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Triterpenes and Other Constituents from Fruits of Enterolobium
contortisiliquum (Vell.) Morong (Fabaceae)

Abstract: From the fruits of specimen of Enterolobium contortisiliquum Fabaceae, ten
known compounds were isolated, namely seven triterpenes, maslinic acid (1), betulinic
acid (2), 3-oxo-B-amyrin (3), ursolic acid (4), B-amyrin (5), lupeol (6) and squalene (7);
one steroid, ergosterol peroxide (8); one caffeic acid derivative, ethyl caffeate (9) and
the ficaprenol-12 (10). This is the first reported occurrence of triterpenes 1-4 and 7,
steroid 8 and ficaprenol-12 in the genus Enterolobium. The structures of the isolated
compounds were determined on the basis of their spectral data.

Keywords: Enterolobium contortisiliquum; toxic plant; triterpenes.

Resumo

A partir dos frutos de um espécime de Enterolobium contortisiliquum Fabaceae, foram
isolados dez compostos conhecidos, sendo sete triterpenos, o acido maslinico (1), o
acido betulinico (2), 3-oxo-B-amirina (3), acido ursélico (4), B-amirina (5), lupeol (6) e o
esqualeno (7); um esteroide, perdxido de ergosterol (8); um derivado do acido cafeico,
cafeato de etila (9) e o ficaprenol-12 (10). Este é o primeiro relato dos triterpenos 1-4 e
7, do esteroide 8 e do ficaprenol-12 no género Enterolobium. As estruturas dos
compostos isolados foram determinadas com base nos seus dados espectrais.
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1. Introducio Enterolobium contortisiliquum revelaram a
ocorréncia de metabdlitos secundarios, como
monoterpenos, identificados no  dleo
essencial de sementes, destacando-se

O género Enterolobium compreende o ) » .
. - . . - principalmente saponinas ja determinadas
diversas espécies nativas no Brasil, incluindo . . . ..
como triterpénicas, presentes no pericarpo.

E. contortisiliquum, E. timbouva, E.
gummiferum e E. shombungkii.!

Dando continuidade a nossa linha de
pesquisa que visa conhecer a composi¢do
guimica de plantas tdxicas para o gado
ocorrentes em Mato Grosso do Sul, o
presente  trabalho aborda o estudo
fitoquimico de frutos de um espécime de E.
contortisiliquum (Figura 1), que levou ao
isolamento de dez compostos, destacando-se
sete triterpenos, um esteroide, um derivado
do acido cafeico e um poliprenol.

Enterolobium contortisiliquum (Vell.)
Morong, uma darvore de até 20-35 m de
altura, é conhecida popularmente como
ximbuva, orelha de negro, orelha de macaco,
timburi, tamboril, timbaiba, timbdé, pacara e
tamburé, sendo encontrada em diversas
regides, desde Para até o Rio Grande do Sul®
e seus frutos sdo conhecidos pela toxidez em
gado.?

Estudos fitoquimicos com a espécie
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Figura 1. Frutos de Enterolobium contortisiliquum (Fabaceae)

2. Parte Experimental

2.1,
gerais

Instrumentagcdo e procedimentos

Para as técnicas de cromatografia em
coluna foram utilizadas como fases
estacionarias gel de silica 70-230 mesh e 230-
400 mesh. A quantidade de fase estacionaria,
o diametro e a altura do leito estdo
explicitadas no item 2.3. As andlises por
cromatografia em camada fina foram
realizadas utilizando-se gel de silica 60 GF,s, e
cromatofolhas de aluminio 60 F,s, da Merck.
Como reveladores foram utilizados sulfato de
cério [Ce(S0,),] — solugdo a 2% em H,SO, e luz
UV,s54. Os espectros de RMN foram obtidos
em  espectrdmetro  Bruker’  DPX-300
(300/75MHz) e como solventes foram
utilizados CDCl; e CD3;0D.

2.2. Material vegetal

Os frutos de E. contortisiliquum foram
coletados em janeiro de 2012, no municipio
de Aquidauana, Mato Grosso do Sul, Brasil. A
identificagdo botdnica da espécie foi
efetuada pelo Dr. A. R. Pott (DBI/UFMS),
sendo uma exsicata incorporada ao Herbario
CGMS, da UFMS, sob n° 4021.

1.3. Extracdo e isolamento dos

constituintes quimicos

Os frutos (2 Kg) foram triturados e
submetidos a extracdo com etanol, a
temperatura ambiente, por uma semana. A
solucdo resultante apds filtragdo foi
concentrada sob pressdo reduzida até
consisténcia xaroposa, fornecendo o extrato
etandlico bruto (400 g). Este foi submetido a
parti¢cdes liquido-liquido entre metanol/agua
(9:1) e hexano, seguido por acetato de etila,
dando origem a trés residuos apds
evaporacdo dos solventes: hexanico (30 g),
acetato de etila (35 g) e hidrometandlico (80

g).

