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AMADOR, Ismael Rodrigues. Estudo quimico e avaliacdo da atividade
antifingica do caule de machaerium stipitatum. vog. Dissertagcdo de Mestrado
em Quimica — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

Machaerium stipitatum é relatada como planta medicinal, cuja a casca do caule,
conhecida como “xapuiy” pelos indios Kaingang, é usada em preparag¢des para curar
feridas e infec¢des na boca. O estudo quimico do extrato de acetato de etila (AcOEt)
do caule de M. stipitatum resultou no isolamento de oito constituintes sendo quatro
triterpenos (lupeol, acetato de lupeol, lupenona e acetato do acido oleandico), trés
fitoesteroides (B-sitosterol, acetato de B-sitosterol e sitostenona) e um pterocarpano
(medicarpina). O isolamento dos constituintes foi feito através de métodos
cromatograficos de adsor¢gdo em coluna e placa com silica gel (fase normal). A
determinacao estrutural das substancias foi feita com base na analise de espectros
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono (uni e
bidimensionais), de infravermelho e espectrometria de massas. A avaliacdo da
atividade antimicrobiana contra fungos filamentosos Alternaria sp e Botryosphaeria
ribis indicou resultado significativa de inibicdo de crescimento para o extrato aquoso,
enquanto que os extratos e fragbes de solventes organicos nao inibiram o
crescimento dos micro organismos testados. O estudo da espécie mostrou sua
relevancia pelo fato da planta ainda nao ter sido estudada quimicamente e por haver
poucos relatos da presenga de triterpenos e fitoesterois no género, sendo os
estilbenos e flavondides apontados na literatura como principais constituintes
isolados nas quatorze espécies até aqui estudadas.

Palavras-chave: Machaerium. Machaerium stipitatum. Fitoesterois. Triperpenos.
Fungos filamentosos. Cromatografia.
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ABSTRACT

Machaerium stipitatum is reported as a medicinal plant, whose stem bark, known as
"xapuiy" Kaingang by the indians, is used in preparations to heal wounds and
infections in the mouth. The chemical study of the ethyl acetate extract (EtOAc) of
the stem of M. stipitatum resulted in the isolation of eight constituents and four
triterpenes (lupeol, lupeol acetate, and acetate lupenona oleanolic acid), three
phytosteroid (B-sitosterol, acetate p-sitosterol and sitostenone) and a Pterocarpans
(medicarpin). The isolation of the constituents was done by chromatographic
adsorption column and plate with silica gel (normal phase). The structural
determination of the substances was based on the analysis of nuclear magnetic
resonance spectra of hydrogen and carbon (and uni-dimensional), infrared and mass
spectrometry. The antimicrobial activity against filamentous fungi Alternaria sp and
Botryosphaeria ribis results indicated significant inhibition of growth for the aqueous
extract, while the extracts and fractions of organic solvents did not inhibit the growth
of microorganism tested. The study of the species showed its relevance because the
plant has not been studied chemically and because there are few reports of the
presence of triterpenes and phytosterols in the genre, and stilbenes and flavonoids
found in the literature as major constituents isolated fourteen species studied so far.

Keywords: Machaerium. Machaerium stipitatum. Phytosterols. Triterpenes.
Filamentous fungi. Chromatography.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo das plantas na cura dos males dos homens vem desde os
primérdios da civilizagdo, junto a essa utilizagdo veio a necessedade em saber qual
caracteristica da planta € o responsavel por essa cura, dessa forma, os homens
procuram estabelecer um elo entre a agdo de curar que a planta possue e essa
caracteristica. Nesse sentido, muitas abordagens ja foram feitas para tentar
identificar esse elo, sendo abandonadas e retomadas de tempos em tempos. A
“doutrina das assinaturas” que Paracelso (considerado o pai de medicina) utilizou
como justificativa em suas medicag¢des € um exemplo disso.

Atualmente as plantas continuam sendo utilizadas, mas hoje se procura
fundamentos quimicos para estabelecer esse elo. Entende-se que a acao que as
plantas medicinais possuem € fruto dos metabdlitos que elas produzem para o seu
desenvolvimento e sua manutencgao.

Nesse aspecto Simodes et al. (2004) argumenta que as plantas sdo fontes
importantes de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se
constituem em modelos para a sintese de um grande numero de farmacos. Também
€ apontado por Cechinel Filho e Yunes (1998) que nos ultimos anos verificaram
grandes avangos cientificos envolvendo os estudos quimicos e farmacolégicos de
plantas medicinais visando obter novos compostos com propriedades terapéuticas.

Sendo a cromatografia uma técnica muito importante para a analise de
materiais com variadas estruturas e propriedades fisicas, como foi reportado por
Ciola (1998), ela é largamente utilizada no isolamento e purificagdo desses
farmacos. Tendo os métodos fisicos de analises como a espectrometria de massas,
a espectroscopia no ultravioleta, no visivel e no infravermelho e a ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13, na determinagéo de suas estruturas.

Como sugerem Cechinel Filho e Yunes (1998), para procurar por
substancias bioativas em plantas, devem ser observadas as informagbes da
medicina popular, uma vez que aproximadamente 75% dos compostos puros
naturais empregados na industria farmacéutica foram isolados seguindo essas
recomendacdes. Além disso, como € observado por Hostettmann et al. (2003), em

todo o mundo, apenas 17% das plantas foram estudadas de alguma forma quanto



21

ao seu emprego medicinal e, na maioria dos casos, sem grande aprofundamento
nos aspectos fitoquimicos e farmacolégicos.

No aspecto da medicina popular, Medeiros (2000) relata a Machaerium
stipitatum como planta medicinal, pelo fato da casca do caule, conhecida como
“xapuiy” pelos indios Kaingang, ser preparado um remédio usado para curar feridas
e infec¢cdes na boca conhecidas como candidiase, mas nao ha relatos na literatura
quanto ao seu estudo quimico.

A espécie M. stipitatum segundo Lorenzi (2002), pertence a familia
Leguminosea (Fabaceae) que compreende cerca de 400 géneros e 12.000
espécies. O género Machaerium, segundo Sartori e Tozzi (1998), € um dos maiores
géneros arboreos tropicais de leguminosas, com cerca de 130 espécies, distribuidas
do México a Argentina e um representante ocorrendo na costa oeste africana. No
Brasil observa-se o maior numero de espécies, que variam de arvores a arbustos.

Também conhecida como sapuvinha, sapuva, sapuvugu, pau-de-malho,
jacaranda-roxo e canela-do-brejo, a M. stipitatum é descrita por Lorenzi (2002) como
uma arvore de porte alto (10 a 20 m de altura), com tronco de 40 a 50 cm de
diametro, folhas compostas e frutos do tipo vagem. Sua copa apresenta-se de forma
piramidal com ramos pendentes, florescendo de fevereiro a abril. A maturagdo dos
frutos verifica-se nos meses de setembro a outubro. A planta ocorre principalmente
em formagdes secundarias nas regides sul e sudeste do Brasil, sendo menos
frequente no interior das florestas primarias densas. Apresenta nitida preferéncia por
solos férteis, tanto os situados em baixadas umidas como em terrenos pedregosos.

Sua madeira é moderadamente pesada e resistente, sendo largamente
utilizada em construgéo civil. Apesar do porte arbéreo € considerada ornamental,
pois suas flores pequenas e de coloracdo creme se encontram em densas
inflorescéncias nas extremidades dos ramos com folhas, como pode ser visto na
Figura 01, proporcionando belo efeito conforme é apontado por Marchiori (1997) e
Lorenzi (2002). Este ultimo indica sua utilizagdo no plantio misto em areas
degradadas de preservacao permanente.
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Figura 01 — otografia da espécie Machaerium stipitatum

Em uma busca na literatura (SciFinder Scholar) com a palavra chave

“Machaerium” foram encontrados estudos quimicos para 14 espécies, estes foram

apresentados na Tabela 01 mostrando suas principais classes e constituintes
quimicos observados nesse género.
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Tabela 01 — Levantamento bibliografico no Chemical Abstracts (SciFinder Scholar)

das espécies estudadas do género Machaerium descrevendo classes e constituintes

isolados
Espécie Classes e Constituintes Isolados Ref.
M. acutifolium Pinosilvina, medicarpina e o cinamilfenol petrostireno. 01
Duartina, mucronulatol, vestitol (isoflavanas). 02
M. aristulatum Cinamilfenol e pterocarpano como constituintes 03
citotéxicos.
Isoflavonas: formonetina e calicosina. 04
M. floribundum Procianidina. 05
M. incorruptibile  Triterpendides isolados da seiva da arvore. 06
Triterpendides isolados da seiva da arvore. 07
M. kuhlmannii Neoflavonéides: kuhlmanniquinol, kuhimanneno, 08
kuhlmannina, dalbergiona, dalbergiquinol, dalbergina,
isoflavondides, diidrocinamato e fendis.
Kuhlmannina, kuhlmanniquinol e kuhlmanneno. 09
Neoflavonéide kuhlmannistireno. 10
M. mucronulatum Isoflavondides: duartina, mucronulatol, mucroquinona e 11
mucrocarpana.
Chalconas, neoflavonoides e os cinamilfendis 12
mucronustireno e mucronulastireno.
Neoflavondides mucronustireno, mucronulastireno e 10
villostireno.
Duartina, mucronulatol, vestitol (isoflavanas) e 02
mucroquinona (isoflavanquinona).
M. multiflorum Hexaidrodibenzopiranos (HHDBP’s): machaeriol C, 13

machaeriol D, machaeridiol A, machaeridiol B e

machaeridiol C, com atividades antibacteriana contra
Staphylococus aureus, antiparasitaria contra

Plasmudium falsiparum e Leishmania donovani e

antifungica contra Candida albicans.

