificaram que os extratos metandlico e aceténico, em
solucdo de NaOH e aquoso, inibiram o crescimento de Candida albicans,
Sacharomyces cerevisiae, Pseudomonas syringae, Sreptomyces scabies e

Gibberela zeae.
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Ja SOUZA et al. (1990) isolaram triterpenos pentaciclicos da casca de
raiz de Austroplenckia polpunea, e o acido 3-hidroxi-2-oxofriedelan-3-en-20a-
carboxilico [60] mostrou atividade contra Escherichia coli, Saphylococcus
aureus e S, typhymurium. Extratos aquosos de cha e café mostraram, em ensaios
in vitro e em casa de vegetacdo, potencial para controle das fitobactérias
Pseudomonas syringae pv. pisi (ragas 1 e 2) e P. s. pv. phaseolicola (raga 1)
(ALSTROM, 1992).

COOH

HO

[60]

FOURNIER et al. (1994) determinaram a composicao do 6leo essencial
de trés espécies de Xilopia, utilizando CG/EM, constatando a presenca dos
terpenos: a-humuleno [61], a-copaeno [29], gmuuroleno [62], a-cubebeno [63],
valenceno [64] e limoneno [52], além de compostos oxigenados como elemol

[65] e cubenol [66], que exibiram moderadas atividades bacteriostatica e

fungistatica.
H
H
[61]

[65] [66]

VILLASENOR et al. (1995) verificaram a acd0 de extratos de frutos,

folhas e flores de Cucurbita maxima sobre Bacillus subtilis e Escherichia coli. O
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extrato etandlico do fruto inibiu completamente o crescimento de B. subtilis e
parcialmente o de E. coli.

SATO et al. (1995) verificaram que a 5,7,2' 4’ -tetrahidroxi-8-lavandulil-
flavanona [67] exibiu efeito sobre Staphylococcus aureus em concentrages que
variaram de 3,13 a 6,25 mg.mL™; estes autores também avaliaram o sinergismo
desta substancia com outros agentes antimicrobianos e observaram em aguns

casos maior eficiéncia nainibicdo de crescimento bacteriano.

[67]

Outro composto possuindo grupamento cetdnico ligado ao nlcleo
aromético (benzofenona prenilada), kolanona [35], também mostrou grande
aividade, a 10000 ng.mL™, sobre crescimento de enterobactérias patogénicas
(Pseudomonas aeruginosa, Saphylococcus aureus, Bacilus subtilis,
Sreptococcus pneumoniae e Candida albicans), com halos de inibicdo médios de
14 mm, enquanto no controle eles eram de 1,5 mm.

Neste ensaio procurou-se avaliar asensibilidade in vitro de fitobactérias e
enterobactérias patogénicas, quando cultivadas em meios contendo constituintes

quimicos extraidos da casca do fruto de Rheedia gardneriana.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem e cultivo dos microrganismos

Os microrganismos fitopatogénicos empregados neste trabalho foram
procedentes da bacterioteca do Departamento de Fitopatologia da UFV. Foram
utilizadas as seguintes bactérias. Agrobacterium tumefaciens (galha de coroa em
rosaceas), Clavibacter michiganense subsp. michiganense (cancro bacteriano do
tomateiro), isolado mas ndo identificado (em milho), Pseudomonas solanacearum
(murcha bacteriana das solanéceas) e Erwinia sp. (podriddo-mole). Dentre os
microrganismos enteropatogénicos do Departamento de Microbiologia da UFV,
foram utilizadas as seguintes bactérias: Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus. Os isolados foram cultivados
em meio 523, de KADO e HESKETT (1970), e preservados sob 6leo minera a
4°C.

2.2. Sensibilidade in vitro de diferentes fitobactérias a RCH1B, RCH5B e
RCDS8

A sensibilidade in vitro das bactérias fitopatogénicas estudadas a
RCH1B, RCH5B e RCD8 foi determinada pela observacéo de seus efeitos no
crescimento de colbnias. Para este estudo, foram empregados 0 meio 523 e
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suspensdes (tindaizadas) a 100 mg.mL™ de RCH1B, RCH5B e RCD8 em 4gua
destilada com dimetilsulfoxido (DM SO) a 1%.

