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Faz-se ciéncia com os fatos, como se faz uma casa
com pedras; mas um acumulo de fatos ndo é
ciéncia, assim como um monte de pedras ndo é
uma casa.

Henri Poincaré (1854 — 1912), Matemético francés.
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RESUMO

Este trabalho descreve o primeiro estudo quimiatelpatico da espéckaspalum
maritimumTrin. O perfil quimico da espécie inclui metab&iteecundarios pertencentes as
classes de esteroides e flavonoides. Também,dbtaelo pela primeira vez o isolamento de
microorganismos endofiticos associados as folhasmas e raizes da espécie vegetal em
estudo, de onde foram obtidas sete espécies fEgieado selecionada uma dessas espécies
para ser cultivadaAspergillus flavuly com a posterior obtengdo dos extratos fungidestre
as substancias isoladas da biomassa produzidduymgjo Aspergillus flavusgduas pertencem
a classe de esteroides, uyAgirona e uma pertencente a classe de polidisanreonduzidas
reacdes de biotransformacdes com o fungo endofspergillus flavuscom o objetivo de
avaliar a habilidade deste fungo em modificar qoamiente as estruturas dos seguintes
substratos: cetonas e chalconas. As cetonas d#bztoram: acetofenona, na qual ocorreu a
bioreducdo da carbonila e a 4-nitro-acetofenona,qual ndo foi observada nenhuma
modificagcdo quimica. As chalconas foram seleciogactamo substratos para reacbes de
biotransformacédo por apresentarem diversas atiggldnlologicas. Para servirem como
substratos nas biotransformacdes foram sintetizaslabalconas: (2E)-1,3-difenil-prop-2-en-
l-ona 1), (2E)-1-fenil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-eb-ona 62, (2E)-1-(4-
metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)-prop-2-en-1na S3), (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)-prop-2-en-1-onaS4), (2E,6E)-2,6-bis(benzilideno)-cicloexan-1-or&b) As
chalconasS]1, S2 e S3foram biorreduzidas para as respectivas diidroomalsS15 S16 e
S17, com 74,5%; 36,3%; 15,6% de rendimento, respectinden@s chalconasS4e S5 nao
apresentaram modificacdes nas suas estruturash#@lsonasS15 e S16 sdo substancias
inéditas. A tricina, flavona isolada da planta, ea@do kojico, obtido da biomassa do
endofitico Aspergillus flavus foram submetidos a ensaios alelopaticos, pornseos
compostos majoritarios isolados, assim como asatiithiconasS16 e S17 também foram
submetidas a ensaios alelopaticos para verificaoreelacdo de atividade com a flavona
tricina, por serem substancias pertencentes a measse, flavonodides.

Palavras chave®aspalum maritimungsterdéides, flavonoides, biotransformacdes.



ABSCTRACT

This work describes the first chemical and aleloyplstudies of the speci€¢zaspalum
maritimumTrin. Chemical profile of the species includeso&tary metabolites belonging to
the classes of steroids and flavonoid$is study also deals with for the first time of
endophytic microorganisms associated with leavastsrand rhizomes of the species under
study. Seven fungal species were isolated, and cbnthese species was selected to be
cultivated Aspergillus flavus and to obtain the fungal extracts. Among thessardces
isolated from the biomass produced by the furgsgergillus flavustwo belong to the class
of steroids, one is gpyrone and the other one is a polyol. Biotrans#tion processes with
the endophytic fungu&spergillus flavusvere caried of with the aim to evaluate the apiit
this fungus to chemically modify the structuresseferal substrates: ketones and chalcones.
The ketones used were acetophenone, on which edcarbioreduction of the carbonyl and
4-nitro-acetophenone, on which there were no chanmmdifications.The chalcones were
selected for biotransformation reactions becauséheif several biological activitiesThe
chalcones the synthesized were : (2E) -1,3-diphprop-2-en-1-one (S1), (2E)-1-phenyl-3-
(3,4,5-trimethoxyphenyl)-prop-2-en-1-one (S2), X2E - (4-methoxyphenyl) -3 - (2,3,4-
trimethoxyphenyl)-prop-2-en-1-one (S3 ), (2E) -1 (4-methoxyphenyl) -3 - (3,4,5-
trimethoxyphenyl)-prop-2-en-1-one (S4), (2E, 6E)6-Bis (benzylidene)-cyclohexane-1-one
(S5). The chalcones S1, S2 and S3 were bioredusethd dihidrochalconas S15, S16 and
S17, in 74.5%, 36.3%, 15.6%, Yyield, respectiv@lye chalcones S4 e S5 did not show any
changes in their structurebhe dihydrochalcones S16 and S17 are new compotindse, a
flavone isolated from the plant, and kojic acidiambed from the biomass of endophytic
Aspergillus flavusassociated wittPaspalum maritimunwere tested for their allelopathic,
actity once they were the major compounds isolatesiwell as the diidrochalconas S16 and
S17 , because they are substances belonging sauthe class of tricine, flavonoids.

Key words:Paspalum maritimurrsteroids, flavonoids, biotransformations.
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1. INTRODUCAO

1.1. PLANTAS

Desde o inicio de sua existéncia o ser humano hualternativas para solucionar
problemas relacionados a sua alimentagcdo, doengasepsia corporal. As plantas sempre
estiveram presentes no cotidiano do ser humano comte de alimento, asseio e de
tratamento de doencas, em decorréncia de sua almmdda natureza e facilidade de
obtencéo. A sua utilizagdo no controle de pragdes @iversas doencgas talvez seja alternativa
mais antiga quanto o préprio aparecimento da hutadei (FRANCA, 2001). Na Figura 1 sao
mostrados produtos obtidos a partir de plantas, ¢amo gréos, hortalicas e legumes,

farmacos e produtos de higiene e cosméticos.

PLANTAS

Foto, FontgNutricAo/UFPA
Figura 1- Plantas: Fonte de alimentos, medicamentos esgpsis.

Assim como as plantas fornecem, através da agriallios grdos e os legumes
necessarios para a sua alimentacao, e indiretarasrdarnes de frango e gado por meio da
avilcultura e pecuaria, torna-se de extrema net&dsia conservacdo das areas de cultivo
onde essas atividades sdo desenvolvidas. A pradade das culturas, em qualquer sistema
de cultivo, esta associado a um conjunto de fatergse eles, 0s genéticos, os climaticos, 0s
edaficos e os relacionados com o manejo adequaslocwlturas, tanto sob os aspectos
nutricionais e de irrigacdo, quanto de controleptigas, moléstias e das plantas daninhas
(SILVA, CRISTOFFOLETI e VICTORIA, 1994).
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Um dos fatores mais importante para o sucessavddaate pecuaria € a qualidade das
pastagens (Figura 2), a qual €, muitas vezes,dafedan consequéncia da ocorréncia de
plantas daninhas, principalmente aquelas que s@agdaos animais.Tais plantas concorrem
com as forrageiras em termos de luz, agua, nutsemtespaco fisico, arranham os animais,
desvalorizando o couro, e sdo responsaveis tam@@amdo toxicas, pela mortalidade de
alguns animais (CARVALHO & PITELLI, 1992).

Fotos: Alfredo K. O. Homma; Antdnio Pedro S. Sok#ho; Célio A. P. Ferreira e Claudio V. Aradijo.
Fonte: Criagdo de bovinos de corte no Estado dcAREMBRAPA)
Figura 2- Atividade pecuaria e a qualidade de pastagens.

Na Regido Amazobnica, a ocorréncia de plantas dasighconsiderada como o0 mais
sério problema de ordem biolégica a ser enfrenfaelos pecuaristas, além de ser o seu
controle, um dos mais elevados componentes do cdstgproducédo de fazendas. O
estabelecimento de estratégias que possibilitem sddoeduzir o grau de infestacdo das
pastagens mantendo a longevidade produtiva em Igmgpo, em niveis aceitaveis de
infestacdo, sob o ponto de vista bioeconémico, éfuelamental importancia para a
sobrevivéncia da atividade na regido, quer em Haseativas, quer como agente amenizador
das insatisfacbes de ordem social e ambiental sge tgpo de atividade tem despertado no
ambito nacional e internacional (BORGES et al.,7200
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Assim, por exemplo, a busca por herbicidas que goosser extraidos de fontes
naturais € essencialmente importante para as &@weapastagens cultivadas da Regido
Amazonica, sendo de fundamental importancia patavalade agropecuaria, em decorréncia
da utilizacdo de métodos ultrapassados ainda semepnegados, como € o caso do uso do
fogo e da rocagem, e do emprego de herbicidadisogéue agridem o ambiente, causando-
Ihe degradacgéo.

O conhecimento das principais interacdes entrglastas invasoras e cultivadas
podera ser de grande utilidade pratica para sendelser estratégias de controle eficiente de
plantas invasoras (ALTIERE & DOLL, 1978), e pringimente, conhecer a composi¢cao
guimica dessas plantas, possibilitard o nao degperdom herbicidas sintéticos cujo
principio ativo esteja entre os metabdlitos secuasidproduzidos pela planta. Nesse sentido,
a alelopatia, fenbmeno que ocorre largamente enucolades de plantas, vem merecendo
cada vez mais atencdo por parte da comunidadeficdi@ntomo estratégia de controle de
invasoras (SMITH, 1987). Em pastagens, a alelojpaitle se tornar um importante fator de
manejo, pelo uso de plantas que exercem um cektel die controle sobre espécies
indesejaveis, ou a possibilidade de identificagdolamento e purificacdo de compostos
alelopaticos com potencial para a producédo de licdas (HALTZIOS, 1987). Dentre
outras vantagens do uso de substancias produzelas proprias plantas no controle de
plantas daninhas, esta o fato de os pesticidaghadigs de fontes de plantas serem mais
sistémicos e mais facilmente biodegradaveis do gsepesticidas sintéticos (RIZVI,
MUKERJI, MATHUR, 1980).

Entretanto, uma nova area de pesquisa vem semdien@da para o estudo de
bactérias e fungos utilizando a aplicacdo de bisframacdes, pois os metabdlitos
secundarios produzidos em pequenas quantidadesalnauate pelas plantas, além dos
processos de obtencdo ser demorados e onerososuiéns casos fornecem aleloquimicos
com baixa atividade inibitéria da germinagcédo deesges e do desenvolvimento da radicula
de espécies receptoras ou, entdo, as quantidatigasokfio insuficientes para a realiza¢ao dos
bioensaios, permitindo, apenas, a realizacdo dosegimentos de identificacdo (DUKE,
2000). Ao contrario, os metabdlitos secundarios biasnassas produzidas por fungos e
bactérias sao obtidos em quantidades razoavessegam a vantagem de serem produzidos
de uma maneira ecologicamente aceitavel, ndo havandroducédo paralela de residuos

toxicos.
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De acordo com essas informacdes e pelo fato deciespaspalum maritimunp ter
apresentado evidéncias de que apresenta efeitopaleos, um dos objetivos deste trabalho
foi a investigacdo quimica para o isolamento deab@ito(s) secundario(s) que seja(m)
responsavel(is) pela atividade alelopatica queaatalapresenta (SOUZA FILHO, 2006b),
assim como o isolamento de fungos endofiticos &dos a esta espécie e posterior obtencao
da massa fungica com a finalidade também de isn&abdlitos e avaliar os seus efeitos

alelopaticos.

1.1.1. A espéciePaspalum maritimum Trin.

O presente trabalho trata do primeiro estudo quindi& espécie veget®aspalum
maritimum Trin., conhecida como capim-gengibre, pertencentandilia Poaceae, sendo
conhecida como uma espécie de planta daninha queae principal caracteristica a alta
capacidade de invadir areas de pastagens cultidadagyido amazénica, com tendéncias para
formar estandes puros, dominando, em poucos aanus, &s espécies de plantas forrageiras
como de outras plantas encontradas nas areas, €@muaso das plantas daninhas (SOUZA
FILHO, 2006b). O fato de se multiplicar tanto pemgntes como por partes vegetativas e
apresentar alta capacidade para vegetar em cordigbeolos &cidos e de baixa fertilidade
natural, confere, a essa espécie, adicional vamtagempetitiva em relacdo as outras

espécies, possibilitando a sua expansao (SOUZA G|12006b).

1.1.1.1.Consideragdes botanicas

O Brasil € o pais que hospeda o maior nimero décespdePaspalum(RUA, 2006).
Supbe-se que cerca de 220 espécies ocorram n@fmRis,esta de acordo com a combinacao
de dois fatores: a grande area territorial do Beaginatureza tropical d&aspalumA espécie
encontra-se principalmente nas fitofisionomias t@sedas Américas como cerrado e campos.
Outras espécies do género também ocorrem na caadingbordas e interiores de florestas
tropicais Umidas, em campos de restinga no litalahtre outros ambientes. A maioria das
espécies € terrestre, mas ha um grupo particulaespecies aquaticas (MORRONE,
ZULOOGA, VEJA, 1996).
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1.1.1.2.- Classificagao Botéanica

-Reino: Plantae

-Divisdo: Magnoliophyta
-Classe: Liliopsida
-Ordem: Poales

-Familia: Poaceae

- Subfamilia: Panicoideae
-Tribo: Paniceae
-GéneroPaspalum

-EspéciesPaspalum maritimum

1.1.1.3- Descricao botéanica Baspalum maritimuririn.

Erva perene, cespitosa, com longos rizomas. Colardefro 0,5 - 1,0 m comprimento,
ereto e semi-prostrado, nés 2-3. Bainha foliar iglabgula 2,0 mm comprimento, lamina
foliar 6,0-42,0 x 0,5-1,9 cm, linear a lanceolaagida, ndo se estreitando em direcao a base,
glabra. Inflorescéncia 4-9 ramos, 2,5-10 em comgmim, alternos; inflorescéncia axilar
presente, raquis glabra. Espigueta 1,8—-2,0x0,9Air0, eliptica, plano-convexa, aguda,
pareada, gluma superior mais curta ou igual aocentsuperior, pubescente, tricomas
tuberculados, 2-4 nervada, nervuras pouco evidemtesbranacea, antécio inferior neutro,
palea ausente, lema inferior glabro, 2-3 nervadoyuras pouco evidentes membranaceo;
antécio superior 1,9-2 x 0,8 -1,3 mm, eliptico, dmucariaceo, estramineo, finamente
papiloso (MORRONE, ZULOOGA, VEJA, 1996).

1.1.1.4- Constituintes quimicos isolados da esgéaspalum maritimuririn.

Os dados que constam na literatura, ndo se refaoeestudo quimico deéaspalum

maritimum sendo, portanto, pela primeira vez objeto dedestu
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1.1.1.5- Atividade biolégica relatada

Souza Filho (2006b) em trabalho que foi realizaglm ©s extratos aquosos das folhas,
raizes e solo sob cultivo dgaspalum maritimumdetectou efeitos alelopaticos inibitérios
expressivos sobre a germinacdo de sementes e ovdesmento do capim-marandu
(Brachiaria brizanthd, da leguminosa forrageira puerariduéraria phaseoloidgse das
plantas daninhas malicidMimosa pudicae mata-pastoSenna obtusifolia 0 que confirmou
a hipotese de que a capacidade dessa espécie afir mdominar areas de cultivo pode estar

associada a producao de substancias quimicas oprdpriedades.
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1.2. FUNGO

Da mesma forma que as plantas sdo importantes@ahumano, contribuindo para
a sobrevivéncia da humanidade, os fungos tambéracerar destaque em estudo, pois séo
especificamente benéficos para os seres humamuk) seados industrialmente na producao
de medicamentos, vitaminas, acidos organicos, bebalcoodlicas, e outros produtos de
interesse econdmico (MURRAY et,al992).

A partir de 1969, os fungos passaram a ser cleadds como um reino a parte, lado a
lado com os reinos vegetal e animal, denominadwréingi (PELCZAR, REID, CHAN,
1981), ficando dificil definir os fungos tal é aasdiversidade. Entretanto, os mesmos
possuem caracteristicas em comum que os distingsi®@wutros seres vivos: nao sintetizam
clorofila, sendo, portanto, heterotroficos; nedesside material organico para viver, sendo
sua nutricdo feita por absor¢do de nutrientes gragaresenca de enzimas que sado por eles
produzidas e que degradam produtos como, por erermglulose e amido; ndo apresentam
celulose na sua parede celular, exceto alguns fuagaaticos; e ndo armazenam amido como
substancia de reserva. Os fungos sao seres eui(HAVEN, RAY, EICHHORN, 1992),
ou seja, possuem um nucleo tipico no interior dasscélulas, como as leveduras ou
multinucleados, como se observa em alguns fun¢grmdntosos ou bolores. Seu citoplasma
contém mitocodndrias e reticulo endoplasmatico roigoatrem-se de matéria organica morta
(fungos saprofiticos). Suas células apresentamintipendente e ndo se reinem para formar
tecidos verdadeiros (TORTORA, FUNKE, CASE, 2005Ps fungos sao formados por
elementos multicelulares chamados de hifas, as qu@lem ser continuas ou cenociticas e
tabicadas ou septadas, e ao conjunto destas dasme de micélio, o qual pode funcionar
como elemento de sustentacdo, de absorcdo demesrieu de reproducdo (PELCZAR,
REID, CHAN, 1981; TRABULSI & ALTERTHUM, 2004). Repduzem-se por via sexual ou
assexual (ALEXOPOULOS & MINS, 1996).

De acordo com Araujo (2009), o reino dos fungasnédos mais numerosos. Estima-
se que existam pelo menos um milhdo e quinhentasspécies de fungos espalhadas pelo
mundo, sendo muito mais do que as espécies vegetaignais, excluindo-se os insetos. E o
mais incrivel, acrescenta, apenas cerca de 70<#ties de fungos foram até hoje descritas,

ou seja, menos de 5% das possivelmente existelBt#80, um futuro promissor ao se
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trabalhar com fungos é esperado, pois, nestasiesplgscritas, ja existem muitas de grande
importancia, como as que entram na fabricacdo ideealos, incluindo bebidas, de &cidos
organicos, de farmacos e inUmeros outros prod®mde-se imaginar o que se espera com a
descoberta de novas espécies com distintas pragaed potencialmente de valor
biotecnoldgico.

A utilizacdo dos fungos € de grande interessestimmiogico, em decorréncia de que
estes, dentre os seres vivos, sS40 0s que maisa@mbaido com produtos e processos de
importancia fundamental para o bem-estar da po@ojag é através da biotecnologia que o
seu emprego se faz presente, com a utilizacaostlrss celulares para o desenvolvimento
de processos e produtos de interesse econdomicx@l. s

Uma das maiores descobertas biotecnoldgicas gpéesente momento foi a da
penicilina. Esse metabdlito fungico, obtido atraws fungo deuteromicet®enicillium
notatum foi descoberto por Fleming em 1929 (CORREA, 2064)vando a vida de pessoas
portadoras de infecgbes bacterianas.

Assim, também, as perspectivas da aplicacdo dabdlébs secundéarios fungicos
como fonte de bioerbicidas sdo promissoras, emoratds quantidades produzidas
naturalmente por plantas serem reduzidas. Sugemmntauidade da pesquisa para fungos e
bactérias que se tem verificado nos Ultimos anosocama alternativa importante para a
obtencéo de bioerbicidas (ABBAS & BOYETTE, 1993; B&S & DUKE, 1995).