Hexaidrodibenzopiranos (HHDBP’s): machaeriol A e 14
machaeriol B e sesquiterpeno.
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Espécie Classes e Constituintes Isolados Ref.
M. nictitans Neoflavonéides: kuhlmanniquinol, kuhimanneno, 08
kuhlmannina, dalbergiona e dalbergiquinol.
Kuhlmannina, kuhlmanniquinol e kuhlmanneno. 09
M. opacum Dimetoxifenol, pinosilvina, duartina e mucronulatol. 15
Duartina, mucronulatol, vestitol (isoflavanas). 02
Duartina, isoflavona do interior da madeira. 16
M. pedicellatum  Constituintes isolados do extrato metandlico do interior 17
da madeira. Dalbergiona, dalbergiona quinol, dalbergina
e kuhlmannina. Isoflavanas: machaerol-A, machaerol-B e
machaerol-C.
M. scleroxylon Dalbergiona, quinol, hentriacontano e kuhimanneno 18
isolados do extrato hexanico do interior da madeira.
Proposta de que dalbergionas, dalberginas e 19
benzofenonas estao relacionados com os
neoflavonoides.
Dalberginas, B-sitosterol, triterpeno, dalbergiona, 20
hidroquinona e, provavelmente, benzofenona.
M. sp. Ocorréncia de dalbergionas, dalbergiquindis, 21
arilcumarinas e neoflavonas.
Neoflavondides isolados do extrato metandlico do interior 22
da madeira da planta: benzoquinona e duas isoflavanas.
Pterocarpanos, neoflavondides e isoflavonas. 23
Isoflavanas, isoflavanquinonas. 24
Flavondides, antraquinonas e triterpendides. 25
B-sitosterol, formonetina, daidzeina, pterocarpina, 26
isoliquiritigenina e vestitol.
3-aril-4-hidroxicumarinas, sterocarpanas, isoflavanas, 27
neoflavondides e cinamilfendis.
Neoflavondide petrostireno. 10
Dalbergionas isolados do interior da madeira e da seiva. 28
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Espécie Classes e Constituintes Isolados Ref.

M. vestitum Isoflavonodides isolados do caule: vestitol, vesticarpano, 29
formonetina, medicarpina e mucronulatol e aldeido

acetiloleandlico.

Duartina, mucronulatol, vestitol (isoflavanas). 02
M. villosum Isoflavondides: duartina, mucronulatol, mucroquinona e 11

mucrocarpana.

Isoflavondides e o cinamilfenol villostireno. 12

Terpenoides isolados do extrato da madeira. 30

Isoflavonas, chalconas e flavanona isolados do extrato 31

etandlico do interior da madeira.

Pterocarpano, estireno, isoflavona isolados da madeira. 32
Neoflavonéide mucronulastireno e villostireno. 10
Duartina, mucronulatol, vestitol (isoflavanas). 02

Nota: As referéncias (somente o abstract) contidas nessa tabela se encontram ao final da
introducao.

Os dados da Tabela 01 identificam 4 classes principais de produtos naturais,
estilbenos, isoflavondides, neoflavondides e cinamilfendis. Algumas estruturas

representativas podem ser observadas nas Figuras 02, 03, 04 e 05.
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Estilbenos:

HO

Figura 02 — Quatro exemplos de estilbenos, (01) machaeriol C (02) machaeridiol A citado
por Muhammad et al. (2003), (03) machaeriol A e (04) machaerial B citado por Muhammad
et al. (2001)

Isoflavondides:

(@) 0 O
o/‘ OMe
03

Figura 03 — Quatro exemplos de isoflavonéides reportados por Kurosawa et al. (01) vestitol
e (04) vesticarpan (1978b), (02) mucronulatol e (03) mucroquinona (1978b)
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Neoflavondides:

MeO

HO

MeO

MeO

Figura 04 — Quatro exemplos de neoflavondides, (02) dalbergiona por Yoshimoto et al.
(1975), (01) (kuhimannin, dalbergiona, (03) Kuhlmanniquinol, (04) kuhlmannene por Ollis et
al. (1968b)

Cinamilfendis:

OH
MeO OMe
\@ MeO OMe HO
"o \D
OMe o1 HO 0
OMe OMe
HO OMe \@ HO OMe HO :
03 04

Figura 05 — Quatro exemplos de cinamilfendis, (02) petrostireno por Ollis (1978b), (03)
mucronustirena e (04) mucronulastirena(01) macharistol por Kurosawa et al. (1978a, 1978b)
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No levantamento do género Machaerium, chama a atencdo o fato dos
fitoesteroides e triterpenos aparecer apenas na M. incorruptibile, na M. scleroxylon,
na M. sp. e na M. villosum (Tabela 01), ja que se trata de duas classes de
substancias relativamente comuns em plantas. Os fitoesterdis e os triterpenos sao
importantes componentes estruturais das membranas das plantas, e fitoesterois
livres servem para estabilizar as bicamadas de fosfolipideos nas membranas
celulares nos vegetais como foi reportado por Dewick (2002, p. 237). Alem disso,
Gupta (2011) traz que o PB-sitosterol foi promissor em testes antidiabétecos, e
também seu efeito antioxidante pode ser considerado em estudos clinicos para
desenvolvimento de novas drogas. Nos ftriterpenos ha relatos de atividades
biologicas como de Oliveira (1971) na protecdo contra infestacao de Schistosoma
mansoni.

Diversos constituintes dessas duas classes foram isoladas da M. stipitatum,
por esta razdo a biossintese esquematica dos mesmos é reportada na sequéncia de
forma resumida da apresentada por Dewick (2002, p. 212-225). Onde a
condensacdo de duas moléculas de farnesilpirofosfato resulta na formacao do

esqualeno (Figura 06) e este € o precursor biossintético dos triterpenos e esteroides.
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esqualeno FPP
sintetase l Z 0 7

esqualeno

Figura 06 — Condensagdo de duas moléculas de farnesilpirofosfato na formagdo do
esqualeno precursor biossintético dos triterpenos e esterdides
Fonte: Dewick (2002)

A ciclizacdo do esqualeno através de intermediario 2,3-epoxi (Figura 07)
fornece o carbocation terciario protosterila. Este cation apds varios rearranjos do tipo
Wagner-Meerwein (1,2) pode resultar no lanosterol, precursor de esterdides em

animais e fungos, ou cicloartenol, precursor de fitoesterdis.
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esqualeno oxidase cation .
animais protosteril
fungos

HO

cicloartenol

lanosterol

Figura 07 — Ciclizagdo do esqualeno através de intermediario 2,3-epoxi formando o
carbocation protosterila, deste gerando o lanosterol e o cicloartenol
Fonte: Dewick (2002)

Em outro tipo de conformacgéo do esqualeno (cadeira-cadeira-cadeira-barco)
para a ciclizacdo, mas seguindo idéntico mecanismo como na formacao do cation
protosterila, porem € obtido o cétion damarila e este origina dentre outros, os
esqueletos lupanicos e oleanicos (Figura 08). Este mecanismo foi observado na

biossintese do lupeol em Lupinus luteos da familia Leguminosae (Fabaceae).
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cation
bacarenil

cation
damarenil HO

@
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cation
HO I lupenil
-

cation
oleanil

Figura 08 — Ciclizagdo do cation damarila (tetra ciclico) formando o lupeol (lupanico) e a B-
amirina (Ole&nanico)
Fonte: Dewick (2002)

Os esterbides sao triterpenos modificados com sistemas tetraciclicos
podendo ser obtidos a partir do lanosterol com a perda das metilas ligadas ao

carbono 4 e da metila do carbono 14 (Figura 09).
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Figura 09 — Modificacdo de um triterpeno com sistemas tetraciclicos perdendo uma metila
na posicao 14 (I) e duas metilas na posigcao 4 (II) para formar fitoesteroéides
Fonte: Dewick (2002)

Esta reducdo do numero de carbonos leva a um esqueleto basico de 27

carbonos como o observado nos colestanos. Nas plantas observa-se com frequéncia



o aumento da cadeia lateral com a inclusdo de mais um carbono (campesterol) ou
dois (sitosterol). A inclusdo dos carbonos em ambos os casos ocorre via S-

adenisilmetionina que efetua as alquilagdes carbons olefinicos (Figura 10).
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Figura 10 — Etapas de inclusdo de carbonos via S-adenisilmetionina, isomerizagéo alilica e
dehidrogenacao
Fonte: Dewick (2002)

Outro aspecto também presente em algumas das espécies de Machaerium é
sua bioatividade, alguns trabalhos descrevem atividade antigiardial e antitumoral por
Yu; Wang;Yang (2007) para a M. multiflorum, atividade antimalarico e antibacteriano
por Muhammad et al. (2001) este mesmo autor em 2003 relata atividade
antibacteriana, antifangica e antiparasitarias para M. multiflorum.

Estes relatos mostram que além dos estudos quimicos, € necessario efetuar

também algum tipo de investigacdo de bioatividade na espécie. Esta investigagcao
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pode ser realizada utilizando substancias isoladas ou mesmo extratos brutos e
fracionados, um exemplo disso é reportado por Quiroga, Sampietro e Vattuone
(2001), onde ¢é avaliado a utilizacao de extrato bruto contra fungos filamentosos.

Alguns fungos filamentosos como o Botryosphaeria ribis sdo causadores
doengas em plantios jovens, com até dois anos de idade, sdo lesdes necrbticas nos
tecidos do caule, ao longo do tronco e nos ramos, manifestando-se inicialmente pelo
escurecimento do tecido da casca e do lenho, podendo haver formacao de um calo
cicatricial ou mesmo o anelamento do tronco (FERREIRA, 1989). A Alternaria solani,
por exemplo, € causadora da pinta preta, frequente doenga da cultura do tomateiro
no Brasil. A doenca apresenta alto potencial destrutivo, incidindo sobre folhas,
hastes, peciolos e frutos, ocasionando elevados prejuizos econdmicos. Existe
poucos cultivares com resisténcia genética a essa doenca (BALBI-PENA et al,
2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Estudo quimico do extrato de acetato de etila do caule de M. stipitatum.
e Avaliacdo das atividades antifungicas do extrato bruto de acetato de etila do

caule de M. stipitatum.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e |[solar, purificar, identificar e determinar as estruturas através de métodos
espectroscopicos dos constituintes quimicos (metabdlitos secundarios) do
extrato de acetato de etila do caule da espécie.

e Efetuar bioensaios antifungicos no extrato bruto e/ou fragdes elaboradas e/ou
substancias puras obtidas tentando correlacionar as atividades com as
estruturas de substancias isoladas ou classes as quais pertencem.

e Contribuir para o estudo quimico do género Machaerium com a investigacao

quimica de uma espécie ainda nédo estudada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Material botanico

Partes do caule (galhos e ramos) da Machaerium stipitatum foram coletados
sob a supervisdo do bidlogo Manoel R. C. Paiva, em abril de 2007, na Rua Foz do
lguacu proxima ao numero 1217, na cidade de Londrina, Parand. Uma exsicata da
planta esta registrada no Herbario FUEL, sob o nimero 40.658, no Departamento de
Biologia Animal e Vegetal da Universidade Estadual de Londrina.