Ao meio 523, com concentracdo final de 10 ng.mL™ dos constituintes em
estudo, adicionou-se 0,1 mL de cada suspensdo bacteriana, com pipeta
automatica, espalhando com alca de Drigalsky, em camara asséptica de fluxo
laminar. A seguir, as placas foram incubadas em estufaa 26 + 2°C, por 24 horas,
e observados os crescimentos bacterianos em relagdo ao controle (somente meio
523 e suspensdo bacterianad). Para cada bactéria foram realizadas quatro
repeticoes.

2.2.1. Sensibilidade de Clavibacter michiganense subsp. michiganense a
diferentes concentracdoes de RCH5B

O procedimento para esta avaliagdo foi 0 mesmo descrito em 2.2, sendo
utilizado o meio 523 contendo RCH5B nas concentracoes de 2, 4, 8, 16 e 32
my.mL ™. Foram redlizadas quatro repeticdes para cada concentracéo, bem como
para o controle.

2.3. Sensibilidade in vitro de diferentes enterobactérias a RCH1B, RCH5B e
RCDS8

A sensibilidade in vitro das bactérias enteropatogénicas estudadas a
RCH1B, RCH5B e RCD8 foi determinada pela observacdo de seus efeitos no
crescimento de colbnias. Para este estudo, foram empregados 0 meio 523 e
suspensdes (autoclavadas a 121°C por 15 minutos) a 800 ng.mL™ de RCH1B,
RCH5B e RCD8 em égua destilada com dimetilsulfoxido (DM SO) a 1%.

Ao meio contendo concentracgo final de 80 ng.mL™ dos constituintes em
estudo adicionou-se 0,1 mL de cada suspensdo bacteriana, com pipeta automati-
ca, espalhando com al¢a de Drigalsky, em camara asséptica de fluxo laminar. A
seguir, as placas foram incubadas em estufa a 37°C, por 30 horas, e observados os
crescimentos bacterianos em relacéo ao controle (somente meio 523 e suspensao
bacteriana). Para cada bactéria foram realizadas quatro repeticoes.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A utilizagdo de DMSO a 1% em agua como agente dispersante dos
constituintes testados foi apropriada, uma vez que em testes preliminares n&o foi
verificada qualquer atividade deste produto sobre o crescimento bacteriano,
guando comparado ao controle (sem DM SO).

Ja no teste qualitativo, somente RCH5B demonstrou atividade sobre as
fitobactérias Clavibacter michiganense subsp. michiganense e o isolado do milho
(ndo identificado) (Quadro 1).

Quadro 1 - Avaliac8o do crescimento bacteriano apos 24 horas de incubacdo, a
26 + 2°C, em meio de cultura contendo RCH1B, RCH5B e RCDS8 a

10 ng.mL™*
FITOBACTERIA RCH1B RCH5B RCD8
Agrobacterium tumefaciens + +

Clavibacter michiganense subsp. michiganense
isolado do milho (n&o identificado)
Pseudomonas solancearum
Erwinia sp.

1
+ + + + +

+
+
+
+

(+) crescimento; (-) auséncia de crescimento.
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Em seguida, no teste quantitativo, avaliou-se o comportamento de
Clavibacter michiganense subsp. michiganense na presenca de RCH5B em
diferentes concentragdes. Observou-se que ndo houve crescimento bacteriano nos
meios contendo concentracdes de 4, 8, 16 e 32 ng.mL™. Na concentracéo de 2
nmg.mL™" o crescimento foi comparével ao ocorrido no controle,

Em relagdo as enterobactérias, este teste in vitro permitiu constatar que
RCD8 e RCH5B, na concentragdo de 80 ng.mL™, promoveram inibicdo de
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (Quadro 2). Nos meios
contendo RCD8 notou-se ainda algum crescimento, quando comparado ao
controle, denotando que na concentracdo de 80 ng.mL™ ndo houve completa
inibico do crescimento bacteriano. Ja para RCH5B nenhum crescimento

bacteriano foi verificado, mesmo em observacdes apds 48 horas de incubacéo.

