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OLIVEIRA, Débora Ramos. Metabdlitos Especiais Isolados de Raizes e Folhas de
Brachiaria humidicola. 2015. 108p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Qui-
mica de Produtos Naturais). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

As espécies do género Brachiaria sio oriundas da Africa, sdo plantas tipicas de clima
tropical que tiveram excelente adaptacdo em diferentes solos do Brasil. Apresentam grande
importancia na agropecudria do pais por serem utilizadas na produgdo extensiva de gado de
corte ou leite. As espécies do género Brachiaria sdo conhecidas pelo seu alto efeito alelopati-
co, atribuido a derivados do 4cido cinamico, e por produzirem saponinas esteroidais que cau-
sam fotossensibilizacdo hepatotdxica em ruminantes. Este trabalho teve como objetivo identi-
ficar metabolitos especiais produzidos pelas folhas e raizes da espécie B. humidicola, através
de andlise dos extratos obtidos através de extracdo com maceracdo a temperatura ambiente e
fracionamento dos extratos através de particdo com solventes e uso de técnicas cromatografi-
cas, incluindo colunas abertas de adsor¢do e exclusdo, cromatografia liquida de alta eficiéncia
e cromatografia a gds. A identificacio das substancias foi feita com andlises de espectros de
ressonancia magnética nuclear de 'He “Ce espectrometria de massas € comparagdo com
dados da literatura. Do extrato de folhas de B. humidicola foram identificados os 4cidos 2-
hidroxi-3-metoxibenzoico, dcido trans-4-hidroxicindmico e dcido para-hidroxibenzoico, 2,3
diidrobenzofurano e os flavonoides isorhamnetina-3-O-B-D-glicopiranosideo, quercetina-3-
O-B-D-glicuronato de metila, quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo e tricina (5,7,4’-trihidroxi-
3’,5’-dimetoxi-flavona). Do extrato de raizes foram isoladas duas saponinas esteroidais, 3-O-
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B-D-glicopiranosil-(4°-17)-O-a-L-ramnopiranosil-(2°-1°")-O-o.-L-ramnopiranosil-25(S)-

espirosta-5-eno e penogenina-3-0O-B-D-glicopiranosil-(2’-17)-O-a-L-ramnopiranosil-(4’-1""")-
O-o-L-ramnopiranosideo; e um flavanol identificado como catequina-7-O-fB-D-
glicopiranosideo. Esses dcidos e saponinas esteroidais pertencem a classes de metabdlitos
especiais ja identificados em espécies de Brachiaria. Entretanto os flavonoides, diidrobenzo-

furano e a saponina do tipo penogenina estdo sendo relatadas pela primeira vez neste género.

Palavras-chave: Brachiaria humidicola, saponina esteroidais, penogeninas, flavonoides.



OLIVEIRA, Débora Ramos. Special Metabolites Isolated from the leaves and
Roots of Brachiaria humidicola. 2015. 108p. Dissertation (Magister in Che-
mistry, Chemistry of Natural Products). Instituto de Ciéncias Exatas, Departa-
mento de quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro Rural, Seropé-
dica, RJ, 2015.

The species of Brachiaria genus are originally from Africa, they are typically of tropi-
cal climate that had excellent adaptation in different kinds of Brazilian soil. They have great
importance in the country for agricultural use in the extensive production of cattle cutting or
milk. The species of the genus Brachiaria are known for their high allelopathic effect owing
to the presence of cinnamic acid derivatives, and the production of steroidal saponins that
cause photosensitivity hepatotoxic in ruminant. This study aimed to identify special metabo-
lites produced by the leaves and roots of B. humidicola. It was made by the analysis of ex-
tracts obtained by maceration at room temperature, and fractionation by solvent partition and
chromatographic techniques including open column of adsorption and exclusion, high-
performance liquid chromatography, and gas chromatography. The identification of com-
pounds was done by 'H and C NMR, and mass spectrometry and comparison with literature
data. From the leaves extracts of B. humidicola were identified 2-hydroxy-3-methoxy-benzoic
acid, trans-4-hydroxycinnamic acid, p-hydroxybenzoic acid, 2,3-dihydrobenzofurane, besides
the flavonoids isorhamnetin-3-0-B-D-glucoside, quercetin-3-O- B-D-glucuronic acid methyl
ester, quercetin-3-O- B-D-glucopyranoside and tricin (5,7,4’-trihydroxy-3’,5’-dimethoxy fla-
vone). From the extract from the roots were isolated two steroidal saponins, 3-O-o-L-
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rhamnopyranosyl-(4’-17)-a-L-rhamnopyranosyl-(2°-1°")-p-D-glucopyranosyl-25(S)-spirost-

5-en and penogenin-3-0-o-L-rhamnopyranosil (4’-1")-a-L-rhamnopyranosil-(2’-1°")-B-D-
glucopyranoside, and the flavanol 7-O-B-D-glucopyranosil-catechin. The identified com-
pounds, such as acids and steroidal saponins, belong to special metabolites classes that have
been identified in Brachiaria genus, however flavonoids and saponin type penogenin are be-

ing reported for the first time in this genus.

Keywords: Brachiaria humidicola, saponin, penogenin, flavonoid.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem uma 4rea de mais de 220 milhdes de hectares de pastagens, e um rebanho
bovino de aproximadamente 195 milhdes de cabecas. Da drea total de pastagens, cerca de 100
milhdes de hectares correspondem a espécies cultivadas na sua regido tropical, formadas prin-
cipalmente por espécies do género Brachiaria (MACEDO, 2005).

De modo geral, se devidamente manejadas e adubadas, essas pastagens podem apresen-
tar boa persisténcia e inclusive elevar o seu nivel de produtividade, permanecendo sustentd-
veis por muitos anos (ZIMMER & CORREIA, 1999). Entretanto, o que tem sido observado
com maior frequéncia, é que, apds poucos anos de uso, as pastagens sofrem um declinio em
produtividade, seguido por uma invasdo de plantas daninhas, surgimento de dreas descobertas
e encrostamento do solo (MACEDO, 2005). Esse processo, indicativo de um estado de nao
sustentabilidade, é conhecido como degradacdo das pastagens. Estimativas recentes indicam
que os processos de degradagdo afetem mais de 60% das pastagens cultivadas do pais (IBGE,
2003), causando elevadas perdas econdmicas a producdo pecudria nacional (OLIVEIRA,
2000).

De acordo com ZIMMER & CORREA, 1999, a degradacdo € consequéncia da ma for-
macao da pastagem, de praticas de manejo inadequadas e também da ndo adocdo de praticas
de adubacdo de manutencdo e conservacdao do solo. Pesquisas tém mostrado que os baixos
niveis de nutrientes disponiveis nos solos tropicais contribuem para o agravamento do pro-
blema. O nitrogénio (N) representa um papel relevante nesse aspecto, pois € considerado o
principal nutriente para a manuten¢do da produtividade das gramineas forrageiras, sendo que
a maioria dos solos tropicais possui quantidades insuficientes deste nutriente (SANCHEZ,
1976; WENZL et al., 2003). Sendo assim, a reversao da degradagdo das pastagens implica,
entre outras medidas, no estabelecimento de estratégias de reposicao dos nutrientes em defici-
éncia. Sabe-se que o aumento da disponibilidade de nitrogénio nos ecossistemas pastoris, po-
de ser obtido pela aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, ou pela consorciacao das gramineas
com leguminosas forrageiras, dada a capacidade dessas plantas para fixar biologicamente o
nitrogénio atmosférico. Todavia, os altos requerimentos desse nutriente por parte das grami-
neas forrageiras, aliado a enorme drea cultivada, sdo fatores que inviabilizam, economicamen-
te, uma estratégia de recuperacdo baseada exclusivamente no uso de adubac¢do de origem in-
dustrial. J4 o uso de pastagens consorciadas, entre gramineas e leguminosas, supde uma via
bioldgica de introducdo de nitrogénio no sistema produtivo, através dos mecanismos de trans-

feréncia do N, atmosférico via bactérias do género Rhizobium.



Todavia, todos esses beneficios, que apontam na direcao do aumento da rentabilidade e
da sustentabilidade das pastagens consorciadas, poucas vezes sdo efetivamente realizados,
uma vez que a utilizacdo de leguminosas nas pastagens brasileiras continua insignificante.
Virias razdes podem justificar esse fato, incluindo as tentativas fracassadas no passado, mas
atualmente, a visdo predominante é que a ndo adocdo dessa tecnologia € devida, principal-
mente, a baixa persisténcia das leguminosas tropicais nas pastagens. Tal fato, realmente pode
vir a desencorajar até a continuidade das pesquisas necessdrias ao langamento de novos mate-
riais, conforme observacao de PEREIRA, 2002.

O consorcio entre gramineas e leguminosas envolve duas espécies com caracteristicas
morfofisiolégicas distintas (ZIMMER, 1987), com taxas diferenciadas de crescimento. Como
¢ usual no caso onde duas ou mais espécies sdo cultivadas num mesmo agrossistema, relagdes
de competicao por fatores de crescimento, se estabelecerdao entre elas, em um prazo mais ou
menos curto, cujo resultado dependerd da habilidade competitiva de cada uma (MATTOS &
PEDREIRA, 1984).

Até recentemente, a instabilidade verificada nos ecossistemas de pastagens cultivadas
era atribuida a competi¢do por dgua, luz e nutrientes; as diferencas morfoldgicas e as dificul-
dades de se manejar grupos de plantas fisiologicamente diferentes. Entretanto, atualmente,
existe a concepcao de que uma planta pode interferir direta ou indiretamente no desenvolvi-
mento de outras em seu entorno, através de producdo de substancias que sdo liberados para o
meio ambiente, fendmeno esse que Molish, em 1937, denominou alelopatia. Por defini¢do, o
termo, em si, engloba tanto os efeitos detrimentais como os estimulatérios e leva em conta a
participacdo dos micro-organismos do solo (RICE, 1984). Nesse contexto, essas informagdes
indicam que forrageiras do género Brachiaria possuem atividade alelopdtica potencial, resul-
tando na inibicdo da germinacdo de sementes e alongamento da radicula em diferentes espé-
cies (REZENDE et al., 2003). Essas informag¢des sugerem também que algumas espécies pos-
suem uma maior habilidade competitiva em condi¢des de pastagens consorciadas, provavel-
mente devido as suas potencialidades alelopatica (STANIZIO et al., 1991).

Esta hipotese estda fundamentada na existéncia de mecanismos usados por algumas es-
pécies vegetais, liberando ao ambiente, substancias de diferentes classes de metabdlitos espe-
ciais, denominadas genericamente aleloquimicos ou metabdlicos secundérios, gerando alguma
interacdo com outras espécies da sua vizinhanca. A capacidade de produzir e utilizar tais subs-
tancias, geralmente outorga as espécies doadoras, vantagens na obtencdo de fatores abidticos

de crescimento, como luz, nutrientes e dgua (RICE, 1984).



Dentro deste contexto os zootecnistas e demais profissionais da agropecudria carecem
de conhecimentos sobre na quimica das espécies que utilizam como pastagem, no caso infor-
macdes sobre espécies do género Brachiaria assim como citadas acima, sdo muito usadas no
pais como pastagem. Estas questdes t€ém aproximados esses profissionais a quimica de produ-
tos naturais, por isso, além das expectativas de descobrir as razdes das espécies de Brachiaria
dominarem o meio onde sdo cultivadas, inibindo o desenvolvimento de outras espécies e, in-
clusive, dificultando o consorciamento, ha necessidade do conhecimento da quimica destas
gramineas em termos dos metabdlitos especiais. Os fatores relatados acima justificam a pro-
posta deste trabalho cuja etapa inicial € conhecer os metabdlitos secundarios presentes nas

espécies de Brachiaria, e neste caso o estudo fitoquimico de B. humidicola.

2. OBJETIVOS

Isolar metabdlitos especiais das folhas e raizes de Brachiaria humidicola através da
purificacdo de extratos obtidos por maceragdo a frio, fracionando-os com o uso de técnicas
cromatogréficas classicas e de alta eficiéncia. Caracterizar as substancias isoladas por técnicas

espectroscopicas como RMN 'He PCe EM.

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Ordem Poaceae

Poaceae (Gramineae), pertencente a ordem Poales, que estd dividida em 12 subfami-
lias: Anomochlooideae, Pharoideae, Puelioideae, Bambusoideae, Ehrhartoideae, Pooideae,
Aristidoideae, Arundinoideae, Chloridoideae, Centothecoideae, Panicoideae e Danthonioideae
(VIANA & LOMBARDI, 2007).

As gramineas representam o componente basico de diversos ecossistemas terrestres,
desempenhando papéis ecoldgicos diversos e contribuindo significativamente com a biodiver-
sidade local. Ecossistemas savanicos tropicais, como o Cerrado brasileiro e a savana africana,
caracterizam-se pelo extrato herbdceo composto por um tapete graminoso, que ocupa biomas-
sa expressiva, base da cadeia alimentar (JACOBS et al., 1999; SHAW, 2000). Nesses ecossis-
temas verificasse altissima diversidade de espécies de Poaceae que se destaca como uma das
mais importantes familias na sua composi¢ado floristica (HAASE & BECK, 1989; DAVIS et
al., 1994; MENDONCA et al., 1998).

