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= RESUMO: Ateleia glazioviana Baillon, Leguminosae-Papilionoideae, arvore de ocorréncia na regido de
Palmeira das Missoes (RS), possui atividade téxica para o gado, ictiotoxica e repelente de insetos,
referida por populares do interior do estado. Do extrato de sementes e pericarpo alado, foram isolados
trés aminoacidos ndo protéicos, dois dos quais identificados como o acido 1-aminociclobutano-1,3-di-
carboxilico e &-acetilornitina.

s UNITERMOS: Ateleia glazioviana; &-acetilornitina; aminoacidos ndo protéicos; 1-aminociclobutano-
1,3-dicarboxilico; timbo.

Introdugao

Ateleia glazioviana Baillon, Leguminosae-Papilionoideae, de ampla ocorréncia
na regido de Palmeira das Missoes, no estado do Rio Grande do Sul, é conhecida
popularmente como timbé.1? Atividades abortiva em herbivoros domésticos, ictiot6-
xica e repelente de insetos sdo referidas por populares e profissionais do campo.
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Atividade ictiotoxica foi confirmada®® e investigagdes de atividades abortiva®!! e
alelopética?? estdo sendo realizadas.

Na reviséo bibliografica sobre espécies do género foram encontrados poucos
trabalhos, como estudos sobre a composi¢do quimical241 e ecolégicos.58

Quanto a constituigdo quimica de Ateleia glazioviana, Ortega et al.1516.18 rglata-
ram o isolamento e a identificagdo dos seguintes compostos flavonoidicos: rutina,
iso-ramnetina, quercetina, canferol, miricetina, afrormosina e 5-metoxi-afrormosina; 1418
foi caracterizada ainda a presenga dos aminoacidos protéicos alanina, arginina,
asparagina, leucina, lisina, serina, treonina e valina, e trés aminoacidos néo protéicos.!

O objetivo deste trabalho foi, entdo, realizar o isolamento e a identificagdo dos
aminoacidos nao protéicos.

Material e métodos

Material

O material botanico analisado foi coletado no municipio de Palmeira das Missdes,
estado do Rio Grande do Sul, em janeiro de 1990.

Métodos

Procedimentos gerais

Espectros de RMN foram obtidos com espectrometro Varian-Gemini-2000;
espectros de IV com Shimadzu, modelo 408 e espectros de massas com Varian MAT
44. Cromatografias em camada delgada foram realizadas em placas prontas, gel de
silica 60, Merck, com n-butanol: 4cido acético: 4gua (BAW - 12:03:05) como eluente.
Nas cromatografias em coluna, realizadas em coluna de vidro de diversos tamanhos,
gel de silica 60, Merck, foi utilizado como adsorvente, e n-butanol saturado com acido
acético 1 N, como eluente. Nas cromatografias de troca ibnica, foram utilizadas resinas
catidnicas (Merck - ref. 4765) e aniénicas (Merck — 4766).

Isolamento dos aminoédcidos néao protéicos

Embora a presenga dos trés aminoacidos tenha sido detectada tanto em folhas
como sementes e pericarpo alado, para o isolamento foram utilizadas as partes
vegetais com maior teor relativo, conforme indicagdo de andlise cromatografica
preliminar.

184 Rev. Ciénc. Farm., Sao Paulo, 16: 183-195, 1993/94



Isolamento de ANP1

Quinhentos gramas (500 g) de sementes secas ao ar e moidas foram extraidas
por decocgdo com 2.000 ml etanol:adgua (1:1), totalizando seis litros de extrato, que
foram reunidos e concentrados a baixa temperatura sob pressdo reduzida a 500 mi.
Quatrocentos mililitros foram submetidos a fracionamento com solventes de polarida-
de crescente: diclorometano, acetato de etila e n-butanol. A fragdo aquosa final foi
fracionada em coluna de troca ibnica fortemente catibnica (Merck, art. 4765) com
NH,OH 1 N, para a obtengéo da fragao enriquecida de aminoéacidos, que concentrada |
a secura em evaporador rotatério a 60°C resultou em 9,7 g. Uma amostra de 600mg
desta fragéo foi purificada através de filtragéo sucessiva sobre carvao ativo e coluna
de Amberlite XAD,. Foram obtidos 220mg, que foram fracionados através de croma-
tografia em funil de vidro sinterizado G, contendo gel de silica e eluidos com BAW
{12:03:05) em fragdes de 5 ml. As fragdes 6 a 11 forneceram 79 mg de uma substancia
cristalina branca, codificada por ANP;.