Quadro 2 - Avaliac8o do crescimento bacteriano apos 30 horas de incubacdo, a
37°C, em meio de cultura contendo RCH1B, RCH5B e RCDS8, a 80

my.mL™*
ENTEROBACTERIA RCH1B RCH5B RCDS8
Escherichia coli + + +
Listeria monocytogenes + - +
Salmonella typhimurium + + +
Saphylococcus aureus + - +

(+) crescimento; (+) crescimento parcia; (-) auséncia de crescimento.

As substéncias RCH5B (benzofenona) e RCDS8 (triterpendide)
mostraram-se promissoras no controle de algumas bactérias, e 0s compostos com
natureza quimica semelhante [35] e [60], com oxigénio na estrutura, ja haviam
mostrado atividade antibacteriana (SOUZA et al., 1990; HUSSAIN et al., 1982;
SATO et a., 1995). Ja a ndo-atividade de RCH1B pode estar associada a
auséncia de grupamentos oxigenados, uma vez que estruturas semelhantes, porém
possuindo oxigénio na estrutura (FOURNIER et al., 1994), inibiram o

crescimento de bactérias. Estes estudos sdo importantes e servem de base para
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outras investigacdes mais detalhadas que podem auxiliar no entendimento do
mecanismo de acdo das substancias, além de possibilitar 0 uso das estruturas

guimicas como modelo para sintese de novos compostos antibacterianos.
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4. CONCLUSAO

Dos constituintes testados, RCH5B inibiu totalmente o crescimento, in
vitro, da fitobactéria isolada do milho (ndo identificada), a 10 ng.mL™, e
Clavibacter michiganense subsp. michiganense a 4 ng.mL™, aém das
enterobactérias Listeria monocytogenes e Saphylococcus aureus a80 mg.mL ™. J&

RCD8 apresentou inibicdo parcial a 80 ng.mL™" das enterobactérias Listeria

monocytogenes e Staphylococcus aureus.
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CAPITULO 4

EFEITO DE CONSTITUINTES QUIMICOSEXTRAIDOS DA CASCA DO
FRUTO DE Rheedia gardneriana SOBRE A GERMINACAO DE
SEMENTES DE Sorghum bicolor

1. INTRODUCAO

A intoxicacdo do solo e da agua por residuos de herbicidas e pesticidas,
utilizados na agricultura, mostram reflexos sobre a fauna silvestre, tanto terrestre
quanto aquética, e vém levando os governos de diferentes paises a estabel ecerem
leis cada vez mais rigorosas contra 0 uso indiscriminado de agrotoxicos (RICE,
1984).

Busca-se, portanto, o controle das pragas por métodos alternativos menos
agressivos ao meio ambiente. Neste contexto surge a aelopatia, uma forma de
competicdo em que o controle de uma espécie sobre a outra se faz por meio de
substancias quimicas, liberadas para 0 meio pelas diferentes espécies. Da mesma
forma que outros compostos de grande uso farmacol 6gico foram descobertos em
plantas, moléculas com efeitos alelopaticos tém também sido detectadas em
plantas de diferentes familias vegetais (RICE, 1984).

Torna-se necessario, entretanto, o conhecimento das fontes naturais

desses produtos, quais sdo eles e como atuam na inibicdo e no crescimento de
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outras espécies vegetais (RICE, 1984). Neste sentido, verifica-se que pesquisas
envolvendo testes alelopéticos vém sendo efetuadas com substancias naturais de
diversas clases quimicas.

