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Resumo

O género Crotalaria possui, em geral, alcaloides de elevada toxicidade aos vertebrados. Crotalaria
juncea é uma das espécies desta familia e tem sido utilizada na adubacgdo verde e no controle de
pragas. Com isso, surge o interesse em identificar os principais metabdlitos secundarios presentes
em extratos de sementes de C. juncea. Este trabalho utilizou cromatografia liquida de ultra alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢ao (UHPLC-ESI-qTOF-MS/MS) no
modo positivo e negativo, identificando compostos ativos tais como flavonoides, derivados do acido
hidroxicinamico e alcaloides. As informacgdes obtidas auxiliardo na aplicagdo desta espécie vegetal
na proposi¢ao de novos biocidas naturais.
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Introducao

Atualmente, ha grande interesse na substitui¢cdo de produtos derivados da indUstria petroquimica
por alternativas renovaveis visando a reduc¢ao de danos a saude humana, animal e também ao
ambiente. Extratos vegetais podem ser utilizados em variadas aplica¢des, tais como inseticidas
naturais, antifungicos, antioxidantes, uso medicinal, entre outras. Sendo assim, faz-se necessaria a
busca de extratos de origem natural que possuam metabdlitos secundarios com atividade aplicada
para estes fins. A Crotalaria juncea é uma planta originaria da india, que é muito utilizada na
adubacdo verde e também no controle de pragas, por nao apresentar muita exigéncia em relacdo a
fertilidade do solo, além de possuir grande potencial na fixacdo de nitrogénio (ARAUJO; SANTANA;
ESPIRITO-SANTO, p. 109, 2011) (BOMFIM-SILVA et al, p. 372, 2011). Plantas pertencentes ao género
Crotalaria apresentam alcaloides pirrolizidinicos em suas sementes e em suas folhas (GARDIANO et
al, p. 3, 2010). Com isso, a busca por metabdlitos secundarios provenientes de C. juncea, que
possam ser utilizados no controle de diversas pragas, especialmente na formulagao de inseticidas
para aplicagdo em culturas agricolas (WANG; SIPES; SCHMITT, p. 37, 2002), € um tema de grande
interesse. Ademais, alguns desses alcaloides podem apresentar alta toxicidade aos vertebrados.
Deste modo, o objetivo deste trabalho foi identificar os principais metabdlitos secundarios
presentes em extrato hidroalcodlico de sementes de C. juncea por meio de analises de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo. Este
estudo contribui para o aumento do conhecimento a respeito desta espécie, auxiliando na
estratégia de aplicagdo desses extratos na formulacdo de biocidas naturais em estudos futuros.

Material e métodos

A preparacdo do extrato hidroalcodlico de C. juncea foi avaliado em outro trabalho apresentado
neste evento (Feitosa, J.). A fracdo de 299-250 pm foi selecionada para os ensaios de extra¢do devido
ao perfil cromatografico apresentado em UHPLC/PDA (dados nao apresentados). Os extratos /\
hidroalcoodlicos foram analisados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Nexera XL, Shimadzu
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Inc.) acoplada a espectrometro de massas de alta resolucao (Maxis 4G, Bruker Daltonics) (UHPLC-
ESI-qTOF-MS/MS). Os parametros instrumentais utilizados foram: coluna Acquity UPLC HSS-T3 150 x
2.1 mm, 1.8 pm (Waters Corporation), mantida a 40°C; volume de inje¢ao: 1 pL; vazdo da fase movel:
0,4 mL/min; fase movel A - dgua deionizada com acido férmico 0,1% e B - ACN/MeOH 70/30 com
acido férmico 0,1%; modo de eluicdao gradiente (propor¢ao A/B): linear de 100/0 a 75/25 (0 a 12 min),
75/25 a 50/50 (12 a 17 min), isocratico 0/100 (20 a 22 min) e isocratico 100/0 (22 a 28 min) para
reequilibrio da coluna. O espectrémetro de massas foi operado em ambas as polaridades, utilizando
0s seguintes parametros: end plate: 500 V; capillary: 3.800 V (positivo) ou 4.200 V (negativo); dry gas:
9,0 L/min; dry temperature: 200°C; e m/z 70-1000. Os espectros foram processados utilizando o
software Data Analysis 4.2 (Bruker Daltonics) e as massas detectadas com intensidade absoluta
superior a 1x104 counts foram identificadas putativamente. As férmulas moleculares dos
compostos com m/z de interesse foram obtidas utilizando a ferramenta SmartFormula, e
submetidas as bases de dados (KEGG e CheBl) para identificacdo preditiva preliminar.
Posteriormente, os padrdes de fragmentacao foram avaliados no banco de dados MetFrag para
confirmacdo da identidade dos compostos.