1.2.1- Interacdes entre fungos e plantas

As interagfes entre fungos e plantas podem ocdedorma benéfica, negativa ou
neutra. A simbiose é a relacdo em que os dois mMas sdo beneficiados, enquanto que a
relacdo em que um organismo invade de maneira sal\wehabitat do outro, denomina-se
antagonismo (REDLIN & CARRIS, 1996). Os fungos,renbs microorganismos (virus,
bactérias, fungos), considerados o segundo maigogde organismos no mundo apds o0s
insetos, sdo 0s que se encontram mais frequenterassbciados as plantas (PINTO et al.,
2000).

Os endofiticos sdo os fungos que vivem no inteder plantas sem causar
aparentemente nenhum dano aos seus hospedeirodem mstar presentes em todos o0s

tecidos das plantas, podendo ser isolados centienasdofiticos de uma mesma planta. No
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entanto, o numero de fungos endofiticos dominagtesima espécie de planta varia entre 1 a
10 fungos (PETRINI et a11992). A localizacdo de um fungo endofitico nuadal érgdo da
planta ocorre de modo especifico, onde esta egpeade esta relacionada as condicbes
fisildgicas do hospedeiro e aos processos de a@fEP(®ELOSSE & TACON, 1998). Para
penetrar a planta, os fungos endofiticos precisgmerar as barreiras fisicas e, por sua vez, a
planta responde a esta invaséo com suas armaseda dade reconhecimento, impedindo que
o fungo se espalhe pelos tecidos tornando as idsccendofiticas localizadas
(PASCHOALATI et al., 1998 ; PETRINI et.atl992).

Dados de um possivel “aprendizado” conhecido ptansferéncia genética
horizontal” entre fungos e plantas, que consistea@acidade dos organismos associados
produzirem a mesma classe de substancias (ROHR).1€bmo exemplo pode ser citado o
fungo Gibberella fugikuroj associado a plantaucunbita maximague produz derivados do
acido giberélico (MCMILLIAN and SUTER, 1958), umtelipeno com atividade hormonal no
crescimento de plantas. Varias espécies de fungumofiicos em Taxus brevifolia
(Taxomyces andenea, Alternaria alternata, Fusariuamgnearun), produzem taxol (LI et
al., 1998; STIERLE, 1995), um diterpeno com potentadetde anticancerigena.

Relatos de uma possivel evidéncia desse “aprataizndem ser demonstrados com
a transferéncia de tricodieno sintetase de fungogémerd~usariumpara a plant&icotina
tabacum a qual leva a planta a produzir tricodieno.

1.2.2. GénerdAspergillus

Os microrganismos do génedspergillus estdo distribuidos mundialmente e séo
considerados os fungos filamentosos anemdofilosalermmportancia quanto a contaminacao
do ar de recintos fechados. Este género na formmeania pertence a divisdo Eucomycota,
subdivisdo Deuteromicotina, classe HyphomycetaserniMoniliales, familia Moniliaceaee
apresenta mais de cem espécies, as quais saofitaeiais conforme caracteristicas
morfologicas, sendo atualmente divididas em sdigé&nerosAspergillus Fumigati, Ornati,
Clavati, Nidulantese Circumdatj com uma ou mais sec¢des (ABARCA, 2000; KLICH, 2002

Todas as espécies daspergillus formam colénias filamentosas de diferentes
caracteristicas que, microscopicamente, apresdnfamseptadas de aproximadamente 4 mm

de diametro, e estruturas de frutificacao tipiganfdas por célula-pé, conidioforo, vesicula,
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métula e/ou fidlide que promovem a reproducdo asgkxdo fungo através da producgdo de
fialoconidios. Algumas espécies éspergillus apresentam a forma sexuada caracterizada
pela presenca de cleistotécios, ascos e ascospEsi®s casos, o fungo é classificado como
teleomorfo e pertencente a um dos oito génétowricella Eurotium, Chaetosartorya,
Neosartorya, Petromyces, Hemicarpenteles, Sclastaleou Fennellia (RAPER &
FENNELL, 1965).

Cerca de 20 espécies do géndéyspergillus sdo consideradas patogénicas, com
capacidade de causar a aspergilose, doenca frequasmte associada a alta mortalidade de
pinguins e outras aves marinhas em cativeiro. Bstaose geralmente € adquirida por
inalagdo dos propagulos fungicos presentes no atebipodendo caracterizar uma infeccao
nosocomial (AINSWORTH & REWELL, 1949; LAIR-FULLERINER et al 2003;
MARTINEZ et al, 2000). A suscetibilidade das aves a esta micosgetérminada,
principalmente, por peculiaridades do seu tratpirasrio, como auséncia de diafragma e
presenca de sacos aéreos que proporcionam um reeckleal de colonizacdo fungica, com
Otimas condi¢cBes de temperatura e oxigénio e peasaularizacdo (TELL, 2005).

Em outro aspecto, o génehspergillusé bastante conhecido na literatura devido a
producao de aflatoxinas em graos, principalmentamendoin. As aflatoxinas sao produtos
do metabolismo secundéario de alguns fungos filaosest (bolores). Essas micotoxinas
podem ser produzidas por trés espéciedspergillus A. flavus A. parasiticuse A. nomius
que proliferam em diversos substratos (sementesaise alimentos e racdes) e acarretam,
quase sempre, graves danos a saude do homem mirdasa

As aflatoxinas foram descobertas apds o acidemtedetico ocorrido na Inglaterra em
1960 quando, em poucas semanas, cem mil filhotgees e outros milhares de filhotes de
outros tipos de aves pereceram de hepatite agutlasaate apos a ingestéo de racdo a base
de amendoim. Posteriormente, as aflatoxinas (B1, ®R e G2) foram identificadas por
apresentar uma intensa fluorescéncia quando espadte ultravioleta (366 nm), devido ao
anel furocumarinico (Figura 3) e pela analise ge@soscopia de massas. Muitos produtos
agricolas em geral, e 0 amendoim, em particular vg#veis de sofrer infestacao por fungos
toxigénicos e, consequentemente, estar contamimtadosflatoxinas.

A razdo da alta ocorréncia de aflatoxinas é altaaemendoim em relacdo a outros
produtos agricolas ndo foi completamente estalolle€&intretanto, ela pode ser atribuida ao

fato de queAspergillus flavuse Aspergillus parasiticuslominam na micoflora em solos de
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plantio do amendoim. Nesse contexto, a aflatoxidoseou-se um problema mundial. A
prevaléncia de aflatoxinas em alimentos e racoedaéivamente alta nas regides tropical e
subtropical; por isso, a Organizacdo Mundial dad8a@comenda um controle sistematico
dos niveis de aflatoxinas na dieta dessas popda@OLDBLATT, 1977; NRIAGU &
SIMMONS, 1990; DIENER et al, 1982).

AFG,

AFG;

Figura 3- Estruturas quimicas das principais aflatoxinas.
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1.3- SINTESES

1.3.1- Reacdes de sinteses

A partir da sintese organica pode-se buscar o tempara a construcdo de novas
moléculas, independentemente do seu grau de coiagdiex estrutural, empregando-se 0s
conceitos fundamentais que regem o comportamenimicu dos diferentes grupos
funcionais, sendo capaz, inclusive, de se ordemargquicamente esta reatividade, de
maneira a introduzir niveis de seletividade comeisaaos efetuados na natureza pelas
enzimas. A busca por moléculas bioativas, extrajlascipalmente de fontes naturais
(extratos de plantas ou produzidas na biomassaaearganismos) tem levado a descoberta
de muitas drogas usadas clinicamente (HARDMAN et 1#896). Um dos caminhos para
obter quantidades maiores e a diversificacdo doedsip estrutural, pode ser a sintese de
produtos naturais, como pode ser exemplificado giédwpeno anticancerigeno, taxol, isolado
do géneroTaxus que apOs sua sintese em escala industrial, gngentra disponivel no
mercado farmacéutico, constituindo-se em granderaspa para pessoas portadoras de
cancer de ovarios e pulmdes. O resultado € queercdiminuicdo do custo e aumento da
oferta (STIERLE et al., 1995).

1.3.2- Sinteses de chalconas

A condensacao aldolica é uma reacdo utilizada madapio de ligacdo carbono-
carbono, sendo que a reacgéo entre aldeidos e seton@resenca de solucdo basica fornece
cetonas a-B-insaturada, também chamada condensacédo de rC&ibenidt. Apesar da
condensacéao entre dois aldeidos diferentes seivphss frequentemente impraticavel, uma
vez que, havera condensacdo cruzada e autocondens@gsim em uma condensacao
alddlica mista, ha quatro possiveis produtos, serahbe caso de uso limitado. Entretanto,
quando um dos dois compostos carbonilados nao igoissagéniosa, ndo podendo formar
ions endlicos, e 0 outro composto carbonilado (@etou aldeido) possui uma carbonila
pouco reativa frente as reacdes de adi¢cdes (paedima autocondensacao), as condensacdes
alddlicas mistas podem funcionar muito bem. A cosdedo alddlica também oferece

caminho conveniente para a sintese de substamriaarmeis de cinco ou seis carbonos, o que
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se consegue pela condensacdo aldolica intramotedalaum aldeido, di-cetona ou ceto-
aldeido. Vérios sédo os catalisadores utilizados papromocdo dessas reacdes, como as
hidrotalcitas de Al-Mg (CLIMENT et al., 2004), hiakido de bario (IGLESIAS et al., 1987),
hidroxido de litio (BHAGAT et al., 2006) e na ausin de solvente, agua ou alcool
(PALLERQOS, 2004) ou com o uso de ultrasom (CALVINKDQS).

Neste trabalho foram sintetizadas quatro chalc@®3sS2 S3,e S4 e um derivado
a,B-insaturado$5) para serem utilizadas como substratos nas reagdb®ulansformacdes
promovidas pelo fungdéspergillus flavussendo que também as chalcosise S3 foram
usadas em reacOes de hidrogenacédo para que hoavass@aracao dos produtos obtidos por
reacdes de hidrogenagéao e biorreducéo.

O esquema da Figura 4 exemplifica 0 mecanismol gieraeacdo de condensacdo
aldolica.

REACAO:
0o 0 0
R—CZ , R-C7 NaOR | r—c”” W
H CH3 CH2—(|3—R1
OH
MECANISMO:
Etapa ¢: Formagao do ion enolato
“OH (o)
R—C” ° (\—> R—cT _
CH3 CH2
Etapa ,: Adi¢cao nucleofilica
o o)
rc® . + RO —. R M
“CH, CHs CHy—C—Ri
O-
Etapa 3: Transferéncia de proton
0] 0]
_o? H 7 H -
R=C I + HO R—CT ] + OH
CH—C—R CHo—C—Ry
O- OH

Figura 4- Mecanismo geral da reacdo de condensacao alddlica.
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1.3.3- Reacdes de hidrogenacao

O processo unitario hidrogenacéo refere-se a adiedudrogénio molecular @1 na

presenca de um catalisador a um composto orgaBieocas moléculas sao clivadas por
hidrogénio, a reacdo é chamadahittogenodlise Reacbes comisomerizacaq ciclizacdoe
outras que ocorrem na presenca de hidrogénio mateeu catalisadores também sé&o
consideradas reacOes He&lrogenacda S&o usadas na producdo de compostos organicos
leves e pesados. A adicdo de hidrogénio tambémiligadd em varios processos de
purificacdo, tais como: reducdo seletiva de trad®sacetileno na producdo de eteno e de
tracos de butadieno em buteno, remocéo de oxig@&nimonoxido de carbono em misturas
gasosas.

As reacdes de hidrogenagdo podem ser realizadds/elsas maneiras. Métodos de
reducao, além da hidrogenacao catalitica, tambémtg#&ados:

- Metais em solucdes acidas ou basicas;
- Metais alcalinos em solugédo alcodlica;
- Eletrdlise;

- Metais alcalinos e hidrazina;

- Complexos de hidretos metalicos;

- Transferéncia de hidrogénio.

Algumas hidrogenacdes, por exemplo, de 6leos eugaschaturais para obtencdo de
Oleos comestiveis e ndo comestiveis, sédo pratidedaslitos anos. Entretanto, hidrogenacdes
industriais tiveram grande desenvolvimento nasnalé décadas. Ha um grande namero de
grupos funcionais que sao transformados industeialen através de reducdo catalitica por
hidrogénio sob condicbes suaves e na maioria daesveom alta quimio-regio-
estereoseletividade.

As aplicacbes industriais de hidrogenacdes maisoitaptes estdo vinculadas as
industrias do petréleo. Nestas, como exemplos,rgrain-se as obtencdes de intermediarios
qguimicos, mondmeros e solventes organicos. Na dfemadlstria graxa, onde sao
encontrados processos de hidrogenacédo para obtelec&ompostos graxos com diversas
aplicacdes, entre as quais a obtencdo de gordgetal e animal, para aplicacbes nas areas

alimenticias, detergentes industriais, lubrificantmsméticos (BARCZA, 2009).
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1.4. BIOTRANSFORMACOES

As biotransformacdes podem ser consideradas coagdes de compostos organicos
catalizadas pelas enzimas que se apresentam ismlada interior dos microorganismos. A
molécula de uma determinada substancia organioa ggrdmnodificada através de uma reacao
especifica, acompanhada ou n&o de clivagem naacaddidnica, portanto, a transformacgéo
microbiolégica de substancias naturais e sintéticaso cetonas aromaticas e as chalconas,
que serao utilizadas como substratos neste trgbafevecem novos horizontes para
modificacOes estruturais destinadas ao atendinmtEntbversos objetivos, desde introducao de
grupos funcionais a rearranjos moleculares. Estagmhsformacdes podem ser programadas
para a obtencdo de produtos com maior e melhongiatede atividade bioldgica, além de
oferecer a oportunidade de preparacdo de substérmia menor acdo em efeitos colaterais
indesejaveis (GIRI & NARASU, 2000).

As enzimas em sua maioria sdo proteinas formagastia de 20 aminoéacidos, cuja
sequéncia e arranjo tridimensional determinam g&arbioquimica dessas biomoléculas. A
acao enzimatica de uma proteina esta sempre ads@ciam sitio ativo, area na superficie da
enzima na qual o substrato se encaixa atravésrdasfintermoleculares, conferindo a essa
proteina uma especificidade catalitica.

O substrato, que € o composto-alvo da enzimangectido em um outro composto
denominado produto. A enzima e o substrato combs@aformando um “complexo enzima-
substrato”, que se dissocia formando o produtdfocore representado no Esquema da Figura
5 (FERSHT, 1998):

En +S— [ES} — En + P

enzima + substrato complexo enzimasatos enzima produto

Figura 5- Representacao geral da reacdo de biotransformacéo
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1.4.1- Vantagens da utilizacdo de enzimas

A utilizacdo das enzimas nas biotransformacoes pabtencdo de derivados, decorre
de algumas vantagens, dentre as quais (FABER, 1997)
= S0 catalisadores muito eficientes;
» S840 ambientalmente aceitaveis (degradaveis);
» Trabalham em condicfes reacionais suaves;
» Possuem uma alta tolerancia aos substratos;

» Podem catalisar diferentes reagfes quimicas.

1.4.2- Classificacao das enzimas

As enzimas sdo classificadas de acordo com a®eagaguimicas que catalisam,

conforme Tabela 1 apresentada abaixo:

Tabela 1- Classificacdo das enzimas (FERSHT, 1998)

CLASSES DE ENZIMA TIPO DE REAQAO
-Oxido-redutases -Reacg0bes de transferéncia de elétrons
-Transferases -Transferéncia de grupos funcionais
-Hidrolases -Reacdo de hidrolise
-Liases -'Adi(;éo de grupos a ligagbes duplas e

vice-versa
-Isomerase -Reacdes de isomerizacao
-Ligases -Formacéo de ligacdo em clivagem de

ATP
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Segundo Leadlay (1993) e Patel (1997), alguns tabsadores podem realizar
reacOes dificeis de se obterem por métodos tradiscem Quimica Orgéanica, tornando-os
recomendaveis na sintese de compostos enantiomenita puros. Isto decorre
principalmente, a aspectos de seletividade da$esanantioméricas, a fatores como:
= Quimiosseletividade:

Algumas enzimas podem reagir com um unico grupoifuwal, mesmo na presenca de
outros grupos quimicos reativos. Resulta em pradotais “limpos”, facilitando o processo
de purificagéo.
= Regiosseletividade:

Em decorréncia de sua estrutura tridimensional pbexa, as enzimas podem
distinguir entre grupos funcionais que estdo sttsaém diferentes regibes da mesma
molécula (substrato).

» Enantiosseletividade:

A maioria as enzimas sao formadas de L-amino-4cidortanto, sdo catalisadores
quirais, assim, qualquer tipo de quiralidade presaa molécula do substrato é “reconhecida”
na formacdo do complexo enzima-substrato. Portamo,substrato pro-quiral pode ser
transformado em um produto opticamente ativo, eaands enantibmeros de um substrato

racémico podem reagir a velocidades diferentes.
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1.5. ALELOPATIA

O termo alelopatia deriva das palavras gredjiason (mutuo) epathos(prejuizo) e foi
primeiramente usado por Molish em 1937, sendo deragum tempo interpretado de varias
maneiras. Alguns autores conferem uma atividades ramipla ao termo e consideram a
alelopatia como todas as interferéncias entre s@res provocadas por substancias quimicas
por eles elaboradas quer ocorram ou ndo no reimgetale incluindo ainda insetos e
herbivoros (ALMEIDA, 1988). Em 1996 a definicdo aelopatia foi ampliada, segundo a
IAS (International Allelopathy Society) e diz regpeaos processos que envolvem a producéo
de metabdlitos secundarios por plantas, microosgaws, virus e fungos que influenciam no
crescimento e desenvolvimento de sistemas agriediaddgicos.

As substancias alelopéaticas também sdo denominaldésquimicos ou produtos
secundarios. Dentre os diversos seres é nas plgotasstes se concentram com maior
frequéncia, independente de células especificadrgdos. A producdo ndo € cumulativa e
sofre influéncia de fatores edéficos, climaticadeesanidade. O objetivo da formagéo destes
compostos nas plantas ainda ndo é bem determinaf sabe-se que obedecem as leis da
genética e sado produzidos com finalidades espasiftomo defesos, talvez devido a
imobilidade, prevencdo da decomposicdo das semeimtesferéncia na dorméncia de
sementes e gemas. Os principais grupos de alelamsingdo os gases toxicos, acidos
organicos e aldeidos, acidos aromaticos, lactongsles insaturadas, terpendides e esterdis,
quinonas, flavondides, taninos, alcalbides, cunaarm outros. A liberacdo destas substancias
pode ser por volatilizagdo, exsudacao radiculatidvacdo através da adgua da chuva ou
orvalho, de partes vivas ou mortas de plantas (ALDAE 1988).

Os aleloguimicos podem ser interessantes do pemnwesth da pesquisa de substancias
com caracteristicas de herbicidas naturais comeajpacificidade para plantas daninhas em

areas de pastagens cultivadas da Regido Amazonica.
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1.5.1. Importancia da Alelopatia na Agricultura e Recuéaria

O Brasil apresenta uma rica e vasta biodiversidadpresentada por plantas e
microorganismos, a qual é uma fonte inestimavehdtabdlitos secundarios. De acordo com
informacgdes recentes, a regido amazonica dentte deatexto, possui potencial enorme a
ser explorado, principalmente em farmacos e biokls.