Estudo sobre a diversidade agrostoldgica brasileira, BURMAN (1985) citou 1368 es-

pécies de gramineas para o Brasil. Este estudo seminal precisa ser atualizado, uma vez que



nos ultimos 20 anos, tdxons novos foram descritos e diversas novas citacdes foram registradas
para o Brasil. Grande parte da diverisidade de gramineas no Brasil concentra-se nos dominios
fitogeograficos do Cerrado, Pampa e Mata Atlantica (BURMAN, 1985). A Amazodnia e a
Caatinga carecem de inventdrios significativos com enfoque a familia Poaceae para que se

tenha uma nog¢do mais concreta da sua diversidade agrostolégica.

3. 2. Género Brachiaria e o Consorciamento

O género Brachiaria tem fornecido importantes espécies de forrageiras para as regides
tropicais tanto na Africa e Austrélia, e, mais recentemente na América do Sul. Nestas areas,
espécies de Brachiaria, formam pastagens que se adaptam as mais variadas condi¢des de so-
los, desenvolvendo-se desde solos umidos e férteis, como a B. purpurascens, até os solos po-
bres de Cerrado sujeitos a secas estacionais, como a B. decumbens.

Dentro do género Brachiaria, sete espécies sdo bastantes empregadas como recurso
forrageiro na America Tropical (KELLER-GREIN et al., 1996; VALLE et al., 2010); sao elas
B. arrecta (Hack.) Stent, B. bizantha (Hochst. ex A. Rich.) Stapf, B. decubens Stapf, B. dic-
tyoneura Stapf, B. humidicola (Rendie) Schweickerdt, B. mutica (Forsk) Stapf e B. ruziziensis
R Germ. & Evard. Dentre estas as mais utilizadas no Brasil sdo a B. decubens, B. bizantha e
B. humidicola; cada uma delas com exigéncias nutricionais diferenciadas, ndo somente devido
aos fatores genotipicos e de fenologia, mas pela interacdo destes com fatores do solo, clima e
sistema de manejo adotado (FERRAZ, 2003; PERON & EVANGELISTA, 2004). Apesar de
boa adaptabilidade mostrada por este género evidenciada pelo elevado vigor e alta produtivi-
dade de fitomassa nos primeiros anos de implantagdo observam-se, com o passar dos anos,
um processo de declinio de produtividade vegetal. Esse declinio é chamado de degradagdo de
pastagem e as suas causas podem estar associadas ao manejo inadequado, superlotacdo e a
ndo adocao de préticas conservacionistas da sustentabilidade das pastagens, especialmente a
ndo reposicdo dos nutrientes extraidos do sistema (BODDEY et al., 1993; ZIMMER & COR-
REA, 1999).

Para evitar essa degradacdo natural uma das ferramentas € a incorporagdo de nitrogé-
nio no solo que pode ser feito por adubacdo ou por um processo biolégico. A principal fonte
bioldgica é a consorciagdo de espécies leguminosas, que conseguem transferir N, atmosférico
via bactérias do género Rizobium. Com a inclusdo de uma leguminosa em um campo de gra-

minea pura, ocorre uma melhor distribui¢do da producdo anual de forragem em oferta, devido



a maior tolerancia a seca que mostram algumas espécies de leguminosas usadas em consorcio,
em relagdo as gramineas forrageiras (KLUSMANN, 1988).

H4 muito tempo sabe-se que as familias Fabaceae e Poaceae possuem caracteristicas
morfoldgicas, anatdmicas e fisioldgicas distintas que tornam dificil o seu desenvolvimento em
conjunto. Uma diferenca bésica estd na eficiéncia fotossintética, uma vez que as leguminosas
possuem a via C3 (ciclo fotossintético de fixacdo de carbono) enquanto que as gramineas tro-
picais sao do tipo C4, o que determina maiores taxas de crescimento nas monocotiledonias
(LACHER, 2000; TAIZ & ZEIGER, 2009). Da mesma forma, a pesquisa tem identificado e
contrastado diferencas, entre as interagdes (interferéncias) por fatos abidtico (competi¢do) ou
bidticos (interagdo entre plantas) (FERREIRA & BORGHETTI, 2004). A interferéncia bidtica
€ aquela onde a planta (doadora) produz metabdlitos que podem provocar efeito direto ou
indireto, benéfico ou prejudicial, na germinacdo e crescimento de outras plantas adjacente
(receptoras) (RICE, 1984; DEUBER, 1992; KOBAYASHI, 2004; LARA-NUNEZ et al.,
2009).

3. 3 Quimica do género Brachiaria

O género Brachiaria tem sido bastante estudado em funcdo de sua alta empregabilida-
de no campo na alimentag@o animal. A maioria dos trabalhos realizados sdo em relagdo ao seu
valor nutricional, composicao de minerais (Ca, Mg, P, K) , teor de fibras e proteina. Em fun-
cdo das propriedades alelopdticas apresentadas por seus extratos e casos de fotossensibiliza-
cdo hepatotoxica causados em ruminantes que consomem estas gramineas, o estudo dos meta-
boélitos secunddrios produzidos por essas plantas tém aumentado. As espécies B. decumbens e
B. bizantha sao mais estudas em funcdo de seu maior uso na pecudria.

Em relacdo ao estudo fitoquimico das espécies de Brachiaria a maioria estd voltada
para a identificacdo de saponinas esteroidais e triterpenicas que sao responsaveis pela intoxi-
cacdo dos animais que as consomem.

Os estudos realizados por PIRES et al., 2002 com as folhas de B. decumbens identifi-
caram a presenga de saponinas esteroidais e sapogeninas na parti¢do butandlica do extrato
metandlico. No trabalho foram identificadas as seguintes saponinas 3-f-metéxi-lanost-9(11)-
eno, diosgenina, yamogenina, 3-O-B-D-glicopiranosil-24(S)-etil-22 E-deidrocolesterol, 3- O-f3-
D-glicopiranosil-24(R)-etil-22E-deidrocolesterol, protodioscina e 3-O-{a-L-ramnopiranosil-

(1-4)-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)]-a-D-glicopiranosil } -25(S)-espirost-5-eno.



Em um trabalho apresentado na 34°RA SBQ (FREITAS et. al., 2011) apresentou a se-
guinte composi¢do para a particdo n-butanol do extrato hidrometandlico das folhas de Brachi-
aria humidicola, identificaram a presenca de quatro saponinas com esqueleto furostanico, a
protodioscina e a metilprotodioscina, pela primeira vez identificadas nas folhas da espécie
além de duas outras, o costusosideo-I e costusosideo-J.

BRUM et al., 2009 quantificaram saponinas do tipo protodiscina nas folhas das espé-
cies de B. decumbens e B. bizantha por espectofotometria, a partir do extrato etandlico das
folhas, a particdo butandlica foi submetida a cromatografia em camada fina eluida em cloro-
férmio: metanol: dgua (16:9:2) e revelada com 4cido sulfirico 10% e reagente de Ehrlich, a
determinagdo do percentual de saponina foi feito em comparagdo com o padrao previamente
isolado a protodiscina. Neste trabalho conclui-se que o periodo de maior concentracdo de sa-
poninas nas folhas ocorre quando a planta estd no periodo de liberacdo de sementes, o estagio
maduro da planta seria o periodo de maior intoxicacao nos ruminantes.

Um estudo com interesse de identificar os compostos liberados no solo foi feito avali-
ando os exsudatos das raizes de B. ruziziensis € B. decumbens, os extratos metanolicos obti-
dos de cada uma das espécies foram analisados por HPLC e neles foram identificados dois
acidos o dcido 1,3-di-O-trans-ferrulinico e sua versdo sem uma metoxila, ndo especificada
pelos autores, as plantas foram submetidas a condi¢des de cultivo diferenciadas, em solo de
alta e baixa fertilidade. O presente estudo determinou a quantidade de compostos fendlicos
produzidos pelas plantas em funcdo das mesmas condi¢des do solo, a espécie B. ruziziensis
apresentou maior produtividade tanto nos compostos fendlicos quanto dos dcidos identifica-
dos, a producio desses metabolitos foi maior quando a planta era cultivada em solo pobre do
que em solo adubado (WENZL et al., 2003).

Em trabalhos de avaliacdo do potencial de aleloquimicos produzidos pelas raizes de B.
humidicola sobre possivel inibicdo de nitrificagdo no solo, ou seja, a acdo de determinados
compostos sobre bactérias que fazem a conversdo de compostos como amodnia e outras fontes
de nitrogénio, disponibilizado através da adubagdo quimica, em nitrato que € absorvido pela
Brachiaria e por outras espécies. As raizes de B. humidicola, submetidas a condi¢des contro-
ladas de cultivo, foram submetidas a extracdo com solu¢dao metandlica 70%, e entdo um parti-
cdo liquido-liquido com acetato de etila, a fracdo apolar foi analisada por HPLC, nesta foi
identificado os seguintes €steres graxos: p-cumarato de metila e ferrulato de metila, os que
apresentaram maior atividade inibitdria da nitrificacdo, além de etil-p-coumarato, p-cumarato
de propila, p-cumarato de butila, dcido ferrulico, ferrulato de etila, ferrulato de propila e ferru-

lato de butila que também foram ativos. (GOPALAKRISHMAN et al., 2007)
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Figura 1: Substancias identificadas e/ou com atividade presentes nas espécies de Brachiaria.

3.4 Alelopatia

Do ponto de vista etimoldgico do termo alelopatia significa prejuizo mutuo, um termo
composto de duas palavras, "Allelon" ("um do outro") e "pathos" ("sofrimento") (MOLISH,
1937). A defini¢ao tradicional do fendmeno da alelopatia é descrito como "qualquer efeito
direto ou indireto causado por uma planta (incluindo microrganismos) a outro por meio da
producdo de substancias quimicas que escapam para o meio ambiente”. (RICE, 1984)

No espirito de muitas outras interacdes abrangem uma definicdo mais ampla é que de-
senvolvido pela Sociedade Internacional de alelopatia em 1996, definindo-o como “qualquer

processo que envolve metabdlitos secunddrios produzidos por plantas, algas, bactérias e fun-
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gos que, afetam o crescimento e desenvolvimento de sistemas biologicos e agricolas”. As
plantas apesar de autotréficas sao iméveis, nao podendo por isso escapar dos ataques de ini-
migos. Por este motivo, a principal funcio dos aleloquimicos nas plantas € a protecao ou defe-
sa contra o ataque de fitopatégenos e pragas ou invasdo de outras plantas (WHITTAKER,
1970).

Os efeitos alelopaticos desenvolvidos pelas plantas estdo diretamente ligados as for-
mas de liberagdo de seus metabdlitos no ambiente, sendo assim é possivel classificar quatro
possiveis técnicas, volatilizacao, lixiviacdo, decomposi¢do e exsudagdo. Segundo RICE, 1984,
a liberacao de substincias voldteis a partir de folhas afetam outras espécies presentes no ecos-
sistema, a caracterizagdo destes metabdlitos volateis se torna complexa pelo fato de se difun-
direm facilmente na atmosfera. O processo de lixiviacdo tem como veiculo a dgua das chuvas
e orvalho que ao percorrer folhas, galhos e caule levam consigo metabdlitos soldveis que se
encontram na superficie das mesmas, atingindo assim o solo e provocando o efeito alelopatico
(RICE, 1984). A decomposi¢do do material organico por acao de micro-organismos leva tam-
bém a liberacdo de substincias no solo, tanto pela simples incorpora¢do como pela modifica-
cdo das substincias pela transformacdo metabdlica de micro-organismos. O Processo de ex-
sudacdo consiste na liberacdao de metabdlitos pela raiz, esse método de liberacdo € caracteri-
zado como o mais potente em efeitos de inibi¢do de desenvolvimento de outras espécies
(ALMEIDA, 1998; MALHEIROS & PERES, 2001).

Em agrossistemas aleloquimicos tém efeito prejudicial sobre o crescimento da cultura
de associados ou de culturas de préxima temporada (RICE, 1984). As ervas daninha também
podem apresentar efeitos sobre a cultura e atrapalhar seu desenvolvimento (SINGH et al.,
2001). Além de efeitos sobre outras plantas, os aleloquimicos produzidos por plantas invaso-
ras também podem contribuir no controle de pragas e resisténcia a doengas, e posteriormente,
conferir uma vantagem competitiva para o invasor (HARIBAL et al., 1998)

De acordo com as diferentes estruturas e propriedades os aleloquimicos podem ser
classificados nas seguintes categorias: dcidos organicos soliveis em 4gua, alcodis de cadeia
linear, aldeidos alifaticos e cetonas (RICE, 1984), lactonas insaturadas simples (WESTON,
L.A. et al., 2003), 4cidos graxos de cadeia longa e poliacetilenos (ZENG et al., 2008); quino-
nas e benzoquinonas, antraquinonas (MOLISCH, 1937); fendlicos (SINGH et al., 2001); aci-
do cinamico e seus derivados (CALLAWAY, 2002), cumarinas (RIDENOUR et al., 2001),
flavonoides, taninos, esteroides e terpenoides (HARIBAL et al., 1998).