Apés a coleta, o material foi pulverizado em triturador de facas, seco a

sombra a temperatura ambiente.

3.1.2 Reagentes, Solventes e Micro-organismos

Os solventes e reagentes (acetato de etila, hexano, diclorometano, metanol,
alcool etilico, éter etilico, dimetilsulféxido (DMSO), piridina, acido sulfurico, acido
cloridrico e hidréxido de sédio) empregados no trabalho foram de grau P.A.
principalmente da das marcas Nuclear, Index, Merck, Macheri Nagel, Quimex e
Biotec.

Os adsorventes cromatograficos para coluna (silica-gel 20-230 mesh) e
camada delgada (silica gel 60 com e sem fluoresceina) foram da marca Merck e
Macheri Nagel. Também foram utilizadas cromatoplacas com fluoresceina da marca
Macheri Naguel. As colunas cromatograficas utilizadas foram de didmetros e
comprimentos variados.

Nos ensaios biolégicos foram utilizados os fungos filamentosos Alternaria sp
e Botryosphaeria ribis, ambos cedidos gentilmente pela professora Maria Inés

Rezende do departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual
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de Londrina (UEL), o antifungico Captan, o meio de cultivo Potato Dextose Agar da

marca Himedia e placas de Petri (90x20mm).

3.1.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram rota evaporador Premem BM-102 ER,
Cromatodgrafo a Gés acoplado a Espectrémetro de Massas Shimadzu QP500
(CG/EM), Espectrometro de Infravermelho Shimadzu FTIR-8300 e Espectrdmetro de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) Varian Mod. Gemini Multinuclear 300Hz,
Magneton NMR 300-Oxford.

3.2 METODOS

3.2.1 Extracao

As extracbes utilizando solventes organicos foram feitas por maceracao a
frio, no primeiro instante em acetato de etila e posteriormente em etanol a partir de
6,970 kg de material seco. Os extratos foram concentrados em evaporador rotatorio
a pressao reduzida, dando uma massa de 62,33 g para o extrato em acetato de etila
e 55,3 g em etanol, sendo mantidos em freezer posteriormente.

O extrato aquoso foi obtido por sonicagdo de 300 g de material seco em 500
ml de agua ultra pura durante 30 min, apds um breve repouso o material foi filtrado e
acrecrescido de mais 500 ml de agua ultra pura, sonicando novamente por 30 min,
repetidindo essa ultima etapa mais uma vez. O extrato resultante (15000 ml) foi

congelado e liofilizado dando uma massa de 1,51 g.
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3.2.2 Fracionamento do Extrato

O extrato de acetato de etila (AcOEt) de massa 63,339, foi submetida um
fracionamento em coluna de adsorcao em silica-gel (fase normal) com solventes em

polaridade crescente como mostrados na Tabela 02.

Tabela 02 — Série eluotropica efracdes obtidas do fracionamento primario do extrato
de AcOEt de M. stipitatum

Fracao Eluente Massa /g
Ac1 Hexano 1,08
Ac2 Hexano — AcOEt 10% 7,13
Ac3 Hexano — AcOEt 50% 11,86
Ac4 AcOEt 31,68
Ac5 AcOEt — MeOH 2% 0,82
Acb AcOEt — MeOH 5% 0,41
Ac7 AcOEt — MeOH 10% 0,43
Ac8 MeOH 2,82

3.2.3 Isolamento e Purificacdo dos Constituintes

As fragcbes primarias obtidas foram refracionadas por técnicas
cromatograficas preparativas na tentativa de isolar e purificar seus constituintes.
Inicialmente, o primeiro método de purificagdo foi de cromatografia em coluna (CC)
em silica-gel em fase normal. Aléem da CC também foram empregados outros
métodos preparativos, tais como cromatografia em camada delgada preparativa
(CCD).

3.2.3.1 Elaboracéao da fragcao Ac2 (Hexano-AcOEt 10%)

A fracao Ac2 (Hexano-AcOEt 10%) 6,4579 foi submetida a cromatografia em
coluna em silica gel em fase normal (1509), utilizando-se eluentes em polaridade
crescente conforme indicado na Tabela 03.
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Tabela 03 — Série eluotrépica em polaridade crescente, intervalo das fragbes
retiradas para cada eluente e agrupamento e massa das fragées da fragdo Ac2
(Hexano-AcoEt 10%)

Eluente Fracao Agrupamentos Massa / mg
Hexano — 100% (01 —45) (01 —45) -
Hexano — CH.Cl> 5% (46 —75) (46 —75) -
Hexano — CHxCl> 10% (76 — 95) (76 — 95) -

Hexano — CHxCl> 20% (96 — 115)

(96 — 125) 275,7
(126 — 135) 129,1
Hexano — CH.Cl> 50% (116 —217) (136 —149) 21,7
(150 — 166) 239,7
(167 — 195) 282,6
(196 — 224) 109,4
Hexano — CH.Cl, 70% (218 — 300) (225 — 260) 1206,3
(261 — 300) 4784
(301 — 310) 136,4
CH,Cl, — 100% (301 — 420) (311 -322) 214,2
(323 — 380) 560,8
(381 — 420) 140,8
(421 — 440) 251,1
(441 — 442) 1921,2
(443 — 444) 4511
(445 — 448) 516,4
CHsClo— MeOH 2% (421 — 490) (449 — 450) 395,1
(451 — 458) 221,9
(459 — 468) 37,4
(469 — 472) 15,4
(473 — 478) 14,6
(479 — 490) 12,6
(491 — 498) 167,6
(499 — 514) 22,4
AcOEt — 100% (491 — 541) (515 - 521) 12,9
(522 — 533) 14,6
(542 — 545) 607,0
AcOEt — MeOH 2% (542 — 560)
(546 — 560) -
AcOEt — MeOH 5% (561 — 576) (561 — 576) -
AcOEt — MeOH 20% (577 — 581) (577 — 581) -
MeOH — 100% (582 — 610) (582 — 610) -
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Todos os grupos e fragdes apresentados na Tabela 03 passaram por
processos de separacdes analiticos e preparativos com finalidade de isolar,
identificar e caracterizar os possiveis metabdlitos.

A sequéncia a seguir mostra de forma descritiva e esquematica como alguns

metabdlitos da fragdo Ac2 foram isolados e purificados.
3.2.3.2 Fragdes (126 — 135)

A reunido dessas fragdes se deram apos analise por CCD resultando em
uma fracdo de 129,1 mg. Esta fracdo passou posteriormente por duas particdes em
Hexano/MeOH sendo descartada a parte extraida em MeOH. Na parte hexanica
(9,24mgq) foram feitas uma separagdo em coluna cromatografica seguida de uma
CCD preparativa, resultando no isolamento da MSI-3 (46,0 mg)como € mostrado no

(Fluxograma 01).

(126-135)
129,1mg

[ Hex-100% ] [MeOH-mo%]

Hex-100% MeOH-100%
92,4mg

1 1 1 1 1 1 1
Hex-100% H/A-2% H/A-5% H/A-10% H/A-20% AcOEt-100% MeOH-100%
(1-6) (7-13) (14 -19) (20 —23) (24 - 27) (28 — 29) (30)
(15-130)
24,7mg

Fluxograma 01 — Rota esquematica de isolamento da MSI-03
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Estas fragdes foram agrupadas por semelhangas em CCD, sua massa foi

269,2 mg. Uma cromatografia de colula foi feita com esta fracdo (269,2 mg) nos
eluentes Hex/CH2Clz 10%, Hex/CH2Clz 20%, Hex/CH2Cl, 30%, Hex/CHxCl, 50%,
CH2Cl, 100% e MeOH100%. A fragdo 19-34 (138,6 mg) foi submetida a uma
recristalizacdo em MeOH 100% que gerou trés novas fragcdes, uma cristalina de 75,3

mg, uma solida amorfa (20,2 mg) e outra liquida (40,1 mg seca). Com a fracdo

cristalina (75,3 mg) foi feita uma coluna cromatografica em silica gel nos eluentes
HeX/CHzclz 10%, HeX/CH2C|2 30%, HeX/CHzclz 50%, CH20|2 100% e MGOH100°/0, a
fracdo de 48,5 mg (11-35) dessa ultima coluna, passou por uma CCD preparativa

que resultou no isolamento da MSI-01 (20,9 mg) (Fluxograma 02).

Hex/CH,Cl,
10%
(1-8)

(136 — 149)
269,2mg
P < 1 1 1 1
Hex/CH.Cl, Hex/CHCl, Hex/CHCl, CH,Cl, MeOH
20% 30% 50% 100% 100%
L (09-18) ) (19-28) (29-38) (39-45) 11,7mg

|

(1-10) (" (11-18) ) ( (19-34) ) ( (35-45)
7,3mg 1,8mg 138,6mg 14,8mg
- J - J
s . N [ N X
Cristalina Amorfa liquida
75,3mg 20,2mg 40,1mg
- . J
e o N X N [ N J N X
Hex/CH,Cl, | [Hex/CH,Cl,| [Hex/CH,Cl, CH.Cl, MeOH
10% 30% 50% 100% 100%
L (1-10) ) {_ (11-80) ) |_ (31-43) ) | (44-51) ) | 4,1mg
( (1-10) ) [ (11-35) ) (36-46) (47-51)
6,4mg 48,5mg 7,8mg 2,9mg
N J J
( I N\ 7\ I
MSI-01 28 38
20,9mg 12,4mg 10,1mg

J

- J/

(S
Fluxograma 02 — Rota esquematica de isolamento da MSI-01
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3.2.3.4 Fracdes (167 — 195)

Ap6s uma analise por CCD estas fragdes foram agrupadas resultando em
uma massa de 282,6mg. Posteriormente foi feito uma coluna cromatogréfica em
hexano 100%, Hex/CHxCl, 10%, Hex/CHxCl, 20%, Hex/CH2Cly 40%, Hex/CHCly
80%, CH.Cl, 100% e MeOH100%, as fragdes resultantes dessa coluna foram
agrupadas por semelhancas, dessas, a fracao (23 — 30) de 173,9 mg foi submetida a
uma separacao em CCD preparativa que resultou no isolamento da MSI-08 (40,0
mg) como é reportado no Fluxograma 03.