TRIPATHI et al. (1981) relatam os efeitos alelopaticos de Eupatorium
adenophorum e sua interferéncia no crescimento de outras espécies vegetas, 0
mesmo sendo verificado por EINHELLIG e RASMUNSEN (1978) em relagéo
aos acidos sdlicilico [68], p-OH-benzaico [69], vanilico [70], O-coumarico [71],
p-OH-cindmico [72] e ferdlico [73]. HALLIGAN (1975) relata o isolamento dos
terpenos com efeito alelopatico extraidos de Salvia leucophylla: 1,8 cineole [74],
canfora [75], a-pineno [76], b-pineno [77], canfeno [78] e thyjona [79]; e
MULLER (1970) relata o uso de terpenos isolados de arbustos. O papel destes
terpenos esta relacionado com sua presenca em folhas, eles sdo volaes,
formando nuvens de vapor ao redor de outras plantas, estdo presentes nos solos
rodeando as plantas, agem sobre os microrganismos do solo e tém um efeito
significativo na germinacdo de sementes. Outros terpendides com efeitos
alelopéticos foram extraidos de Eucalyptus globulus, Eucalyptus camaldulensis,
Artemisia absinthium e Ambrosia psilostachya (MULLER, 1970; GANT e
CLEBSH, 1975; NEIL eRICE, 1971).

[68] [69] [70]

[71] [72] [73]
E S §3
[74] [75] [76] [77] [78] [79]
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Sesquiterpendides contendo o esqueleto basico de cadineno [28] séo
produzidos por uma grande variedade de plantas com acdo alelopatica
(TALWAR et al., 1992). Dessaforma, BARUAH et al. (1994) estudaram o efeito
de cadinenos isolados de Eupatorium adenophorum e verificaram seus efeitos
inibitorios na germinagdo de sementes de Allium cepa, Raphanus sativus e
Cucumis sativus.

Assim como 0s mono e sesquiterpendides, os triterpendides tém sido
testados como aeloquimicos. MACIAS et a. (1994) isolaram os triterpendides
lupeol [11], betulina [12], aldeido betulinico [80] e norlupano [81] de fragbes de
Melilotus mesanesis que foram testadas sobre sementes de Cucumes sativus,

mostrando baixo efeito de reducéo de crescimento de radicula.

| .

HO

[80] [81]

Neste capitulo avaliou-se o potencial herbicida de constituintes extraidos

da casca do fruto de Rheedia gardneriana sobre sementes de Sorghum bicolor.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Avaliacéo in vitro da sensbilidade de sementes de Sorghum bicolor a
RCH1B, RCH5B e RCD8

Este ensaio foi feito com o objetivo de avaliar o potencial herbicida de
RCH1B, RCH5B e RCD8 sobre o crescimento de radicula das sementes de
Sorghum bicolor (sorgo), seguindo-se a técnica de EINHELLING e
RASMUNSEN (1983). Estes constituintes quimicos foram dissolvidos em
cloroformio (pesados de forma a dar a concentracéo final desejada) e transferidos
para recipientes com tampas rosgqueadas de 8,0 cm de didametro por 5,0 cm de
altura, contendo dois discos de papel Watman N° 1 no fundo, como absorventes.
Deixou-se evaporar todo o0 solvente por 24 horas a temperatura ambiente. Logo
apos, foram adicionados 2,0 mL de &gua destilada, de forma que as concentracdes
finais, para os diferentes pesos, fossem 50, 100, 500 e 1000 ng.mL™. Foram
colocadas, em cada recipiente, 20 sementes selecionadas de Sorghum bicolor,
incubando em germinador a 25°C por 72 horas, quando se mediu o tamanho das
radiculas. Foram realizadas quatro repeticdes e utilizou-se uma testemunha que
continha somente adgua destilada.

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico (teste de Tukey a

5% de erro).
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

A porcentagem de germinacdo foi maior que 93% nos tratamentos,
demonstrando a boa qualidade das sementes utilizadas, como pode ser visto no
Quadro 1.