Cereais pertencentes a familia Poaceae (gramineas syn.) incluem importantes espécies

para alimentacdo humana e animal, tais como trigo, cevada, aveia, arroz, milho, centeio ou



sorgo, entre outros. Sao conhecidos para estas espécies seus efeitos alelopaticos que poder ser
explorados contra ervas daninha durante o manejo (WU et al., 1999). Cereais sido fontes de
aleloquimicos, como dcidos hidroxamico, acido cafeico, 4cido p-cumadrico, acido ferrulico,
acido benzoico, L-triptofano, graminha e escopoletina. Eles decompdem a benzoxazolinona,
que € conhecida por interferir na germinacdo e no desenvolvimento inicial de vdrias hortali-
cas, induzindo a mudancas bioquimicas, como a diminui¢do da atividade de amilases, interfe-

rindo no metabolismo vital (FERNANDEZ-APARICIO et al., 2013).

3.5 Fotossensibilizacao

A fotossensibilizacdo caracteriza-se por uma sensibilidade exagerada do animal aos
raios solares, e aos comprimentos das ondas que causam as lesdes, em geral situados dentro
da faixa do visivel, é determinado pelo agente fotossensibilizador, na maioria das vezes, um
pigmento fluorescente (TOKARNIA et al., 2012).

Existem dois tipos de fotossensibilizacdo: a priméria e a secunddria ou hepatdgena.
Em ambos os casos a doenga é causada pela presenca de um agente sensibilizador na corrente
sanguinea. A fotossensibiliza¢io primadria € caracterizada pelo consumo da planta que contem
o agente fotossensibilizante e esse € absorvido diretamente no intestino do animal. A fotos-
sensibiliza¢do secundaria ocorre quando a planta ingerida possui uma substancia que provoca
alteracdes no parénquima hepdtico ou nos ductos biliares com perturbagdes da eliminacdo da
filoeritrina (TOKARNIA et al., 2012).

A filoeritrina € subproduto da degrada¢do da celulose pela acio de protozodrios que se
encontram dentro do estdmago dos ruminantes ou equinos, esquema 1, pag. 10. A filoeritrina
¢ entdo absorvida na mucosa do intestino e em um animal salddvel ela é eliminada pela acao
da bile no trato intestinal. A dificuldade em eliminar essa substincia leva a sua absorcdo no
intestino e consequentemente acimulo no sangue e quando, sob influéncia dos raios solares,

provocam as feridas na pele.
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Esquema 1: Producdo da filoeritrina.

As gramineas do género Brachiaria produzem metabdlitos secundérios que desenvol-
vem a fotossensibilizacdo em ruminantes e equinos, as substancias responsabilizadas sdo as
saponinas esteroidais. Esse fendmeno € atribuido especialmente as saponinas do tipo protodi-
oscina, figura 2, (BRUM et al., 2009), entretanto sabe-se que estas espécies produzem outros
tipos de saponinas. Estas substancias formam cristais com sais biliares que se acumulam no

figado, onde sdo produzidos, e na vesicula biliar.

i 1: R1=H; R2= H Protodioscina;
5 2:R1=H; R2= Me Metilprotodioscina;

Figura 2: Estruturas das saponinas protodioscina.

Diversos casos de fotossensibilizacdo por ingestdo de Brachiarias sdo descritos, a es-
pécie que apresenta maior quantidade de casos é a B. decumbens, porém ocorrem também em
menor nimero com outras espécies, por exemplo, sdo conhecidos casos de intoxicacao por B.
humidicola em equinos no Pard (BARBOSA et al., 2006), em ovelhas que ingeriram B. bri-
zantha também no Para (FREITAS et al., 2009) além de outros casos devidos ao consumo das
espécies de Brachiaria e outras gramineas que produzem saponinas estroidais (RIET-

CORREA et al., 2011).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos

Utilizou-se evaporador rotativo Fisaton 801 para concentra¢do dos extratos brutos e
fracdes.

Os espectros 1D e 2D de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H e 13C foram obtidos
em espectrometro Bruker [400 e 500MHz ('H), 100 e 125MHz ("°C)] da UFRRJ. Como pa-
drao interno para referéncia de deslocamento quimico foi usado tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (d) foram obtidos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Os cromatogramas e os espectros de massas de baixa resolu¢do foram registrados em
cromatégrafo com fase gasosa, HP-5880 acoplado a espectrometro de massas computadoriza-
do HP-5897A de analisador de ions quadrupolo e ionizagdo por impacto de elétrons, 70 eV,
CG/EM Varian Saturn 2000 da UFRRJ. O Espectrometor de Massas de Alta Resolu¢cdo mo-
crOTOF Bruker, Faculdade de Farmécia, USP- Ribeirdo Preto, pela colaboragdao do Prof. Dr.
Norberto Peporine e do técnico José Carlos Tomaz. O Espectrometor de Massas de Alta Reso-
lucao Bruker Daltonics micrOTOF, Centro de Ciéncias da Sadde-Universidade Federal do
Rio de Janeiro, pela colaboragdo do Prof. Dr. Antonio Jorge Ribeiro da Silva.

As andlises de CLAE foram feitas no equipamento HPLC Shimadzu LC-20AT,
CBM-20A, ICE-UFRRYJ, pela colaboracao da Prof. * Dr.* Rosane Nora Castro.

4.2 Métodos cromatograficos utilizados em CLAE
O método de andlise para saponinas ocorreu sob as seguintes condi¢oes: coluna anali-

tica LiChroCART-Merck RP18e (25cm x 4,0mm x 5um); fase mével B: acetonitrila (60%)-
A:H,0 (40%), a eluicdo ocorreu em gradiente [7mim 65%B, 12min 70%B e 15 60%B]; Fluxo
1,0mL/min- volume 20UI; pressao 109kgf/c.

4.3 Reveladores
As substancias foram visualizadas através da irradiacdo com lampada ultravioleta com

comprimento de onda de 254nm e 365nm e/ou reveladas com os reagentes:
o AICl; (2% m/v) em etanol;
e Vanilina sulfarica (100ml de metanol, 0,5g vanilina, Sml 4cido sulfirico 6M);

e Vapores de iodo;
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4.4 Solventes
Nos processamento cromatografico foram utilizados solventes organicos como hexa-

no; diclorometano; cloroférmio, acetato de etila, acetona, metanol e dgua. Para as andlises de
RMN'H e '3C foram utilizados solventes deuterados como, cloroférmio, metanol, dgua, piri-
dina e DMSO. Nas andlises por CLAE foram usados os solventes acetonitrila, metanol e dgua,

proprios para uso em CLAE.

4.5 Adsorventes

Para o fracionamento cromatografico em coluna de vidro foi utilizado gel de silica
230 - 400 e 70 - 230 mesh e peneira molecular do tipo sephadex LH-20 como fase estaciona-
ria. A cromatografia CCDA foi feita em cromatoplacas de gel de silica 60 PF,s¢ sobre alumi-
nio das marcas Silicicle e Sorbent. A CCDP foi realizada em placas de gel de silica 60 PF;sq

das marcas Merck e Vetec sobre suporte de vidro.

4.6 Coleta do material vegetal

Local da colheita Setor de Caprinocultura do Instituto de Zootecnia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, no municipio de Seropédica, RJ (latitude: 22°44°38” S; lon-
gitude: 43°42°27” W; altitude: 26m), A cidade possui um clima classificado como Aw, esse
tipo de clima apresenta-se com inverno seco, estacdo chuvosa no verdo, de novembro a abril,
e nitida estacdo seca no inverno, de maio a outubro (julho € o més mais seco). A temperatura
média do més mais frio € superior a 18°C. As precipitacdes sdo superiores a 750 mm anuais,
atingindo 1800 mm. Em Seropédica observam-se chuvas concentradas no periodo de novem-
bro a marco, precipitagdo anual média de 1.213mm e temperatura média anual de 24,5°C. A
coleta das folhas e raizes de Brachiaria humidicola, foi feitas no campus da UFRRJ, drea in-
tegrada ao instituto de Zootecnia, no dia 25 de maio de 2013, sob a colaborag¢do de Delci de
Deus Nepomuceno, Doutor em Ciéncia Animal e Pastagem pela Universidade de Sdo Paulo e
atualmente colaborador do Instituto de Zootecnia de nossa Institui¢do.

O material botanico foi seco a temperatura ambiente e ao abrigo da luz solar. Obtive-
mos 2,1Kg de folhas e 1,81Kg de raizes, os diferentes materiais foram triturados em um moi-

nho de facas no Laboratorio de Bromatologia do Instituto de Zootecnia- UFRRIJ.
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4.7 Preparacao dos extratos

Em frascos de vidro com capacidade para 3L o material foi distribuido de forma que
em cada frasco ndo excedesse 450g de folhas e os frasco contendo raizes a massa aproxima-
damente 620g, o controle da massa foi feito para que os frascos atingissem até metade de seu
volume e assim fosse mais fécil extrair o solvente. O volume de solvente necessario em cada
extracdo foi de aproximadamente 1,5L.

Todos os extratos foram obtidos por maceracdo a frio, utilizando trés solventes dife-
rentes, em ordem crescente de polaridade, hexano, metanol e a mistura metanol (80%) e dgua
(20%), cada extracdo teve intervalo de sete dias e o liquido extraido foi concentrado em eva-
porador rotatdrio. As extracOes foram realizadas de forma exaustiva em todos os sistemas. Os
extratos obtidos através da retirada dos solventes da solu¢do com destilagdo por evaporador
rotatdrio sob vacuo. Apods totalmente secos foram armazenados em frascos de vidro e perma-
neceram refrigerados. Os extratos foram nomeados da seguinte forma: primeiramente nome
da espécie, Brachiaria humidicola (BH), em segundo parte da planta, folhas (F) ou raiz (R),

em terceiro solvente extrator, hexano (H), metanol (M) e hidrometandélico (MH,O).

4.8 Particao liquido-liquido

A particdo foi realizada nos extratos metanélicos e hidrometandlico das folhas e rai-
zes. Cada extrato isoladamente foi solubilizado em solu¢ao de MeOH: H,O (8:2), apds solubi-
lizagdo a mistura foi transferida para um funil de separacdo de 1 L e submetida a extragdo
com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol. Cada fracdo foi concen-
trada em evaporador rotatério.

A partir de 10 g (dez gramas) do extrato metandlico de folhas, foi submetido ao pro-
cesso de particdo descrito acima, obtiveram-se as seguintes rendimentos: 1,7g do extrato he-
xanico (BHFMH), 2,3¢g do extrato diclorometano (BHFMD), 3,1 do extrato com acetato de
etila (BHFMA) e 1,2g do extrato butandlico (BRFHM) e o residuo final com 1,7g. A esque-
matizacdo dessa particdo estd descrito no esquema 2, pag. 14.

O extrato metandlico de raizes com 65,27g, foi submetido ao processo de particao sob
as condicdes ja mencionadas, obtiveram-se os seguintes resultados: 3,19g do extrato hexanico
(BHRMH), 15,19g do extrato diclorometano (BHRMD), 14,67g do extrato com acetato de
etila (BHRMA) e 14,44g do extrato butandlico (BHRMB) e o residuo final com 17,78g. A

esquematizacdo dessa particao estd descrito no esquema 3, pag. 15.
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O extrato hidrometandlico das folhas (173,56g), foi submetido as mesmas condi¢cdes
de extragdo descrita anteriormente, obtiveram-se as seguintes fracoes BHFMH,OH (2,92g),
BHFMH,OD (15,06g), BHFMH,0A (6,07g), BHFMH,0B(9,42g) e o residuo final
BHRMH,OR (140,09g). A esquematizagdo dessa particdo estd descrito no esquema 4, pag.
15.

‘ BHFM (10g)
Hexano
I |
RESIDUIO ‘ ‘ BHFMH (1,7g)
Diclorometano
I |
RESIDUO ‘ ‘ BHFMD(2,3g) ‘
Acetato de Etila
| |
BHFMA(3,1g) ‘ RESIDUO |
Butanol

{
BHFMB(1,2¢) ‘

‘ RESIDUO(1,7¢)

Esquema 2: Particao do extrato BHFM.
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BHRM (65,27g)

Hexano
|
| | |
RESIDUO BHRMH (3,19g) ‘
Diclorometano
| |
RESIDUO BHRMD (15,19¢)
Acetato de Etila
| | |
BHRMA (14,67¢g) ‘ RESIDUO

Butanol

BHRMB (14,44¢)

RESIDUO (17,78g)

Esquema 3: Parti¢do do extrato BHRM.

BHFMH,0 (173,56g)

Hexano
| |
RESIDUO ‘ BHFMH,OH (2,92¢)
Diclorometano I
| | |
RESIDUO ‘ BHFMH,OD (15,06g)
Acetato de Etila
| | |
BHFMH,OA (6,07g) RESIDUO ‘
Butanol
BHFMH,OB (9,42¢)
RESIDUO(140,09g) =——i

Esquema 4: Parti¢do do extrato BHFMH,O.




4.9 Isolamento e Purificacao dos Metabélitos Especiais dos Extratos das Folhas

4.9.1 Fracionamento cromatografico de BHFMH,0A

Preparou-se uma coluna cromatografica de gel de silica para o fracionamento do extra-
to BHRMH,OA (6,079g). O extrato foi solubilizado em metanol e adicionado a 4,30g de gel
silica 60 (70-230mesh) para adicionar a coluna. A coluna foi eluida com solventes dicloro-
mentano, acetato de etila e metanol, na forma individual e/ou em misturas binarias com pola-
ridade crescente. Para o preparo da coluna foi utilizado 24g de silica e o volume de solvente
utilizado foi de 32L, distribuidos em 320 fragdes de 100 ml cada. Essas foram analisadas por
CCDA e reunidas conforme seu perfil cromatogréfico.