Isolamento de ANP2

Quinhentos gramas (500 g) de sementes de Ateleia glazioviana foram processa-
dos como descrito em Isolamento de ANP, até a obtengdo da fragdo amoniacal
enriquecida de aminoéacidos, a qual foi filtrada sobre carvao ativado e concentrada até
cerca de 100 ml, sendo entéo purificada através de cromatografia de coluna com 200
g de Amberlite XAD,. A eluigdo com agua destilada fomeceu 300 ml de solugao incolor,
a qual resultou em 5 g de produto ainda n&o cromatograficamente puro. Essa amostra
foi dissolvida em quantidade suficiente de dgua destilada e fracionada em coluna de
50 x 2 cm contendo 200 g de gel de silica e eluida com n-butanol saturado com acido
acético 1 N. Apds repeticdo desse processo de purificagédo, foram obtidos 50mg de
substancia cristalina branca, codificada por ANP,.

Isolamento de ANP;3

Trezentos gramas (300 g) de pericarpo alado de A. glazioviana foram secos ao
ar, moidos e extraidos duas vezes por maceragdo com etanol:agua (1:1). Foram obtidos
seis litros de extrato e concentrados a 500 ml. Quatrocentos mililitros foram subme-
tidos a fracionamento com solventes de polaridade crescente: diclorometano: acetato
de etila: n-butanol (Figura 1). A fragéo aquosa final, aplicada em coluna de troca iénica
fortemente catidnica, forneceu 4,8 g da fragéo rica em aminoacidos. Dois gramas dessa
fragéo foram fracionados cromatograficamente em coluna de vidro com 150 cm de
comprimento e 3 cm de didmetro intemo contendo 200 g de gel de silica. A amostra
foi dissolvida em quantidade suficiente de agua e eluida com n-butanol saturado com
acido acético IN. Foram coletadas noventa fragées de 100 mi, que, ap6s andlise
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cromatografica, foram reunidas e concentradas. As fragdes 61 a 83 forneceram 636
mg de uma substancia de cor levemente amarelada, codificada como ANP;.

ATELEIA GLAZIOVIANA
PERICARPO ALADO - 300G

Maceragio (ME)
2 x 12 dias - etanol 50%
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FIGURA 1 - Esquema de preparagéo e fracionamento do extrato de pericarpo alado de Ateleia glazioviana. PA =
pericarpo alado; ME = maceragéo etanélica; CTI = coluna de troca idnica; CC = cromatografia em coluna.

Resultados e discussiao

A andlise cromatogréafica preliminar mostrou a presenca de trés aminoacidos néo
protéicos tanto em folhas como em sementes e no pericarpo alado (Figura 2) indicando
maior concentragdo do aminoacido codificado como ANP; no pericarpo alado e de
ANP, e ANP, nas sementes, razdo pela qual estas partes vegetais foram utilizadas
para o isolamento.

Aminoéacido ANP,

Foi obtido como substancia branca cristalina (50mg), funde com decomposigdo
acima de 180°C, apresenta valor de Rf de 0,22 no sistema BAW (12:03:05). O espectro
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de massas por ionizagdo quimica indica M*! em 160 (Figura 3). O espectro de massas
por impacto eletrénico apresenta como ion principal, o fragmento m/z = 87 (Figura 4).
Os espectros de 3C-RMN (D,0/NaOD e DMSO) caracterizam a presenga de c¢inco
carbonos, os quais foram identificados pela técnica APT em D20/NaOD como duas
carbonilas (188,0 e 186,0 ppm), um carbono quaternario (59,0), dois carbonos secun-
darios simétricos (42,0 ppm) e um grupo -CH- (36,0 ppm) (Figura 5). O espectro
'H-RMN (D20) indica a presenga de trés multipletes: 3,15 (1 H); 2,75 (2 H) e 2,44 ppm
(2 H) (Figura 6). O conjunto de espectros permite propor a férmula molecular C;HgNO,,
massa molecular 159, para esse aminoacido ndo protéico. A comparagédo com dados
da literatura permite a sua identificagdo como acido 1-aminociclobutano-1,3-dicarbo-
xilico, aminoacido ja relatado para outra espécie do género, Ateleia herbert-smithii 2

ANP

ANP,

ANP,

ANPy

FIGURA 2 - Cromatograma comparativo dos aminoacidos nao protéicos isolados de Ateleia glazioviana. ANP = mis-

tura dos aminoacidos ndo protéicos.
Eluente: BAW (12:03:05);
Adsorvente: gel de silia G;

Revelador: solugéo etanélica de ninidrina 0,56%;
Tempo de saturagéo: 12 h; aquecimento: 100°C, dez minutos.
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FIGURA 3 - Espectro de massas por ionizagdo quimica do aminoacido ndo protéico ANP: isolado de Ateleia
glazioviana.
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FIGURA 4 - Espectro de massas por impacto eletrédnico do aminoacido ndo protéico ANP2 isolado de Ateleia
glazioviana.
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FIGURA 5 - Espectro de RMN de B¢, APT em D2 do amino4cido néo protéico ANP; isolado de Ateleia glazioviana.
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FIGURA 6 - Espectro de RMP em D20 do aminodcido néo protéico ANPs isolado de Atelela glazioviana.
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Aminoacido ANP,