)

(167-195)
282,6mg

1 1
("H/C 20% ) ( H/C 40% )
@1-27) | | (28-34)

C100% ) [ MeOH
(42 — 44) 100%

(45)

Hex 100%
-7

J

((1-12) ) ((13-16)) (((17-20)) ((@1-22)) ( @3-30) ) ( (31-34) (35-38) ) [ (39 - 44) )
9,1mg 2,5mg 2,3mg 1,3mg 173,9 66,8mg 4,8mg 13,1mg

H/C 10%
(8 -20)

H/C 80%
(35 — 41)

Vs
-

Fluxograma 03 — Rota esquemética de isolamento da MSI-08

3.2.3.5 Fragdes (225 — 260)

O agrupamento dessas fragdes resultaram em uma fragdo de 1206,3 mg. As
etapas de isolamento dessa fracdo (reunida) passou por duas CC (Fluxograma 04),
onde a primeira teve inicio em Hex/CH>Cl> 10%, Hex/CH,Cl, 20%, Hex/CH,Cl, 40%,
Hex/CH2Cl, 80%, CH2Clz 100%, CH2Clo/MeOH 2% e MeOH100%,. A fracao (25 —

31) dessa coluna sofreu uma nova separacdao em CC resultando na MSI-11 (40,6
mgq).



(225-260)

1206,3mg

;I_/

[

H/C 10%
(1-3)

1

(" H/C 20% )

4-11)

(" H/C 40% )
(12— 22)

A J

(" H/C 80% )
(23 - 33)

G J/

-~

(34 — 43)

C100% )

G J

I
(C/MeOH 2%)
(44 — 47)

|

MeOH
100%
(48)

|

(1-14)

41,0mg

1
(" (15-24) \J
167,5mg
. J

( (25-31) )
399,3mg

(" (32-45)
87,7mg

G J

H/C 20% )
(1-11)

A J/

(" MeOH

100%

J

MSI-11
40,6mg

|

O

Fluxograma 04 — Rota esquematica de isolamento da MSI-11

3.2.3.6 Fragdes (261 — 300)
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Apés constatar que se tratava de fragdes semelhantes por andlise em CCD

elas foram reunidas resultando em uma fracdo de massa 478,4 mg. Apds esse

agrupamento essa fragdo passou por

duas particbes em Hexano/MeOH,

descartando a parte metandlica e reservando a perte hexanica. O resultado da
segunda particdo foi submetida a uma CC em Hex/CH.Cl, 50%, CH2Cl, 100%,
CH2Clo/MeOH 2% e MeOH100%,. de onde foram retiradas 36 fragdes, a fragdo de

197,2 mg (19 - 29) dessa coluna foi submetida a uma CCD preparativa, que resultou

no isolamento da MSI-16 (30 mg) como é reportado no Fluxograma 05.
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(261 - 300)
468,4mg

Hex 100% MeOH 100%

367,6mg 135,6mg
Hex 100% MeOH 100%
314,9mg 45,5mg

N m— — 1 1 1
H/C 50% H 100% ( C/ MeOH 2%) (MeOH 100%
(1-10) (11-22) L (23 - 35) (36)

S J

( (1-9 ) ( (10-14) ) ( (15-18) | [ (19-29) (30— 32) (33 - 36)
21,6mg 16,4mg 11,4mg 197,2mg 107,7mg 5,3mg

1 1 1 1 1 1
MSI-16 28 32 42 52 2
30,0mg 0,7mg 7,2mg 12,3mg 1,6mg 20,8mg

Fluxograma 05 — Rota esquematica de isolamento da MSI-16

3.2.3.7 Fracoes (323 — 380)

Essas fracdes foram agrupadas por semelhanca em analise de CCD, sua
massa foi de 560,8 mg. Uma parte de 100 mg dessa fracao (560,8 mg) foi submetida
a uma CCD preparativa, que resultou em 8fracoes, sendo as fracdes 12 e 52
agrupadas, estas resultaram na MSI-17 (23,8mg) como é demostrado no

Fluxograma 06.

(323 - 380)

1) 58
11,5mg 12,3mg
N\ J

B ey

MSI-17
23,8mg
—

Fluxograma 06 — Rota esquematica de isolamento da MSI-17
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3.2.3.8 Fracdes (421 — 440)

Esse grupo de fracbes foram reunidos apos se mostrarem semelhantes em
analise de CCD, sua massa foi de 251,1 mg. Uma parte de 98,5 mg dessa fragao
(251,1 mg) foi aplicada em uma CCD preparativa, nessa separacao foram obtidas 8

fragdes, na fracdo denominada 22 foi isolada a MSI-18 (Fluxograma 07).

(421 — 440)
98,5mg

1
12 MSI-18 32 42 52 62 78 82
9,2mg 9,8mg 0,2mg 4,6mg 9,5mg 3,9mg 13,3mg 2,3m

Fluxograma 07 — Rota esquematica de isolamento da MSI-18

3.2.4 Ensaio Antimicrobiano Contra Fungos Filamentosos

Os micro-organismos utilizados foram os fungos filamentosos Alternaria sp e
Botryosphaeria ribis, mantidos em meio Batata Dextrose Agar (BDA) preparado a
partir de 39 g desse meio em 1 litro de dgua destilada. Os fungos foram cultivados
em tubos de ensaio contendo BDA inclinado, armazenados em refrigerador a 4 + 2
°C e repicados trimestralmente.

Nestes ensaios foram utilizados os extratos aquoso, AcOEt 100% e
etandlico, as fracdes AcOEt 10% (Ac2) e AcOEt (Ac4). Para cada extrato e cada
fracdo foi preparada uma solugdo concentrada de 10 mg/ml. Com essa solugéo
concentrada preparou-se diferentes concentracées por placa (2, 3 e 4 mg),
adicionando distintos volumes (200, 300 e 400 pl) dessa solugdo a cada erlenmeyer
contendo (16,8, 16,7 e 16,6 ml) meio de BDA esterilizado e aquecido. Apés
homogeneizacao a mistura foi vertida em placa de Petri (90 x 15mm). Um disco de 7
mm de didmetro de meio contendo o fungo crescido (previamente) apenas em BDA

foi colocado no centro de placa de Petri (Fluxograma 08) contendo extrato, a qual foi
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incubada a 28 °C até que o micro-organismo da placa controle ocupasse-a
totalmente.

Paralelamente, foram preparados controles negativo de inibigdo com
antifungico comercial (Captan), um controle positivo de crescimento contendo
somente o meio BDA e um de solvente (DMSO para os extratos aquoso, AcOEt
100% e EtOH, as fracdes AcOEt 10% (Ac2) e AcOEt (Ac4).

Todos os procedimentos foram feitos em quaduplicatas. O halo de
crescimento considerado foi a média aritmética da medida dos quatro didmetros de

cada placa descontando a esfera (7 mm) de inoculagao.

OO0 O OO0

2,0 mg

DOOO OOOO

@:fg@@@@@@@

4 0mg
Placa com fungo Placas com diferentes Placas com diferentes
concentragdes de extrato concentracdes de solvente

em meio agar

OO0 O

Controle posmvo (Captan)

OO O

Controle posmvo (BDA)
Fluxograma 08 — Esquema de inoculacdo do ensaio antimicrobiano com fungos
filamentosos em extratos de diferentes solventes da M. stipitatum

Os ensaios antimicrobianos dos extratos da M. stipitatum contra fungos
filamentosos foram avaliadas com base na taxa de crescimento radial das hifas de
acordo com Quiroga, Sampietro e Vattuone (2001), onde a taxa de inibi¢cdo é igual
ao diametro das hifas no controle menos o didmetro das hifas no extrato, dividido

pelo didmetro das hifas no controle vezes cem (Equacéo 01).

Equa(}éo 01: % de |n|b|gé0 _ [Di':"nmetm daz hifas controle - Digmetro das hifas do extratn] 100

Digmatro das hifas controle
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3.2.5 Condigdes para Cromatografia Gasosa

Para andlise do perfil cromatografico dos constituintes presentes nos
extratos, fragbes e substancias puras foi utilizado um cromatégrafo a gas, CG/EM-
QP5000 da Shimadzu, que consiste de:

o Um injetor manual, para a volatilizagao e introdugéao de parte da amostra, com
temperatura de 275 °C.

o Uma coluna de 100 % polidimetilsiloxano (DB-1), com 30 m de comprimento,
0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espessura de filme.

o Um forno de temperatura programada com rampa de temperatura iniciada em
80 °C/0,1 min, subindo 25 °C/min até 245 °C. No tempo de 25,5 minutos a
temperatura foi aumentada para 270 °C e em 60 °C/min ficou durante 8 minutos.

o O gas utilizado foi 0 hélio com fluxo de 0,5 miI/min.

o Foi utilizado modo split em 30 ml/min e a purga do septo foi fixado em 1
ml/min.

o Detector de massas com interface a 290 °C, no modo impacto de elétrons.

o Um microcomputador que utilizou o software CLASS 5000 para aquisi¢cao e

tratamento dos dados via detector de massas.
o Para a identificacdo de algumas substancias, foi utilizada a biblioteca de
espectros de massas NIST 12 e NIST 62 do conjunto CG-EM.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 DETERMINAGAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

No trabalho com o extrato de acetato de etila do caule da M. stipitatum, foi
possivel isolar, identificar e determinar a estrutura de forma conclusiva a oito
substancias. A determinagao estrutural das substancias se deu por espectrometria
de massas, espectroscopia de infravermelho, espectroscopia de ressonancia
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magnética nuclear de 'H e de "*C (uni e bidimensional), comparagdo com os dados

da literatura e comparacao com padrao em CCD.