Quadro 1 - Porcentagem de germinacéo e médias dos comprimentos das radiculas
das sementes de Sorghum bicolor tratadas com os constituintes
quimicos RCH1B, RCH5B e RCD8

Tratamento Concentracdo (mg.mL™) % de
1000 500 100 10 germinacao”

RCHIB  1,8(048)° 1,7(055) 2,1(0,10)  2,2(0,24) 93,4

RCH5B  1,4(0,23) 1,5(0,38) 1,7(0,40)  1,6(0,13) 93,1

RCD8  2,0(064) 21(0,30) 21(0,15  2,0(0,33) 95,6

Testemunha 1,8(0,28) 1,8(0,28) 1,8(0,28)  1,8(0,28) 93,8

%0 valor entre parénteses é o desvio-padréo para as médias rel acionadas.
®foram consideradas como germinadas as sementes com radiculas maiores que
0,1 cm.

Os tratamentos utilizando RCH5B a 500 e 1000 ng.mL™ mostraram
diferenca significativa quando comparados ao testemunha; e os valores de

comprimentos de radicula, 1,5 e 1,4 cm, mostraram que houve 16,7 e 22,2%,
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respectivamente, de inibicdo de crescimento da radicula. Essa substancia € uma
benzofenona prenilada (clusianona [36]), possuindo caréter aromatico, o que
talvez possa justificar essa atividade, uma vez que compostos aromaticos estéo
associados a resisténcia de plantas, como ja verificado por EINHELLIG e
RASMUNSEN (1978). Os demais constituintes testados ndo exibiram qual quer

atividade sobre a germinacéo de sementes de Sorghum bicolor.
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4. CONCLUSAO

Dos constituintes avaliados (RCH1B, RCH5B e RCDS8), somente
RCH5B apresentou potencial efeito alelopético, e os demais ndo apresentaram
atividade in vitro, nas concentragfes testadas, para inibicdo de crescimento de

radicula de sementes de Sorghum bicolor.
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RESUMO E CONCLUSOES

O estudo quimico do fruto de Rheedia gardneriana (casca e polpa)
possibilitou o isolamento e a identificagcdo dos seguintes constituintes: RCH1B
(sesquiterpenos - a-copaeno, a-muuroleno, cadineno), ésteres de acidos graxos
(palmitato, estearato, oleato, linoleato, linolenato), aclUcares (glicose, sacarose,
frutose), RPH1 (esterGides - estigmasterol, b-sitosterol), RCDS8 (triterpendide
pentaciclico - acido oleandlico) e RCH5B (benzofenona - clusianona). Dentre os
congtituintes ndo identificados, estdo: RCH1A (mistura de hidrocarbonetos),
RCH5A (mistura de hidrocarbonetos insaturados), RCE6 e RCE7 (mistura de
alcoois) e RPH2 (mistura de ésteres graxos de cadeia longa).

A identificacdo dos sesquiterpenos e do &cido oleandlico é fato inédito
nessa planta e no género Rheedia, assim como 0s ensaios bioldgicos in vitro.

O constituinte quimico RCH5B, na concentracdo de 100 ng.mL™, causou
20,16% de inibicéo de eclosdo do fitonematdide Meloidogyne incognita, raca 3,
aém de inibir, a 80 ng.mL™, o crescimento das enterobactérias Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes, ao lado da fitobactéria Clavibacter
michiganense subsp. michiganenese na concentracd minima de 4 nmg.mL™.
Quanto ao potencial alelopatico, RCH5B promoveu inibicdo de 16,7 e 22,2% na
germinacéo de sementes de Sorghum bicolor (sorgo) nas concentragoes de 500 e
1000 ng.mL™, respectivamente, e nas concentracdes de 100 e 10 ng.mL™ ndo

houve efeito de inibicdo.
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Dos congtituintes testados, o RCD8 demonstrou maior potencial para
controle do fitonemat6ide Meloidogyne incognita, raga 3, além de causar inibicéo
moderada no crescimento das enterobactérias Listeria monocytogenes e
Saphylococcus aureus a 80 mg.mL™.

RCH1B né&o apresentou potencial para controle dos patégenos testados,
nem inibic&o de germinacdo de sementes de Sorghum bicolor.

Serdpo feitos mais estudos, visando dar continuidade a este trabalho, tanto
na purificacdo e identificagcdo das susbtancias com estruturas néo-elucidadas,
como em testes especificos com as substancias RCD8 e RCH5B em bactérias

patogénicas.
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