Com o crescimento populacional, torna-se primoraidesenvolvimento da agricultura e
pecuaria, para a obtencdo de alimentos em escddavea maior,. E fundamental que essa
atividade seja desenvolvida sem comprometer a daddi dos recursos naturais, em
decorréncia de que na regido amazoénica, algunsdogt® praticas empregados ainda sao
rudimentares, como, por exemplo, as queimadas ecagem e, mais recentemente 0s
meétodos quimicos, os quais utilizam herbicidastticds. A implicacdo é que esses métodos
mostraram-se pouco eficientes em médio prazo, demd custos elevados, além de causar
grande impacto ambiental.

Um dos fatores mais importantes para o sucessoividade pecuaria € a qualidade das
pastagens, a qual €, muitas vezes, afetada emge@meéa da ocorréncia de plantas daninhas,
principalmente aquelas que séo toxicas aos aninfas plantas concorrem com as
forrageiras em termos de luz, agua, nutrientes pages fisico, arranham os animais,
desvalorizando o couro (CARVALHO & PITELLI, 1998egundo Muzik (1970), as plantas
invasoras causam mais perdas e danos a agricdbbugaie as pragas e doencas das plantas
cultivadas, e se constituem na maior barreira padasenvolvimento econémico de muitas
regides do mundo.

Na nossa regido, os métodos ultrapassados ja sitadteriormente, geram efeitos
momentaneos e, em pouco tempo, a pastagem estaemeainfestada de plantas invasoras
que se originam das sementes que foram produzidlas gspécies existentes ou entdo
introduzidas (via animais, passaros, ventos e swgentes), passando a compor o banco de
sementes; ou ainda, pelas espécies que rebrotasmaapposicdo dos métodos de controle.
Esse aspecto obriga o produtor a repetir sisteamatinote o processo, elevando o custo de
manutencado da pastagem. Entretanto, ha determircados que o grau de infestacéo atinge
niveis tdo elevados que o controle das invasorawrea inviavel sob o ponto de vista

bioeconémico, levando o produtor a abandonar aagest e derrubar novas areas de
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florestas, passando a praticar uma pecuaria itilsracausando problemas de ordem
ecoldgica e insatisfagdes de ordem social.

Uma vez estabelecidas em um ecossistema, a egadicke plantas daninhas torna-se
uma tarefa ardua e onerosa. Assim, todas as dit@maeverdo ser consideradas quando do
estabelecimento de estratégias de controle dedaatag) e nenhum método devera ser
pensado isoladamente como a Unica solugcdo. Métpdmgentivos, cultural, quimico e

bioldgico, entre outros, devem ser consideradosBEMPA, 2006).
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Conduzir o estudo quimico deaspalum maritimunilrin., assim como, isolar e
identificar os fungos endofiticos associados a est#cie e a partir da biomassa fungica
obtida, investigar a producao e o acumulo de snbists de interesse, buscando a obtencéo de
moléculas bioativas, realizar reacdes de biotramsfodes e hidrogenacéo.
2.2 ESPECIFICOS

» Isolar e identificar metabdlitos secundarios d#isaf® da espécié. maritimum;

» Isolar e identificar os fungos endofiticos a paditr folhas, raizes e colmos jovensRie

maritimum

» Determinar qual o melhor meio de cultura para gerdiiomassa fungica d&spergillus

flavus;

» Isolar e identificar constituintes quimicos pressrios extratos fungicos;

» Avaliar a habilidade do fungAspergillus flavugsolado das folhas d@. maritimum em

modificar quimicamente chalconas cetonas arométicas

» Avaliar o potencial alelopatico do constituinte mido isolado da planta, e dos extratos

fungicos.
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3. DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL
3.1- MATERIAIS

3.1.1- Equipamentos

= Espectrometro de Ressonancia Magnética NucleandeM Mercury 300- Varian. 75 MHz
(RMN 3C) e 300 MHz (RMNH).

= Evaporador rotativo — MICRONAL.

= Autoclave vertical- Modelo Au 75 PHOENIX.

» Capela de fluxo laminar- Modelo PA 320 PACHANE.

= Camara de UV da marca Prodicil (365 e 254 nm).

» Espectrémetro de massas- CG-MS, Modelo DSQII7Eey).

3.1.2- Solventes

= Utilizados nas separacoes, purificacdes e relizistdes: hexano, diclorometano, acetato de
etila, metanol, etanol, dimetilsulféxido e piridin@ynth, Quimex, Nuclear e Cinética
Quimica).

» Utilizados na obtencdo dos espectros de RMNe °C: CDCk, CD;0D, piridinads e
DMSO-ds (Synth e Quimex)

3.1.3- Substratos utilizados para o cultivo em meisdlido

= Arroz “Uncle Beans”

3.1.4- Substratos utilizados para o cultivo em meilbquido

NaNO; Glucose

KoHPO, Extrato de levedura
MgSO,.7H,0O Dextrose
FeSQ.7H,0O Extrato Saboraud

Agua destilada
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3.1.5-Reagentes utilizados na sintese de chalconas e éade hidrogenacao

= NaOH 10% = Cicloexanona

= Acetona = 3,4, 5-trimetoxibenzaldeido
= Acetofenona = 2 3, 4-trimetoxibenzaldeido
= Benzaldeido = Limalha de ferro

= H,SOy

3.1.6- Técnicas cromatograficas

= Cromatografia em coluna (CC): foram empregadasnasl de vidro com diametro e altura
conforme a massa da amostra e cerca de 20 g da gdl 60G (70-230 e 230-440 mesh,
Merck e Fluka) por grama da amostra.

= Cromatografia em camada delgada comparativa (CCio€&m usadas placas de vidro de
5x10 ou 10x20 cm, revestidas camadas de silic&@fel(silica gel 60G-Merck) de 0,30 mm
de espessura; na revelacdo das placas cromataegrééimparativas foram utilizadas solucdes
de sulfato cérico a 1% em acido sulfarico, solugaanol/ acido sulfarico 1:1, e/ ou camara

de iodo sublimado.

3.1.7- Substratos utilizados nas biotransformacodes

» Chalconas%l, S2 S3e S4 e um derivado de uma cetona aromatifainsaturadab)
Foram sintetizadas as chalcorgk S2 S3 S4 e o derivaddS5 no Laboratério de

Sintese de Quimica da UFPA, para serem utilizadasreacoes de reducd®2(e S3 e

reacdes de biorreducdeaspergillus flavus sob a orientacdo do Prof. Dr. Heriberto R.

Bitencourt.

» Cetonas aromaticas
As cetonas aromaticas (acetofenona e 4-nitro-fr®ina) foram adquiridas

comercialmenteHluka e ALDRICH, respectivamente).
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3.2. METODOS
3.2.1 Estudo quimico da espéciPaspalum maritimum Trin .

3.2.1.1. Coleta e Identificacdo do Material Botanic

As folhas dePaspalum maritimuniforam coletadas na cidade de Belém, Estado do
Para, no Campo Experimental da Embrapa Amazoénian@ii e identificada pelo Dr.
Joaquim Ivanir Gomes, pesquisador da Instituic&banelo uma exsicata depositada no
herbario da Instituicdo, sob registro de numero #88337. Por ocasido da coleta as plantas
nao estavam florando ou produzindo sementes. Footetados 8,0 Kg de material vegetal.

3.2.1.2. Obtencéo dos Extratos Brutos

2,5 Kg de folhas secas e trituradas Respalum maritimunforam submetidas a
extracdo sequencial exaustiva com hexano, acetattild e metanol, a temperatura ambiente.
As solucdes obtidas foram concentradas a vacuevamorador rotativo. A Figura 6 (p. 49)

apresenta o fluxograma do procedimento.
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Folhas
Secas e moidas
2,5 Kg

-Extracéo a frio com hexano

A 4

Extrato Hexanico Residuo 1
(48,5 0)

-Extracéo a frio com AcOEt

\ 4
Residuo 2

y

Extrato AcOEt
(18,0 g)

-Extrac¢édo a frio com MeOH

\ 4

Extrato MeOH
(87,5 9)

Figura 6- Fluxograma da obtencéo dos extratos brutos diaasfalePaspalum maritimurrin.

3.2.1.3. Isolamento dos constituintes quimicosxd@t hexanico deaspalum maritimum

Parte do extrato hexanico bruto (8,50 g) foi sulmhoedo fracionamento em coluna via
umida (CCVU), sobre silica-gel (70-230 mesh, profgor de 1:20 de amostra/silica),
utilizando-se como eluentes solventes puros ownastdos solventes hexano, acetato de etila
e metanol em gradientes de polaridades cresceatestando em 78 fracdes, as quais foram
concentradas, monitoradas e analisadas por croméitogm camada delgada comparativa
(CCDC) e reunidas, quando necessério (Figura 7 p. 50). A fragdo 26 (Hex/AcOEt 10%)
apresentou-se como cristais incolores, identifisadomo S6 (13,2 mg) Da fracdo 33
(Hex/AcOEt 15%) foram obtidas as substan&&se S8 (18,1 mg) e das fracbes 37 a 39
(Hex:AcOEt 20%), uma mistura de substan88s S9 (33,5 mg).
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EH
(8,50)

CCVU, fracbes de 100 mL, 78 fracBes

A 4

Hexano 100% l Hexano/AcOEt
\ 4
Frs. Frs.
(1-9) (69 Fracdes)
Sem analis
\ 4
CCcDC
y \4 A\ 4
Fr. 26 Fr. 33 Frs. 37-39
Hex/AcOEt Hex/AcOEt Hex/AcOEt
10% 15% 20%
A\ 4
S6 S7/S8 S8+S9
13,2 mg 18,1 mg 33,5mg

Figura 7- Fracionamento do Extrato Hexanico (E-H).

3.2.1.4. Isolamento dos Constituintes Quimicos dtrafo Acetato de Etila d@aspalum

maritimum

Parte do extrato acetato de etila (3,59g) foi sulshoeto fracionamento em coluna via
umida (CCVU), utilizando-se como eluentes solvernpesos ou misturas dos solventes
hexano, acetato de etila e metanol em gradientgeldedades crescentes, resultando em 62
fracOes, as quais foram concentradas, monitoradaslesadas por cromatografia em camada
delgada comparativa (CCDC) e reunidas, quando s@éeqFigura 8). As fracBes 25 a 30
(Hex:AcOEt 15%) foram reunidas apos anéalise em CC&#ndo identificadas como uma

mistura de substanci&38+ S9 (13,4 mg) ja isoladas anteriormente no extrat@hmeo, e as
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fracOes 42 a 45 (AcOEt/MeOH 5%) foram reunidasterstidas também a analise em CCDC
e RMN. ApGs a analise mostrou-se pura, sendo deraalas-10(5,7 mg).

E AcOEt
(3.50)

CCVU,Hex/AcOEt/MeOH,
62 Frac6es (100 mL)

A 4 \ 4

Frs. 25-30 Frs. 42/45
Hex/AcOEt 15% AcOEt/MeOH 5%
\ 4
S8+S9 S-10
(13,4 mg) (5,7 mq)

Figura 8- Fracionamento do Extrato Acetato de Etila (E-AcOEt)

3.2.1.5. Isolamento dos Constituintes Quimicos dtrafo Metandlico Bruto déaspalum

maritimum

Parte do extrato metandlico bruto (17,5 g) foirsabdo ao fracionamento em
coluna via umida (CCVU), utilizando-se misturas dexano, acetato de etila e metanol em
gradientes de polaridades crescentes como elueasetando em 76 fragbes, as quais foram
concentradas, monitoradas e analisadas por cromméitogm camada delgada comparativa
(CCDC) e reunidas, quando necessario (Figura 82p. As fracoes 27 a 32 (Hex:AcOEt
15%) foram reunidas apds analise em CCDC, senddifidadas como uma mistura de
substanciasS8+S9 (4,3 mg), ja isoladas anteriormente no extrato hiewae no extrato
acetato de etila, e as fracoes 28 a 31 (AcOEt/MdD®h) foram reunidas e submetidas
também a analise em CCDC, indicando trata-se det&ubaS10(102,4 mg), a qual ja tinha

sido isolada em pequena quantidade também no@xziratato de etila.



E MeOH
(17,50)

CCVU, Hex/AcOET/MeOH,
76Fracgdes (100 mL)

\ 4

Hex/AcOEt 15% AcOEt/MeOH 10%
Frs. 27-32 Frs. 28-31
S8+S9 S10
44 mg 102,4 mg

Figura 9- Fracionamento do Extrato Metandlico (E MeOH).

3.3. ISOLAMENTO DOS FUNGOS ENDOFITICOS ASSOCIADOSPAMaritimum
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3.3.1- Esterilizacéo do material vegetal e isolamendos endofiticos
O material botanico coletado foi processado dedwoduas horas, apds a

coleta, tendo sido lavado abundantemente com aguente e detergente neutro para retirar o
excesso de epifiticos. Em seguida, em camara &sséptmaterial foi imerso em alcool 70%
por 1 minuto, em seguida em hipoclorito de so6di®¥a por 4 minutos e, novamente, em
alcool 70% por 30 s, para retirar o excesso declopto. Finalmente em agua destilada
estéril que foi usada para fazer o controle dapasse

Apés a assepsia, cinco pequenos fragmentos dasfolizomas e raizes foram
plagueados em meios de extrato de malte e Sabquaearescido de clorofenicol (Img/
mL) para inibir o crescimento bacteriano no decod®@ processo de isolamento dos fungos
endofiticos. As placas de Petri (9 cm de diametanfendo os fragmentos foram incubadas a
25°C , sendo que o material vegetal foi distribuidoteplicatas nas placas, contendo cada
uma cinco fragmentos de material vegetal. A paltirsétimo dia de incubacédo, pequenos
fragmentos dos meios com hifas dos fungos recémnaetvidos foram transferidos para
outras placas contendo os meios de extrato malebeuraud. Apds a transferéncia dos
endofiticos, a purificacdo dos mesmos foi feitaapcnica de repiques sucessivos. Os
endofiticos isolados foram conservados em trigicét ;O estéril) conforme a medotologia
descrita na literatura (CASTELLANI, 1939). A lintexg do fungo FEFLPM3D1 (Tabela 2,
p. 54), selecionado para ser objeto de pesquida trabalho encontra-se nas fotografias da
Figura 10.

FEFLPM3D1- Frente FEFLPMBIYerso

Figura 10- Fotografias frente e verso da linhagem do fungoLFFRF3D1.
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Segundo a metodologia descrita foram isoladas dHmd, rizomas e raizes de
Paspalum maritimumsete espécies fungicas (Tabela 2), das quais umhagem foi
selecionada para estudo codificada corRBFLPM3D1 e com posterior obtencdo de suas

biomassas para realizacdo de estudo quimico epatelo. Nao houve crescimento de

colonias na placa controle, indicando que a assépistorreta.

Tabela 2- Endofiticos isolados Baspalum maritimum

PARTE DA PLANTA ISOLADOS
FEFLPM3A2

FOLHAS FEFLPM3B2
FEFLPM3D1

) FERZPM3B2

RAIZES FERZPM3C2
FERZPM3D2

RIZOMAS FECPM3A2

FEFFLPM: fungo endofitico das folhas d& maritimum FERZPM: fungo endofitico das raizes Be
maritimum FERMPM: fungo endofitico do rizoma d& maritimum As letras em maisculas representam as

placas de petri de origem.
3.3.2 Cultivo em meio liquido (Czapek).

Para o cultivo em meio liquido, Czapek (Tabelg.355), enriquecido com 2 % de
extrato de levedura, foram utilizados 36 erlenmeyks 1 L contendo com 300 mL do meio
de cultivo, aos quais, apds autoclavagem por 15utwsna 129C , foram introduzido trés
pequenos discos do fungo FEFLPM3B&(ergillus flavus O material foi incubado a 28

durante trinta dias, modo estastico.
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Tabela 3: Meio Czapek enriquecido com 2% de exttatevedura.

REAGENTES QUANTIDADES
NaNG; 3,00
KoHPO, 109

MgSO,. 7H,O 059

KCI 0,59
FeSQ.7H,O 0,01g

Glicose 3049
Extrato de levedura 20 g
H>O gsp 1L

Apoés os 30 dias de incubacdo do fungo FEFLPM3Bdpérgillus flavus no meio
Czapek, foram obtidos dois materiais por filtragdomiceélio e o filtrado), utilizando-se

algodao como filtro.

3.3.2.1. Extrato micelial

Ao micélio foi adicionado metanol. O sistema nimét metanol foi mantido em
repouso por um periodo de cinco horas, para quetanol, destruisse os esporos, evitando-se
o risco de contaminacdo durante o manuseio. Apémes horas, esse sistema foi submetido
a uma filtracdo. Em seguida a solucdo metandlicacdocentrada sob pressao reduzida,
levando a obtencdo do extrato metandlico do mi¢éiMeOH-1). Em seguida, o micélio foi
seco em estufa a uma temperatura d¥45

3.3.2.2. Extrato do filtrado

O filtrado obtido apds 30 dias de incubacdo fdinsetido a particdo liquido-liquido
com 300 mL de acetato de etila, trés vezes na pgapale 1:1. A fase acetato de etila foi
concentrada para a obtencdo do extrato acetattlaleGs procedimentos descritos nos dois

itens acima sao representados na Figura 11 (p. 56).
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FEFLPM3D1
(A. Flavug
Filtracéo
Y
l \ 4
Micélio Filtrado
Adicdo de MeOH (5 horas) s
Filtracdo Particdo com AcOEt
A \ 4
\4 l v \ 4
Residuo Filtrado FASE AQUOSA Fase AcOEt
-Concentracao .
-Concentracé
A4 l
Extrato Metanolico Extrato da fase AcOEt
ECMeOH ECACOEt
1359 189

FIGURA 11- Extratos do fungo FEFLPM3DZA(flavug, a partir do cultivo em meio liquido (Czapek).

3.3.3- Cultivo em meio sélido (Arroz)

O cultivo em meio sélido foi feito em arroz (Un@eans). Foram utilizados 4,0 Kg
do cereal, que foram distribuidos uniformementet®rerlenmeyer de 500 mL de capacidade,
ou seja, 100 g de cereal a cada erlenmeyer, enidaefjuam adicionados 30 mL de agua
destilada e autoclavou-se este conjunto por 45 tosna temperatura de 21 Deixou-se o
material atingir a temperatura ambiente e intraghsz o fungo nos erlenmeyer, os quais
foram incubados a 2%& por 30 dias.

Apos o periodo de incubagéo, foi acrescentadonokss erlenmeyer com o mesmo
objetivo ja descrito no item 3.2.2.1. Transcorri@eriodo de cinco horas, o conjunto foi
submetido a filtracéo, utilizando-se algodao coitiaf em seguida o filtrado foi concentrado

para a obtencédo do extrato EAMeOH-1. Apos a fiitca@ cereal+ fungo foi seco em estufa a
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45°C por 4 horas, e em seguida submetido a extragdoepdoracdo com hexano, acetato de
etila e metanol (Figura 12).

FEFLPM3D1
(A. flavusg

-Cultivo em arroz 30 dias
-Adicdo de MeOH (5 horas)

v -Filtracéac
\
Filtrado Residuo da filtragdo 1
-Concentragéo a vac -Secagem em estufa
-Extracdo com hexano
-Filtracé@o e concentracdo
Extrato EAMeOH-1 il
148,5 g
Residuo da filtracdo 2 Extrato
EAHex
-Extragdo com AcOEt 3,19
-Filtracéo
y -Concentracé
A 4 A\
Residuo da filtragao 3 Extrato
EAACOEt
-Extragdo com MeOH 23,189
-Filtracéo
-Concentracéo
4
A\ v
EAMeOH-2
(
(desprezad 123.2

FIGURA 12- Obtencéo dos extratos do fungo FEFLPM3B4&pergillus flavus)a partir do cultivo em meio
sélido (arroz).
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3.3.3.1- Fracionamento dos extratos fungicos ECAC®ECMeOH obtidos em meio liquido
(Czapek)

No estudo quimico dos extratos obtidos a partibidenassa produzida por FEFL3D1
(Aspergillus flavus em meio liquido (Czapek) foram identificadas queatubstancias, as
substancia$1le S12em mistura, substanc&l3como cristais amarelos e a substarigid

como cristais incolores na forma de agulhas.