As fracoes de 51 a 56 (0,1342g) foram reunidas e submetidas a fracionamento em
sephadex LH20, eluida com metanol 100%, produzindo 38 fracdes das quais 4 e 5 (0,0312g)
foram submetidas novamente a fracionamento em coluna de silica 200-400 mesh e eluente foi
diclorometano 80%: acetato de etila 20%. A fracdo 21-26 (0,0167g) possibilitou a identifica-
cdo em mistura das substancias 1, 2, 3 e 4 (fig. 6, pag. 24), que puderam ser determinadas
pela andlise via RMN 'He C e CG-EM.

As fracdes de 80 a 86 (0,1024g) foram reunidas por similaridade observada por
CCDA, sistema de eluicdo diclorometano: acetato de etila (3:2), e entdo submetida a cromato-
grafia em sephadex LH20, usou-se como fase mével utilizada foi metanol 100%. Este proces-
samento gerou 26 fracdes. As fragdes 20-23 (0,0083g) foram novamente submetidas ao fraci-
onamento em sephadex LH20, o eluente utilizado foi uma mistura de acetato de etila/ acetona/
agua (1,5: 1,5: 0,5). A fragdo 22 (0,0025g) foi selecionada e analisada por RMN 'H e CLAE-
DAD, nela foram identificadas as substancias 5 e 6 (fig. 18, pag.34).

As fracdes de 133 a 136 (0,4668g) foram reunidas por similaridade observada pela de
andlise por CCDA e, em seguida, foi novamente cromatografada utilizando como fase estaci-
ondria sephadex LH20 e metanol como fase mével, desse fracionamento produzindo 53 fra-
coes de volume aproximado 1,5mL, das quais as fragdes 37-47(0,0946g) foram sobmetidas a
purificacdo por CCDP utilizando o sistema acetona: acetato de etila (1:1), a faixa de nimero
3(0,0383g) este processamento estd resumido no esquema 5 (pag. 17) e forneceu a substincia

7 (fig. 29, pag.41), identificada por andlises de RMN 'H e °C.
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BHFMH,O0A

(6,079¢g)
CC: CHCl,; Acetato de etila; MeOH
| - | |
BHFH,0A BHFMH,0A BHFMH,OA
51-56 (0,1100g) 80-86 (0,1024g) 133-136 (0,4668g) ‘
II Sephadex LH20 Sephadex LH20 Sephadex LH20
.
‘ Fr:4e5(0,0312¢g) ‘ Fr: 20-23 (0,0083g) Fr: 37-47 (0,0946g) ‘
CC: CHCly/Acetato Sephadex LH20
de etila (20:80) CCDP: Acetona/Acetato (1:1)
Fr: 2 (0,0025g)
— — Substancias 5+ 6
Fr: 5-10 (0,0167g) Fr: 3(0,0383g)
Substancias 1+ 2+3+4 Substancia 7

Esquema 5: Fracionamento do extrato BHFMH,OA.

4.9.2 Fracionamento cromatografico de BHFMA

O extrato BHFMA (1,59g) foi cromatografado em coluna de gel de silica (70-230
mesh), eluida inicialmente com diclorometano (100%), elevando-se gradativamente a polari-
dade com acetato de etila e metanol. No preparo da coluna foi utilizado 15 g de gel de silica 1
e 7,4L de fase movel. A purificagdo gerou 148 fracdes de 50 mL que foram concentradas em
evaporador rotatdrio individualmente. As fragdes foram acompanhadas por CCDA, utilizando
os solventes diclorometano, acetato de etila e metanol, reveladas em UV, vanilina sulftrica e
cloreto de aluminio. As fra¢des similares forma reunidas em grupos.

As fragdes de 97 a 99 (0,1240g) foram reunidas e fracionadas em colunas de gel de si-
lica (70-230 mesh), que produziram 60 subfracOes, as doze primeiras fracoes foram descarta-
das, as de numero 32-37 (0,0396g) foram reunidas, fracionadas em coluna de peneira molecu-
lar (sephadex LH-20). Das 12 fra¢des produzidas as de nimero 7-9 (0,0092g) foram reunidas
e analisadas por RMN e outros experimentos como DEPTQ, HMBC e HSQC. Esta andlise
conduziu a identificacdo de um flavonoide glicosilado, substancia 8 (fig. 38, pag.50) em mis-
tura com algumas impurezas.

As fracoes de 22 a 26, obtidas do fracionamento do extrato BHFMA, foram reunidas

de acordo com sua similaridade observada em CCDA, totalizando 0,0821g. A amostra foi
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submetida a filtracdo em coluna de sephadex LH-20, produziu 25 fracdes dentre as quais o
grupo de fragdes de nimero 14-19 foi analisado por RMN e forneceu a substancia 9 (fig. 46,
pag.58).

As etapas envolvidas no fracionamento do extrato BHFMA estdo descritas de forma

resumida no esquema abaixo.

BHFMA

(1,599) ‘

CC: CHCl,; Acetato de etila'; MeOH
148 Fracoes ‘

Fr: 22-26 (0,0821g)

]
‘ Fr: 97-99(0,1240g)

CC: Acetato de etila; Sephadex LH 20
MeOH -

‘ Fr: 32-37 (0,0396g) ‘ Fr: 14-19 (0,0112g)
Substéancia: 9

Sephadex LH 20

Fr: 7-9 (0,0092¢) \
Substéncia 8 |

Esquema 6: Fracionamento do extrato BHFMA.

4.10 Isolamento e Purificacao dos Metabdlitos Especiais dos Extratos das Raizes

4.10.1 Purificacdo da fracaio BHRMA

O extrato BHRMA (5,74g) foi submetido a fracionamento em coluna de gel de silica
60 (70-230 mesh), eluida inicialmente com acetato de etila (100%), aumentando a polaridade
gradativamente com a adi¢do de metanol, até que sua concentragdo chegasse a 100%. Foram
coletadas 175 pequenas fracdes de 50ml cada, as quais foram concentradas em evaporador

rotatério sob vacuo. A comparacao das fra¢des eluidas foi feito através de CCDA (cromato-
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grafia em camada delgada analitica), observadas através de UV, vanilina sulfdrica ou com
vapores iodo, desta forma foram reunidas em grupos com caracteristicas similares.

As fragdes de ndmeros 120 a 124 (0,3082¢g) foram reunidas, pois apresentaram simila-
ridade quando eluidas e observadas em CCDA, foram entdo submetida ao fracionamento em
peneira molecular do tipo sephadex LH-20, produziu 15 fragdes, das quais a de nimero 4 foi
separada. A fracdo (4) foi submetida ao fracionamento em CLAE-DAD, as condi¢des da ana-
lise estdo detalhadas no item 4.2 pag.11. As substincias apresentaram baixo valor de absor¢ao
no UV, entre 200 e 205nm, com isso confirmamos ser uma mistura de saponinas.

O sistema que apresentou melhor eficiéncia na separacdo produziu o cromatograma
apresentado na figura 3, a amostra entdo foi submetida ao fracionamento em CLAE semipre-
parativa nas mesmas condi¢des de fracionamento ja relatadas, o processo permitiu isolar as
susbstancias com Tr:5.801, substancia 10 (fig. 53, pag.64) e com Tr: 3,064, substancia 11
(fig. 65, pag.76). Elas foram selecionadas para analises RMN e EM.

ChLabSalutionsilatavFrojectsinchbéboravi0o_07 _1MBHRMAIZO-124 . 1cd
maAll

PO hulti 1

1.699

150

1.256
3.064

Substancia 11

/

FRE]

160 Substancia 10

7

5801

S0~

(W] 2.5 5.0 T8 0.0 12.5

Figura 3: Cromatograma da fracio BHRMA 120-124 (4).

As fracdes de 29-33 (0,5340g), obtidas do fracionamento do extrato BHRMA, foram
fracionadas em peneira molecular do tipo sephadex LH20, produzindo 47 fracdes. As fracdes
de niamero 56 a 60 (0,0197) foram filtradas em coluna de silica flash com sistema de eluicao
acetato de etila: metanol (8:2), cujas analises de RMN das fracdes 1-3(0,025g) possibilitaram
identificar a substancia 12 em mistura (fig. 77, pag. 89).

O resumo do fracionamento do extrato BHRMA esta descrito no esquema abaixo.
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BHRMA (5,74g)

CC: Acetato de etila; MeOH

175 fracdes
I I |

Fr: 29-33 | Fr: 120-124

(0,5340g) ‘ (0,3820g) |
CCDP: acetato/ metanol Sephadex LH20
Fr:1-3 (0,0085g) Fr: 4 (0,0913g)
substancia 12 mistura de saponinas
CLAE-DAD
Tr: 5,801

substancia 10

Tr: 3,064
substancia 11 |

Esquema 7: Fracionamento do extrato BHRMA.

O restante do extrato (8,93g) foi purificado em coluna filtrante, com FE composta por
uma mistura de silica e celulose (1:1), a fase movel utilizada foi acetato de etila: acetona: dgua
(1,5:1,5:0,25). O fracionamento produziu 57 fracdes de 200mL que foram concentradas em
rota-evaporador. O objetivo dessa purificacio foi obter menor quantidade de fracdes e que as
iniciais fossem ricas em saponinas facilitando assim o processo de identificagdo das mesmas.
Por comparacio das amostras em placas permitiu reunir as similares. As de nimero 12 a 14
(0,785g) apresentaram manchas de coloracdo verde escura quando reveladas, caracteristicas
de saponinas, em vanilina sulfdrica assim sendo selecionadas para purificacio em Isolera ™.
A fracio BHRMA 12-14 (0,785g) foi cromatografada sob as seguintes condicdes, utilizando
o equipamento Isolera™, coluna fase normal SNAP 10g, fluxo 12ml/min, detecgdo UV de
254nm a 365nm, fase movel B:metanol, A: acetato de etila. A eluicdo ocorreu em gradiente,
de acordo com a tabela 1. No cromatograma obtido observa-se a presenca de outras substan-
cias que apresentam absor¢do de luz UV na faixa 230 a 400nm, as fracdes com substancias
que absorvem no mesmo comprimento de onda sdo representadas pela mesma coloragdo. To-
da a corrida consumiu 450ml, cada volume de coluna correspondendo a 15 ml, mesmo as fra-
¢cdes que ndo tiveram absor¢do no UV foram recolhidas, sabendo-se que as saponinas esteroi-
dais absorvem de 200 a 205 nm. As fracOes resultantes foram avaliadas por CCDA e reunidas
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de acordo com a similaridade de Rf e as caracteristicas de coloracdo quando reveladas com

vanilina sulfurica.

okl

3 [3 ]

Figura 4: Cromatograma da fragio BHRMA 12-14.

Tabela 1: Sistema de elui¢do empregado na anélise da fracdo BHRMA 12-14.

A58
24

Solvente  Mistura (%) Volume de Coluna
Equil. A/B 0 3,0
1 A/B 0-1 1,0
2 A/B 1 30
3 A/B 1-2 1,0
4 A/B 2 1,0
5 A/B 2-3 1,0
6 A/B 3 1,0
7 A/B 34 1,0
8 A/B 4 1,0
9 A/B 4-5 1,0
10 A/B 5 2,0
11 A/B 5-10 1,0
12 A/B 10 2,0
13 A/B 10-15 2,0
14 A/B 15-20 2,0
15 A/B 20 2,0
16 A/B 20-30 1,0
17 A/B 30-50 1,0
18 A/B 50-70 1,0
19 A/B 70-100 1,0
20 A/B 100 2,0

Bceshpld 20 16X
27

As andlises por CCDApermitiram selecionar trés grupos de fragdes, 8 a 13(0,035g),

87-99 (0,013g) e 100-109 (0,024g) que apresentavam trés manchas caracteristicas de saponi-

nas quando reveladas com vanilina sulftrica e, por isso, foram selecionadas para purificacao
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em CLAE-DAD em escala preparativa. O esquema abaixo resume as etapas deste fraciona-

mento.

BHRMA

Coluna filtrante: acetona; metanol; H,O

Fr:12-
14(0,785g)

| |
8-13 100-109 87-99

Fragdo selecionada para purificagio no Isolera™

I Fracdes selecionadas para
purificacdo em CLAE

CLAE-DAD

Esquema 8: Fracionamento da segunda por¢éo do extrato BHRMA.

As analises ocorreram sob as mesmas condi¢Oes descritas para a andlise de saponinas,
item 4.2 (pag. 11) os cromatogramas apresentaram picos com tempo de reteng¢ao semelhante a
amostra BHRMA 120-124(4), por isso, até o momento s6 as substancias com tempo de reten-

¢do 5,801 e 3,064 foram analisadas.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processamento cromatogréfico dos extratos de raiz e folhas de B. humidicola resul-
tou no isolamento e identificagdo de doze substancias apresentadas na figura 5, pag. 23. A
elucidacdo das mesmas foi realizada através de analises espectrais e por comparacdes com
dados da literatura. O detalhamento do procedimento de elucidag¢do serd descrito nos proxi-

mos topicos.