4.1.1 Lupenona (MSI-01)

A estrutura da lupenona (Figura 11) foi proposta principalmente, pela
presenca de 30 sinais de carbonos no espectro de RMN de '*C (Figuras 12, 13A,
13B e 13C) condizentes com o esqueleto triterpénico. Os carbonos olefinicos da
isopropropenila C-20 e C-29 (6c 150,1 e 109,6 respectivamente) e o carbono da
carbonila ceténica em C-03 (dc 218,6) foram caracterizados pelos deslocamentos
quimicos diferenciados dos outros carbonos alifaticos.

O espectro de DEPT 90 e 135 (Figura 14), evidenciou os 20 sinais dos
carbonos CH3, CH, e CH. Das 7 metilas da lupenona, trés sdo bem caracteristicas,
as ligadas ao carbono quaternario C-4 que sao as mais desblindada (5¢ 26,6 e 21,0)
e a metila vinilica em §¢ 19,3 (C-30).

O espectro de RMN de 'H (Figuras 15 e 16A) permitiu verificar todas as 7
metilas evidenciando principalmente a vinilica mais desblindada (64 1,69). O
multipleto em oy 2,32 a 2,55 € caracteristico do CH»-2 a-carbonila e CH-19, a
integracdo dessa regido reforcou essa ideia. Outros sinais destacados no espectro
sdo em dy 4,56 e 4,57dd (1,2 Hz) e o4 4,70d (2,1 Hz) referente aos hidrogénios
terminais vinilicos do carbono 29 (Figura 16B).

O espectro de massas (Figura 17) apresentou o pico do ion molecular em
424D, pico base (m/z) 205, e sua proposta de fragmentagcdo com a presenga dos
ions 0 409 (A), 381 (B), 218 (C), 205 (D) e 189 (E) (m/z) (Figura 18) foi apresentada
e discutida por Budzikiewicz et al. (1963) e Heinzen et al. (1996). Os dados do
espectro de massas corroboraram para a identificagdo da lupenona.

O espectro no infravermelho (Figura 19) também evidenciou as duas metilas
geminais em C-04 (1380 c¢cm™) o grupamento carbonila em C-03 com a banda
intensa em 1704 cm™. A banda de intensidade média em 1643 cm™ sugere a

presenca de grupo vinilico terminal.
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A confirmacéao final da estrutura foi dada pela comparacdo dos dados de
deslocamentos quimicos dos carbonos (Tabela 04) da lupenona isolada na M.

stipitatum com 0s encontrados na literatura (LUZ et al., 2010).

30

_x/
29

— =19

21

12 18

23 24

Figura 11 — Estrutura da lupenona (MSI-01)
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Figura 12 — Espectro de RMN de *C (CDCl;; 300 MHz) da lupenona (MSI-01)
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Figura 13 — Ampliagées do espectro de RMN de *C (CDCls; 300 MHz) da lupenona (MSI-01) em (A) 14,0 a 31,0 ppm, (B) 31,0 2 60,0 ppm e

(C) 100,0 a 220,0 ppm
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Figura 14 — Espectro de DEPT 90 e 135 da lupenona (MSI-01)
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Figura 15 — Espectro de RMN de 'H (CDCls; 300 MHz) da lupenona (MSI-01)
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Figura 16 — Ampliacdes do espectro de RMN de 'H (CDCls; 300 MHz) da lupenona (MSI-01) em (A) 0,78 a 1,74 ppm e (B) 4,35 a 4,85 ppm



hi0

58

551,623,147
A

A0+

0

7 o

35

109

205
121

135
149 183
161 475 218

232

il
i

245 3 .
23 24
287 271 288 238 907 342 355 3||38 3$1
Ly Al ' yil | L '. i

100 200
Figura 17 — Cromatograma do CG (A) e espectro de massas (B) da lupenona (MSI-01)

300 a0



(C)
AR

m/z 218

A

m/z 205 m/z 189

Figura 18 — Proposta de fragmentacao da Lupenona (MSI-01)
Fonte: (BUDZIKIEWICZ et al., 1963) e (HEINZEN et al., 1996)
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Figura 19 — Espectro no infravermelho da lupenona (MSI-01)
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Tabela 04 — Dados de RMN de *C (CDCls; 300 MHz) da lupenona isolada da M.
stipitatum e da lupenona (CDCl3; 75 MHz) relatada no trabalho de Luz et al. (2010)

N. da cadeia DEPT dc (Literatura) Oc (M. stipitatum)
01 CHy 39,5 39,8
02 CH. 341 34,6
03 C 218,5 218,6
04 C 47,3 47,6
05 CH 54,8 55,1
06 CHz 19,6 19,9
07 CH; 33,5 33,7
08 C 40,7 41,0
09 CH 49,7 50,0
10 C 36,8 37,1
11 CH. 21,4 21,7
12 CH. 25,1 25,3
13 CH 38,1 38,3
14 C 429 43,1
15 CH: 27,4 27,6
16 CH. 35,4 35,7
17 C 42,9 43,2
18 CH 48,2 48,4
19 CH 47,9 48,2
20 C 150,8 150,1
21 CH; 29,8 30,0
22 CH; 39,9 40,2
23 CHs 26,6 26,8
24 CHs 21,0 21,3
25 CHs 15,7 16,0
26 CHs 15,9 16,2
27 CHs 14,4 14,7
28 CHs 17,9 18,2
29 CH; 109,3 109,6

30 CHs 19,3 19,5
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4.1.2 Mistura de acetato de B-sitosterol e acetato de lupeol (MSI-03)

A proposicéo da estrutura do acetato de B-sitosterol (Figura 20) constituinte
majoritario na mistura com acetato de lupeol, baseou-se inicialmente no dados de
RMN de *C (Figuras 21, 22A e B, 23A e B, 24A e B e 25) onde os 31 sinais de
carbonos apresentados eram condizentes com sinais de fitoesteroides acetilado,
evidenciando os sinais caracteristico de insaturagédo em d¢c 139,8 e 122,9 (C-05 e C-
06 respectivamente), carbono carbindlico em d¢ 74,2 (C-03) e de carbono carbonilico
em d¢ 170,8 (C-01’), este ultimo confirmado no infravermelho (Figura 26).

O RMN de 'H (Figura 27) reforcou o carater de fitoesteroide acetilado
apresentando os deslocamentos de sete metilas, um dupleto de hidrogénio metinico
CH-6 em 64 5,38 (4,8 Hz), um multipleto de hidrogénio carbindlico (o 4,54 — 4,66) e
hidrogénios alifaticos na regiao entre dy 0,80 a 2,00 (Figura 28).

O espectro de massas apresentou o pico base 396 (m/z), esse pico
corresponde a perda de acido acético do ion molecular, o pico do ion molecular
456D nao foi observado (Figura 29A e 29B). O restante da fragmentagcao foi
compativel com a molécula do B-sitosterol, tendo sido essa efetivamente indicada
pela biblioteca do equipamento.

Baseado nos sinais de RMN de "*C e de 'H com deslocamentos tipicos de
fitoesteroides acetilados, somado a sugestao do espectro de massas, foi feito uma
busca na literatura sendo observado que Kovganko et al. (1999) atribuiram valores
de RMN de '3C para o acetato de B-sitosterol semelhantes de aos encontrados para

o isolada da M. stipitatum (Tabela 05).
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Figura 20 — Estrutura do acetato de B-sitosterol (MSI-03)

O acetato de lupeol foi isolado como componente minoritario da mistura com
o acetato de B-sitosterol. Sua estrutura (Figura 30) foi proposta baseada no espectro
de RMN de '®C que evidenciou 32 sinais de carbonos (Figuras 21, 22A e B, 23A e B,
24A e B e 25), onde foram observados sinais caracteristicos para grupo isopropenil
(C-20, C-29 e C-30 ¢ 151,2, 109,6 e 19,5 respectivamente), 6 metilas alifaticas, um
sinal de carbono carbonilico em &c 171,3 (C-01’) e um sinal de carbono carbindlico
em d¢ 81,2 (C-03).

O espectro de DEPT 90 e 135 (Figuras 31, 32, 33, 34, 35 e 36) mostrou
principalmente as 8 metilas (C-23, C-24, C-25, C-26, C-27, C-28, C-30 e C-2°), os 10
carbonos metilénicos (C-01, C-02, C-06, C-07, C-11, C-12, C-15, C-16, C-21 e C-22)
e 0s 6 carbonos metinicos (C-03, C-05, C-09, C-13, C-18 e C-19), sendo esses
sinais caracteristicos de triterpeno lupanico acetilado.

O espectro de RMN de 'H reforca a proposta de triterpeno pentaciclico
lupénico pela presenga dos sinais caracteristicos do metilénico terminal em 64 4,56 e
457dd (1,2 Hz) e oy 4,69d (2,1 Hz) (CH»-29), as 6 metilas ligadas a carbonos
saturados e uma metila vinilica (CH3-30) (Figura 27, 28A e 28B). O espectro de
massas da mistura indicou a presenca do acetato de lupeol pela presenca do pico
do ion molecular em 468D (Figura 29A e 29B).



64

A partir da reacdo de acetilacao do lupeol (através da MSI-08) foi obtida
maior quantidade dessa substancia com objetivo de registra-se novos espectros de
ressonancia do constituinte puro. O espectro de RMN de 'H confirma a presenca de
todos os sinais das metilas e do H carbindlico em relacdo ao espectro da mistura.
Alguns sinais como os H vinilicos por exemplo, antes encobertos no espectro da
mistura apareceram de forma mais clara (Figuras 37, 38A e 38B). Os dados
observados nos espectros de RMN de *C da mistura e na reacdo de acetilagao
(Figura 39) estao de acordo com os apresentados por Sobrinho et al. (1991) (Tabela
06).