3.3.3.2- Fracionamento dos extratos fungicos EAAc@RAMeOH-1 e EAMeOH-2 obtidos

em meio solido (Arroz)

No estudo quimico dos extratos obtidos a partibidenassa produzida por FEFL3D1
(Aspergillus flavusem meio solido foram identificadas as quatro gisas ja identificadas
nos extrato fungicos em meio liquido. As subst@8ikl e S12em mistura, substancil3

como cristais amarelos e a substasddcomo cristais incolores na forma de agulhas.

3.4. SINTESES DAS CHALCONAS

3.4.1- Procedimento geral para obtencéo das chalcas

Em baldo de fundo chato e boca esmerilhada (125 oalgcado em banho de gelo,
foram adicionados na sequéncia: o solvente (15EtQH ou MeOH), a cetona (10mmol), o
catalisador (15 mL de solucdo de NaOH 10%) e oi@gdd€ll mmol, excesso de 10%). A
mistura de reacao foi mantida em agitagdo magn&t#fC por 40 minutos. Posteriormente,
foi resfriada e deixada em freezer durante 48h.sAgsSse periodo foi feito uma filtracéo a

vacuo. O produto obtido foi recristalizado em metan
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3.4.1.1. Chalcon81 (2E)-1,3-difenil-prop-2-en-1-ona

A substanciaS1 (Figura 13) foi sintetizada utilizando acetofendfi® mmol) e

benzaldeido (11 mmol), como materiais de partida.

Figura 13- (2E)-1,3-difenilprop-en-1-on&s(l)

3.4.1.2. Chalcon&2 (2E)-1-fenil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-dna
A substanciés2 (Figura 14) foi sintetizada utilizando acetofeng¢bd mmol) e 3,4,5-

trimetoxibenzaldeido (12 mmol), como materiais ddiga.

OMe

Figura 14- (2E)-1-fenil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-prop-2-en-dna &2

3.4.1.3. Chalcon&3 (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)rpp-2-en-1-ona.
A substanciaS3 (Figura 15) foi sintetizada utilizando 4-metoxetafenona (11

mmol) e 2,3,4-trimetoxibenzaldeido (12 mmol), comateriais de partida.

Figura 15- (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)fpp-2-en-1-onag3)

* A numeracao utilizada é usual para chalconas.
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3.4.1.4. Chalcon&4 (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)rpp-2-en-1-ona.
A substanciaS4 (Figura 16) foi sintetizada utilizando 4-metoxi-exfenona (11

mmol) e 3,4,5-trimetoxibenzaldeido (12 mmol), comateriais de partida.

Figura 16- (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxi-fenifprop-2-en-1-ona34)

3.4.1.5. Substancias. (2E, 6E)-2,6-bis(benzidileno)-cicloexan-1-ona
A substanciass (Figura 17) foi sintetizada utilizando-se cicloegaa (11 mmol; 1,1

mL) e benzaldeido (24 mmol; 2,4 mL), como materigipartida.

Figura 17- (2E, 6E)-2,6-bis(benzidileno)-cicloexan-1-018b)
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3.5. REACOES DE HIDROGENACAO

3.5.1- Procedimento geral para as reacoes de hideacao

Em baldo volumétrico (125 mL), foram adicionadossequéncia: etanol (15 mL), a
chalcona (0,5 g) e o catalisador: Pd/Carvéo ati@3omg). Conectado a este baldo através
de uma mangueira (25 cm), outro baldo de 125 mutibtzado, sendo adicionado: 3 mL®
destilada, 1 mL de $$0, conc. e 2 barras de limalha de ferro (100 mg)e#céo foi mantida
em agitacdo magnética a temperatura ambiente ploorb2. Apds este periodo, foi feita uma

filtracdo, evaporacdo do solvente e o sdlido obtideristalizado em metanol.

3.5.1.1- Chalconas utilizadas nas rea¢0es de ledeggio
As chalcona$2 e S3obtidas por sintese foram reduzidas por reacdudidegenacao,
obtendo-se as respectivas diidrochalcoBa6e S17, para que fossem comparadas com 0s

produtos obtidos por biorredugéo.

3.6. REACOES DE BIORREDUCAO

3.6.1- Procedimento geral para as reacdes de biodecoes

Inicialmente o fungo j& isolado das folhas e ratleBaspalum maritimuntrin. (trés
discos de 5 mm de diametro) foi retirado diretamelat placa de Petri onde ja se encontrava o
fungo repicado em meio de cultura Sabouraud, ecesteendo o indculo foi transferido de
forma asséptica para seis erlenmyers de 500 mla uad contendo 250 mL do meio de
cultura Sabouraud (reduzido a fonte de carbono @@, previamente autoclavados a 21
durante 15 minutos, e em seguida foram adicionagasibstratos: 50g se liquido e 50 mg
se sélido nestes erlenmeyers, os quais ficaramagisicao no shaker orbital (160 rpm, 28
°C), por um periodo de dez dias. Apds este periodmaterial foi filtrado, obtendo-se o
filtrado e o micélio. O filtrado foi submetido arpigdo liquido-liquido com acetato de etila.
Ao miceélio, foi acrescentado metanol, e apods cihocas foi filtrado e concentrado. As

analises foram realizadas em triplicata.

3.6.2- Escolha dos microorganismos



62

O fungoAspergillusflavus (FEPMFL3DJ foi selecionado para ser utilizado
nas reacdes de biotransformacdes, por apresentadpido crescimento em todos 0s meios
de culturas testados, e principalmente, pelos indsrteabalhos encontrados na literatura. Sua
identificacdo foi realizada pela Dra. Maria InésMieura Sarkis (Laboratério de Colecdo de
fungos/Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ-RJ).

Um exemplo que se encontra na literatura € a cedgdeducdo de cetonas
3-insaturadas (ANDRADE et al., 2004), onde ocorreducéo de ligacdes duplas carbono-
carbono através de redutases isoladasSdecharomyces cerevisjadermento de péo,
possibilitando reacdes seletivas com cetomdsinsaturadas, conforme figura 18.

0 O
NADPH

redutase

Figura 18- Redugéo de cetonas-insaturadas com redutases isoladas de fermento.

3.6.3- Escolha dos substratos

As cetonas aromaticas acetofenona e a 4-nitrof@ceina foram selecionadas neste
trabalho, por apresentarem as caracteristicasioedtas com as substancias utilizadas em
biotransformacdes ja citadas na literatura, ndadsemocivas aos microorganismos nas
quantidades previamente testadas. As reacdes ttansimrmacoes esperadas nos substratos

selecionados estéo representadas na Figura 19.

R R
Baeyer/Viliger Hidrdlise
> oy
(@]

R o OH

CHg

*
OH

Figura 19- Reacg0Oes de biotransformagfes possiveis de oenrem cetonas aromaticas.
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As chalconas também foram selecionadas, por apeesenperspectivas da formacao
de produtos quimio-regio-enantiosseletivos, comsipdglades da obtencdo de um dos

produtos em maiores proporcdes conforme demonstradagura 20.

Figura 20- Reacao de biorreducéo esperadas para chalconas.

Ha possibilidades de ocorrerem também reacdes idearsformacdes com a
formacdo do epodxido, diol ou adicdo de hidrogérfleigura 21, p.64). Estas reacdes sao
possiveis de serem realizadas, visto que sao egsrdplreacdes em sintese, cujos exemplos
se encontram na literatura: epoxidacdo (AMARESH EBRPMAL, 1995; BERKESSEL et
al., 2006); hidroxilagédo (BERNINI et al., 2004) rodenacdo (KROHN et al. 2002).
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Epoxidacéo

R
Ra
Hidroxiacao R HO O
OH R

O

Ry
Ro
Hidrogenacéo R O
> R3
SUR!

Figura 21- Reacg8es de biotransformacgfes possiveis em claalcon

O
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3.7. ATIVIDADE ALELOPATICA

A substéancia isolad810 da planta, a substanc&l3 obtida da biomassa produzida
pelo fungo Aspergillus flavuse as diidrochalconas inéditas obtidas por biogéds e
hidrogenacédoS16 e (S17) foram submetidas ao ensaio alelopatico. As sobst§S10e S13
por serem 0s metabdlitos majoritarios obtidos esgoium dos objetivos do trabalho verificar
o potencial alelopatico das substancias que iremmssladas e a correlacéo existente no efeito
alelopatico sobre as espécies receptoras. As diidlconasS16 e S17 também foram
utilizadas para correlacionar com os efeitos daofia isolada da planta, jA& que ambas

pertencem a mesma classe de substancias: flavendide

3.7.1 Analise da atividade alelopatica

3.7.1.1. Espécies receptoras

Como plantas indicadoras dos efeitos alelopatidosam utilizadas as plantas
daninhas maliciaMimosa pudicae mata-pastaSenna obtusifolige a leguminosa forrageira
puerdria Pueraria phaseoloidgs As sementes das duas espécies de plantas darfaram
coletadas em areas de pastagens cultivadas, naidionde Terra Alta, Estado do Para, e as
sementes de pueraria foram adquiridas em forneegdier Belém. As sementes passaram por
processo de limpeza e tratamento para superacadom@éncia, via imersdao em &acido

sulfdrico concentrado.

3.7.1.2. Bioensaio de germinagao de sementes

A germinacdo foi monitorada durante dez dias, comagens diarias e eliminacao
das sementes germinadas. O bioensaio foi desedwobfn camara de germinacdo, em
condicdes controladas de 26 de temperatura constante e fotoperiodo de 12sh@ada
placa de Petri, de 9,0 cm de diametro, recebeueBistes. Foram consideradas sementes

germinadas, aquelas que apresentavam extensa@0de, de raiz primaria.
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3.7.1.3. Bioensaios de desenvolvimento da radidia hipocétilo

O bioensaio foi desenvolvido em camara e germinag&ocondi¢cdes controladas de
25 °C de temperatura e fotoperiodo de 24 horas. Catm e Petri de 9,0 cm de diametro
recebeu trés sementes pré-germinadas, com aprcaxinesite dois dias de germinacao, e ao
final do periodo de 10 dias de crescimento, meeiwscomprimento das radiculas e do
hipocatilo.

3.7.1.4. Andlise dos efeitos do pH

Para a avaliacdo dos efeitos do pH na atividdeépatica da tricina, foram
preparadas solu¢cdes com pH de 3,0, 6,0 e 9,0zando-se acido cloridrico (HCI), para
baixar o pH, e hidréxido de potassio (KOH), pdevar o valor do pH. A tricina foi testada
na concentracdo de 200 mg'.LEspecificamente para essa avaliacdo, os efeit@snf
quantificados apenas sobre a germinacédo das sergagesspécies receptoras. O bioensaio

foi desenvolvido a semelhanca daquele descritdoenbaio de germinacdo de sementes.

3.7.1.5. Outros procedimentos experimentais

A tricina (S10 foi testada nas concentragdes de 200 ppm e 300 pcido koéjico
(S13 nas concentracdes de 10, 30 e 50 ppm e as dimomnasS16e S17nas concentracdes
de 80 e 160 ppm, utilizando-se como solvente o mét&€ada placa de Petri, de 9,0 cm de
diametro, recebeu 3,0 mL da solucéo teste. Apogapoeacdo do eluente, adicionou-se o
mesmo volume de agua destilada, mantendo-se, fl@ssa, a concentracdo original. As
substancias foram adicionadas apenas uma vez, @ubndhicio dos bioensaios, sendo, a
partir de entdo, adicionado apenas agua destdadayre que se fazia necessario.

3.7.1.6. Delineamento experimental e analise sfitai

Para todos os bioensaios, 0 delineamento expatiami®i inteiramente casualizado,
com quatro repeti¢cdes, tendo, como testemunha a @egtilada. Os dados foram analisados
pelo teste F e as médias comparadas pelo testauldsy T5%). Para andlise dos dados,
utilizou-se o programa SAS (SAS INSTITUTE, 1989).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLABRS A PARTIR DO
ESTUDO QUIMICO DEPaspalum maritimum

No estudo quimico dos extratos obtidos a partir fdthas dePaspalum maritimum
foram isoladas e identificadas cinco substan@&sS7, S§ S9 S1Q A seguir encontram-se

as estruturas das substancias isoladas (Figura 22).

S6 S7,R=H
S8, R = Glu
S9, R = Gluy?*

S10

Figura 22- Constituintes quimicos isolados dos extratosfolags deP. maritimum.



68

4.1.1- Substancia S6

A substanciaS6 (Figura 23) foi identificada como o esterdideespinasterol e

encontrava-se em mistura com triacilglicerois

Figura 23: Estrutura dar-espinasterol.

O espectro de RMRH (Figuras 24 e 25, p. 70 e 71) 88 +mistura de triacilglicerdis
apresenta sinais de hidrogénios olefinicoségrb,14 (m, H-7 e H-22). No mesmo espectro,
observa-se o sinal referente ao hidrogénio ligadcaabono oximetinico C-3 ebp 3,61 (M,
1H) e os sinais dos hidrogénios metilicos na regi@dy 0,54 -6y 0,85, destacando-se o0s
sinais enmdy 0,54 €, H-18) e endy 1,02 @, J= 6,6 Hz, H-21).

O espectro de RMRFC (Figura 26, p.72) registra a presenca de siraz9ditomos de
carbonos. Desses sinais, pode-se destacar o sinedrdono endc 71,1 caracteristico de
carbono oximetinico na posicao 3 e &gil17,4; 129,4; 138,1 e 139,5, os sinais de carbonos
olefinicos de duas insaturacdes. Estes sinaisaacteristicos de compostos com esqueletos
esteroidais com uma das insaturacdes localizada €a7 e C-8dc 117,4 edc 138,1) e a
outra entre C-22 e C-234129,4 &¢ 139,5) (GARG & NES, 1984).

Na Tabela 4 (p. 69) encontram-se os dados de RMNe de *C de S6 em
comparacao com os dados da literatura par@spinasterol (GARG & NES, 1984).
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Tabela 4- Dados de RMM e de**C da substancia S6 comparados com dados da lie@ratu

(GARG & NES, 1984)*

RMAH RMN ¢
C 84 (S6) Su*Lit. 5¢(S6) 8c*Lit.
1 37,1 37,0
2 28,4 27,6
3 3,59 (m) 3,59 (m, 1H) 71,1 72,0
4 33,7 33,9
5 40,2 40,4
6 29,6 29.4
7 5,14 (sl) 5,17 (sl, 1H) 117,4 117,2
8 139,5 139,6
9 49,4 49,0
10 34,2 34,4
11 21,5 21,7
12 39,4 39,6
13 43,2 43,1
14 55,1 55,6
15 23,0 23,1
16 28,7 28,4
17 55,8 55,8
18 0,55 (s) 0,55 (s, 3H) 12,0 12,0
19 13,0 12,5
20 40,8 40,2
21 1,20 (dJ = 6,6 Hz) 1,20 (d, 3H) 21,3 21,0
22 5,02 (dd)= 14,7 Hz e 5,02 (dd, 1H) 138,1 138,0
J=8,7 Hz)

23 129.4 129,6
24 51,2 51,3
25 31,9 31,8
26 0,80 (dJ=7,2 Hz) 0,800 (d, 3H) 18,9 19,2
27 0,85 (dJ= 7,2 Hz) 0,851 (d, 3H) 21,0 21,0
28 25,3 25,5
29 0,79 (m, 3H) 0,757 (t, 3H) 12,2 12,6

* GARG & NES, 1984 (RMNH: 400 mMHz;**C: 100 MHz, CDG)).
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4.1.2- Substancia S7

A substanci&7 (Figura 27) foi identificada como sendo o ester@idasterol.

Figura 27- Estrutura do Sitostero8{)

O espectro de RMNH (Figura 28, p.75) evidencia a presenca de umediirgo
emdy 5,34, relativo ao hidrogénio olefinico H6, um mpikito emdy 3,52 correspondente ao
hidrogénio oximetinico H3, e os demais sinais mfesse aos hidrogénios ligados aos
carbonos dos grupos metilicos, metilénicos e nueténdo esqueleto esteroidal (KOJIMA et
al., 1990; SUBHADHIRASAKUL & PECHPONGS, 2005).

O espectro de RMNC (Figuras 29 e 30, p. 76 e 77), apresenta osssimasc 140,7 e
dc 121,7 relativos aos sinais dos carbonos olefiniCes e C-6 e ey 71,7, o sinal referente
ao carbono oximetinico C-3, além de outros sinagnalados na Tabela 5 (p. 74), na qual
sdo confrontados os os dados obtidos de RWMN de S7, com os dados da literatura
(KOJIMA et al, 1990; SUBHADHIRASAKUL & PECHPONGS,0R5). Esse conjunto de
informagdes deixa claro que a substa®darata-se do sitosterol.
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Tabela 5- Dados de RMN (300 MHz, CDC}) e RMN *°C (75 MHz, CDC}) da substancia

S7, em comparagao com dados da literatura (KOJIM&,€t990, CDJ;
SUBHADHIRASAKUL & PECHPONGS, 2005

C S78() *Lit. DEPT S7 §c) x|t

1 CH 37,2 37,36
2 Ch 31.6 31.90
3 3,52 (1H, m) 3,52 (1H, m) CH 71,7 71.77
4 Ch 42,2 42,29
5 C 140,7 140,75
6 534 (1H,dlJ=51 5,35 (1H, sl) CH 121,7 121,69

Hz))

7 Ch 31,8 31,65
8 CH 31,6 31,93
9 CH 50,0 50,13
10 C 36,1 36,50
11 ch 21,0 21,09
12 Ch 39,7 39,78
13 C 42,2 42,32
14 CH 56,7 56,77
15 ch 24,2 24,31
16 Ch 28,2 28,26
17 CH 55,9 56,06
18 0,67 (3H, s, H18) 0,68 (3H, s) ¢H 11,9 11,86
19 1,00 (3H, s) 1,00 (3H, s) GH 19,3 19,40
20 CH 36,4 36,15
21 0,91(3H) 0,9 2(3H, d) GH 18,7 18,79
22 Ch 33,8 33,95
23 Ch 25,9 26,07
24 CH 45,7 45,83
25 CH 29,0 29,16
26 0,81 (3H) 0,83 (3H, d) GH 19,7 19,83
27 0,82 (3H) 0,81 (3H,t) GH 19,3 19,04
28 0,84 (3H) 0,84 (3H.1) CH 23,0 23,07
29 CH 11,8 11,99

"Principais sinais observados no espectro de BMparaS7 (KOJIMA et al, 1990, CDG).
*SUBHADHIRASAKUL & PECHPONGS, 2005 (RMNH: 500 MHz;**C 125 MHz; CDCJ).
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4.1.3-Substancia S8

A substanciaS8 (Figura 31) foi identificada como sendo o esteroigé-

glicopiranosil-sitosterol.