Resultado e discussao

A analise por UHPLC-ESI-qTOF-MS/MS detectou 26 picos em modo negativo e 35 picos em modo
positivo (Figura 1). No entanto, ndo foi possivel realizar a atribuicdo putativa para todos os picos
detectados, pois nem todos apresentaram fragmentac¢do de segundo estagio adequada (MS2).
Diversos compostos com atividade biol6égica promissora foram identificados e estao apresentados
na Tabela 1. Os aminoacidos (4S)-4-Hidroxi-L-isoleucina (entrada 1), acido glutamico (entrada 11),
acido antranilico (entrada 14) e derivados do aminoacido arginina (entrada 8) e isoleucina (entrada
17), foram detectados em ambas polaridades. As flavonas, compostos com atividade antioxidante,
estdo detalhadas nas entradas 2, 3, 4, 6 e 7 (modo negativo) e 18, 19, 20 e 21 (modo positivo). Entre
as flavonas, a quercetina 3-O-beta-D-glucosil-(1->2)-beta-D- glucosideo foi detectada em ambas
polaridades, assim como o canferol-3-O-beta-D- glucosil-(1->2)-beta-D-glucosideo. O acido fasedlico,
da classe dos acidos hidroxicinamicos (entrada 5), apresenta grande potencial como agente
antioxidante. Os alcaloides, que podem ser utilizados em formula¢des de inseticidas, estdao
detalhados nas entradas 9 e 10 (ismina), 13 (heliotridina), 22, 24 e 25 (supinina) e 23 (rosmarinina).
Destacam-se a heliotridina e a supinina, alcaloides pirrolizidinicos que possuem, de forma geral,
efeitos toxicos reconhecidos. Observa-se ainda a presenca de levofuraltadona (entrada 12) e
licoricidina (entrada 26), ambos com atividade antibactericida. Um triterpenoide derivado da
saponina com provavel atividade inseticida (entrada 27) também foi identificado como componente
do extrato de C. juncea. Por fim, os oligossacarideos kojibiose (entrada 16) e rafinose (entrada 15)
compdem o extrato estudado.

Figura 1
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Figura 1. Perfil dissect dos cromatogramas de UHPLC-ESI-MS/MS no modo

+L

negativo (A) e positivo (B) do extrato bruto hidroalcodlico de C. juncea.

Perfil dissect dos cromatogramas de UHPLC-ESI-MS/MS no modo negativo (A) e positivo (B) do extrato bruto de C. juncea.

Tabela 1
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Metabdlitos identificados em extrato hidroalcoodlico de C. juncea por UHPLC-ESI-MS/MS nos modos negativo e positivo.
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Este estudo avaliou o extrato hidroalcodlico de sementes de C. juncea e identificou, em sua
composicao, a presenca de diversos compostos com atividade antioxidante, inseticida e
antibactericida. Dentre os compostos identificados destacam-se a heliotridina e a supinina, ambos
alcaloides pirrolizidinicos, classe de compostos muito presente em plantas da familia Fabaceae. Os
resultados obtidos auxiliardo no direcionamento de estratégias de aplicacao de extratos de C.
juncea na busca por formula¢des comerciais voltadas ao controle de pragas agricolas em estudos
realizados pelo grupo de pesquisa.
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