Figura 30 — Estrutura do acetato de lupeol (MSI-03)
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200 180 160 140 120 100 a0 50 40 20 ppm
Figura 21 — Espectro de RMN de ®*C (CDCl;; 300 MHz) da mistura de acetato B-sitosterol e acetato de lupeol (MSI-03)
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Figura 25 — Ampliacdo do RMN de ®*C (CDCls; 300 MHz) da mistura de acetato de B-sitosterol e de acetato de lupeol (MSI-03) em 168, a
205,0 ppm
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Figura 26 — Espectro no infravermelho da mistura de acetato B-sitosterol e acetato de lupeol (MSI-03)
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Figura 29 — Cromatograma do CG (A) e espectro de massas (B) da mistura de acetato de B-sitosterol e acetato de lupeol (MSI-03)



74

)
29

= =19

Mﬁh’wﬂl{ 4 N

uWhJvwfLj“MMJwm*H$WHﬁﬁﬂmmhwrH¢&vuﬁwﬂqabmmmﬂnHu“MﬁAﬁmumw#wf¢ﬂpwmmhﬂqMﬁuM#hymﬁHﬂﬁﬁﬁukmhrvwnﬂwwwmwﬁﬁﬁﬂn

21 20 15 18 17 16 15 14 13 Fpm
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Figura 36 — Apliacéo do espectro de DEPT 90 e 135 da mistura do acetato de B-sitosterol e do acetato de lupeol (MSI-03) em 105,0 a 155,0

ppm
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Tabela 05 — Dados de RMN de *C (CDCls; 300 MHz) do acetato B-sitosterol do

isolado da M. stipitatum e do acetato de B-sitosterol (CDCl3z; 100 MHz) relatado por
Kovganko et al. (1999)

N. da cadeia DEPT dc (Literatura) Oc (M. stipitatum)
01 CH> 38,2 37,2
02 CH, 27,9 28,0
03 CH 73,9 74,2
04 CH> 39,8 38,3
05 C 139,7 139,8
06 CH 122,6 122,9
07 CH> 32,0 32,1
08 CH 32,0 32,1
09 CH 50,2 50,2
10 C 37,1 36,8
11 CH> 21,1 21,2
12 CH> 39,8 39,9
13 C 42,4 42,5
14 CH 56,8 56,9
15 CH> 24 4 24,5
16 CH> 28,3 28,5
17 CH 56,2 56,2
18 CHjs 11,9 12,2
19 CHjs 19,1 19,5
20 CH 36,7 36,4
21 CHs 18,8 19,2
22 CH: 34,1 34,1
23 CH> 26,3 26,2
24 CH 46,0 46,0
25 CH 29,1 29,3
26 CHjs 19,3 19,0
27 CHs 19,8 20,4
28 CH> 23,2 23,3
29 CHs 11,9 12,1
1’ C 170,4 170,8

2 CHs 21,4 21,7
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Tabela 06 — Dados de RMN de *C (CDCls; 300 MHz) do acetato do lupeol isolado
da M. stipitatum, do acetato de lupeol da reacao de acetilacado e do relatado (CDCls;
200 MHz) por Sobrinho et al. (1991)

N. da cadeia DEPT Oc (Literatura) &c (M. stipitatum) & (acetilacao)
01 CHa 38,56 38,57 38,57
02 CH> 23,61 23,91 23,90
03 CH 80,68 81,18 81,17
04 C 37,68 37,99 37,98
05 CH 55,29 55,56 55,56
06 CHa 17,95 18,40 18,40
07 CH. 34,17 34,39 34,40
08 C 40,77 41,03 41,03
09 CH 50,26 50,52 50,52
10 C 36,98 37,27 37,27
11 CH. 20,61 21,13 21,13
12 CH. 26,54 25,27 25,27
13 CH. 37,96 38,22 38,22
14 C 42,73 43,02 43,01
15 CH, 27,38 27,62 27,62
16 CHa 35,50 35,76 35,76
17 C 42,88 43,20 43,19
18 CH 48,21 48,47 48,46
19 CH 47,89 48,21 48,20
20 C 150,39 151,19 151,16
21 CH> 29,75 30,02 30,02
22 CH: 39,94 40,20 40,19
23 CHjs 28,00 28,15 28,14
24 CHs 15,94 16,71 16,70
25 CHs 16,14 16,17 16,16
26 CHs 16,46 16,39 16,38
27 CHs 14,46 14,70 14,70
28 CHs 17,49 18,20 18,20
29 CH. 109,27 109,57 109,57
30 CHs 19,24 19,50 19,48
1’ C 170,43 171,27 171,24
2 CHs; 21,17 21,56 21,54
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4.1.3 Lupeol (MSI-08)

A estrutura do lupeol (Figura 40) foi sugerida principalmente pelos dados da
espectrometria de massas (Figura 41A, 41B e 41C), ela apresentou o pico do ion
molecular 426D e os picos das fragmentacées em 409, 218, 207 e 189 (m/2),
estando estes ultimos de acordo com o padrdao de fragmentacao proposto por Fotie
et al. (2006).

O espectro de RMN de '*C apresentou 30 sinais de carbonos, sendo os
mais evidentes o0s sinais do grupo isopropenil em 6c 151,2, 109,5 e 19,5 (C-20, C-29
e C-30 respectivamante), das 6 metilas alifaticas e do sinal de carbono carbindlico
em J¢ 79,2 (C-03) (Figuras 42A, 42B, 43A e 43B). O espectro de DEPT 90 e 135
(Figura 44) confirmou a presenca das 7 metilas (C-23, C-24, C-25, C-26, C-27, C-28
e C-30), dos 10 carbonos metilénicos (C-01, C-02, C-06, C-07, C-11, C-12, C-15, C-
16, C-21 e C-22) e dos 6 carbonos metinicos (C-03, C-05, C-09, C-13, C-18 e C-19),
sendo esse sinais compativeis aos de um triterpeno lupanico.

O espectro de RMN de 'H reforca a proposta pela presenca dos sinais
caracteristicos do metilénico terminal em &4 4,56 e 4,57dd (1,2 Hz) e 4,69d (2,1 Hz)
(CH»-29), das 6 metilas ligadas a carbonos saturados em oy 0,76, 0,79, 0,95, 0,97 e
1,03, da metila vinilica em 64 1,68 (CH3-30) e do dd de H carbindlico em &4 3,18
(10,5 Hz) e 3,20 (11,1 Hz) (H-03) (Figuras 45, 46A, 46B e 47).

O espectro no infravermelho (Figura 48) apresenta banda de estiramento O-
H (3425 cm™), duas metilas geminais em C-04 (1380 cm™) e os estiramentos do CH.
metileno vinilico terminal em 1649 e 883 cm™ (deformagéo angular).

Também foi observado que os dados do espectro de RMN de °C do lupeol
isolado da M. stipitatum (Tabela 07) sao similares aos apresentados por Fotie et
al.(2006).
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Tabela 07 — Dados de RMN de '*C (CDCls; 300 MHz) do lupeol isolada da M.
stipitatum e do lupeol relatado (CDCl3; 100 MHz) no trabalho de Fotie et al. (2006)

N. da cadeia DEPT oc da Literatura dc do MSI-08
01 CH, 39,1 38,9
02 CH> 27,8 27,6
03 CH 79,3 79,2
04 C 39,2 39,1
05 CH 55,6 55,5
06 CH> 18,7 18,5
07 CH> 34,6 34,5
08 C 41,2 41,0
09 CH 50,7 50,6
10 C 37,5 37,4
11 CH. 21,3 21,1
12 CH. 25,5 25,3
13 CH 38,4 38,2
14 C 43,2 43,0
15 CH> 27,8 27,6
16 CH> 35,9 35,8
17 C 43,4 43,2
18 CH 48,3 48,2
19 CH 48,6 48,5
20 C 151,1 151,2
21 CH. 30,2 30,0
22 CH. 40,4 40,0
23 CHs 28,4 28,2
24 CH3 15,8 15,6
25 CHjs 16,5 16,3
26 CHs 16,3 16,2
27 CH3 14,9 14,7
28 CHs 18,4 18,2
29 CH> 109,6 109,5

30 CHs 19,7 19,5
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4.1.4 B-sitosterol (MSI-11)

A caracterizagao do B-sitosterol (Figura 49), um solido branco com ponto de
fusdo de 130 °C, se deu por comparagdo em cromatografia de camada delgada
(CCD) com padrao auténtico, confirmado por espectrometria de massas (Figura 50)
e infravermelho.

Na espectrometria de massas a sugestdo vem da presenca do pico do ion
molecular em 414D e principais fragmentacdes em 396, 381, 329, 288 e 255 (m/z).

O espectro no infravermelho (Figura 51) apresentou bandas em 3420 cm’™
atribuida ao estiramento O-H, bandas em 2958, 2935, 2866,1465 e 1380 cm™ que
evidenciam o carater alifatico, em 1639 cm™ indicam a presenca de ligacdo dupla e
banda 1060 cm™ referente ao estiramento C-OH.

Figura 49 — Estrutura do B-sitosterol (MSI-11)
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4.1.5 Sitostenona (MSI-16)

A estrutura da sitostenona (estigmast-4-en-3-ona) (Figura 52) foi definida
principalmente pelo dados da espectrometia de massas (Figura 53), sendo
observados o pico do ion molecular M* 412 e os picos das fragmentagdes em 370,
289, 271, 229, 147, 124 (m/z). Estes dados se mostraram similares ao pradao de
fragmentagao proposto por Jin, Yuan-Peng; Wei, Xiao-Ning e Shi, Yan-Ping (2007).

O espectro de RMN de '3C (Figuras 54, 55A, 55B e 55C) reforgou a proposta
da estrutura apresentando todos os 29 sinais de carbonos, desses 0s mais
destacados foram os sinais caracteristicos de carbonila conjugada com C=C (8¢
200,0 e ¢ 172,1, C-03 e C-05 respectivamente).

No espectro de DEPT 90 e 135 (Figura 56) também foi possivel observar a
concordancia com a proposta da estrutural pelos sinais de 6 carbonos de metilas (C-
18, C-19, C-21, C-26, C-27 e C29), dos 11 carbonos metilénicos (C-01, C-02, C-06,
C-07, C-11, C-12, C-15, C-16, C-22, C-23 e C-28) e dos 8 carbonos metinicos (C-04,
C-08, C-09, C-14, C-17, C-20, C-24 e C-25).