HO
Glu = Hom
OH

HO

Figura 31- Estrutura quimica do B-glicopiranosil-sitosterol

O espectro de RMNH (Figura 32, p. 80) apresenta um dupleto largodard,17
relativo ao sinal do hidrogénio olefinico H6, ummpmto de sinais 4,00 & 4,60 referentes
aos hidrogénios caracteristicos de grupamento aglacéipo D-glucopiranosil, e os demais
sinais referem-se aos hidrogénios ligados aos nashdos grupos metilicos, metilénicos e
metinicos do esqueleto esteroidal.

O espectro de RMN®C (Figura 33, p. 81) da substan@8 apresenta sinais que
confirmam a estrutura d&88 como sendo o esterdidep3glicopiranosil-sitosterol, onde
destacam-se 0s sinais &m140,7 edc 121,7 relativos aos sinais dos carbonos olefinias
e C-6e o sinal em éc 102,5 atribuido ao carbono anomeérico do grupo uaapiranosil-
sitosterol, além de sinais de carbonos oximeti@nae acucar na regido 8e62,8 adc 78,5
e emdc 78,6 atribuido ao carbono oximetinico C-3.

O espectro de DEPT (Figura 34, p.82) mostra osssiteaolefinicos emic 140,71 &5¢
121,71 atribuidos a um carbono totalmente subgdtit(C-5) e um carbono metinico (C-6). O
conjunto de informacgdes espectrais associadosaams dla literatura (AHMAD, GHAZALA
& UDDIN, 1992; ALAM et al., 1996) confirma que alsmtancia em questdo trata-se do
esterdide P-glicopiranosidil-sitosterol (Tabela 6, p. 79).

Tabela 6- Dados de RMN®C (75 MHz, piridina-g) e DEPT da substanci&8 em
comparacao com dados da literatura (AHMAD, GHAZARAJDDIN, 1992).
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SUBSTANCIA S8
C DEPT dc Lit*
1 CH 37,4 37,6
2 Chl 30,2 30,3
3 CH 78,5 78,4
4 Chl 39,9 40,0
5 C 140,8 140,9
6 CH 121,9 121,9
7 Chl 32,1 32,2
8 CH 32,0 32,1
9 CH 50,3 50,4
10 C 36,9 36,9
11 CH 21,2 21,4
12 CH 39,3 39,4
13 C 42,4 42,6
14 CH 56,7 56,9
15 CH 24,4 24,6
16 CH 28,5 28,6
17 CH 56,2 56,3
18 CHi 11,9 12,1
19 CHl 19,4 19,3
20 CH 36,3 36,4
21 CHi 19,1 19,1
22 CHl 34,1 34,3
23 CH 26,3 26,5
24 CH 46,0 46,1
25 CH 29,4 29,5
26 CHl 19,4 19,5
27 CHl 19,9 20,0
28 CHl 23,3 23,5
29 CHl 12,1 12,2
1’ CH 102,6 102,6
2’ CH 75,3 75,3
3 CH 78,5 78,2
4 CH 71,6 71,7
5 CH 78,0 77,3
6’ CH 62,8 62,9

*Ahmad, Ghazala & Uddin, 1992.
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4.1.4- Misturas de substancias S8 + S9

A mistura de substanci&8+S9(Figura 35) foi identificada como uma mistura dos

esteroides 3-13-glicopiranosil-sitosterol e o 3iBegliranosil-estigmasterol.

29

S8=R=Glu
S9=R = Glu,A*?*%

Figura 35- Mistura dos esterdides 3-R-glicopiranosil-sitadte o 3-B-glicopiranosil-estigmasterol.

A identificacdo da substanc®8ja foi discutida no item 5.1.6. O espectro de RN
(Figuras 36 e 37, p. 85 e 86) da mistura obseruasselubleto largo localizado ebp 5,33
relativo ao hidrogénio H-6, dois duplo dubletos ém 5,19 edy 5,04 referentes aos
hidrogénios H-22 e H-23 do 3-R-glicopiranosil-esiigterol §9, um multipleto em 6y
3,96 correspondente ao hidrogénio H-3, e os desitaass referem-se aos hidrogénios ligados
aos carbonos dos grupos metilicos, metilénicostaimes do esqueleto esteroidal.

O espectro de RMNC (Figuras 38, 39, e 40, p.87, 88 e 89), apresenfinais emdc
140,7 edc 121,7 relativos aos carbonos olefinicos C-5 e &€pectivamente, ez 138,8 e
dc 129,4 os sinais referentes aos carbonos olefilied® e C-23 d&9e emdc 78,5, o sinal
do carbono oximetinico C-3. Os demais sinais em$dmalados na Tabela 7 (p. 84).

Os sinais dos carbonos metinicos, metilénicos eilicost sdo representados no
espectro de DEPT (Figuras 41 e 42, p. 90 e 91})l@@ss obtidos de RMNC para a mistura
das substancias8 + S9 quando comparados com os encontrados na litar6duAM et al.,
1996; SEKI et al., 1985), indicam que a mistura sidstanciasS8 + S9 trata-se dos

esterbides 3-13-glicopiranosil-sitosterol e o 3iBegliranosil-estigmasterol.
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Tabela 7- Dados de RMNC paraS8 + S95 ppm, piridina-g, 75 MHz) comparados com
dados da literatura (ALAM et al., 1996)

C S8 Lit* S9 Lit*

1 37,4 37,22 37,4 37,20
2 30,2 29,47 32,1 33,94
3 78,4 78,4 78,4 78,92
4 39,9 38,94 42,4 42,4

5 140,8 140,36 140,8 140,36
6 121,9 122,15 121,9 122,16
7 32,0 31,89 32,0 31,94
8 32,1 31,89 32,1 31,87
9 50,2 50,19 50,2 50,17
10 36,8 36,72 36,8 36,13
11 21,4 21,07 21,4 21,20
12 39,2 39,76 39,9 40,45
13 42,4 42,35 42,4 42,33
14 56,7 56,77 56,7 56,75
15 24,4 24,30 24,4 24,29
16 28,5 28,24 29,4 28,22
17 56,1 56,07 56,1 56,05
18 12,1 11,86 12,1 11,98
19 19,3 19,36 19,3 19,34
20 36,3 36,13 36,2 36,72
21 19,1 18,79 18,9 18,77
22 34,1 33,97 138,8 138,27
23 26,6 26,11 129,4 129,31
24 45,9 45,87 51,3 51,42
25 29,4 29,19 32,1 31,87
26 19,9 19,82 21,4 21,54

27 19,9 19,06 19,3 19,80
28 23,3 23,10 25,6 25,7

29 12,5 12,00 12,5 11,85
r 102,5 102,6 102,5 102,62
2’ 75,2 75,32 75,2 75,38
3 78,5 78,21 78,5 78,62
4 71,6 71,53 71,6 71,60
5 78,0 77,30 78,4 78,43
6’ 62,7 62,13 62,7 62,90

* ALAM et al., 1985



I\

189°0
299°0
2v8°0 \

988°0 — —
v68° 0~ o
52670 2 T
696°0
066°0 N
—
=
SN
=
|
SN
2o
860°S
€90°s—
021" 5— \\\\\
N

69572

=
~

L0278

L

Figura 36- Espectro de RMM (300 MHz, piridina-g) deS8 + S9

ppm

.14

4

" "
11.85

3.97

1.72

[o—
1.82

.41

4.01 29

3.85

1.52

26.25



-
-y
1590 [
299°0 i
00870\ [
80—
vig 00—/ had
228°0—/ S r
lzro_/- — L
2ve°0 F
£98°0 /// [ an. o
228°0—4 L
998° 00—/, 3
v88°0 L
§26°0 / e
256°0 / -,
§96°0 L -
086°0 L
st0 1— / r
880 T —/ r
080°1 F
o~
L v
N -
-l
-]
[ & L et
&
e [
TEp°2 [ w N
[ < r
29p°2 Lo -
905°2 . L
E L -
[ w L
[
Lo L
[ w [
[ w o
N Lo
F L
10L°2 - r
z1L°2 r r
Fw B
syl T—— F e~ L
vsee— " F e r
Z Mo
- [ o

Figura 37- Expanséo do espectro de RMN(300 MHz, piridina-g) deS8 + S9



256°11
81761
80s° 61—
s10°2¢
sree—
28898
582768 ;
1
—
98205 s
g
3
_—
3
929 Tt ——‘E
ve2° 82—\
190°82 45‘
9sv° 8L
s gL 1
2
g  ————4
-
906° 12T\ 3
991°§21\ —————
S tol
vER" 621 ;
912" 88T\ p
055° ST
s99° 51—/ _ ¥
2887001
160 6VT
DSt 08— ]
1
1

Figura 38- Espectro de RMNC (75 MHz, piridina-¢) deS8 + S9

T T T T T

T

20

L LA N SO St e By B e St St S S St S B B S et B B B B O M S s B S B S A S N R B B B B B S S B S S B N B B B S S S B S

pPpm

40

60

-1}

1080

120

140

160

87



v8€°62

88b v

189°§2
808°92

§25°82

S0p°62

602708

ST0° 28— —

L81°28

SST°vE

958" 9¢

488" 9¢
8EP°LE

S82°68
9886 v

206°6€

82700

s0€°2h —-———

Ty ov

ppm

15

20

25

30

35

40

826°S¥

882°0S

96€° 1S

£9.°29

929° 1L

T90°8L\
9Sb° 8L

vez sl ‘%
E
-

Lps 8L

1|

Figura 39- Expanséo do espectro de RM® (75 MHz, piridina-g) deS8 + S9

ppm

50

55

60

65

70

75



208°121
00552
14
(144 114
912°S8T —
055°S6T ——
$98°SET
£18° 06T
298° 04T
i iad m——
TOG VT —
TUSTTUST

Figura 40- Expanséo do espectro de RM® (75 MHz, piridina-g) deS8 + S9

-

T
ppm

T
125

T
130

T
135

T
140

T
159

89



90

oTT az2T oEY
" N 1 1 "

0oz (1}~ ov 0s o9 04 ee 06 Q-_u

e de progy FRORITE SUPI BTy

L R L A I T e [

pbtlona e i at ok FUTRTPY - PPy Py it At i " SOOI T o o L e o N i st ok
Yoy ._; Yooy ﬂrrri e 4 " W byl i i e L o
A g\ sUOoqQAeD HD ﬁ ﬁ

v
L,

F_l:: r%;ﬂrg c - - P et et oA ARIA T P

ﬁ 444,.%;._ :jgzga

" P .y "
" Wi o ko e e e e ) — Y
~4 dn EHD/HD ‘UMmop ZHO

Figura 41- Espectro de DEPT d&8 + S9



91

suoqaed pajeuoioud (e

TR UR T YO W Y F YN oW Y
-—lcq v ld 414‘!}11!!!1‘13
suoqJed HO

dn §HO/HD ‘umop ZHO

Figura 42- Expanséo do espectro de DEPTS$+ S9



92

4.1.5- Substancia S10

A substanciaS10 foi identificada como a flavona tricina (3’,5’-detoxi-7,5,4'-

trildroxiflavona) cuja estrutura encontra-se repreada abaixo (Figura 43).

OH O

Figura 43- Estrutura da flavona tricin&{0

O espectro de RMNH de S10 (Figuras 44 e 45, p. 95 e 96) apresenta dois duplo
dupletos (acoplados em meta) &m6,20 §=1,8 Hz) edy 6,56 (d,J=1,8 Hz), um singleto em
oy 12,96, referente ao hidrogénio de uma hidroxilelapga a carbonila, além de um singleto
em oy 7,32 (2H) atribuido a &tomos de hidrogénios edeintas de anel aromatico, um
singleto eméy 3,88 (6H) hidrogénios de duas metoxilas aromateasivalentes e um
singleto eméy 6,99 (1H) de um hidrogénio olefinico. Esse comudé sinal caracteriza a
presenca de uma 5-hidréxi-3’,5’-dimetoxiflavona ceobstituicdes nas posicbes 7 e 4'. A
auséncia de outros sinais € indicativo que grupbexilas estdo ligadas nas posicées 7 e 4'.

No espectro de RMNC deS10(Figura 46, p. 97) sdo observados 13 sinais (@ahel
p. 94). O sinal endc 56,6 € referente aos carbonos das metoxilas dguotea (QE3, C3’' e
C5’). Os sinais de carbonos metinicos 8m94,5 edc 104,5 sdo tipicos de carbonos
aromaticos ndo oxidados; os sinais erigel139,7 edc 164,7 séo tipicos de carbonos
aromaticos oxidados e o sinal @x182,1 é referente ao carbono da carbonila C-4 d& um
flavona.

O DEPT (Figura 47, p. 98) confirma a presenca dess dnetoxilas equivalentes, e
guatro sinais de carbonos metinicos aromaticos.

O espectro de COSYH x 'H (Figura 48, p. 99) confirma o acoplamento dos
hidrogénios aromaticos edn 6,20 (H-8) e endy 6,56 (H-6) entre si, assim como mostra que
0s sinais endy 7,32 (H-2'/H-6) referentes aos hidrogénios doldhe emdy 6,99 (H-3), ndo

apresentam acoplamento.
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O espectro de HETCOR (Figura 49, p.100) mostrarquatrrelacées sendo: duas
correlagbes erby 6,20 (H-8) edy 6,56 (H-6) com os sinais edg 99,2 (C-8), é¢ 94,5 (C-6),
respectivamente. Uma correlacdo entre o sinabe®99 (H-3) com o sinal em ¢ 103,8
(C-3) e a correlacéo do sinal ém 7,32 (H-2'/H-6") com o sinal emic 104,5 (C-2’' e C-3)),
confirmando as atribui¢es ja discutidas anterioteme

O espectro de HMBC (Figuras 50, 51 e 52, p.102,0Q03) apresenta as seguintes
correlagbes: o sinal ety 7,32 (s, H-2'/H-6’) correlaciona-se com o0s siraisoc 164,68 (C-

2) e emd¢c 139,70 (C-4) &J e com os sinais efit 120,68 (C-1') e erfic 148,46 (C-3'/C-

5) a2J. A correlagéo do singleto edy 6,99 (s, H-3) com o sinal efie 164,2 a%J, reforca
esta atribuicdo ja assinalada ao sinal referentadmwno C-2, o sinal de H-3 correlaciona-se
também &J com sinal endc 182,07 referente ao C-4 (carbono carbonilico) stracuma
correlacdo &J com o sinal endc 120,68 (C-1'). A correlacdo do dupleto ém6,56 (H-6)
com os sinais e 103,90 e endc 99,21 a°J define as posicdes do carbono C-10 e reforca o
assinalamento ao carbono C-8, a correlagéo de ¢#n60s sinais eric 157,57 edc 163,97 a

2, define as posi¢bes dos carbonos C-5 e C-7, riaspmente. O dupleto ey 6,20 (H-8)
correlaciona-se com o sinal €im 161,65 (C-9) &J e emdc 103,90 (C-10) 4J. Na Tabela 8

(p. 94), encontram-se os dados de RMN 1D e 2D bist&uciaS10

Os sinais dos carbonos C-6 e C-8, assim como asdios carbonos C-10e  C-1',
encontram-se invertidos com os valores atribuidaslitératura, em relacdo aos valores

assinalados de acordo com as correlacdes 2 D shitefte trabalho.
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Tabela 8. Dados de RMN 1D e 2D (300 MHz e 75 MHlSD-ds) da substanci&10
(BHATTACHARYYA et al, 1978).

8c DEPT S HETCOR HMBC Sc
Jen 2Jeh A *Lit.
2 1646 C - H-3 H2/H3  164,6
3 1038 CH 6,99 (1H,s) H-3 - - 103,6
4 182,0 c - - H-3 - 181,6
5 157,6 C 12,06 (1H,s) - H-6 - 157,2
6 94,5 CH 6,56 H-6 - - 98,8**
(1H,dJ=1,8)
163,9 c - - H-6 - 163,5
8 99,2 CH 6,20 H-8 - H-6 94, 1%+
(1H,d,J=1,8)
9 161,6 c - - H-8 - 161,3
10  103,9 c - - - H-6/H-8 120,8**
1 120,6 c - - H2'/H6' H-3  139,7*
2'6° 1045 CH 7,32 (2H,s) H2'/H6’ - - 104,3
3,5 1484 c - - H2'/H6' - 148,0
4 139,7 c - - - H2'/H6' 164,0
OMe 56,6 CH 3,88(6H,s) - - - 56,3

*Bhattacharyya et al, 1978 (DMSQ)d
**Sinais de carbonos assinalados de acordo conpaslacdes 2D, invertidos com os valores atribuidas

literatura.
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4.2. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLABS A PARTIR DA
BIOMASSA PRODUZIDA PELO FUNG@Aspergillus FlavusNO CULTIVO EM CZAPEK
E ARROZ

4.2.1- Misturas das substancias S S12

As substancias da mistull + S12 (Figura 53) pertencem a classe de esteroides.
Neste trabalho foram isoladas do cultivo em mejaitio (Czapek) e meio solido (arroz). O
ergosterol e o peroxido de ergosterol sdo esteydidstante comuns nos fungos, fazendo
parte da sua estrutura celular. Os esterdidesaterdo cicloartenol quando biossintetizados
por plantas e do lanosterol quando biossintetizadosinimais e fungos (DEWICK, 2001).

S11 S12
Figura 53- Estruturas do ergoster@11)e peroxido de ergoster¢812)

A andlise dos espectros de RN da mistura para a substansial (Figuras 54 e 55,

p. 107 e 108) evidencia a presenca de um multipgetdrado enmdy 3,63 referente ao
hidrogénio oximetinico H-3 e de um multipleto efn 5,19 referente aos sinais dos
hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 841e S12 Observa-se ainda a presenca de um dupleto
emdy 5,36 J = 1,8 Hz) atribuido ao H-7 e um dupleto largo &nb,56 atribuido ao H-6,
ambos deS11apenas. Endy 6,23 edy 6,50, a presenca de dois dupletds-(8,4 Hz) sao
referentes aos sinais dos hidrogénios H-6 e HSlderespectivamente.

O espectro de RMRPC da mistura (Figuras 56 e 57, p.109 e 110) aptesémais de
oito carbonos olefinicos et 116,2;5¢ 119,5;6¢ 130,9;6¢ 131,9;6¢ 135,5;6¢ 139,6 edc
141,50 . Observa-se ainda a presenca de um sinalceii®,42 atribuido ao carbono
oximetinico C-3 d&11le emdc 66,40;0c 79,42 edc 82,13 sinais referentes aos carbonos C-3,

C-8 e C-5 oximetinicos d&12 A comparacdo com os dados da literatura (MARINHO,
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MARINHO & RODRIGUES FILHO, 2007), confirma que ashira de substancille S12
em questao tratam-se do ergosterol e do peroxidogiesterol, respectivamente (Tabela 9, p.
106).
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Tabela 9- Dados de RMNC (75 MHz, CDC}) da misturs&811e S12em comparacdo com
dados da literatura (MARINHO, MARINHO e RODRIGUES8.RO, 2007).

C S11 *Lit. S12 *Lit.