22



Figura 5: Substéncias isoladas de folhas e raizes de Brachiaria humidicola.

5.1 Identificacao das substancias 1, 2, 3 e 4 isoladas de BHFMH,0A

A identificacdo das substancias 1, 2 e 3, em mistura, foram realizadas por interpretacdes de
espectros de RMN'H e °C, experimentos bidimensionais HSQC, HMBC e COSY. Os duple-
tos de 16 Hz, dy 7,48 e 6,31correspondem a liga¢do dupla em trans, hidrogénios 7 e 8, respec-
tivamente, da substincia 2. Os dupletos com 8.5Hz, dy 7,52 e 6,80 foram atribuidos aos hi-
drogénios 2,6 e 3,5 da substancia 2 e 3, as interagcdes homonucleares entre esses hidrogénios
sdo observadas no experimento COSY (fig.10, pag.27). A identificacdo da substincia 1 foi
feita com identificacdo do sinal 6H 7,43 referente ao hidrogénio 2, além dos dois dupletos de
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8,5Hz referentes ao hidrogénios 5 e 6. O espectro de HSQC revela as interacdes de carbonos
diferentes com sinais de hidrogénios que se sobrepdem (fig.11, pag.28). Mesmo com padrio
de substituicdo diferentes nos respectivos anéis aromaticos ha valores de deslocamento quimi-
co de hidrogé€nios muito préximos os fatores que contribuem para a adequada atribuicdo e
correlagdo sdo as constantes de acoplamento entre os sinais € a interagdo observada no espec-
tro de COSY (fig.10, pag.27). A analise por CG-EM produziu um cromatograma que apre-
sentou trés substancias sendo uma delas a substancia 1 (fig. 15, pag. 31). O resultado das ana-
lises de RMN 'H e *C puderam confirmar a existéncia da 4-hidroxi-3-metoxi-benzdico (1),
do 4cido trans-4-hidroxicinamico (2), dcido p-hidroxi-benzdico (3) comparada com os valores
da literatura propostos por WANG et al., 2001(2) e POUCHERT & BEHNKE, 1993 (1 e 3) e
2,3-diidrobenzofurano(4) identificada por CG-EM.

0
] Z%
OH OH |7 3
L

Figura 6: Estrutura das substincias 4-hidroxi-3-metoxi-benzéico (1), dcido trans-4-hidroxicindmico (2), acido 4-

=0

OH

HO

OCH, HO

hidroxi-benzéico (3) e 2,3-diidrobenzofurano (4).

Tabela 2: Dados de RMN 'H e "°C da substancia 1 e comparacdo com valores da literatura.

Substancia 1 Acido 3-hidroxi-4-metoxi-
(DMSO-dg) benzéico
(DMSO-dg)
oc du(mult. /)  *Juc *Juc dc
1 121,87 - 121,74
2 113,09 7,43(s) C-7 112,62
3 147,64 - 147,02
4 151,48 - 150,95
5 115,84 6,85 (d,8,5Hz) C-+4 C-3; C-7; C-1 114,84
6 123,90 7,80(d, 8,5Hz) C-5 123,56
7 167,69 - 167,46
OCH; 55,95 3,81(s) 55,55

24



Tabela 3: Dados de RMN "H e "°C da substincia 2 e comparagdo com valores da literatura.

Substancia 2 Acido trans-4-
(DMSO-dg) hidroxicinamico
(DMSO-dg)
oc oy (mult. J) ?Juc *Juc oc oy (mult. J)
1 125,71 - 125,18 -
2:6 130,57 7,52 (d, 8,45Hz) C-1; C-7 129,96 7,44 (d,
C-3,5 8,6Hz)
3;5 115,28 6,80 (d, 8,5Hz) C-2,6; C-1 115,66 6,80 (d;
C-4 8,6Hz)
4 160,03 - 159,47 -
7 144,59 7,48 (d, 16Hz)  C-1; C-9; 144,07 7,59 (d; 16Hz)
C-8 C-3,5
8 115,29 6,31 (d,16Hz) C-9 C-1 115,24 6,27 (d; 16Hz)
9 168,48 - 167,86 -

Tabela 4: Dados de RMN 'H e °C da substancia 3 e comparacio com valores da literatura.

Substancia 3 Acido p-hidroxi-
(DMSO-dg) benzoico
(CDCl3 + DMSO-dg)
oc oy (mult. J) ZJ HC 3.] HC oc

1 122,15 - 121,40
2;6 131,99 7,51(d, 8.5Hz) C-1 C4 131,46
3;5 115,57 6,78(d, 8.5Hz) C4 C-1 114,96
4 162,03 - 161,55
7 167,69 - 167,49
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Figura 10: Mapa de contorno de COSY (500MHz, DMSO-dy) da substancia 1, 2, 3 e 4.

==0

OH

OCH,

HO

155
H-2,6/ H3,5 (3) o
65
70
L a5 [
5N A H702) /H8(@2) 75
{ H26/H35(2) -
6/H5 (1) o
‘ ‘7.‘0‘ T ‘6.‘5‘ T T ‘6.‘0‘ T ]

F1 Chemical Shift (ppm)

OH

27



500.202.001.2rr.esp

i e tki' &
H&wcséﬁENMM«M7fl

H 3;5/ C 3;5 (2)
7.44,113.06, 0.2

H2c2(1) © HWCSUK\TWMmMMS

6.29, 115.76, 0.08
H8/C8
©H 6/ C 6 (1)

H 2;6/ C 2;6 (21?3

7.52,130.43, 0.35

7.79,131.92,0.28 H 2,6/ C 2,6 (3)

e H7/C7(2)

7.48, 144.7,0.06

T L e e e L e e e e LA s s s s s s
8.0 7.5 7.0 6.5

F2 Chemical Shift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)
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Figura 12: Expansao mapa de contorno RMN- HMBC (500/ 125MHz, DMSO-d¢) da substancias 1, 2,3 e 4, de
6,0 a 7,1ppm.
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Figura 13: Expansdo do mapa de contorno RMN- HMBC (500/ 125MHz, DMSO-d) da substancias 1, 2, 3 e 4,
de 7,35 a 7,85ppm.
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Figura 14: Expansdo do mapa de contorno RMN- HMBC (500/ 125MHz, DMSO-d¢) da substancias 1,2, 3 e 4,

de 3.5 a 8,0ppm.

A andlise da fracdo da qual foram identificadas as substancias 1 e 2 por CG-EM levaram a confirmacao

da proposta para a substancia 1 e a identificacdo de um outro componente nio identificacdo por RMN por ser

insolivel em DMSO.

0, D00

8.729

Figura 15: Cromatograma da fragdo que contém as substancias 1, 2, 3 e 4.
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<< Target >>

Line#:2 R.Time: 15.758(Scan#:1592) MassPeaks:24

RawMode: Averaged 15.750-15.767(1591-1593) BasePeak: 121.05(4983)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1
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Hit#:1 Entry:11819 Library:NISTO8s.LIB

SI:71 Formula:CSH804 CAS:121-34-6 MolWeight: 168 Retlndex:1560

CompName: Benzoic acid, 4-hydroxy-3-methoxy- $$ Vanillic acid $8 VA $$ 3-Methoxy-4-Hydroxybenzoic acid $3 4-Hydroxy-3-methoxybenzoic acid $5 n
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Figura 16: Espectro de massas do sinal com Tr: 15.758 min e a comparag@o com a literatura, substancia 1.
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Esquema 9: Proposta de fragmentagdo da substincia 1.
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A substancia com Tr:8.729min apresentou espectro de massas idéntico ao da bibliote-
ca do 2,3-diidrobenzofurano com SI=93, significando alta confian¢a na identidade entre os
fragmentogramas. Considerando que as analises por RMN foram feitas em DMSO apenas as
substancias 1-3 foram soldveis. Neste cromatograma observou-se um sinal largo em que um

espectro de massas foi compativel com a substincia 1. O pico em 25min pode ser da substan-
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cia 2. Assim como os espectros de RMN, o cromatograma apresenta outros sinais de outros

componentes em pequena quantidade que nao foram analisados.

<< Target >>

Line#:1 R.Time:8.725(Scand: 748) MassPeaks:47

RawMode: Averaged 8.717-8.733(747-749) BasePeak: 120.05(181150)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1

100

a1

|""|""|""|""|'"'I""-‘|0""|I'I'"|I'|=='i"'=|'='II""|""i""|""|""|""I""|""i""|""|"" LEEVETILT,
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Hit#:1 Entry:5289 Library:NISTOS.LIB

SI:93 Formula:C8HS8O CAS:496-16-2 MolWeight:120 RetIndex: 1036

CompName: Benzofuran, 2,3-dihydro- $$ Coumaran $$ Dihydrobenzofuran $$ Dihydrocoumarone $$ Kumaran $3 2.3-Dihydroberzofuran $% 2.3-Dihydro-1

| L4 || 103 |

100 130
01 [\4& _/,O>
3 e/
39 51 63 . \ ‘
| T IF‘l I':?"| T !|' t il -|---|-!!l! T |.l T T L T T --]li]1---|---.|. !...,
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Figura 17: Espectro de massas do sinal com Tr: 8.729 min e a comparag@o com a literatura, 4.

5.2. Identificacao das substancias 5 e 6 isoladas de BHFMH,0A

A identificacdo das substancias 5 e 6 foi realizada por interpretacdo de espectros de
RMN'H, "C e analise de experimentos bidimensionais. O experimento de RMN 'H apresen-
tou sinais compativeis com esqueleto molecular de flavona. No espectro de RMN 'H (fig. 19,
20 e 21, pag. 36) foram observados sinais em oy 7, 51(d; 2,2Hz) pertencente aos H-2’, 9oy
7,57 € 7,59 (d; 2,2Hz e 8,5 Hz) correspondente aos H-6 e 6y 6,85 (d, 8,5 Hz) referente a H-5’
no anel B da substincia 5, o anel B da substancia 6 apresenta mesmo padrio de substitui¢do,
sendo os sinais 7,52 (d), 6,93 (d, 8,5 Hz) 7,59, 7,57 (dd, 8,0 e 2,0 Hz), atribuidos aos H-2, H-5
e H-6 respectivamente. O acoplamento entre os hidrogénios vizinhos foi observado no expe-
rimento COSY (fig.27, pag.39), confirmando o padrao de substitui¢do da flavona.

Os sinais oy 6,21(d; 1,85Hz) correspondente ao H-6 (substancias 5 e 6), ¢ oy 6,42(d;
2,2Hz, substancia 6) e oy 6,45 (d; 2,2Hz, substancia 5) correspondente ao H-8, os hidrogé-
nios 6 e 8 mantém entre si relacdo meta no anel A do flavonoide. No espectro s@o observados
dois dupletos em oy 5,59 (d, 7,25 Hz) e 5,49 (d, 7,25 Hz) que foram atribuidos aos hidrogé-
nios dos carbonos anoméricos da unidade de glicose e do éster, respectivamente, que estao
ligados ao C-3, acoplamento observado no espectro de HMBC (fig.28 e 29, pag.40 e 41), no
experimento de HSQC (fig. 25 e 26, pag. 38) ¢ possivel identificar que esses hidrogénios es-

33



tdo ligados aos carbonos anoméricos, com deslocamentos quimicos 103,93 ppm e 104,09

ppm. As relacdes entre hidrogénios e carbonos na molécula foram observadas no experimen-

to bidimensional HBMC (fig. 28, pag.40). Os valores estdo de acordo com os dados da

Isorhamnetina 3-0- B-D-glicosideo isolada de Commelina communis (YUAN et. al., 2013),

tabela S e Quercetina 3- O-B-D- glucuronato de metila isolada de Vitis (HILBERT et. al.,

2015) tabela 6, pag. 35.

Figura 18. Isorhamnetina 3-O- B-D-glicosideo (5) e Quercetina 3- O-p-D- glucuronato de metila (6).

Tabela 5: Dados de RMN 'H (500 MHz) e B (100 MHz) da substancia § em compara¢ao com

dados da literatura.

Substancia 5

Isorhamnetina 3-O-

(DMSO-dg) glicosideo
(CD3;0D)
oc on *J uc *Juc oc oH
2 156,46 - 158,6 -
3 132,98 - 136,3 -
4 177,47 - 179,7 -
5 161,28 - 163,3 -
6 9879 6.07(sl) C-10 C8 1000 619 (d, 1,8H)
7 164,26 - 166,3 -
8 93,78 6,42 C7,.C9 C-6;C-10 95,0 6,38
(d, 1,85) (d, 1,8Hz)
9 156,48 - 160,0 -
10 103,93 - 105,5 -
1’ 121,12 - 123,9 -
2’ 113,50 7,94 c2, Cc4 114,4 7,91
(d, 2,2Hz) (d, 1,8Hz)
3’ 146,93 - 145,8 -
4° 148,71 - 148,5 -
5’ 115,27 6,93 C-1,C-3° 116,1 6,89
(d, 8,5Hz) (d, 8,4Hz)
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6’

OCH3
17
27
3%

4’9
5’9
6,’

122,08

55,71
101,32
77,51
74,39

69,84
75,60
60,61

7,50; 7,48
(dd, 2.2; 8.5Hz)
3,84 (s)
5,59 (d, 7.25Hz)

3,1-3,6 C-17

(m, H-2’a HS”’)

3,6; 3,4 (dd)

C-3’

123,9 7.58

(d, 8,4Hz e 1,8Hz)
56,9 3,94 (s)
103,9 5,36 (d, 7,2Hz)
76,0
78,2
71,6
78,6
62,6

Tabela 6: Dados de RMN 'H (500 MHz) e Bc (100 MHz) da substancia 6 em compara¢ao com
dados da literatura.