O espectro de RMN de 'H (Figuras 57, 58A, 58B e 58C) corroborou com a
proposta apresentando sinais caracteristicos de um hidrogénio metinico (H-04) com
um singleto largo em oy 5,72, de 6 metilas em dy 0,71s, 1,18s, 0,924 (6,6 Hz), 0,81d
(6,9 Hz), 0,83d (6,3 Hz) e 0,84t (7,2 Hz) (H-18, H-19, H-21, H-26, H-27 e H-29
respectivamente) e de uma regido em o4 0,70 a 2,10 condizentes a de um
fitoesteroides. As multiplicidades das metilas foram confirmadas pelos sinais no
espectro de HSQC (Figura 58)

Por fim foi feita uma busca na literatura sendo observado que
Prachayasittikul et al. (2009) atribuiram valores de deslocamento quimicos de
carbonos para sitostenona similares aos encontrado para a isolada da M. stipitatum
(Tabela 08).
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Figura 52 — Estrutura da sitostenona (estigmast-4-en-3-ona) (MSI-16)
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Tabela 08 — Dados de RMN de *C (CDCls; 300 MHz) da sitostenona isolada da M.
stipitatum e da sitostenona relatada (CDCl;; 100 MHz) no trabalho de
Prachayasittikul et al.( 2009)

N. da cadeia DEPT dc (literatura) oc (M. stipitatum)
01 CH> 36,06 35,9
02 CHy 33,93 34,1
03 C 199,58 200,0
04 CH 123,69 123,9
05 C 171,64 172,0
06 CH: 33,86 33,2
07 CH. 32,91 32,2
08 CH 35,60 34,2
09 CH 53,79 54,0
10 C 39,59 39,8
11 CHa 21,10 21,2
12 CH. 38,57 38,8
13 C 42,35 42,6
14 CH 55,85 56,1
15 CHy 24,14 24,4
16 CHa 28,13 28,4
17 CH 55,99 56,2
18 CHs 11,90 12,2
19 CHs 18,65 17,6
20 CH 36,07 36,3
21 CH3 18,98 18,9
22 CH> 35,65 35,8
23 CH. 26,08 26,2
24 CH 45,81 46,0
25 CH 29,64 29,3
26 CH3 20,99 20,0
27 CH3 19,75 19,2
28 CHa 23,04 23,2

29 CHs 11,14 12,1
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4.1.6 Acido 3-O-acetiloleandlico (MSI-17)

A determinacdo da estrutura do acido 3-O-acetiloleandlico (Figura 60)
baseou-se inicialmente no espectro de RMN de ®C de onde foi possivel observar 32
sinais de carbonos (Figura 61, 62A, 62B e 62C), sendo que os deslocamentos em ¢
81,1 (C-03), 122,8 (C-12) e 143,8 (C13), 183,6 (C-28) e 171,2 (C-01’) apontavam
para sinais caracteristicos de carbono carbindlico, vinilico, carbonila de &cido e
carbonila de éster respectivamente.

No espectro de RMN de 'H (Figura 63) foram observados os sinais
carateristicos de 8 metilas em 64 0,87s, 0,85s, 0,94s, 0,75s, 1,13s, 0,91s, 0,935 e
2,04s (H-23, H-24, H-25, H-26, H-27, H-29, H-30 e H-2’ respectivamente), um
carbindlico em oy 4,50t (8,0 Hz) (H-03), um vinilico em &y 5,28t (3,3 Hz) (H-12) e um
alilico em &y 2,82dd (3,9 Hz) (H-18).

No espectro de DEPT 90 e 135 (Figura 64) foram confirmados os sinais das
8 metilas em ¢ 28,3, 16,9, 15,6, 17,4, 26,1 33,3, 23,8, 21,5 (C-23, C-24, C-25, C-26,
C-27, C-29, C-30 e C-2’ respectivamente), dos 10 CH, em §¢ 38,2, 23,7, 18,4, 32,8,
23,6, 27,9, 23,1, 46,1, 34,0 e 32,7 (sequencialmente C-01, C-02, C-06, C-07, C-11,
C-15, C-16, C-19, C-21 e C-22) e dos 5 CH em §¢c 81,1, 55,5, 47,8,122,8, € 41,2
(simultaneamente C-03, C-05, C-09, C-12 e C-18).

O espectro no infravermelho (Figura 65) apresentou banda de estiramento
C=0 (1730 e 1724 cm' de éster e de é&cido respectivamente), das metilas
geminadas em 1380cm™ (C-04 e C-20) e 1369 cm™ indicando C=C.

A conectividade dos carbonos foi confirmada pelos espectros bi dimensional
de HSQC, HMBC e COSY (Figuras 66, 67 e 68) apresentados na Tabela 09.
Também foi feita uma busca na literatura de onde foi encontrado que Kwon et al.
(2008) obtiveram sinais de RMN de '*C para o acido 3-O-acetiloleandlico similares

aos encontrados para o isolada da M. stipitatum (Tabela 10).
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Figura 60 — Estrutura do acido 3-O-acetiloleanolico (MSI-17)
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Tabela 09 — Dados de RMN de '*C (CDCls; 300 MHz), COSY e HMBC do &cido 3-O-

acetiloleandlico isolada da M. stipitatum

C dc ou (mult, Jem  COSY HMBC
Hz)
1(CHz) 38,3 1,06 (m); 1,62
(m)
2(CHy) 28,7 1,62(m) 4,50 4,50 (H-3)
3 (CH) 81,1 4,50 (dd....) 1,62 1,62 (H-1,2); 0,85/0,87 (H-23/H-24)
4 (C) 37,9 - - 4,50 (H-3)
5 (CH) 55,5 0,83 (m) 1,57 (H-7); 0,94 (H-25); 0,85/0,87 (H-
23/H-24)
6 (CHy) 18,4 1,40 (m); 1,56
(m)
7(CHy) 32,8 1,31 (m); 1,57 0,75 (H-26)
(m)
8 (C) 395 - - 0,75 (H-26); 1,13 (H-27)
9 (CH) 47,8 1,55 (m) 5,28 (H-12); 0,94 (H-25); 0,75 (H-26)
10 (C) 37,2 - -
11(CHz) 23,6 1,88 (m) 5,28 5,28 (H-12)
12 (CH) 122,8 5,28 (t; 3,3) 1,88 2,82 (H-18); 1,88 (H-11)
13 (C) 143,8 - - 2,82 (H-18); 1,13(H-27); 1,88 (H-11);
1,62 (H-19)
14 (C) 41,8 - - 2,82 (H-18); 0,75 (H-26); 1,13 (H-27)
15(CHx) 27,9 1,07 (m); 1,13 (H-27)
1,72(m)
16(CHy) 23,1 1,62 (m); 1,97 2,82 (H-18)
(m)
17 (C) 46,8 - -
18 (CH) 41,2 2,82 (dd;13,5; 1,18;1,62
3,9)
(CHy) 46,1 1,18 (m);1,62 2,82 0,91 (H-29)
(m)
20 (C) 30,9 - - 0,91/0,93 (H-29/H-30)
21(CHy) 34,0 1,10 (m); 1,36 0,91 (H-29)
(m)
(CHp) 32,7 1,44 (m); 1,77
(m)
23(CH3) 28,3 0,87 (s) - 4,50 (H-3); 0,85 (H-24)
24(CHs) 16,9 0,85 (s) - 4,50 (H-3); 0,87 (H-24)
25(CHs) 15,6 0,94 (s) -
26(CH3) 17,4 0,75 (s) -
27(CHs) 26,1 1,13 (s) -
28 (C) 183,6 - - 1,77 (H-22); 1,97 (H-16)
29(CHs) 33,3 0,91 (s) - 0,93 (H-30)
30(CHs) 23,8 0,93 (s) - 0,91 (H-29)
'(CO) 171,2 - - 4,50 (H-3); 2,04 (CHs)
(CHy) 21,5 2,04 (s)
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Tabela 10 — Dados de RMN de '*C (CDCls; 300 MHz) do acido 3-O-acetiloleanélico
isolada da M. stipitatum e do 3-O-acetiloleandlico relatado (CDClIs; 100 MHz) no
trabalho de Kwon et al. (2008)

N. da cadeia DEPT Oc (literatura) dc (M. stipitatum)
01 CH> 38,2 38,3
02 CH, 23,7 23,7
03 CH 81,1 81,1
04 C 37,9 37,9
05 CH 55,5 55,5
06 CH. 18,4 18,4
07 CH> 32,6 32,8
08 C 39,5 39,5
09 CH 47,7 47,8
10 C 37,1 37,2
11 CH. 23,6 23,6
12 CH 122,7 122,8
13 C 143,8 143,8
14 C 41,7 41,8
15 CH> 27,9 27,9
16 CH, 23,0 23,1
17 C 46,7 46,8
18 CH 41,1 41,2
19 CH> 46,0 46,1
20 C 30,9 30,9
21 CH. 34,0 34,0
22 CH. 32,7 32,7
23 CHs 28,2 28,3
24 CHs 16,9 16,9
25 CHjs 15,6 15,6
26 CHs 17,3 17,4
27 CH3 26,1 26,1
28 C 184,4 183,6
29 CHjs 33,3 33,3
30 CHjs 23,8 23,8
1’ C 1711 171,2

2’ CHs 21,5 21,5
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4.1.7 Medicarpina (MSI-18)

Diferente das demais substancias isoladas, o espectro de RMN de 'H da
medicarpina (Figura 69) indicava uma natureza aroméatica. A integragéo do espectro
apresentou 6 H aromaticos, sendo 3 dupletos com J compativeis a acoplamento orto
(0w 6,55 J = 7,5Hz, 04 7,13 J = 8,7 Hz e 64 7,39 J = 8,1HZz) e outros 3 hidrogénios na
regiao de 6,42 a 6,46 ppm. Também foram observados a presenca de metoxila pelo
singleto em &y 3,77, um C-H carbindlico e benzilico pelo dupleto em &4 5,49 (J = 6,6
Hz) e também 2 multipletos em oy 4,21 a 4,26 e em 4 3,49 a 3,66 integrando para 3
hidrogénios (Figuras 70, 71A, 71B e 72).

O espectro de RMN de '*C (Figuras 73, 74A e 74B) apresentou 16 sinais
sugerindo a estrutura de um flavondide metoxilado. Pela auséncia de sinal referente
a carbono carbonilico somados aos deslocamentos dos carbonos apresentados no
espectro de DEPT 90 e 135 (Figura 75) em oy 39,7 (CH), 66,8 (CH>) e 78,7 (CH) (6a,
6 e 11a respectivamente) indicaram a estrutura de um pterocarpano. Com estes
dados foi possivel postular a estrutura parcial de um pterocarpano dissubstituido
com metoxila e hidroxila (Figura 76), por ter apresentado sinais de carbonos
aromaticos oxigenados em oy 156,9, 157,3, 160,9 e 161,4 (4a, 3, 10a e 9

respectivamente).