1 38,2 38,3 39,7 30,1

2 31,9 31,9 29,7 34,7

3 70,4 70,4 64,3 66,5

4 40,7 40,7 39,0 39,3

5 139,6 141,3 79,4 82,1

6 119,5 119,6 135,5 135,2
7 116,2 116,3 130,9 130,7
8 141,5 139,7 82,1 79,4
9 46,2 46,2 51,3 51,1

10 37,0 37,0 36,9 37,0

11 21,1 21,1 20,8 20,6

12 27,7 28,2 39,7 37,0

13 42,7 42,8 42,8 44,6

14 54,5 54,5 51,6 51,7

15 22,9 23,0 29,1 23,4

16 39,0 39,1 22,9 28,6

17 55,8 55,7 56,0 56,2

18 12,0 12,0 12,8 12,9

19 16,5 16,2 17,6 18,2

20 40,4 40,3 39,7 39,7

21 19,6 19,6 19,6 20,9

22 131,9 132,0 135,5 135,4
23 135,5 135,5 131,9 132,3
24 42,8 42,8 42,8 42,8

25 19,9 19,9 33,0 33,1

26 33,0 33,0 19,9 19,6

27 21,1 21,0 21,1 19,9

28 17,6 17,5 17,58 17,5

* MARINHO, MARINHO e RODRIGUES FILHO, 2007 (RMNC, 50 MHz, CDC)).
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4.2.2- Substancia S13

A substancié&s13 identificada como acido kojico (5-hidroxi-2-hicimetil-y-pirona,
Figura 58) foi isolada como cristais na forma della@s de coloracdo branco-amarelada, a
partir tanto do cultivo em Czapek, como em arrozsubstancia € um agente quelante
produzida por varias espécies de fungos, principaleAspergillus oryzaeé obtida também
de um cogumelo japonés chamado koji. E um subpoodatprocesso e fermentacdo do
malte de arroz, bastante utilizado no Japéo pdedréicacdo do vinho de arroz japonés, o
saqué (FUTAMURA et al.,, 2001). Apresenta caradieds como ligeiro inibidor da
formagao de pigmento nos tecidos animais e vegeglo, por isso, utilizado em alimentos
e cosmeéticos, para preservar ou alterar as cosesutstancias (VARGAt al, 2003) como
exemplo, em frutas cortadas para evitar escuretoreidativo, em mariscos para preservar
cores rosa e vermelho e, em cosmeéticos, pararretaachas da pele (GOMES et al., 2001).
No mercado de cosméticos, o acido kgjico é citamtnccum dos despigmentantes naturais
mais eficientes, e por isso, tem sido muito usamlm excelentes resultados. A vantagem
desse produto esta na suavidade de acdo sobreea n@ causando irritacdo nem
fotossensibilizacdo no usuario, possibilitando ssmaté mesmo durante o dia. Além disso, o
acido koéjico ndo oxida como muitos clareadores mdé e pode ser associado ao acido
glicdlico. Sua atuacédo é inibindo a melanina, quidaos ions cobre e bloqueando a a¢éo da

tirosinase, acabando com as manchas (GOMES &0al)

Figura 58- Estrutura do acido Kéjicds(13

O espectro de RMRH (Figuras 59 e 60, p.114 e 115) apresenta umesmgmay
9,07 de um hidrogénio bastante desprotegido (OH) ©d COOH), um dupleto largo edn
4,28 (2H,J=6,0 Hz) referente a hidrogénios oximetilénicos, uipleto emdy 5,67 (1H,
J=6,0 Hz), um tripleto ey 6,33 (1H, J=0,9 Hz) e um singleto em 8,03 (1H).
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O espectro de RMNC (Figura 61, p.116) apresenta seis sinais, dos apanas trés
sao hidrogenados de acordo com dados de DEPT &&fyrp. 117)6c 59,6 de um carbono
oximetilénico, endc 109,9 e 139,3 de carbonos olefinicos. Os demadgsscorrespondem a
carbonos ndo hidrogenadod: 174,0 de uma carbonila e 145,8 e 168,1 de carbonos
olefinicos.

O espectro de COSY (Figuras 63 e 64, p.118 e 188jrmpicos de correlagéo entre
0s sinais enay 4,28 edy 5,67 e entre os sinaig 4,28 edy 6,33, indicativos de acoplamento

entre um dos hidrogénios olefinicos e os hidrogéaiometilénicos:

F-C=C—CH
o]

O espectro de HETCOR (figura 65, p.120) apresap&nas trés correlacbes bem
evidentes: a correlagdo dos sinais®n%9,5 com o sinal ey 4,28 do grupo -Gio-;
entre 6c 109,91 edy 6,33 e entre ¢ 139,34 edy 8,03. O sinal endc 5,67 (1H) néo
correlaciona com nenhum carbono, de onde se cogatib hidrogénio correspondente esta
ligado a outro elemento, provavelmente um oxigéWissim a estrutura deve incluir a

estrutura parcial

Ao analisar o espectro de HMBC (figura 66, p.12ppssivel assinalar as correlages
entre 0s sinais endy 4,28 edc 109,9 e endc 168,17; do sinal de hidrogénio eém5,67 com
os sinais de carbono edp 59,5 e endc 168,1 e do sinal ey 6,33 mostra correlacdo com
0s sinais de carbono e¥p 59,6,6c 145,8 e endc 174,0, além da correlacéo entre o sinal em
dn 8,03 com os sinais ebg 145,8;6¢c 168,1 e endc 174,0.



113

A partir desses dados pode-se inferir que a estrgim questao tem seis carbonos que
inclui duas ligacdes duplas trissubstituidas (uelaslem conjugacdo com uma carbonila) e

um grupo CHO, como no grupo,

-CH=C-C=0.

De acordo com as informagfes obtidas nos espet#r&MN uni e bidimensionais e
em comparacdo com os dados da literatura, a swizst843 trata-se do éacido kojico
(HAMPDEN et al., 1999).

Na Tabela 10, estdo apresentados os dados espéiricos obtidos de&S13 em

comparacao com os dados da literatura.

Tabela 10- Dados de RMN 1D e 2D 8&3em comparac¢ao com os dados
da literatura (ZERINGUE et al.., 1999)

8 S8 (DMSO-dg) Lit*
C RMN RMN DEPT COSY HETCOR HMBC
H 15¢ 2)CH 3JCH Sy
1 - - - - - -
2 - 168,17 C - - H2a/H3 H-6 -
2a 4,28 59,64 CH  OH(C2a) H2a H(OH/C2a) - 4,28
(d,2H,J=6,0H2)
5,67 - - 2H(C2a) - 5,67
(t,OH,J=6,0Hz)
3 6,33 109,91 CH 2H(C2a) H3 - H(C2a) 6,33
(t,1H,J=0,9Hz)
4 - 17400 C - - - H6 -
5 9,07 (s, OH) 14580 C - - H6 H3 9,07
6 8,03(s, 1H) 139,34  CH - H6 - - 8,03

* ZERINGUE, 1999 (RMNH, 500 MHz, DMSO#)
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A figura 66 apresenta as principais correlagdesrbsas no espectro de HMBC para
S13

/\jw

Figura 66- Principais correlacdes no espectro de HMBC gdra
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Figura 67- Espectro de HMBC d813
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4.2 .3- Substancia S14

A substancié&s14 (Figura 68)foi obtida em cultivo em meio solido (arroz) e tamb
em meio liquido, como cristais incolores em forreaagulhas e sollvel em agua.

OH OH

CH,OH
HOH,C

OH OH

Figura 68- Estrutura quimica do dulcito5(4)

O espectro de RMRH deS14(Figura 69, p. 123), apresenta um conjunto deéssimea
regido dedy 3,50 ady 3,78 atribuido aos hidrogénios ligados aos carbdmdroxilados de
acucar ou derivado. A auséncia de sinais em toedydb,10 referentes aos hidrogénios
anomericos, dao indicio de que o composto tem aadedrta, ou seja, € um alditol ou poliol.

No espectro de RMNC deS14 (Figura 70, p. 124), observam-se apenas trés sinais
Ao comparar os dados de carbonoSdel com os dados de RMN para a substancia dulcitol
(MARINHO, MARINHO e RODRIGUES FILHO, 2007) observase semelhancas de sinais
(Tabela 11).

O espectro de DEPT (Figura 71, p. 125) apenasceef® proposta estrutural &4.4
pois mostra a presencga de carbonos metinicos €nmieds. O nimero de sinais observados
tanto no espectro de carbono, quanto no espectE®d € funcdo da simetria existente em
S14(MARINHO, MARINHO e RODRIGUES FILHO, 2007).

Tabela 11- Dados de RMNC (75 MHz, BO) deS14 comparados com os dados da
literatura (MARINHO, MARINHO e RODRIGUES FILHO, 2a0.

S14 *Lit.
C §(D,0) 5(100 MHz, D,O)
1/6 62,8 63,2
2/5 68,8 69,3
3/4 70,3 70,9

*MARINHO, MARINHO e RODRIGUES FILHO, 2007
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4.3. SUBSTANCIAS QUE FORAM SINTETIZADAS NESTE TRABAO

As substanciaS1, S2, S3, Séo derivadoS5foram sintetizadas neste trabalho com o
objetivo de serem utilizadas como substratos nasdes de biotransformacdes, com o
emprego do fungoAspergillus flavus,isolado como endofitico das folhas e raizes de
Paspalum maritimumA escolha para que as chalconas e o derivaderfossilizadas como
substratos, foi como base no isolamento da flaudoma (S10 das folhas dd?aspalum
matitimum no estudo quimico, cuja classe pertence aos ftades, sendo as chalconas
precussoras desta classe de substancias. Foratifigddas com base na andlise dos dados
espectrais de RMRH e *C e em comparac&do com dados encontrados na lieratu

4.3.1.Chalcona S1

Os dados obtidos de RMIM (Figura 72, p. 129) ¥C (Figura 73, p. 129) d81, estdo
de acordo com os dados encontrados na literatuaaegaa substancia. Rendimento de 68,5%
(IRIE & WATANABE, 1980).



127

4.3.2. Chalcona S2

Os dados de RMNH (Figura 74, p. 130) &C (Figura 75, p. 130) d82 estdo de
acordo com os dados encontrados na literatura pasa substancia. Rendimento de
68,5%com rendimento de 75% (EDWARDS et al. 19904 EEal. 2006).

4.3.3. Chalcona S3

Os dados de RMNH (Figura 76, p. 131) &C (Figura 77, p. 131) d83 estdo de
acordo com os dados encontrados na literaturagsaeasubstancia. Rendimento de 86% (NG
et al. 2006).
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4.3.4. Chalcona S4

Os dados de RMNH (Figura 78, p. 132) &C (Figura 79, p. 132) d&4, estdo de
acordo com os dados encontrados na literatura gesa substancia. Rendimento de 88%
(WEBER et al. 2005).

4.3.5.(2E,6E)-2,6-bis(benzidileng)-cicloexan-1-ona(S5)

Os dados de RMNH (Figura 80, p. 133) &C (Figura 81, p. 133) d85, estdo de
acordo com os dados encontrados na literatura gssma substancia. Rendimento de 64,5%
(LAKSHMI & RAMAMURTHI, 2005).
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1ab rmn ufpa
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Figura 72- Espectro de RMNH (300 MHz, CDC}) deS1

b rmn ufpa
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Figura 73- Espectro de RMN?C (75 MHz, CDCJ) deS1
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Figura 74- Espectro de RMNH (300 MHz, CDC}) deS2
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Figura 75- Espectro de RMN?C (75 MHz, CDCJ) deS2
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Figura 76- Espectro de RMNH (300 MHz, CDC}) deS3
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Figura 77- Espectro de RMN®C (75 MHz, CDCJ) deS3
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Figura 78- Espectro de RMNH (300 MHz, CDC}) deS4
lab rmn ufpa
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Figura 79- Espectro de RMN®C (75 MHz, CDCJ) deS4



133
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Figura 80- Espectro de RMNH (300 MHz, CDC}) deS5.
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Figura 81- Espectro de RMN® C (75 MHz, CDC}) deS5.
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4.4- SUBSTANCIAS OBTIDAS A PARTIR DAS REACOES DE BRREDUCOES

Devido a grande habilidade que alguns microorgamésntém de modificar
quimicamente alguns compostos organicos, o metabolido fungoAspergillus flavus
excelente produtor de aflatoxinas, vem sendo bi@stpasquisado. Essas modificacbes
quimicas nas estruturas das moléculas sdo denassifmotransformacdes e sdo de grande
importancia por serem quimio, regio e enantiosasti resolvendo assim, muitos problemas

sintéticos existentes na obtencdo de compostanuticte puros.

Neste trabalho foram analisadas as biotransforesagés chalcon&l, S2, S3 S4e o
derivado a,p-insaturado S5 e as cetonas arométicas acetofenona e 4-nitro-acetodéenon
utilizando o fungspergillus flavugFEFLPM3D1).

4.4.1- Diidrochalconas

Os produtos obtidos nas biotransformacdes a pdasrchalconas como substratos,
forneceram as respectivas dihidrochalconas, quatilittado oAspergillusflavus o qual se
desenvolveu bastante no meio de cultura quandoutitzada 0,05 g das chalconas,
promovendo a biorreducéo da dupla ligagdo nos nadh@e e C-3, das chalcon&l, S2e
S3 o0 que foi confirmado pela andlise dos espect®RMN dos produtos. Nao foram
observadas modificacbes nas ligacdoes da carbooikistema cetdnica-3-insaturado, fato
que pode ser explicado pela diferenca de energimagio de C=CAEc-c 146,51-151,00
kcal/mol) e de C=0 {Ec-0 173,00-181,00 kcal/mol), sendo, portanto, maisofavel a
ruptura da ligagdo C=C (LOWERING & LAIDER 1990; LE¥ BALANDIN, 1960).

A chalconaS4 e o derivadoa,p-insaturadoS5 nao sofreram biorreducdo quando
submetidas as mesmas condicdes Sk a S3 fato que pode ser explicado pela
regiosseletividade das enzimas, em decorrénciaudeestrutura tridimensional complexa,
onde o substrato tem que se encaixar para queaoaeoformacdo do complexo enzima-

substrato, com posterior liberacédo do produto.
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4.4.1.1. Reacgdao de biotransformagéo 1
Substrato Chalconal: (2E)-1,3-difenil-prop-2-en-1-ona
Produto dihidrochalcon&15 1,3-difenil-propan-1-ona

A figura 82 representa a reacdo entre o substratdspergillusflavus responsavel
pela biorredugcdo da dupla ligacdo do substr&t fornecendo o produtoS15
(diidrochalcona).

S1 S1575%)
Figura 82- Reacdo de biorreducao da chalc8ia formacao da diidrochalco®d5

Nas reacfes de biotransformacao é recomendado fuego desenvolva-se por um
determinado periodo, para entdo o substrato seioaddo. A adicdo do substrato junto com
o fungo pode inibir o crescimento flngico e assimjyglicar o desenvolvimento do
experimento. O tempo ideal para a adigédo do substeve ser estabelecido de acordo com o
crescimento do fungo utilizado. Entretanto, comofuago selecionado neste trabalho
desenvolve-se com rapidez, optou-se em adiciosabstrato junto com o fungo, e observou-
se que ndo ocorreu interferéncia (Figura 83).

Figura 83- Reacao de biorreducao da chalc84¢E1: Meio+fungo+substrato/E2: meio de cultura).
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No espectro de RMH da substancig15em mistura d&1 (Figuras 84 e 85, p.138 e
139), sdo observados os sinais referentes aosgBiios metilénicos ey 3,10 (t,J= 7,2
Hz, 2H) edy 3,30 (t,J= 7,02 Hz, 2H), além de outros sinaisSikbe S1

No espectro de RMN®C (Figura 86, p. 140) observa-se os sinais relati@os
carbonos metilénicos ez 40,4 (Gr) e 6c 29,6 (C-R), respectivamente, evidenciando a
biorreducéo.

No espectro de DEPT (Figura 87, p.141), os simais£40,4 e endc 29,6 confirmam
a presenca dos carbonos metilénicosjJCH

No espectro de HETCOR (Figura 88, p.142) séo obdass/as correlagdes dos sinais
relativos aos hidrogénios metilénicosu H H3, com os sinais relativos aos carbonos
correspondentes edg 40,4 (G) edc 29,6 (C-B).

A Figura 89 (p. 142) apresenta as principais cac¢fes no espectro de HMBC para a
substanci®16 O espectro de HMBC (Figura 90, p. 142) observa-serrelacdo &l emdy
3,31 do hidrogénio (Hy) com os sinais dos carbonos &m0,4 (G) edc 199,2 (C=0) e EN
com o sinal do carbono ebg 141,2 (C1), a correlacéo®a do hidrogénio H3 em &y 3,07
com os sinais eni 30,1 (G1) e 8¢ 141,2 (C1) e &) com o sinal do carbono efg 199,2
(C=0). Os sinais dos hidrogénios H3/H5 &m,28 (m, H-5, H-3, Ar-H) correlacionam-se a
%) com o sinal do carbono e 141,2 (C1) e as demais correlacdes encontram-3alrela
12 ( p. 137).
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Tabela 12- Dados de RMN do prod@b5 em comparacdo com os dados da literatura

(HERMOSO, 2003; BRIOT, 2004)

RMNYC
C RMNH S18 RMNH * ** S18 RMN¥C COSY HETCOR HMBC
3H(ppm) 3H(ppm) 3C(ppm) * JCH 3 3
9C(ppm)
1 - - 141,2 141,3 - - HR Hd.
H3/H5
2 7,25(m,5H,H-2 7,28(m,5H,H-2 128,4 128,3 H3/H4 H2 -
Ar-H) Ar-H)
3 7,25(m,5H,H-3 7,28(m,5H,H-3 128,5 128,5 H2/H4 H3 -
Ar-H) Ar-H)
4 7,25(m,5H,H-4 7,28(m,5H,H-4 126,1 126,2 H2/H6 H4 -
Ar-H) Ar-H)
5 7,25(m,5H,H-5 7,28(m,5H,H-5 128,5 128,5 H4/H6 H5 -
Ar-H) Ar-H)
6 7,25(m,5H,H-6 7,28(m,5H,H-6 128,4 128,3 H4/H5 H6 -
Ar-H) Ar-H)
B 3,07(t)=7,2Hz, 3,09(t)=7,2Hz, 30,1 30,2 Ho HR Ha
2HR) 2HR) -
a 3,31(t)=7,2 Hz, 3,33(t)=7,5Hz, 40,4 40,5 HR Ha HR
2Ho) 2HR)
C=0 - - 199,2 199,2 - - Ha H2'/HE’
HR
1 - - 136,8 136,9 - - H2'/H6";H3'/H5’
2’ 7,96(dJ)=7,5Hz,2H)  7,96(d=7,3Hz,2H) 128,0 128,1 H3'/H4’ H2’ H6'/H4’
3 7,45(dJ=7,2Hz,2H) 7,57(dJ=7,3Hz,1H) 133,0 133,1 H2'/H4' H3’ H2’ H5’
4 7,53(dJ=7,2Hz,1H) 7,57(dJ=7,3Hz,1H) 128,5 1286  H2/H3 Ha’ H2'/H6'
H5'/H6’
5 7,45(dJ=7,2Hz,2H) 7,57(dJ=7,3Hz,1H) 133,0 133,1 H4'/H6’ H5’ H6’ H3'
6'  7,96(dJ=7,5Hz,2H) 7,96(dJ)=7,3Hz,2H) 128,0 128,1 H4'/H5’ H6’ H2'

*Hermoso, 2003; **Briot, 2004
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A Figura 89 apresenta as principais correlacdeshattyegénios metilénicos e HR3
no espectro de HMBC para a substaigia

Figura 89- Principais correla¢des dos hidrogénios metilénite® HZ no espectro de HMBC da substéncia
S15.
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Figura 90- Espectro HMBC d&15em mistura consl
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4.4.1.2. Reacgao de Biotransformagéo 2
Substrato Chalcon@2 (2E)-1-fenil-3-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-prop-2-eh-ona
Produto diidrochalcon&16 3-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-1-fenilpropan-1-ona

Neste experimento (Figura 91) foi observado o dedeimento satisfatorio do fungo
Aspergillus flavusocorrendo a biorreducéo da chalc&2afornecendo a diidrochalcois 6
fato confirmado por dados obtidos de RMN.