Substancia 6

Quercetina 3- O-p-D-

(DMSO-dg) glucuronato de metila
(CD;0D; 500 MHz)
oc On *J ne *Jc oc on
2 156,38 - 158,6 -
3 133,12 - 132,4 -
4 177,17 - 179,4 -
5 161.24 - 163,2 -
6 98,86 6,21 C-10 C-8 100,1 6,21(s)
7 164,36 - 166,2 -
8 93,68 6,45 C-7;C-8 C-6; C-10 94,9 6,41(s)
(d, 2,4Hz)
9 156,33 - 159,6 -
10 104,09 - 105,8 -
I’ 120,90 - 123,6 -
2’ 116,10 7,52 (d) C-r C-4 116,0 -
3 144,98 - 146,1 7,63 (s,)
4’ 148,71 - 150,0 -
5 115,21 6,93 116,2 6,85
(d, 8,5Hz) (d, 9Hz)
6’ 121,74 7,59; 7,57 123,0 7,58
(dd, 8,0 e 2,0Hz) (d,9Hz)
1 100,79 5,49 (d, 7,25Hz) C-3 104,9 5,23
(d, 7,5Hz)
27 76,44 3,1-3,6 4 75,5 3,75-3,45
3” 73,78 (m, H-2’a H4’) 3 773 (m,H2” e
4> 71,46 72,9 H5’)
5” 75,60 3,72(dd) C-677; C-4” 75,5
6”’ 169,44 - 170,8 -
OCH; 51,96 3,56 (s) C-6” 53,0 3,66
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Figura 19: Expansio do espectro RMN'H (500 MHz, DMSO-de) das substancias 5 e 6.
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Figura 21: Expansio do espectro RMN'H (500 MHz, DMSO-d) das substancias 5 e 6, de 3,0 a 5,55 ppm.
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Expansdo do espectro DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) das substancias 5 e 6, de 52 a 78 ppm.
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5.3. Identificacao da substancia 7 isolada de BHFMH,0A

A identificacdo da substancia 7 foi realizada por interpretacdo de espectros de RMN'H, °C
e analise de experimentos bidimensionais. O experimento de RMN 'H apresentou sinais com-
pativeis com esqueleto molecular de uma flavona. No espectro de RMN 'H (fig.31, pag. 44)
foram observados sinais em oy 7,85(d; 8,5 Hz) pertencente aos H-2’¢ 6°, e 6y 6,95 (d; 8,5 Hz)
correspondente aos H-5" e 3’, que confirmam o padrdo de substituicdo do anel B como
AA’BB’. Os sinais oy 6,47(d; 1,85 Hz) correspondente ao H-6, ¢ oy 6,72(d; 1,85 Hz) corres-
pondente ao H-8 ambos hidrogénios mantém entre si relacdo meta no anel A do flavonoide. A
presenca das unidades de acticar foram confirmadas pelos dois simpletes largos em oy 5,58 (s)
e Ou 5,40 (s) caracteristicos do hidrogénio do carbono anomérico de ramnose, no experimento
bidimensional HSQC (fig. 34 e 35, pag. 46) € possivel identificar que esses hidrogénios estdo
ligados aos carbonos anoméricos, com deslocamentos quimicos 98,07e 102,02 ppm, outros
sinais nos levaram a identificar as raminoses, como a presenca de dois dupletos em 1,29 ppm
e 0,96 ppm, deslocamentos tipicos do H-6. As relagdes entre hidrogénios e carbonos na mo-
lécula foram observadas no experimento bidimensional HBMC (fig. 36 e 37, pag.47 e 48).
Esses valores estdo de acordo com os dados da 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkanferol isola-
da de Bauhinia forficata (Leguminosae) (PIZZOLATTI et al., 2003), tabela 4. Os espectros
de massas de alta resolucdo com ionizagd@o por eletro spray, feito em modo negativo (fig. 38,
pag. 49), apresentou sinal com valor m/z= 577,15[M-H] compativel com a férmula molecular
C,7H29014 , outros valores de m/z , 431,09[(M-H)-146] e 285,03 [(M-H)-146-146]", sdo com-

pativeis com a proposta de fragmentagao apresentada no esquema 10, pag. 49.

OH

Figura 30: Estrutura do 3,7-di-O —a -L- ramnopiranosilcanferol (7).
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Tabela 7: Dados de RMN 'H (500 MHz) e e (100 MHz) da substancia 7 em comparagdo

com dados da literatura.

Substancia 7 3,7-di-O —o. -L-
(CD;0D) ramnopiranosilkanferol
(DMSO-dg)
8¢ 8 (mult. J) Juc *Juc dc by (mult. J)
2 156,62 - 157,77 -
3 135,47 - 134,55 -
4 178,8 - 177,92 -
5 161,62 - 160,93 -
6 98,81 6,46(d, 1.85Hz) C-5 C-8; 99,44 6,44 (d, 2,2Hz)
C-10
7 162,58 - 161,70 -
8 93,87 6,72(d, 1,85Hz) C-7;C-9 C-6; 94,59 6,77 (d, 2,2Hz)
C-10
9 158,47 - 156,09 -
10 106,51 - 105,79 -
1’ 120,38 - 120,36 -
2’e6 130,9 7,80 (d, 8,5 Hz) c4 130,68 7,88 (d, 8,8Hz)
3’e5’ 114,86 6,96 (d, 8,5Hz) Cc-4 C-1 115,42 6,91 (d, 8,8Hz)
4’ 160,62 - 160,14 -
1 98,07 5,58 (s) c-2» C-7,C-5” 98,5 5,54(d, 1.8)
27 70,26 4,06(sl) 70,26 3,83 (sl)
3 70,68 3,76(m) 69,80 3,63 dd,(3.1;9.2)
4> 72,16 3,51(m) C-3” C-5” 71,61 3,29(t9.2)
5” 69,86 3,62(m) c-4» 70,06 3,44(m)
6”’ 16,69 1,28(d, 5,95Hz) C-5” c-4» 17,94 1,2 (d, 6.2)
1’ 102,02 5,40(s) C-2 C-3 101,91 5,29(sl)
27 70,62 4,25(sl) 70,35 3,97(sl)
3 70,50 3,87(m) 70,64 3,48 (m)
4> 71,77 3,36(m) Cc-3 72,39 3,13(m)
5 70,62 3,39(m) 70,06 3,44(m)
6’ 16,28 0,95(d, 5,65Hz) C-5 c-4 17,45 0,79(d, 6,2)
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Figura 31. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) da substéncia 7.
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Figura 34: Expansao do mapa de contorno RMN- HSQC (400/ 100 MHz, CD;0D) da substancia 7, de 5,25 a
8,0ppm.
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5.4. Identificacao da substancia 8 isolada de BHFMA

A identificacdo deste flavonoide foi realizada por interpretacdo de espectro de RMN'H
e 3C. No espectro de RMN 'H (fig.41, pag. 52) observaram-se os sinais entre dy 8,0 e oy 6,0
pertencem a regido caracteristica de hidrogénio de sistema aromatico de flavonoides. Os si-
nais oy 7,32 (H-6’, dd), 6y 7,36 (H-2’, d, 1,85 Hz) e oy 6,93 (H-5’, d, 8,5 Hz) caracterizam o
padrao de substituicao do anel B, sinais em 6,39(d, 2,2 Hz) e 6,39 (2,2 Hz) foram atribuidos
aos hidrogénios 6 e 8 respectivamente. As demais observacdes no espectro de RMN'H na
faixa entre oy 3,25 e Oy 4,5 referentes aos hidrogénios de uma unidade de ramnose, e o duple-
to em 5,37(1,25 Hz) € referente ao hidrogénio 1°°. A posi¢do em que a ramnose se encontra
foi concluida através da andlise bidimensional HMBC (fig. 46, pag. 56) que mostra o aco-
plamento entre o H-1"" e o C-3. Outras informagdes foram obtidas dos espectros bidimensio-
nais, HSQC (fig.42 e 43, pag. 53) e HMBC (fig.44 a 46, pag. 54 a 56), que auxiliaram na
correta determinacao dos sinais de carbono do agicar bem como determinar quem sio os car-
bonos quaterndrios. Esses valores estdo de acordo com os dados da quercetina 3-O-a-L-
ramnosideo, isolada da folha de Sonchus erzincanicus (Asteraceae), a andlise por ressonancia
magnética nuclear (400 MHz) do flavonoide foi registrado em CD3;0D (OZGEM et al., 2010),

os dados da substincia 7 e da literatura encontram-se na tabela 8 ( pag. 51).

Figura 39: Estrutura do 5,7,3’,4’-tretrahidroxi-3-O-ramnopiranosil-flavona (8).
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Tabela 8: Dados de RMN'H e "*C quimicos da substincia 8 e comparacdo com os dados da

literatura.
Substancia 8 quercetina 3-0-0-L-
(CDh;0D) ramnosideo
(CD3;0D)
oc oy (mult. J) Tuc Tue oc on
2 157,91 - 157.6 -
3 134,82 - 134,4 -
4 178,24 - 178,1 -
5 161,83 - 161,8 -
6 98,40 6,22 (d; 2,2Hz) C-5 C-8; C-10 99,2 6,17
7 164,52 - 166,2 -
8 93,29 6,39 (d; 2,2Hz) C-7,C-C9 C-6;C-10 93,8 6,36
9 157,12 - 1574 -
10 104,47 - 104,1 -
I 121,53 - 122,0 -
2 115,49 7,36(d; 1.85Hz) C-1’;C-3° C-2;C4 114,8 7,70
3’ 145,03 - 144,7 -
4 148,41 - 148,7 -
5 114,95 6,93 (d; 8,5Hz) c-4 C-3;C-1’ 116,3 6,86
6’ 121,33 7,32(dd) C-5 C-2;C4 121,9 7,58(dd,
8,5Hz)
1 102,14 5,37 (s) C-3;C-2” 103,2 5.22
2” 70.49 4,24(sl) Cc-4» 74,5
3” 70.68 3,76 (dd, 3,45Hz e c4” 76,9 3.85-3.30
4> 71,82 9,45Hz) C-37,C-57 70,0 (4H, sugar
57 70,63 3,36(m) 77,2 protons)
3,44(m)
6’ 16,26 0,97(d, 6,0Hz) C-57 Cc-4» 16,4
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Figura 42: Expansdo do mapa de contorno RMN- HSQC (500/ 125 MHz, CD;0D) da substancia 8.
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5.5 Identificacao da substancia 9 isolada de BHFMA

A identificacio da substéncia foi realizada por interpretacdo de espectro de RMN'H e
BC. No espectro de RMN 'H (fig.48, pag. 58) observaram-se os sinais na regiao oy 8,0 ¢ 6,0
valores caracteristicos de hidrogénio de sistema aromatico. Os sinais em oy 7,40 (s, 2H) refe-
rentes aos hidrogénios 2’ ¢ 6°, os sinais revelam a simetria entre os substituintes do anel B
pois ndo houve acoplamento entre os estes hidrogénios, sinais em oy 6,27 (d, 2,2Hz) e
6,57ppm (d, 2,2Hz) foram atribuidos aos hidrogénios 6 e 8, respectivamente, o valor da cons-
tante de acoplamento revela o acoplamento meta desses hidrogénios, o singleto oy 6,75 foi
atribuido ao H-3. O singleto em &y 3,98 referente as metoxilas que estdo ligadas a C3’ e 5, as
interacdes foram observadas no experimento de HMBC(fig.51 e 52, pag. 59 e 60) e no expe-
rimento NOESY (fig. 53, pag.61) em que se observa a interacdo espacial dos hidrogénios da
metoxila com H-2 e 6’ confirmam suas posi¢des. Esses valores obtidos nos espectros da
substincia 9 estdo apresentados na tabela 9 e a comparacdo com os dados obtidos da tricina

(ZIELINSKA et al., 2008).

HO

Figura 47: Estrutura da Tricina (9).

Tabela 9: Dados de RMN'H e "°C da substéncia 9 e comparacdo com os dados da literatura.