—OH

—O0OMe

10
Figura 76 — Estrutura parcial da medicarpina

O padrao de substituicao do pterocarpano para a hidroxila e metoxila ficou
evidente pela presencga dos 3 dupletos com acoplamentos orto. Para esta situacao a
hidroxila foi prevista em C-3, por razbes biossintéticas a outra posicdo oxigenada

seria em C-8 ou C-9 (Figura 77).
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Figura 77 — Estrutura parcial da medicarpina

A substituicdo em C-9 foi a mais provavel por atender a presenca de um C-H
aromatico bastante protegido orto a dois oxigénios (C-10, &¢c 97,2), pela presenca de
uma correlagdo no espectro de HMBC (Figura 78) entre o Ar-H (H-8) e o C-6b, pela
protecao orto oxigenado no C-8 (6c106,6) e pelo experimento de NOEDIF (Figura
79) ter confirmado que C-8 e C-10 estdo orfo a metoxila. Outro fato que reforgou
essa ideia foi a falta do efeito de protecdo orto oxigenado em C-7 (3¢ 125,0)
eliminando-se assim a substituicdo em C-8.

Uma busca pela literatura foi encontrado por Piccinelli et al. (2005) valores
de deslocamento quimicos de carbono da medicarpina similares aos valores da
isolada na M. stipitatum (Tabela 11).

OMe
Figura 69 — Estrutura do medicarpina (MSI-18)
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Figura 70 — Espectro de RMN de 'H (CDCls; 300 MHz) da medicarpina (MSI-18)
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Figura 71 — Ampliacdes do espectro de RMN de 'H (CDCls; 300 MHz) da medicarpina (MSI-18) em (A) 3,40 a 4,40 ppm e (B) 5,00 a 6,00 ppm
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Figura 75 — Espectro de DEPT da medicarpina (MSI-18)
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Tabela 11 — Dados de RMN de '*C (CDCl3; 300 MHz) da medicarpina isolada da M.
stipitatum e da medicarpina relatada (CD3OD; 150 MHz) no trabalho de Piccinelli et
al. (2005)

N. da cadeia DEPT Oc(Literatura)  dc(M. stipitatum) Jy(M. stipitatum)

01 CH 133,2 132,4 7,39 (d) 8,1Hz

02 CH 110,7 110,0 6,55 (d) 7,8 Hz

03 C 160,1 157,3 -

04 CH 104,1 103,9 6,42 (s)

4a C 158,0 156,9 -

6 CH; 67,6 66,8 3,60 (d) 10,5 Hz,
4,23 (dd) 4,8 Hz

6a CH 40,9 39,7 3,51 (m)

6b C 120,9 119,3 -

07 CH 126,0 125,0 7,13 (d) 8,1 Hz

08 CH 107,3 106,6 6,45 (d) 7,23

09 C 162,6 161,4 -

10 CH 97,6 97,2 6,45 (s)

10a C 162,0 160,9 -

11a CH 80,1 78,7 5,49 (d) 6,6 Hz

11b C 112,9 112,9 -

MeO- CHa 55,9 55,7 3,77 (s)

4.2 ENSAIO ANTIMICROBIANO CONTRA FUNGOS FILAMENTOSOS

Os ensaios contra fungos filamentosos foram desenvolvidos no
departamento de Bioquimica e Biotecnologia da UEL, para isso foram utilizados os
fungos Alternaria sp e Botryosphaeria ribis (B. ribis). Os ensaios consistiram em
avaliar a capacidade das fracées ou dos extratos do caule de M stipitatum em inibir o

crescimento desses fungos em meio de cultivo (BDA).
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4.2.1 Alternaria sp

As fracbes (AcOEt 10% e AcOEt 100%) e os extratos (AcOEt 100%) de
solventes organicos e o alcodlico ndo apresentaram nenhuma taxa de inibicao
contra o fungo Alternaria sp. J& 0 extrato aquoso apresentou consideravel taxa de
inibicdo em ambas as concentragdes, sendo de 35,2, 35,0 e 38,4 % para as
concentracdes 2,0, 3,0 e 4,0 mg respectivamente, como é observado na Figura 80 e
Tabela 12.

Figura 80 — Foto do ensaio com o fungo filamentoso Alternaria em extrato aquoso, senado
(A) quaduplicata do extrato na concentracdo 2,0 mg/placa, (B) quaduplicata do extrato na
concentragdo 3,0 mg/placa, (C) quaduplicata do extrato na concentragcdo 4,0 mg/placa, (D)
duplicata do controle positivo (sem extrato) e (E) controle negativo com o antifiungico captan
(0,18%)

4.2.2 Botryosphaeria ribis

No ensaio antimicrobiano utilizando o fungo B. ribis ndo apresentou
resultado consistente para as fragcdes e os extratos de solventes organicos. A fracao
AcOEt 10% néo apresentou taxa de inibigio na concentragcdo 3,0 mg, mas
apresentou nas concentracdées 2,0 e 4,0 mg (17,0 e 14,3% respectivamente). A
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fracdo AcOEt 100% nao inibiu o crescimento do fungo nas concentragdes 2,0 e 4,0
mg, somente a concentracado 3,0 mg mostrou uma pequena taxa de inibicédo (2,6%).
O extrato AcOEt ndo apresentou resposta na concentracao 2,0 mg, mas houve nas
as concentragdes 3,0 e 4,0 mg (18,5 e 24,8% respectivamente), no extrato alcodlico
novamente ndo mostrou nenhuma taxa de inibicdo para todas as concentragdes
(Tabela 12).

O ensaio com o extrato aquoso apresentou maior taxa de inibigdo em
relacdo aos demais. Na concentracdo de 2,0 mg a taxa foi de 64,9% e nas
concentrag6es de 3,0 e 4,0 mg a taxa de inibicao foi de 71,2% (Figuras 81, 82 e 83,
Tabela 12). Como houve uma contaminagdo por bactéria numa primeira tentativa, foi
utilizado antibi6tico nos meios de cultivos, fazendo-se necessario entédo a utilizagdo

de um controle positivo contendo somente o antibiético.

Figura 81 — Foto do ensaio com o fungo filamentoso B. ribis em extrato aquoso, sendo (A)
quaduplicata do extrato na concentragcdo 2 mg/placa, (B) quaduplicata de meio com
antibiético, (C) duplicata do controle positivo (sem extrato) e (D) controle negativo com
antifingico captan (0,18%)



134

Figura 82 — Foto do ensaio com o fungo filamentoso B. ribis em extrato aquoso, sendo (A)
quaduplicata do extrato na concentracdo 3,0 mg/placa, (B) quaduplicata de meio com
antibiético, (C) duplicata do controle positivo (sem extrato) e (D) controle negativo com
antifingico captan (0,18%)

Figura 83 — Foto do ensaio com o fungo filamentoso B. ribis em extrato aquoso, sendo (A)
quaduplicata do extrato na concentragdo 4,0 mg/placa, (B) quaduplicata de meio com
antibiético, (C) duplicata do controle positivo (sem extrato) e (D) controle negativo com
antifingico captan (0,18%)
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A Tabela 12 apresenta a taxa de inibicao das fragdes e dos extratos contra
os fungos filamentosos Alternaria sp e B. ribis. Fica evidenciado a diferenca de
inibicdo do extrato aquoso em relacdo as fracdes, o extrato AcOEt e o extrato
alcodlico. O extrato aquoso com a taxa de inibicado de 64,9 e 71,2%, frente ao B.
ribis, se aproxima da melhor taxa de inibigao (80%) relatado por Quiroga, Sampietro
e Vattuone (2001) em seu trabalho.

Tabela 12 — Valores da taxa de inibicdo contra fungos filamentosos para as fragdes
e o0s extratos de M. stipitatum em solventes organicos, alcodlico e aquoso nas
concentragoes 2,0, 3,0 e 4,0 mg/placa para os fungos filamentosos Alternaria sp e B.

ribis
~ Taxa de inibicao / %
Fracoes/Extratos [Extrato] / (mg / placa) Alternaria B. ribis
2,0 N.D. 17,0
AcOEt 10% 3,0 N.D. N.D.
4,0 N.D. 14,3
2,0 N.D. N.D.
AcOEt 100% 3,0 N.D. 2,6
4,0 N.D. N.D.
2,0 N.D. N.D.
Bruto AcOEt 100% 3,0 N.D. 18,5
4,0 N.D. 24,8
2,0 N.D. N.D.
Etandlico 3,0 N.D. N.D.
4,0 N.D. N.D.
2,0 35,2 64,9
Aquoso 3,0 35,0 71,2
4,0 38,4 71,2

N.D. (Nao detectado)
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5 CONCLUSOES

No estudo quimico do extrato de AcOEt do caule de M. stipitatum
apresentou predominancia a duas classes de compostos (triterpenos e
fitoesterdides) nos constituintes isolado. Considerando que os triterpenos séo
relatodos como agentes antimicrobianos, os fitoesteroides estdo sendo estudados
quanto a sua acao antioxidante somados aos poucos relatos da presenca dessas
duas classes de compostos no género Machaerium, o resultado do estudo foi
bastante satisfatério.

Outro resultado relevante foi a identificacdo de um isoflavondide
(medicarpina) no extrato de AcOEt do caule de M. stipitatum. Além dessa classe de
composto ser bastante estudada, a medicarpina é relatada em outras espécies do
género Machaerium, abrindo assim uma possibilidade, atravéz de novos estudo,
dela vir a se tornar um bio marcados da espécie.

Os ensaios contra fungos filamentosos apresentaram bons resultados
utilizando o extrato aquoso. Além do bons resultados para taxa de inibicao, a
natureza desse solvente foi também um ponto positivo, ja que para uma possivel
aplicacao direta nao haveria a influéncia do solvente.

Novos estudos na espécie M. stipitatum se fazem necessarios pelos bons
resultados obtidos. A possibilidade da investigagdo do agente responsavel pela
inibicdo do crescimento do fungo no extrato aquoso e o estudo quimico buscando

novas classes de compostos, pode ser um exemplo disso.
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