Figura 91- Reacao de biorreducéo da chalc82¢E1: Meio+fungo+substrato/ E2: meio de cultura)

O produto formad&16 é uma diidrochalcona inédita, ndo se encontisaastrutura
mencionada na literatura (Figura 92).

OMe

S2 S16(36 %)
Figura 92- Reacdo de biorreducao da chalc82a formacéo da diidrochalcosd 6

A substanciaS2 foi obtida a partir da reacdo entre acetofenona3,£5-
trimetoxibenzaldeido conforme descrito na parteegrmental (p. 57). No espectro de RMN
'H de S16 em mistura conS2 (Figura 93, p. 145), sdo observados sinais refeseads
hidrogénios metilénicos benzilicos H-B em 3,01 (t, 2H,J 7,5 Hz) e aos hidrogénias
carbonilados Hx emdy 3,31 (t, 2HJ 7,5 Hz), e dois dupletos esn 7,40 edy 7,60 referentes
aos sinais dos hidrogénios H-8 e H-7 da chal&#ade partida indicando que a rea¢ao nao foi

completa no periodo de dez dias. A diidrochalc®h@ também foi obtida por sintese.
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4.4.1.3. Reacgao de Biotransformagéo 3

Substrato Chalcona3 (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-(2,3,4-trimetoxifenil)-pp2-en- 1-ona.
Produto diidrochalcon&17 3-(2,3,4-trimetéxifenil)-1-(4-metoxifenil)-propab-ona.

A Figura 94 mostra que o desenvolvimento do fumgepergillus flavusfoi
satisfatorio, ocorrendo a biorredugéo da chal@®dornecendor da diidrochalco®d 7.

Figura 94- Reacao de biorreducéo da Chalc&34E1: Meio+fungo+substrato/ E2: meio de cultura)

O produto formadoS17, é também uma diidrochalcona inédita, pois naanfor
encontrados relatos dessa substancia na liter@tigara 95).

OMe

Aspergillus flal\\//lt?so
OMe

S3 S1715%)
Figura 95- Reacao de biorreducéo da chalc&3a formacéo da diidrochalco®d 7
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A substanciaS3 utilizada como substrato na reagédo de biorredugisintetizada a
partir da reagédo de 4-metoxiacetofenona e com,d-Bjghetoxibenzaldeido.

No espectro de RMNH de S17 em mistura comS3 (Figura 96, p. 148%&0
observados sinais referentes aos hidrogénios mietk benzilicos H-R e 2,96 (t, 2H,J
8,4 Hz) e aos hidrogéniescarbonilados Hr emé 3,18 (t, 2HJ 8,4 Hz) e a presenca de dois
dupletos endy 7,97 edy 7,56 séo referentes aos sinais dos hidrogénio® H-B da chalcona
S3de partida indicando que a reacdo nao foi completaeriodo de dez dias. Como pode ser
observado, o rendimento das reacdes de biorredulpd@suem a medida que as chalconas

vao sendo substituidas por grupos de metoéxilas ¢PCH
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4.4.1.4. Reacao de Biotransformacao 4
Substrato Chalcon@4: (2E)-1-(4-metodxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-ppe2-en- 1-ona.

O fungo Aspergillus flavus na reacdo de biotransformacéo, quando foi usada a
chalconaS4 como substrato, ndo ocorreu a biorreducéo (Fi§ida Observa-se que nao
houve desenvolvimento do fungo no meio reacionak anélise do espectro de RNIN da
substancia que foi isolada, apdés dez dias de reagieinais dos hidrogénios corroboram
integralmente com os sinais dos hidrogénios dacohab4.

El=Meio+substancia+ fungo/E2=meio de cultura

Figura 97- Meios de culturas no desenvolvimento do fuAgpergillus flavusia reaca®4

A Figura 98 indica que n&o ocorreu a biorredug&mnda utilizada a chalcorg.

Figura 98- Reac&o de biorreducéo da chalc&h
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4.4.1.5. Reacgao de Biotransformagéo 5
SubstratoS5 (2E, 6E)-2,6-bis (benzidileno)-cicloexan-1-ona

O fungo Aspergillus flavusna reacdo de biotransformacdo usando a subst8bcia

como substrato, ndo resultou em biorreducdo (Fid8p Observa-se que nao houve

desenvolvimento do fungo no meio reacional, e tamba anélise do espectro de RMida

substancia que foi isolada, ap0s dez dias de reaggiosinais dos hidrogénios
corroboram integralmente com os sinais dos hidiogé&to substrat85s.

+
==

El1=Meio+substancia+ fungo/E2=meio de cultura

Figura 99- Meios de culturas no desenvolvimento do fuAgpergillus flavusia reacd&5

A Figura 100 indica que nao ocorreu a biorredugéndo utilizado o derivades.

Figura 100- Reacgéo de biorreducdo do deriv&®

desta
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4.4 .2- Aril-etanol

O produto obtido na biotransformacéo a partir deaienona forneceu o alco@18)
feniletan-1-ol (Figura 1Qlconfirmado pelo espectro de RMM (Figura 102, p. 152), que
apresenta os sinais de hidrogéniosogm,93 (g, 1H) devido ao hidrogénio da cadeia ltera
oy 1,50 (d, 3H), devido ao grupo metila. O especad-tjura 102 mostra sinais da mistura
acetofenona com o produto de biorreducsits.

Na reacdo de biotransformacdo quando foi utilizadé-nitroacetofenona, néo foi
observada nenhuma modificacdo no espectro obtiqaeaonfirma os dados encontrados na
literatura que mostram o baixo potencial de biargdd de fungos do génelspergillusna
reducdo de acetofenonas para-substituidas (KURBAN®DE al., 2007).

4 2 4 2
8 Aspergillus flavus 8
3 CHs - . _CHs
6 6
0] OH
4 2
8
b) CHs >
6
o

Figura 101 -Reacdes de biotransformacéo utilizaddpergillus flavusa partir de (a) acetofenona e

(b) 4-nitroacetofenona
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4.5-SUBSTANCIAS ISOLADAS A PARTIR DAS REACOES DE REICOES
(HIDROGENACAO)

As chalconass2 e S3 foram utilizadas na reacdo de reducdo de hidrq@genpara a
obtencédo das respectivas diidrochalco8as e S17, para que fossem comparados com 0s
dados obtidos na reacéo de biorreducao utilizarfdagoAspergillus flavus

4.5.1. Reacédo de reducdo da chalcona S2 e obtenda&odihidrochalcona S16, 3-(3,4,5-
trimetoxifenil)-1-fenilpropan-1-ona (Figura 103).

S2 S16
Figura 103- Reac¢é&o de hidrogenac¢éo da chalc8pa

A diidrochalcon&S16foi obtida a partir da reacéo de reducéo (hidragéa) para que
houvesse uma comparacdo com o produto obtido mdaede biorreducédo, j& que as duas
reacdes forneceram como produto a respectiva dhdioonaS16.

Na analise do espectro de RMN de S16 (Figura 104, p. 157) foram observados
sinais referentes aos hidrogénios metilénicos beogiH-3 emdoy 3,01 (t, 2HJ= 7,7 Hz) e
aos hidrogénios-carbonilados Hx emdy 3,31 (t, 2H,J=7,7 Hz). Na regido de hidrogénios
aromaticos observam-se os sinais &nv,96 (dd,J=7,5 Hz eJ=1,8 Hz,2H) referentes aos
hidrogénios equivalentes H-2'/H-6’, eép 7,56 (tt,J=7,5 Hz eJ=1,5 Hz, 1H) atribuido ao H-
4 e emdy 7,45 (dd,J=7,5 Hz, 2H) sinal referente aos hidrogénios edentas H-3'/H-
5'(anel A). Um singleto endy 6.46 (s, 2H, ArH) foi atribuido aos hidrogéniosie@lentes
H-2/H-6 (anelB) e emdy 3,84 edy 3,82 sdo referentes aos sinais dos hidrogénios das
metoxilas (s, CED-C3; s, CHO-C4; s, CHO-C5).
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No espectro de RMNC deS16(Figura 105, p.158) observaram-se 12 sinais (Babel

14, p. 163). O sinal e 56,10 é referente aos carbonos das metoxilas aqotes (OEls-

C3 e O3-C5) e envc 60,83 € referente ao carbono da metoxila di-arbsttuida (OEls-

C4). Os sinais em¢c 30,62 edc 40,57 séo referentes aos carbonos metilénicose CER,
respectivamente. Os sinais éx 153,20 edc 137,08 séo tipicos de carbonos aromaticos
oxidados; os sinais enti® 105,36 adc 133,42 sdo tipicos de carbonos aromaticos nao
oxidados e o sinal et 199,24 é referente ao carbono da carbonila C-4.

O espectro de DEPT (Figura 106, p.159) confirmaresgnca dos sinais dos dois
carbonos metilénicos C-B430,62) e Ca (6c 40,57), os sinais referentes aos carbonos das
trés metoxilas e quatro sinais de carbonos metraoomaticos.

O espectro de COSY'Hx'H) (Figura 107, p.160) confirma o acoplamento dos
hidrogénios metilénicos benzilicos H- e hidrogéniecarbonilados H:x entre si, assim
como mostra 0s acoplamentos entre os hidrogéniag, é396 (H-2'/H-6"),64 7,56 (H-4") e
emdy 7,45 (H-3'/H-5") do aneA deS16

O espectro de HETCOR (Figura 108, p.161) mostra setrelacées sendo: trés
correlacbes erby 7,96 (H-2'/H-6),64 7,56 (H-4’) edy 7,45 (H-3'/H-5") com o0s sinais et
128,02 (C-2'/C-6"),06c 133,10 (C-4") &¢c 128,61 (C-3'/C-5’), respectivamente, a correlacédo
do sinal enty 6,46 (H-2/H-6) com o sinal: 105,44 (C-2/C-6), as duas correlagdes dos sinais
em oy 3,82 edy 3,84 (hidrogénios das metoxilas) com os sinaisoen6,10 edc 60,83
(carbonos das metoxilas) e as duas correlacoeBidimgénios metilénicos ey 3,01 (He)

e oy (H-B) com os sinais dos carbonos &180,62 (C-R) &c 40,57 (Ce), respectivamente.

A Figura 109 apresenta as principais correlacéesesmectro de HMBC para a
substancies16 (p. 162). O espectro de HMBC (Figuras 110, 1112 p. 162, 163 e 164)
apresenta as seguintes correlacbes, corroborando atribuicbes ja mencionadas
anteriormente. O sinal ey 7,96 (H-2'/H-6") correlaciona-se com 0s sinais 8g128,82
(C3'/C5") a) e emdc 133,42 (C-4') e emdc 199,24 (C=0) &J. Observa-se a correlagéo do
sinal emdy 7,56 (H-4') com o sinal emic 128,02 (C-2'/C-6") a%J e do sinal endy 7,45
(H3'/H5") com os sinais emic 128,82 (C3'/C5") &5¢ 137,08 (C-1") &J. No mesmo espectro
verifica-se correlacédo do sinal singleto &m6,46 (H2/H6) com os sinais de carbonosdm
3,01 (C- B) 65¢105,36 (C2/C6) &) e emdc 137,08 (C-1) &¢ 153,20 (C3/C5) &J. O sinal
dos hidrogénios metilénicos benzilicosoHem 6y 3,30 correlacionam com os sinais dos
carbonos enic 199,24 (C=0) éc 105,36 (C2/C6) &) e emd¢ 137,08 (C-1) éc 40,57 (Ce)
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a?J. O sinal emby 3,30 (He) correlaciona-se com o sinal €m 137,08 (C-1) &J e emdc
199,24 (C=0) é¢ 30,62 (C-R) &J. As correlacbes d816encontram-se na tabela 14 (p.163).
A diidrochalconaS16 € uma substancia inédita. A Figura 109 apresestgrmmcipais
correlacBes no espectro de HMBC para a subst&i€iép. 162).

O espectro de massas 86 (Figura 113, p.165), além do pico do ion molecelar
m/z 300, exibiu picos erm/z195 (100%), 181 (36%), 165 (42%) e 77 (36%), eordacom
sua estrutura. A Figura 114 apresenta a propodtagimentacédo patal6(p. 165).



*Tabela 13- Dados de RMN 1D e 2D 8&6
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C RMNH RMN®C COSY HETCOR HMBC
o d¢ H-H JeH 2JCH SJCH
- 137,08 - -
2 6,46 6) 105,36 - H2 - H6
3 153,20 - - H2 -
4 137,08 - - - H2/H6
5 153,20 H6 -
6 6,46 6) 105,36 H6 - H2
R 3,01¢7,5) 31,1 Hy HR H H2H6
a 3,30 ¢ 7.5) 40,7 HR H HR -
c=0 - 199,25 - - H2'/H6'
1 - 137,08 - - H3'/H5'
2’ 7,96 @d, 7,5 and 128,02 H3’ H2’ H6’
1,5) H4’
3 745 ¢,7.,5) 133,42 H2’ H3'
H4’
4’ 7,56 ¢t, 7,5 and 128,82 H2'H6’ H4’ H2'H6’
1,5) H3'H5’
5’ 745¢,7,5) 133,42 Ha H5’
H6’
6’ 7,96 @d, 7,5 and 128,02 H4’ H6’ H2
1,5) H5’
c3 3,84 (s) 56,07
c4 3,82 (s) 60,83
c5 3,84 (s) 56,07
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A Figura 109 apresenta as principais correlacéesesmectro de HMBC para a

substanci&16

He O

Figura 109- Principais correlagbes no espectro de HMBC gdria
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Figura 110- Expanséo do espectro de HMBCSIEs
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4.5.2. Reacao de reducdo da chalcona S3 e obteng¢i@odiidrochalcona S17, 32,3,4-
trimetoxifenil )-1-(4-metoxi)-fenilpropan-1-ona

4.5.2.1. Diidrochalcon&17 3-(2,3,4-trimetoxifenil)-1-(4-metoxi)-fenilpropab-ona.

A diidrochalconaS17foi obtida a partir da reacdo de reducéo (hidrag&a)
da chalconaS3 para que houvesse também uma comparacdo entrados dbtidos do
produto na reagdo de biorreducdo quando foi utiiza Aspergillus flavusja que as duas

reacdes forneceram como produto a respectiva dhdioonaS17(Figura 115).

S3 S1775%)

Figura 115 Reacéo de hidrogenacédo da chalc8Ba

O espectro de RMRH deS17(Figura 116, p. 169) foi observado sinais refereaiss
hidrogénios metilénicos benzilicos H-B ém 2,96 (t, 2H,J=8,4 Hz) e aos hidrogénias
carbonilados Hx eméy 3,18 (t, 2H,J=8,4 Hz). Na regido de hidrogénios aromaticos foram
observados dois sinais dupletos orto relacionade®,4 Hz, 1H cada) erdy 6,59 edy 7,95
atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-5 do aBeale S17. Os hidrogénios do anél de S17
foram observados como dois sinais relativos a doslerto relacionados (d=8,4 Hz, 2H
cada) que caracteriza um sistema de acoplament8BAm &4 7,95 edy 6,59 atribuidos
aos hidrogénios equivalentes H-2'/H-6’ e H-33Hespectivamente.

No espectro de RMN3C de S17 (Figura 117, p. 170), pode ser destacado o sinal
referente ao carbono carbonilico 198,39, os sinais entég 142,3 adc 163,3 séo tipicos
de carbonos aromaticos oxidados; os sinais €iré07,20 adc 130,30 séo tipicos de
carbonos arométicos ndo oxidados. Os sinais éptfeh,38 adc 60,68 sdo referentes aos
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carbonos das metoxilas. Os sinais &n25,27 edc 39,48 sao referentes aos carbonos
metilénicos C-I3 e @; respectivamente.

O espectro de DEPT (Figura 118, p.171) confirmaresgnca dos sinais dos dois
carbonos metilénicos C-BH 25,27) e Ca (6c 39,48), os sinais referentes aos carbonos das
guatro metoxilas e quatro sinais de carbonos ncegraromaticos.

O espectro de HETCOR (Figura 119, p.172) mostra oitrrelagdes sendo: quatro
correlacbes erby 7,95 (H-2'/H-6"),64 6,92 (H-3'/H-5") 8,4 6,87 (H-6) &5y 6,60 (H-5) com os
sinais emdc 130,31 (C-2'/C-6),6¢c 113,82 (C-3'/C-5"),6c 123,95 (C-6) e¢ 107,21 (C-5)
respectivamente, as correlagbes dos sinais dosgéidios das metoxilas com os sinais dos
respectivos carbonos e as duas correlacdes dagérdos metilénicos ey 3,18 (He) edy
2,98 (H-13) com os sinais dos carbonosderds,27 (C-R) ec 39,48 (Ce), respectivamente.

O espectro de HMBC (Figuras 120 e 121, p.173 e &&la expansao apresentam as
seguintes correlacoes, reforcando os dados ja oreadns anteriormente. O sinal ém7,95
(H-2'/H-6") correlaciona-se com os sinais ém163,32 (4') e endc 130,31 (C-2'/C-6") &J.

A correlacao do sinal ey 6,92 (H-3'/H-5) com o sinal emic 129,9 (C-1) é observada e o
sinal emdy 6,60 (H-5) correlaciona-se com os sinais&ni42,3 (C-3) e ac 127,2 (C-1) a
3.

O espectro de massas $l&7 (Figura 122, p. 175), além do ion molecularrafm 330,
exibiu picos emm/z 195 (24%), 181 (98%), 166 (48%), 135 (100%) e (A®5K), em acordo
com sua estrutura. A Figura 123 apresenta proplestaagmentacao pa&il7(p.175).
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A Tabela 14 apresenta os dados de RMN 1D e 2DidiadnhalconeS17.

Tabela 14- Dados de RMN de 1D e 2DSiey

C RMN'H 6 RMN®C 6 COoSsY HETCOR HMBC
Su(ppm) dc(ppm) JeH 2JCH 3JCH
1 - 127.2 - - - H5/1d
H6
2 - 151.8 - -
3 - 142.3 - - - H5
4 - 152.2 - - - H6
5 6.59¢, J 8.4) 107.2 H6 H5 - -
6 6.87@, J 8.4) 123.9 H5 H6 - H3
R 2.95(t,J 8.9 25,5 Hx HR R H6
a 3.18(t,J 8.9 39.4 HR H HR -
c=0 - 198.3 - - V] H2'/H6’
HR
1 - 129.9 - - - -
2 7.95@, 9.3) 130.3 H3’ H2’ H3’ H6’
3 6,92d, 9.3) 113.6 H2’ H3’ - -
4 - 163.3 - - - 'HB’
5’ 6.92(d,9.3 113.6 H6’ H5’ - -
6’ 7.95(d,J 9.3) 130.3 H5’ H6’ H5’ H2’
c2 3.90 § 60.8 -
c3 3.88¢) 60.6 -
c4 3.85¢) 55.9 -

c4 3.83§) 55.3 -
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Figura 122- Espectro de Massa @47

A Figura 123 apresenta a proposta de fragmentsgy@sh7.
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5- ATIVIDADE ALELOPATICA

5.1.. ATIVIDADE ALELOPATICA DA TRICINA (S10)

Os efeitos da tricina sobre a germinacéo, deseinvehto da radicula e hipocotilo das
espécies malicia, mata-pasto e puerdaria enconteama-3 abela 15.