O material obtido na fase hexanica foi
submetido a cromatografia em coluna de gel
de silica 70-230 mesh (50,0 g; 10,0 X 60,0
cm), eluida com misturas de Hex:AcOEt em
gradiente de polaridade crescente (10:0, 9:1,
8,2, 7:3, 5:5, 0:10), originando 14 fragdes
(ECFH-1 a ECFH-14) de 200 mL cada. Parte da
fragdo ECFH-2 (180 mg) foi submetida a
cromatografia em coluna de gel de silica 200-
400 mesh (15,0 g; 3,0 X 40,0 cm), eluida com
Hex:AcOEt em gradiente de polaridade
crescente (95:5 a 80:20 e depois 0:100),
originando 80 fracGes de 10 mL cada. Este
processo resultou no isolamento das
substancias 6 (11,0 mg; 8:2) e 7 (25,0 mg;
95:5). A fracdo ECFH-3 (150 mg) foi
submetida a cromatografia em coluna de gel
de silica 200-400 mesh (15,0 g; 3,0 X 40,0
cm), eluida com Hex:AcOEt em gradiente de

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |No. 6| |2597-2605|



LVa

polaridade crescente (95:5 a 70:30 e depois
0:100), originando 100 fragGes de 10 mL
cada. Este processo resultou no isolamento
da substancia 8 (10,0 mg; 8:2). A fracdo
ECFH-4 (150 mg) foi submetida a
cromatografia em coluna de gel de silica 200-
400 mesh (15,0 g; 3,0 X 40,0 cm), eluida com
Hex:AcOEt em gradiente de polaridade
crescente (95:5 a 70:30 e depois 0:100),
originando 120 fracées de 10 mL cada. Este
processo resultou no isolamento das
substancias 2 (8,0 mg; 9:1), 3 (5,0 mg; 8:2) e
5 (6,7 mg; 8:2). O estudo da fracdo ECFH-5
(100,0 mg) através do mesmo procedimento
realizado para fracdo ECFH-4, levou ao
isolamento do composto 10 (14,0 mg; 98:2).
A fragdo ECFH-7 (100,0 mg) foi fracionada
também em gel de silica 230-400 mesh (15,0
g; 3,0 X 40,0 cm), eluida com Hex:AcOEt em
gradiente crescente de polaridade, levando
ao isolamento do composto 1 (5,0 mg; 40:60)
e 4 (7,0 mg; 8:2). A fracdo ECFH-10 (160,0
mg) foi submetida a cromatografia em coluna
de gel de silica 200-400 mesh (15,0 g; 3,0 X

40,0 cm) utilizando como solvente
AcOEt:MeOH em ordem crescente de
polaridade, levando ao isolamento do

composto composto 9 (12,0 mg; 0:100).

3. Resultados e Discussao

O espectro de RMN de 'H da substancia 1
revelou sete singletos em &, 0,69; 0,72; 0,82;
0,84; 0,89; 0,93 e 1,05 indicando a presenca
de sete grupos metilicos. Apresentou
também um singleto largo em o4 5,19
atribuido a hidrogénio olefinico, um dubleto
em o 2,88 (J = 9,5 Hz) e um duplo dubleto
em oy 3,29 (/ = 9,5 e 4,5 Hz) atribuido a
hidrogénios oximetinicos.

Miranda, M. L. D. et al.

A andlise criteriosa do espectro de RMN
BC revelou a presenca de trinta 4tomos de
carbono, dos quais sete sdo referentes a
carbonos metilicos, nove metilénicos, seis
metinicos e oito carbonos ndo hidrogenados.
Estes dados indicaram que a substancia 1
pertence a classe dos triterpenos
pentaciclicos.

A presenca do sinal em 8. 180,5, atribuido
a um carbono carboxilico, além dos sinais em
Oc 122,0 e &. 143,8 atribuidos a carbonos
olefinicos, sendo um hidrogenado e o outro
ndo hidrogenado, permitiram propor a
presenca do esqueleto oleanano com um
grupo carboxila. A presenca de sete grupos
metilicos foi confirmada pelos sinais em O:
15,6 (C-24); 15,9 (C-25); 18,2 (C-26); 23,7 (C-
30); 26,9 (C-27); 29,4 (C-23); 34,6 (C-29).

Foram  observados também  sinais
referentes a carbonos oximetinicos em ¢
68,2 e dc 83,2 atribuidos aos carbonos C-2 e
C-3, respectivamente.