Substancia 9 Tricina
(D;CCOCD») (piridina-ds)
d¢ dp(mult. J) *Juc *Juc dc
2 164,19 - 164,07
3 103,73 6,75(s) C-2;C-I’ C-2’,C-6° 103,56
4 182,19 - 181,74
5 162,42 - 157,30
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6 98,83 6,27(s) C-5;C-7 C-8; C-10 98,79
7 164,12 - 163,61
8 94,00 6,57(s) C-7;C-9 C-6; C-10 94,14
9 157,90 - 161,37
10 104,23 - 103,72
1’ 121,42 - 120,41
2’ 104,23 7,40(s) C-1’;C-3’,C-5 C-2;C4 104,42
3’ 148,20 - 148,18
4 139,98 - 139,88
5’ 148,20 - 148,18
6’ 104,23 7,40(s) 104,42
OCH; 56,00 3,98(s) c-3’,C-5 56,36
T T AR T
5 . e
e e L

Figura 48: Expansao do espectro de RMN'H (500 MHz, D;CCOCD3) da substancia 9, de 0,0 a 13,0 ppm.
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Figura 50: Expansdo do mapa de contorno HSQC (500/ 125 MHz. CD;COCD) da substancia 9, de 4,0 a 7,5
ppm.
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5.6. Identificacao das substiancias obtidas de BHRMA

F1 [ppm]

[T 1

Analisando os espectros de UV (Amax 200 a 205nm) de cada sinal presente no croma-

tograma da fragdo foi possivel perceber que sdo substancias de croméforos fracos sem sistema

conjugado podendo ser saponinas. Observou-se que alguns tempos de retencido se repetiram

z 21 1 . ~ .
nas amostras e através da andlise por RMN "H confirmou serem as mesmas substancias, sendo

assim as substancias com Tr: 3,064 e Tr: 5,801 por apresentarem maior facilidade na separa-

¢do na coluna semipreparativa foram as selecionadas para as etapas posteriores de elucidacao.
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5.6.1 Identificacao da substancia com TR: 5,801 (substancia 10)

Em comparag¢do com dados da literatura a substancia que apresentou tempo de reten-
cdo igual a 5,801 min, possui sinais semelhantes a saponina furostanica, como o C-22, quater-
nario duplamente oxigenado, com deslocamento quimico 109pmm, caracterizando o sistema
espiro com os anéis furano e pirano na estrutura. A aglicona poderia ser classificada como
diosgenina(25-R) ou yamogenina(25-S), a definicdo depende da posi¢cdo da metila 27, equato-
rial (25-R) ou axial (25-S), seu deslocamento quimico apresenta valores proximos, uma dife-
renga de 2ppm. A defini¢cdo da estereoquimica do centro quiral C-25 é determindvel pela ob-
servacdo do comportamento do C-23, o efeito gama de prote¢do que a metila 27 exerce sobre
o carbono 23 faz com que o seu deslocamento quimico seja observado em campo mais alto do
que quando a metila estd em equatorial. A definicdao da saponina foi feita por comparacao
com as duas possibilidades, encontradas nas referéncias PIRES et al., 2002 ¢ ESPEJO et al.,
1982, assim a aglicona foi definida como diosgenina.

Outra informacao importante extraida do espectro de carbono € existéncia de trés uni-
dades de agucar, pela presenca de trés carbonos anoméricos com deslocamento quimico em
101.17, 102.84 e 103.65ppm. Sua disposicao na molécula foi confirmada através da andlise
dos espectros bidimensionais, o padrdo de substituicdo da unidade de actcar € justificada pela
presenca de quatro carbonos metinicos com deslocamento préoximo a 78ppm 0s quais perten-
cem a glicose. Sem a substituicdo a glicose apresentaria dois carbonos com deslocamentos
Ocu 78,8 (C-3) e dcy 78,7 (C-5). Quando substituidos por ramnoses os valores dos carbonos 2
e 4 deslocam-se para maiores valores de deslocamento quimico variando de dcy 75,5 para
Ocu 77,86 (C-2) e Ocu 71.8 para dcy 79,36 (C-4). Esses dados justificam a substituicdo em C-
2 e C-4. A interpretacio de RMN'H e "°C (fig. 55-57, pag.65) e 2D-HMBC (fig.61 a 64,
pAg.69-72) permitiram fazer a completa atribuicio dos valores de RMN'H e '°C da substéncia
10 apresentados na tabela 10 (pag. 63).

O espectro de massas de alta resolucdo da substancia 10 (fig.65, pag.73), feito em mo-
do positivo, apresenta picos em m/z 869,4893 [M+H]" , 891,4695[M+Na]*, 723,4309(
(M+H)-146]%, 577,3731 [(M+H)-146-146]", 415,3181[(M+H)-146-146-162]". O pico em m/z
869,4893 [M+H]" é compativel com a férmula molecular C4sH73016 (cal. 869,4898), Am
0,005. Os demais valores de m/z justificam a presenca das trés unidades de agticar, esquema
11 (pag. 74).

Os resultados obtidos levaram a confirmac¢do de que a saponina em questdo corres-

ponde a de  3-O-B-D-glicopiranosil-[(4’-1""")-O-a-L-ramnopiranosi-(2°-1"")-O-a-L-
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ramnopiranosil]-25(R)- espirosta-5-eno

cumbens por PIRES et al., 2002.

Figura 54: Estrutura da saponina

ramnopiranosil]-25(R)- espirosta-5-eno (10).

. Essa saponina ja foi encontrada na Brachiaria de-

3-0-B-D-glicopiranosil-[(4-1)-O-a-L-ramnopiranosi-(2-1)-O-a-L-

Tabela 10: Dados de RMN 'H e "°C da substancia 10 e comparagdo com os valores da litera-

tura.
Substéancia 10 PIRES et al., ESPEJO et al.,
(piridina-ds) 2002 1982
(piridina-ds) (piridina-ds)
d¢ du(mult. /)  *Juc *Juc d¢ 8¢

1 38,38 1.76; 1.70 19 37,6 37,4
2 30,16 1.58(m) 30,3 32,2
3 78,86 3.90 - 78,1 78,4
4 39,87 2.77 (dd) C3HES CREECI0 39,1 38,5
5 141,65 - 140,9 140,4
6 122,72 5.32 7 C-8; C-10;, C-4 121,9 122,5
7 32,57 1,51 324 32,2
8 32,57 1,51 31,8 31,7
9 51,16 0.92 50,4 50,3
10 37,96 - 37,2 37,1
11 21,99 21,2 21,5
12 4073 1.73 39,9 39,9
13 41,35 - 40,5 40,5
14 57,51 56,7 56,6
15 32,72 1,73 32,3 31,7
16 81,8 4.56 81,2 81,1
17 63,76 1.18 63,0 62,9
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HO'

Esquema 11: Proposta de fragmentagao justificando as perdas das unidades de acticar da substancia 10.

5.6.3 Identificacdo da substancia com Tr: 3,064 (substancia 11)

A comparagdo dos deslocamentos quimicos de carbono-13 observado no espectro DE-
PTQ (fig. 69, pag. 78) com dados da literatura a conclui-se que a substancia 11 se tratava de
uma penogenina, a substancia anterior com hidroxila em C-17. A hidroxila no carbono 17
promove variacdes nos deslocamentos quimicos dos carbonos vizinhos. Sem a hidroxila no
carbono 17 o valor do deslocamento quimico deste carbono € 63,0 ppm e C-16 absorve em o¢
81,2. Este grupo funcional em C-17 causa efeito beta no carbono 16, observa-se entio os des-
locamentos quimicos 89,74 e 89,71 ppm, para C-16 e C-17 respectivamente. Outros carbonos
também sentem os efeitos causados pela presenga da hidroxila, desprotegdao em C-20 e efeito
gama de protecdo em C-21, tabela 11 (pag. 76).

A anilise dos espectros de RMN "°C permitiu perceber os trés dcy que justificam as

trés unidades de actcar presentes na estrutura (fig. 69, pag. 78). Os dubletos em oy 1,65 (3H)
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e oy 1,80 (3H) (fig.68, pag.78) assim como os singletos em oy 5,91(1H) e dy 6,45 (1H), con-
duziram a proposta de duas unidades de ramnose, o dubleto em dcy 4,96(1H) e o duplo duple-
to em 4,23 e 4,21 (ligados ao carbono 62,12) justificam uma unidade de glicose (fig.67,
pag.77). A disposicdo dos agiicares na molécula e o padrido de substitui¢ao das unidades fo-
ram justificadas pela presenca de carbonos metinicos em ¢y 78 € 79ppm, dcy 78,89 (C-4 e C-
5) e dcu 79,34 (C-2) que pertencem a glicose. Sem a substitui¢do a glicose apresentaria dois
carbonos ocy 78,8 (C-3) e 0cy 78,7 (-C5), quando substituidos por ramnoses o valores de dcy
dos carbonos 2 e 4 deslocam-se para campo mais baixo variando de dcy 75,5 para dcy 79,34
(C-2) e dcy 71,8 para dcy 78,89(C-4), esses dados justificam a substitui¢do em C-2 e C-4 da
glicose. Esta proposta foi confirmada através da andlise dos espectros bidimensionais HMBC
(fig.73-76, pag. 82-85) e HSQC (fig.71 e 72, pag. 80 e 81), que mostra sinais de conexao
entre hidrogénio e carbono-13 ("Jyc). O H-1"" (8y 5,91 s) acoplando com C-2’(glic), C-2”" e
C-5, 0 H-1""" (dy 6,45 ) acoplando com C-2*’, C-5"" e C-4’(gli) (fig.76, pag. 85). A tabela
11 mostram os valores da substancia 11 em comparagdo com os valores da Penogenina-3f- O-
B-D-glicopiranosil-[(2-1)-O-a-L-ramnopiranosil-(4- 1)-O-a-L-ramnopiranosil (FENG et al.,
2007).

A andlise da substancia por espectrometria de massas (EM-IES), feito em modo posi-
tivo, permitiu observar picos em m/z 885,4843 [M+H]" , 739,6032[ (M+H)-146]", 593,3676
[(M+H)-146-146]", 431,3143[(M+H)-146-146-162]". Esses valores justificam a férmula mo-
lecular C4sH7,0;7 (cal. 885,4848 [M+H]"), as demais unidades de actcar e a aglicona, es-

quema 12, pag. 87.

Figura 66: Estrutura da Penogenina-3- O-B-D-glicopiranosil-[(2-1)-O-a-L-ramnopiranosil-(4- 1)-O-a-L-
ramnopiranosil (11).
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Tabela 11: Dados de RMN 'H e '°C da substincia 11 e comparacdo com os valores da litera-

tura.
Substancia 11 Penogenina-3f- O-p-D-
(piridina-ds) glicopiranosil-[(2-1)-0-a-L-
ramnopiranosil-(4-1)-0-a-L-
ramnopiranosil
(piridina-ds)

¢ on (mult. J) *Juc *Juc dc
1 38,45  0,98; 1,78 (m) 37.6
2 32,74 2,26 30.1
3 78,85 3,85(m) G-I’ 77.8
4 39,85 2,77(m) C-5; C- 39.0

3
5 141,64 - 140.8
6 122,76 5,30 (d; 4,1Hz) C-10 121.8
7 33,00 1,72 (m) 32.3
8 33,27 1,64 (m) C-8 31.8
9 51,13 0,97 (m) 50.3
10 38,06 - 37.1
11 21,85 1,61; 1,52 (m) 20.9
12 33,35 1,92 (m) 324
13 46,06 - 45.1
14 53,93 2,12 (m) 53.0
15 32,99 1,72 (m) 32.1
16 90,90 4,5 (t; 6,95Hz) C-17 C-13 90.1
17 91,06 - 90.1
18 18,23 0,97(s) C-13  C14C-17 17.1
19 20,36 1,10(s) 10 C-5,C9 19.4
20 45,67 2,29 (d;7,25Hz) C-17;  C-13;C-22 44.8
C-21

21 10,75 1,26 (d; 7,25Hz) 9.6
22 110,72 - 109.8
23 31,06 2,07; 1,88 32.1
24 29,71 1,60 (m) 28.8
25 31,34 1,60 (m) 30.4
26 67,59 3,51 (d;7.25Hz) C-22;C-24 66.7
27 18,06 0,79 (d;5,55Hz) C-25  C-24;C-26 17.3
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OH - 5,13 (s) C-12 C-13

Gli
r 101,01 4,96(d) C-3 100.2
2’ 78,64 4,24 C-I 78.8
3 77,86 4,22 76.8
4 79,31 4,43 1 78.1
5 78,89 4,24 77.9
6’ 62,12 4,23;4,21(dd) C-4 61.3
Raml
1 102,96 5,91 (s) c27 G5 G4 101.9
2”7 73,50 4,71 72.4
3 73,67 4,54 72.6
4> 75,02 4,37 73.8
5” 70,46 4,97 69.4
6’ 19,44 1,66 (d; 6,0Hz) C-5” C-4” 18.6
RamlI
1’7 103,81 6,45(s) c2 G5 G 102.9
2> 73,48 4,86 72.4
3 73,75 4,44 72.8
4> 74,87 4.39(m) 74.1
5 71,33 4,97 70.4
6’ 19,54 1,79 (d; 6,3Hz)  C-57 C-47” 18.4
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Figura 67: Expansio do espectro RMN1H (125 MHz, piridina-ds) da substincia 11, de 3,5 a 6,5 ppm.
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Esquema 12: Proposta de fragmentacao justificando as perdas das unidades de agicar da substincia 11.

5.7 Identificacao da substancia 12

A identifica¢do da substancia 12 foi realizada por interpretacido de espectros de RMN
'He"Ce experimentos bidimensionais HSQC, HMBC e COSY e revelacdo em CCDA, utili-
zando solucido de cloreto de aluminio, que indicou presenca de flavonoides.