TABELA 15 - Efeitos alelopaticos da substanciainac (S10 sobre a germinacdo de
sementes e o desenvolvimento de trés espéciesad@aplde area de pastagens cultivadas.
Dados expressos em percentual de inibicdo em celagatratamento testemunha, agua
destilada.

Bioensaio Concentragao Espécie receptora
(mg LY Malicia Mata-pasto Pueraria
Germinacéao 200 32,0Ba 15,0Bb 15,0Bb
300 47,0Aa 35,0Ab 30,0Ac
Radicula 200 36,0Ba 24,0Bb 22,0Bb
300 63,0Aa 40,0Ab 34,0Ac
Hipocoatilo 200 28,0Ba 20,0Bb 18,0Ab
300 43,0Aa 38,0Ab 20,0Ac

Médias seguidas de letras iguais, mailsculas nmaad minusculas na linha, dentro de cada biognsam
diferem pelo teste de Tukei (5%), dentro de cadarisaio.

A intensidade dos efeitos alelopédticos da tricigl(( variou em funcdo da
concentracdo, das espécies receptoras malicia;pasta e pueraria e do tipo de bioensaios
realizados: germinacdo de sementes e desenvolanamtradicula e do hipocadtilo. A
intensidade dos efeitos esteve positivamente asf@o aumento da concentracdo, com
inibicbes minimas e maximas obtidas nas concergsacde 200 e 300 mg L
respectivamente, tanto para a germinacao das sesnentanto para desenvolvimento da
radicula e do hipocatilo (Tabela 15), sendo asgiis efetivadas na concentracao de 300 mg
L* sempre superior estatisticamente (p<0,05) a cormgE® de 200 mg L
Independentemente do fator da planta analisada,edejgerminagcéo, desenvolvimento da
radicula ou desenvolvimento do hipocotilo, as gbks efetivadas pela tricina sobre a espécie

malicia foram de maior magnitude (p<0,05) em comg@o as inibicdes sobre mata-pasto e
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pueraria, indicando maior sensibilidade da malia@s efeitos alelopaticos da tricina.
Independentemente da concentracédo e das espémesoras, o desenvolvimento da radicula
foi o fator da planta mais intensamente afetada pebstancia, havendo pouca variacéo entre
a germinacao de sementes e o desenvolvimento dodtil.

As plantas daninhas produzem dois tipos basicomtéeferéncias em areas onde
ocorrem: a) alelospolia - que envolve a competp@iofatores essenciais e b) alelopatia- que
envolve liberacdo de substancias quimicas para lweate. A literatura contempla varios
trabalhos ressaltando a importancia da alelopaianterferéncia promovida pelas plantas
daninhas nos mais variados tipos de cultivos (HIRAIlal.,, 2000; KONG et al., 2002;
KHANH, 2005). As plantas, ai incluidas as daninlmsduzem, estocam e posteriormente
liberam para o ambiente um sem-nimero de compstiosiaps com potencial para afetar a
germinacdo de sementes e o desenvolvimento desoespécies de plantas em suas
vizinhancas (DUKE et al., 2002; PHILLIPS et al.,,9%9 Entre esses compostos o0s
flavondides merecem destaque pela importante goeesentam em termos de atividade
alelopética (LOBO et al., 2008; TANG & ZHANG, 1986

A literatura disponivel fornece varios e bons exespdo potencial alelopatico
inibitério de varias substancias quimicas pertetasea classe dos flavondides. Lobo et al.
(2008), por exemplo, encontraram efeitos alelopatimarcantes de dois flavondides sobre a
germinacdo e o desenvolvimento da radicula e dachipjo das espécies daninhas malicia e
mata-pasto. Em outro estudo, Arruda et al. (2083pntraram efeitos alelopaticos inibitorios
expressivos de duas flavonas sobre a germinacéasemientes e o desenvolvimento de
plantulas de espécies invasoras. Especificamente gpasubstancia tricinaS10, efeitos
alelopaticos sobre a germinacao de semente forammumtados por Weston et al. (1981). O
conjunto dessas informacdes permite inferir quailast@ncia tricina provavelmente esteja
envolvida na dindmica que o capim-gengibre exea® areas de pastagens cultivadas da
Regido Amazobnica.

As diferentes intensidades inibitérias promovigeta tricina §10 sobre as duas
plantas daninhas e da leguminosa forrageira assumseectos relevantes sobre a Otica de
manejo das pastagens cultivadas da Regido Amazdbgafeitos sobre a germinagcao de
sementes reduzem o fluxo de novos individuos, cometendo a renovacdo das espécies,
enquanto os efeitos sobre o desenvolvimento dauladé do hipocdtilo sdo especialmente

importantes na medida em que reduzem a capacidadpetitiva das espécies por fatores
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essenciais a sobrevivéncia. A principal conseqaétesses efeitos € a alteragdo do padrdo e
da densidade das espécies (SOUZA FILHO et al1)20b caso das pastagens cultivadas da
Regido Amazonica invadida pelo capim-gengibre hdéacia dessa espécie formar estandes
puros, pode ser atribuida, em parte, a capacidadaatiuzir e liberar, para o ambiente, a

substéancia tricina. Adicionalmente, o conjunto desaformacdes aponta para a necessidade
de se estabelecer estratégias permanentes deleatdrespécies de plantas daninhas com as
caracteristicas semelhantes ao do capim-gengibne,vistas a reduzir os efeitos deletérios

sobre a produtividade e longevidade das pastagens.

5.1.2. Efeitos do pH na atividade alelopatica daitina (S10)

As variacfes na atividade alelopatica da tricimegancentracéo de 200 mg kobre o
percentual de germinacdo em diferentes condicogdidelas espécies malicia, mata-pasto e

puerdria encontram-se na Tabela 18.

TABELA 16. VariacGes na atividade alelopatica del@juimico tricina, na concentracdo de
200 mg L, em diferentes condicdes de pH. Dados expressqeearantual de germinacao.

Espécie Valores de pH
receptora 3,0 6,0 9,0
Malicia 77,0Aa 72,0Bb 45,0Cc
Mata-pasto 80,0Aa 78,0Aa 68,0Ab
Pueraria 76,0Aa 73,0Ba 55,0Bb

Médias seguidas de letras iguais, mailUsculas nmaa mindsculas na linha, ndo diferem pelo testéukei
(5%).
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A intensidade dos efeitos alelopéticos da substéinicina §10 variou (p<0,05)
consideravelmente em funcdo do pH. Os efeitostoribs foram mais intensos (p<0,05) em
condicbes de pH alcalino (9,0) do que em condigliiepH neutro ou acido (Tabela 16, p.
178). Poucas variacdes foram encontradas nos ®feledopaticos da substancia entre as
condi¢des acida e neutra. Quando considera-seetdssetio pH em relacdo as espécies de
plantas empregadas como receptoras, observa-s@agudodas as trés espécies, os efeitos
foram mais intensos em pH 9,0, sendo a malicialagquen maior sensibilidade aos efeitos,
seguida de pueraria e mata-pasto. Esses dadosnmewelpossibilidade de manipular a
atividade da substéancia tricina com alteracbesHldasolucéao e que esses efeitos podem ser
de maior ou menor magnitude, dependendo da espkrcie-

A literatura disponivel relativa aos efeitos do pilatividade alelopatica de um dado
aleloquimico é extremamente limitada. Entre os psutabalhos disponiveis estdo o de
Harper & Balke (1981), no qual os autores encoainaefeitos expressivos do pH na
atividade alelopéatica do acido salicilico. Em outetalho, Santos et al. (2008), analisando os
efeitos do pH na atividade alelopatica de doi®npinos pentaciclicos verificaram que as
duas substancias manifestaram exigéncias difedaxiam relacdo ao pH, com a fridelina
apresentando maximos efeitos em condicbes acidapjarto que o epifridelinol, em
condi¢des alcalinas. Embora as informacdes dispaBejam limitadas, aparentemente, as
exigéncias dos aleloquimicos em relacdo ao valggHic&o diferenciadas e especificas para
cada aleloquimico. Dessa forma, o conhecimentoade#®rmacdo € essencial para o
estabelecimento de estratégias que possibiliterenpiatizar a atividade de cada
aleloguimico.

As variacdes observadas na atividade alelopaticeutistancia tricina, neste trabalho
(Tabela 16), podem ser atribuidas, exclusivamesmbeaumento da atividade alelopatica
inibitoria, pois, aparentemente, o pH na faixa @@ 89,0 ndo exerce efeitos negativos na
germinagao de sementes. Souza filho et al. (2@81)dando os efeitos do pH na faixa de 3,0
a 11,0 ndo observaram variagfes na germinacaomknges das plantas daninhas malicia e
mata-pasto, duas das espécies utilizadas nestghial® trabalho de Batra & Kumar (1993)
mostra que a germinacédo de sementes so € afetadaHyeem condicbes de extrema acidez e

alcalinidade, o que ndo aconteceu no presentdhitaba
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5.2. ANALISE DA ATIVIDADE ALELOPATICA DA SUBSTANCIA ISOLADA DOS
EXTRATOS FUNGICOS DA BIOMASSA PRODUZIDA PELASPERGILLUS FLAVUS

5.2.1. Atividade alelopatica do acido kgjicgS13

A metodologia empregada foi a mesma utilizadalnosnsaios para a tricin&10, e
os resultados obtidos estdo representados nasdabéle 18, demonstrando que o acido
Kojico ndo apresenta atividade alelopatica., nadribuindo para a atividade alelopatica que
a espécie vegetRlaspalum maritimurapresenta.

A tabela 17 apresenta os efeitos do acido kéjitwesa germinagdo de sementes de
areas de pastagens cultivadas, indicarando que qeatuma atividade foi observada, com
excecdo na concentracdo de 50 fhgihde ocorreu inibicdo de apenas 12,5% na gernonaca
de sementes de puerdria, 0 que mostra que estéarstibsapresenta pequeno efeito

alelopatico. Nas plantas mali@anata-pasto, praticamente ndo houve efeito imibitd

TABELA 17. Efeitos do acido kojico sobre a germiiage sementes de plantas de areas de
pastagens cultivadas. Dados expressos em percelgtualbicdo em relacdo ao tratamento
testemunha, agua destilada.

Concentracao Espécies receptoras
(ppm) Malicia Mata-pasto Pueraria
10 1,0 Aa 1,0 Aa 5,3 Ba
30 1,0 Aa 3,0 Aa 7,4 ABa
50 2,0 Aa 4,5 Aa 12,4 Ab

Médias seguidas de letras iguais, mailscula nanaotumindscula na linha, nao diferem pelo test@ ey
(5%).
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No bioensaio do desenvolvimento da radicula obsssvaelos resultados, um
pequeno efeito quando foi utilizada a concentral®0 ppm do acido kojico, de 9,0% no
desenvolvimento da radicula de malicia. Nas outg®ecies utilizadas como receptoras,

guase nenhum efeito inibitério foi observado (Talded).

TABELA 18. Efeitos do acido Kojico sobre o desemumlento da radicula de plantas de
areas de pastagens cultivadas. Dados expresscsreemfoial de inibicdo em relacdo ao
tratamento testemunha, agua destilada.

Concentragao Espécies receptoras
(mgL™) Malicia Mata-pasto Pueréaria
10 3,0 Ba 2,0 Aa 1,0 Aa
30 5,0 ABa 2,5 Aa 1,0 Aa
50 9,0 Aa 3,0 Ab 3,0 Ab

Médias seguidas de letras iguais, mailscula nanaotuminiscula na linha, ndo diferem pelo test& ey

(5%).

O bioensaio realizado sobre o desenvolvimento goddtilo das plantas receptoras
malicia, mata-pasto e pueréria, praticamente néobfgervado nenhum efeito significativo,

conforme dados da tabela 21.

Tabela 19. Efeitos do acido Kojico sobre o desennanto do hipocaétilo de plantas de areas
de pastagens cultivadas. Dados expressos em peakdatinibicdo em relacdo ao tratamento
testemunha, agua destilada.

Concentragao Espécies receptoras
(ppm) Malicia Mata-pasto Pueréria
10 1,0 Aa 2,0 Aa 1,0 Aa
30 2,5 Aa 3,0 Aa 2,0 Aa
50 3,0 Aa 4,0 Aa 3,0 Aa

Médias seguidas de letras iguais, mailscula nanaotumindscula na linha, nao diferem pelo test@ ey
(5%)
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5.3. ANALISE DA ATIVIDADE ALELOPATICA DAS SUBSTANCIAS INEDITAS S16E
S170BTIDAS POR BIORREDUCAO E HIDROGENACAO.

A metodologia empregada foi a mesma utilizada nosnsaios para a tricin&{0 e
para o acido kojico, e os resultados obtidos esesentados nas tabelas 20, 21 e 23. Nos
bioensaios para determinagdo do potencial de &obdas substancias inéditd6 e S17,
foram utilizadas duas concentracdes: 80 e 160 g L

A intensidade dos efeitos alelopéaticos das subst®l6 e S17, conforme foi
observado para a tricin&10, também variou em funcdo da concentracdo, dadciesp
receptoras malicia e mata-pasto e do tipo de ad@nsealizados: germinacdo de sementes, e
desenvolvimento da radicula e do hipocétilo. Veoifi-se também que a intensidade dos
efeitos esteve positivamente associada ao aumartorstentracdo, com inibicées minimas e
maximas obtidas nas concentracdes de 80 e 160 mgdpectivamente, tanto quando foram
analisados os efeitos sobre a germinacdo das sesneomo do desenvolvimento da radicula
e do hipocdtilo (Tabelas 20, 21 e 22; p. 183 e .1R4)inibicbes efetivadas pelas substancias
S16 e S17 sobre a espécie malicia foram de maior magnitud®,(p) em comparacao a
inibicdo sobre mata-pasto, tanto na germinacaoedeestes como no desenvolvimento da
radicula e do hipocotilo, indicando maior sengilsitie da malicia aos efeitos alelopaticos das
substancia$16e S17 A substanci®17na concentracido de 160 mg apresentou um efeito
alelopatico na germinacdo de sementes em perceteuilibicdo de 65%, enquanto que a
substanciaS16 na mesma concentracdo apresentou um efeito alelopd¢ 54%. Com
relacdo ao alongamento da radicBIE/ apresentou um efeito alelopatico em percentual de
inibicdo de 49% na concentracdo de 160 my,Lenquanto qués16 foi mais efetiva,
apresentando na mesma concetracdo um efeito dietopén percentual de inibicdo de 61%.
Efeitos alelopaticos d816 e S17 sobre o alongamento do hipocatilo foi o fator dpésie
malicia menos afetado.

Os efeitos alelopaticos das substanc&k6 e S17 ndo apresentaram efeitos

significativos sobre a outra espécie receptorgatlh, mata-pasto.
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TABELA 20. Efeitos de duas substancias quimicasesabgerminacdo de sementes de duas
plantas daninhas. Dados expressos em percentualidgdo em relacdo ao tratamento
testemunha, agua destilada.

Concentragdo Substancia Espécies receptoras
(mg L)
Malicia Mata-pasto
80 S16 33 Ca 8,0 BCb
80 S17 27 Da 6,0 Cb
160 S16 54 Ba 12 Ab
160 S17 65 Aa 16 Ab

Médias seguidas de letras iguais, mailscula nanaotumindscula na linha, nao diferem pelo test@ ey
(5%).

TABELA 21. Efeitos de duas substancias quimicasesobalongamento da radicula de duas
plantas daninhas. Dados expressos em percentualidgdo em relacdo ao tratamento
testemunha, agua destilada.

Concentragdo Substancia Espécies receptoras
(mg L)
Malicia Mata-pasto
80 S16 26,0 Ca 6,0 Db
80 S17 25,0 Ca 11,0 Cb
160 S16 61,0 Aa 37,0 Ab
160 S17 49,0 Ba 26,0 Bb

Médias seguidas de letras iguais, mailscula nanaotumindscula na linha, nao diferem pelo test@ ey
(5%).
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TABELA 22. Efeitos de duas substancias quimicagesabalongamento do hipocétilo de
duas plantas daninhas. Dados expressos em peilcdatumbicdo em relacdo ao tratamento

testemunha, agua destilada.

Concentracdo Substancia

Espécies receptoras

(mg L™
Malicia Mata-pasto
80 S16 11,0 Ba 7,0 Ca
80 S17 12,0 Ba 6,0 Ca
160 S16 38,0 Aa 21,0 Ab
160 S17 38,0 Aa 14,0 Bb

Médias seguidas de letras iguais, mailscula nanaotuminiscula na linha, ndo diferem pelo test& ey

(5%).
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6- CONCLUSOES

- Este foi o primeiro estudo fitoquimico com a espéaspalum maritimumTrin. e
apresentou componentes majoritarios presentes Xios brutos analisados, esterdides e
flavonoide.

- Das classes das substancias isoladas das fathRasgalum maritimun¥rin., a flavona
tricina pertencente a classe de flavondides, teenam dado importante, devido a ampla
variedades de atividades farmacoldgica e alelapdfice sdo relatadas a esta classe de
compostos.

- O estudo do isolamento dos fungos endofiticosfolass, raizes e rizomas éaspalum
maritimum Trin. produziu sete linhagens fungicas dentre agisqfoi identificada uma
linhagem, Aspergillus flavus (FEFLPM3D1), e os demais fungos estdo em fase de
identificacdo. Esses microorganismos estao deplositaa Colecédo de Cultura do Laboratorio
de Investigacdo Sistematica de Microbiologia daveiisidade Federal do Para.

- A interacéo entre a planRaspalum maritimunTrin. e o fungoAspergillus flavussolado
como endofitico das folhas, aparentemente ndo eeeam correlacdes com a atividade
alelopatica que esta espécie apresenta, em vidodemetabolitos majoritarios isolados
secundarios quando utilizados nos bioensaios, eqem resultados totalmente diferentes.
A flavona tricina quando testada apresentou umargdmivel de inibicdo, isolada das folhas
da planta, enquanto que a substancia acido kégiotado da biomassa do fungspergillus
flavusndo apresentou resultado significativo.

- A utilizacdo do microorganismAspergillusflavus na reacédo de biorreducédo de chalconas
evidenciou principalmente a redugcéo da dupla ligagétre os carbonos €€ C- das
chalconas originais, indicando um caminho segun@ @aobtencdo de dihidrochalconas,
evitando a utilizacdo de solventes nocivos a saide ambiente e também o uso de
catalisadores, normalmente de valores economievadbds. Neste estudo, ndo foi observado
a formacéo de produtos de oxidacao Baeyer-Villggede outros produtos de interesse. Os
resultados indicaram também que a medida que dsoolasa séo substituidas por grupos
metoxilas, o rendimento da biorreducéo decrescefisigtivamente, o que pode ser explicado
pela dificuldade da assimilacdo destas substapeiasfungo, provavelmente devido a baixa
permeabilidade nas membranas celulares ou a efitie estéricos, quanto eletrénicos

provocados por esses substituintes.
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- Os efeitos alelopéticos das diidrochalconas taé8il6e S17obtidas a partir das chalconas
S2 e S3por biotransformacgéo e hidrogenacdo, quando atiéis nos bioensaios alelopéticos
realizados, apresentaram resultados significatbaige a germinacdo e o alongamento da
radicula da planta malicia, indicando boas pers@echa busca de bioerbicidas seletivos, ja
gue nao ocorreram efeitos alelopaticos inibitésigmificativos na outra planta testada, mata-
pasto.
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