Foi obtido como substancia levemente amarelada (636 mg), com fusdo com
decomposi¢ao a partir de 220°C e valor de 0,23 no sistema BAW (12:03:05). O espectro
por ionizagdo quimica indica massa molecular 174 (Figura 7), e o espectro de massas
por impacto eletrénico apresenta como ion de maior massa o fragmento m/z = 129,
devido a perda do grupo carboxila (Figura 8). O espectro de 3C-RMN (D,0) indica a
presencga de duas carbonilas (177,6 e 177,56 ppm), um grupo -CH- (57,0 ppm), trés
grupamentos -CH,- (41,9; 31,0 e 27,4 ppm) e um grupamento -CH;- (25,1 ppm) (Figura
9), o que permite, juntamente com o espectro de massas, propor a férmula molecular
C;H4N,0;.- O espectro RMN (D,0) (Figura 10) permite as atribui¢gdes da Figura 9. Os
espectros de correlagao proton-préton e préton-carbono indicam a conexao entre os
grupos metileno (Figuras 11 e 12). A andlise do conjunto de espectros permite propor
como estruturas possiveis:

NH2 - CH2 - CH2 - CH2 -CH - NH - C - CH3
COOH 0

o - ACETILORNITINA

CH3 -C-NH - CH2 ~ CH2 - CH2 - CH - NH2

Ii |

3 - ACETILORNITINA COOH
Spectrun 8 47 Filename: WSC61091  Acquired: Jan-10-1991 13:03:15 ¢+ 1:18
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AGC time: 52840
ooy 189 -
I
[
l"u 15 o
[
174 1
255
19623

W

10 150 226 250 30 X0 @

FIGURA 7 - Espectro de massas por ionizagdo quimica do aminoacido nio protéico ANP3 isolado de Ateleia
glazioviana.
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FIGURA 8 - Espectro de massas por impacto eletrdnico do aminodcido ndo protéico ANP3 isolado de Ateleia

glazioviana.
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FIGURA 9 - Espectro de RMN de Bcem D20 do amino4cido nao protéico ANP3 isolado de Ateleia glazioviana
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FIGURA 10 - Espectro de RMP em D20 do aminoéacido néo protéico ANP;3 isolado de Ateleia glazioviana.
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FIGURA 11 - Espectro de correlagdo préton-proton em Do do aminoacido ndo protéico ANP3 isolado de Ateleia
galzioviana.
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FIGURA 12 - Espectro de comrelagio préton-carbono em D20 do aminoéacido nao protéico ANP; isolado de Ateleia
glazioviana.

A distingdo das duas estruturas foi possivel através da reagdo com ninidrina apés
complexagdo com cobre. Os a-aminoacidos formam um complexo com Cu**, asper-
gido sobre o cromatograma antes da revelagdo com ninidrina.!® Através desses
cromatogramas observou-se uma diminuigdo na intensidade de coloragdo com a
revelagdo com ninidrina, 0 que indica tratar-se da d-acetilornitina. Tal estrutura
também foi confirmada através de comparagao com dados espectrais constantes na
literatura.” Esse aminoacido ja foi descrito para outras espécies como Cucumaria
frondosa, Fagus silvatica e Afzelia bella.3819

Do aminoacido ANP; foram obtidos 79 mg. O comportamento cromatografico
indica tratar-se de aminoacido neutro. Foram obtidos espectros de ressonancia
magnética protonica e de C que sugerem tratar-se de substancia ciclica: no entanto,
os dados obtidos nédo permitem ainda a proposi¢ao de uma estrutura.

Conclusoées

Dos extratos hidroetanoélicos de pericarpo alado e de sementes de Ateleia
glazioviana Baillon, Leguminosae-Papilionoideae, foram isolados trés aminoacidos nao
protéicos, dos quais dois foram identificados como acido 1-aminociclobutano-1,
3-dicarboxilico e d-acetilornitina.
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s ABSTRACT: Ateleia glazioviana Baillon, Leguminosae-Papilionoideae, is a tree widespread in the state
of Rio Grande do Sul. It is reputed to be toxic to cattle, fish and repellent to insects. In this work, two
of the main non proteinogenic amino acids were identified through spectroscopic methods as
1-aminociclobutane-1,3-dicarboxilic and -acetylornithine.

s KEYWORDS: Ateleia glazioviana; &-acetylornithine; 1-aminociclobutane-1,3-dicarboxilic; non-
proteinogenic amino acids; “timbé”.
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