A configuragdo relativa dos grupos
hidroxilicos em C-2 e C-3 foi atribuida com
base nas constantes de acoplamento dos
sinais dos hidrogénios oximetinicos. O
dubleto em 8y 2,88 (J/ = 9,5 Hz) foi atribuido
ao hidrogénio H-3 em virtude de H-3 acoplar
somente com H-2, visto que o carbono
vizinho C-4 é ndo hidrogenado. A constante
de acoplamento de 9,5 Hz permite dizer que
H-3 esta em posi¢dao axial. Da mesma forma,
o duplo dubleto em &, 3,29 (/= 9,5 e 4,5 Hz)
foi atribuido a H-2 por este estar acoplar-se a
H-3 e aos dois hidrogénios de C-1. A
magnitude da constante de acoplamento
permite dizer que H-2 estd em posi¢do axial.
Desta forma, pode-se afirmar que os grupos
hidroxilicos de C-2 e C-3 estdo em a e B,
respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Acoplamentos "H-"H observados para o hidrogénio H-2 pertencentes ao anel A do
composto 1

Com base no que foi discutido e em
comparacdo com os dados ja descritos na
literatura,” foi proposto para substancia 1 a
estrutura do acido 2a,3B-di-hidroxiolean-12-
ene-28-oico também conhecido como 4acido
maslinico (Figura 3).

No espectro de RMN de ‘H do composto 2
foram observados sinais caracteristicos de
seis grupos metilicos a 6, 0,76 (s, H-24); 0,82
(s, H-25), 0,90 (s, H-27), 0,87 (s, H-23), 0,69 (s,
H-26) e 1,63 (s, H-30). Um duplo dubleto
atribuido a um atomo de hidrogénio ligado a
carbono oxigenado a 6, 3,13 (dd, J = 5,4 e
10,6 Hz). Dois singletos largos a 64,54 (s/) e
6y 4,65 (sl) referentes a um hidrogénio
olefinico cada.

No espectro de RMN de *C foram listados
trinta sinais que com o auxilio do DEPT 135
foram determinados como sendo: seis
metilas, onze metilenos, seis metinos, seis
carbonos nao hidrogenados além de uma
carboxila.

O cadlculo do indice de deficiéncia de
hidrogénio mostrou que a molécula
apresenta seis insaturagdes, sendo cinco
ciclos e uma ligacdao dupla evidenciada pelo
RMN de “C através dos sinais a 5. 150,4 (C) e
6c 109,6 (CH,). Um atomo de carbono
oxigenado foi observado a &6c 79,0 e a
carboxila em 6:181,2 (C=0).

A unido destes dados sugere que a
substancia 2 trata-se de um triterpeno acido
pentaciclico e pelos valores dos
deslocamentos quimicos de RMN 'H e B¢,
confirma-se tratar do triterpeno &cido
betulinico.? (Figura 3)

Os triterpenos 3-oxo-B-amirina (3), acido
ursélico (4), B-amirina (5), lupeol (6) e
esqualeno (7) foram identificados, a partir
das andlises dos espectros de RMN 'H e *C e
comparacdo com os dados espectrais ja
existentes na literatura.>®® As substancias 8,
9 e 10 foram identificadas, a partir das
andlises dos espectros de RMN 'H e *C e
comparagdo com amostras auténticas, como
sendo o perdxido de ergosterol (8)'**
cafeato de etila (9)' e ficaprenol-12 (10),"
(Figura 3). Os dados espectroscopicos dos
compostos (1-7) isolados dos frutos de E.
contortisiliquum podem ser conferidos na
Tabela 1.

A seguir encontram-se os dados

espectroscopicos dos compostos 8 a 10:

Perdxido de ergosterol (8): dleo verde.
RMN de C (75 MHz, CDCl;) &¢: 30,1 (C-1),
34,7 (C-2), 66,4 (C-3), 39,3 (C-4), 82,2 (C-5),
135,2 (C-6), 130,7 (C-7), 79,4 (C-8), 51,1 (C-9),
36,9 (C-10), 20,6 (C-11), 36,9 (C-12), 44,5 (C-
13), 51,6 (C-14), 23,4 (C-15), 28,6 (C-16), 56,2
(C-17), 12,8 (C-18), 18,2 (C-19), 39,7 (C-20),
20,8 (C-21), 135,4 (C-22), 132,3 (C-23), 42,7
(C-24), 33,1 (C-25), 19,6 (C-26), 19,9 (C-27),
17,5 (C-28).

Cafeato de etila (9): Cristal amarelo. RMN
B¢ (75 MHz, €DCl;) &: 125,8 (C-1), 114,3 (C-
2), 145,8 (C-3), 148,6 (C-4), 116,0 (C-5), 121,7
(C-6), 145,2 (C-7), 114,8 (C-8), 166,9 (C-9),
60,1 (C-1’), 14,4 (C-2’).