Os espectros de RMN'H e °C (fig.79 a 81, pag. 89 e 90) apresentaram sinais compa-
tiveis a sistema saturado no anel C do flavonoide, esta relacao também pdde ser observada no
experimento de COSY (fig.82, pag.91) que apresenta o acoplamento entre os hidrogénios 2 e
3. O espectro de RMN"*C apresenta dois sinais de CH, em o¢ 28.4 (C-4) e d¢ 60,99 (C-6"’);
doze sinais de dcy, dentre eles temos os carbonos metinicos do anel B 6¢y 65,23 (C-3) e 78,59
(C-2), os carbonos metinicos do agucar 101,16 (C-1°")/ 77,38(C-5")/ 77,10 (C-3")/ 73,75 (C-
4°")/ 69,95(C-2"), os carbonos do anel C dcy 118,43 (C-6")/ 115,31 (C-2°)/ 115,23 (C-5°), ¢
por ultimo os carbonos metinicos do anel A os ¢ 96,82 (C-6) e 96,48(C-8); seis sinais de
carbonos metilénicos157,06(C-7)/ 156,89(C-9)/ 155,72(C-5)/ 144,95 (C-3’)/ 144,93 (C-4’)/
130,77 (C-1") O espectro de HSQC (fig.81 e 82 pag.91 e 92) apresentou os acoplamentos
'Jhc que permitiram atribuir os valores de deslocamentos de hidrogénio dos respectivos car-
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bonos citados anteriormente. O espectro de HMBC (fig.85, pag.94) apresenta um sinal de
acoplamento a longa distancia entre o H-1"" (4,75d) com o C-7 (6¢ 157,06) justificando a lo-
calizagao do carboidrato nesse carbono.

As informacdes obtidas foram comparadas com os valores da literatura e permitiu de-
finir a estrutura da substancia 12 como a 7-O-B-D-glicopiranosil-catequina. Esta substancia
isolada do extrato metandlico do caule de Jatropha macrantha (Euphorbiaceae), sua identifi-
cacdo foi feita através dos resultados de RMN 'H, registrado em CD;OD utilizando o equipa-
mento que opera a 600 MHz (Bruker DRX-600), e dados obtidos em CLAE/ESI/EM/EM
(BENAVIDES et al., 2005). Os valores de referéncia do carbono estdo de acordo com

AGRAWAL, 1989. Ha outros componentes na mistura que ndo foram identificados.

OH

Figura 78: 7-O-B-D-glicopiranosil-catequina (12).

Tabela 12: Dados de RMN 'H e "°C da substéncia 12 e comparacdo com os valores da litera-

tura.
Substancia 12 Catechin-7-0-g-D-glicopiranosideo
(DMSO-dg) (CDh;0D)
du(mult. J) 8¢ Juc Juc & (mult. J) dc
2 4,78(sl) 78,59 c3 G2y 4,61 (d, J="1.5Hz) 81,39
C-1 C-6’
3 4,03(sl) 65,23 4,01 (m) 68,2
4 1,24/2,80 28,41 2,56/2,88(dd) 28,5
(dd, 15.85H7)

5 156,72 - 157,3
6 5,92(s) 96,82 C-5 C-8; 6,17(d; J=2.2Hz) 97,3
C-10
7 - 157,06 - 1584
8 6,12(s) 95,48 C-9 C-6; 6,17 (d; J=2.2Hz) 98,0
C-10
9 - 156,89 - 156,7
10 - 101,18 - 104,1
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r - 130,77 - 132,0
2’ 6,88(s) 11523 €3 C2 6.85 (d; J=2,0Hz) 116,0
C-6°
3 - 144,95 - 146,0
4 - 144,93 - 146,0
5 6,66(s) 115,31 6.78 (d; J=8,1Hz) 116,9
6’ 6,66(s) 118,43 6.73 120,6

(dd; Js ¢=8,1Hz
J».¢=2.0Hz)
1” 4,75(d, 100,79 C-7 4.83 (d; J\»,»=1,7Hz) 102
7,25Hz)
2” 3,22(m) 73,75 3.42 74,5
(dd; J»,»=7,THz J5» 3= 9.0Hz)
3” 3.26(m) 77,10 3,46 77,6
(dd; J 3»=9.0Hz; J3- 4= 9.0Hz)
4> 3,21(d, 69,95 3,40 71,1
5,35Hz) (dd; J3» 4»=9,0Hz; J 4 5»=9.0Hz)
57 3,26 (m) 77,38 3,39 (m) 77,5
6" 3,67/3.51(dd) 60,99 3,90 (dd; Js» s-=1.5Hz; 62,5
Jo»6=11,8Hz)
OH-5 9,21 c5  C6
=

T T
55 5.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 79: Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d,) da substancia 12.

89



0.10

Normalized Intensity
)
1=
3

o
2

144.9587
144.9370
130.7741
118.4312
115.3111
115.2317

L

157.0633
156.8900
—155.7272

L
T

‘ c-3¥ |C4
C- c5 (C-1"

1

60

v Y N v ]‘v

158 156 154 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 114
Chemical Shift (ppm)

Figura 80: Expansdo do espectro DEPTQ (125 MHz, DMSO-d) da substancia 12, de 112 a 160 ppm.
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Figura 84: Expansdo do mapa de contorno RMN-HSQC (500/ 125 MHz, DMSO-d¢) da substancia 11, de 4,25 a

7,75 ppm.
OH

OH

93



500.198.001.2rr.esp

4.78, 64.28, 0.09

B ‘(12 H2/C3

T

o]

|
T

4.78,115.14,0.12

[ %
- J®H2/C2' ©

= J3H2/C6' »
4.78,130.61, 0.22

4.75,157.06, 0.17
— "
o J3H1"/C7

—T— T —T—
5.0 45 4.0
F2 Chemical Shift (ppm)

50

60

70

80

90

100

110

120

130

140

150

160

170

180

F1 Chemical Shift (ppm)

Figura 85: Expansdo do mapa de contorno RMN-HMBC (500/ 125 MHz, DMSO-d¢) da substancia 11, de 3,25
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Figura 86: Expansdo do mapa de contorno RMN-HMBC (500/ 125 MHz, DMSO-d¢) da substincia 12, de 5,2 a
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7. CONCLUSAO

Este trabalho permitiu identificar doze substincias em Brachiaria humidicola.

A saponina do tipo penogenina estd sendo relatada pela primeira vez no género e a do
tipo diosgenina ja foi isolada em B. decumbens, entretanto este € o primeiro relato em B. hu-
midicola.

Das folhas foram identificados trés flavonas e dois flavonois além de trés dcidos orga-
nicos, nas raizes as saponinas € uma catequina em mistura com outros componentes.

As andlises por CLAE revelaram a presenca de outras saponinas presentes no extrato
obtido por parti¢do com acetato de etila, entretanto a pouca massa obtida e a falta de padrdes
ndo permitiram a identificacdo das mesmas.

A planta sintetiza compostos com unidades de agicar e com frequéncia eles sao do ti-
po ramnose e glicose.

Esse trabalho contribuiu para o conhecimento quimico do género Brachiaria.

Dentre as substancias identificadas foram encontrados dcidos que sdo mencionados na
literatura como responsaveis pelo efeito alelopatico deste género, entretanto acreditamos que
este efeito também pode ser atribuido as outras classes de substancias identificadas.

A literatura atribui as saponinas do tipo protodioscina como agente causador da fotos-
sensibilizacdo nos ruminantes que consomem as gramineas do género Brachiaria. Entretanto
nas fracdes analisadas ndo foram identificadas saponinas com esta aglicona até o memento,
sendo isto possivel devido a baixa concentra¢do ou a inexisténcia deste tipo de saponina no

material analisado. Isso pode justifica a menor toxidade da espécie B. humidicola.
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9. ANEXO

Consideracoes biogenéticas sobre os constituintes isolados de Brachiaria humidicola

e Biossintese de Flavonoides

A biossintese de flavonoides se da através da via do chiquimato e a do acetato. A for-

macao ocorre através da unido de trés unidades de malonil-CoA e uma de cumaroil-CoA, a

unido ocorre por condensacdo de Claisen e conduz a formacao de chalconas (narigenina) j4 a

condensacdo alddlica produz estilbenos (resveratrol), a formagdo de cada uma depende da

natureza da enzima que catalisa a reac¢do, chalcona sintase ou estilbeno sintase, respectiva-

mente. Ocorre uma substituicao nucleofilica a carbonila na unidade p-cumaril CoA que pro-

move a formacdo do anel A, gerando a sub-classe flavonoides. A adi¢do de Michael 1,4 ao

carbono do sistema a, B insaturado forma o anel C, outra sub-classe as flavanonas. A partir

desses flavonoides, podem ocorrer outras modificacdes produzindo outros representantes per-

tencentes a mesma classe de metabolitos. As modificacdes que geralmente ocorrem sdo hi-

droxilagdes, metilagdes, isoprenilagdes e glicosilagcdes (DEWICK, 2002).

OH

o
3x malonil-CoA
V OH

O, SCoA

CoSA

OH
O OH
N \ O
HO, OH
O S
l SAM O |

l UDP glicose OH o

OH
reverastrol

(estilbeno) narigenina-chalcona

(chalcona)

OH
Gle O
AN OH

o %
trans-3-O-metil-reverastrol-2-C-B-glicosideo 2-oxoglutarato
OH o OH °
o R=H, apigenina
narigenina R=O0H, luteolina

(flavanona)

Esquema 13: Rota biossintética para flavonoides e estilbenos (DEWIC, 1998).
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e Biossintese de Acidos Cinamicos

A L-fenilalanina e a L-tirosina, constroem blocos C6C3, sdo precursores dos 4cidos cina-
micos. O primeiro passo € a elimina¢do de amoniaco a partir da cadeia lateral para produzir o
acido (E) trans cinamico. A fenilalanina, no caso, produziria o 4cido p-cumarico. A desamina-
¢do ocorre através da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL), a transformacao corresponden-
te a tirosina € mais restrita, sendo limitada principalmente aos membros da familia das gami-
neas (Graminae / Poaceae). Essa familia pode apresentar uma enzima especifica para a tirosi-
na (TAL) ou a (PAL) apresenta maior campo de atuacdo (DEWICK, 2002).

Outros acidos cinamicos sdo obtidos por reacao de hidroxilacao ou metilagcao, com cons-
trucao de padrdes de substituicdo tipicas de metabdlitos da via do chiquimato, ou seja, padrao

orto de oxigenacao.

HO,C
HOZC eliminacdo de
amonia
acido cinamico
L-fenialanina 02 +NADPH
HOZC HO.C hldroxllaqao
2 HO,C HO,C HO,C HO,C
/
NH, F > G
PAL Y
2 0, SAM
NAPH SAM NADPH
OH HO MeO OH MeO OMe
OH
L-tirosina . L OH OH
acido p-cumarico ac1do ferrulico acido sinapico

¢ HOM,C HOHZC HOH,C

' -

MeO OMe
OH OH
alcool p-cumarico alcool cor1fer11 alcool sinapico

Esquema 14: Rota biossintética para dcidos cindmicos (DEWIC, 1998).
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¢ Biossintese de triterpenos do tipo saponinas

A biossintese das saponinas ocorre pela via do mevalonato, tendo como precursor o
esqualeno que € formado por um acoplamento cauda-cauda de duas unidades de farnesil piro-
fosfato (C-15). O acoplamento (esquema 15) ocorre através de uma adicao eletrofilica, pro-
duzindo um carbocétion terciario que € estabilizado pela perda de um préton do carbono 1
estabilizando a carga e formando um ciclopropano (pré-esqualeno). A saida do grupo pirofos-
fato gera um carbocdation primdrio, muito instavel, que € estabilizado pela troca 1,3 do grupo
alquil formando um carbocétion tercidrio mais estdvel. O rompimento da ligagc@o entre o car-
bono 1 e 2 produz um alceno e um cétion alilico bem estavel. A reac@o termina com um ata-
que de um hidretro (proveniente do NADPH) ao carbono 1 formando assim o esqualeno
(DEWICK, 2002). A oxidagdo do esqualeno em presenca de flavoproteina (via O, + NADPH)
gera o 6xido esqualeno que sofre diversas ciclizagdes sucessivas, produzindo o cation protos-
teril. Um rearranjo de metila e também de hidrogénios levam a formacao do cation tercidrio,
que por rearranjo de hidrogénio a carga positiva se posiciona no carbono 9, mais um rearranjo
de hidrogénio e temos a formagdo da dupla ligacdo no carbono 5 e a molécula € estabilizada.
Ha em seguida as eliminagdes das metilas ligadas ao carbono 4 pela a¢do de O,+ NAD" se-
guida de eliminacdes de CO, A funcgdo espirocetélica € derivado do colesterol cadeia lateral
por uma série de reacdes de oxigenacgdo, hidroxilacao de C-16 e um das metilas terminais, e,
em seguida, produzindo uma fun¢do cetona em C-22. Esta proposta € transformado no inter-
mediario hemicetal e, em seguida, o espirocetal. A quiralidade na posi¢do C-22 € fixado pela
estereo especificidade na formacao do cetal enquanto as estereoquimicas possiveis diferentes
em C-25 sdo ditados pelo fato de C-26 ou C-27 serem hidroxiladas na etapa anterior (DE-

WICK, 2002).
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(Continuagao)
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(Continuagdo)

Formacéo do anel
OH
furostanico

UDPGlc

Protodioscina

Diosgenina ou
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HO

Esquema 15: Rota biossintética para triterpenos do tipo saponinas , diosgenina , yamogenina e protodioscina
(DEWICK, 1998).
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