Ficaprenol-12 (10): Oleo amarelo. RMN *C
(75 MHz, CDCl3) 6¢: 59,0 (C-1), 124,9 (C-2),
139,9 (C-3), 32,0 (C-4), 31,9-32,2 (C-a), 26,3-
26,7 (C-b), 124,1-124,4 (C-c), 131,2-136,1 (C-
d), 39,7 (C-e), 25,7 (C-f), 17,7 (C-g), 16,0 (C-h),
23,4 (C-i), 23,7 (C-j).
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Tabela 1. Dados de RMN de *C (CDCl5, 75 MHz)® e (CD;0D, 75 MHz)® dos compostos 1°, 2,
3%,4°,5%,6%e7°

6¢
C 1 2 3 4 5 6 7
1 46,7 38,7 38,7 38,6 38,7 38,7 25,7
2 68,1 27,4 27,2 27,9 27,2 27,4 131,2
3 83,1 79,0 218,0 78,8 79,0 79,0 124,5
4 39,4 38,8 38,5 38,6 38,5 38,8 26,7
5 55,2 55,3 55,2 55,2 55,2 55,3 39,8
6 16,5 18,3 18,4 18,2 18,4 18,3 134,9
7 32,5 34,2 32,9 32,9 32,9 34,2 124,2
8 41,5 40,7 38,7 39,3 38,7 40,6 26,7
9 47,0 50,5 47,6 47,5 47,6 50,5 39,8
10 37,9 37,0 37,2 36,8 37,2 37,0 135,1
11 22,9 20,8 23,6 23,2 23,6 20,8 124,5
12 122,0 25,5 121,7 125,5 121,7 25,5 28,3
13 143,8 38,3 145,1 138,1 145,1 38,3 28,3
14 41,2 42,4 41,7 41,9 41,7 42,4 124,5
15 28,0 30,5 26,2 27,9 26,2 27,9 135,1
16 23,0 32,2 27,2 24,1 27,2 37,2 39,8
17 45,8 56,3 32,5 48,2 32,5 42,0 26,7
18 41,2 46,8 47,2 52,7 47,2 49,2 124,2
19 45,8 49,2 46,8 39,0 46,8 46,8 134,9
20 30,3 150,4 31,1 38,8 31,1 150,9 39,8
21 33,6 30,2 34,7 30,6 34,7 30,5 26,7
22 32,5 37,1 36,9 36,8 36,9 39,0 124,5
23 29,4 27,9 28,3 27,9 28,3 29,7 131,2
24 15,6 15,3 15,5 15,3 15,5 15,4 25,7
25 15,9 16,0 15,6 15,5 15,6 16,1 17,6
26 18,2 16,1 16,8 16,9 16,8 15,9 15,9
27 26,9 14,7 25,9 23,4 25,9 14,5 15,9
28 180,5 181,2 28,4 180,6 28,4 18,0 16,0
29 34,6 109,7 33,3 16,9 33,3 109,3 16,0
30 23,7 19,3 23,7 21,0 23,7 19,3 17,6

Acido maslinico (1); Acido betulinico (2); 3-oxo-8-amirina (3); Acido ursélico (4); 8-amirina
(5); Lupeol (6); Esqualeno (7).
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Figura 3. Estruturas dos constituintes quimicos isolados do residuo hexanico dos frutos de
Enterolobium contortisiliquum (FABACEAE): acido maslinico (1); acido betulinico (2); 3-oxo-B-
amirina (3); acido ursdlico (4); B-amirina (5); lupeol (6); esqualeno (7); perdxido de ergosterol
(8); cafeato de etila (9) e ficaprenol-12 (10)
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4. Conclusao

O estudo fitoquimico do residuo hexanico
dos frutos de um espécime de Enterolobium
contortisiliquum coletado no municipio de
Aguidauana — MS levou ao isolamento de dez
substancias, destacando-se sete triterpenos:
acido maslinico (1), acido betulinico (2), 3-
oxo-B-amirina (3), 4acido ursdlico (4), B-
amirina (5), lupeol (6) e esqualeno (7). Exceto
os triterpenos 5 e 6, os demais estao sendo
relatados pela primeira vez no género
Enterolobium. Os outros compostos foram:
um esteroide, o peroxido de ergosterol (8);
um derivado do 4acido cafeico, o cafeato de
etila (9) e um poliprenol, o ficaprenol-12 (10).

Considerando-se que as favas de E.
contortisiliquum s3do relatadas como uma
importante causa de intoxicagdo para
bovinos causando impactos negativos na
pecudria,™ os resultados obtidos no presente
trabalho podem fornecer subsidios para
estudos futuros visando a identificacdo do
principio ativo toxico.
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